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Abréviations 

ADC: Antibody-drug conjugate 
ADN: Acide désoxyribonucléique 
AEEAc: 8-amino-3,6-dioxaoctanoic acid 
ARN: Acide ribonucléique 
BCN: Bicyclo[6.1.0]nonyne 
Boc: tert-butyloxycarbonyl 
BSA: Bovine serum albumin 
CHO cells: Chinese hamster ovary cells 
CT: Computed tomography 
CV: Column volume 
DIC: N,N'-diisopropylcarbodiimide  
DIPEA: N,N-diisopropylethylamine  
DMF: N,N-dimethylformamide  
DMSO: Dimethyl sulfoxide 
DOL: Degree of labelling 
DOTA: 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic acid  
DOTAGA: 2-(4,7,10-tris(carboxymethyl)-1,4,7,10-tetracyclododecan-1-yl)pentanedioic acid 
DTPA: Diethylenetriaminepentaacetic acid 
EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid 
EGFR: Epidermal growth factor receptor 
EPR: Enhanced permeability and retention 
ESI: Electrospray ionization  
FA: Formic acid 
FDA: Food and drug administration 
FDG: Fluorodeoxyglucose 
Fmoc: Fluorenylmethyloxycarbonyl  
FPLC: Fast protein liquid chromatography 
GMP: Good manufacturing practices 
HATU:  1-[bis(dimethylamino)methylene]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridinium 3-oxid 
hexafluorophosphate 
HEPES: acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique 
HER: Human epidermal growth factor receptor 
HPLC: High-performance liquid chromatography  
HRMS: High-resolution mass spectrometry  
IEDDA: Inverse electron-demand Diels-Alder 
IC50: Inhibitory concentration 50 
ICG: Indocyanine green 
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IRM: Imagerie par résonance magnétique 
iTLC: Instant thin layer chromatography  
LRMS: Low-resolution mass spectrometry  
MALDI-TOF: Matrix-assisted laser desorption ionization - Time of flight 
MES: 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid 
mp: Melting point 
MS: Mass-spectrometry 
NBS: N-bromosuccinimide 
NCS: N-chlorosuccinimide 
NHS: N-hydroxysuccinimide 
NIR: Near-infrared 
NMR: Nuclear magnetic resonance 
NOTA: 1,4,7-triazacyclononane-1,4,7-triacetic acid 
NODAGA: 1,4,7-triazacyclononane,1-glutaric acid-4,7-diacetic acid 
NT: Neurotensine 
NTS: Neurotensin receptor 
PB: Phosphate buffer 
PBS: Phosphate buffer saline  
PDAC: Pancreatic ductal adenocarcinoma 
PDT: Photodynamic therapy 
PEG: Polyethylene glycol 
p.i.: Post-injection 
PIT: Photoimmunotherapy 
PKC: Protéine kinase C 
PLC: Phospholipase C 
ppm: Parts per million 
PRRT: Peptide receptor radionuclide therapy 
PSMA: Prostate specific membrane antigen 
RCPG: Récepteur couplé aux protéines-G 
RMN: Résonance magnétique nucléaire 
ROS: Reactive oxygen species 
RP: Reverse phase 
RT: Room temperature 
RTK: Récepteur à activité tyrosine kinase 
SD: Standard deviation 
SDS-PAGE: Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 
SNAr: Substitution nucléophile aromatique 
SPPS: Solid phase peptide synthesis 
TCEP: Tris(2-carboxyethyl)phosphine 
TCO: Transcyclooctene 
TDM: Tomodensitométrie 
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TEAB: Triethylammonium bicarbonate 
TEP: Tomographie par émission de positons  
TEMP: Tomographie par émission monophotonique 
TEA: Tetraethylammonium 
TFA: Trifluoroacetic acid  
THF: Tetrahydrofuran  
THP: Tris(hydroxypyridinone) 
TIC : Total ion chromatogram 
TIPS: Triisopropylsilane 
Tle: tert-Leucine 
TLE: Transfert linéique d’énergie 
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I. Le cancer 

I.1. Généralités  

Le cancer est caractérisé par la prolifération incontrôlée de cellules anormales. Celles-ci 
peuvent envahir les tissus et organes environnants et former des métastases sur des sites 
distants.1 Le cancer est la deuxième cause de décès dans le monde (après les maladies 
cardiovasculaires) avec 9.6 millions de décès en 2016.2 Les cancers les plus fréquents sont le 
cancer du poumon, du sein, du colon, de la prostate et enfin de l’estomac.2 Environ 38% de la 
population sera diagnostiquée d’un cancer au cours de sa vie.3 Les pays les plus touchés sont 
ceux les moins développés. En effet, seulement 26% des pays à faibles revenus disposent des 
services nécessaires pour diagnostiquer et traiter le cancer à un stade précoce, et il est bien 
connu que la détection du cancer à un stade avancé ainsi que le manque de traitements sont 
des facteurs défavorables à la survie des patients.1  
 
Cinq facteurs comportementaux favorisent le développement de cancer : le tabagisme, la 
consommation d’alcool, le manque d’exercice physique, un indice de masse corporelle élevé 
et une mauvaise alimentation. Un tiers des décès par cancer est dû à un ou plusieurs de ces 
facteurs.4 À cela s’ajoutent les facteurs environnementaux, tels que l’exposition à des 
rayonnements ionisants, à des produits cancérogènes ou à certains biologiques (virus, 
bactéries, parasites), ainsi que les causes génétiques. Le vieillissement est probablement le 
facteur le plus important dans la survenue de cancers, dû à l’accumulation de toute une vie 
d’exposition à des facteurs pro-oncogènes et à la diminution de l’efficacité des mécanismes 
de réparation de l’ADN. 
 
Le cancer est caractérisé par la transformation de cellules normales en des cellules tumorales 
due à une perte du contrôle physiologique. Trois types de gènes sont responsables de ce 
changement de comportement. Ceux-ci peuvent subir des mutations qui vont accentuer ou 
modifier leur rôle.  
Parmi eux, les gènes proto-oncogènes vont être activés. Ces gènes sont responsables de la 
prolifération excessive et de la dédifférenciation des cellules. Au cours du développement, les 
cellules se différencient, c’est-à-dire qu’elles se spécialisent en différents types cellulaires 
pour donner naissance aux nombreux tissus nous constituant (cellules nerveuses, épithéliales, 
sanguines, musculaires, osseuses…). Ceci s’accompagne de nombreux changements tels que 
des modifications morphologiques, l’acquisition de nouvelles propriétés spécifiques, la perte 
des capacités à s’auto-renouveler, à se diviser indéfiniment, à migrer, etc. Lors du processus 
de cancérisation, les cellules vont perdre certains caractères de différenciation cellulaire et 
retrouver leur capacité de division et de migration.  
Les gènes suppresseurs de tumeurs, normalement responsables de la mort cellulaire 
programmée des cellules, vont conduire à une croissance anarchique après mutation.  
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Enfin, les gènes réparateurs, responsables de l’intégrité du génome, peuvent devenir inactifs 
après mutation.  
 
De ce fait, les cellules tumorales ont des caractéristiques biologiques bien différentes des 
cellules saines. D. Hanahan et R. Weinberg ont recensé plusieurs transformations 
caractéristiques du processus de cancérisation telles que la modification de certaines voies de 
signalisation intracellulaire, la variation de l’expression de certains récepteurs cellulaires, la 
modification du système immunitaire, du métabolisme (consommation en glucose par 
exemple) et des propriétés physicochimiques du microenvironnement tumoral (zones 
hypoxiques), ou encore le développement de l’angiogenèse.5,6 Toutes ces modifications 
permettent d’échapper aux mécanismes de régulation de la croissance cellulaire et favorisent 
la survie, la progression et la dissémination des cellules cancéreuses (Figure 1).  
 

 
Figure 1. Signes distinctifs du cancer ; figure adaptée d’article.5 

 
Ces différences moléculaires sont des cibles potentielles pour le développement de molécules 
à vocation diagnostique ou thérapeutique. En effet, certaines de ces transformations 
prennent place précocement dans le développement du cancer et les identifier rapidement 
permettrait d’améliorer le pronostic vital d’un patient. La nature de ces cibles sera détaillée 
plus longuement dans la partie III de cette introduction.  
Comme dit précédemment, plus le cancer est diagnostiqué précocement, plus la probabilité 
de survie augmente et plus les traitements sont efficaces. Ces dernières années, des avancées 
considérables ont été réalisées pour la détection et le traitement de cancers, ce qui, malgré 
l’augmentation de la population, a permis une diminution du taux de mortalité liée au cancer.7 
Ces points seront abordés dans la partie qui suit.  
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I.2. Différentes étapes du diagnostic  

L’objectif du diagnostic et du traitement du cancer est de guérir les patients ou, à défaut, de 
prolonger et d’améliorer leur qualité de vie. Le diagnostic est habituellement réalisé à partir 
de plusieurs examens cliniques, biologiques et d’imagerie (Figure 2).8 
 

 
Figure 2. Différentes étapes du diagnostic du cancer ; figure adaptée d'une page web.9 

 
L’examen clinique est souvent conduit par un médecin généraliste et/ou spécialiste qui va 
examiner le patient. Il permet de diagnostiquer la présence éventuelle de tumeur. Il est en 
général suivi d’un bilan complet sanguin et/ou urinaire, qui va renseigner le clinicien sur l’état 
de santé général du patient et permettre aussi de doser des marqueurs tumoraux 
éventuellement présents. Ces biomarqueurs sont en général des molécules circulantes, bien 
plus secrétées par les cellules tumorales que par les cellules saines. Les plus courants sont, par 
exemple, l’antigène carcinoembryonnaire (ACE) produit en quantité abondante lors des 
cancers du sein, du colon, de la thyroïde, du poumon, du rein, de l’estomac ou des ovaires,10 
l’antigène spécifique de la prostate (PSA) qui permet de détecter le cancer de la prostate,11 
ou encore la calcitonine, caractéristique du cancer de la thyroïde.12  
 
L’imagerie médicale permet ensuite aux médecins de confirmer la présence d’une tumeur, sa 
taille, sa forme et sa localisation exacte, afin de commencer à préparer l’approche 
thérapeutique. De nombreuses techniques d’imagerie sont disponibles telles que la 
radiographie, l’échographie, l’imagerie par résonance magnétique ou encore l’imagerie 
nucléaire. Elles seront décrites dans la partie II de cette introduction. 
 
La biopsie permet ensuite de confirmer le diagnostic et préciser la nature de la lésion 
cancéreuse. Elle consiste à prélever un échantillon de tissu, à l’analyser par microscopie et à 
réaliser une caractérisation moléculaire afin de déterminer la nature de la tumeur et orienter 
l’approche thérapeutique. Le prélèvement de l’échantillon peut se faire par ponction, par 
endoscopie ou par intervention chirurgicale selon sa localisation. 
 
Enfin, le bilan d’extension permet de préciser l’état d’avancement de la maladie. Il consiste à 
déterminer l’agressivité de la tumeur et à identifier si elle s’est propagée vers d’autres 
organes. Pour cela la classification T.N.M est utilisée.13 Ce système prend en compte 
l’évolution locale de la tumeur (T1 à T4), son extension aux ganglions lymphatiques voisins 
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(N0 à N3) et son éventuelle dissémination sous forme de métastases (M0 ou M1). C’est à partir 
de ce bilan qu’une stratégie thérapeutique adaptée est mise au point. 

I.3. Différentes thérapies possibles  

Une proportion importante de cancers peut désormais être guérie, en ayant recours à 
différents traitements, surtout s'ils sont détectés à un stade précoce. L’objectif de ces 
traitements est d’éliminer les cellules cancéreuses. Parmi eux on retrouve la chirurgie, la 
chimiothérapie, la radiothérapie (externe ou interne), l’hormonothérapie ou encore 
l’immunothérapie. Ces traitements peuvent être utilisés seuls ou combinés. Ils agissent soit 
localement (c’est-à-dire principalement sur les cellules tumorales de l’organe touché), c’est le 
cas de la chirurgie et la radiothérapie externe, soit de façon systémique (c’est-à-dire sur les 
cellules tumorales présentes dans tout le corps), dans le cas de la chimiothérapie, la 
radiothérapie interne vectorisée ou l’hormonothérapie.14–16 

I.3.1. Chirurgie 

La chirurgie est utilisée dans 80% des cas. C’est en général le premier traitement proposé pour 
les tumeurs solides. Elle permet d’éliminer la tumeur en prenant soin d’inclure, dans la mesure 
du possible, des marges chirurgicales suffisamment larges, afin de supprimer d’éventuelles 
cellules cancéreuses, situées autour de celle-ci, pour éviter une rechute. Cependant, même 
s’il s’agit du meilleur moyen d’éliminer une tumeur, la chirurgie n’est possible que pour les 
stades peu avancés, généralement sans métastases.17 Une des difficultés majeures est la 
distinction entre les tissus sains et les tissus tumoraux, souvent difficilement visible à l’œil nu. 

I.3.2. Chimiothérapie 

La chimiothérapie consiste à utiliser une substance chimique thérapeutique contre les cellules 
cancéreuses. Ces médicaments vont permettre soit l’arrêt de la multiplication des cellules 
cancéreuses, soit leur destruction. De nombreux médicaments anticancéreux sont aujourd’hui 
disponibles et permettent le traitement des cancers selon différents mécanismes d’action. 
Plusieurs substances thérapeutiques sont souvent combinées afin d’optimiser leur efficacité. 
Cette technique permet de toucher les cellules cancéreuses du corps entier, les objectifs étant 
de réduire la taille d’une tumeur avant opération par exemple, de limiter le risque de récidives 
après la chirurgie ou encore de traiter des zones non atteignables durant l’acte chirurgical. 
Cependant, deux problèmes majeurs sont observés : le développement d’un phénomène de 
résistance aux traitements par les cellules cancéreuses et l’importance des effets secondaires. 
En effet, les cellules saines peuvent aussi être touchées par ces traitements, induisant des 
effets indésirables tels que la fatigue, les douleurs, la perte des cheveux, les nausées et les 
troubles cardiaques par exemple.18 
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I.3.3. Radiothérapie 

La radiothérapie est la technique de thérapie cytotoxique la plus efficace pour le traitement 
de cancers solides localisés. Elle est donc utilisée chez plus de 60% des patients. Elle consiste 
à exposer les cellules cancéreuses à des rayonnements qui vont stopper la croissance des 
cellules ou induire leur mort. En effet, ces rayons vont provoquer, directement ou 
indirectement après radiolyse de l’eau, des dommages à l’ADN tels que des cassures simples 
brins ou doubles brins, la formation de sites abasiques ou encore des pontages inter- ou intra-
brin.19 Plus les dommages sont importants, plus ils sont difficiles à réparer par la cellule et 
donc meilleure est l’efficacité du traitement. L’objectif est de détruire un maximum de cellules 
cancéreuses sans toucher les cellules saines. Comme la chimiothérapie, ce traitement peut 
s’effectuer en complément, avant ou après la chirurgie.  
Il existe deux formes de radiothérapie. La radiothérapie externe consiste à irradier la zone 
tumorale grâce à un dispositif qui émet des rayonnements ionisants, situé à l’extérieur du 
corps du patient. Cela nécessite au préalable une délimitation précise de la zone à irradier 
pour minimiser les effets indésirables. La radiothérapie interne vectorisée consiste à utiliser 
un radiopharmaceutique émettant des particules cytotoxiques telles que les particules α, les 
particules β- et les électrons Auger.20 Elles seront présentées en détail dans la partie II de cette 
introduction. L’iode-131 est par exemple connu pour son émission de particules b-

cytotoxiques. Son accumulation préférentielle au niveau de la thyroïde permet le traitement 
du cancer thyroïdien.21 Lorsque le radionucléide est attaché à un anticorps pour cibler 
spécifiquement les cellules cancéreuses, on parle alors de radioimmunothérapie. Par 
exemple, le Zevalin® (ibritumomab tiuxétan) est un anticorps monoclonal marqué à l’yttrium-
90 pour le traitement du lymphome non-hodgkinien par radioimmunothérapie.22 

I.3.4. Hormonothérapie 

L’hormonothérapie est aussi un traitement basé sur la prise d’un médicament. Ce traitement 
est utilisé pour les cancers hormono-dépendants tels que les cancers de la thyroïde, du sein 
ou de la prostate.23,24 L’objectif est ici d’utiliser un médicament capable de bloquer la 
production ou l’activité hormonale responsables de la stimulation des cellules cancéreuses. 
L’hormonothérapie peut donc réduire la croissance des cellules tumorales mais pas les tuer.  

I.3.5. Immunothérapie 

L’immunothérapie est une technique récente qui consiste à stimuler les défenses 
immunitaires du patient pour attaquer et détruire les cellules cancéreuses.25 Pour cela, le 
médicament utilisé cible soit les cellules tumorales, soit les cellules immunitaires. De très bons 
résultats ont été obtenus pour le traitement du mélanome métastatique, du cancer du 
poumon non à petites cellules, et les cancers du rein.26 
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Ces dernières années, de nouvelles approches thérapeutiques ont été mises en place afin 
d’adapter au mieux le traitement donné à chaque patient. On parle désormais de « médecine 
personnalisée ». En effet, tous les patients sont différents et il existe une grande diversité de 
cancers, présentant chacun une « signature moléculaire » spécifique et ne répondant pas 
forcément de la même façon à un traitement donné. Il parait donc logique d’utiliser une 
thérapie adaptée à chaque cancer, la thérapie ciblée.27  
Le développement d’outils pour le diagnostic et la thérapie du cancer est devenu le domaine 
de recherche principal des entreprises pharmaceutiques afin de permettre, dans l’avenir, une 
médecine personnalisée propre à chaque cancer et à chaque patient.   

II. L’imagerie médicale  

L’imagerie moléculaire est une technique permettant la caractérisation de processus 
biochimiques aux niveaux cellulaire et moléculaire chez le vivant. Elle aide à la compréhension 
des phénomènes biologiques et des réactions impliquées dans différents processus 
physiologiques et pathologiques à l’échelle nanoscopique (études in vitro des cellules). Elle 
peut aussi être combinée à l’imagerie anatomique. On parle d’imagerie médicale lorsqu’elle 
s’applique à l’Homme. Cet outil non invasif permet de reconstituer des images en deux ou 
trois dimensions et peut être utilisé à différentes fins. En permettant la visualisation d’un 
changement caractéristique au niveau moléculaire, elle est très utilisée pour le diagnostic 
rapide et précis des patients, la stadification (en évaluant la présence ou non de métastases), 
le suivi des thérapies (en évaluant de façon précoce la réponse ou la résistance à un 
traitement), ainsi que la détection de récidive de nombreuses maladies. L’oncologie, la 
neurologie et la cardiologie sont les trois spécialités médicales ayant le plus recours à 
l’imagerie médicale.28 Enfin, l’imagerie médicale est aussi utilisée pour le développement de 
nouveaux médicaments et l’optimisation de stratégies thérapeutiques.29,30  
 
De nombreuses techniques d’imagerie sont disponibles pour les études précliniques et 
cliniques. Parmi les plus utilisées, on compte l’imagerie par rayons X, l’échographie, l’imagerie 
par résonance magnétique, l’imagerie nucléaire et l’imagerie optique.28,31–33  
 
Selon l’application souhaitée, il est important de bien choisir la technique d’imagerie 
appropriée. En effet, les modalités d’imagerie diffèrent par le matériel utilisé et leurs 
propriétés : sensibilité, précision, résolution spatiale et temporelle, pénétration des tissus, 
quantification, temps d’acquisition et coût (Tableau 1). Un autre paramètre important est la 
toxicité induite par certaines techniques, due à l’utilisation de rayonnements ionisants. 
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Tableau 1. Caractéristiques des principales techniques d'imagerie ; tableau adapté de revue.28 

 
 
Certaines techniques nécessitent l’injection de molécules pour réaliser l’imagerie. Deux types 
de molécules peuvent être injectées. Les agents de contraste améliorent la qualité des images 
tandis que l’utilisation d’agents d’imagerie moléculaire permet d’imager de façon spécifique 
un comportement moléculaire propre à une maladie. La quantité de molécule injectée diffère 
selon la modalité d’imagerie. Il est nécessaire de trouver le bon compromis pour avoir une 
bonne qualité d’image tout en limitant les effets toxiques. 
 
Il existe deux principaux types d’imagerie : l’imagerie structurale et l’imagerie fonctionnelle.  

II.1. Imagerie structurale  

L’imagerie structurale, aussi appelée imagerie anatomique, apporte des informations 
morphologiques sur l’emplacement d’un organe/tissu, sa structure, sa forme et parfois son 
contenu (structures osseuses, calculs vésicaux, densité aérique, hydrique, graisseuse). Parmi 
ces outils, on retrouve la radiographie, la tomodensitométrie, l’imagerie par résonance 
magnétique et l’échographie.  

II.1.1. Radiographie 

La radiographie est une technique utilisant les rayons X. Les rayons X sont générés dans un 
tube à rayons. Ils sont ensuite envoyés sur une zone précise d’un patient puis recueillis sur un 
détecteur de radiation (cassette) (Figure 3A). En traversant le corps humain, les rayons vont 
être atténués selon l’épaisseur de la zone à traverser et la capacité des différents tissus à 
atténuer les rayons, ce qui conduira au contraste observé sur l’image. L’air n’absorbe pas du 
tout les rayons X et apparaîtra donc en noir sur une image. En revanche, les os sont les tissus 
qui absorbent le plus les rayons X et apparaîtront donc en blanc sur une image.28,31 Les 
informations recueillies vont permettre la reconstruction d’images bidimensionnelles (Figure 
3B).34 Cette technique est principalement utilisée en orthopédie, rhumatologie ou 
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orthodontie afin de diagnostiquer des traumatismes au niveau osseux ou articulaire ainsi que 
l’implantation des dents. Elle est aussi utilisée en oncologie pour la radiographie des poumons 
ou la mammographie. Les tissus « pleins » sont plus visibles que les tissus « creux » par cette 
technique mais l’injection d’agents de contrastes opaques permet leur visualisation. 
 

 
Figure 3. A. Principe de la radiographie ; B. Image obtenue par radiographie des poumons, figure extraite 
d'article.35 

II.1.2. Tomodensitométrie 

La tomodensitométrie (TDM), aussi communément appelée scanner (CT), est une autre 
technique d’imagerie reposant sur la détection des rayons X, ionisants. Des générateurs 
électriques produisent un faisceau de rayons X couvrant la largeur du patient. En face de cette 
source de rayons X se trouvent un grand nombre de détecteurs qui, en tournant autour du 
sujet, permettront la reconstruction d’images (Figure 4A). En effet, en mesurant l’atténuation 
des rayons X, une image anatomique en trois dimensions va pouvoir être reconstruite (Figure 
4B).28,31  

 
Figure 4. A. Principe de la tomodensitométrie, figure adaptée de revue ;28 B. Images obtenues par 
tomodensitométrie d'un rat présentant une tumeur du sein, xénogreffée sur le flanc, sans agent de contraste 
(gauche) et 3 jours après l’injection d'un agent de contraste iodé (droite) ; figure extraite d’article.36 

 
Cette technique d’imagerie permet des acquisitions simples et rapides et une bonne 
résolution spatiale (0.05 à 0.2 mm en préclinique et 0.5 à 1.0 mm en clinique) à un coût 
relativement faible. De plus, cette technique est largement disponible et la pénétration des 
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tissus n’est pas un problème du fait de la forte énergie des rayons X utilisés. En revanche, bien 
que de nombreux progrès aient été réalisés, la toxicité des rayons X est la limite principale de 
cette technique. Pour améliorer la qualité de l’image, il est possible d’injecter des agents de 
contraste de masse atomique élevée de type : nanoparticules, molécules iodées, 
lanthanides,36 molécules à base d’or,37 de bismuth,38 d’oxyde de tantale,39 de baryum ou de 
platine, mais à nouveaux ceux-ci peuvent induire une certaine toxicité s’ils sont injectés à des 
concentrations trop élevées.36 Le scanner est la technique d’imagerie anatomique la plus 
employée chez l’homme. Ces dernières années il a été utilisé pour la détection de nombreuses 
pathologies telles que le cancer, les lésions cérébrales, l’ischémie, l’embolie pulmonaire et 
bien d’autres.  

II.1.3. Imagerie par résonance magnétique 

L’imagerie par résonance magnétique (IRM) est basée sur les propriétés magnétiques de 
certains noyaux atomiques. Elle permet de visualiser la structure interne et la morphologie 
des tissus mous. Pour cette modalité, le patient est placé au centre d’un électroaimant 
supraconducteur qui va générer un champ magnétique. Les atomes possédant un moment 
magnétique de spin vont se polariser (s’aligner de façon parallèle ou antiparallèle au champ). 
L’appareil d’IRM contient des bobines de gradient qui produisent des variations du champ 
magnétique dans les trois directions tandis que des bobines radiofréquences génèrent des 
impulsions. Après irradiation, les noyaux vont revenir à leur état initial de deux façons 
possibles (Figure 5A). On parle de relaxation longitudinale ou relaxation transversale. Selon 
leur environnement physicochimique, les noyaux n’auront pas les mêmes temps de relaxation 
et c’est ce signal qui pourra être reconstruit sous forme d’image.28,31  
 

 
Figure 5. A. Principe de l'imagerie par résonance magnétique, figure adaptée de revue ;28 B. Images obtenues 
par IRM d'une souris présentant un gliome sans agent de contraste, en coupe sagittale (haut), avec agent de 
contraste nanoparticule d’oxyde de fer superparamagnétique (SPIO) non vectorisé 3 h p.i., en coupe axiale (bas 
gauche) et avec agent de contraste SPIO vectorisé 3 h p.i., en coupe axiale (bas droite) ; figure extraite d’article.40 

 
Les atomes d’hydrogène sont magnétiquement actifs tandis que pour la plupart des autres 
atomes, seule une très faible proportion l’est (par exemple, l’isotope 13C représente 
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seulement 1% du carbone naturel). L’hydrogène étant très répandu dans le corps (63% du 
corps est constitué d’eau ou de graisse, très riche en hydrogène), c’est le noyau le plus utilisé 
pour obtenir les images.31 Contrairement au scanner, plus un tissu est mou, plus il contient 
d’eau et donc meilleure est la résolution. Il est aussi possible d’utiliser des atomes 
paramagnétiques tels que le phosphore-31,41 le carbone-13,42 le sodium-23,43 le fluor-19,44 et 
l’oxygène-17.45  
 
L’injection d’agents de contraste IRM permet de perturber le champ magnétique local ce qui 
va jouer sur les temps de relaxation longitudinaux T1 ou transversaux T2 et donc améliorer le 
contraste.46,47 Parmi eux, les agents de contraste au gadolinium sont les plus répandus.48–50 
Les molécules contenant du gadolinium vont diminuer le T1 en augmentant la vitesse de 
relaxation des protons, ce qui conduit à des zones plus claires sur les images. On parle d’agents 
de contraste positifs. Un autre agent de contraste utilisé est les nanoparticules d’oxyde de fer 
superparamagnétiques (SPIO) (Figure 5B).40,51,52 Les SPIO vont diminuer le T2 et conduire à 
des zones plus foncées sur les images. Ils sont appelés agents de contraste négatifs. Ces 
différentes méthodes permettent de visualiser les microvascularisations tumorales, le réseau 
lymphatique ainsi que les inflammations. 
L’injection d’agents de contraste non spécifiques fournit seulement des informations 
structurales. En revanche, de nombreuses équipes s’intéressent à l’utilisation d’agents de 
contraste ciblés qui permettent d’obtenir des informations sur des évènements biochimiques.  
 
Les principaux avantages de l’IRM sont l’absence de rayonnements ionisants ainsi qu’une 
excellente résolution spatiale (quelques µm en préclinique à 1 mm en clinique). De plus, la 
pénétration des tissus est illimitée et l’utilisation d’agents de contraste permet d’obtenir des 
informations au niveau moléculaire. En revanche, l’IRM souffre d’une faible sensibilité. En 
effet, avec une sensibilité de 10-3 à 10-5 M, les temps d’acquisition sont longs et l’utilisation de 
quantités importantes d’agent de contraste est nécessaire pour l’obtention d’images de 
qualité alors que ceux-ci peuvent être toxiques.53 Malgré sa faible sensibilité, cette technique 
est très largement utilisée en clinique, principalement pour son excellente résolution spatiale 
ainsi que les très bons contrastes obtenus pour les tissus mous. 

II.1.4. Échographie 

L’échographie est une technique d’imagerie basée sur la réflexion des ultrasons. Pour cela, 
une sonde, aussi appelée transducteur, convertit un signal électrique en ondes sonores qui 
vont pénétrer dans le corps et être réfléchies par les différents tissus biologiques traversés. La 
sonde détecte les ultrasons renvoyés et les convertit en signaux électriques. Enfin, ces signaux 
sont analysés et traités afin de construire des images morphologiques bidimensionnelles 
(Figure 6A). En effet, la distance, l’intensité ainsi que la direction des ondes sonores par 
rapport à la sonde sont calculées et permettent la retranscription en image.28,31 
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Afin d’améliorer le rapport signal sur bruit-de-fond, il est possible d’injecter des microbulles 
d’air, de l’ordre du micromètre, enrobées d’une couche de lipides ou de polymères (Figure 
6B).54,55 Ce procédé est efficace mais ne permet pas d’obtenir des informations moléculaires. 
En revanche, en y associant un vecteur de ciblage, il est possible d’observer des processus tels 
que l’angiogenèse ou l’inflammation.56,57,58  
 

 
Figure 6. A. Principe de l'imagerie par ultrasons, figure adaptée de revue ;28 B. Images obtenues par ultrasons 
d'une souris présentant un gliome 5 min après l’injection de microbulles d’air non vectorisées (haut) et de 
microbulles d’air vectorisées (bas) ; figure extraite d’article.56 

 
La résolution est moyenne mais elle peut être améliorée en augmentant les fréquences des 
ondes sonores. Cependant, ceci se traduit par des longueurs d’onde plus courtes et donc une 
limitation de la pénétration des tissus. Les principaux avantages de l’imagerie ultrasonore sont 
la disponibilité, le faible coût et la portabilité du dispositif d’échographie. De plus, cette 
technique ne présente pas de problème de toxicité et l’injection de microbulles d’air permet 
d’obtenir une bonne sensibilité (10-12 M). En revanche cet outil ne permet, principalement, 
que d’obtenir des informations morphologiques bidimensionnelles en détectant seulement 
les tissus mous. Cette technique est très utilisée en obstétrique et, couplée au doppler, en 
imagerie vasculaire. Sa faible utilisation en oncologie est due à sa résolution, la difficulté 
d’interprétation des images, ainsi que sa limite de pénétrabilité. Elle connaitra probablement 
dans les années à venir de gros progrès.  

II.2. Imagerie moléculaire  

L’imagerie fonctionnelle, aussi appelée imagerie moléculaire, procure des informations sur les 
fonctions biochimiques et physiologiques au niveau moléculaire, à l’échelle d’une cellule, d’un 
tissu ou d’un organe. Parmi ces outils, on retrouve essentiellement l’imagerie nucléaire et 
l’imagerie optique.  
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II.2.1. Imagerie nucléaire 

Bref historique  
 
Irène Curie et son mari Fréderic Joliot ont découvert, dans les années 1930, la radioactivité 
artificielle.59 Cette découverte, qui fut suivie, en 1932, de la construction du premier cyclotron 
par Ernest Lawrence, a ouvert la porte vers la production de nombreux radionucléides issus 
de quasiment tous les éléments du tableau périodique.60 Cette avancée a permis aux 
chercheurs de concevoir des radiotraceurs pour l’étude de processus biochimiques. Les frères 
Lawrence ont, pour la première fois, utilisé le phosphore-32 pour le traitement d’un patient 
atteint de leucémie.61 Werner a découvert en 1948 que l’iode-131 s’accumulait de façon 
spécifique dans la thyroïde et qu’il pouvait être détecté et quantifié par un compteur Geiger.62 
À cette découverte a suivi l’invention de la gamma caméra par Hal Anger en 1958, établissant 
ainsi le réel début de l’ère de la médecine nucléaire.63 En 1968, Wagner a définit la médecine 
nucléaire comme étant une discipline basée sur l’utilisation de matériaux radioactifs pour 
l’étude, le diagnostic et la thérapie de maladies.  
 
Radioactivité 
 
La radioactivité est un phénomène physique par lequel un radionucléide (atome instable) va 
se transformer en une autre entité (stable ou instable) en émettant des particules de matière 
(électrons, neutrons, hélium) et de l’énergie (photons et énergie cinétique). La radioactivité 
se mesure en Becquerel (Bq), correspondant au nombre de désintégrations par seconde d’un 
atome. On appelle période radioactive ou temps de demi-vie (t1/2) le temps au bout duquel la 
moitié des noyaux radioactifs d’un échantillon s’est transformée en un autre nucléide. En se 
désintégrant, un noyau radioactif peut produire différents types de rayonnements ionisants : 
les émissions alpha (a), béta + (b+), béta - (b-), gamma (g) et les électrons Auger (Figure 7). 
Ceux-ci diffèrent par leur énergie, leur rayon d’action, et la nature de l’émission.  
 

 
Figure 7. Représentation schématique des modes de désintégration d'un noyau radioactif. 
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L’émission a est caractérisée par le relargage d’un atome d’hélium (deux protons et deux 
neutrons). Ces particules ont un rayon d’action très court avec une pénétration des tissus de 
moins de 100 µm. Elles possèdent un transfert linéique d’énergie (TLE) très élevé, c’est-à-dire 
que l’énergie délivrée à la matière par cette particule est importante (80 keV/µm), ce qui 
permet donc de faire de la thérapie. Dans l’air, ces particules ne traversent que quelques 
centimètres et peuvent être arrêtées par une feuille de papier.20 
 
L’émission b est caractérisée par l’émission d’un électron. Il en existe deux types : l’émission 
b- qui est l’émission d’un électron ordinaire et l’émission b+ qui est l’émission d’un électron 
positif aussi appelé positon. Les b- ont un TLE inférieur à celui des particules a (0.2 keV/µm) 
mais un rayon d’action plus élevé (0.1-12 mm). Ils vont donc aussi pouvoir être utilisés pour la 
thérapie.20 Pour ce qui est de l’émission b+, les particules chargées positivement vont 
parcourir une courte distance dans le tissu (< 2 mm) avant de rentrer en collision avec un 
électron du milieu. On parle d’annihilation. Ce phénomène va conduire à l’émission de deux 
photons g de 511 keV dans des directions diamétralement opposées. Ceux-ci vont pouvoir 
être détectés en coïncidence par une caméra à but diagnostic. Ces rayonnements peuvent 
parcourir quelques dizaines de centimètres de matière et sont arrêtés par le plomb. 
 
L’émission g est, quant à elle, une radiation électromagnétique. Son rayon d’action est élevé 
contrairement à son TLE. En effet, ces rayons g peuvent parcourir quelques centaines de 
mètres dans l’air. La détection de ces photons par une caméra est utilisée en imagerie 
médicale pour le diagnostic de maladie.  
 
Lors de la désintégration de certains atomes radioactifs, il peut se former une vacance au 
niveau de la couche interne électronique. Ce vide va être rempli par un électron d’une couche 
supérieure et ainsi de suite jusqu’à déplacer la vacance au niveau de la dernière couche 
électronique. Chaque transition électronique entraîne une émission d’énergie qui peut être 
transmise à un électron qui sera éjecté de l’atome. On parle d’émission d’électron Auger 
(Figure 8).20 Les électrons Auger ont un TLE compris entre celui des b- et celui des particules a 
(4-26 keV/µm) et leur rayon d’action est très court (2-500 nm). Les particules a et électrons 
Auger sont donc plus destructrices que les particules b-. 
 

 
Figure 8. Représentation schématique de la production d'électrons Auger ; figure adaptée d’une page web.64 
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Imagerie 
 
Maintenant qu’une courte introduction sur la radioactivité a été faite, nous allons passer aux 
dispositifs d’imagerie nucléaire. Ces techniques sont basées sur la détection d’un signal 
radioactif. Il en existe deux principaux types : 

- la tomographie par émission monophotonique (TEMP ou « single photon emission 

computed tomography », SPECT en anglais) ; 
- la tomographie par émission de positons (TEP ou « positron emission tomography », 

PET en anglais). 
 
Ces modalités ont pour but de faciliter le diagnostic de différentes pathologies grâce à un 
dispositif d’imagerie et à un radionucléide lié ou non à une molécule ciblante. En effet, elles 
nécessitent au préalable l’injection d’un radiopharmaceutique. Elles diffèrent par le mode de 
désintégration du radionucléide injecté et l’instrumentation utilisée. Ces deux types 
d’imagerie sont basés sur la détection de photons g provenant de la désintégration d’un 
radionucléide (Figure 9). La première g-caméra a été développée en 1958.65 Elle permettait 
d’obtenir des images en deux dimensions. 
 

 
Figure 9. Principe de l'imagerie nucléaire ; figure adaptée de revue.28 

 
Imagerie TEMP 
 
La première caméra TEMP a été développée en 1963.66 Pour la TEMP il est nécessaire 
d’injecter un radionucléide émetteur de photons g. Les photons g émis vont être détectés par 
un réseau de détecteurs situé dans l’imageur, capable de tourner à 360° autour du patient. 
Sur ces détecteurs se trouvent des collimateurs qui vont permettre de récolter seulement les 
rayons g leur arrivant perpendiculairement. Enfin, en identifiant l’emplacement des 
radionucléides, une image tridimensionnelle peut être reconstruite (Figure 10A). La présence 
des collimateurs améliore la résolution mais, du fait de la perte de nombreux signaux, une 
diminution de sensibilité est observée.28,31  
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Figure 10. A. Représentation schématique du dispositif d'imagerie TEMP, figure adaptée de revue ;31 B. Images 
obtenues par microTEMP d'une souris présentant une xénogreffe de tumeur de la prostate 4 h après l’injection 
d’un analogue de la bombésine marqué au 99mTc sans blocking (gauche) et avec blocking (droite) ; figure extraite 
d’article.67 

 
Malgré de nombreux progrès, la résolution spatiale de la TEMP reste encore relativement 
faible en clinique (< 1 mm en préclinique et 8 à 12 mm en clinique) et le signal est semi-
quantitatif en clinique contrairement aux appareils destinés à la recherche préclinique. De 
plus, les temps d’acquisition sont relativement longs ce qui peut être source d’inconfort pour 
le patient. En revanche, la sensibilité est élevée (10-11 M), la pénétration des tissus est illimitée, 
les contrastes sont bons et de nombreux radionucléides sont disponibles. La TEMP est 
particulièrement utilisée en cardiologie mais aussi en oncologie et neurologie (Figure 10B).68–

70 Cette modalité d’imagerie est donc, à ce jour très utilisée en préclinique et en clinique 
malgré une moins bonne résolution que la TEP.71 
 
Imagerie TEP 
 
La tomographie par émission de positons (TEP) a été découverte en 1962 avec le 
développement des premiers instruments TEP.66,72 Anger a démontré la possibilité de détecter 
les deux photons issus de l’annihilation d’un positon en utilisant deux caméras reliées.72 La 
toute première caméra TEP pour l’étude du corps entier est développée par Hoffman et 
Phelps en 1974.73 La TEP nécessite l’injection d’un radionucléide émettant des positons.31,74 
En effet, ceux-ci vont s’annihiler avec un électron et émettre deux photons g de 511 keV, qui 
vont être détectés en simultanée par des détecteurs (sous forme de cristaux) qui forment un 
anneau (couronne) autour du patient. La détection des deux coïncidences va permettre de 
réduire le bruit-de-fond et connaitre le lieu d’annihilation de façon précise (Figure 11). En 
revanche, une erreur de quelques millimètres est tout de même présente du fait de la distance 
que parcoure le positon avant de rencontrer un électron. L’acquisition d’un grand nombre 
d’évènements de coïncidence permet ensuite de reconstruire une image 
tridimensionnelle.28,31,75,76 Contrairement à la TEMP, il n’y a pas besoin de collimateur. Du fait 
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de la détection en coïncidence de deux photons contrairement à un seul pour la TEMP, les 
activités injectées sont inférieures à celles utilisées en TEMP. 
 

 
Figure 11. Représentations schématiques du dispositif d'imagerie TEP et du mode de désintégration d’un 
radionucléide b+ ; figure adaptée d’une revue.31 

 
Cette technique permet une meilleure résolution en clinique (1 mm en préclinique et 3 à 4 
mm en clinique) ainsi qu’une meilleure sensibilité (10-11 à 10-12 M) que la TEMP.28,75 Les 
concentrations de radionucléides injectés sont très faibles (pM à nM) et la quantification du 
signal radioactif est possible.77 Enfin, il n’y a pas de limite de pénétration des tissus.  
Du fait de ces nombreux avantages, la TEP est très utilisée en préclinique et en clinique. En 
effet, la précision de cette technique permet de suivre des processus à l’échelle moléculaire 
tels que l’interaction d’un ligand avec son récepteur, ce qui la rend très utile pour le diagnostic 
et le suivi de nombreuses pathologies. Cet outil d’imagerie est très utilisé en oncologie pour 
le diagnostic, la caractérisation tumorale, la stadification ainsi que le suivi thérapeutique des 
patients (Figure 12).78  
 

 
Figure 12. Images obtenues par microTEP d'une souris présentant une xénogreffe de tumeur de la prostate 1 h 
après l’injection d’un analogue de la PSMA marqué au 68Ga sans blocking (gauche) et avec blocking (droite) ; 
figure extraite d’article.79 
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La TEP est aussi utilisée pour la détection de l’inflammation et d’infections,80 ou encore, en 
cardiologie pour étudier le métabolisme et la viabilité du myocarde ainsi que pour suivre une 
perfusion myocardique ou l’athérosclérose.81,82 La neurologie a aussi beaucoup recours à 
cette technique pour le diagnostic et le suivi de différentes pathologies telles que la maladie 
d’Alzheimer, la maladie de Parkinson ou encore des pathologies vasculaires cérébrales.83,84 À 
nouveau, cette technique facilite aussi le développement et l’évaluation de nouveaux 
médicaments.30 De nombreux radionucléides sont disponibles pour cette modalité et c’est ce 
que nous allons détailler par la suite. 
 
Pour résumer, ces deux techniques d’imagerie présentent de moins bonnes résolutions 
spatiales que le scanner et l’IRM mais une bien meilleure sensibilité. Deux limitations 
principales sont observées pour ces techniques. La première est l’exposition à des 
rayonnements ionisants. En effet, malgré les faibles quantités à injecter nécessaires pour 
l’imagerie, les rayonnements ionisants limitent le nombre et la fréquence d’examen par 
patient. La deuxième contrainte est la courte demi-vie des radionucléides, qui implique que la 
synthèse du radiopharmaceutique, l’injection au patient, et l’examen par imagerie doivent 
être effectués en un temps limité. 
 
Radionucléides 
 
Au cours de ces dernières décennies, l’utilisation de radionucléides en médecine s’est 
considérablement développée, afin de devenir une spécialité clinique intégrant à la fois 
l’imagerie (détection) ainsi que le traitement de pathologies. Depuis la découverte des 
radionucléides pour l’imagerie et la thérapie jusqu’au développement d’instrumentations de 
pointe telles que la TEP et la TEMP ainsi que les cyclotrons, la médecine nucléaire n’a fait 
qu’évoluer. Durant cette période, le nombre de radionucléides disponibles, produits par des 
cyclotrons, des réacteurs nucléaires et des générateurs, a explosé et couvre aujourd’hui tout 
le tableau périodique (Figure 13). Blower parle dans sa revue de « nuclear chocolate box ».74 
 

 
Figure 13. Tableau périodique coloré selon les différentes applications possibles de chaque élément ; figure 
adaptée d'article.85 



Introduction générale 

 - 42 -  

Les radionucléides ont des propriétés différentes (temps de demi-vie, type d’émission, 
énergie, périmètre d’action, production, disponibilité, coût …). Ce sont tous ces paramètres 
qui vont influer sur le choix du radionucléide à utiliser selon l’application envisagée (Tableau 
2).74,86–88  
 
Tableau 2. Principaux radionucléides utilisés en imagerie et thérapie, leur demi-vie, leur mode de désintégration, 
leur mode de production et leur application. 

 
 
Pour le diagnostic, il faut plutôt se tourner vers des radionucléides émettant des rayons g émis 
directement par les émetteurs g ou indirectement par les émetteurs b+ car leur rayon d’action 
est élevé, tandis que leur énergie est faible (toxicité moins importante). La période radioactive 
doit être suffisamment longue pour avoir le temps de synthétiser le radiotraceur et de réaliser 
l’examen d’imagerie, mais pas trop pour ne pas irradier inutilement le patient. De même, les 
noyaux issus du produit de désintégration ne doivent pas être toxiques. Pour l’imagerie TEP, 
on retrouve principalement le carbone-11, le gallium-68, le fluor-18, le cuivre-64 et le 
zirconium-89. Pour l’imagerie TEMP, c’est le technétium-99m et l’indium-111 qui sont les plus 
utilisés (Tableau 2).  
 
Si l’application souhaitée est la thérapie, dans ce cas l’émetteur doit être de type a, électron 
d’Auger ou b-.89,90,91 En effet, leur rayon d’action est court mais avec une énergie très élevée. 
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Le temps de demi-vie doit être suffisamment long pour permettre une bonne irradiation des 
cellules et tissus cibles. Par contre, un temps trop long entraînerait des dommages trop 
importants aux organes sains. La quantité de radionucléide injectée est limitée par la 
radiosensibilité de certains organes tels que la moelle osseuse, les reins ou encore les 
gonades. Parmi les radionucléides utilisés en thérapie, on retrouve le lutécium-177, l’yttrium-
90, l’iode-131, et depuis peu, l’actinium-225 et le plomb-212 (Tableau 2).  
 
D’autres aspects à prendre en compte sont la faisabilité et la facilité du radiomarquage ainsi 
que le comportement in vivo. En effet, il existe deux types de radionucléides : les éléments 
métalliques et les non-métalliques. Leur fixation à un vecteur de ciblage se fera de façon 
différente.  
Les éléments non-métalliques tels que le carbone-11, le fluor-18 ou l’iode seront accrochés 
au vecteur de façon covalente. Ils ont l’avantage d’être de petite taille. Le peu (ou l’absence) 
de modification apportée à la structure de la molécule permet de conserver ses propriétés. 
En revanche, les conditions de radiomarquage sont souvent difficiles (haute température, pH 
acide ou basique) ce qui les rend incompatibles avec des molécules fragiles dans ces 
conditions.92,93 Enfin, le radiomarquage direct covalent nécessite la mise au point d’un 
nouveau protocole de radiosynthèse pour chaque nouvelle molécule. On peut citer pour 
exemple le [18F]fluorodésoxyglucose (FDG) utilisé pour le diagnostic TEP de nombreux cancers 
et la [11C]méthionine utilisée pour le diagnostic de glioblastomes (Figure 14). 
 

 
Figure 14. Représentation des molécules [18F]FDG et [11C]méthionine. 

 
Pour les éléments métalliques tels que le gallium, le cuivre, l’indium, le technétium ou le 
lutécium, la fixation à la molécule vectrice ne se fait pas de façon covalente mais par 
complexation. Ceci nécessite l’introduction d’un agent chélatant, qui, par sa taille importante, 
va modifier de façon non négligeable le vecteur et donc altérer ses propriétés 
pharmacocinétiques, voire modifier sa biodistribution. Cependant, le radiomarquage est en 
général réalisé dans des conditions plus douces et donc compatibles avec les molécules 
fragiles telles que les biomolécules. De nombreux agents chélatants sont disponibles et le 
choix de l’agent chélatant se fait en fonction du radionucléide choisi (Figure 15).94,95 Le DOTA 
(acide 1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1,4,7,10-tétraacétique) est le plus utilisé.  
 



Introduction générale 

 - 44 -  

 
Figure 15. Exemples d’agents chélatants utilisés pour la complexation de radionucléides métalliques. 

 
Certains agents chélatants ont la capacité de pouvoir accueillir différents radiométaux, 
permettant ainsi d’utiliser une même molécule marquée avec des radionucléides différents 
pour le diagnostic ou la thérapie. On peut alors parler de couple radiothéranostique. C’est par 
exemple le cas de la PSMA-617. Elle porte un DOTA comme agent chélatant et peut être 
marquée au gallium-68 ou au lutécium-177 pour le diagnostic ou la thérapie du cancer de la 
prostate respectivement (Figure 16).96  
 

 
Figure 16. Structure du composé PSMA-617 marqué au 68Ga ou 177Lu. 

II.2.2. Imagerie optique 

L’imagerie optique est une autre technique procurant des informations fonctionnelles, basée 
sur la détection d’un signal optique. On distingue deux modalités différentes : la fluorescence 
et la chimiluminescence. La chimiluminescence est l’émission de lumière après une réaction 
chimique conduisant à la production d’énergie lumineuse. On parle de bioluminescence 
lorsque cela a lieu dans une cellule ou un organisme. La fluorescence, quant à elle, est un 
phénomène nécessitant l’injection d’une molécule fluorescente. Dans cette thèse nous nous 
intéresserons seulement à l’imagerie de fluorescence.  
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Lorsqu’un fluorophore est excité, il va capter un ou plusieurs photons. On parle d’absorption. 
Lors de cette excitation, les électrons passent d’un état fondamental à un état excité singulet 
de plus haute énergie. Ces électrons vont ensuite se désexciter de différentes façons pour 
retourner à l’état fondamental. L’émission rapide par relaxation vibrationnelle conduit au 
phénomène de fluorescence tandis que l’émission plus lente, via un état triplet, conduit à la 
phosphorescence (Figure 17A). Les photons émis par la fluorescence (dans le domaine visible 
ou infrarouge) peuvent ensuite être détectés par une caméra optique (Figure 17B).28,31 
 

 
Figure 17. A. Diagramme de Perrin-Jablonski, figure adaptée d’une page web ;97B. Principe de l'imagerie optique, 
figure adaptée de revue.28 

 
Cette technique d’imagerie permet d’obtenir des images avec une très bonne sensibilité (10-9 
à 10-16 M) et une résolution spatiale assez bonne (2-3 mm). Du fait de la bonne sensibilité, les 
concentrations de fluorophores injectées sont faibles (nM), ce qui limite le risque de toxicité.98 
De plus, les temps d’acquisition sont courts, ce qui permet de suivre un processus en temps 
réel. Enfin, les caméras sont facilement disponibles et peu onéreuses. En revanche, la plus 
grosse limite de cette technique est la faible pénétrabilité des tissus (quelques mm à 1 cm).99 
De ce fait, à ce jour, l’imagerie optique est principalement utilisée pour la microscopie 
cellulaire, l’analyse d’échantillons de biopsie, ou l’examen de tissus de surface tels que la peau 
ou l’œil.  
Par ailleurs, certaines molécules du corps humain ont la capacité d’émettre de la fluorescence 
(on parle d’autofluorescence), ce qui peut conduire à un bruit-de-fond élevé en imagerie. Pour 
cette raison, pour améliorer la qualité des images, on privilégie l’emploi de fluorophores dont 
les maxima d’excitation et d’émission se situent dans une gamme de longueurs d’onde où les 
tissus absorbent très peu la lumière. On parle de fenêtre thérapeutique ou fenêtre de 
transparence des tissus. Celle-ci se trouve dans le domaine du proche infrarouge (near-

infrared ou NIR en anglais). Deux fenêtres sont décrites : NIR-I entre 650 à 950 nm et NIR-II 
entre 950 et 1400 nm (Figure 18).  
Aujourd’hui, à cause de cette faible pénétrabilité des tissus, l’imagerie optique est très utilisée 
en préclinique mais encore très peu en clinique hormis pour l’endoscopie101 ou la chirurgie 
guidée par fluorescence.102  
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Figure 18. Absorption de différentes molécules endogènes et représentation de la fenêtre thérapeutique NIR-I ; 
figure adaptée d’une page web.100 

 
Chirurgie guidée par fluorescence 
 
Ces dernières années, l’imagerie par fluorescence a suscité un intérêt particulier avec le 
développement de la chirurgie guidée par fluorescence. En effet, lors de la chirurgie, il peut 
être difficile pour le chirurgien de discriminer les tissus sains des tissus cancéreux. Il a été 
décrit que la présence de tissus tumoraux résiduels après une chirurgie entraînait un taux de 
rechute élevé.103 Les progrès dans le développement de dispositifs pour l’imagerie de 
fluorescence ont permis de mettre au point des caméras optiques pour l’imagerie intra-
opératoire. Le processus consiste à injecter un fluorophore puis, à l’aide d’une caméra 
optique, à détecter le signal en temps réel. Plusieurs études ont montré que l’injection d’un 
fluorophore spécifique des cellules tumorales permettait d’améliorer la visibilité des marges 
tumorales et donc la qualité de la résection tumorale durant la chirurgie.102,104 La fluorescence 
augmente aussi la qualité de la chirurgie car elle permet de préserver plus de tissus sains tels 
que les nerfs par exemple.105 Grâce à ce dispositif, il est aussi possible de discerner les 
ganglions lymphatiques ainsi que des petites métastases invisibles à l’œil nu. Deux types de 
sondes fluorescentes peuvent être injectées. Elles peuvent être non vectorisées, c’est le cas 
du vert d’indocyanine (ICG). Il est très utilisé depuis les années 1950 en cardiologie, 
ophtalmologie, neurochirurgie, et pour l‘identification des ganglions lymphatiques sentinelles 
en oncologie (Figure 19).106,107 

 
Figure 19. A. Structure du vert d'indocyanine ; B. Images d'une souris lors de l'imagerie des ganglions 
lymphatiques en lumière blanche (gauche) et superposition lumière blanche/fluorescence (droite) ; figure 
extraite de revue.107 
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Les sondes fluorescentes peuvent aussi être vectorisées afin d’obtenir une meilleure 
spécificité pour les cellules tumorales (Figure 20).104,108  

 
Figure 20. A. Images en lumière blanche et fluorescence de tissus de cancer ovarien, figure extraite d'article ;104 
B. Images en lumière blanche et superposition lumière blanche/fluorescence d’une tumeur du pancréas (les 
lignes noires en pointillés représentent la ligne de résection proposée sur la base de l'inspection visuelle et de la 
palpation ; la ligne bleue en pointillés représente la ligne de résection proposée sur la base des données de la 
fluorescence) ; figure extraite de revue.108 

 
L’utilisation de sondes g (gamma-probes), pour la détection de la radioactivité au cours de la 
chirurgie est aussi possible et basée sur le même principe.109,110 À ce jour, cet outil est surtout 
utilisé pour la résection des ganglions sentinelles mais reste peu développé car il est moins 
précis que la fluorescence. En effet, la radioactivité détectée est transcrite en un signal sonore 
ou en une valeur numérique et donc moins claire pour le chirurgien. De plus, cette technique 
entraîne l’exposition du chirurgien aux rayonnements ionisants, contrairement à la 
fluorescence. 
 
Sondes fluorescentes 
 
De nombreuses sondes fluorescentes sont actuellement disponibles. Une sonde fluorescente 
est caractérisée par plusieurs propriétés photophysiques :  

- les longueurs d’onde d’excitation (lexc) et d’émission (lem) ; 
- le déplacement de Stokes, c’est-à-dire la différence entre les maxima des spectres 

d’excitation et d’émission ; 
- le coefficient d’extinction molaire e, caractérisant la capacité à absorber la lumière ; 
- le rendement quantique de fluorescence j, correspondant à l’efficacité d’émission du 

fluorophore ; 
- la brillance, représentant l’intensité de la fluorescence (e ´ j) ; 
- le photoblanchiment, caractérisant la perte de fluorescence d’une molécule. 

 
Une bonne sonde fluorescente doit avoir des longueurs d’onde d’excitation et d’émission dans 
la fenêtre thérapeutique (entre 650 et 1450 nm) pour obtenir le meilleur contraste possible. 
Le déplacement de Stokes doit être le plus élevé possible pour réduire les interférences. Le 
coefficient d’extinction molaire ainsi que le rendement quantique doivent être les plus élevés 
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possibles pour obtenir une bonne sensibilité et enfin le fluorophore doit être peu sensible au 
photoblanchiment. D’autres paramètres sont aussi à prendre en compte. En effet, la sonde 
doit être stable dans les conditions physiologiques, elle doit être hydrosoluble pour éviter 
l’agrégation et enfin, elle doit posséder une fonction de greffage si on souhaite la fixer à une 
molécule vectrice.111  
 
Il existe deux types de fluorophores : les fluorophores inorganiques (lanthanides, 
nanoparticules semi-conductrices (quantum dots), complexes métal de transition-ligand…) et 
les fluorophores organiques. Les lanthanides sont une famille d’éléments du tableau 
périodiques pouvant être utilisés pour former des complexes émettant dans le proche 
infrarouge-II (NIR-II), c’est-à-dire entre 950 et 1450 nm, ce qui permet d’obtenir des images 
de bonne qualité avec un ratio signal sur bruit-de-fond élevé. Ces fluorophores sont utilisés 
depuis peu.112 La majeure partie des fluorophores organiques émettent dans le domaine 
proche infrarouge-I (NIR-I), c’est-à-dire entre 650 et 950 nm. De nombreuses familles existent 
telles que les molécules possédant un cœur xanthène (fluorescéines, rhodamines et éosines), 
les BODIPY, les cyanines, les porphyrines, etc (Figure 21).113  
 

 
Figure 21. Exemples de fluorophores utilisés pour l'imagerie optique ; figure adaptée de revue.113 

Seuls le vert d’indocyanine (ICG), le bleu de méthylène, la fluorescéine et le 5-ALA et ses 
dérivés (Metvixia et l'Hexvix) sont approuvés par la FDA (Food and Drug 

Administration).107,114,115 Le vert d’indocyanine est le plus utilisé dans le domaine médical 
(angiographie ophtalmique, marqueur dans l'évaluation de la perfusion des tissus et des 
organes, assistance pour la biopsie des ganglions lymphatiques sentinelles avec tumeurs). Ses 
longueurs d’onde d’excitation et d’émission sont aux alentours de 800 nm ce qui permet 
l’obtention d’images de qualité. En revanche, ce composé présente quelques inconvénients : 
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il est peu stable chimiquement et photochimiquement et il est peu vectorisable. Plusieurs 
essais cliniques sont en cours sur des molécules fluorescentes telles que BZL-100 ou OTL38. 
 
Plusieurs techniques permettent l’obtention d’images avec un meilleur rapport signal sur 
bruit-de-fond. La première est l’utilisation d’une molécule qui s’accumulera de façon 
préférentielle dans un tissu donné, la deuxième est la conjugaison à un vecteur qui permettra 
d’emmener la molécule jusqu’à sa cible et enfin, la troisième est l’utilisation de molécules 
activables par un stimulus au niveau de la cible (Figure 22).116 
 

 
Figure 22. Représentation schématique des différents types de sondes fluorescentes ; figure adaptée de revue.108 

 
Les deux premières techniques seront expliquées plus en détails dans la partie III.3 de cette 
introduction. Pour la troisième approche, on parle d’agents d’imagerie dits off/on ou sondes 
intelligentes. En effet, ces molécules ne sont pas fluorescentes lorsqu’elles sont injectées, 
mais, une fois leur cible atteinte, elles vont être activées et générer de la fluorescence. 
L’activation peut se faire de différentes façons, soit par modification de paramètres physico-
chimiques (pH, potentiel redox…),117 soit par clivage d’un lien entre le fluorophore et un 
quencher par une enzyme.118,119 De nombreux fluorophores destinés à ces différentes 
approches sont en cours de développement afin d’améliorer la qualité des images de 
fluorescence. Quelques-uns sont déjà en étude clinique.120  
 
Thérapie photodynamique  
 
La thérapie photodynamique (photodynamic therapy ou PDT en anglais) consiste à 
administrer à un patient une molécule organique, appelée photosensibilisateur, puis à 
l’exciter à une certaine longueur d’onde par un laser. Cette excitation va permettre de faire 
passer le photosensibilisateur dans un état excité et son retour à son état fondamental sera 
accompagné d’un transfert d’énergie aux molécules de dioxygène environnantes via un 
croisement intersystème. Ceci conduit à la formation d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) 
que sont l’oxygène singulet, des radicaux libres ou encore des peroxydes (Figure 23A).121,122 
L’oxygène singulet possède une demi-vie très courte, inférieure à 40 ns, et son rayon d’action 
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est inférieur à 20 nm.123 Ces espèces très réactives sont toxiques pour les cellules car elles 
vont conduire à la peroxydation et à la fragmentation des lipides, protéines ou acides 
nucléiques. Les dommages cellulaires créés vont conduire à la mort cellulaire par trois voies 
possibles, l’apoptose, la nécrose ou l’autophagie (Figure 23B). Si le photosensibilisateur se 
trouve dans les mitochondries ou dans le cytoplasme, c’est la voie apoptotique qui entre en 
jeu.124 En revanche, si le photosensibilisateur se trouve au niveau de la membrane 
plasmatique, il y aura induction de la nécrose.125 Une augmentation de la phototoxicité est 
observée lorsque le photosensibilisateur est lié à la membrane.126  

 
Figure 23. A. Diagramme de Jablonski montrant la production de ROS, figure adaptée de revue ;127 B. Principe de 
la thérapie photodynamique ; figure adaptée d’une revue.128 

 
Il existe plusieurs familles de photosensibilisateurs (Figure 24). Les plus connues sont les 
porphyrines et chlorines, les phtalocyanines, les xanthènes ou encore les BODIPY.129 Les plus 
courantes sont les porphyrines et les phtalocyanines.  

 
Figure 24. Exemples de photosensibilisateurs utilisés pour la thérapie photodynamique ; figure adaptée de 
revue.129 

 
Parmi eux, plusieurs sont déjà utilisés en clinique pour le traitement de cancers,122,130 de 
maladies infectieuses, de maladies ophtalmiques ou dermatologiques.127 On retrouve par 
exemple le Photofrin®, Visudyne®, Levulan®, Metvixia®, Bremachlorin®, Tookad et 
Foscan®.130,131  
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Cette technique est de plus en plus utilisée en oncologie. En effet, cette approche 
thérapeutique permet de traiter localement des cancers tout en étant sélectif et peu invasif 
par rapport à la chirurgie. La PDT présente également des avantages par rapport aux 
chimiothérapies existantes. Plus sélective, elle induit moins d’effets secondaires, et aucune 
résistance n’est observée. En effet ce processus entraîne la mort immédiate des cellules 
contrairement à la chimiothérapie.132,133 De plus, l’émission de ROS est souvent accompagnée 
par une émission de fluorescence ce qui fait des sondes PDT des molécules traçables pour 
l’imagerie et la thérapie.131 Un des problèmes majeurs est que les photosensibilisateurs sont 
relativement peu solubles dans l’eau. Pour éviter une phototoxicité au niveau de la peau, il 
peut être intéressant de vectoriser ces molécules. Au vu de leur taille importante, elles sont 
souvent fixées sur des biomolécules vectrices de haut poids moléculaire, pour avoir un ratio 
poids moléculaire du photosensibilisateur sur poids moléculaire de la molécule vectrice 
correct. De nombreux photosensibilisateurs sont en cours de développement afin d’améliorer 
la sélectivité et le taux de production d’oxygène singulet.134 

II.3. Imagerie multimodale  

Nous avons pu constater dans cette deuxième partie que les différentes techniques d’imagerie 
présentent des propriétés distinctes, chacune ayant des avantages et des limitations (Figure 
25). Afin d’obtenir des informations complémentaires, de bénéficier des points forts et de 
pallier les limites d’une technique d’imagerie par rapport à une autre, il est possible de 
combiner plusieurs modalités. On parle alors d’imagerie multimodale. Il est ainsi possible 
d’associer imagerie fonctionnelle et structurale mais aussi de combiner deux modalités 
fonctionnelles ou deux modalités structurales. Enfin, l’approche théranostique consiste à 
associer une modalité imageante et une modalité thérapeutique. 
 

 
Figure 25. Avantages et limites de chaque modalité d'imagerie ; figure adaptée de revue.31 
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L’imagerie bimodale nécessite l’utilisation de deux sondes d’imagerie distinctes. Deux 
approches sont alors envisageables : deux molécules (contenant chacune une modalité) 
peuvent être co-injectées, ou les deux modalités peuvent être introduites directement sur une 
même molécule qui sera ensuite injectée. Cette dernière stratégie présente un intérêt 
supérieur car la molécule bimodale présentera un comportement pharmacocinétique 
identique pour les deux modalités contrairement à l’approche basée sur deux sondes 
séparées. Cela permettra donc une parfaite corrélation entre les deux modalités.  
De plus, l’utilisation de sondes multimodales permet d’obtenir plus d’informations en moins 
de temps et ceci avec seulement une injection. Cette approche permet aussi de faciliter le 
développement d’agents d’imagerie car le processus de développement sera effectué qu’une 
seule fois, ce qui est moins onéreux et plus économique en temps.  
Cependant, comme nous l’avons souligné précédemment, toutes les techniques ne 
présentent pas les mêmes sensibilités, ce qui peut poser problème lors de l’élaboration d’un 
composé bimodal. En effet, l’imagerie optique et l’imagerie nucléaire sont bien plus sensibles 
que la TDM et l’IRM. Plusieurs solutions peuvent être mises en œuvre pour pallier ce 
problème. La première est d’introduire un nombre différent de chaque type de sonde. C’est, 
par exemple, ce qu’a fait Harrison et son équipe en introduisant trois complexes de gadolinium 
pour une sonde fluorescente afin de faire l’IRM et l’imagerie optique d’une souris portant un 
modèle de xénogreffe du cancer du sein (Figure 26).135  
 

 
Figure 26. A. Structure du composé contenant une sonde fluorescente pour trois complexes de gadolinium ; B. 
Imagerie bimodale optique (gauche) et IRM (droite) d'une souris porteuse de tumeur du sein, 4 h après l’injection 
du composé bimodal ; figure extraite d'article.135 

 
Il est aussi possible d’utiliser des structures plus volumineuses de types nanostructures telles 
que des nanoparticules métalliques (Figure 27),136,137 des liposomes ou micelles,138 des 
cérasomes,139–141 des dendrimères142 ou encore des quantum dots, sur lesquelles plusieurs 
éléments peuvent être introduits.143 Ces outils ont montré de bons résultats mais présentent 
certains inconvénients tels que leur toxicité (pour les quantum dots par exemple) et leur taille. 
En effet, la caractérisation de tels nanoobjets est compliquée et leur biodistribution n’est pas 
toujours optimale. 
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Figure 27. A. Structure d'une nanoparticule d'oxyde de fer PEGylée fonctionnalisée avec une cyanine 5.5 et un 
peptide, substrat de métalloprotéases de la matrice (MMP) ; B. Imagerie bimodale optique (gauche) et IRM 
(droite) avec inhibiteur ou sans inhibiteur de MMP de souris porteuse de tumeur, 12 h après l’injection de la 
nanoparticule vectorisée, figure extraite d’article.137  

II.3.1. Combinaison de l’imagerie fonctionnelle et structurale 

Il est intéressant de combiner imagerie fonctionnelle et structurale afin de faciliter la 
localisation d’un signal dans l’organisme. Une des possibilités est la combinaison d’une 
modalité nucléaire à la tomodensitométrie (Figure 28A). Cette combinaison est un outil très 
puissant permettant d’obtenir des informations à la fois moléculaires et morphologiques, qui 
améliorent le repérage d’anomalies et donc le diagnostic.144 À ce jour, le dispositif TEMP/TDM 
est le plus utilisé. En effet, il est plus accessible et moins coûteux que la TEP/TDM et de 
nombreux radiotraceurs TEMP, marqués au 99mTc ou 111In, sont approuvés par la FDA. 
Cependant, la technologie TEP/TDM a connu une progression fulgurante ces dernières années 
ce qui conduit à une diminution des prix et au développement important de nouveaux 
traceurs TEP. En effet, cette technologie permet une meilleure résolution, une bonne 
quantification du signal ainsi que des temps d’acquisition plus courts.145,146 Aujourd’hui, la 
totalité des examens cliniques TEP sont effectués en TEP/TDM. Ceci permet d’améliorer 
considérablement les diagnostics et la prise de décision clinique, ce qui en fait une technique 
de choix en oncologie147 mais aussi dans d’autres domaines comme la cardiologie.148 
 
L’imagerie nucléaire peut aussi être combinée à l’IRM (Figure 28B). L’IRM permet d’obtenir 
des images de meilleures qualités pour les tissus mous que la TDM. La combinaison TEP/IRM 
est donc de plus en plus utilisée en clinique, en neurologie ou en oncologie pour le cancer du 
sein, de la prostate et du foie.149–153 Cependant, cette technologie montre encore quelques 
limites.154,155 
 
Quelques études ont décrit la combinaison de l’imagerie optique et de la TDM (Figure 28C). 
Du fait de la différence de sensibilité entre ces modalités d’imagerie, les nanotechnologies 
semblent être des outils de choix pour concevoir des agents de contrastes adaptés.156,157,158 
Plusieurs études ont également rapporté la combinaison imagerie optique et IRM. À nouveau, 
la différence de sensibilité obtenue malgré l’ajout d’agents de contraste doit être palliée par 
l’introduction d’un nombre supérieur d’agent de contraste IRM comparé au fluorophore.135,159 
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Un autre problème, pouvant être rencontré, est l’incompatibilité des propriétés physiques des 
fluorophores et des agents de contraste IRM (par exemple, l’oxyde de fer est un quencher de 
fluorescence). Cependant, il a été montré que le quenching de la fluorescence dépendait de 
la taille de la nanoparticule.160 En augmentant la taille de celle-ci, la fluorescence peut être 
retrouvée. Il est donc possible de combiner nanoparticule d’oxyde de fer et sonde 
fluorescente,129 mais aussi d’utiliser d’autres types de nanoparticules (quantum dots par 
exemple).132 
 
Enfin, il est à noter que certaines équipes vont jusqu’à développer des agents trimodaux.162,163 
 

 
Figure 28. A. Imagerie bimodale TEP/TDM, imagerie TDM (haut) et superposition TEP/TDM (bas) d’une patiente 
porteuse de tumeur du sein après l’injection de [18F]FDG, figure extraite d’article ;161 B. Imagerie bimodale 
TEP/IRM, imagerie IRM (haut) et superposition TEP/IRM (bas) des ganglions lymphatiques d’une souris après 
l’injection d’une nanoparticule bimodale [124I]-SA-MnMEIO, figure extraite d’article ;153 C. Imagerie bimodale 
TDM/fluorescence, imagerie TDM (haut) et fluorescence (bas) d’une souris porteuse de tumeur du col de l’utérus 
après l’injection d’une huile contenant de l’iode et des quantum dots, figure extraite d’article.157  

II.3.2. Combinaison de modalités d’imagerie fonctionnelle 

Les combinaisons de deux modalités structurales telles que IRM/TDM et US/TDM sont très 
peu utilisées. En revanche, l’association de deux modalités fonctionnelles, telles que 
l’imagerie nucléaire et l’imagerie optique, est un domaine de recherche en pleine expansion, 
ayant déjà montré de très bons résultats précliniques (Figure 29).164–167  
 
Contrairement aux combinaisons précédentes, le développement de sondes bimodales 
nucléaire/optique est plus simple car les sensibilités sont similaires. De plus, chaque modalité 
d’imagerie permet une application différente. L’imagerie TEP ou TEMP permet d’établir le 
diagnostic, de stadifier les patients, de détecter et localiser les tumeurs et métastases et de 
sélectionner les patients éligibles pour la chirurgie. La modalité optique permet, quant à elle, 
de délimiter avec précision les marges tumorales et de localiser les éventuelles métastases 
invisibles à l’œil nu, dans le cadre d’une chirurgie guidée par fluorescence. Enfin la modalité 
nucléaire peut à nouveau être utilisée afin de faire un bilan post-chirurgie.  
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Figure 29. A. Imagerie bimodale TEMP/fluorescence, TEMP/TDM (gauche) et fluorescence (droite) d'une souris 
porteuse de tumeur LS174T, 3 jours après l’injection d'un anticorps (MN-14) ciblant l’antigène 
carcinoembryonnaire (CEA) contenant l’IRDye800CW et marqué à l'indium-111, figure extraite d'article ;168 B. 
Imagerie bimodale TEMP/fluorescence, TEMP/TDM (haut) et fluorescence (bas) d’une souris porteuse de 
micrométastases non détectables en TEMP 3 semaines après l’injection d’un anticorps (labetuzumab) ciblant 
l’antigène CEA contenant l’IRDye800CW et marqué à l’indium-111 ; figure extraite d’article.169 

 
Les sondes bimodales doivent être spécifiques du tissu d’intérêt et, au vu de leur taille 
importante, elles sont souvent conjuguées à des molécules vectrices de haut poids 
moléculaire (anticorps, biomolécules, peptides). De nombreux agents bimodaux 
TEMP/fluorescence sont également basés sur des nanotechnologies (liposomes, micelles, 
cérasomes) et ceci car les profils pharmacocinétiques sont plus en accord avec les longs temps 
de demi-vie des radionucléides TEMP. La plupart des sondes bimodales TEP/fluorescence sont 
utilisées en oncologie mais elles peuvent aussi trouver des applications dans d’autres 
domaines telles que la détection et le suivi d’hémorragies et lésions intracrâniennes,170 l’étude 
de la perfusion du myocarde,171 ou encore le diagnostic de la maladie d’Alzheimer.172 

II.3.3. Théranostique 

Le terme théranostique est issu de la contraction entre les mots « thérapie » et « diagnostic ». 
Cette approche a pour objectif d’utiliser l’imagerie pour localiser les cellules cancéreuses et 
les éliminer au moyen d’une thérapie ciblée. Il existe trois types d’agents théranostiques 
faisant appel à la médecine nucléaire.  
Le premier consiste à utiliser un radionucléide émettant à la fois des photons g pour le 
diagnostic et des particules a ou b- pour la thérapie, ce qui en fait un outil théranostique 
puissant. On peut citer par exemple le cas du lutécium-177 ou du rhénium-186.173  
La deuxième possibilité est de marquer une molécule avec des isotopes différents d’un même 
élément selon l’application souhaitée. C’est par exemple le cas de l’iode, qui possède quatre 
radioisotopes : 123I, 124I, 125I pour l’imagerie, et 131I pour la thérapie.174 Il en va de même pour 
le cuivre (64Cu pour l’imagerie et 67Cu pour la thérapie)175 ou encore le terbium (149Tb, 152Tb, 
155Tb pour l’imagerie et 161Tb pour la thérapie). On parle alors de paire théranostique. Ceci 
permet de conserver exactement la même biodistribution pour l’agent théranostique.  
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La troisième possibilité est de marquer une même molécule avec des radionucléides différents 
selon l’application souhaitée. Par exemple, on peut envisager l’utilisation du gallium-68 pour 
le diagnostic, suivi du lutécium-177 pour la thérapie. Ce couple de radionucléides est utilisé 
pour le traitement du cancer de la prostate avec un ligand PSMA (Figure 16),176 ou pour le 
traitement de tumeurs neuroendocrines avec un ligand des récepteurs à la somatostatine, 
DOTATOC.177 Le couple technétium-99m pour le diagnostic et rhénium-186 pour la thérapie 
est aussi utilisé.178 
 
Actuellement, après l’iode-131, le radionucléide le plus utilisé pour la radiothérapie est le 
lutécium-177. En effet, cet émetteur b- est un outil très puissant car il présente un temps de 
demi-vie assez long (6.7 jours), adapté à la thérapie. Il émet des particules b- permettant la 
thérapie et des photons g pouvant être utilisés pour l’imagerie ou pour des études de 
dosimétrie. Il est principalement utilisé dans le cadre de RLT (radioligand therapy) pour le 
traitement de petites tumeurs et métastases car l’énergie de ses particules est assez faible 
(498 keV). Il est moins toxique que l’yttrium-90 pour le patient et le personnel (énergie 
pouvant aller jusqu’à 2280 keV).179 L’utilisation de radionucléides émetteurs a, tels que 
l’actinium-225, a montré des résultats très encourageants pour le traitement de patients 
atteints du cancer de la prostate (Figure 30).180  
 

 
Figure 30. Imagerie TEP/TDM d'un patient atteint du cancer métastatique de la prostate, après traitement au 
[177Lu]Lu-PSMA-617 et au [225Ac]Ac-PSMA-617. Chez ce patient, la réponse au [225Ac]Ac-PSMA-617 a été bien 
meilleure ; figure extraite d’article.180 

 
Le lutécium-177 est utilisé pour traiter de nombreux cancers tels que le cancer du côlon,181 le 
lymphome non-hodgkinien,182 le cancer du poumon,183 le cancer des ovaires,184 le cancer de 
la prostate,176,185 ou les tumeurs neuroendocrines.186 De nombreux autres radionucléides 
peuvent être utilisés pour l’élaboration d’agents théranostiques.187 
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III. Ciblage  

Comme vu précédemment, le développement d’un cancer résulte de nombreuses 
modifications aux niveaux moléculaire, cellulaire et tissulaire. Il est donc intéressant d’utiliser 
ces changements pour localiser et traiter la pathologie. L’emploi d’agents pharmaceutiques 
capables de cibler le phénomène que l’on souhaite détecter, en général les cellules 
cancéreuses, permet d’améliorer la qualité du diagnostic (contraste, précision) et la réponse 
thérapeutique tout en limitant les effets indésirables et le développement de résistance aux 
traitements. (Figure 31).188,189  
 

 
Figure 31. Illustration simplifiée d'un agent pharmaceutique vectorisé ; figure adaptée de revue.85 

 
Le développement d’un agent d’imagerie ou d’un agent thérapeutique vectorisé implique de 
nombreuses étapes (Figure 32).  
 

 
Figure 32. Schéma du processus de développement d'un agent pharmaceutique ; figure adaptée de revue.28 
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La première étape consiste à identifier un processus biochimique spécifique de la pathologie 
ciblée. Ensuite, il faut choisir une cible pertinente, caractéristique du phénomène d’intérêt, 
pour le visualiser. Le choix peut se tourner vers une cible moléculaire spécifique ou un 
processus moléculaire (apoptose, hypoxie…). L’imagerie d’une cible moléculaire permet 
d’obtenir des informations très spécifiques et donc limitées à un type de pathologie. En 
revanche, l’imagerie d’un processus moléculaire permet d’appliquer une technique à 
différentes indications, mais de façon moins spécifique.  
Ensuite, selon l’application souhaitée (imagerie ou thérapie) et la question étudiée, il faut 
élaborer le design de la molécule. Cette étape comprend le choix de la modalité d’imagerie en 
prenant en compte les points forts et limites de chaque technique mais aussi le type de 
molécule utilisée pour atteindre la cible. Puis, vient la partie chimie et radiochimie pour 
synthétiser et caractériser cette molécule d’intérêt. De nombreux tests in vitro (basés sur la 
biologie moléculaire et cellulaire) doivent ensuite être effectués pour une première étape de 
validation du composé. Ceux-ci consistent à évaluer la spécificité et la sélectivité du composé 
pour la cible/processus ainsi que son affinité, sa capacité à se lier aux protéines plasmatiques 
et sa stabilité. Ces tests se révèlent très utiles mais ne fournissent pas d’information quant à 
la biodistribution et aux propriétés pharmacocinétiques d’un composé.  
Il faut donc ensuite réaliser des tests in vivo sur petit animal. En effet, ces modèles permettent 
de mimer (bien qu’imparfaitement) les processus physiopathologiques retrouvés chez 
l’homme et donc d’évaluer précliniquement l’action d’agents pharmaceutiques pour de 
nombreuses pathologies. Les rongeurs sont très utilisés pour ces tests car leur génome est 
totalement connu et leur élevage est facile. Les souris représentent 90% des modèles 
mammifères utilisés. De plus, les outils d’imagerie chez l’animal sont beaucoup plus précis 
qu’en clinique. Des premiers tests peuvent être effectués sur animaux sains afin d’obtenir des 
informations quant à la biodistribution, la stabilité et la toxicité des composés, puis l’utilisation 
de modèles d’animaux pathologiques pertinents permet d’évaluer la spécificité, la sélectivité 
et l’efficacité du composé. L’étude de biodistribution ex vivo est réalisée afin d’analyser la 
quantité de signal présente dans chaque organe. Enfin, si l’objectif final est l’étude clinique, 
des études de dosimétrie et de toxicité seront nécessaires, ainsi qu’une évaluation du 
composé sur animaux plus gros, non rongeurs et un recours à certains modèles et algorithmes 
mathématiques, avant de passer chez l’homme.28  
 
Il faut savoir que lorsqu’un agent pharmaceutique est administré à un organisme, il va suivre 
un processus d’absorption, de distribution, de métabolisme et d’excrétion (ADME), qui va 
définir ses propriétés pharmacocinétiques. Ceci est très important et impacte énormément le 
développement d’un agent pharmaceutique.  
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III.1. Les radiopharmaceutiques  

Un radiopharmaceutique est une molécule sur laquelle un radionucléide a été introduit afin 
d’être utilisé pour le diagnostic ou la thérapie. Il est constitué classiquement de plusieurs 
parties ayant des rôles différents (Figure 33).  
 

 
Figure 33. Structure schématique d'un radiopharmaceutique. 

 
- Le vecteur permet le ciblage spécifique d’un phénomène caractéristique des tissus 

pathologiques. Cela peut être une cible moléculaire ou un processus biochimique. Le 
vecteur doit avoir une bonne affinité et une bonne spécificité pour cette cible. 
L’approche utilisée pour lier l’agent chélatant au vecteur peut nettement impacter le 
profil de biodistribution du composé. Plusieurs techniques (modifications aléatoires, 
site-spécifiques, pretargeting, …) seront exposées dans le chapitre 3. 

- Le radionucléide permet de faire de l’imagerie ou de la thérapie. Il peut être non-
métallique et dans ce cas lié directement au vecteur, ou métallique et dans ce cas un 
agent chélatant sera nécessaire à sa fixation. La période radioactive du radionucléide 
doit être adaptée à la pharmacocinétique du vecteur. En effet, si la molécule vectrice 
possède un temps de demi-vie relativement court, il faut dans ce cas plutôt utiliser le 
gallium-68, le fluor-18 ou le technétium-99m par exemple. En revanche, si son temps 
de demi-vie est long, il faut plutôt choisir des éléments possédant une plus longue 
période radioactive (zirconium-89, indium-111, ...). 

- L’agent chélatant permet la complexation du radionucléide métallique. Le complexe 
formé doit être stable dans les conditions physiologiques. De nombreux agents 
chélatants sont disponibles et permettent des radiomarquages de qualité dans des 
conditions douces. Nous les décrirons dans le chapitre 2.  

- Enfin, un espaceur peut être introduit entre l’agent chélatant et le vecteur afin de 
limiter l’encombrement stérique mais aussi modifier les propriétés 
pharmacocinétiques du radiopharmaceutique.190  

 
Chaque élément doit être choisi de façon méticuleuse et influencera le comportement in vivo 
du radiopharmaceutique. Les facteurs principaux sont la taille, la charge et la lipophilie de la 
molécule. De plus, le développement d’un radiopharmaceutique nécessite de prendre en 
compte la facilité et la rapidité du radiomarquage, le niveau de pureté radiochimique et la 
stabilité du complexe. Il doit également être résistant à la dégradation in vivo, présenter une 
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faible immunogénicité, et une bonne sélectivité et spécificité pour la cible, afin d’obtenir des 
images ou réponses thérapeutiques idéales.  
 
Le développement de radiopharmaceutiques a débuté en 1970 avec le tout premier anticorps 
ciblant l’hormone chorionique gonadotrope (HCG), marqué à l’iode-125 et évalué chez le rat 
pour l’imagerie du choriocarcinome.191 Depuis, de nombreux radiopharmaceutiques ciblant 
diverses fonctions biologiques ou phénomènes moléculaires ont été développés et certains 
sont maintenant disponibles en clinique.  
 
En 2013, une étude de la base de données Molecular Imaging and Contrast Agent Database 

(MICAD) a montré que parmi les radiopharmaceutiques décrits dans la littérature, 42% étaient 
destinés à la TEP et 31% à la TEMP. Concernant la TEP, 41% utilisent le fluor-18, 31% le 
carbone-11 et seulement 28% utilisent des radiométaux. En ce qui concerne la TEMP, 42% 
sont marqués au technétium-99m, 29% à l’indium-111 et 29% avec d’autres radionucléides 
tels que l’iode ou le lutécium.192  
Les radiométaux sont à ce jour encore assez peu utilisés de par leur développement récent 
mais, comme nous l’avons vu précédemment, ils présentent de nombreux avantages. En effet, 
il en existe un grand nombre, ce qui permet d’adapter facilement leur temps de demi-vie à 
celui du vecteur.82 Ils ont récemment permis le développement de couples 
radiothéranostiques montrant de grands succès scientifiques et commerciaux tels que le 
Lutathera et la PSMA par exemple. L’industrie pharmaceutique montre de plus en plus 
d’intérêt pour le développement de tels radiopharmaceutiques. 
 
Il existe plusieurs façons de classer les radiopharmaceutiques. Une première approche est de 
les classer en fonction de leur taille. On distingue notamment les petites molécules, les 
peptides, les petites protéines (comme les Affibodies), les aptamères oligonucléotidiques, les 
anticorps et diverses nanoparticules (Figure 34).28  Chacun de ces types d'agent d’imagerie se 
situe dans une fourchette de taille différente et possède donc des propriétés 
pharmacocinétiques et de liaison différentes. 
 

 
Figure 34. Exemples des différents vecteurs ; figure adaptée de revue.28 
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En général, plus une molécule est petite et hydrophile, plus elle est éliminée rapidement et 
par voie rénale. En revanche, plus une molécule est grosse et lipophile, plus elle circulera 
longtemps dans l’organisme et sera éliminée par voie hépatique.193 
 
Les radiopharmaceutiques peuvent aussi être classés selon la stratégie de ciblage mise en jeu. 
En effet, certains vont s’accumuler dans la zone d’intérêt grâce à leurs propriétés physico-
chimiques, on parle de ciblage passif, tandis que d’autres s’accumulent dans la zone d’intérêt 
grâce à un vecteur reconnaissant une cible caractéristique. On parle alors de ciblage actif.  

III.2. Ciblage passif  

Le ciblage passif consiste en l’accumulation d’une molécule dans une zone cible grâce à ses 
propriétés physico-chimiques. L’accumulation peut aussi se faire par effet EPR (Enhanced 

Permeability and Retention) pour les macromolécules ou nanoparticules.  

III.2.1. Effet EPR 

Durant la croissance tumorale, on observe une augmentation de la perméabilité vasculaire, 
due à l’angiogenèse.5 En effet, les tumeurs développent la capacité à construire de nouveaux 
vaisseaux sanguins, qui vont les irriguer et leur apporter tous les éléments nécessaires à leur 
développement (acides aminés, oxygène, sucres…). Ceci engendre une désorganisation 
vasculaire et rend l’endothélium des vaisseaux tumoraux plus perméable que celui des tissus 
sains. Du fait de la présence de pores dans l’endothélium vasculaire, certaines 
macromolécules peuvent diffuser et s’accumuler dans la tumeur. De plus, les tissus tumoraux 
présentent une déficience du système de drainage lymphatique ce qui permet la rétention 
des molécules au sein de la tumeur. C’est l’effet EPR (Figure 35).194  
 

 
Figure 35. Illustration de l'effet EPR ; figure adaptée de revue.194 
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Ce phénomène a été décrit en 1986 et a montré son importance et son efficacité pour le 
ciblage spécifique des tumeurs solides.195 Un meilleur effet EPR a été observé sur des tumeurs 
de petites tailles, probablement dû à une densité de vaisseaux supérieure dans celles-ci. 
Cependant, à ce jour, l’efficacité de l’effet EPR pour le ciblage de tumeur chez l’homme est 
remise en question.196 En effet, malgré de très bons résultats chez les petits animaux, les effets 
sont plus contrastés chez l’homme. Ceci est dû aux nombreuses différences observées entre 
les modèles de tumeurs chez le rongeur et chez l’homme : la vitesse de développement, la 
taille par rapport à l’hôte et le microenvironnement (structure de l’endothélium tumoral, des 
membranes, zones hypoxiques…). Seules certaines tumeurs présentent un fort effet EPR en 
clinique (sarcome de Kaposi, tumeurs de la tête et du cou…). 

III.2.2. Types de vecteurs  

Les molécules suffisamment larges (> 4 nm ou 30 kDa) sont concernées par l’effet EPR.197 Ceci 
concerne donc les grosses protéines (albumine, anticorps) et les nanoobjets tels que les 
nanoparticules, les liposomes et micelles, les dendrimères et les gros polymères (dextrane) 
(Figure 36).193  
 

 
Figure 36. Exemples des différents types de nanoobjets. 

 
Durant ces dernières années de nombreux radiopharmaceutiques de ce type ont été 
développés. Les nanoparticules et liposomes sont les plus communément utilisés.194,198 En 
effet, les nanoparticules présentent de nombreux avantages car leur composition leur permet 
d’agir comme agents radiosensibilisants par exemple (nanoparticules d’or, d’oxyde de fer, 
d’oxyde de gadolinium...), et il est possible d’y fixer des sondes d’imagerie, des molécules 
thérapeutiques et même d’y ajouter un vecteur afin de combiner ciblage passif et ciblage actif. 
De nombreuses nanostructures sont déjà en études précliniques ou cliniques pour la 
délivrance de médicament (Figure 37).199,196 Cependant, au vu de la taille de ces molécules, 
elles sont difficiles à caractériser et plusieurs études ont mis en évidence une certaine toxicité 
ce qui ralentit leur développement.200,201  
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Figure 37. Historique des découvertes et avancées dans le développement de nanotechnologies à destinée 
oncologique ; figure extraite de revue.202 

 
De façon générale, le ciblage passif ne permet pas une imagerie très précise. Par contre, il 
peut être utilisé pour imager un même processus dans différentes pathologies ou différents 
types de cancer par exemple, contrairement au ciblage actif qui nécessite de développer un 
nouvel agent pour chaque nouvelle cible.   

III.3. Ciblage actif  

Le ciblage actif consiste à utiliser un vecteur capable de reconnaitre spécifiquement une cible 
d’intérêt. Ce vecteur va circuler dans le système sanguin puis, après reconnaissance de sa 
cible, s’accumuler de façon spécifique au niveau du tissu tumoral. On parle de ciblage actif 
direct si la cible se trouve sur les cellules tumorales et de ciblage actif indirect si elle est 
surexprimée sur les néo-vaisseaux. 

III.3.1. Types de cibles 

La cible fait partie des éléments clés pour le développement d’un agent pharmaceutique. Elle 
doit donc être choisie avec précaution. Elle doit être spécifique de la pathologie, c’est-à-dire 
qu’elle doit être plus présente au niveau des cellules cancéreuses que des cellules saines, en 
de nombreuses copies par cellule, et répartie de façon homogène au sein de l’ensemble des 
cellules tumorales. Cependant, ce dernier point est assez rare car les cellules tumorales sont 
connues pour être très hétérogènes. Elle doit être accessible et donc se situer 
préférentiellement à la surface des cellules et, si possible, proche de la circulation sanguine, 
même si certaines molécules sont capables de traverser la membrane et peuvent donc cibler 
des protéines intracellulaires.203,204 Enfin, il est préférable que la cible soit exprimée chez un 
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grand nombre de patients afin de développer un agent pharmaceutique accessible à une large 
population. 
 
Comme nous l’avons décrit précédemment, de nombreux changements se manifestent lors 
du développement d’un cancer. Parmi eux, on compte la modification du métabolisme, la 
surexpression de récepteurs membranaires et d’antigènes, la modification des protéines 
membranaires ou encore celle du microenvironnement des tumeurs.205 Toutes ces différences 
constituent donc des cibles potentielles. Les cibles peuvent être exprimées dans un ou 
plusieurs types de cancer et sont plus ou moins spécifiques. On retrouve quatre catégories 
majeures de cibles : les transporteurs, les récepteurs membranaires, les protéines d’adhésion 
cellulaire et les enzymes associées aux membranes (Figure 38). 
 

 
Figure 38. Représentation schématique des différentes cibles potentielles pour le développement d'agent 
pharmaceutique vectorisé ; figure adaptée de revue.205 

 
Transporteurs 
 
Les transporteurs du glucose (GLUT) sont une cible très utilisée pour le diagnostic de cancers. 
En effet, le taux de croissance des cellules cancéreuses est élevé, ce qui engendre une 
modification du métabolisme impliquant une glycolyse accentuée et se traduit par une 
augmentation de la consommation du glucose et un accroissement de l’expression des 
transporteurs du glucose (notamment GLUT1) dans les tumeurs.206,207 Le 
[18F]fluorodésoxyglucose ([18F]FDG) est un analogue du glucose dont un groupement hydroxy 
a été remplacé par le radionucléide 18F. Le [18F]FDG a obtenu une autorisation de mise sur le 
marché en 1998. À ce jour, c’est le radiopharmaceutique le plus utilisé pour le diagnostic et le 
suivi du cancer avec 90% des examens TEP.208 En effet, son mode d’action non-spécifique 
permet de détecter de nombreuses pathologies en oncologie, neurologie, cardiologie ainsi 
que les processus d’inflammation et d’infection. Le [18F]FDG présente cependant quelques 
limitations. Certains cancers à faible taux de croissance utilisent peu le glucose et sont donc 
indétectables par l’injection du [18F]FDG. C’est le cas du cancer de la prostate, des tumeurs 
neuroendocrines et des carcinomes hépatocellulaires. De plus, de par son manque de 
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spécificité, tous les organes ayant un fort métabolisme (tels que le cerveau ou les intestins) 
montrent une activité importante en imagerie, ce qui va réduire les contrastes et empêcher 
le diagnostic de pathologies situées aux alentours de ces tissus. Enfin, il est difficile de 
différencier les tissus tumoraux des tissus inflammés ou infectés.209  
 
Les récepteurs de folate (FR) ou récepteur à l’acide folique sont un ensemble de deux 
protéines membranaires liées à la membrane par un glycolipide. Ces récepteurs sont absents 
dans la plupart des tissus normaux mais fréquemment observés dans divers types de cancers 
humains.216 Ces récepteurs sont considérés comme une cible pour le traitement du cancer 
depuis plus d'une décennie. L’utilisation de l’acide folique comme vecteur a été étudiée en 
préclinique et en clinique.217–219 
 
Récepteurs membranaires  
 
Un grand nombre de récepteurs membranaires est surexprimé au niveau des cellules 
tumorales, ce qui en fait de bonnes cibles. De plus, des ligands endogènes s’y fixent avec de 
très bonnes affinités et sélectivités. Ils constituent donc des points de départ intéressants pour 
la conception de radiopharmaceutiques. Il existe différents types de récepteurs.  
Les récepteurs couplés aux protéines G, aussi appelés RCPG, sont les plus utilisés. Ils sont en 
effet présents à la surface des cellules et peu présents dans les tissus sains, ce qui en fait des 
cibles intéressantes pour le développement d’agents pharmaceutiques pour le diagnostic et 
la thérapie.204,210,211 Parmi eux, les récepteurs à la somatostatine sont les plus étudiés. On 
retrouve aussi les récepteurs à la bombésine, à la gastrine, à la cholécystokinine, et aux 
neurokinines qui sont impliqués dans de nombreuses tumeurs neuroendocrines.212 
Pour finir, les récepteurs des facteurs de croissances appartiennent à la famille des récepteurs 
à activité tyrosine kinases (RTK). Parmi eux, les récepteurs EGFR et HER2 sont impliqués dans 
les tumeurs épithéliales telles que le cancer du sein ou de l’estomac.  
 
Récepteurs nucléaires 
 
Les récepteurs hormonaux sont une autre classe de récepteurs situés au niveau du noyau des 
cellules. Ils sont impliqués dans le cancer du sein, des ovaires et de la prostate. On compte 
parmi eux les récepteurs aux œstrogènes ou à la progestérone.213  
 
Protéines d’adhésion cellulaire 
 
Les protéines d’adhésion cellulaire (CAM) constituent une autre famille. Parmi ces molécules 
on retrouve les intégrines qui sont impliquées dans de nombreuses étapes du cancer, allant 
de la croissance et la migration tumorale à la formation de métastases, et ceci dans un très 
grand nombre de cancers.214 L’antigène carcinoembryonnaire (ACE ou CEA en anglais) est 
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utilisé comme marqueur de cancer gastro-intestinal et principalement pour la détection du 
cancer colorectal et de ses métastases hépatiques.215  
 
Enzymes associées aux membranes 
 
Parmi les enzymes membranaires, on retrouve la grande famille des protéases. Elles sont, 
entre autres, impliquées dans le remodelage de la matrice extracellulaire pendant la migration 
et l’invasion. Parmi elles, on distingue la glutamate carboxypeptidase 2, communément 
appelée antigène membranaire spécifique de la prostate (PSMA), l’aminopeptidase N (CD13) 
et les métalloprotéinases de la matrice (MMPs). Hormis les protéases, on retrouve aussi 
d’autres enzymes telles que l’anhydrase carbonique 9 (CAIX) qui est induite par l’hypoxie et 
régule le pH extracellulaire.205  

III.3.2. Types de vecteurs  

Comme pour le choix de la cible, la sélection du vecteur est importante. Celui-ci doit présenter 
une excellente affinité et spécificité pour sa cible afin de minimiser l’accumulation non-
spécifique. Il doit aussi être stable et avoir de bonnes propriétés physico-chimiques. Il existe 
plusieurs classes de vecteurs pour le ciblage actif, souvent divisées en fonction de leur taille : 
les petites molécules, les peptides, les anticorps et leurs fragments, et les aptamères.28  
 
Petites molécules 
 
Les petites molécules possèdent des propriétés intéressantes. En effet, elles présentent 
souvent une bonne affinité pour leur récepteur, sont facilement synthétisables, 
fonctionnalisables et robustes. Elles peuvent parfois traverser la barrière hémato-
encéphalique ce qui les rend intéressantes en neurologie. Du fait de leur petite taille, leur 
pharmacocinétique est très rapide et elles sont souvent éliminées par voie rénale. Cependant, 
un des inconvénients principaux est que l’introduction d’une sonde imageante volumineuse 
peut considérablement impacter leurs propriétés pharmacocinétiques et leur affinité pour 
leur récepteur. C’est pourquoi elles sont souvent marquées par du fluor-18 ou du carbone-11 
afin de minimiser les modifications de structure. De nombreuses petites molécules sont 
utilisées en oncologie, en préclinique et clinique. On citera comme exemple le [18F]FDG, les 
dérivés de folates, les dérivés du motif glutamate-urée-lysine (EuK, ligand de la PSMA), ou 
encore les dérivés de benzodiazépines (Figure 39).197,220  

 
Figure 39. Exemples de petites molécules utilisées comme vecteur. 
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Peptides 
 
Les peptides sont des petits polymères d’acides aminés. De nombreuses tumeurs 
surexpriment des récepteurs peptidiques et particulièrement des RCPG.221 Les peptides de 
régulations sont des peptides endogènes qui vont se lier à ces récepteurs et jouer le rôle de 
modulateur. On les retrouve au niveau du cerveau, du système gastro-intestinal, du système 
endocrinien ou vasculaire et des tissus lymphoïdes. À titre d’exemple, l’octréotide est un 
analogue de la somatostatine qui a été marqué à l’iode-123 en 1980, pour le diagnostic des 
tumeurs neuroendocrines.222 Depuis ce jour, de nombreux peptides et leur récepteur ont fait 
l’objet de recherches pour le développement de radiopharmaceutiques à vocation 
diagnostique ou thérapeutique.  
En effet, les peptides présentent de très nombreux avantages.204,223 Pour commencer, leur 
synthèse et leur modification sont faciles, accessibles et robustes grâce à la chimie et à la 
synthèse sur phase solide (SPPS). Leur coût de production est relativement faible et nettement 
inférieur à celui des anticorps par exemple. Ces qualités permettent de synthétiser des 
librairies de molécules rapidement et à des coûts raisonnables. Leur radiomarquage est en 
général efficace et des conditions assez drastiques peuvent être utilisées sans risquer d’altérer 
la molécule, contrairement aux biomolécules telles que les protéines. D’autre part, les 
peptides ont une excellente affinité et sélectivité pour leur récepteur (de l’ordre du 
nanomolaire), souvent meilleures que celles des petites molécules. Du fait de leur petite taille, 
leur pharmacocinétique est rapide, permettant un accès rapide aux tumeurs grâce à une 
bonne pénétrabilité des tissus et une clairance rapide, généralement par voie rénale. Leur 
petite taille leur permet aussi de pénétrer facilement au cœur des tissus tumoraux, 
contrairement aux grosses molécules telles que les anticorps. Des sondes d’imagerie assez 
volumineuses peuvent être introduites sans trop impacter la liaison aux récepteurs. La 
principale limite des peptides est leur sensibilité aux enzymes de type protéases qui vont 
rapidement les dégrader. Cependant, il est possible de réduire leur reconnaissance et leur 
dégradation par ces enzymes en modifiant la structure des peptides, tout en conservant une 
bonne affinité pour leur récepteur.224 Les analogues peptidiques ayant une structure similaire 
aux peptides endogènes, leur immunogénicité est faible. Ces composés ne traversent 
habituellement pas la barrière hémato-encéphalique, ce qui les rend inutilisables pour le 
ciblage de tumeurs du cerveau.204 À ce jour, de nombreux peptides sont étudiés en phase 
préclinique et en clinique pour le diagnostic ou la thérapie de très nombreux cancers (Tableau 
3). Parmi eux, on retrouve les analogues de la somatostatine, de la bombésine, de la gastrine, 
de la neurotensine, et bien d’autres encore (Figure 40).204,210–212,225 
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Tableau 3. Exemples de peptides utilisés comme vecteurs et leur implication dans les cancers ; tableau adapté 
de revue.225 

 

 
Figure 40. Exemples de différents peptides. 

 
Anticorps 
 
Les anticorps monoclonaux sont des glycoprotéines complexes constituées classiquement de 
quatre chaînes protéiques dont deux sont dites lourdes (H) et deux sont dites légères (L) 
(Figure 41). Elles sont reliées entre elles grâce à des ponts disulfures et forment un Y. 
L’anticorps est constitué d’un domaine constant (C) et aux extrémités des chaînes lourdes et 
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légères se trouve un domaine variable (V), aussi appelé paratope, qui permet la 
reconnaissance de l’antigène. Ces molécules, dont le poids moléculaire est d’environ 150 kDa, 
font partie de la famille des immunoglobulines. 

 
Figure 41. Représentation schématique d'un anticorps. 

 
Cette famille de molécules présente d’excellentes affinités et un niveau de spécificité inégalé 
pour leur cible. Du fait de leur taille importante, leur temps de circulation est élevé ce qui 
permet une meilleure accumulation dans les tissus cibles, mais peut aussi être à l’origine d’une 
certaine toxicité pour les tissus sains. Les anticorps nécessitent l’emploi d’un radionucléide 
avec un temps de demi-vie long, compatible avec le leur (plusieurs jours).226 L’introduction de 
sondes d’imagerie n’impacte que peu les propriétés pharmacocinétiques contrairement aux 
petites molécules. En revanche, la production des anticorps est assez difficile et onéreuse. De 
plus, ces molécules sont très sensibles aux conditions physico-chimiques (température, pH, 
concentration), ce qui les rend parfois délicates à manipuler et à radiomarquer. Les premières 
générations d’anticorps étaient immunogènes et déclenchaient des effets secondaires 
indésirables, mais les progrès et avancées technologiques ont permis le développement 
d’anticorps chimériques (rituximab, cetuximab), humanisés (trastuzumab, bevacizumab) ou 
humain (panitumumab), ce qui a nettement réduit leur toxicité.227  
Les anticorps sont désormais utilisés comme vecteurs pour l’imagerie et la thérapie. Le 
premier anticorps pour l’imagerie du cancer colorectal et cancer du sein, [111In]In-satumomab-
pendetide, a été approuvé par la FDA en 1992.228 Depuis, de nombreux autres anticorps ont 
été approuvés et utilisés pour le diagnostic ou la thérapie de nombreux cancers ainsi que 
d’autres pathologies.229 Initialement, la plupart des anticorps étaient marqués avec des 
radionucléides pour l’imagerie TEMP, bien que la TEP donne une meilleure sensibilité et 
résolution spatiale.230 De nos jours, l’immunoTEP se développe de plus en plus avec le 
radiomarquage des anticorps au zirconium-89.231 De par leur bonne accumulation et leur long 
temps de rétention dans la tumeur, les anticorps constituent une bonne stratégie pour la 
thérapie. L’introduction d’une molécule cytotoxique sur un anticorps conduit à la famille des 
« antibody-drug conjugates » (ADC). De très nombreuses études sur les ADC ont vu le jour ces 
dernières années.232–236 Quelques ADC sont déjà approuvés par la FDA, on retrouve par 
exemple le gemtuzumab-ozogamicine pour le traitement de la leucémie, l’ibritumomab 
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marqué à l’yttrium-90 ou le vedotin-brentuximab pour le traitement de lymphome non-
Hodgkinien.227 De nombreux anticorps sont aussi développés à visée théranostique.237 
 
Afin de bénéficier des avantages (excellentes affinité, sélectivité et stabilité métabolique) des 
anticorps, sans leurs inconvénients (long temps de circulation), de nouvelles familles de 
vecteurs ont été développées. Il s’agit de fragments d’anticorps ou de petites protéines 
d’affinité artificielles (non-basées sur une structure immunoglobuline), plus petits que les 
anticorps mais conservant les mêmes propriétés de liaison.  
 
Fragments, petites protéines et aptamères 
 
La production des fragments d’anticorps consiste à supprimer les domaines constants C des 
anticorps et à conserver les domaines variables, VH et/ou VL, capables de reconnaitre 
l’antigène et de s’y lier. Cela simplifie les molécules et permet d’obtenir des composés plus 
petits qui auront une bonne affinité, tout en ayant un temps de demi-vie inférieur aux 
anticorps. L’objectif est ici d’améliorer la qualité des images en réduisant le temps de 
circulation et la rétention dans les organes sains, via l’augmentation de la vitesse de clairance. 
Ces fragments d’anticorps sont obtenus par digestion enzymatique des anticorps ou par 
bioingénierie, sous forme recombinante. Parmi eux, on retrouve les F(ab’)2, les minibody, les 
Fab, les diabody, les scFv et les nanobody (Figure 42).238,239 
 

 
Figure 42. Représentation et caractéristiques des différents fragments d'anticorps ; figure adaptée de revue.240 

 
Plusieurs études utilisant des fragments d’anticorps ont montré que ce type de vecteur 
présentait une vitesse de clairance rapide, avec une clairance par voie rénale pour les 
composés de moins de 60 kDa et permettait donc l’obtention d’images avec de meilleurs 
contrastes à des temps plus courts post-injection (< 24 h).240 De nombreuses études se portent 
sur l’utilisation de F(ab’)2,241–243 minibody,244 Fab,245 diabody246 et les scFv pour le diagnostic 
de cancers.247  
 
Les nanobody ou VHH sont les plus petites structures d’un anticorps capables de lier un 
antigène (12-15 kDa).248,249 Ils sont constitués d’une seule chaîne lourde d’anticorps de 
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chameau. De nombreuses équipes étudient ces VHH pour l’imagerie ou la thérapie de 
cancers.250–252  
Une alternative à l’utilisation de fragments d’anticorps est le développement de nouvelles 
protéines par bioingénierie. Ces molécules sont basées sur la structure de protéines robustes 
auxquelles quelques modifications vont être apportées afin de générer des régions de 
reconnaissance et présenter de bonnes affinité et spécificité pour l’antigène. De par leur 
petite taille, ces molécules peuvent pénétrer dans les tumeurs et leur clairance est plus rapide 
que celle d’un anticorps. De plus, ce sont des molécules robustes, capables de résister aux 
conditions dures parfois nécessaires au radiomarquage, et de retrouver aisément leur 
structure tridimensionnelle bioactive.253,254 Les familles des Affibodies255,256 et DARPins257 sont 
très étudiées pour le diagnostic ou la thérapie de diverses pathologies.  
 
Les aptamères constituent une autre classe de vecteurs. Ce sont des oligonucléotides d’ADN 
ou ARN simple brin constitués de 20 à 100 nucléotides. Ils possèdent une très bonne capacité 
de ciblage, leur synthèse chimique est aisée et ils ne présentent pas d’immunogénicité. 
Cependant ils présentent des problèmes de stabilité in vivo et leur taille et leur charge 
(polyphosphodiesters) ne leur permettent pas de passer les membranes. Ces composés 
commencent à se trouver une place dans la pharmacopée. Un premier aptamère, Pegaptanib, 
a été approuvé par la FDA en 2004 pour le traitement de la dégénérescence maculaire.28 À ce 
jour, plusieurs articles décrivent l’étude d’aptamères comme agents d’imagerie.258 

III.4. Agonistes et antagonistes 

Les molécules vectrices ciblant les récepteurs membranaires peuvent être classées en deux 
grandes catégories : les molécules agonistes et les molécules antagonistes. Il est important de 
prendre cela en considération lors du développement d’un agent d’imagerie. Une molécule 
agoniste se lie à son récepteur et l’active en mimant l’action du ligand endogène, ce qui va 
induire des effets physiologiques. En revanche, une molécule antagoniste va se lier au 
récepteur et bloquer ou diminuer les effets physiologiques (Figure 43).  

 
Figure 43. Représentation schématique d'un agoniste et d’un antagoniste. 
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À des doses thérapeutiques, une molécule agoniste peut induire des effets secondaires en 
activant le récepteur mais, aux doses utilisées en imagerie nucléaire, cet effet est 
négligeable.223,225,259 L’utilisation d’agonistes a longtemps été privilégiée car les molécules 
agonistes peuvent être internalisées dans les cellules, ce qui présente un intérêt majeur pour 
l’imagerie ou la thérapie. En effet, le radionucléide s’accumule dans la cellule, ce qui ralentit 
son élimination. Cependant, de récentes études ont montré que les antagonistes présentaient 
également des avantages. H. Maecke, J.C. Reubi et leurs collaborateurs ont évalué deux 
composés marqués à l’indium-111, un agoniste et l’autre antagoniste des récepteurs à la 
somatostatine. Malgré une affinité moins bonne de l’antagoniste pour le récepteur, sa 
rétention tumorale a été deux fois supérieure.260 Ces résultats ont été confirmés dans une 
autre étude comparant un agoniste et un antagoniste des récepteurs à la bombésine marqués 
au technétium-99m.261 Une explication de ce phénomène serait que les sites de liaisons des 
antagonistes aux récepteurs sont plus nombreux et indépendants de l’état d’activation du 
récepteur.262 En 2011, l’équipe de Wild a montré pour la première fois qu’il est possible 
d’imager des tumeurs endocrines chez l’homme grâce à un antagoniste des récepteurs à la 
somatostatine.263 

IV. Optimisation des sondes d’imagerie 

Comme nous l’avons montré tout au long de cette introduction, de nombreux critères doivent 
être pris en considération lors de l’élaboration d’un nouvel agent pharmaceutique et de 
nombreux facteurs peuvent influencer les performances d’un composé.  
 
En résumé, le radiopharmaceutique idéal doit pouvoir être préparé par une voie de synthèse 
simple et facile à développer. Il doit aussi être facilement radiomarquable ou robuste, afin de 
supporter des conditions de radiomarquage assez dures. De plus, l’affinité ainsi que la 
spécificité pour sa cible doivent être élevées. Le composé doit aussi présenter des propriétés 
physico-chimiques lui permettant de pénétrer dans les tumeurs et montrer un bon profil 
pharmacocinétique. On entend par là qu’il doit s’accumuler rapidement et en grande quantité 
dans la tumeur, mais aussi montrer une rapide clairance des tissus sains et du sang. La voie 
d’élimination rénale est privilégiée par rapport à la voie hépatique. Enfin, le 
radiopharmaceutique doit être stable dans les conditions physiologiques, ne pas être 
immunogène et ne pas engendrer d’effets secondaires. 
 
Les problèmes les plus fréquemment rencontrés lors du développement d’un 
radiopharmaceutique sont :  

- le manque d’affinité ou de spécificité pour la cible. En effet l’ajout de sondes 
imageantes ou thérapeutiques sur une molécule peut grandement modifier sa 
structure et donc son affinité ; 
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- une faible accumulation dans la tumeur et un temps de circulation dans les organes 
sains et le sang trop élevé. Ceci est souvent dû aux propriétés physico-chimiques de la 
molécules (charge, lipophilie, taille) ; 

- une mauvaise stabilité métabolique due à une dégradation par les enzymes 
endogènes. 

Pour pallier ces problèmes, plusieurs possibilités pour optimiser un radiopharmaceutique 
existent. Il est possible de jouer sur la structure et la taille du vecteur pour améliorer l’affinité 
et la stabilité. Les points d’attachement ainsi que les techniques utilisées pour lier le vecteur 
et les sondes d’imagerie peuvent aussi faire varier l’affinité. La charge et la lipophilie globales 
de la molécule sont aussi des paramètres modifiables pour améliorer les propriétés 
pharmacocinétiques.  

V. Projets de recherche 

Comme nous avons pu le voir dans cette introduction, le développement d’agents de ciblage 
efficaces pour la détection et le traitement du cancer nécessite une attention toute 
particulière.  L’objectif de ces trois années de recherche a donc été de concevoir, d’optimiser 
et de développer de nouveaux agents d’imagerie à visée diagnostique et/ou thérapeutique 
pour le cancer.  
 
Dans cette optique, le premier projet a consisté à développer un agent d’imagerie bimodal 
TEP et fluorescence, et d’optimiser ses propriétés pharmacocinétiques afin de permettre le 
diagnostic et la chirurgie assistée par fluorescence du cancer du pancréas (Figure 44). Comme 
nous l’avons vu précédemment, la lipophilie et l’introduction de sondes imageantes 
volumineuses peuvent largement impacter le profil pharmacocinétique d’une molécule. C’est 
pourquoi, sur un vecteur de type peptide agoniste, ont été introduits un chélate, plusieurs 
sondes fluorescentes différentes et des espaceurs de taille variable afin de modifier les profils 
de biodistribution. Les différents composés ont été évalués in vitro et in vivo pour conduire à 
l’élaboration d’un composé prometteur. Ces travaux seront présentés dans le chapitre 1. 
 

 
Figure 44. Représentation schématique du composé bimodal développé dans le chapitre 1. 
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La lipophilie ainsi que la charge globale d’une molécule sont deux paramètres influençant la 
biodistribution d’un composé. Le deuxième chapitre présentera un projet consistant à 
optimiser une petite molécule antagoniste en évaluant de nombreux agents chélatants et leur 
impact sur les propriétés pharmacocinétiques du composé, afin de concevoir un agent 
d’imagerie TEP pour le diagnostic du cancer du pancréas (Figure 45). L’évaluation in vitro et in 

vivo de ces composés sera présentée dans ce deuxième chapitre.  
 

 
Figure 45. Représentation schématique du composé développé dans le chapitre 2. 

 
Enfin, le troisième chapitre présente le développement et l’évaluation in vitro et in vivo d’un 
conjugué bimodal destiné au diagnostic TEMP et à la thérapie photodynamique du cancer du 
sein. En utilisant une approche plateforme, les deux modalités ont été introduites de façon 
site-spécifique sur un fragment d’anticorps (Figure 46). 
 

 
Figure 46. Représentation schématique du composé bimodal développé dans le chapitre 3. 
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I. Introduction 

Le pancréas est un organe de l’abdomen situé derrière l’estomac, entre l’intestin grêle et la 
rate (Figure 47). Cette glande est, au travers de la production de fluides et hormones, 
impliquée dans plusieurs processus physiologiques que sont la digestion et la régulation de la 
glycémie. Le pancréas possède une fonction exocrine et une fonction endocrine. Le pancréas 
exocrine est constitué de cellules produisant des enzymes digestives. À celles-ci vont être 
ajoutés du mucus et du bicarbonate afin de former le suc pancréatique qui pourra être 
déversé dans le duodénum via des canaux afin de faciliter la digestion des aliments. Le 
pancréas endocrine est, quant à lui, constitué d’îlots de Langerhans, eux-mêmes composés de 
quatre types de cellules. Les cellules α et β produisent des hormones, telles que le glucagon 
ou l’insuline, régulant la quantité de sucre dans le sang. Les cellules δ et PP produisent la 
somatostatine et le polypeptide pancréatique modulant l’activité des autres types de cellules.1 
 

 
Figure 47. Anatomie du pancréas ; figure extraite d’une page web. 

I.1. Cancer du pancréas  

I.1.1. Épidémiologie 

Le cancer du pancréas est une maladie très agressive et dévastatrice qui survient lorsque les 
cellules du pancréas se développent de manière incontrôlée et forment une tumeur. Malgré 
une incidence relativement faible (11ème cancer le plus commun),2 il est la quatrième cause de 
décès liés au cancer dans le monde.3 1.6% des hommes et femmes développerons un cancer 
du pancréas au cours de leur vie.2 La majorité (90%) des cancers du pancréas sont des 
adénocarcinomes canalaires pancréatiques (pancreatic ductal adenocarcinoma, PDAC en 
anglais).4 Parmi eux, 70% sont localisés au niveau de la tête du pancréas, 20% au niveau du 
corps et 10% au niveau de la queue.5 Le PDAC possède un mauvais pronostic avec un taux de 
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survie de seulement 9.3% après 5 ans.2 Ce sombre pronostic est principalement dû à l'absence 
de symptômes visibles et distinctifs, au manque de biomarqueurs fiables pour un diagnostic 
précoce, ainsi qu’à une croissance, une agressivité et une propagation métastatique rapide.4 
En effet, 8 patients sur 10 sont diagnostiqués lorsque le cancer s'est déjà propagé en dehors 
du pancréas.2 En 2018, environ 460 000 nouveaux cas et 432 000 décès dus au PDAC ont été 
signalés.6  
 
Plusieurs facteurs vont favoriser le développement de ce cancer. Parmi eux, on retrouve la 
consommation d’alcool et de tabac, le diabète, le surpoids et l’obésité, mais aussi le sexe et 
l’âge puisque les hommes sont plus touchés que les femmes et les personnes âgées ont plus 
de risques de développer ce cancer.6,7 L’historique familial ainsi que les pancréatites 
chroniques sont deux autres facteurs importants.8 

I.1.2. Physiopathologie 

Les symptômes du cancer du pancréas sont souvent confondus avec ceux de la pancréatite, 
c’est-à-dire l’inflammation du pancréas. La perte d’appétit et de poids, la jaunisse, des 
douleurs abdominales ou dorsales et le diabète, sont les symptômes associés à ce type de 
pathologie. Il existe deux types de pancréatites. La pancréatite aiguë est une inflammation 
rapide du pancréas pouvant être mortelle et souvent due à une consommation d’alcool 
excessive et à des calculs biliaires.9 La pancréatite chronique est une inflammation chronique 
du pancréas, caractérisée par la formation de calcifications. Plusieurs facteurs en sont la 
cause : l’alcoolisme, une mauvaise nutrition, l’hyperparathyroïdie ou encore des anomalies 
génétiques. Les pancréatites peuvent évoluer vers des lésions précancéreuses. Le risque 
augmente avec la sévérité de la pathologie.10  
 
Comme de nombreuses autres maladies malignes, le développement du cancer du pancréas 
résulte de lésions précurseurs appelées néoplasies intraépithéliales pancréatiques (PanIN). 
Ces lésions sont classées selon leur sévérité, de PanIN1 (grade peu avancé) à PanIN3 (grade 
avancé) pour aboutir à un carcinome invasif. C’est l’accumulation de mutations qui entraîne 
l’apparition de ces cellules cancéreuses, non détectables par l’imagerie pancréatique. De très 
nombreuses mutations sont responsables du développement du cancer, ce qui en fait une 
pathologie très hétérogène. L’anomalie la plus fréquente dans le cancer du pancréas est la 
mutation de gènes oncogènes tels que le gène KRAS. Cette mutation est retrouvée dans 85% 
des cas et à un stade très précoce (lésions PanIN1) du développement du PDAC. On retrouve 
ensuite l’inactivation de différents gènes suppresseurs de tumeurs11 tels que CDKN2A (plutôt 
retrouvé dans les lésions PanIN2 et dans environ 95% des cas) et les gènes TP53 et SMAD4 (ou 
MADH4) qui apparaissent tardivement (lésions PanIN3 et retrouvés dans 50 à 70% des cas). 
Enfin les pertes chromosomiques étendues,12 les amplifications géniques,13 
l’hyperméthylation des gènes14 et le raccourcissement des télomères sont aussi des anomalies 
fréquemment observées (Figure 48).15–17  
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Figure 48. Modèle de la progression génétique de la cancérogénèse pancréatique ; figure adaptée d'article.16 

 
Ces mutations (environ 60) interviennent dans au moins douze voies de signalisation 
différentes. Parmi elles, on retrouve la voie de signalisation responsable du contrôle des 
dommages à l’ADN, celle responsable de la réparation de ces dommages, la voie de 
signalisation permettant la régulation du cycle cellulaire, la voie de signalisation de facteurs 
de croissance (TGFb) ou encore celle impliquée dans la modification de la chromatine.16 La 
modification de ces nombreuses voies de signalisation influence donc la prolifération, la survie 
et le caractère invasif des cellules. 
De plus, il a été montré que 1 à 5% des cancers du pancréas présentent des cellules souches 
cancéreuses. Ces cellules sont capables de s’auto-renouveler et de produire des lignées 
hétérogènes de cellules cancéreuses, ce qui les rend responsables de la progression accélérée 
du cancer, de l’invasion rapide par formation de métastases et de la résistance aux 
traitements.18,19 
 
Chaque cancer du pancréas est différent et caractérisé par un groupe de mutations précises 
entrainant des modifications moléculaires. Il serait donc intéressant de déterminer les 
caractéristiques histopathologiques des tumeurs afin d’adapter au mieux le traitement et 
obtenir de meilleurs résultats.  

I.1.3. Diagnostic et thérapie 

L’état d’avancement du cancer au moment du diagnostic détermine les options de traitement 
et impacte fortement le pronostic du patient. Le cancer peut être localisé, c’est-à-dire qu’il se 
trouve seulement dans la partie du corps où il a débuté (stade 1) ou la tumeur peut être plus 
volumineuse, mais toujours dans le même organe (stade 2). Le cancer peut ensuite être 
régional. Dans ce cas, les ganglions lymphatiques peuvent être envahis ainsi que les tissus 
voisins (stade 3). Enfin, il peut être distant, c’est-à-dire que des métastases se sont 
développées dans d’autres parties du corps (stade 4). Plus le cancer est détecté tôt, plus le 
choix de traitements augmente et meilleures sont les chances de survie. Pour le cancer du 
pancréas, seulement 10.3% des patients sont diagnostiqués au stade localisé (stades 1 et 2), 
avec un taux de survie à 5 ans de 37.4%. En revanche, 53% des patients sont diagnostiqués au 
stade distant (stade 4) avec un taux de survie de seulement 2.9% (Figure 49).2 
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Figure 49. Pourcentage de patients diagnostiqués avec un cancer du pancréas, par stade et leur taux de survie 
(statistiques aux USA) ; figure adaptée d’une page web.2 

 
Malgré les progrès scientifiques, il n’existe actuellement aucun programme de dépistage du 
cancer du pancréas. En effet, nous ne disposons pas de marqueurs spécifiques de la maladie 
qui permettrait une détection précoce du cancer du pancréas dans la population.20,21 De plus, 
les lésions précancéreuses et les cellules cancéreuses à un stade précoce ne provoquent pas 
de symptômes chez le patient atteint du cancer du pancréas. Avec l’avancement du cancer 
quelques symptômes apparaissent, mais ceux-ci sont similaires à ceux de nombreuses autres 
pathologies, ce qui rend le diagnostic compliqué et donc la détection précoce du cancer 
difficile et rare.15 Certains symptômes peuvent être détectés lors de l’examen clinique et 
orienter le patient vers des analyses sanguines ou urinaires mais la plupart des tests sanguins 
montrent des résultats non spécifiques. C’est par exemple le cas de l’antigène carbohydrate 
19.9 (CA 19.9) qui est une substance produite par les cellules cancéreuses pancréatiques, mais 
qui est aussi présente dans d’autres maladies.21,22 Cependant, l’évaluation du taux de ce 
marqueur reste utilisée pour stadifier et suivre la réponse thérapeutique. 
 
Lorsque le cancer est soupçonné, les médecins ont recours à l’imagerie médicale. Le scanner 
est le premier examen utilisé.17 Il permet de diagnostiquer, de façon assez efficace, la 
présence de tumeur et de stadifier l’avancement du cancer. L’échographie endoscopique,23 
l’imagerie par résonance magnétique combinée à la cholangiopancréatographie24 et la TEP/CT 
permettent une meilleure sensibilité pour évaluer la résecabilité.25 La résecabilité est 
déterminée selon la présence ou non de métastases péritonéales ou hépatiques, ainsi que 
l’état d’invasion des vaisseaux sanguins et canaux pancréatiques.26 Il est important de 
l’évaluer afin d’adapter au mieux la stratégie thérapeutique. Toutefois, toutes ces techniques 
d’imagerie ont une efficacité limitée pour le diagnostic du cancer du pancréas.27,28 À ce jour, 
la TEP/CT par l’utilisation du [18F]FDG semble être la meilleure technique pour diagnostiquer, 
stadifier la maladie et suivre l’efficacité des traitements mais de nombreux progrès sont 
encore à faire.28,29 Enfin, la biopsie permet de caractériser au mieux la tumeur afin d’ajuster 
le protocole thérapeutique. 
  



Chapitre 1. Développement et optimisation d’un agent bimodal pour le diagnostic et la chirurgie 
guidée par fluorescence de l’adénocarcinome pancréatique 

  

 - 99 - 

A partir de ce diagnostic, les patients sont classés en quatre catégories selon la résecabilité de 
leur tumeur.17  

- Tumeur locale et résecable (stade 1 et 2, pas d’infiltration des vaisseaux, survie 
moyenne de 17 à 23 mois) ; 

- tumeur limite résecable (stade 3 sans infiltration importante des vaisseaux, survie 
moyenne inférieure à 20 mois) ; 

- tumeur avancée et non résecable (stade 3 avec infiltration des vaisseaux, survie 
moyenne de 8 à 14 mois) ; 

- tumeur métastatique, non résecable (stade 4, survie moyenne de 4 à 6 mois). 
 
Les taux de survie des patients atteints de PDAC sont extrêmement faibles, notamment parce 
que la majorité des tumeurs sont à un stade avancé au moment du diagnostic (80 à 90% des 
patients diagnostiqués sont à un stade non résecable)30 et que le nombre important de 
mutations rend les cellules résistantes à la plupart des traitements. Les options de traitements 
disponibles sont relativement limitées et peu efficaces pour le PDAC. Parmi elles, on retrouve 
la chirurgie, la radiothérapie, la chimiothérapie, l’immunothérapie et l’utilisation de thérapies 
ciblées, pouvant être utilisées séparément ou en combinaison. La plupart des traitements sont 
palliatifs, afin de diminuer les douleurs, améliorer la qualité de vie et prolonger la durée de 
vie des patients.4  
 
Le choix de la stratégie thérapeutique utilisée dépend de la résecabilité de la tumeur et du 
stade d’avancement du cancer (Figure 50). 
 

 
Figure 50. Modèle schématique des stratégies thérapeutiques pour un PDAC diagnostiqué ; figure adaptée de 
revues.4,30 
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La chirurgie est le traitement le plus efficace mais seulement 10 à 20% des patients présentent 
une tumeur résecable et y sont donc éligibles. De plus, le taux de rechute est très élevé, avec 
un taux de survie à 5 ans de seulement 20 à 25%.17 Environ 40% des patients rechutent dans 
les 6 à 24 mois après l’opération chirurgicale.31 Ceci est dû à la présence de marges tumorales 
positives, de micrométastases au caractère peu ou non différencié de la tumeur, ou encore à 
la présence de ganglions lymphatiques infiltrés. Plusieurs marqueurs ont été associés à un 
risque élevé de rechute et il est donc important d’évaluer précisément les risques de récidive 
du patient afin d’éviter une résection inutile, mais également pour identifier les patients pour 
lesquels des traitements alternatifs seraient plus appropriés.32 Plusieurs options de chirurgie 
sont possibles : la résection partielle du pancréas ou la résection complète, mais celle-ci 
s’accompagne d’une mauvaise récupération post-opératoire due à un déséquilibre 
métabolique.4 La chirurgie peut être combinée à des traitements adjuvants (gemcitabine, 5-
fluorouracile), prescrits en amont ou en aval de celle-ci. Ils permettent de réduire la taille de 
la tumeur avant chirurgie ou de réduire le risque de récidive après la chirurgie.30 
 
Pour les patients à un stade localement avancé non résecable ou métastatique, la 
chimiothérapie et la radiothérapie sont des options de traitement possibles.33,34 Cependant, 
de par l’hétérogénéité des mutations génétiques, le PDAC fait partie des cancers les plus 
chimiorésistants. Les premiers traitements pour le cancer du pancréas reposaient sur 
l’utilisation du 5-fluorouracile (5-FU) et de ses analogues mais l’efficacité était modérée. 
Depuis 1997, la gemcitabine est le traitement de référence, présentant de meilleurs 
résultats.35 Plusieurs thérapies peuvent être combinées mais ceci augmente la toxicité et n’est 
donc pas favorable pour la plupart des patients, trop affaiblis par la maladie. Cependant, une 
combinaison de la gemcitabine au cisplatine, épirubicine et 5-fluorouracile (PEFG) à montrer 
un effet bénéfique comparé à la gemcitabine seule, en augmentant légèrement le taux de 
survie à 1 an.36 La gemcitabine a ensuite été combinée à d’autres traitements tels que la 
capécitabine ou encore le paclitaxel, ce qui a conduit à plusieurs essais cliniques montrant une 
prolongation de la survie.37–39 
La combinaison au paclitaxel a fait l’objet d’un essai clinique de phase III qui a montré une 
amélioration significative de la durée de vie, mais s’accompagnant parfois de l’augmentation 
d’effets indésirables.40 Toutefois, les thérapies telles que le paclitaxel et le FOLFIRINOX 
(irinotécan, oxaliplatine, fluorouracile et leucovorine) ont été approuvées par la FDA et ont 
montré des résultats assez satisfaisants malgré une toxicité importante.4,41 Ce sont 
maintenant des traitements de première intention pour les cancers avancés ou 
métastatiques. Pour les cancers au stade métastatique, la plupart des traitements prescrits 
sont palliatifs. 
 
Comme nous l’avons souligné précédemment, le cancer du pancréas est dû à de nombreuses 
mutations dans différentes voies de signalisation. C’est pourquoi les thérapies ciblées sont 
apparues comme une possibilité d’augmenter les options de traitement et d’améliorer les 
thérapies existantes. Plusieurs thérapies ciblées ont été développées afin de cibler les 
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récepteurs aux facteurs de croissance (EGFR et VEGFR), les voies de signalisation KRAS ou 
PARP, ainsi que les cellules du stroma.30 Cette approche a en effet montré de très bons 
résultats dans le traitement de nombreuses tumeurs (poumon, colon, mélanome…) mais du 
fait de l’hétérogénéité du cancer du pancréas, la plupart des thérapies ciblées n’ont pas 
montré d’efficacité supérieure au traitement classique pour le PDAC. L’erlotinib (inhibiteur du 
récepteur du facteur de croissance EGFR), en combinaison avec la gemcitabine, est la seule 
thérapie ayant montré une amélioration modérée (deux semaines) de la survie des patients.42 
La plupart des études sur les thérapies ciblées donnent des résultats prometteurs dans un 
cadre préclinique ou clinique mais échouent lors des essais de phase II/III.4 
 
Pour conclure, malgré des progrès significatifs dans la détection et le traitement de nombreux 
cancers, le diagnostic et la thérapie du PDAC n’ont connu que peu d’améliorations ces 
dernières années. La chirurgie accompagnée de traitements adjuvants est aujourd’hui la seule 
option curative réaliste. L’hétérogénéité et la complexité du PDAC sont considérées comme 
un obstacle au développement de thérapies. Cependant, malgré une augmentation du taux 
d’incidence du PDAC, le taux de mortalité a diminué ces dernières années.43 De plus, de 
nombreuses études sont en cours et montrent des résultats encourageants.  

I.2. Neurotensine  

I.2.1. La neurotensine et ses récepteurs 

La neurotensine (NT) est un peptide endogène présent dans le système nerveux central et 
dans les tissus périphériques tels que le tractus gastro-intestinal. Ce peptide a été isolé de 
l’hypothalamus bovin pour la première fois en 1973 par Carraway.44 Il fut aussi isolé de 
l’intestin de diverses espèces telles que les espèces canine, porcine, bovine et humaine.45,46 
La neurotensine est un peptide de treize acides aminés (H-pGlu-Leu-Tyr-Glu-Asn-Lys-Pro-Arg-
Arg-Pro-Tyr-Ile-Leu-OH) dont la structure est conservée chez la plupart des espèces.47,48 Son 
temps de demi-vie est très court (entre 0.5 et 4 min) dû à une dégradation par des peptidases, 
proche de son lieu de sécrétion.49  
 
La plus petite séquence de liaison de la neurotensine à ses récepteurs est la partie C-terminale, 
constituée de six acides aminés (H-Arg-Arg-Pro-Tyr-Ile-Leu-OH), appelée NT(8-13) (Figure 
51).50,51  
Ce fragment NT(8-13) est responsable de l’activité pharmacologique du peptide et possède 
une affinité pour les récepteurs à la neurotensine (NTS) de l’ordre du subnanomolaire, dix à 
vingt fois meilleure que la neurotensine entière.52,53 
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Figure 51. Structure de la neurotensine et du plus petit fragment responsable de la liaison entre la neurotensine 
et les récepteurs (en gras). 

 
Il existe quatre types de récepteur à la neurotensine (NTS1, NTS2, NTS3 et NTS4).54 Les 
récepteurs NTS1 et NTS2 sont des récepteurs couplés aux protéines G et sont constitués de 
sept domaines transmembranaires.55  
Le NTS1 est le sous-type le plus étudié. Il a été cloné pour la première fois en 1990 chez le rat 
puis chez l’homme.56,57 Ce récepteur est présent dans le cerveau, le tractus digestif et le 
système cardiovasculaire. Il est constitué, chez l’homme, de 418 acides aminés et présente 
84% d’homologie avec celui du rat.58 La première structure cristalline est publiée en 2012 et 
montre l’interaction entre la partie C-terminale de la neurotensine et les acides aminés 
constituants la poche (PDB#4GRV). L’acide carboxylique terminal, les chaînes latérales de 
l’arginine10 et de la tyrosine11 ainsi que les groupements carbonyles des liaisons peptidiques 
entre Tyr11-Ile12 et Ile12-Leu13 forment des liaisons avec la poche du récepteur (Figure 52).59 La 
liaison de la neurotensine au NTS1 conduit à l’internalisation du complexe, suivie par sa 
dissociation.60 La concentration en neurotensine régule l’expression des récepteurs NTS1.61  
 

 
Figure 52. Représentation de la poche du récepteur à la neurotensine de type 1 (NTS1) complexé au fragment 
NT(8-13) ; figure extraite d’article.59 

 
Le récepteur NTS2 est principalement localisé dans le cerveau et est moins affin pour la 
neurotensine.54,62 Il possède 64% d’homologie avec NTS1. 
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Les récepteurs NTS3 et NTS4 possèdent un seul domaine transmembranaire. Ils sont 
principalement localisés au niveau du cerveau et exprimés dans les cellules et non à leur 
surface. Le NTS3 ou NTS3/sortiline a été cloné en 1998 et présente une homologie de 100% 
avec la gp95/sortiline (protéine impliquée dans le tri des récepteurs).54 Ses fonctions 
physiologiques sont à ce jour encore assez peu connues.63,64 Enfin, le récepteur NTS4, aussi 
appelé SorLA/LR11, a été isolé en 2001 et présente quelques similitudes avec le NTS3. Son rôle 
est encore relativement méconnu mais il semblerait intervenir dans l’endocytose et le tri de 
récepteurs.65 

I.2.2. Rôle physiologique 

La neurotensine joue un rôle important dans de nombreux processus physiologiques et 
l’altération de ses fonctions participe à un grand nombre de pathologies.66,67 
Au niveau du système nerveux central, la neurotensine agit comme neurotransmetteur et 
neuromodulateur. Elle module la signalisation de la dopamine en agissant comme antagoniste 
des récepteurs D2 ce qui conduit à une augmentation de la libération de dopamine.68 Elle a 
donc un effet analgésique et anti-psychotique.69 Les analogues de la neurotensine, en 
particulier agonistes des NTS2, ont montré un potentiel thérapeutique dans la modulation de 
la douleur en agissant comme analgésiques indépendants des opioïdes.70,71 De plus, 
l’administration de neurotensine induit une hypothermie.72 
De par son implication dans la modulation du signal dopaminergique, la neurotensine est 
impliquée dans des troubles neurologiques tels que la schizophrénie,73 la maladie de 
Parkinson74 et la maladie de Huntington.75 Elle est aussi impliquée dans le phénomène 
d’addiction.76 
 
Au niveau du système périphérique, la neurotensine joue un rôle dans les systèmes digestif et 
cardiovasculaire. Au niveau du système digestif, elle agit comme une hormone en modulant 
l’activité du tractus digestif. Elle est sécrétée par les cellules entéro-endocrines du petit 
intestin77 et libérée après les repas afin de faciliter la digestion.78 Elle est responsable de la 
diminution de la motilité gastrique. En revanche, elle stimule la motilité du colon.79,80 Elle 
induit aussi une augmentation du taux d’insuline et stimule la sécrétion pancréatique et 
biliaire.81 La neurotensine exerce un effet prolifératif sur la muqueuse du tractus gastro-
intestinal normal et peut avoir des effets réparateurs et protecteurs (anti-inflammatoires, 
antioxydants, mitogènes et anti-apoptotiques) sur les tissus gastro-intestinaux.66,82 De plus, 
elle est responsable de la diminution de la consommation alimentaire,83 stimule la croissance 
des tissus gastro-intestinaux84,85 et stimule la cicatrisation des plaies intestinales suite à des 
inflammations chroniques.86 
Au niveau du système cardiovasculaire, la neurotensine contrôle en partie la pression 
sanguine.44,87 



Chapitre 1. Développement et optimisation d’un agent bimodal pour le diagnostic et la chirurgie guidée 
par fluorescence de l’adénocarcinome pancréatique 
  

 - 104 -  

I.2.3. Rôle dans les cancers  

La neurotensine stimule la croissance de nombreux cancers tels que le cancer du pancréas,88 
du colon,89 de la prostate,90 du poumon,91 du sein,92 de la tête et du cou93 et de certains 
glioblastomes.94 L’interaction de la neurotensine avec ses récepteurs participe à la croissance 
des cancers en activant des voies de signalisation impliquées dans la prolifération cellulaire, 
la survie, la migration des cellules et le processus d’invasion.95 Une diminution d'au moins 50% 
du volume et poids des tumeurs a été observée lorsque des animaux xénogreffés étaient 
traités quotidiennement avec un antagoniste du NTS1.89,96 
 
La sécrétion de la neurotensine et la surexpression des NTS1 par diverses cellules cancéreuses 
ont été largement étudiées et vérifiées. En effet, les NTS1 sont surexprimés à la surface des 
cellules de différents cancers tels que le PDAC,97 le sarcome d’Ewing,98 le cancer de la 
prostate,99 du colon,100 du poumon à petites cellules101 et du sein.102 Leur surexpression a été 
associée à un taux élevé de métastases et à un mauvais pronostic.91,103 En effet, la progression 
du cancer d'une tumeur primaire à une maladie métastatique est la principale cause de décès 
des patients. La neurotensine a été montrée comme responsable de la migration des cellules 
dans le PDAC.104 
 
Les NTS1 sont surexprimés dans 75% des PDAC primaires et dans 63% des métastases 
hépatiques alors qu’ils ne sont pas détectés dans le pancréas sain, les pancréatites ou le cancer 
endocrinien pancréatique.105,106  
 
Il existe de nombreuses voies de signalisation impliquant la neurotensine et les NTS1 mais tous 
les mécanismes ne sont, à ce jour, pas encore totalement élucidés. Seuls les plus étudiés 
seront évoqués ici. Trois voies principales sont activées et conduisent à la prolifération et 
survie cellulaire, à la régulation de l’expression des gènes et à la mobilité cellulaire (Figure 
53).82  
La liaison de la neurotensine au NTS1 induit une activation de la protéine G liée au récepteur 
qui active à son tour différents seconds messagers. Parmi les voies de signalisation impliquées, 
on retrouve les voies de signalisation liées à la phospholipase C (PLC) qui induisent la 
stimulation de la protéine kinase C (PKC) et la mobilisation de calcium intracellulaire (en violet 
sur la Figure 53), et conférent aux cellules des propriétés tumorigènes. La prolifération et la 
survie cellulaire sont dues à l’activation de la PKC (en rouge sur la Figure 53). En effet, celle-ci 
peut activer le récepteur au facteur de croissance EGFR, qui sollicitera soit la voie des MAP 
kinases, soit la voie de la PI3K. La PKC peut aussi activer directement la voie des MAP kinases 
en stimulant Raf-1. Enfin, la PKC peut induire la voie de signalisation passant par la protéine 
kinase D. L’activation du EGFR est impliquée dans l'expression des gènes de prolifération, de 
différenciation et de survie. Les mécanismes impliqués dans les effets pro-migratoires ou pro-
invasifs ne sont pas encore totalement élucidés malgré quelques hypothèses (en bleu sur la 
Figure 53). La neurotensine stimulerait différentes GTPases, en partie responsables de la 
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dynamique du cytosquelette et connues pour contribuer à la formation de diverses extensions 
cytoplasmiques. 

 
Figure 53. Représentation schématique des voies de signalisation par lesquelles l'interaction NT/NTS1 contribue 
à la progression du cancer ; figure adaptée de revue.82 

 
L’implication de la neurotensine et ses récepteurs dans de nombreux processus pathologiques 
en fait donc des cibles potentielles pour l’imagerie ou la thérapie de nombreuses 
maladies.82,107 

I.3. Présentation du projet 

Il semble nécessaire de concevoir de nouveaux outils visant à améliorer la détection et le 
traitement du PDAC afin d’augmenter le taux de survie.  
 
Comme nous l’avons précédemment montré, les NTS1 sont des cibles de choix pour le ciblage 
du cancer du pancréas.108 Les peptides sont également des vecteurs présentant de nombreux 
avantages pour le ciblage de tumeurs tels que leur facilité de synthèse, leur petite taille qui 
leur confère une clairance rapide et une bonne pénétration dans les tumeurs, ainsi que leur 
très bonne affinité et sélectivité pour leur récepteur. Toutes ces propriétés en font de bons 
agents de ciblage pour l’imagerie ou la thérapie.109–111 C’est pourquoi nous avons choisi 
d’utiliser un analogue de la neurotensine comme vecteur. 
 
Une stratégie intéressante est la combinaison de l’imagerie nucléaire et l’imagerie 
optique.112,113 L’alliance de ces deux modalités au sein d’une même molécule permettrait la 
détection et la quantification efficace des tumeurs et métastases, ainsi que la stadification du 
cancer, grâce à l’imagerie TEP,114 tandis que l’imagerie par fluorescence permettrait 
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l’assistance à la chirurgie en facilitant la délimitation des marges tumorales et la détection de 
métastases invisibles à l’œil nu.115,116 La stratégie serait d’injecter l’agent bimodal, réaliser 
l’imagerie TEP afin de diagnostiquer le patient et planifier la chirurgie, réaliser la chirurgie 
grâce à la fluorescence puis effectuer un bilan post-chirurgie et le suivi du patient grâce à la 
TEP. Cette stratégie a déjà montré de très bons résultats en préclinique.117–120  
Ces deux techniques d’imagerie sont complémentaires, l’une palliant les défauts de l’autre. La 
TEP assure une complète pénétrabilité des tissus et une quantification efficace tandis que la 
fluorescence permet une meilleure résolution lors de l’acte chirurgical. De plus les sensibilités 
sont excellentes pour les deux modalités ce qui facilite la mise en œuvre et réduit les quantités 
nécessaires de produit injecté.121,122 
 
L’objectif de ce projet a consisté à développer et évaluer un agent d’imagerie ciblant les NTS1 
afin de réaliser le diagnostic par imagerie TEP et la chirurgie assistée par fluorescence du 
cancer du pancréas. Pour cela nous avons choisi d’utiliser un vecteur peptidique analogue de 
la neurotensine pour cibler les NTS1, sur lequel nous avons introduit un agent chélatant pour 
complexer le gallium-68 pour l’imagerie TEP et une sonde fluorescente pour l’imagerie 
optique. Plusieurs sondes fluorescentes et espaceurs ont été introduits afin d’évaluer leur 
impact sur la biodistribution et la liaison au récepteur (Figure 54). 
 

 
Figure 54. Représentation schématique de la structure du composé bimodal. 

 
Nous avons tout d’abord synthétisé les différents composés. Ils ont ensuite été évalués in 

vitro, radiomarqués au gallium-68 et testés in vivo sur des souris saines et des souris porteuses 
d’un modèle de tumeur du pancréas humain (AsPC-1) afin d’évaluer leurs propriétés 
pharmacocinétiques, leur capacité de ciblage et leur efficacité pour la chirurgie assistée par 
fluorescence. Ce projet a été réalisé en partenariat avec le Dr. Aurélie Prignon qui a réalisé les 
expériences de radiomarquage et les études in vivo au Laboratoire d’Imagerie Moléculaire 
Positonique (LIMP, Sorbonne Université) à Paris. 
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I.4. État de l’art 

Comme nous avons pu le voir précédemment, les peptides présentent une faible stabilité 
métabolique. La neurotensine, par exemple, possède un temps de demi-vie in vivo de l’ordre 
de la minute dû à une dégradation par de nombreuses enzymes de types métallopeptidases, 
endopeptidases ou l’enzyme de conversion de l’angiotensine. Ses sites de clivage se situent 
dans la partie C-terminale, entre Arg8-Arg9, Pro10-Tyr11, Tyr11-Ile12 ou Ile12-Leu13 (Figure 55).49 
 

 
Figure 55. Séquence peptidique de la neurotensine ainsi que les lieux de clivage et enzymes responsables de sa 
dégradation ; figure adaptée d'article.49 

 
Plusieurs stratégies peuvent être mises en place afin de limiter la dégradation des peptides. 
Le développement d’analogues de la neurotensine pour améliorer sa stabilité in vivo est un 
sujet de recherche très exploré ces dernières années. 

I.4.1. Développement d’analogues de la neurotensine 

Le site de liaison entre la neurotensine et le récepteur se situe dans la région C-terminale du 
peptide. C’est aussi dans cette zone que se trouvent les sites de clivage. Il faut donc trouver 
des méthodes qui permettent de réduire la reconnaissance du peptide par les peptidases tout 
en conservant une bonne affinité pour les récepteurs à la neurotensine. Pour cela, plusieurs 
stratégies ont été envisagées : 123,124 

- modification des positions N- et/ou C-terminales ; 
- substitution des acides aminés par des acides aminés D ou non naturels ; 
- cyclisation, remplacement des liaisons peptidiques par des 1,2,3-triazoles ;125 
- réduction des liaisons peptidiques ;126 
- N-méthylation des liaisons amides ;127 
- formation d’analogues multimériques.128 

 
Grâce à ces stratégies, de nombreux analogues de la neurotensine (8-13) ont été développés 
et ont montré une amélioration du temps de demi-vie.123,129 



Chapitre 1. Développement et optimisation d’un agent bimodal pour le diagnostic et la chirurgie guidée 
par fluorescence de l’adénocarcinome pancréatique 
  

 - 108 -  

I.4.2. Développement d’analogues marqués de la neurotensine  

Ces techniques de stabilisation ont permis le développement d’analogues de la neurotensine 
qui ont pu être marqués pour l’imagerie nucléaire des NTS1 ou la thérapie. Une revue de 
Maschauer et Prante, publiée en 2018, recense tous les radiopharmaceutiques ciblant les 
NTS1.130 De nombreuses études ont été effectuées avec des composés marqués au 
technétium-99m pour l’imagerie TEMP.131–136 De même, plusieurs études décrivent 
l’évaluation d’analogues marqués à l’indium-111.137–140 En revanche, l’imagerie TEP a été 
beaucoup moins explorée. Le cuivre-64 a été très peu utilisé, probablement à cause d’un 
temps de demi-vie trop élevé.141 L’évaluation de composés marqués au fluor-18 a montré de 
bons résultats.142–145 Enfin, le marquage au gallium-68 a été étudié par quelques 
équipes.140,145–147 
 
Parmi toutes ces études, quelques composés semblent très prometteurs. Pour les agents 
d’imagerie TEP, c’est par exemple le cas du composé 8 de Maschauer et al., marqué au 
gallium-68 par l’intermédiaire d’un agent chélatant NODAGA (Figure 56A).145 En effet, ce 
composé montre une bonne capture tumorale (environ 1.55%ID/g) et une clairance rapide 
des organes et du sang, avec très peu de bruit-de-fond, conduisant à des ratios allant de 3 à 
30 pour le muscle et le sang respectivement (Figure 56B). En revanche, ce composé présente 
un signal très élevé dans les reins (environ 44%ID/g).  
 

 
Figure 56. A. Structure du composé 8 ; B. Images obtenues par TEP d'une souris présentant une xénogreffe de 
tumeur colorectale (HT-29) entre 45 et 60 min après l’injection du composé [68Ga]Ga-8, sans (gauche) ou avec 
blocking (droite) ; figure adaptée d’article.145 

 
Un autre composé présente un excellent profil de biodistribution, c’est le DOTA-NT-20.3 
marqué au gallium-68 (Figure 57A).140,148 Celui-ci possède une bonne affinité et spécificité 
pour les NTS1 (IC50 = 2.2 ± 0.3 nM). Le composé radiomarqué a montré une très bonne 
accumulation tumorale (environ 5%ID/g à 1 h p.i., sur un modèle de xénogreffe de tumeur du 
pancréas AsPC-1) et une clairance rapide des tissus sains conduisant à de bons ratios 
tumeur/organe à 1 h p.i. (d’environ 5 pour le sang à 20 pour le pancréas sain) (Figure 57B). Il 
a permis la détection de très petites tumeurs de façon spécifique. De plus, ce composé permet 
de discriminer le PDAC des pancréatites contrairement au [18F]FDG qui s’y accumule. Enfin, le 
signal dans les reins est nettement inférieur à celui observé avec le composé 8 de Maschauer 
(5%ID/g). 
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Figure 57. A. Structure du composé DOTA-NT-20.3 ; B. Images obtenues par TEP d'une souris présentant une 
xénogreffe de tumeur du pancréas (AsPC-1) entre 40 et 50 min après l’injection du composé [68Ga]Ga-DOTA-NT-
20.3, sans (gauche) ou avec blocking (droite) ; figure adaptée d’article.148 

 
Concernant l’imagerie optique, quelques équipes se sont intéressées à l’élaboration de 
composés fluorescents ciblant le cancer du pancréas.149 Parmi ces équipes, la majorité a utilisé 
des anticorps ou fragments d’anticorps comme vecteurs, pour cibler l’antigène 
carcinoembryonnaire (ACE),150–153 mais aussi l’antigène CA19.9,154 la protéine MUC1155 ou les 
récepteurs aux facteurs de croissance (EGFR et VEGF).156,157 Quelques conjugués font 
actuellement l’objet d’études cliniques.156,158–160  
En revanche, peu d’équipes ont développé des peptides fluorescents, et ceux-ci ciblent 
principalement les intégrines (peptide cRGD ou knottin anti-avb6).161–163 
 
L’équipe de Yin a développé deux composés ciblant les NTS1, en utilisant le peptide NT-20.3 
comme vecteur.164 Un composé a été marqué au cuivre-64 grâce au chélate AmBaSar pour 
l’imagerie TEP et l’autre a été conjugué à l’IRDye800CW pour l’imagerie optique et la chirurgie 
assistée par fluorescence (Figure 58A). Ces composés ont été évalués sur des xénogreffes 
AsPC-1. Le composé marqué au 64Cu a montré une bonne accumulation tumorale à 4 h 
(2.3%ID/g) mais aussi un signal relativement important au niveau du foie, de l’intestin et des 
reins (environ 1 à 3%ID/g) (Figure 58B). L’imagerie par fluorescence à 1 h a permis d’identifier 
la tumeur et de faciliter la résection tumorale (Figure 58B). 

 
Figure 58. A. Structure du peptide NT-20.3 (haut), du chélate AmBaSar (en bas à gauche) et de l’IRDye800CW (en 
bas à droite) ; B. Images de souris présentant une xénogreffe de tumeur du pancréas (AsPC-1) à 4 h après 
l’injection du composé [64Cu]Cu-AmBaSAR-NT-20.3, obtenues par TEP (gauche) et 1 h après l’injection du 
composé IRDye800CW-NT-20.3 par fluorescence (droite) ; figure adaptée d’article.164 
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Malgré de bons résultats, il est préférable de combiner ces deux modalités au sein d’un seul 
agent d’imagerie afin de s’assurer d’une biodistribution unique et donc d’une bonne 
corrélation entre les deux modalités. Cela en s’assurant tout de même de la stabilité du 
composé in vivo. 
 
À ce jour, un seul peptide bimodal TEP/fluorescence ciblant les NTS1 a été décrit dans la 
littérature.165 Ce composé est constitué d’un analogue de la neurotensine sur lequel a été 
introduit un DOTA, pour complexer le cuivre-64, et une sonde fluorescente cyanine 5.5 (Figure 
59A). Ce composé a montré une bonne affinité et spécificité pour les NTS1 exprimés par les 
cellules d’un modèle de tumeur du colon (HT-29). Toutefois, malgré une relativement bonne 
accumulation tumorale (1.8%ID/g), les propriétés pharmacocinétiques ne sont pas idéales, 
avec des accumulations hépatique et rénale importantes (4.6%ID/g et 14.2%ID/g 
respectivement) (Figure 59B). Ces résultats sont probablement dus à une lipophilie trop 
importante du fluorophore et au relargage du cuivre-64 par le DOTA. En effet, le choix de 
l’agent chélatant pour le cuivre-64 est important et peut impacter la concentration du 
radionucléide dans les tissus tels que le sang, le foie, la rate ou les reins.166 Enfin, une bonne 
corrélation a été observée entre le signal de fluorescence et celui de la TEP. Une preuve de 
concept de chirurgie assistée par fluorescence a été réalisée et a permis d’éliminer la tumeur 
tout en vérifiant l’absence de tissus tumoraux résiduels (Figure 59C). 
 

 
Figure 59. A. Structure du peptide bimodal ; Images d'une souris présentant une xénogreffe de tumeur 
colorectale (HT-29) à 4 h après l’injection du composé [64Cu]Cu-DOTA-NT-Cy5.5, (B.) obtenues par TEP/CT, sans 
(gauche) ou avec blocking (droite), ou (C.) par fluorescence avant (gauche) et après chirurgie (droite) ; figure 
adaptée d’article.165 

 
Nous allons maintenant détailler le développement, l’optimisation et les résultats que nous 
avons obtenus lors de l’élaboration d’un composé peptidique bimodal TEP/fluorescence 
ciblant NTS1 pour le diagnostic et la chirurgie assistée par fluorescence du cancer du pancréas. 
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II. Résultats et discussion 

II.1. Design des agents d’imagerie  

Comme indiqué précédemment, de nombreux facteurs peuvent influencer les performances 
in vitro et in vivo d’une molécule. Parmi eux, on retrouve principalement la taille, la lipophilie 
ou encore la charge de la molécule. Ici, nous souhaitons introduire un complexe 
chélateur/radionucléide ainsi qu’une sonde fluorescente sur un vecteur. Il est prévisible que 
ces modifications fassent varier l’affinité du vecteur pour sa cible. Chaque élément a donc été 
choisi avec précaution et a conduit à la synthèse d’une série d’agents bimodaux. 

II.1.1. Choix du vecteur 

Nous avons choisi de baser la construction de nos composés sur la structure du peptide NT-
20.3, un analogue de la neurotensine NT(6-13), ayant montré de très bonnes 
propriétés.140,148,167 Ce peptide présente plusieurs modifications par rapport à la neurotensine 
native, introduites afin de réduire la dégradation enzymatique. En effet, la position N-
terminale a été acétylée, la liaison amide entre la proline7 et l’arginine8 a été N-méthylée et 
enfin, l’isoleucine en position 12 a été substituée par une tert-leucine (Figure 60).  
 

 
Figure 60. Structure du peptide NT-20.3 et les modifications apportées par rapport à la neurotensine native. 

 
Récemment, une équipe a étudié l’effet de la N-méthylation des liaisons peptidiques, ainsi 
que de l’introduction d’une tert-leucine sur la stabilité du peptide neurotensine(8-13) (Figure 
61).168 Ces résultats ont permis de confirmer que la N-méthylation de l’arginine8 ainsi que la 
substitution de l’isoleucine12 par une tert-leucine étaient les deux modifications permettant 
de conserver une excellente affinité pour les NTS1 tout en améliorant nettement la stabilité. 
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Figure 61. Schéma représentant les modifications apportées au peptide neurotensine(8-13) et les différences 
d’affinité et de stabilité correspondantes ; figure adaptée d'article.168 

 
Ainsi, dans le cas du peptide NT-20.3, une bonne affinité pour les NTS1 est conservée (IC50 = 
2.2 ± 0.3 nM contre 1.7 ± 0.4 nM pour la neurotensine entière) et la stabilité dans le sérum 
murin est considérablement améliorée (> 90% contre 65% après 4 h).  
 
Dans notre projet, la lysine en position N-terminale jouera le rôle de plateforme trivalente, 
sur laquelle seront introduits l’agent chélatant ainsi que la sonde fluorescente. 

II.1.2. Choix du radioélément et de l’agent chélatant  

Le radionucléide140,169 ainsi que l’agent chélatant166,170,171 peuvent largement modifier les 
propriétés pharmacocinétiques d’un composé. Afin de faire de l’imagerie TEP, nous avons 
choisi d’utiliser le gallium-68 (Figure 62). En effet, ce radionucléide présente de nombreux 
avantages. Tout d’abord, le gallium-68 possède une période radioactive courte (67.7 min), en 
adéquation avec les propriétés pharmacocinétiques des peptides. Par ailleurs, il est produit 
dans un générateur, ce qui le rend plus disponible et plus accessible que les radionucléides 
produits en cyclotron.172 En effet, tous les hôpitaux ne possèdent pas de cyclotron et ne se 
trouvent pas forcément proches d’un centre de distribution de radioisotopes. Les générateurs 
sont aussi intéressants car ils sont moins onéreux. Les générateurs de gallium-68 sont des 
générateurs 68Ge/68Ga. Le germanium-68 est produit dans des accélérateurs et possède un 
temps de demi-vie de 271 jours. Il décroit par capture électronique en gallium-68, qui décroit 
à son tour en zinc-68 (stable) par émission b+ (89%) et capture électronique (11%).173  
 

 
Figure 62. Production et décroissance du gallium-68. 



Chapitre 1. Développement et optimisation d’un agent bimodal pour le diagnostic et la chirurgie 
guidée par fluorescence de l’adénocarcinome pancréatique 

  

 - 113 - 

Comparés aux émetteurs gamma, les émetteurs de positons permettent une meilleure 
sensibilité, résolution et quantification. Cependant, l’énergie des particules émises va 
influencer la résolution spatiale. Le gallium-68 produit des positons de très haute énergie 
(1899 keV vs 634 keV pour le fluor-18), ce qui augmente le parcours effectué avant de 
rencontrer un électron et peut donc conduire à des images de moins bonne résolution 
spatiale. Cependant, au vu de la précision des technologies utilisées en clinique (3 mm), les 
images sont similaires, tandis qu’en préclinique les images au fluor-18 sont légèrement de 
meilleure qualité. Néanmoins, les images au 68Ga restent de meilleure qualité qu’avec le 64Cu, 
le 89Zr ou encore l’124I car l’émission est « plus propre » (89% b+ contre 19% pour le 64Cu ou 
23% pour le 89Zr et l’124I).174 Ainsi, le 68Ga présente une dosimétrie plus sûre pour le patient 
que le 64Cu (émission de b-).175 Depuis les années 2010, l’utilisation du gallium-68 pour la 
conception d’agents d’imagerie a considérablement augmenté.174,176 
 
Afin d’introduire le 68Ga sur la molécule, il est nécessaire d’utiliser un agent chélatant 
bifonctionnel. Celui-ci permet à la fois la complexation du métal et la liaison au vecteur. Le 
chélateur doit permettre une cinétique de complexation rapide, dans des conditions douces 
si possible, et conduire à de bonnes activités spécifiques (activité mesurée par gramme de 
composé). Il doit aussi être sélectif du métal choisi afin d’assurer une bonne stabilité et 
l’inertie du complexe en conditions physiologiques. En effet, il faut éviter la transmétallation 
avec un élément présent dans le corps (comme le fer (III) par exemple) et la transcomplexation 
avec un agent chélatant endogène (tel que la transferrine). Ceci conduirait au relargage du 
métal et induirait une accumulation dans les organes non ciblés et donc un bruit-de-fond élevé 
en imagerie et une toxicité pour les tissus sains dans le cas de la radiothérapie.  
 
Le Ga3+ est un acide de Lewis dur. Pour former des complexes stables, les chélates doivent 
donc présenter des bases de Lewis dures, c’est-à-dire des carboxylates, des amines, des 
phosphonates ou encore des hydroxamates.177 De nombreux chélates pour le gallium sont 
disponibles et permettent de former des complexes stables (Figure 63).178–181  
 

 
Figure 63. Exemples d’agents chélatants utilisés pour la complexation du gallium-68. 
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On retrouve des chélates macrocycliques azotés de type cyclam (TETA et dérivés), cyclène 
(DOTA et dérivés), TACN (NOTA et dérivés) et des chélates linéaires (DFO, HBED, THP…). Afin 
de conserver une bonne coordination, tout en étant fonctionnalisable, un bras permettant la 
conjugaison peut être ajouté à la structure (NODAGA, DOTAGA…). 
 
Le Ga(III) est souvent hexacoordiné et, en raison de son faible rayon ionique, il forme des 
complexes plus stables avec des chélateurs présentant une petite cavité de type TACN.178,182 
C’est pour cela que nous avons choisi d’utiliser le NODAGA comme agent chélatant. En effet, 
sa constante de complexation avec le gallium est très bonne (logKGa-NOTA = 31.0), le 
radiomarquage peut être réalisé dans des conditions de radiomarquage douces et le complexe 
formé est très stable in vivo.179 

II.1.3. Choix de la sonde fluorescente 

Comme nous l’avons vu en introduction, pour limiter le bruit-de-fond et obtenir des images 
de qualité en imagerie optique, il faut se placer dans la fenêtre thérapeutique, c’est-à-dire 
dans le domaine du proche infrarouge. Nous nous sommes donc intéressés à la famille des 
cyanines 5. En effet, ces molécules présentent des propriétés de fluorescence adéquates : 
longueurs d’onde d’excitation et d’émission autour de 650 nm, coefficients d’extinction 
molaire élevés (environ 200 000 M-1.cm-1) et bons rendements quantiques. Elles sont robustes 
in vivo et assez accessibles. Les sondes fluorescentes organiques ont, en général, un poids 
moléculaire élevé et sont assez lipophiles, ce qui peut drastiquement modifier les propriétés 
de la molécule à laquelle elles sont liées. Afin d’évaluer l’effet de la lipophilie des fluorophores, 
nous avons testé trois cyanines possédant des nombres de groupements sulfonates 
différents : une cyanine sans groupement sulfonate (Cy5),183 une cyanine disulfonatée184–186 
et une cyanine tétrasulfonatée (Cy5.5**) (Figure 64).187 Ces sondes ont déjà fait l’objet 
d’études précliniques et/ou cliniques et ont montré de bons résultats. 
 

 
Figure 64. Structures des trois cyanines évaluées. 

II.1.4. Choix de l’espaceur 

De nombreuses équipes ont mis en évidence l’influence que peut avoir un espaceur sur les 
propriétés pharmacocinétiques d’un composé.188–192 L’espaceur permet de faire le lien entre 
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le vecteur et les sondes d’imagerie tout en limitant les interférences possibles avec le site de 
liaison. Il peut aussi modifier le profil de biodistribution et les voies d’élimination de l’agent 
d’imagerie en jouant sur ses propriétés physico-chimiques. Le type d’espaceur le plus utilisé 
est le polyéthylène glycol (PEG). En effet, ces espaceurs sont largement disponibles 
commercialement, flexibles et ils augmentent l’hydrophilie des composés, ce qui favorise 
l’élimination rénale. Afin d’optimiser les propriétés de nos composés, nous avons choisi 
d’évaluer des espaceurs de différentes tailles : aucun espaceur, un analogue du PEG2 (acide 8-
amino-3,6-dioxaoctanoïque, AEEAc) et un PEG4 (Figure 65). Ces espaceurs ont été introduits 
entre le peptide et la lysine servant de plateforme pour les sondes d’imagerie.  
 

 
Figure 65. Structures des espaceurs évalués. 

II.2. Synthèse et caractérisation 

II.2.1. Synthèse des ligands  

Le composé DOTA-NT-20.3 présentant de très bonnes propriétés pharmacocinétiques, nous 
l’avons choisi comme composé de référence pour cette étude. Sa synthèse est présentée dans 
la partie expérimentale. 
 
Les différents composés bimodaux ont été obtenus en trois étapes (Figure 66).  
La première étape consiste en l’élongation du peptide en utilisant une méthode automatisée 
de synthèse de peptides en phase solide (SPPS).193 Celle-ci repose sur l’emploi d’une résine 
sur laquelle les acides aminés vont être introduits successivement en alternant les étapes de 
couplage et de déprotection. Cette technique permet l’amélioration des rendements, la 
diminution des temps de réaction et la simplification des étapes de purification. Pour cette 
synthèse, nous avons utilisé une résine pré-chargée, Fmoc-Leu-Wang, et des acides aminés 
protégés de façon orthogonale. Les amines α sont protégées par des groupements 
fluorénylméthoxycarbonyle (Fmoc), éliminables en présence d’une amine secondaire, tandis 
que les fonctions des chaînes latérales sont protégées par des groupements tert-butyle (tBu), 
tert-butoxycarbonyle (Boc), 4-méthoxy-2,3,6-triméthylphénylsulfonyle (Mtr) ou 2,2,4,6,7-
pentaméthyl-2,3-dihydrobenzofuran-5-sulfonyle (Pbf), qui peuvent être éliminés en 
conditions acides.194  
De cette façon, grâce au synthétiseur automatique de peptide Liberty Blue (CEM), nous avons 
pu introduire les différents acides aminés et espaceurs et préparer les trois peptides 1a, 1b et 
1c. Les étapes de déprotection ont été réalisées en utilisant une solution de pipéridine à 20% 
dans le N,N-diméthylformamide (DMF) et les étapes de couplage en utilisant les agents de 
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couplage N,N’-diisopropylcarbodiimide (DIC) et OxymaPure. L’élongation du peptide sur la 
résine se termine par une étape de déprotection de l’amine en position N-terminale (Figure 
66). 

 
Figure 66. Schéma de synthèse des agents bimodaux ciblant les NTS1. 

 
La deuxième étape consiste à introduire le NODAGA sur cette amine libre. Pour cela, nous 
avons fait réagir les peptides avec le (R)-NODAGA-NHS (provenant de la société CheMatech) 
en présence de N,N-diisopropyléthylamine (DIPEA) dans le DMF. Ensuite, afin de cliver les 
peptides de la résine et déprotéger les chaînes latérales, un traitement à l’acide 
trifluoroacétique 95% (TFA) (TFA/TIPS/H2O, 95/2.5/2.5, v/v/v) a été effectué, suivi d’une étape 
de purification par HPLC en phase inverse. Celle-ci a permis d’obtenir les composés 2a, 2b et 
2c avec des rendements compris entre 43 et 69% (Figure 66).  
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Enfin, la dernière étape consiste à introduire le fluorophore sur l’amine ε de la lysine en 
position N-terminale. Pour cela, les cyanines ont été activées grâce au TSTU en présence de 
DIPEA dans le DMF, puis couplées aux peptides. Les composés ont ensuite été purifiés par 
chromatographie semi-préparative (Figure 66). Cinq peptides différents 3, 4, 5, 6 et 7 ont pu 
être obtenus avec des rendements globaux compris entre 10 et 33% (Figure 67). 

 

 
Figure 67. Nomenclature des cinq agents bimodaux synthétisés. 

II.2.2. Propriétés spectrales  

Les propriétés photophysiques des composés ont ensuite été évaluées. Les spectres 
d’absorbance UV-visible et de fluorescence ont été enregistrés à 25 °C dans un tampon 
phosphate 0.01 M à pH 7.4 (Figure 68).  
 

 
Figure 68. Spectres photophysiques normalisés (absorbance, excitation et émission) du composé 6 et tableau 
résumant les différents lEx,max et lEm,max des cinq composés bimodaux. 

 
Les longueurs d’ondes d’excitation et d’émission sont situées autour de 650 nm, avec des 
déplacements de Stokes d’environ 12 nm. Aucune agrégation n’a été observée dans la solution 
tampon utilisée. 

II.3. Évaluation in vitro 

II.3.1. Métallation au natGa et évaluation de la stabilité  

Les cinq composés bimodaux ont ensuite été marqués au gallium en utilisant du nitrate de 
gallium, Ga(NO3)3, dans une solution de tampon acétate 0.1 M (pH 3.48) à 40 °C. Les produits 
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ont ensuite été purifiés par chromatographie semi-préparative afin d’obtenir les produits purs 
métallés, avec des rendements compris entre 59 et 84% (Figure 69). 
 

 
 

Figure 69. Métallation des cinq agents bimodaux avec du natGa. 

 
La stabilité face à la dégradation enzymatique a ensuite été évaluée dans du sérum de souris 
à 37 °C. Des prélèvements ont été effectués à 0 min, 1 h, 2 h, 4 h, 8 h et 24 h et analysés par 
RP-HPLC-MS. Aucune dégradation n’a été observée pour les cinq peptides après 24 h tandis 
que seulement la moitié de la neurotensine était intacte après 5 h d’incubation (Figure 70). 
 

 
Figure 70. A. Chromatogrammes HPLC (214 nm) de la neurotensine à différents temps d'incubation (gauche) et 
quantité de neurotensine intacte en fonction du temps (droite) ; B. Chromatogrammes HPLC (214 nm) du 
composé [natGa]Ga-6 à différents temps d'incubation.  
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II.3.2. Détermination des constantes d’inhibition (Ki) 

Les affinités des cinq composés marqués au natGa et de notre référence [natGa]Ga-DOTA-NT-
20.3 pour NTS1 ont été estimées au moyen d’un test de compétition, réalisé sur des cellules 
ovariennes de hamster (CHO) surexprimant les récepteurs NTS1 (tests effectués via une 
prestation de service par la société Eurofins).57 Pour cela, le radioligand [125I]I-Tyr3-
neurotensine a été utilisé. Ce composé présente un Kd de 0.22 nM. Tous les composés ont 
montré une affinité de l’ordre du nanomolaire, comparable à celle du peptide [natGa]Ga-
DOTA-NT-20.3 (Ki = 10.0 nM) (Tableau 4).  
Des différences ont tout de même été observées entre les différents composés. En effet, on 
remarque que la nature de la sonde fluorescente impacte nettement l’affinité. L’absence de 
groupement sulfonate est associée à une amélioration de l’affinité (Ki = 0.76 nM pour le 
composé non sulfonaté [natGa]Ga-3 par rapport à Ki = 6.02 nM pour le composé tétrasulfonaté 

[natGa]Ga-5). Cela peut s’expliquer par l’établissement d’interactions hydrophobes non 
spécifiques entre le fluorophore et les NTS1. 
En revanche, il est difficile de corréler la taille de l’espaceur et l’affinité pour les récepteurs. 
En effet, le composé comportant l’espaceur AEEAc ([natGa]Ga-6, Ki = 12.1 nM) présente une 
affinité deux fois moins bonne que les composés sans espaceur ([natGa]Ga-7, Ki = 5.52 nM) ou 
avec un PEG4 ([natGa]Ga-5, Ki = 6.02 nM). 
 
Tableau 4. Résumé des constantes d’inhibition des composés pour les NTS1. 

 
Les valeurs sont données en « moyenne [intervalle de confiance à 95%] ». 

II.3.3. Radiomarquage  

Présentant de bons résultats in vitro, les cinq composés ont été marqués au gallium-68. Le 
radiomarquage a été réalisé par le Dr. Aurélie Prignon (Figure 71). 
 

 
Figure 71. Représentation du processus de radiomarquage au gallium-68. 
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Tout d’abord, le générateur 68Ge/68Ga est élué par une méthode de fractionnement grâce à 
une solution de HCl 0.1 M afin de récupérer un volume constant et précis de sel de gallium-
68. Celui-ci est ensuite dirigé vers le module de radiomarquage où il est ajouté au composé à 
radiomarquer et tamponné avec une solution d’acétate de sodium (AcONa) à pH 3.5. En effet, 
le pH est très important pour le radiomarquage au gallium. Le gallium (III) est stable en 
solution aqueuse seulement à pH acide, aux alentours de 3.5. Au-dessus de ce pH, le gallium 
est hydrolysé et forme des colloïdes insolubles, trihydroxides de gallium (Ga(OH)3), ce qui 
réduit les performances de radiomarquage. À des pH trop faibles, les taux d’incorporation et 
les rendements de radiomarquage sont médiocres.195  
Le NODAGA étant un bon agent chélatant pour le gallium, le marquage se fait en 10 min à 
40 °C. Ensuite, afin d’éliminer l’excès de 68Ga libre, la solution est éluée sur une colonne C18. 
Le composé va rester accroché sur la colonne tandis que le gallium libre sera éliminé, puis une 
élution à l’éthanol permettra de récupérer le composé radiomarqué. Afin de pouvoir injecter 
le produit aux souris, l’éthanol est évaporé et le composé est dilué dans une solution 
physiologique (NaCl 9 mg/mL). Enfin, la dernière étape consiste à évaluer la pureté du 
composé par HPLC couplée à un détecteur de radioactivité. L’utilisation d’un automate de 
radiomarquage permet de diminuer l’exposition aux rayonnements, d’avoir une meilleure 
reproductibilité, et elle rend possible la transposition vers des protocoles répondant aux 
réglementations de bonnes pratiques de fabrication (GMP).196,197 Le radiomarquage, le 
contrôle qualité et l’injection aux souris sont effectués en moins d’une heure. 
 
L’efficacité du radiomarquage est évaluée par deux paramètres. Le premier est le rendement 
de radiomarquage, c’est-à-dire le rapport de l’activité du produit marqué sur l’activité totale 
initialement introduite. Le deuxième paramètre est l’activité molaire (en Bq/mol) ou activité 
spécifique (en Bq/g), signifiant la proportion de composé radiomarqué par rapport au 
composé non radiomarqué, déterminée en mesurant l’activité par unité de mole ou de masse. 
 
De cette façon, les cinq composés ont pu être marqués avec des rendements radiochimiques 
compris entre 51 et 90%, des activités molaires de 3.5 à 10.7 MBq/nmol et des puretés 
radiochimiques supérieures à 99% (Tableau 5).  
 
Tableau 5. Résumé des rendements radiochimiques, activités molaires et puretés radiochimiques. 
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II.3.4. Mesure du caractère hydrophile (LogD) 

L’hydrophilie des composés radiomarqués a été déterminée en mesurant les coefficients de 
partage (logD), en utilisant la méthode « shake-flask » dans un milieu octanol/PBS à pH 7.4.198 
Comme nous l’avions prévu, tous les composés se sont avérés hydrophiles (logD négatif) et 
des différences importantes ont pu être observées entre les composés (Tableau 6). En effet, 
les molécules comportant la cyanine tétrasulfonatée ([68Ga]Ga-5, [68Ga]Ga-6 et [68Ga]Ga-7) 
ont un logD quasi-identique, malgré la différence d’espaceur (logD = -2.6), et présentent des 
différences significatives avec le composé portant la cyanine disulfonatée ([68Ga]Ga-4) (logD 
= -2.3) et la cyanine non sulfonatée [68Ga]Ga-3) (log D = -0.7). Ces résultats indiquent que le 
caractère hydrophile des molécules dépend, dans notre cas, du nombre de groupes sulfonates 
présents sur la cyanine et non de l’espaceur. 
 
Tableau 6. Résumé des coefficients de partage (logD). 

 

II.4. Évaluation in vivo par imagerie TEP  

II.4.1. Évaluation des propriétés pharmacocinétiques sur souris saines 

Afin d’évaluer les propriétés pharmacocinétiques des cinq agents bimodaux, chaque composé 
radiomarqué a été injecté (473 ± 151 pmol, 3.49 ± 2.71 MBq) à une souris nude saine (n = 1 
par composé). Des images dynamiques TEP ont ensuite été enregistrées durant les 70 min 
suivant l’injection. Comme nous pouvons le voir sur la Figure 72, les composés [68Ga]Ga-5, 
[68Ga]Ga-6 et [68Ga]Ga-7, possédant les quatre groupements sulfonates sur la cyanine, 
présentent un profil classique d’excrétion urinaire avec la majorité du signal au niveau des 
reins et de la vessie. En revanche, du signal dans le cœur et le foie est également observé pour 
le composé [68Ga]Ga-4 disulfonaté. Cela suggère un temps de circulation supérieur. Enfin, le 
composé le moins hydrophile, [68Ga]Ga-3 non sulfonaté, montre une accumulation 
importante au niveau du foie signifiant que la clairance se fait en partie par la voie hépatique. 
Ces résultats indiquent que la présence des quatre groupements sulfonates sur la cyanine est 
nécessaire pour avoir un bon profil de biodistribution avec une élimination par voie rénale. La 
taille de l’espaceur ne semble pas, quant à elle, influencer les propriétés pharmacocinétiques 
des composés. 
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Figure 72. Projections du signal obtenu en 10 min d’acquisition, entre 57 et 67 min p.i., durant l’imagerie 
dynamique TEP après l’injection des composés [68Ga]Ga-3, [68Ga]Ga-4, [68Ga]Ga-5, [68Ga]Ga-6 et [68Ga]Ga-7 à des 
souris nudes saines. IP : point d’injection, H : cœur, L : foie, K : reins, Bl : vessie. 

II.4.2. Évaluation de la biodistribution sur souris xénogreffées 

Au vu de ces premiers résultats, nous avons choisi de continuer les expérimentations 
seulement avec les composés tétrasulfonatés ([68Ga]Ga-5, [68Ga]Ga-6 et [68Ga]Ga-7). Ces trois 
composés ont donc été évalués sur un modèle d’adénocarcinome pancréatique humain 
(AsPC-1). Pour cela, les composés marqués ont été injectés (553 ± 145 pmol, 3.17 ± 0.92 MBq) 
à des souris nudes portant une xénogreffe de cellules AsPC-1 sur le flanc. Des images statiques 
TEP ont été enregistrées 40 min après l’injection et durant 15 min (n = 3). Comme nous 
pouvons le voir sur la Figure 73, les tumeurs sont visibles pour les trois composés avec de bons 
contrastes tumeur/bruit-de-fond. Cependant, le composé [68Ga]Ga-5 présente une 
accumulation tumorale moins élevée. 

 
Figure 73. Images TEP obtenues après 15 min d’acquisition entre 40 et 55 min p.i. pour les composés [68Ga]Ga-
5, [68Ga]Ga-6 et [68Ga]Ga-7 dans des souris portant une xénogreffe AsPC-1. Les tumeurs sont désignées avec des 
flèches blanches. 
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Afin de confirmer ces résultats, l’étude de la biodistribution ex vivo a été effectuée (n = 3). 
Pour cela, à 1 h post-injection, les souris ont été euthanasiées, les organes ont été récoltés, 
pesés et la radioactivité a été comptée. Comme le montre la Figure 74A, les profils de 
biodistribution sont très propres, avec du signal majoritairement dans la tumeur et les reins. 
Le signal dans les reins est d’environ 17.5%ID/g pour les trois composés. En revanche, en 
accord avec les images TEP, le signal dans la tumeur est le plus faible pour le composé 
[68Ga]Ga-5 (0.95 ± 0.26%ID/g) comparé aux composés [68Ga]Ga-6 et [68Ga]Ga-7 (2.56 ± 
0.97%ID/g et 2.98 ± 0.50%ID/g, respectivement). Les composés [68Ga]Ga-6 et [68Ga]Ga-7 
présentent un profil de biodistribution similaire au composé de référence DOTA-NT-20.3 avec 
un peu moins de signal dans la tumeur (~2.8%ID/g pour les bimodaux contre 5.93 ± 1.82%ID/g 
pour le [68Ga]Ga-DOTA-NT-20.3) et un peu plus de signal dans les reins (~17.5%ID/g contre 
5.38 ± 0.54%ID/g pour le [68Ga]Ga-DOTA-NT-20.3).  
 
La Figure 74B montre les ratios tumeur/organe. Le composé [68Ga]Ga-5 présentant une moins 
bonne accumulation tumorale donne des ratios moins bons que les deux autres composés. En 
revanche, les ratios tumeur/organe pour les composés [68Ga]Ga-6 et [68Ga]Ga-7 sont très 
élevés et similaires, voire meilleurs, à ceux observés pour le composé [68Ga]Ga-DOTA-NT-20.3, 
malgré l’introduction de sondes fluorescentes. 

 

 
Figure 74. A. Biodistribution ex vivo 1 h p.i. des composés [68Ga]Ga-5, [68Ga]Ga-6, [68Ga]Ga-7 (n = 3) et [68Ga]Ga-
DOTA-NT-20.3 (n = 4). Les valeurs sont exprimées en pourcentage de dose injectée par gramme (%ID/g, moyenne 
± SD) pour chaque organe collecté. B. Ratios tumeur/organe provenant de la biodistribution ex vivo. Valeurs 
exprimées en moyenne ± SD. 

 
Nous n’avons à ce jour aucune explication pour justifier la différence de comportement in vivo 
du composé avec l’espaceur PEG4 (5) par rapport aux composés 6 et 7 (avec AEEAc et sans 
espaceur). 
 
Le composé [68Ga]Ga-6 semble montrer des ratios légèrement meilleurs que le composé 
[68Ga]Ga-7, c’est pourquoi nous avons choisi ce composé pour la suite de l’étude. 
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II.5. Évaluation des propriétés de fluorescence 

Afin d’évaluer la dose injectée et le temps d’imagerie optimaux pour l’imagerie de 
fluorescence, nous avons administré des quantités croissantes (50 pmol, 500 pmol et 5 nmol) 
du composé 6 à des souris xénogreffées et enregistré des images de fluorescence à 1 h, 3 h et 
24 h après l’injection. À chaque temps, les souris ont été euthanasiées, les organes ont été 
collectés et l’accumulation dans les organes a été quantifiée par fluorescence à 680 nm (Figure 
75). 

 
Figure 75. Superposition d'images en lumière blanche et en fluorescence des organes isolés après l’injection de 
50 pmol, 500 pmol et 5 nmol du composé 6 à 1 h, 3 h et 24 h p.i. Le signal était trop faible à 3 h et 24 h après 
l’injection de 50 pmol.  

 
En accord avec l’imagerie TEP, le signal est principalement retrouvé au niveau de la tumeur et 
des reins. On remarque qu’un léger signal de fluorescence est présent au niveau des organes 
digestifs. Ceci s’explique par la fluorescence provenant de la nourriture donnée aux souris. 
 
La Figure 76A montre un bilan de la quantification du signal de fluorescence par organe en 
fonction de la dose injectée et du temps d’imagerie. On remarque que le signal dans la tumeur 
augmente avec la quantité injectée tandis que pour les organes tels que le muscle ou le 
pancréas il reste sensiblement identique. En revanche, le signal dans la tumeur décroit 
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rapidement avec le temps. Ceci conduit à de bons ratios tumeur/organe pour les doses 
élevées à des temps assez courts (Figure 76B).  
 

 
Figure 76. A. Biodistribution ex vivo du composé 6 (50 pmol, 500 pmol et 5 nmol) à 1 h, 3 h et 24 h p.i. déterminée 
par fluorescence. Les valeurs sont exprimées en efficacité radiante moyenne. B. Ratios tumeur/organe provenant 
de la biodistribution ex vivo. Valeurs exprimées en moyenne ± SD. 

 
Au vu de ces résultats, il semble préférable de réaliser la chirurgie assistée par fluorescence 
dans les quelques heures suivant l’injection du composé et en injectant des quantités assez 
élevées.  
Afin d’obtenir les meilleurs résultats possibles sans risquer une toxicité due à l’injection d’une 
quantité trop importante de produit, nous avons réalisé une preuve de concept de chirurgie 
assistée par fluorescence 3.5 h après l’injection de 500 pmol du composé 6 (Figure 77). Celle-
ci a permis la résection de tumeurs de petite taille en montrant d’excellents contrastes entre 
les tissus sains et tissus cancéreux. 
 

 
Figure 77. A. Illustration de la chirurgie assistée par fluorescence d'une souris portant une xénogreffe AsPC-1 à 
3.5 h après l’injection du composé 6 (500 pmol). B. Imagerie de fluorescence des organes isolés (P : pancréas, T : 
tumeur, M : muscle, K : reins). 
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III. Conclusion et perspectives  

Pour conclure, nous avons synthétisé cinq agents d’imagerie bimodaux, analogues de la 
neurotensine, présentant des espaceurs et des sondes fluorescentes différents. Ces composés 
ont montré une meilleure stabilité métabolique que la neurotensine et de bonnes affinités 
pour les récepteurs NTS1 (de l’ordre du nanomolaire), comparables au composé de référence 
DOTA-NT-20.3. Les cinq composés ont été radiomarqués avec de bons rendements et puretés 
radiochimiques ainsi que de bonnes activités molaires. L’évaluation des propriétés 
pharmacocinétiques par imagerie TEP sur souris saines a permis d’identifier trois composés 
([68Ga]Ga-5, [68Ga]Ga-6 et [68Ga]Ga-7), contenant la cyanine tétrasulfonatée, comme ayant 
une clairance rapide et montrant une élimination par voie rénale. L’étude de ces composés 
sur souris porteuses d’une xénogreffe de tumeur du pancréas humaine (AsPC-1) a permis de 
montrer une bonne accumulation tumorale et un profil de biodistribution très propre pour les 
composés [68Ga]Ga-6 et [68Ga]Ga-7, conduisant à de très bons ratios tumeur/organe 1 h après 
l’injection. En effet, malgré l’introduction d’une sonde fluorescente, l’affinité pour les 
récepteurs NTS1 a été conservée et les ratios étaient similaires au composé de référence. 
Enfin, ces composés ont montré de meilleurs résultats que ceux obtenus par l’équipe de Deng, 
avec beaucoup moins de signal au niveau du foie.165 
Le composé [68Ga]Ga-6, semblant montrer les meilleurs résultats, a ensuite été évalué par 
imagerie optique. Une bonne corrélation a été observée entre l’imagerie TEP et l’imagerie de 
fluorescence, montrant une excellente accumulation tumorale et une excrétion rénale du 
composé bimodal. L’imagerie optique a permis la résection de la tumeur grâce à l’acquisition 
en temps réel de la fluorescence, en discriminant avec un bon contraste les tissus cancéreux 
des tissus sains.   
Cette étude montre à nouveau que de nombreux paramètres tels que l’agent chélatant, le 
fluorophore ou encore l’espaceur peuvent impacter significativement les propriétés 
pharmacocinétiques d’une molécule. L’évaluation de différents espaceurs et sondes 
fluorescentes a permis d’identifier le composé [68Ga]Ga-6 comme un agent d’imagerie 
potentiel pour le diagnostic et la chirurgie assistée par fluorescence du cancer du pancréas.  
 
Le développement de composés portant directement les deux modalités est intéressant pour 
faciliter la transposition clinique. Il est en effet plus simple de faire approuver un seul composé 
par les autorités que deux différents. En clinique, l’imagerie TEP permettrait la détection 
efficace de tumeurs et métastases du PDAC, la stadification et la planification de la stratégie 
thérapeutique à adopter. Ensuite, si la chirurgie est possible, la stratégie envisageable consiste 
à injecter le composé radiomarqué, réaliser une image TEP un jour ou deux avant la chirurgie 
afin de vérifier que le diagnostic posé est toujours le même (apparition de nouvelles 
métastases, évolution de la tumeur…) puis injecter le composé non marqué ou marqué au 
natGa le jour de la chirurgie pour ensuite procéder à la chirurgie en utilisant la fluorescence 
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pour faciliter et améliorer la résection tumorale afin d’augmenter les chances de survie du 
patient.  
 
Une expérience préliminaire sur un modèle orthotopique de greffe AsPC-1 a été réalisée afin 
d’évaluer le composé sur un modèle plus représentatif de la réalité. Toutefois, la difficulté de 
mise en œuvre n’a pas permis l’obtention de résultats interprétables. Une nouvelle 
expérience est actuellement en cours.  
 
Dans des travaux futurs, il serait intéressant de tenter de réduire l’accumulation du composé 
dans les reins pour limiter la toxicité. En effet, malgré l’injection de quantités relativement 
faibles de composé, il a été montré que les composés radiomarqués peuvent induire une 
certaine toxicité rénale. La plupart des composés sont éliminés par les reins puis réabsorbés 
et retenus dans les tubules. En jouant sur la taille, la charge ou la structure des molécules, il 
est possible d’altérer la réabsorption tubulaire. Il est aussi possible de bloquer les récepteurs 
présents dans les reins et responsables de la réabsorption par des co-injections d’acides 
aminés basiques tels que la lysine ou l’arginine ou d’autres composés.199 
 
Ce composé bimodal pourrait aussi être évalué sur d’autres modèles de tumeurs surexprimant 
les récepteurs NTS1 (cancer colorectal, cancer de la prostate, cancer du sein…). 
 
Enfin, il serait intéressant de transposer cette stratégie de bimodalité à des composés non 
peptidiques antagonistes des récepteurs NTS1. En effet, ceux-ci montrent de bonnes 
propriétés pharmacocinétiques.200 
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I. Introduction 

I.1. NTS1 et antagonistes  

De par leur implication dans de nombreux cancers, la neurotensine et ses récepteurs ont fait 
l’objet de très nombreuses études ces dernières années. La majorité d’entre elles relatent le 
développement et l’évaluation d’analogues peptidiques de la neurotensine, agonistes des 
NTS1.1 Ces peptides ont été utilisés pour l’imagerie ou la thérapie de divers cancers.2–8 
 
Malgré de nombreux avantages, tels que de très bonnes affinité et spécificité pour les NTS1 
ainsi que de bonnes accumulations tumorales et une rapide clairance des tissus sains, les 
peptides présentent tout de même quelques limitations.9–12 Ils sont rapidement dégradés par 
les enzymes in vivo, ce qui leur confère des temps de demi-vie relativement courts, même 
après optimisation de leur structure.13,14 De plus, ils présentent, en général, une accumulation 
importante au niveau des reins, ce qui peut poser des problèmes de toxicité. En effet, dans le 
cadre des thérapies à base de peptides radiomarqués (peptide receptor radionuclide therapy, 
PRRT), les reins sont souvent les organes limitant la dose injectée.15,16,17 En imagerie, au vu 
des faibles quantités administrées, cette toxicité est négligeable mais le signal important au 
niveau des reins peut empêcher la détection de maladies situées dans les organes 
environnants. Enfin, du fait de leur activité agoniste, les peptides peuvent induire des effets 
secondaires par activation de leurs voies de signalisation, même si ceci reste limité aux doses 
utilisées pour l’imagerie. 

I.1.1. Découverte et développement d’antagonistes des NTS1 

Plusieurs molécules non peptidiques ont permis la découverte des récepteurs à la 
neurotensine et la compréhension des voies de signalisation associées. Parmi elles, on compte 
principalement le SR48692, aussi appelé Méclinertant, le SR142948A et la levocabastine 
(Figure 78).18 
 

 
Figure 78. Structures d’antagonistes connus des NTS1. 



Chapitre 2. Développement et optimisation d’un radiotraceur TEP antagoniste des récepteurs NTS1 
  

 - 148 -  

Au début des années 90, Sanofi-Recherche a lancé une campagne de criblage à haut débit afin 
d’identifier des molécules permettant l’étude du rôle pharmacologique de la neurotensine en 
neurologie. Ces travaux leur ont permis de découvrir le pyrazole SR45398, possédant une 
affinité pour les NTS de l’ordre du micromolaire (Figure 78). Après plusieurs modifications 
structurales (substitution du phényle par un 2,6-diméthoxyphényle, remplacement de la 
phénylalanine par un dérivé adamantyle, optimisation du substituant naphtyle), Sanofi a 
donné naissance au SR48692, aussi appelé Méclinertant, le premier antagoniste non 
peptidique des NTS.19–21 Cette molécule présente une meilleure affinité pour NTS1 (Ki = 12 nM) 
que pour NTS2 (Ki = 200 nM).19 En augmentant les concentrations, elle peut aussi se lier aux 
NTS3.22,23 La découverte de cette molécule a permis de révéler l’implication de la neurotensine 
et de ses récepteurs dans différents phénomènes.24 En effet, l’utilisation de l’antagoniste 
SR48692 a mis en évidence des changements de comportement induits par la neurotensine 
et des modifications dans la transmission dopaminergique.25 Enfin, plusieurs études ont 
montré que le SR48692 inhibe efficacement, chez l’animal, la prolifération tumorale dans 
plusieurs cancers tels que les cancers du côlon,26,27 de la prostate,28,29 de la tête,30 du 
pancreas,31,32 et du poumon à petites cellules.33 Le Méclinertant a fait l’objet d’un essai 
clinique pour le traitement du cancer du poumon à petites cellules.34 Les résultats de l’étude 
n’ont pas été publiés. 
 
Sanofi a ensuite décrit un nouvel antagoniste, de seconde génération, appelé SR142948A.35 
Cette molécule se lie aux NTS1 et NTS2 avec d’excellentes affinités (Ki = 0.28 nM), similaires à 
la neurotensine.35,36 Contrairement au SR48692, le SR142948A inhibe l’hypothermie et les 
effets antinociceptifs de la neurotensine.35 Cette molécule est capable de traverser la barrière 
hémato-encéphalique et a permis de mieux comprendre le rôle et les mécanismes d’action de 
la neurotensine au niveau neurologique,37–39 cardiovasculaire40 et dans les pathologies 
associées.  
 
Présentant de bonnes affinités pour les NTS, ces molécules antagonistes constituent un bon 
point de départ pour le développement d’agents pharmaceutiques dans des domaines tels 
que les pathologies neurologiques, l’obésité, la douleur ou l’oncologie.41 

I.1.2. Avantages des petites molécules antagonistes   

Comme nous l’avons mentionné dans l’introduction, l’utilisation d’agonistes comme 
radiotraceurs a longtemps semblé avantageuse car ceux-ci montrent souvent une 
internalisation dans les cellules par endocytose et donc un temps de séjour plus long, ce qui 
peut être favorable pour l’imagerie et la thérapie. Cependant, de plus en plus d'études 
montrent que, malgré une affinité pour les récepteurs parfois inférieure, la rétention tumorale 
des antagonistes peut être meilleure. Il semblerait que certains antagonistes possèdent plus 
de sites de liaison à la surface des cellules que leur équivalent agoniste. Ils peuvent parfois se 
lier au récepteur indépendamment de son état d'activation.42–44 Ainsi, une étude réalisée par 
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Betancur en 1998 a montré que le nombre de récepteurs marqués par l’antagoniste 
[3H]SR142948A, sur des membranes cellulaires issues d’homogénats de cerveau de rat, était 
80% plus élevé que le nombre détecté lors de l'utilisation de l'agoniste [3H]neurotensine.36 
 
L’utilisation de petites molécules antagonistes comme vecteurs présente de nombreux 
avantages. Tout d’abord, leur petite taille permet une bonne pénétration dans les tumeurs et 
une clairance rapide des tissus sains et du sang par excrétion rénale. Elles présentent souvent 
une meilleure stabilité métabolique que les peptides.45,46 Enfin, l'absence d'activation des 
voies de signalisation permet de réduire les effets pharmacologiques et les effets indésirables 
pouvant y être liés.  

I.2. État de l’art  

En se basant sur la structure du SR142948A, quelques équipes ont développé des 
radiotraceurs pour le diagnostic ou la thérapie de cancers. 
En 2013, Lang et al. sont les premiers à synthétiser un analogue du SR142948A sur lequel un 
groupement 2-déoxy-2-[18F]fluoroglucosylazide est greffé par réaction de chimie click (Figure 
79A).45 Ce radiotraceur TEP a montré une très bonne affinité pour les NTS1 (Ki = 0.98 nM). 
Cependant, malgré une assez bonne accumulation tumorale (0.74%ID/g) à 1 h après 
l’injection, une accumulation importante est aussi observée dans le foie (Figure 79B). 
 

 
Figure 79. A. Structure du composé [18F]8 ; B. Images obtenues par TEP d'une souris présentant une xénogreffe 
de tumeur colorectale (HT-29) entre 45 et 65 min après l’injection du composé [18F]8 sans (gauche) ou avec 
blocking (droite). Les tumeurs sont désignées avec une flèche rouge ; figure adaptée d’article.45 

 
En 2016, Schulz et al. ont publié trois composés analogues du SR142948A sur lesquels ils ont 
introduit un agent chélatant DOTA afin de radiomarquer les composés à l’indium-111 pour 
l’imagerie TEMP.47  
Le composé [111In]In-3BP-227 contient un bras amine linéaire à l’extrémité duquel le DOTA a 
été introduit (Figure 80A). Ce radiotraceur possède une bonne affinité pour les NTS1 (Ki = 5.3 
nM). Il montre une très bonne accumulation tumorale à des temps courts (7.5 ± 2.9%ID/g, 3 
h p.i.) et à des temps plus longs (2.3 ± 1.3%ID/g, 24 h p.i.). En revanche, on remarque qu’à 3 h 
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p.i. le signal circulant est encore très élevé tandis que d’excellents contrastes sont observés à 
24 h p.i. (Figure 80B). 
 

 
Figure 80. A. Structure du composé 3BP-227 ; B. Images obtenues par TEMP-CT d'une souris présentant une 
xénogreffe de tumeur colorectale (HT-29) à 3 h (gauche) et 24 h (droite) après l’injection du composé [111In]In-
3BP-227. Les tumeurs sont désignées avec une flèche blanche ; figure adaptée d’article.47 

 
Le deuxième composé [111In]In-3BP-228 présente un bras amine ramifié (Figure 81A). Lui aussi 
présente une bonne affinité pour les NTS1 (Ki = 14.4 nM), toutefois, le changement apporté au 
bras amine modifie significativement la biodistribution du composé. En effet, le composé 
[111In]In-3BP-228 montre une très bonne accumulation tumorale à des temps courts (10.2 ± 
5.3%ID/g, 3 h p.i.) mais beaucoup moins élevée à des temps plus longs (0.8 ± 0.2%ID/g, 24 h 
p.i.). De plus, dès 3 h p.i., les contrastes sont excellents avec un signal circulant beaucoup 
moins présent (Figure 81B). La clairance est donc largement accélérée par l’introduction du 
bras amine ramifié. 
 

 
Figure 81. A. Structure du composé 3BP-228 ; B. Images obtenues par TEMP-CT d'une souris présentant une 
xénogreffe de tumeur colorectale (HT-29) à 3 h (gauche) et 24 h (droite) après l’injection du composé [111In]In-
3BP-228. Les tumeurs sont désignées avec une flèche blanche ; figure adaptée d’article.47 

 
Le troisième composé, [111In]In-3BP-483, possède un cyclohexane à la place de l’adamantane 
(Figure 82A). Cette modification engendre une perte d’affinité pour les NTS1 et conduit à une 
faible accumulation tumorale (1.9 ± 0.8%ID/g, 3 h p.i. et 0.8 ± 0.6%ID/g, 24 h p.i.). Comme 
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pour le composé 3BP-228, le signal circulant est très faible dès 3 h ce qui conduit à de très 
bons contrastes. En revanche, l’accumulation rénale est plus importante (Figure 82B).  
 

 
Figure 82. A. Structure du composé 3BP-483 ; B. Images obtenues par TEMP-CT d'une souris présentant une 
xénogreffe de tumeur colorectale (HT-29) à 3 h (gauche) et 24 h (droite) après l’injection du composé [111In]In-
3BP-483. Les tumeurs sont désignées avec une flèche blanche ; figure adaptée d’article.47 

 
Compte tenu de ses propriétés pharmacocinétiques (bonne accumulation et rétention 
tumorale), le composé 3BP-227 a été considéré comme un candidat intéressant pour la 
radiothérapie de cancers exprimant NTS1. En 2017, Schulz et al. ont évalué le composé 
[177Lu]Lu-3BP-227 sur un modèle de cancer du côlon (HT-29).46 Ce composé a montré une 
excellente accumulation tumorale à 3 h p.i. (19.0 ± 3.6%ID/g), toujours très élevée  à 69 h p.i. 
(2.7 ± 1.6%ID/g) et du signal encore présent 93 h après l’injection. L’administration de hautes 
activités (110 et 165 MBq par animal) a permis de réduire le volume des tumeurs de 55% et 
88% respectivement sans causer de dommage rénal.  
 
Ces résultats prometteurs ont permis à Baum et al. de démarrer en 2018 un essai clinique 
utilisant le composé 3BP-227. Dans cette étude, [177Lu]Lu-3BP-227 (aussi appelé [177Lu]Lu-
IPN01087) est utilisé pour la radiothérapie de cancers exprimant les NTS1 (cancer du pancréas, 
cancer colorectal, cancers gastriques, carcinome épidermoïde de la tête et du cou, cancer des 
os).48 Les premiers résultats obtenus pour le traitement de l’adénocarcinome pancréatique 
métastatique ont été publiés en 2018.49 Parmi les six patients ayant reçu le [177Lu]Lu-3BP-227, 
cinq ont montré une bonne accumulation tumorale du traceur. Le [177Lu]Lu-3BP-227 a été bien 
toléré par les patients, présentant peu d’effets secondaires, les reins étant les organes limitant 
la dose injectée. Un patient présentant un très mauvais pronostic a montré une rémission 
partielle définie par une amélioration des symptômes et de la qualité de vie ainsi qu’une 
prolongation de la durée de vie de 11 mois après la première injection de [177Lu]Lu-3BP-227. 
Ces résultats démontrent la faisabilité du traitement du PDAC grâce au [177Lu]Lu-3BP-227. 



Chapitre 2. Développement et optimisation d’un radiotraceur TEP antagoniste des récepteurs NTS1 
  

 - 152 -  

I.3. Importance du choix de l’agent chélatant 

De nombreux paramètres influencent les propriétés pharmacocinétiques d’un traceur. Parmi 
eux, l’agent chélatant introduit sur la molécule vectrice peut modifier la charge, le caractère 
hydrophile, ou encore la conformation de la molécule. Ceci peut influencer les interactions 
spécifiques (affinité, spécificité, internalisation) et les interactions non ciblées (liaison aux 
protéines sanguines, interaction avec d’autres récepteurs…), entrainant une modification des 
profils de biodistribution. 
 
En 2011, Fani et al. ont déclaré “the chelate makes the difference”.50 Dans leur étude, ils ont 
évalué différents radiotraceurs peptidiques, antagonistes des récepteurs à la somatostatine, 
marqués au cuivre-64 ou au gallium-68 en utilisant le TE2A, le NODAGA ou le DOTA comme 
agent chélatant. L’affinité pour les récepteurs ainsi que les profils de biodistribution se sont 
avérés être grandement dépendants du chélateur et du radionucléide utilisés (Figure 83).  
 

 
Figure 83.  Images obtenues par TEP de souris présentant une xénogreffe de cellules embryonnaires rénales 
humaines (HEK) à 1 h ou 4 h après l’injection des différents composés ; figure adaptée d’article.50 

 
Depuis cette étude, de nombreuses équipes ont confirmé l'impact de l’agent chélatant, du 
radionucléide et de la charge totale de la molécule sur les propriétés pharmacocinétiques d'un 
radiotraceur. 
 
Roosenburg et al. ont ainsi évalué l’importance du chélateur et du radionucléide en 
introduisant trois agents chélatants différents (DOTA, NOTA et NODAGA) sur un analogue 
peptidique de la minigastrine pour le radiomarquage avec du gallium-68, du cuivre-64 et de 
l’indium-111.51 Les affinités pour les récepteurs n’ont pas été significativement affectées, 
cependant, les profils de biodistribution ont été nettement impactés (Figure 84). Le 
changement de radionucléide a engendré des modifications importantes, particulièrement 
pour le cuivre. En effet, pour ce dernier, une part importante de l’activité a été observée dans 
les tissus sains. La nature du radionucléide semble aussi impacter l’accumulation tumorale. En 
revanche, dans cette étude, le choix du chélateur n’a pas montré d’influence significative sur 
les propriétés pharmacocinétiques. 
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Figure 84. Images obtenues par TEP/CT (gauche et milieu) ou TEMP/CT (droite) de souris présentant une 
xénogreffe A431-CCK2R à 1 h (gauche) ou 4 h (milieu et droite) après l’injection des différents composés ; figure 
adaptée d’article.51 

 
Lin et al. ont étudié l’impact de la charge sur les profils de biodistribution en comparant 
différents chélateurs comportant un nombre variable de groupements acides carboxyliques.52 
Pour cela, ils ont introduit différents dérivés de NOTA sur un peptide analogue de la 
somatostatine. Dans leur étude, l’augmentation du nombre d’acides carboxyliques s’est 
accompagnée d’une diminution significative de l’affinité et de l’accumulation tumorale. 
 
Varasteh et al. ont introduit quatre agents chélatants différents (NOTA, NODAGA, DOTA et 
DOTAGA) sur un analogue peptidique de la bombésine.53 Les composés ont ensuite été 
marqués au gallium-68 et évalués in vitro et in vivo. À nouveau, cette étude a mis en évidence 
l’impact du chélateur sur les affinités et les propriétés pharmacocinétiques. Comme on peut 
le voir sur la Figure 85, les ratios tumeur/organe diffèrent énormément. Dans cette étude, 
l’introduction du NOTA (présentant une charge positive une fois le gallium complexé) a 
montré les meilleurs résultats. 
 

 
Figure 85. Ratio tumeur/organe 2 h après l’injection des différents composés marqués au gallium-68 à des souris 
portant une xénogreffe du cancer de la prostate (PC-3) ; figure adaptée d’article.53 
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Dans une autre étude, Banerjee et al. ont évalué l’influence de l’agent chélatant sur la 
biodistribution d’un radiotraceur ciblant le PSMA.54 Pour cela, ils ont comparé les composés 
contenant un DOTA, un p-SCN-Bn-NOTA et un chélateur acyclique, HBED-CC, après marquage 
au gallium-68. Des différences importantes ont été observées au niveau de l’accumulation 
dans les tissus sains tels que les reins, les glandes salivaires ou la rate, contrairement à 
l’accumulation tumorale (Figure 86). 

 
Figure 86. Comparaison des accumulations dans certains tissus après l’injection des différents composés 
marqués au gallium-68 à des souris portant une xénogreffe de tumeur de la prostate (PC-3 PIP) ; figure adaptée 
d'article.54 

 
Mitran et al. ont également étudié l’impact de la charge du complexe sur le profil de 
biodistribution de radiotraceurs en introduisant différents agents chélatants (NOTA, 
NODAGA, DOTA et DOTAGA) sur des peptides ciblant les GRPR, marqués à l’indium-111 ou au 
cobalt-55.55,56 Ces études ont montré que plus les complexes sont chargés négativement 
(DOTAGA) plus l’accumulation rénale est importante et longue (Figure 87). Plus les molécules 
sont chargées positivement (NOTA), plus l’accumulation hépatique augmente. Enfin, parmi les 
composés testés, il semblerait que les charges positives ou neutres améliorent l’accumulation 
tumorale. 

 
Figure 87. Images obtenues par TEMP/CT de souris portant une xénogreffe de cancer de la prostate (PC-3) 4 h 
après l’injection des différents composés marqués à l’indium-111 ; figure extraite d’article.56 
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Enfin, Tolmachev et ses collaborateurs ont aussi évalué l’importance de l’agent chélatant et 
de la charge du complexe sur la biodistribution d’Affibodies en évaluant différents chélateurs 
tels que le DOTA, le DOTAGA, le NODAGA et le NOTA marqués au gallium-68 ou à l’indium-
111.57–63 À nouveau, d’après ces travaux, il semblerait que les charges neutres et négatives 
diminuent le signal dans le foie. En revanche, il ne semble pas y avoir de corrélation entre la 
bonne accumulation tumorale, la rapide clairance du sang et des organes sains et la charge 
des molécules ou chélateurs utilisés, même si le NODAGA a montré à plusieurs reprises une 
clairance sanguine rapide.59,61–63  
 
Cet impact du chélateur et du radionucléide a aussi été observé sur des molécules de poids 
moléculaire plus important telles que des anticorps entiers64 ou des fragments d’anticorps.65 
 
Pour résumé, toutes ces études démontrent l’importance que peuvent avoir l’agent chélatant, 
le radionucléide et la charge globale de la molécule sur les propriétés pharmacocinétiques 
d’un composé.  
Pour l’imagerie TEP, le gallium-68 présente habituellement de meilleures propriétés que le 
cuivre-64 avec une meilleure stabilité des complexes in vivo et donc de meilleurs profils de 
biodistribution. En revanche, ces études montrent qu’aucune corrélation ne peut être faite 
entre la charge globale de la molécule et le profil de biodistribution. Cela va dépendre du 
récepteur et du type de molécule évaluée. Aucun agent chélatant ne semble être idéal et 
convenir à chaque application, c’est pourquoi l’étude de différents chélateurs pour chaque 
nouveau composé est préconisée.  

I.4. Présentation du projet 

Au vu des résultats obtenus pour la radiothérapie de tumeurs exprimant NTS1, il nous a semblé 
intéressant de développer un compagnon diagnostic TEP qui permettrait de diagnostiquer les 
patients et faciliterait la sélection des patients éligibles pour la radiothérapie ciblant NTS1. La 
combinaison des avantages des petites molécules et ceux des molécules antagonistes font du 
SR142948A un vecteur intéressant pour l’imagerie des NTS1. 
 
L’objectif de ce projet a été de développer, optimiser et évaluer un radiotraceur permettant 
l’imagerie TEP de tumeurs exprimant NTS1. Nous avons choisi d’introduire différents agents 
chélatants complexant le gallium-68 sur une petite molécule antagoniste en se basant sur la 
structure du SR142948A, afin d’identifier un radiotraceur présentant un profil de 
biodistribution idéal (Figure 88).  
 



Chapitre 2. Développement et optimisation d’un radiotraceur TEP antagoniste des récepteurs NTS1 
  

 - 156 -  

 
Figure 88. Représentation schématique de la structure des composés étudiés. 

 
Les différents composés ont été synthétisés puis évalués in vitro, radiomarqués au gallium-68 
et testés in vivo sur des souris xénogreffées avec un modèle de tumeur colorectale humaine 
(HT-29) afin d’évaluer l’influence de l’agent chélatant sur les propriétés pharmacocinétiques.  

II. Résultats et discussion 

II.1. Design des molécules  

II.1.1. Groupement polyamine 

Comme nous l’avons vu dans l’introduction, les composés développés par Schulz et al. ont 
montré des propriétés pharmacocinétiques intéressantes. Les composés 3BP-227 et 3BP-228 
diffèrent de par leur groupement polyamine (linéaire ou ramifié), induisant des différences de 
biodistribution importantes (Figure 80 et 81). En effet, la bonne accumulation tumorale et le 
long temps de rétention dans la tumeur de 3BP-227 en font un bon agent pour la radiothérapie 
au lutécium-177. En revanche, le composé [111In]In-3BP-228 a montré une très bonne 
accumulation tumorale et une clairance rapide des tissus sains conduisant à de très bons 
contrastes et ratios tumeur/organe à des temps courts après l’injection du composé. Notre 
objectif étant ici de faire de l’imagerie TEP, il nous a semblé intéressant de baser la structure 
de nos composés sur celle du 3BP-228, possédant un groupement polyamine ramifié. 

II.1.2. Choix des agents chélatants 

Le gallium-68 est un radionucléide dédié à l’imagerie TEP qui présente de nombreux 
avantages. Parmi eux, le temps de demi-vie court, la disponibilité ainsi que la bonne stabilité 
des complexes formés in vivo nous semblent les plus importants. 
 
Le gallium (III) possède des propriétés voisines de celles du fer (III), très présent in vivo. En 
effet, ces deux ions métalliques privilégient une hexacoordination, et donc, certaines 
métalloprotéines qui chélatent normalement le fer in vivo peuvent complexer le gallium. Ainsi, 
le Ga(III) présente une forte affinité pour la transferrine, c’est pourquoi il est important 
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d’utiliser des bons chélateurs. La transcomplexation du gallium par la transferrine entraînerait 
une perte de spécificité et une accumulation de gallium dans le foie, les poumons et les os.66 
 
De nombreux agents chélatants sont disponibles pour la complexation du gallium-68 (Tableau 
7, Figures 12 et 13).67–69 
 
Il existe deux types d’agents chélatants : les acycliques (Figure 89) et les cycliques (Figure 90), 
chacun ayant des propriétés de complexation différentes.  
Les chélateurs acycliques présentent des cinétiques de complexation plus favorables dans des 
conditions douces (température ambiante, temps courts). Ceci est important lorsque l’on 
travaille avec des molécules sensibles ou avec des radionucléides possédant une demi-vie 
courte. En revanche, la stabilité des complexes est généralement moins bonne in vivo.66 
 

 
Figure 89. Exemples d’agents chélatants acycliques utilisés pour la complexation du gallium-68. 

 
Parmi eux, on retrouve : 

- DTPA : ce chélateur linéaire est l’un des plus utilisés en radiochimie car il permet la 
chélation de nombreux radiométaux tels que le 64Cu, le 67/68Ga, le 44/47Sc, l’111In ou le 
177Lu dans des conditions douces. Toutefois, il n’est pas idéal pour le gallium car son 
nombre de coordination est 8, et la constante de complexation est seulement de 24.3 
(Tableau 7). 

- DFO (desferoxamine B) : la DFO est un excellent chélateur pour le fer (III), présentant 
une bonne constante de stabilité avec le gallium (28.6). Le radiomarquage en 
conditions douces est possible mais réclame un temps assez long, qui est peu 
compatible avec la courte demi-vie du gallium-68. 

- H2dedpa : la structure de ce chélateur est basée sur un squelette éthylènediamine 
fonctionnalisé avec deux cycles pyridines. Des groupements carboxyles sur les cycles 
pyridine viennent compléter la sphère de coordination du Ga (III). La constante de 
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stabilité du complexe est élevée (28.1) et le radiomarquage se fait en conditions 
douces (Tableau 7). 

- HBED : cet agent chélatant est basé sur la structure de l’EDTA, dans lequel deux 
groupements acétates ont été substitués par des phénols. La constante de stabilité du 
complexe avec le Ga(III) est très élevée (38.5) et sa structure permet des conditions 
douces de radiomarquage et une bonne stabilité in vivo (Tableau 7). 

- THP : ce ligand est constitué de trois groupements hydroxypyridinones permettant une 
bonne complexation du fer (III) ou du gallium (III). Il permet de très bons 
radiomarquages dans des conditions douces. De plus, les complexes formés sont 
stables (Tableau 7).70 

 
Les agents chélatants cycliques, plus rigides, présentent une cinétique de chélation plus lente 
nécessitant donc de plus longues durées de complexation ou des conditions plus difficiles 
(températures élevées), peu compatibles avec les biomolécules.66 Pourtant, les chélateurs 
cycliques sont beaucoup plus utilisés car ils sont compatibles avec de nombreux métaux et les 
complexes formés sont souvent plus stables du fait de la rigidité des complexes formés. La 
préorganisation des fonctions chélatantes dans l’espace permet d’abaisser le coût entropique 
nécessaire à la coordination du métal. On parle d’effet macrocyclique. La réorganisation 
conformationnelle est plus importante dans le cas d’un agent chélatant acyclique.71  
 

 
Figure 90. Exemples d’agents chélatants cycliques utilisés pour la complexation du gallium-68. 

 
De nombreux agents chélatants macrocycliques sont utilisés pour complexer le gallium : 

- DOTA : sa structure est basée sur celle du cyclène. C’est le chélateur le plus utilisé en 
radiochimie car il est capable de chélater de nombreux métaux tels que 68Ga, 111In, 
177Lu, 90Y et 225Ac. Le DOTA est très utilisé pour le gallium et le lutécium et pourtant ce 
n’est pas le chélateur idéal. La constante de stabilité du complexe de Ga (III) est 
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relativement faible. Elle a d’abord été évaluée à 21.3 puis révisée à 26.1.72,73 Pour 
obtenir de bons rendements de radiomarquage, il est nécessaire de chauffer le 
mélange réactionnel ce qui le rend incompatible avec des molécules sensibles (Tableau 
7).74 En revanche la stabilité du complexe in vivo est assez bonne. 

- DOTAGA : ce macrocycle a une structure similaire au DOTA mais il présente un 
groupement acétate supplémentaire. La complexation du gallium est bonne (26.1) et 
les conditions de radiomarquage sont similaires à celles du DOTA. Ce chélateur a 
montré de bons résultats.75,76 

- NOTA : cet agent chélatant est le « gold standard » pour la complexation du gallium. 
Sa structure est basée sur celle du 1,4,7-triazacyclononane (TACN) et permet d’obtenir 
une des meilleures constantes de complexation (31.0). En effet, la petite taille de la 
cavité du NOTA est très adaptée au petit rayon ionique du gallium (III). On remarque 
que l’expansion du cycle azoté entraîne une diminution de la constante de 
complexation (31.0 vs 26.1 et 19.7 pour le NOTA, le DOTA et le TETA).66 Ceci démontre 
l'importance de la correspondance taille de la cavité/rayon ionique dans la stabilité 
thermodynamique des complexes formés. En raison de ces bonnes propriétés, de bons 
radiomarquages sont obtenus dans des conditions relativement douces et la stabilité 
des complexes in vivo est très bonne (Tableau 7).77 

- NODAGA : lorsque le NOTA est bioconjugué, l’un des bras carboxylates n’est plus 
disponible pour la coordination. Afin de compléter la sphère de coordination du 
gallium, des composés tels que le NODAGA ont été développés. Il possède la même 
structure que le NOTA mais avec un groupe carboxylate supplémentaire.78,79 Les 
cinétiques de complexation sont similaires au NOTA et les complexes formés sont très 
stables in vivo. Cependant, la charge du complexe formé sera différente de celle avec 
le NOTA, ce qui peut avoir des conséquences importantes sur la biodistribution. 

- TRAP/NOPO/MA-NOTMP : la modification du NOTA, en introduisant des groupements 
acides phosphiniques, a permis de développer des composés tels que le TRAP ou le 
NOPO.80 Les constantes de complexation de ces ligands sont assez bonnes, cependant, 
des températures élevées sont nécessaires pour obtenir de bons rendements de 
radiomarquage. Ces chélateurs permettent néanmoins des radiomarquages à pH très 
acides. Une version bifonctionnelle (MA-NOTMP) a été développée et permet un 
radiomarquage dans des conditions assez douces, compatibles avec les 
biomolécules.81  

- DATA/AAZTA : ces composés bifonctionnels, hybrides, sont constitués d’une partie 
cyclique et d’une partie acyclique. Les radiomarquages se font en conditions douces et 
les complexes formés sont stables dans le sérum. Encore assez peu utilisés, ces 
chélateurs semblent assez prometteurs. 

 
Les groupements thiols semblent être aussi de bons ligands pour la chélation du gallium (III). 
En effet, si l’on compare les constantes de complexation du NOTA (34.0) et du TACN-TM (34.2) 
(Figure 90), on remarque que l’agent chélatant contenant les thiols tend à montrer une 
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stabilité plus élevée. Cette tendance s’observe aussi pour des chélateurs acycliques tels que 
l’EDTA (22) et l’ED2A2M (31.6). De même, les complexes contenant des groupements phénols, 
comme dans le cas de HBED, montrent une stabilité très élevée (38.5). Cependant, malgré ces 
constantes élevées, peu de systèmes utilisent les thiols ou phénols comme ligands de 
coordination pour le gallium. Ceci est probablement dû à la plus faible acidité de ces fonctions 
comparées aux acides carboxyliques, ce qui ralentit la cinétique de coordination dans les 
conditions de radiomarquages acides requises pour empêcher la formation de l’hydroxyde 
Ga(OH)3, insoluble (pH 3.5-4).66 
 
Tableau 7. Propriétés d’une sélection de chélateurs adaptés à la complexation du gallium-68 ; tableau adapté de 
revues.67,68 

 
 
Pour notre étude, nous avons choisi d’introduire le DOTA, le DOTAGA, le NOTA, le (R)-
NODAGA et le THP sur notre vecteur (Figure 91). Ces agents chélatants présentent tous de 
bonnes propriétés de complexation mais des différences de charge et de lipophilie 
susceptibles d’influencer la pharmacocinétique de l’agent d’imagerie.  
 
Comme nous l’avons vu, le gallium (III) doit être hexacoordiné. L’étude de la complexation du 
gallium par les différents agents chélatants est importante pour définir la charge du complexe 
in vivo. Le DOTA libre contient quatre atomes d’azote, dont deux sont protonnés à pH 
physiologique, et quatre groupements acides carboxyliques, déprotonnés à pH physiologique. 
Lors de la complexation du gallium, quatre sites de coordination du gallium sont remplis par 
les azotes, deux groupements carboxylates servent à compléter la sphère de coordination, le 
troisième sert à la bioconjugaison et le quatrième est déprotonné à pH physiologique ce qui 
confère au complexe Ga3+/DOTA conjugué une charge neutre.82,83 Sur le même principe, le 
complexe Ga3+/NODAGA conjugué aura lui aussi une charge neutre, le complexe 
Ga3+/DOTAGA conjugué aura une charge -1 in vivo, de par son groupement carboxylate 
supplémentaire et le complexe Ga3+/NOTA conjugué aura une charge +1, due à son bras 
carboxylate manquant. Dans le cas du THP, ce sont les fonctions cétones et hydroxyles, sous 
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forme déprotonnées, des motifs 3,4-hydroxypyridinones qui complexent le gallium. La charge 
de ce complexe conjugué sera donc neutre (Figure 91). 
 
Roxin et al. ont montré que l’introduction d’un DOTA libre sur un radiotraceur marqué au 
fluor-18 permettait d’améliorer l’accumulation tumorale et accélérer la clairance rénale.84 En 
s’inspirant de ces travaux, nous avons donc choisi d’évaluer des composés portant deux 
agents chélatants NODAGA ou deux DOTAGA. Lors du radiomarquage, plusieurs espèces 
peuvent être obtenues. Une des possibilités est l’obtention de molécules comportant un Ga3+ 
dans chaque agent chélatant. Dans ce cas, le composé bisNODAGA aurait une charge neutre 
tandis que le composé bisDOTAGA aurait une charge -2. Cependant, il est statistiquement peu 
probable d’obtenir ce type de molécule. Une autre possibilité est l’obtention de molécules 
comportant un Ga3+ dans un agent chélatant et un autre élément dans l’autre chélateur. Les 
éléments les plus probables sont du germanium, du zinc (II) ou du fer (III). Les deuxièmes 
chélateurs peuvent aussi être vides mais, du fait de leur bonne capacité à complexer les 
métaux, il y a de fortes chances qu’ils complexent un métal in vivo (le cuivre, principalement 
Cu2+, le zinc, principalement Zn2+ et le fer). Dans ce cas, le composé bisNODAGA aurait 
principalement une charge neutre mais pourrait aussi être chargé -1 tandis que le bisDOTAGA 
aurait principalement une charge -2 mais pourrait aussi posséder une charge -3 (Figure 91). 
 

 
Figure 91. Illustration des complexes Ga3+/agent chélatant liés par liaison amide ou thiourée à un composé 
vecteur, et de leur charge globale à pH physiologique. 

 
Pour cette étude, nous avons donc développé sept composés basés sur la structure de 3BP-
228 et contenant différents chélateurs (DOTA, DOTAGA, NOTA, (R)-NODAGA, THP, 
bisNODAGA et bisDOTAGA). Le composé 3BP-227 a aussi été synthétisé afin de l’utiliser 
comme référence. Une autre référence utilisée est le peptide agoniste DOTA-NT-20.3 qui a 
montré de très bons résultats pour la détection de tumeurs exprimant NTS1.3,85,86 
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II.1.3. Synthèse et caractérisation 

Les composés ont été synthétisés via une synthèse multi-étapes convergente, à partir de 
quatre synthons. 
 
Synthèse du synthon A 
 
Le synthon A a été synthétisé en six étapes avec un rendement global de 9% (Figure 92).87  
 

 
Figure 92. Synthèse du synthon A à partir de la 2-isopropylaniline. 

 
La première étape a consisté en la protection de l’amine de la 2-isopropylaniline sous la forme 
d’un acétamide pour conduire au produit 8. Celui-ci a ensuite été bromé grâce au N-
bromosuccinimide puis la substitution de ce brome par un groupement nitrile via la réaction 
de Rosenmund-von Braun a conduit au composé 10. Des traitements acides puis basiques ont 
permis d’hydrolyser la fonction amide, puis le groupement nitrile, afin d’obtenir le composé 
12 avec une amine libre et un acide carboxylique. Enfin, le synthon A a été obtenu après 
formation et réduction du sel de diazonium correspondant. 
 
Synthèse du synthon B 
 
La synthèse du composé B a été réalisée en une étape de condensation à partir de la 2,6-
diméthoxyacétophénone et de l’oxalate de diéthyle en présence d’une base (Figure 93).88  
 

 
Figure 93. Synthèse du synthon B à partir de la 2,6-diméthoxyacétophénone et de l’oxalate de diéthyle. 



Chapitre 2. Développement et optimisation d’un radiotraceur TEP antagoniste des récepteurs NTS1 
  

 - 163 - 

Des bases telles que le tert-butanolate de potassium (tBuOK) ou l’éthanoate de sodium 
(EtONa) n’ont pas permis la conversion. En revanche, l’utilisation d’une base plus forte telle 
que l’hydrure de sodium (NaH) a permis d’obtenir le composé avec un bon rendement de 73% 
après recristallisation. 
 
Synthèse du synthon C 
 
Le groupement polyamine ramifié (synthon C) a été obtenu en trois étapes avec un rendement 
global de 50% (Figure 94).89  
 

 
Figure 94. Synthèse du synthon C à partir de la N-Boc-1,3-propanediamine. 

 
La 1,3-propanediamine, mono-protégée par un groupement Boc, a tout d’abord été sulfonylée 
par le chlorure de 2-nitrobenzène sulfonyle pour donner le composé 13. Le sulfonamide a 
ensuite été alkylé par le chlorhydrate de la N,N-diméthyl-3-chloropropanamine conduisant au 
composé 14. Enfin, le clivage du groupement nosyle a conduit au synthon C.  
Il est à noter que la réaction de substitution nucléophile de la 1,3-propanediamine mono-
protégée sur la N,N-diméthyl-3-chloropropanamine n’a pas permis d’obtenir le composé 
souhaité mais majoritairement le composé disubstitué.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                     
 
Synthèse du synthon D 
 
Le synthon D a été obtenu en quatre étapes avec un rendement de 23% (Figure 95).90,91 Pour 
cela, l’acide a-aminé adamantane 17 a été formé en trois étapes à partir de l’adamantanone 
grâce à la synthèse de Strecker. La première étape a consisté à condenser la cétone avec du 
chlorure d’ammonium en présence de cyanure de sodium pour conduire à l’aminonitrile 15 
correspondant. L’amine a ensuite été mise à réagir avec le chlorure de benzoyle pour activer 
l’aminonitrile connu pour être résistant à l’hydrolyse.92 Le composé 16 a ensuite pu être 
hydrolysé pour obtenir le composé 17. Enfin, la protection du groupement acide carboxylique 
par un groupement tert-butyle a conduit au synthon D. 
 



Chapitre 2. Développement et optimisation d’un radiotraceur TEP antagoniste des récepteurs NTS1 
  

 - 164 -  

 
Figure 95. Synthèse du synthon D à partir de l'adamantanone. 

 
Plusieurs conditions d’hydrolyse ont été testées pour obtenir le composé 17 (HCl 6N/THF à 
T.A. ou au reflux, NaOH 10N/EtOH au reflux, HCl 12N/AcOH/H2O à T.A. ou au reflux) mais seule 
l’utilisation d’acide chlorhydrique concentré dans l’acide acétique au reflux pendant cinq jours 
a permis la formation du produit désiré. 
 
Synthèse du précurseur ramifié 
 
Le précurseur 20 possédant le groupement polyamine ramifié a été synthétisé en trois étapes 
à partir de ces quatre synthons avec un rendement global de 43% (Figure 96).87,93  
 

 
Figure 96. Synthèse du précurseur 20 à partir des quatre synthons A, B, C et D. 
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Tout d’abord, les synthons A et B ont été condensés pour obtenir le pyrazole 18 (synthèse de 
Knorr). L’acide carboxylique a ensuite été activé avec HATU puis mis à réagir avec l’amine 
secondaire du synthon C pour conduire au composé 19. Un premier traitement basique a 
permis de saponifier l’ester afin d’obtenir un acide carboxylique qui, après activation, a pu 
réagir avec l’amine primaire du synthon D. Enfin un traitement acide a permis d’éliminer les 
groupements Boc et tBu pour conduire au précurseur 20.  
 
Synthèse des composés « mono-chélateur » 
 
À partir du précurseur 20, les différents composés comportant un agent chélatant ont été 
synthétisés en une étape avec des rendements compris entre 30 et 65% après purification par 
chromatographie semi-préparative (Figure 97). Pour cela le précurseur 20 a été mis à réagir 
avec les agents chélatants activés sous forme d’esters de N-hydroxysuccinimide (DOTA, NOTA 
et (R)-NODAGA), d’anhydride (DOTAGA) ou d’isothiocyanate (THP) en solution basique. 
 

 
Figure 97. Couplage des différents agents chélatants sur le précurseur 20. 

 
Synthèse des composés « bis-chélateur » 
 
Souhaitant introduire deux agents chélatants sur le précurseur 20, il nous a semblé intéressant 
d’utiliser la lysine comme plateforme. Les composés contenant deux chélateurs ont donc été 
synthétisés en deux étapes (Figure 98). Tout d’abord, les agents chélatants protégés sous 
forme d’esters de tert-butyle (NODAGA(tBu)3 et DOTAGA(tBu)4) ont été activés grâce au TSTU 
puis les deux fonctions amines de la lysine ont été acylées par l’acide activé en milieu basique 
pour donner les composés 26 et 28. Ensuite, l’activation de l’acide carboxylique de la lysine 
grâce au HATU a permis la réaction avec l’amine libre du précurseur 20. Enfin, la déprotection 
des acides carboxyliques en milieu acide a conduit aux composés désirés 27 (bisNODAGA) et 
29 (bisDOTAGA), avec des rendements de 37 et 15% respectivement.  
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Figure 98. Synthèse des composés « bis-chélateur » et couplage au précurseur 20. 

 
Initialement, nous souhaitions introduire deux DOTA au lieu de deux DOTAGA mais nous 
n’avons pas réussi à isoler le composé 30 (Lys(DOTA(tBu)3)2). Aucun des tests réalisés 
(conditions réactionnelles variées et lots de DOTA(tBu)3 différents) n’a permis l’obtention du 
produit 30 (Figure 99). La formation du DOTA(tBu)3 activé ainsi que celle du composé 30 ont 
pu être observées par HPLC-MS mais la présence de nombreuses autres espèces non 
identifiées n’a pas permis d’isoler un produit assez pur pour la suite.  
 

 
Figure 99. Conditions de synthèse évaluées pour la synthèse du composé 30. 
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Le composé 3BP-227 a été utilisé comme référence dans notre étude. Nous l’avons donc 
synthétisé à partir des mêmes synthons que précédemment (A, B et D) excepté pour le 
groupement polyamine qui a nécessité la préparation du synthon E. 
 
Synthèse du synthon E 
 
Ce groupement polyamine linéaire, mono-protégé par un groupement Cbz, a été synthétisé 
en une étape avec un rendement de 80% (Figure 100). Deux difficultés ont été rencontrées : 
la formation du produit résultant de la double protection des deux amines secondaires et la 
purification. Pour résoudre ces problèmes, nous avons dû travailler en conditions diluées (0.5 
M), à basse température (-78 °C), et ajouter le chloroformiate de benzyle sur 1 h. La 
purification a été effectuée en phase inverse.  
 

 
Figure 100. Synthèse du synthon E à partir du N,N-bis[3-(méthylamino)propyl]méthylamine. 

 
Synthèse du composé 3BP-227 
 
Le composé 3BP-227 a été obtenu en cinq étapes à partir des synthons A, B, D et E avec un 
rendement global de 5% (Figure 101).87,93  Les synthons A et B ont été condensés pour former 
18 qui, après activation avec HATU, a pu réagir avec l’amine secondaire du synthon E pour 
donner 31. Ce composé a ensuite été saponifié pour obtenir l’acide carboxylique libre 32 afin 
de l’activer au HATU et le faire réagir avec l’amine de l’adamantane du synthon D. Ensuite, la 
déprotection de l’amine a été réalisée par hydrogénation catalytique, puis le groupement tBu 
de l’adamantane a été hydrolysé en milieu acide pour conduire au précurseur 33 possédant 
le groupement polyamine linéaire. Enfin, le DOTA-NHS a été couplé à l’amine libre afin de 
former le composé 3BP-227. 
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Figure 101. Synthèse du composé 3BP-227 à partir des quatre synthons A, B, D et E. 

II.2. Tests in vitro 

II.2.1. Métallation au natGa  

Les sept composés 21-25, 27, 29, ainsi que la référence 3BP-227, ont été métallés par le 
gallium dans une solution de tampon acétate 0.1 M à pH 3.48 à 40 °C en utilisant du nitrate 
de gallium, Ga(NO3)3 (1.5 équiv. pour les « mono-chélateurs » et 4 équiv. pour les « bis-
chélateurs ») (Figure 102). L’excès de gallium a ensuite été éliminé par chromatographie semi-
préparative afin d’obtenir les complexes purs, avec des rendements compris entre 35 et 84%. 
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Figure 102. Métallation des différents agents avec du natGa. 

II.2.2. Évaluation de la stabilité  

Afin d’évaluer la stabilité face à la dégradation enzymatique, nous avons incubé chaque 
composé métallé dans du sérum murin à 37 °C (Tableau 8). Des prélèvements ont été 
effectués à 0 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h et 24 h. Une quantité constante d’étalon a été ajoutée 
à chaque prélèvement, puis les échantillons ont été analysés par RP-HPLC-MS. Cette étude a 
été réalisée en duplicate. 
Les composés portant les chélateurs NOTA, NODAGA et THP ont montré une excellente 
stabilité avec plus de 99% de produit intact après 4 h. En revanche, les composés portant des 
chélateurs DOTA ou DOTAGA se sont avérés moins stables avec environ 80% de composé 
intact après 4 h. Les principaux produits de dégradation sont issus de la perte de gallium. Ceci 
s’explique par la différence de taille de cavité des agents chélatants. Les dérivés à base de 
TACN possèdent une cavité de petite taille adaptée au rayon ionique du gallium tandis que 
celle plus grande des dérivés à base de cyclène est moins adaptée, conduisant à une stabilité 
plus faible. Comme nous avons pu le voir en introduction, l’augmentation de la taille du 
macrocycle est liée à la diminution des constantes de complexation (logKGa-NOTA = 31.0 vs 
logKGa-DOTA = 26.1) ce qui explique un relargage du métal pour les dérivés à base de cyclène. 
De plus, après 24 h d’incubation, un produit de dégradation correspondant à une perte de 
masse de 27 a été observé pour les dérivés à base de cyclène. Nous n’avons pour le moment 
pas déterminé la nature de ce produit. 
Dans ces conditions, seulement 55% de la neurotensine a été retrouvé intact après 4 h 
d’incubation. Cela montre que les petites molécules sont plus stables que les peptides même 
si ces conditions in vitro ne reflètent pas ce qu’il se passe réellement in vivo. 
 
Tableau 8. Pourcentages de composé intact après 4 h d'incubation dans du sérum de souris à 37 °C. 
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II.2.3. Détermination des constantes d’inhibition (Ki)  

Afin de déterminer les affinités des sept composés et de la référence 3BP-227 pour NTS1, un 
test de compétition a été réalisé sur des cellules CHO surexprimant NTS1. [125I]I-Tyr3-
neurotensine (0.05 nM; Kd = 0.22 nM) a été utilisé comme ligand. Ce test a été effectué en 
duplicate par la société Eurofins.94 
Toutes les constantes d’inhibition sont de l’ordre du nanomolaire (Figure 103). Les composés 
contenant un seul chélateur montrent d’excellentes affinités (Ki compris entre 0.73 et 3.59 
nM), du même ordre que celle de 3BP-227 (Ki = 0.55 nM). En revanche, l’introduction de deux 
chélateurs engendre une augmentation importante des constantes d’inhibition (Ki = 9.05 et 
61.9 nM pour les composés bisNODAGA et bisDOTAGA respectivement). 
Ces résultats semblent aussi montrer que la présence d’une charge positive sur le complexe 
améliore l’affinité pour les NTS1 (NOTA, Ki = 0.73 nM) par rapport aux complexes neutres 
(DOTA, NODAGA et THP, Ki = 1.35, 1.75 et 1.80 nM respectivement). En revanche, les charges 
négatives semblent diminuer l’affinité (DOTAGA, Ki = 3.59 nM). 
 

 
Figure 103. (Haut) Détermination de l’IC50 des composés évalués par le test de compétition (régression non 
linéaire). (Bas) Tableau résumant les constantes d’inhibition des composés pour NTS1 ; les valeurs sont données 
en « moyenne [intervalle de confiance à 95%] ». 

II.2.4. Radiomarquage  

Nous nous sommes ensuite intéressés au radiomarquage des composés avec du gallium-68. 
L’efficacité du radiomarquage au gallium-68 est dépendante de nombreux paramètres, ce qui 
nécessite un certain temps d’optimisation afin d’obtenir de bons rendements radiochimiques, 
des conditions de radiomarquage optimales, de bonnes activités spécifiques et un protocole 
robuste et reproductible. Le développement du procédé de radiomarquage a été réalisé à la 
plateforme d’imagerie préclinique du centre Georges François Leclerc (Dijon) avec le Dr. 
Mathieu Moreau. 
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L’efficacité de radiomarquage est dépendante de plusieurs paramètres tels que :  
- la quantité de composé par rapport à celle de 68Ga :  elle fait varier l’activité spécifique 

ciblée ; 
- le pH de la solution : les tampons acétate ou HEPES sont les plus utilisés pour obtenir 

un pH idéal autour de 3.5-4 car ils sont biocompatibles et ne présentent pas de 
toxicité ;95,96 

- la température et le temps de réaction ;  
- la radiolyse du composé ; 
- la pureté du 68Ga introduit dans la réaction.  

 
Tous ces paramètres ont été évalués afin d’obtenir les meilleures conditions de 
radiomarquage possibles. Pour cela, de nombreux tests ont été réalisés en prenant comme 
molécule de référence le composé 21 (DOTA). En effet, le radiomarquage au 68Ga des dérivés 
à base de DOTA est en général plus compliqué que celui des dérivés contenant du NOTA, du 
NODAGA ou du THP. Pour chaque test, le générateur 68Ge/68Ga a été élué par une solution de 
HCl (0.1 M), la réaction de radiomarquage a été effectuée, puis un contrôle qualité par radio-
HPLC et iTLC a été réalisé.  
Pour définir l’efficacité du radiomarquage, nous nous sommes basés principalement sur deux 
données obtenues grâce à la radio-HPLC (Figure 104) : 

- le pourcentage d’incorporation : il s’agit de la quantité de gallium-68 ayant réagi avec 
le composé (ici 95%) ; 

- la pureté radiochimique : il s’agit de la quantité de composé radiomarqué pur 
comparée à la totalité de gallium-68 engagée dans la réaction (ici 75%). 

 

 
Figure 104. Chromatogramme issu de la radio-HPLC. 
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Élution du générateur  
 
Lors de l’élution du générateur, l’éluat peut contenir des impuretés métalliques (68Ge, 68Zn, 
Fe (III), …) qui diminuent les performances du radiomarquage en entrant en compétition avec 
le gallium-68. De plus, les volumes d’élution sont en général élevés (5 à 8 mL), ce qui implique 
des conditions de réaction diluées et donc des performances réduites. Il existe plusieurs 
techniques permettant de concentrer le gallium et d’éliminer les impuretés. La teneur en 
impuretés métalliques et en 68Ge peut être réduite par une élution régulière du générateur et 
une élution avant la synthèse. Il est aussi possible de purifier l’éluat en utilisant la méthode 
de fractionnement ou des pré-purifications anioniques ou cationiques (Figure 105).97,98 
 

 
Figure 105. Représentation des trois techniques permettant l’obtention de solutions de 68Ga pures. 

 
La méthode de fractionnement consiste à éliminer les premières et dernières fractions de 
l’élution et à récupérer uniquement les fractions centrales. Les impuretés sont éliminées dans 
les premières fractions, et les fractions centrales contiennent la plus forte concentration de 
68Ga pur.99 Un inconvénient de cette méthode réside dans le fait que la procédure n'utilise 
qu'une fraction de l'activité du 68Ga éluable, ce qui peut réduire l'activité spécifique du produit 
radiopharmaceutique final. 
La purification anionique consiste à récupérer l’éluat du générateur dans une solution 
concentrée d’acide chlorhydrique afin de former des ions GaCl4-. La solution est ensuite éluée 
sur une colonne échangeuse d’anions qui va fixer les ions [68Ga]GaCl4-, la colonne est séchée 
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avec un gaz inerte ou de l’air, puis le 68Ga est élué avec un petit volume d’eau. Dans ce cas, les 
impuretés sont éliminées et le gallium-68 est concentré dans un faible volume.96 
La purification cationique fonctionne selon le même principe, mais l’éluat du générateur est 
dans ce cas directement élué sur une colonne échangeuse de cations qui va piéger le 68Ga sous 
forme de Ga3+, qui est ensuite élué avec une solution HCl/acétone.100  
 
Plusieurs tentatives de pré-purification sur colonne échangeuse d’anions ont été réalisées 
mais nous n’avons pas réussi à obtenir un protocole efficace. Nous avons donc choisi d’utiliser 
la méthode de fractionnement pour notre étude.  
 
Radiolyse 
 
Lors du radiomarquage, les rayonnements ionisants émis par le radionucléide entraînent la 
formation de radicaux libres tels que des radicaux hydroxyles et superoxydes dans les 
solutions aqueuses, qui peuvent réagir avec les traceurs et engendrer leur décomposition ; ce 
phénomène s’appelle la radiolyse. Dans les conditions standards utilisées (1.3 nmol de 
composé, 100 µL de 68Ga, tampon AcONa 1 M (pH 5.76) pour obtenir un pH final d’environ 
3.5-4), nous avons pu observer que nos molécules subissaient ce phénomène de radiolyse lors 
du radiomarquage. Seuls les résultats obtenus pour les composés 21 et 23 sont présentés ici 
(entrées 1 et 4, Tableau 9).  
L’utilisation de molécules capables de piéger les radicaux libres permet de réduire la radiolyse. 
L’ajout d’acide ascorbique, d’acide gentisique, de thiols ou d’éthanol sont des techniques 
envisageables.95 Nous avons tout d’abord testé l’utilisation d’un tampon contenant de l’acide 
gentisique (entrées 2 et 5, Tableau 9). On remarque que les composés ne sont plus dégradés 
mais les pourcentages d’incorporation sont nettement réduits.  
 
L’ajout d’éthanol au milieu réactionnel a ensuite été évalué. En effet, celui-ci est 
biocompatible, n’engendre pas de problèmes de toxicité ou d'immunoréactivité et est 
compatible avec les conditions GMP. Le plus souvent, il n'interfère pas avec la réaction de 
marquage et il peut favoriser la solubilité des précurseurs lipophiles.101,95 Nous avons donc 
ajouté 10% d’éthanol (entrées 3 et 6, Tableau 9), ce qui a permis de conserver de bons taux 
d’incorporation tout en empêchant la radiolyse. Ce résultat a été observé pour toutes les 
molécules. On remarque toutefois que le taux d’incorporation pour le composé DOTA (21) est 
passé de 94% à 60%. Ces expériences ayant été réalisées en début d’optimisation, les 
conditions montraient encore une variabilité importante (pH par exemple) pouvant expliquer 
cette diminution du taux d’incorporation.  
 
L’ajout de 10% d’éthanol pour limiter la radiolyse a donc été conservé dans la suite du projet. 
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Tableau 9. Résumé des différentes conditions utilisées et leur impact sur le phénomène de radiolyse. Le pH 
indiqué est celui de la solution tampon. 

 
 
Température et temps de réaction 
 
Nous nous sommes aussi intéressés à la température et au temps de réaction nécessaires pour 
trouver le bon compromis afin d’avoir de bons rendements tout en ne dégradant pas la 
molécule, et ceci en un temps assez court au vu de la courte demi-vie du 68Ga (67.7 min). 
Pour cela, une quantité fixe de composé (1.3 nmol) a été ajoutée à un volume constant de 
tampon AcONa 1 M (pH 5.76) (2.5 µL) et de 68Ga (100 µL). Les dérivés contenant le NOTA, le 
NODAGA ou le THP montrent de bonnes capacités de complexation du gallium. Il est possible 
de les marquer à température ambiante. Nous avons néanmoins choisi de chauffer à 37 °C 
afin d’accélérer la réaction pour pouvoir raccourcir sa durée (5 min). Ceci a permis de bons 
taux d’incorporation sans influence de l’éthanol (entrées 1 et 2, Tableau 10).  
 
Tableau 10. Résumé des différentes conditions utilisées et leur impact sur les taux d’incorporation (le pH indiqué 
est celui de la solution tampon). 

 
 
Pour les dérivés à base de DOTA il est souvent nécessaire de chauffer davantage. Plusieurs 
conditions ont été évaluées (entrées 3 à 5, Tableau 10) et il nous a semblé que le meilleur 
compromis était 10 min à 95 °C. À nouveau, le taux d’incorporation à 37 °C est relativement 
élevé par rapport à ce qui est attendu pour le composé 21 (81%). Ceci est probablement dû 
au manque de reproductibilité des expériences à ce stade de l’optimisation. En effet, des taux 
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d’incorporation de 53% pour le composé 3BP-228 et 70% pour le composé 22 (DOTAGA) ont 
été obtenus dans ces mêmes conditions. 
Nous avons donc choisi de marquer les dérivés contenant NOTA, NODAGA ou THP à 37 °C 
pendant 5 min et les composés contenant DOTA et DOTAGA à 95 °C pendant 10 min. 
 
pH de la solution 
 
Comme nous avons pu le voir précédemment, le pH est un paramètre très important qui peut 
énormément faire varier l’efficacité du radiomarquage. S’il est trop élevé (> 4) le gallium (III) 
est hydrolysé et forme des colloïdes insolubles diminuant les performances de 
radiomarquage ; s’il est trop acide les rendements sont médiocres car les bras coordinants 
sont protonés.102 Il est donc impératif de trouver le tampon idéal qui permette de tamponner 
suffisamment l’éluat de [68Ga]GaCl3 pour obtenir un pH proche de 3.5-4, de façon 
reproductible. 
La quantité de colloïdes est déterminée en utilisant une combinaison de deux iTLC (instant 

thin layer chromatography) (Figure 106). L’une est éluée par une solution de citrate de sodium 
0.1 M à pH 5 ce qui permet de faire migrer le gallium libre. L’autre est éluée par une solution 
d’acétate d’ammonium 5 M/MeOH 50/50, faisant migrer la molécule marquée. La 
soustraction (taux de molécule marquée + colloïdes) – (quantité de molécule marquée), 
déterminés par comptage-gamma, permet de déduire la quantité de colloïdes. 
 

 
Figure 106. Représentation schématique des iTLC obtenues après élution dans les deux conditions utilisées. 

 
Pour chaque test décrit ci-après, une solution du composé 21 (0.24 nmol) dans 10 µL 
d’éthanol, 100 µL de 68Ga et un volume donné de tampon, a été chauffée 10 min à 95 °C. Tout 
d’abord, nous avons étudié le tampon AcONa 1 M (entrées 1 et 2, Tableau 11). Ce tampon ne 
nous a pas permis d’obtenir des résultats reproductibles, probablement dû aux volumes assez 
faibles à introduire, entrainant des pourcentages d’erreur importants. Nous avons donc testé 
un tampon AcONa plus dilué (0.5 M) (entrées 3 à 5, Tableau 11). Comme nous pouvons le voir, 
l’augmentation du pH s’accompagne d’une augmentation de la quantité de colloïdes ainsi que 
d’une diminution du pourcentage d’incorporation. L’utilisation de 25 µL de tampon permet 
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d’obtenir un pourcentage d’incorporation assez élevé et plusieurs tests ont permis de montrer 
une bonne reproductibilité. Un autre tampon couramment utilisé est l’HEPES 1 M. Nous 
l’avons donc évalué (entrées 6 à 10, Tableau 11) mais les résultats n’ont pas été satisfaisants. 
On remarque à nouveau que le taux d’incorporation est très dépendant du pH et que la 
gamme de pH idéale est très fine. Par exemple, dans le cas de l’HEPES, on observe seulement 
30% d’incorporation à pH 3.6, 70% à pH 3.8 et à nouveau seulement 26% à pH 4.1 (entrées 7 
à 9, Tableau 11), ce qui laisse une marge de manœuvre relativement étroite, d’où la nécessité 
de garantir la reproductibilité du pH. 
Pour la suite de l’étude nous avons choisi d’utiliser le tampon AcONa 0.5 M car c’est celui qui 
nous a donné la meilleure combinaison « taux d’incorporation et reproductibilité de pH ». De 
plus, les tampons acétates sont injectables chez l’homme contrairement aux tampons HEPES. 
 
Tableau 11. Résumé des différentes conditions utilisées (nature du tampon et volume) et leur impact sur le taux 
d’incorporation, le pH et le pourcentage de colloïdes. 

 
 
Purification après radiomarquage 
  
Une fois le radiomarquage réalisé, il est important de purifier la solution finale afin d’éliminer 
les éventuelles traces de gallium libre et les complexes formés avec les ions acétates du 
tampon. Pour cela, la solution est éluée sur une colonne C18 qui retient le composé marqué. 
Celle-ci est ensuite lavée et séchée pour éliminer les impuretés puis éluée avec une solution 
d’éthanol 80%. Enfin, l’éthanol est évaporé puis le composé est dilué avec une solution de 
chlorure de sodium à 9 g/L afin d’obtenir des solutions injectables aux souris/patients.  
 
Radioprotection et automatisation 
 
Tous les tests d’optimisation ont été réalisés dans une cellule blindée de façon semi-
automatisée : l’élution, la purification finale et l’évaporation se faisant automatiquement, 
l’ajout du 68Ga et le lancement de la réaction manuellement. Ceci nous a permis d’obtenir un 
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protocole reproductible permettant d’obtenir de bons radiomarquages (Figure 107). Ce 
protocole (appelé « Protocole 1 ») consiste à faire une élution fractionnée, prélever 1000 µL 
de 68Ga élué et les ajouter à une solution contenant 2.5 nmol de composé, 250 µL de tampon 
AcONa 0.5 M et 100 µL d’éthanol, chauffer 10 min à 95 °C ou 5 min à 37 °C selon les composés, 
purifier sur colonne C18, évaporer l’éthanol et diluer le produit dans une solution saline.  
Bien que ce protocole donne de bons résultats, il engendre une exposition aux rayonnements 
ionisants et n’est pas donc pas adapté, en l’état, à un potentiel transfert vers la clinique. 
 

 
Figure 107. Schéma représentant le protocole de radiomarquage semi-automatisé (protocole 1), avec en rose 
les étapes automatisées et en bleu les étapes manuelles. 

 
Nous avons donc tenté d’automatiser complètement le procédé de radiomarquage pour 
améliorer la radioprotection. Le problème majeur rencontré a été la variabilité des volumes 
de 68Ga élués ce qui engendrait des différences de pH et donc des variations des taux 
d’incorporation. L’utilisation de tampon AcONH4 1 M a permis de mieux tamponner le milieu 
réactionnel en diminuant les variations de pH. Ceci a permis d’obtenir un protocole efficace, 
robuste, reproductible, sécurisé et extrapolable à plus grande échelle (Figure 108). Ce 
protocole (appelé « Protocole 2 ») consiste à éluer le 68Ga par la méthode de fractionnement 
avec une solution de HCl 0.1 M, envoyer la solution de 68Ga (1500 µL) dans un vial de réaction 
contenant 2.99 nmol de composé, 180 µL de tampon AcONH4 1 M et 100 µL d’éthanol, faire 
réagir 10 min à 95 °C ou 5 min à 37 °C selon les composés, purifier sur colonne C18, éluer avec 
une solution d’EtOH 80%, évaporer l’éthanol et diluer dans une solution de NaCl. Un 
prélèvement est effectué avant la purification afin de mesurer le taux d’incorporation par 
radio-HPLC et la présence de colloïdes par iTLC puis à la fin de la réaction pour déterminer la 
pureté du composé injecté aux souris par radio-HPLC.  
 

 
Figure 108. Schéma représentant le protocole de radiomarquage automatisé (protocole 2), avec en rose les 
étapes automatisées, en bleu les étapes manuelles. 
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Le Tableau 12 compare l’utilisation du protocole 1 et du protocole 2 sur différents composés. 
Les pourcentages d’incorporation, les puretés ainsi que les pH sont similaires pour les deux 
protocoles. 
 
Tableau 12. Résumé des résultats obtenus pour le radiomarquage de différents composés en utilisant le 
protocole 1 ou le protocole 2. 

 
 
Le protocole automatisé nous a permis de marquer les sept composés ainsi que les deux 
références avec des rendements radiochimiques compris entre 35 et 80%, des activités 
molaires de 8.8 à 17.8 MBq/nmol et des puretés radiochimiques supérieures à 95% (Tableau 
13). 
 
Tableau 13. Résumé des rendements radiochimiques, pourcentages de colloïdes, activités molaires et puretés 
radiochimiques pour chaque composé radiomarqué. 

 

II.2.5. Mesure du caractère hydrophile (LogD) 

La lipophilie des composés radiomarqués a été déterminée par mesure des coefficients de 
partition (logD) dans un milieu octanol/PBS à pH 7.4 par la méthode « shake-flask ».103 
Tous les composés se sont avérés hydrophiles (Tableau 14). Comme attendu, les composés 
portant deux agents chélatants sont plus hydrophiles avec des logD d’environ -3.5 tandis que 
des valeurs allant de -1.7 à -2.6 ont été obtenues pour les composés présentant un seul agent 
chélatant. Le composé [68Ga]Ga-25 contenant le THP est quant à lui le moins hydrophile de 
tous avec un logD de -1.17. 
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Tableau 14. Résumé des coefficients de partage (logD). 

 

II.3. Évaluation des propriétés pharmacocinétiques des différents 
agents d’imagerie par imagerie TEP-IRM 

Pour évaluer les profils de biodistribution, chaque composé radiomarqué a été injecté (500 
pmol, 3-8 MBq) à des souris nude portant une xénogreffe de cellules HT-29 (cancer colorectal 
humain) exprimant NTS1 (n = 4).94 Des images TEP/IRM ont été enregistrées entre 1.5 h et 2 h 
après l’injection. Après 2 h, les souris ont été euthanasiées, les organes ont été récoltés, pesés, 
et la radioactivité a été comptée. 
Nous avons tout d’abord comparé les références entre elles. Comme nous l’avions prévu 
d’après les résultats de Schulz et al., le composé [68Ga]Ga-21 (3BP-228) montre un profil de 
biodistribution bien plus propre que le composé [68Ga]Ga-3BP-227 avec beaucoup moins de 
signal circulant (Figure 109A). Ceci a été confirmé par la biodistribution ex vivo, qui montre 
des ratios tumeur/organe bien meilleurs (Figure 109B). Par exemple, le ratio tumeur/sang est 
de ~1.2 pour le [68Ga]Ga-3BP-227 contre ~7.5 pour [68Ga]Ga-21 ; de même pour le ratio 
tumeur/muscle (~11.6 contre ~33.7 respectivement). 
En revanche, le composé [68Ga]Ga-DOTA-NT-20.3 montre un profil de biodistribution typique 
des peptides avec une moins bonne accumulation tumorale que [68Ga]Ga-21 (~1.7%ID/g 
contre ~7.8%ID/g respectivement) mais très peu de signal dans tous les tissus sains hormis les 
reins, ce qui conduit à d’excellents ratios tumeur/organe (Figure 109). 
 

 
Figure 109. A. Images TEP/IRM de souris portant une xénogreffe HT-29 entre 1.5 h et 2 h après l’injection des 
composés [68Ga]Ga-DOTA-NT-20.3, [68Ga]Ga-3BP-227 et [68Ga]Ga-21 (3BP-228). Les tumeurs sont désignées par 
des flèches blanches. B. (Gauche) Biodistribution ex vivo 2 h p.i. Les valeurs sont exprimées en pourcentage de 
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dose injectée par gramme (%ID/g, moyenne ± SD) pour chaque organe collecté. (Droite) Ratios tumeur/organe 
provenant de la biodistribution ex vivo, valeurs exprimées en moyenne ± SD. 

 
Pour la partie suivante, les images TEP sont présentées sous forme de MIP (maximum intensity 

projection) car cela permet une meilleure visualisation de l’accumulation dans tous les 
organes que les coupes TEP/IRM. Toutes les données numériques (%ID/g et ratios pour 
chaque organe et chaque composé) ainsi que les images TEP/IRM sont consultables dans la 
partie expérimentale. 
 
Nous avons ensuite comparé les cinq composés comportant un seul agent chélatant. De 
nombreuses différences ont pu être observées (Figure 110). Tout d’abord, le composé 
[68Ga]Ga-25 (THP) montre un signal très élevé au niveau des poumons, du foie et de la rate 
avec ~12.7, ~46.4, ~42%ID/g respectivement, comparé aux autres composés (~0.5-1.3%ID/g). 
De plus, la tumeur n’est pas visible sur l’image. En effet, seulement 1.3%ID/g y est accumulée. 
Nous estimons que ce comportement est dû à la lipophilie du composé. 
Les quatre autres composés ont montré des profils plus semblables pour la plupart des 
organes avec une voie d’élimination rénale (reins et vessie visibles), peu de signal circulant et 
une bonne accumulation tumorale. Cependant, une première différence est observée au 
niveau des intestins et de la vésicule biliaire (Figure 110). En effet, les composés dérivés du 
NOTA ([68Ga]Ga-23 et [68Ga]Ga-24) montrent un signal important dans ces organes par 
rapport aux dérivés du DOTA ([68Ga]Ga-21 et [68Ga]Ga-22).  

 
Figure 110. Projections du signal TEP obtenu en 30 min d’acquisition entre 1.5 h et 2 h après l’injection des 
composés [68Ga]Ga-21, [68Ga]Ga-22, [68Ga]Ga-23, [68Ga]Ga-24, [68Ga]Ga-25, [68Ga]Ga-27 et [68Ga]Ga-29 à des 
souris portant une xénogreffe de tumeur HT-29. K : reins, B : vessie, G : vésicule biliaire, I : intestin, L : foie. Les 
flèches blanches pointent les tumeurs. 
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Ces résultats ont été confirmés par la biodistribution ex vivo (Figure 111). Ils suggèrent une 
élimination partielle par voie hépatobiliaire, qui peut être une limite pour la détection de 
tumeurs abdominales. Une autre différence est observée au niveau de l’accumulation 
tumorale. En effet, on remarque sur les images TEP que les composés [68Ga]Ga-21 et [68Ga]Ga-
24 présentent une meilleure accumulation tumorale que les composés [68Ga]Ga-22 et 
[68Ga]Ga-23 (Figure 110). Ceci est vérifié par la biodistribution ex vivo (~8%ID/g contre ~3-
4%ID/g respectivement) (Figure 111). Ce résultat peut être dû à la charge des composés. En 
effet, les composés présentant une meilleure accumulation ont tous deux une charge neutre 
au niveau du complexe métal/chélateur tandis que les autres présentent une charge négative 
ou positive. 
Parmi les composés « mono-chélateur », les meilleurs ratios tumeur/organe sont observés 
pour les composés dérivés du DOTA ([68Ga]Ga-21 et [68Ga]Ga-22) (Figure 111).   
 

 
Figure 111. Biodistribution ex vivo 2 h p.i. (gauche). Les valeurs sont exprimées en pourcentage de dose injectée 
par gramme (%ID/g, moyenne ± SD) pour chaque organe collecté. Ratios tumeur/organe provenant de la 
biodistribution ex vivo (droite) ; valeurs exprimées en moyenne ± SD. 

 
Nous avions choisi d’introduire deux agents chélatants sur une même molécule afin 
d’accélérer la clairance des tissus pour obtenir des images présentant de meilleurs contrastes. 
Comme nous pouvons le voir sur les images Figure 112, les profils de biodistribution de ce 
traceur sont en effet beaucoup plus propres, avec quasiment aucun signal circulant après 2 h 
p.i.  
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Figure 112. Projections du signal TEP obtenu en 30 min d’acquisition entre 1.5 h et 2 h après l’injection des 
composés [68Ga]Ga-27 et [68Ga]Ga-29 à des souris portant une xénogreffe de cellules HT-29. K : reins, B : vessie. 
Les flèches blanches pointent les tumeurs. 

 
Le composé [68Ga]Ga-29 (bisDOTAGA) montre très peu de signal dans les tissus sains mais 
aussi une faible accumulation tumorale (~1.3%ID/g) ce qui conduit à des ratios tumeur/organe 
comparables à ceux obtenus avec les dérivés de DOTA « mono-chélateur » (Figure 111). La 
faible accumulation tumorale peut être due à l’affinité pour NTS1 qui est nettement moins 
bonne que pour les autres composés (Ki = 61.9 nM contre ~0.5-3.6 nM respectivement) ou à 
une clairance trop rapide. En revanche, le composé [68Ga]Ga-27 (bisNODAGA) montre un 
profil de biodistribution extrêmement propre avec beaucoup moins de signal dans les organes 
sains, tout en conservant une bonne accumulation tumorale (~4.9%ID/g), conduisant ainsi aux 
meilleurs ratios tumeur/organe (Figure 111). Étonnamment, contrairement aux autres dérivés 
de TACN, ce composé ne montre pas de signal au niveau des intestins et de la vésicule biliaire.  
 
Nous avons ensuite étudié la spécificité des composés pour NTS1. Pour cela, nous avons réalisé 
une expérience de compétition (co-injection d’un excès de 100 équivalents du composé non 
marqué SR142948A) avec les meilleurs composés [68Ga]Ga-21, [68Ga]Ga-22 et [68Ga]Ga-27 
(n = 4). Comme nous pouvons le voir sur la Figure 113, l’accumulation dans tous les organes 
est restée quasiment identique, exceptée pour la tumeur. Ces résultats montrent bien la 
spécificité des radiotraceurs pour les récepteurs à la neurotensine. 
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Figure 113. Étude de la spécificité des composés [68Ga]Ga-21, [68Ga]Ga-22 et [68Ga]Ga-27 pour NTS1, 2 h après 
l’injection à des souris portant une xénogreffe HT-29, sans ou avec un excès de SR142948A. (Haut) Biodistribution 
ex vivo, (Bas) Images TEP. 

III. Conclusion et perspectives  

Pour conclure, nous avons synthétisé sept radiotraceurs antagonistes des récepteurs à la 
neurotensine en une vingtaine d’étapes. Ces composés diffèrent par la nature des agents 
chélatants et leur nombre. Nous avons aussi synthétisé le composé 3BP-227 afin de l’utiliser 
comme référence. Il diffère des autres radiotraceurs de par son groupement polyamine 
linéaire. Le peptide DOTA-NT-20.3 a aussi été utilisé comme référence tout au long de l’étude. 
Les sept radiotraceurs ont montré une bonne stabilité métabolique et de bonnes affinités 
pour NTS1, de l’ordre du nanomolaire, comparables aux références, excepté pour le composé 
29 pour lequel l’affinité a été réduite par un facteur 6. L’optimisation des conditions de 
radiomarquage a permis de développer un protocole efficace, reproductible et automatisé 
afin de marquer les composés au gallium-68 avec de bons rendements et puretés 
radiochimiques, ainsi que de bonnes activités spécifiques. Le caractère hydrophile a ensuite 
été mesuré, montrant une augmentation de l’hydrophilie pour les composés « bis chélateurs » 
et une hydrophilie réduite pour le composé contenant le THP. Tous les composés 
radiomarqués ont ensuite été injectés à des souris porteuses d’une xénogreffe de tumeur 
colorectale humaine (HT-29) afin d’évaluer les propriétés pharmacocinétiques. De 
nombreuses différences ont pu être observées telles qu’une forte accumulation du composé 
[68Ga]Ga-25 (THP) au niveau des poumons et du foie, l’accumulation au niveau des intestins 
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et de la vésicule biliaire des composés [68Ga]Ga-23 et [68Ga]Ga-24 (NOTA et NODAGA), une 
meilleure accumulation tumorale pour les composés [68Ga]Ga-21, [68Ga]Ga-24 et [68Ga]Ga-27 
(DOTA, NODAGA et bisNODAGA), ainsi qu’une clairance accélérée pour les composés 
contenant deux chélateurs [68Ga]Ga-27 et [68Ga]Ga-29 (bisNODAGA et bisDOTAGA). Ceci a 
permis d’identifier le composé [68Ga]Ga-27 comme étant le composé présentant le meilleur 
profil de biodistribution avec une bonne accumulation tumorale (4.917 ± 0.776%ID/g, 2 h p.i.) 
et une rapide clairance du sang et des tissus sains, conduisant aux meilleurs ratios 
tumeur/organe et à de bons contrastes en imagerie TEP.  
 
Alors que le composé [177Lu]Lu-IPN01087 est actuellement en étude clinique pour le 
traitement de cancers exprimant les NTS1, il nous semble que la découverte du composé  
[68Ga]Ga-27 pourrait en faire un bon compagnon diagnostic. En effet, ce radiotraceur semble 
prometteur pour la détection de tumeurs exprimant les NTS1 et la sélection des patients 
éligibles pour cette radiothérapie.  
 
Au travers de cette étude, nous avons une nouvelle fois montré, l’importance du choix du 
chélateur et son impact sur les propriétés pharmacocinétiques d’une molécule. Cependant, à 
ce jour, il est encore difficile de prévoir l’effet que peut avoir un agent chélatant sur le profil 
de biodistribution d’un traceur. En effet, il n’existe pas de « chélateur idéal » qui conférerait 
un bon profil de biodistribution à n’importe quel traceur. Il est donc nécessaire d’évaluer 
différents agents chélatants pour chaque nouvelle molécule vectrice. Dans notre cas, par 
exemple, l’introduction d’un THP a entrainé une mauvaise accumulation tumorale et une 
élimination hépatique tandis que dans l’étude de Young et al., l’introduction du même 
chélateur THP sur un radiotraceur PSMA avait montré d’excellents résultats.104 En revanche, 
il semble que l’introduction de plusieurs agents chélatants sur une même molécule soit une 
stratégie robuste qui permet l’accélération de la clairance des composés, conduisant à de bons 
contrastes entre les tissus sains et les tissus tumoraux. 
 
Dans des travaux futurs, il serait intéressant d’évaluer ce composé sur un modèle 
orthotopique et différents modèles de cancers exprimant les NTS1. Il pourrait aussi être 
intéressant d’évaluer la stratégie bisNODAGA sur d’autres familles de radiotraceurs. 
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I. Introduction 

I.1. Récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) 

I.1.1. Rôle physiologique 

La famille des récepteurs au facteur de croissance épidermique humain (human epidermal 

growth factor receptor) comprend quatre récepteurs homologues : HER1 (aussi connu sous le 
nom de EGFR ou erbB1), HER2 (erbB2 ou HER2/neu), HER3 (erbB3) et HER4 (erbB4). Ces 
récepteurs font partie de la famille des récepteurs membranaires à activité tyrosine kinase 
(RTK).1 Ces récepteurs sont des glycoprotéines transmembranaires à une seule sous-unité, 
constituées d’un domaine N-terminal extracellulaire portant le site de liaison au ligand, un 
domaine transmembranaire et un domaine C-terminal intracellulaire portant l’activité 
catalytique tyrosine kinase. En réponse à des signaux extracellulaires, ces récepteurs activent 
de nombreuses voies de signalisation intracellulaires. Ces protéines sont largement exprimées 
et jouent un rôle important dans le développement de tissus épithéliaux, mésenchymateux 
ou encore nerveux tels que le cerveau, la peau, les poumons et le tractus gastro-intestinal.1 
Lors de la fixation du ligand au domaine extracellulaire des récepteurs, ils subissent un 
changement de conformation qui favorise leur dimérisation en formant des homodimères ou 
des hétérodimères (Figure 114). L’activation des récepteurs est suivie d'une 
transphosphorylation des résidus tyrosines de leur domaine intracellulaire, devenant 
reconnaissable par de nombreuses molécules de signalisation. Plusieurs voies de signalisation 
intracellulaire vont être activées dont la voie Ras/MAPK, la voie PI3K/Akt, la voie JAK/STAT, et 
la voie phospholipase C (PLC/PKC), qui affectent in fine la prolifération, la croissance, la survie, 
la motilité et l'adhésion des cellules.1–3  
 

 
Figure 114. Représentation des voies de signalisation activées par les récepteurs HER ; figure adaptée d'article.4 
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I.1.2. Rôle dans les cancers  

De par leur implication dans de nombreux processus cellulaires, la dérégulation des voies de 
signalisation des HER conduit à de nombreuses maladies, et notamment les cancers.1,5–7 Les 
récepteurs EGFR sont impliqués principalement dans les glioblastomes (EGFR est surexprimé 
dans près de la moitié des glioblastomes),8 les cancers du poumon non à petites cellules9 et le 
cancer du côlon, mais concernent aussi de nombreux autres organes tels que le sein, la 
prostate, l’œsophage, le pancréas, l’utérus et les ovaires, les reins, la vessie et les cancers 
gastriques.4,10–15   
EGFR a été le premier récepteur à activité tyrosine kinase caractérisé ainsi que l’un des 
premiers proto-oncogènes identifiés.16 Différents modes d’activation du récepteur EGFR ont 
été décrits :1–4,17  

- surexpression du récepteur par amplification des gènes codant pour EGFR, 
augmentation de la transcription, ou stabilisation de la protéine par inhibition de son 
internalisation ou de sa dégradation ; 

- mutations entraînant l'activation constitutive du récepteur (par mutation/délétion du 
domaine extracellulaire ou kinase). Ces mutations sont présentes dans 10 à 15% des 
cancers du poumon non à petites cellules aux États-Unis et 30 à 50% en Asie ; 

- augmentation de l’expression des ligands ;  
- auto-activation par une boucle autocrine (certaines lignées de cellules cancéreuses 

exprimant EGFR sécrètent elles-mêmes l’EGF).18  
 
Toutes ces modifications sont responsables de la suractivation des voies de signalisation 
impliquées dans le développement de cancers et favorisent donc la tumorigenèse. L’activation 
d’EGFR conduit à une augmentation de la prolifération et de la mobilité cellulaire, une 
diminution de l’apoptose, et potentiellement le développement de l’angiogenèse.4 
La surexpression d’EGFR et sa suractivation sont corrélées à un mauvais pronostic, une 
résistance aux traitements et au développement de métastases.10 
 
Tous ces paramètres font des récepteurs EGFR de bonnes cibles pour la détection et la 
thérapie de tumeurs les surexprimant. 

I.1.3. Thérapie ciblée des récepteurs EGFR 

Les thérapies visant EGFR ont pour but soit de bloquer ces récepteurs, en bloquant la liaison 
du ligand au récepteur ou la dimérisation, favorisant ainsi l’internalisation du récepteur et sa 
dégradation, soit de bloquer l’activité tyrosine kinase. 
Deux classes de médicaments ont montré une bonne efficacité clinique. L'une est constituée 
d'anticorps monoclonaux qui ciblent le domaine de fixation du ligand. Le cétuximab (Erbitux®) 
et le panitumumab (Vectibix®) sont pour le moment les seuls anticorps anti-EGFR approuvés 
par la FDA et sont utilisés pour le traitement des cancers du côlon et les glioblastomes.19 Ces 
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thérapies, à base d'anticorps monoclonaux, sont hautement sélectives car les anticorps sont 
capables de se lier à un membre de la famille des HER, mais pas aux autres. Ces deux anticorps 
se fixent sur deux épitopes différents. Ils empêchent la liaison du ligand et la dimérisation, et 
engendrent l’internalisation et la dégradation du récepteur. Le cétuximab a été le premier 
anticorps anti-EGFR mis au point pour un usage clinique. Il est maintenant couramment utilisé 
en association avec la chimiothérapie et la radiothérapie.  
L’autre classe de traitements est constituée de petites molécules. Ces médicaments sont 
appelés inhibiteurs de tyrosine kinase car ils bloquent la fonction catalytique du domaine 
kinase intracellulaire. Le gefitinib (Iressa®), l’erlotinib (Tarceva®) et le lapatinib (Tyverb®) sont 
approuvés par la FDA pour le cancer du poumon, le cancer pancréatique et le cancer du sein.1,4 
Ces inhibiteurs sont moins spécifiques que les anticorps et peuvent donc agir sur différents 
récepteurs HER. Le gefitinib et l'erlotinib sont les plus sélectifs pour EGFR, tandis que le 
lapatinib cible à la fois EGFR et le HER2. 
 
Bien que les thérapies ciblées du récepteur à l’EGF montrent de bons résultats pour le 
traitement de différents cancers, des mécanismes de résistances peuvent apparaître au cours 
du traitement.20 La plupart sont des mutations dans le domaine kinase qui bloquent la liaison 
des inhibiteurs.21,22 Des mutations peuvent aussi avoir lieu dans le domaine extracellulaire 
empêchant la liaison de l’anticorps au récepteur.23 Enfin, les cellules tumorales peuvent 
développer la capacité de réactiver des voies de signalisation, telles que la voie PI3K, par divers 
mécanismes malgré le blocage du récepteur par des anticorps.24 
 
Une grande partie des recherches porte sur ces deux classes de médicaments et a pour 
objectif d’inhiber plus efficacement les voies de signalisation en développant de nouveaux 
anticorps, des anticorps bispécifiques,25,26 et de nouveaux inhibiteurs de l’activité tyrosine 
kinase capables d’agir sur les lignées résistantes.  

I.1.4. Imagerie nucléaire des récepteurs EGFR 

Au vu de la surexpression des récepteurs EGFR dans de nombreux cancers, du mauvais 
pronostic lié à leur expression et des problèmes de résistance aux différents traitements, il est 
important d’identifier les patients atteints de tumeurs exprimant EGFR afin de les faire 
bénéficier d'une thérapie dirigée contre EGFR et de proposer des traitements alternatifs à 
ceux qui ne peuvent pas en bénéficier. À ce jour, les techniques permettant d’identifier la 
présence des récepteurs EGFR et la résistance aux thérapies reposent sur des biopsies 
invasives, suivies de l’analyse des échantillons par immunohistochimie. Cependant, 
l'expression de EGFR est hétérogène (au sein même de la tumeur primaire et dans les 
métastases) et elle varie au cours du développement de la maladie, ce qui signifie qu’il est 
nécessaire de réaliser des biopsies à plusieurs reprises pour pouvoir avoir un aperçu 
relativement correct de l’expression des EGFR. Contrairement à la biopsie, l'imagerie 
moléculaire, avec des sondes ciblant EGFR, permet une évaluation non invasive, dans tout le 
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corps et en temps réel, de l’expression des EGFR. Il est donc intéressant d’utiliser cette 
technique pour la sélection des patients.  
 
L’imagerie nucléaire ciblée des récepteurs EGFR a été réalisée par de nombreuses équipes en 
marquant l’EGF (ligand protéique naturel de EGFR), des anticorps monoclonaux, des 
fragments d’anticorps, des Affibodies et des petites molécules avec différents radionucléides 
permettant l’imagerie TEMP et TEP.27 
 
EGF (Epidermal growth factor) 
 
L’EGF est une petite protéine d’environ 6.4 kDa. Des équipes l’ont marquée au gallium-68, au 
fluor-18 ou à l’indium-111.28–30 En général, la tumeur est visible en imagerie mais une grande 
partie du signal est observée dans des organes sains tels que les reins, le foie, les poumons, 
les intestins ; conduisant à de faibles ratios tumeur/organe (Figure 115).  

 

 
Figure 115. Images TEP de souris portant une xénogreffe de carcinome épidermoïde (UM-SCC1) à 30 min, 1 h et 
2 h après l'injection d'un composé basé sur la structure de l'EGF et marqué au fluor-18 ; figure extraite d’article.29 

 
La comparaison du comportement de deux composés (EGF et anticorps) marqués à l’indium-
111 grâce à un DTPA, a montré une bien meilleure accumulation tumorale avec l’anticorps 
(21.6%ID/g vs 2.2%ID/g) conduisant à des contrastes et ratios tumeur/organe nettement 
supérieurs.30 
 
Anticorps entiers 
 
La majorité des études utilisant les anticorps monoclonaux est basée sur le cetuximab31–36 ou 
le panitumumab,37–40 marqués au zirconium-89, à l’indium-111, à l’iode-125 ou au cuivre-64. 
De façon générale, l’accumulation dans les tumeurs est élevée mais la clairance sanguine est 
lente, conduisant à un bruit-de-fond important aux temps précoces. Une forte accumulation 
du radiotraceur est observée dans le foie et de bons contrastes ne peuvent être obtenus qu’à 
de longs temps après l’injection (quelques jours) (Figure 116).  
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Figure 116. Images TEP de souris portant des xénogreffes de cancer du poumon non à petites cellules exprimant 
des taux variables d'EGFR, 48 h après l'injection de [64Cu]Cu-DOTA-cétuximab ; figure adaptée d'article.31 

 
L’intensité du signal observée dans la tumeur est assez peu représentative du taux d’EGFR 
exprimé par les cellules. En effet, plusieurs études ont montré qu’une accumulation du 
radiotraceur peut être meilleure dans des cellules exprimant peu EGFR.41,42 Cependant, pour 
les composés à base de cétuximab, une forte corrélation entre l'accumulation tumorale et la 
réponse au traitement est observée, suggérant l’imagerie TEP au [89Zr]Zr-cétuximab comme 
une méthode permettant la sélection des patients pour le traitement au cetuximab.33,43  
 
Fragments d’anticorps 
 
De nombreuses études se sont portées sur l’utilisation de fragments d’anticorps de types 
F(ab’)2,44–46 Fab47,48 et nanobody49–51 afin de conserver la bonne affinité pour EGFR, accélérer 
la clairance du sang et des tissus sains et favoriser l’excrétion rénale. Ces études montrent de 
bons résultats avec de bonnes accumulations tumorales et une clairance plus rapide, 
permettant d’obtenir de meilleurs contrastes à des temps courts après l’injection du 
radiotraceur (Figure 117). Le signal est tout de même retrouvé en partie dans le foie et dans 
les reins. 
 

 
Figure 117. Images TEMP/CT de souris portant des xénogreffes FaDu à 4 h, 24 h, 48 h et 168 h après l’injection 
de [111In]In-cétuximab-F(ab’)2 (fragment d’anticorps, gauche) ou [111In]In-cétuximab (anticorps entier, droite) ; 
figure adaptée d’article.45 
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Affibody 
 
Des molécules de type Affibodies ont été marquées avec des radionucléides possédant des 
périodes radioactives relativement courtes (68Ga, 18F, 99mTc, 64Cu)52–55 ou plus longues (89Zr, 
111In).56,57 Ces études ont permis la bonne visualisation des tumeurs avec de bons contrastes 
à des temps courts après l’injection malgré un signal important observé au niveau des reins et 
parfois du foie (Figure 118). 

 
Figure 118. Images TEP/CT de souris portant des xénogreffes A431 à 3 h après l'injection de [68Ga]Ga-DFO-
ZEGFR:2377 (gauche), [68Ga]Ga-DFO-ZEGFR:2377, 24 h après l’injection de 10 mg de cetuximab (milieu) et 
[89Zr]Zr-DFO-ZEGFR:2377 (droite) ; figure extraite d’article.55 

 
Petites molécules 
 
Enfin, des petites molécules marquées au fluor-18, carbone-11 ou technétium-99m ont 
permis la bonne visualisation de tumeurs en préclinique et en étude clinique malgré un signal 
important dans de nombreux tissus sains.58–61  
 
Toutes ces études indiquent que l’imagerie ciblant EGFR pourrait permettre la détermination 
de l’expression de ces récepteurs afin de sélectionner les patients éligibles pour la thérapie 
mais aussi de stadifier la maladie et évaluer la réponse thérapeutique.  
 
Pour ce projet, nous avons choisi de travailler avec un fragment d’anticorps.  

I.2. Différentes techniques de bioconjugaison 

La formation d’une liaison covalente entre une biomolécule (protéines, acides nucléiques, 
lipides, glucides, …) et une autre molécule est appelée bioconjugaison. Le couplage de 
molécules d’intérêt (sondes imageantes, molécules thérapeutiques, groupements 
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solubilisants, …) sur une protéine est une étape assez complexe. En effet, les protéines sont 
des molécules sensibles et il est donc nécessaire que les réactions soient réalisées dans des 
conditions douces, c’est-à-dire à des températures aux alentours de 37 °C, à des pH proches 
de la neutralité, et dans des solutions aqueuses afin de préserver la structure de la protéine 
et ses propriétés. De plus, la technique utilisée pour l’étape de bioconjugaison va déterminer 
les propriétés pharmacocinétiques finales du conjugué. Ces dernières années, de nombreuses 
études ont permis le développement d’un grand nombre de techniques de bioconjugaison 
que nous allons décrire brièvement. 

I.2.1. Modifications aléatoires 

On parle de modification aléatoire (ou modification non spécifique) lorsque la conjugaison de 
la molécule d’intérêt à la protéine se fait par réaction avec les acides aminés naturellement 
présents en différentes positions de la protéine.  
 
Les protéines contiennent de nombreux sites potentiellement réactifs pour la conjugaison de 
la molécule d’intérêt. Une revue de Koniev et Wagner recense la majorité des réactions de 
bioconjugaison ciblant les acides aminés protéinogéniques.62 Les acides aminés les plus 
utilisés sont ceux contenant des fonctions nucléophiles, principalement les lysines et les 
cystéines. (Figure 119).  
 

 
Figure 119. Représentation d'un peptide rassemblant tous les acides aminés présentant des fonctions 
nucléophiles susceptibles de réagir avec des fonctions de bioconjugaison électrophiles. Les pKa des groupements 
fonctionnels sont indiqués. 

 
Les amines peuvent être modifiées, entre autres, par réaction avec des isocyanates ou des 
isothiocyanates (NCS), des esters activés (NHS, fluorophényle), des carbonates de 
succinimidyle ou de p-nitrophénol, des chlorures de sulfonyle ou des anhydrides cycliques 
(Figure 120). De façon plus rare, les amines peuvent aussi réagir avec des azotures d’acyles, 
des aldéhydes, des époxydes, des imidoesters, etc.62 
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Figure 120. Principales réactions ciblant les amines pour introduire une molécule d'intérêt. 

 
À ce jour, du fait de sa simplicité de mise en œuvre, le marquage aléatoire des fonctions 
amines est la méthode la plus couramment utilisée, bien que son utilisation tende à diminuer 
en raison de ses nombreux inconvénients. 
En effet, les protéines sont constituées d’un grand nombre de lysines réactives, qui peuvent 
conduire, lors de la bioconjugaison, à la formation d’un mélange très hétérogène de 
conjugués, de par le nombre de molécules d’intérêt introduites et leur localisation sur la 
protéine. Par exemple, une étude a montré que lors de la conjugaison aléatoire d’une 
molécule d’intérêt, sous forme d’ester de NHS, à un anticorps, les conjugués obtenus peuvent 
présenter de 0 à 6 molécules d’intérêt, et près de 40 lysines différentes (sur les 86 lysines 
présentes) peuvent être modifiées, conduisant à la formation de plus de 4.5 millions de 
molécules différentes.63 Ce manque de contrôle peut entraîner une diminution de l’affinité 
pour la cible, voire une perte complète de reconnaissance, si la conjugaison a lieu au niveau 
du paratope. De plus, des différences de propriétés pharmacocinétiques et des problèmes 
d’agrégation peuvent être observés si le nombre de molécules d’intérêt greffées est trop 
élevé. Il est possible de contrôler le taux de greffage en jouant sur différents paramètres 
(nombre d’équivalents de molécule d’intérêt mis en jeu, pH, température, temps de 
réaction…) mais cela conduit tout de même à des mélanges hétérogènes, peu reproductibles 
et difficilement prédictibles quant aux propriétés pharmacocinétiques. 
 
Ces dernières années, de nombreuses équipes se sont donc intéressées au développement 
d’approches permettant de mieux contrôler le nombre et la position des molécules 
introduites. On parle alors de marquage site-spécifique.  
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I.2.2. Modifications site-spécifiques 

Les stratégies de modifications site-spécifiques offrent un certain nombre d'avantages par 
rapport aux méthodes de modifications aléatoires. Tout d'abord, elles permettent de 
produire, de manière reproductible, des conjugués mieux définis et plus homogènes. De plus, 
ces procédures spécifiques permettent de contrôler avec précision la localisation des 
molécules d’intérêt sur la protéine, ce qui empêche la modification accidentelle du 
paratope.64  
Un certain nombre d’études a révélé que les conjugués modifiés de manière site-spécifique 
présentent un meilleur comportement in vivo, avec une pharmacocinétique plus favorable, 
une plus grande accumulation dans les tissus cibles et une absorption plus faible dans les tissus 
sains.65,66  
 
De nombreuses techniques sont désormais disponibles pour réaliser une modification site-
spécifique.67–69 Nous ne présenterons brièvement que les approches les plus communément 
utilisées. 
 
Modification des acides aminés rares 
 
Tout d’abord, il est possible de cibler les acides aminés rares. En effet, tous les acides aminés 
ne sont pas présents en même proportion dans les protéines (Figure 121). Le marquage 
sélectif de ces résidus (histidines, tyrosines, cystéines, méthionines et tryptophanes) permet 
de mieux contrôler le nombre de molécules d’intérêt introduites sur la protéine. 
 

 
Figure 121. Proportion des acides aminés présents dans le protéome humain. 

 
Les cystéines sont les résidus les plus utilisés. En effet, elles ne comptent que pour 2.3% des 
acides aminés et une grande partie est engagée dans la formation de ponts disulfures, 
contribuant à la structuration de la protéine.  
La modification des cystéines est très utilisée car les thiols présentent une forte nucléophilie, 
surtout sous forme thiolate, dépassant la réactivité de toute autre fonction nucléophile des 
protéines. Les groupements thiols peuvent être directement disponibles, sous forme réduite, 
ou présents sous une forme oxydée (ponts disulfures). Dans ce cas, l’ajout d’un agent 
réducteur permet de libérer les thiols. De nombreuses réactions sont utilisées pour modifier 
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les cystéines, les principales étant les réactions avec des maléimides ou bromomaléimides, 
des a-halo-carbonyles électrophiles de type iodoacétamide, des vinyl sulfones, la réaction 
avec des disulfures, ou encore les couplage thiol-ène ou thiol-yne. (Figure 122).62 

 

 

Figure 122. Principales réactions ciblant les thiols pour introduire une molécule d'intérêt. 

 
Pour la modification des acides aminés rares, deux approches sont envisageables :  
   -   l’utilisation des acides aminés présents dans la protéine native. Il faut dans ce cas qu’ils 
soient présents en faible quantité et que leur position soit accessible et hors du site de 
reconnaissance de l’antigène d’intérêt ;  
   -   l’introduction d’acides aminés souhaités par bioingénierie, permettant de parfaitement 
contrôler le nombre de sondes introduites et leur localisation.67 Cette approche concerne 
surtout les petites protéines recombinantes (Affibodies, nanobodies). 
 
Enfin, une autre technique utilisée est la modification de l’amine N-terminale. En effet, son 
pKa est différent des autres amines, il est donc possible de la faire réagir sélectivement à des 
pH autour de 7, sans modifier les amines e des résidus lysine.70  
 
Introduction d’acides aminés non naturels 
 
Une autre approche consiste à introduire des acides aminés portant des groupements 
fonctionnels non présents dans les protéines natives (cétones, azotures, alcènes ou alcynes 
par exemple).71,72 Les acides aminés les plus couramment utilisés sont la p-acéto-L-
phénylalanine et la p-azido-L-phénylalanine (Figure 123). Ces acides aminés peuvent être 
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introduits par bioingénierie dans des cellules modifiées (nécessité d’introduire une machinerie 
biosynthétique complexe pour que les cellules puissent être en mesure d’incorporer ces 
acides aminés artificiels lors de la traduction) ou dans des systèmes d’expression de protéines 
sans cellules, ce qui limite un peu la complexité de mise en œuvre.68,69  
 

 
Figure 123. Structure des acides aminés non naturels les plus utilisés. 

 
Modification des sites de glycosylation 
 
Les anticorps IgG contiennent deux sites de glycosylation sur leur domaine CH2. Après la 
traduction de la protéine, des enzymes (glycotransférases) vont greffer différents 
monosaccharides sur ces sites de glycosylation (Figure 124A). La modification de cette chaîne 
de glycanes est intéressante car la réactivité des sucres diffère de celle des acides aminés. De 
plus, leur localisation loin du paratope, permet une modification n’impactant pas le domaine 
de reconnaissance de l’anticorps. 
 

 
Figure 124. A. Structure d’un anticorps glycosylé et structure des monosaccharides naturels. Les pointillés autour 
de certains résidus indiquent que ces sucres ne sont pas toujours présents ; B. Structure des monosaccharides 
non naturels ; figure adaptée de revue.67 

 
Deux techniques sont classiquement utilisées pour modifier cette chaîne de saccharides. La 
première est de les oxyder pour former des fonctions aldéhydes qui peuvent ensuite réagir 
sélectivement avec des fonctions hydroxylamines ou hydrazines portées par la molécule 
d’intérêt. Sinon, il est désormais possible de modifier la chaîne de glycanes, par voie 



Chapitre 3. Modification site-spécifique d’un fragment d’anticorps pour le diagnostic et la thérapie de 
cancers exprimant le récepteur à l’EGF 
 

 - 208 -  

enzymatique, pour y introduire des monosaccharides non naturels porteurs de groupements 
réactifs bioorthogonaux (Figure 124B).67,69  
 
Introduction de tags peptidiques 
 
Depuis le développement de la bioconjugaison, de nombreuses enzymes mutées ont été 
développées dans le but de modifier les protéines. En effet, il est possible d’introduire, par 
ingénierie génétique, de petites séquences d’acides aminés, aussi appelées tags peptidiques, 
au sein d’une protéine. Ce tag peut ensuite être reconnu par une enzyme qui va 
spécifiquement introduire une molécule d’intérêt au niveau de celui-ci. Plusieurs enzymes 
sont utilisées, les principales étant les transglutaminases et la sortase A. 68,69 
 
Les transglutaminases reconnaissent une séquence d’acides aminés LLQG et catalysent la 
création d’une liaison isopeptidique entre le groupement carboxamide des résidus glutamines 
et une amine primaire portée par la molécule d’intérêt (Figure 125A).  
Sur le même principe, la sortase A (SrtA) reconnait une séquence LPxTG (x = D, E, A, N, Q, R), 
hydrolyse la liaison amide entre la thréonine et la glycine, puis catalyse la formation d’une 
liaison peptidique entre l’acide carboxylique de la thréonine et l’amine d’une glycine portée 
par la molécule d’intérêt (Figure 125B). L’une des limitations ici est la réversibilité de la 
réaction car le produit formé contient également la séquence LPxTG. 
 

 
Figure 125. A. Représentation du fonctionnement de la transglutaminase ; B. Représentation du fonctionnement 
de la sortase A. 

 
Cette méthode de conjugaison, basée sur des tags peptidiques, fait appel à des réactions de 
modification enzymatique et nécessitent, par conséquent, des étapes de purification après le 
traitement enzymatique. Une façon de contourner ces étapes de purification est de créer 
génétiquement des protéines de fusion dans lesquelles la protéine d'intérêt et l'enzyme de 
modification sont combinées (SNAP tag, intéines).68  
 
Pour résumer, chacune de ces techniques présentent des avantages et des limitations 
concernant la localisation des sites de modifications, la modularité de l’approche (nécessité 
de bioingénierie ou non), le type de protéine concerné (anticorps, fragments d’anticorps), etc. 
La Figure 126 vise à résumer ces caractéristiques. 
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Figure 126. Résumé des avantages et limitations de chaque technique ; figure adaptée de revue.68 

I.2.3. Réactions bioorthogonales et de chimie click  

Lors de la modification site-spécifique des protéines, des fonctions de type alcène, alcyne, 
azoture ou tétrazine peuvent être introduites afin d’être engagées dans des réactions dites 
« bioorthogonales », ou de « chimie click ».   
 
On appelle réactions bioorthogonales des réactions qui peuvent se produire à l'intérieur des 
systèmes vivants sans interférer avec les processus biochimiques natifs.73 C’est-à-dire qu’elles 
doivent être réalisables en conditions aqueuses, tolérantes aux variations de pH ou du 
potentiel redox pouvant avoir lieu au sein des cellules et sans interférences avec les 
différentes fonctions biologiques. 
 
Le terme chimie click définit des réactions réalisables dans des conditions simples (idéalement 
le procédé doit être insensible à l’oxydation), utilisant des réactifs facilement disponibles, ne 
nécessitant pas de solvant, ou bien des solvants aqueux ou facilement éliminables, et 
permettant un isolement simple du produit final.74 La purification, si elle est nécessaire, ne 
doit pas utiliser de méthodes chromatographiques, et le produit doit être stable dans des 
conditions physiologiques. Enfin, la réaction doit être facilement modulable, réalisable en 
petites ou grandes quantités avec d’excellents rendements, stéréospécifique, et ne générer 
que des sous-produits inoffensifs.  
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Ces deux types de réactions sont de plus en plus utilisés pour la bioconjugaison du fait de leurs 
nombreux avantages : réalisables dans des conditions douces et diluées, compatibles avec les 
milieux biologiques, rapides, efficaces et sélectives. De nombreuses réactions ont déjà été 
développées et continuent de l’être. Elles diffèrent de par leur cinétique de réaction, les 
fonctions chimiques mises en jeu, la présence ou non de catalyseur, etc. Seules les plus 
utilisées seront présentées ci-après (Figure 127).75 
 

 

Figure 127. Exemples de réactions bioorthogonales et leur cinétique ; figure adaptée de revue.76 

 
Ligation de Staudinger 
 
La ligation de Staudinger consiste à faire réagir une molécule d’intérêt portant un ester d’aryle 
fonctionnalisé en ortho avec une phosphine, avec un azoture porté par la protéine, afin de 
former une liaison amide en milieu aqueux (Figure 127). Cette réaction, développée 
notamment par Carolyn Bertozzi à Berkeley, est très utilisée car elle ne nécessite pas de 
catalyseur et est chimiosélective. Cependant la cinétique est lente et les phosphines sont 
sensibles à l’oxydation.75,77  
 
Condensation de cétones et aldéhydes 
 
Les carbonyles peuvent être condensés avec des nucléophiles, tels que les hydroxylamines ou 
hydrazines, afin de former des liaisons oximes ou hydrazones (Figure 127). À pH physiologique 
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cette réaction est très lente. Elle peut être accélérée dans des conditions légèrement acides, 
par l’utilisation de catalyseurs comme l’aniline par exemple, ou par l’emploi de carbonyles 
plus réactifs.78  
 
Cycloadditions azoture - alcyne 
 
Les réactions de cycloaddition 1,3-dipolaires entre un azoture et un alcyne sont les plus 
utilisées pour la bioconjugaison. On retrouve parmi celles-ci la réaction de chimie click CuAAC 
(cycloaddition azoture-alcyne catalysée par le cuivre, copper-catalyzed azide-alkyne 

cycloaddition) qui consiste à faire réagir un alcyne et un azoture en présence de cuivre (I) 
(Figure 127). La cinétique de réaction est très rapide. Cependant, l’inconvénient principal est 
l’utilisation du cuivre comme catalyseur, qui peut engendrer la formation d’espèces réactives 
de l’oxygène toxiques.79,80 
 
Afin de réduire la toxicité, Bertozzi et ses collaborateurs ont développé la SPAAC (pour 
strained-promoted azide-alkyne cycloaddition) mettant en jeu un alcyne cyclique contraint 
afin de le rendre plus réactif vis-à-vis de l’azoture (Figure 127). De nombreux alcynes cycliques 
ont été développés. Cette réaction ne réclame pas de catalyseur, mais elle reste moins rapide 
que la CuAAC.79,81  
La SPANC (strained-promoted alkyne-nitrone cycloaddition) est basée sur le même principe 
que la SPAAC mais en remplaçant l’azoture par une nitrone (Figure 127). Les nitrones sont plus 
réactives, mais par conséquent moins stables et doivent donc être préparées juste avant la 
réaction.79,82  
 
Ligations métalo-catalysées 
 
En plus de la CuAAC, d'autres métaux de transition tels que le palladium, le ruthénium et l'or, 
peuvent être utilisés comme catalyseurs (Figure 127). Ces réactions ne montrent pas une 
cinétique très élevée et n’ont, à ce jour, été utilisées qu’in vitro.75,83 
 
Cycloaddition photoinduite 
 
La cycloaddition photoinduite consiste à activer un tétrazole par des photons afin de générer 
un dipôle nitrile-imine qui va ensuite rapidement réagir avec un alcène pour former un cycle 
pyrazoline stable, avec pour seul sous-produit du diazote (Figure 127). Les cinétiques sont 
plutôt élevées mais les photons peuvent causer des problèmes de destruction des réactifs.75,84 
 
Cycloaddition IEDDA  
 
La réaction IEDDA (inverse electron demand Diels-Alder reaction) met en jeu un diène pauvre 
en électrons et un diénophile riche en électrons afin de former un cycle dihydropyridazine, ou 
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pyridazine après oxydation (Figure 128). Les diènes les plus utilisés en bioconjugaison sont des 
tétrazines, tandis que les diénophiles sont des alcènes ou alcynes contraints. Les cinétiques 
de réactions sont très rapides et la réaction est très propre, générant seulement le composé 
souhaité et du diazote.85,76,86,87  

 

 
Figure 128. A. Mécanisme de la réaction IEDDA ; B. Exemples de diénophiles utilisés pour la réaction IEDDA. 

 
« Pretargeting » 
 
Le « pretargeting » est une technique développée afin de pallier un des problèmes lié à 
l’utilisation d’anticorps pour l’imagerie nucléaire ou la radiothérapie vectorisée, à savoir la 
circulation prolongée des radio-immunoconjugués causant l’irradiation de tissus sains et la 
nécessité d’utiliser des radionucléides à longue demi-vie.88 Le principe est basé sur 
l’administration séparée et séquentielle d’un anticorps non radioactif et d’un radioligand, qui 
se combinent dans le corps, au niveau de la tumeur, par réaction de chimie click.  
Les stratégies de « pretargeting » comportent quatre étapes (Figure 129). Tout d'abord, 
l’anticorps est injecté. Après avoir attendu le temps nécessaire pour que l’anticorps 
s’accumule au niveau de la tumeur et qu’il soit éliminé des tissus sains, le radioligand, un 
complexe de faible poids moléculaire, est ensuite injecté. Après une distribution rapide dans 
l’organisme, il va se lier à l’anticorps déjà présent au niveau de la tumeur par chimie click, et 
l’excès de ligand sera rapidement éliminé de l’organisme.  
Cette technique permet donc de réduire le temps de circulation de la radioactivité, de 
minimiser l’absorption dans les tissus sains, et d’utiliser des radionucléides de courte durée 
de vie. De très bons résultats ont pu être obtenus grâce à cette technique, avec des ratios 
activité tumorale/bruit-de-fond nettement améliorés et des débits de doses largement 
réduits.89  
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Figure 129. Schéma explicatif du principe du « pretargeting » ; figure adaptée de revue.90 

I.2.4. Double modification des protéines  

Comme nous l’avons décrit dans l’introduction, l’utilisation de deux modalités d’imagerie 
et/ou thérapie peut être intéressante. Afin d’obtenir un composé présentant des propriétés 
pharmacocinétiques adéquates, il est préférable d’introduire les deux modalités sur une 
même molécule plutôt que d’utiliser un mélange de deux composés portant chacun une seule 
modalité. Plusieurs méthodes sont envisageables pour réaliser la double modification de 
protéines.91 
 
Modification sur plusieurs positions 
 
Les deux molécules d’intérêt peuvent être introduites à des endroits différents de la 
protéine.91 Pour cela il est possible de modifier : 

- des acides aminés identiques ayant des réactivités différentes selon leur 
environnement, simultanément ou de façon séquentielle ;  

- des acides aminés différents (naturels ou non naturels), simultanément ou de façon 
séquentielle. 

Ces approches sont assez simples à mettre en œuvre mais nécessitent plusieurs étapes. De 
plus, il est difficile de contrôler le ratio d’une modalité par rapport à l’autre et le mélange 
obtenu peut être hétérogène (molécule avec une seule modalité, avec deux modalités…).  
 
Modification sur une seule position  
 
L'introduction des deux modalités sur un seul site permet de simplifier les étapes de 
bioconjugaison et maîtriser le ratio entre les deux modalités. Cela peut nettement améliorer 
les profils de biodistribution et les résultats obtenus.  
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Pour cela il est possible de : 
- introduire par bioingénierie un acide aminé non naturel contenant deux fonctions 

d’accroche dans la protéine puis la modifier avec les deux modalités ;92 
- synthétiser des molécules hybrides en liant les deux modalités entre elles puis les 

faires réagir avec la protéine ;93–96 
- utiliser des plateformes trifonctionnelles qui peuvent soit être conjuguées à la 

protéine puis ensuite couplées aux molécules d’intérêt, soit être fonctionnalisées avec 
les molécules d’intérêt puis introduites sur la protéine (Figure 130).97 

 

 
Figure 130. Représentation des approches utilisables pour la double modification de protéines sur une seule 
position. 

 
Le développement de nouvelles plateformes a fait l’objet de nombreuses études ces dernières 
années. Il est intéressant d’utiliser des plateformes possédant des sites orthogonaux afin de 
permettre des réactions simples, ne nécessitant pas d’étapes de protection/déprotection de 
fonctions.   
Les principales plateformes (Figure 131) utilisées sont :  

- des acides aminés (principalement la lysine) ;98–100  
- des petits peptides ;101–103 
- des benzènes trisubstitués ;104,105 
- des bromomaléimides ou dibromopyradizinediones ;106–110 
- des tétrazines.111–115 

D’autres plateformes difficilement classables ont également été développées.116–119 
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Figure 131. Exemples de plateformes utilisées. 

I.3. Présentation du projet 

Comme nous venons de le voir, les récepteurs EGFR sont surexprimés dans de nombreux 
cancers et sont associés à un mauvais pronostic, lié à un développement rapide et important 
de métastases. Nous avons ici souhaité développer un agent théranostique ciblant EGFR, qui 
puisse permettre la détection de tumeurs surexprimant EGFR, et le traitement de ces tumeurs 
via un mécanisme d’action susceptible de prévenir le développement de résistances aux 
traitements.  
Pour cela, la combinaison d’une sonde d’imagerie nucléaire et d’une sonde fluorescente pour 
la thérapie photodynamique et la chirurgie assistée par fluorescence nous a semblé 
pertinente. L’imagerie nucléaire renseignerait sur l’expression des récepteurs EGFR et 
pourrait être utilisée pour déterminer la localisation de la tumeur en pré-opératoire tandis 
que la fluorescence et la PDT permettraient de faciliter la résection tumorale, de confirmer la 
résection complète lors de la chirurgie et d’assurer l’éradication de toutes les cellules 
tumorales. 
 
Compte-tenu des résultats décrits dans la littérature sur l’imagerie nucléaire de tumeurs 
surexprimant EGFR, il nous a semblé préférable d’utiliser un fragment d’anticorps comme 
vecteur. En effet, cela permet de conserver les avantages des anticorps sans leurs limitations, 
c’est-à-dire une bonne affinité pour EGFR tout en ayant une clairance plus rapide et donc de 
meilleurs contrastes à des temps plus courts après l’injection. Les deux sondes (agent 
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chélatant et sonde PDT/fluorescence) ont été introduites de façon site-spécifique sur le 
fragment d’anticorps grâce à l’utilisation d’une plateforme (Figure 132). 
 

 
Figure 132. Représentation schématique de la structure du composé développé. 

 
Tout d’abord, la sonde d’imagerie bimodale a été synthétisée puis conjuguée au fragment 
d’anticorps. Le conjugué bimodal a ensuite été radiomarqué, évalué in vitro (affinité et 
internalisation, quantification de la production d’oxygène singulet et de l’efficacité de la 
thérapie photodynamique), puis testé in vivo sur des souris xénogreffées avec un modèle de 
tumeur exprimant EGFR afin de déterminer la capacité à imager les tumeurs ainsi que 
l’efficacité de la thérapie photodynamique. 
Ce projet a été réalisé en partenariat avec le Dr. Sanne van Lith de l’institut « Radboud Institute 
for Molecular Life Sciences » à Nijmegen aux Pays-Bas. 

II. Résultats et discussion 

II.1. Design du conjugué 

Dans ce projet, nous souhaitons développer un agent théranostique en utilisant un fragment 
d’anticorps anti-EGFR comme vecteur, sur lequel une sonde bimodale nucléaire/PDT serait 
introduite. Le choix de chaque constituant ainsi que la technique de bioconjugaison utilisée 
seront détaillés dans cette première partie. 

II.1.1. Choix de l’agent chélatant et du radionucléide 

Dans le but de faire de l’imagerie TEMP, nous avons choisi de marquer le composé à l’indium-
111. C’est le deuxième radionucléide TEMP le plus utilisé après le technétium-99m. Il possède 
une période radioactive de 67.3 h et est produit dans des cyclotrons par bombardement de 
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protons du cadmium-112. L’indium-111 se désintègre ensuite en cadmium-111 par capture 
électronique et émissions de rayons gamma (Figure 133).120,121 
 

 
Figure 133. Production et décroissance de l'indium-111. 

 
L’état d’oxydation de l’indium-111 est +3. L’ion In3+ nécessite une coordination de 7-8 et est 
un acide dur qui requiert un agent chélatant possédant des atomes donneurs durs. Les 
chélateurs les plus utilisés pour la formation de complexes stables sont le DTPA, le DOTA et le 
NOTA. Nous avons choisi d’utiliser le DTPA car il présente les meilleures constantes de 
complexation (29.0) et le radiomarquage se fait avec de très bons rendements radiochimiques 
dans des conditions douces (température ambiante, 5 à 30 min, pH 4.5-5.5).122 

II.1.2. Choix de la sonde pour la thérapie photodynamique 

La thérapie photodynamique présente de nombreux intérêts par rapport aux traitements 
classiquement utilisés (radiothérapie, chimiothérapie, …). Elle est plus sélective, ce qui limite 
les effets indésirables et entraîne la mort immédiate des cellules, évitant donc les processus 
de résistance. En plus de cela, une émission fluorescente accompagne souvent la production 
d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) ce qui permet de faire de l’imagerie de fluorescence.123  
De nombreux essais cliniques sont en cours pour le traitement de différents cancers tels que 
les cancers de la peau, de l’œsophage, du poumon, de la vessie, les glioblastomes, … grâce à 
des photosensibilisateurs non vectorisés.124 Cependant, malgré une bonne efficacité 
permettant l’amélioration de la survie et de la qualité de vie, quelques effets indésirables sont 
observés tels qu’une photosensibilité de la peau, des douleurs importantes, et une diminution 
de l’efficacité dans le cas de tumeurs volumineuses de par la pénétration insuffisante du 
photosensibilisateur ou de la lumière.  
De nombreuses études précliniques sont en cours pour essayer de résoudre ces problèmes. 
Pour réduire les problèmes de toxicité et améliorer l’efficacité, il est intéressant d’utiliser des 
vecteurs pour cibler les tumeurs. Lorsqu’un photosensibilisateur est lié à un anticorps ou 
fragment d’anticorps, on parle alors de photoimmunothérapie (PIT). De nombreuses études 
de photothérapie utilisant des nanoobjets,125–127 des anticorps,128–130 ou des fragments 
d’anticorps131 ont été réalisées. L’utilisation de petits vecteurs par rapport aux anticorps 
entiers semble plus adaptée pour avoir une meilleure pénétration des tumeurs, une 
accumulation rapide intratumorale et une clairance rapide des tissus sains.132  
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La phtalocyanine de silicium hexasulfonatée, IRDye700DX, présente d’excellentes propriétés 
pour la PIT.123,133 Elle absorbe et émet à des longueurs d’onde supérieures à celles des 
photosensibilisateurs approuvés par la FDA (lmax = 689 nm) ce qui permet une meilleure 
pénétration de la lumière dans les tissus, et elle possède un coefficient d'extinction et un 
rendement quantique de fluorescence élevés (e = 165 000 M-1.cm-1 et j = 0.14 dans le PBS). 
Elle est résistante au photoblanchiment, soluble dans l’eau et possède une fonction acide 
carboxylique permettant la conjugaison (Figure 134).134 
 

 
Figure 134. Structure de le phtalocyanine de silicium hexasulfonatée IRDye700DX-NHS. 

 
Le conjugué IRDye700DX-cétuximab fait actuellement l’objet d’une étude clinique pour le 
traitement du cancer épidermoïde de la tête et du cou.135–137 
 
Nous avons donc choisi d’utiliser cette sonde pour la PDT et la fluorescence. 

II.1.3. Choix du vecteur 

Les VHHs, ou nanobodies, sont constitués du domaine variable des chaînes lourdes d’anticorps 
de lama. Ils présentent de nombreux avantages par rapport aux anticorps entiers : facilité de 
manipulation, bonne solubilité dans l’eau, petite taille (environ 15 kDa), faible 
immunogénicité et bonne stabilité thermique sur une large gamme de pH.138 Cette classe de 
molécules présente un intérêt particulier en tant que vecteur pour le ciblage de tumeurs car 
leur affinité pour leur antigène est très bonne, allant jusqu’au picomolaire, et leur petite taille 
leur confère une bonne pénétration dans les tumeurs, une clairance du sang et des tissus sains 
rapide, conduisant à de bons ratios tumeur/bruit-de-fond à des temps courts après 
l’injection.139 C’est pourquoi de nombreux VHH ont été développés pour le diagnostic ou la 
thérapie de différentes pathologies.140–146  
 
Le VHH 7D12 (18 kDa) est une protéine recombinante anti-EGFR se liant au domaine III des 
récepteurs EGFR avec des affinités de l’ordre du nanomolaire et entrant en compétition avec 
l’EGF et le cétuximab.147 Une étude de Vosjan et al. décrit l’utilisation du VHH 7D12 pour la 
détection par imagerie TEP de tumeurs A431.148 Dès 1 h après l’injection du 7D12 marqué par 
du gallium-68 ou du zirconium-89, le signal est principalement retrouvé dans la tumeur 
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(~7%ID/g), dans les reins (~250%ID/g) et dans le foie (~2.5%ID/g) (Figure 135A). Des profils de 
biodistribution similaires ont été observés par Gainkam et al. après marquage au technétium-
99m.51 
 
Ce VHH a aussi été conjugué à une sonde fluorescente (IRDye800CW) pour la visualisation de 
tumeurs exprimant EGFR.149 Dès 30 min après l’injection, la tumeur était visible. Une grande 
partie du signal a été observée dans les reins et le foie mais très peu dans les autres organes 
sains, conduisant à de très bons ratios après 2 h ou 24 h, contrairement au conjugué 
cétuximab-IRDye800CW (Figure 135B). 
 

 
Figure 135. A. Biodistribution ex vivo 2 h après l'injection du VHH 7D12 marqué au gallium-68 ou au zirconium-
89 à des souris portant une xénogreffe A431 ;148 B. Biodistribution ex vivo 2 h après l'injection d’un nanobody 
contrôle R2, du VHH 7D12 ou du cétuximab conjugués à l’IRDye800CW à des souris portant une xénogreffe A431. 
Les organes ont été lysés puis le %ID/g a été déterminé en mesurant la fluorescence et en l’extrapolant à des 
gammes d’étalonnage.149  

 
Enfin, l’introduction de l’IRDye700DX sur le VHH 7D12 a été étudiée par plusieurs équipes et a 
montré des résultats très prometteurs in vitro et in vivo.131,150–152  
En 2016, l’équipe de Van Driel a évalué l’efficacité de la PDT sur des souris portant des greffes 
orthotopiques de tumeurs de la langue.150 L’imagerie par fluorescence a mis en évidence une 
accumulation du conjugué dans la tumeur et dans les ganglions lymphatiques. L’irradiation 
lumineuse 1 h après l’injection du conjugué a conduit à environ 80% de nécrose et peu de 
toxicité dans les tissus sains, 24 h après l’injection. Dans cette étude, l’efficacité de la PDT a 
été corrélée à l’internalisation du conjugué. Plus le composé était internalisé, meilleur était le 
taux de mort cellulaire. 
En 2018, afin de déterminer l’impact de l’internalisation cellulaire sur l’efficacité de la PDT, 
l’équipe de S. Van Lith a évalué les conjugués 7D12-IRDye700DX et CPP-7D12-IRDye700DX 
(CPP étant un peptide de pénétration cellulaire) in vitro, sur une lignée tumorale exprimant 
EGFR (A431) et sur des cellules provenant de patientes atteintes de cancer des ovaires 
exprimant EGFR.152,153 Les deux conjugués ont permis la mort cellulaire, cependant, 7D12-
IRDye700DX a montré une meilleure efficacité, suggérant que l'association à la surface 
cellulaire est nécessaire pour une activité thérapeutique optimale. 
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II.1.4. Stratégie de conjugaison pour la double modification site-spécifique du VHH 
7D12 

Plateforme dichlorotétrazine 
 
Notre équipe s’est intéressée à la 3,6-dichloro-1,2,4,5-tetrazine (TzCl2) comme plateforme 
pour la double modification site-spécifique de protéines.111,112  
 
Une première étude a montré qu’il est possible de substituer de façon sélective les deux 
atomes de chlore de la dichlorotétrazine via des réactions de substitution nucléophile 
aromatique (SNAr). Une fois la tétrazine disubstituée, celle-ci peut être engagée dans une 
réaction de chimie click avec un alcyne contraint, via la réaction IEDDA.111 Dans cette étude, 
les auteurs ont tout d’abord introduit des sondes imageantes porteuses de fonctions amine 
ou thiol, à température ambiante, sur la dichlorotétrazine. Ils ont ensuite montré que le 
deuxième atome de chlore pouvait être substitué sélectivement par un thiol, par rapport à 
une amine, au moyen d’un peptide modèle. Les tétrazines monosubstituées par un thiol se 
sont avérées beaucoup plus réactives que celles monosubstituées par une amine (réaction à 
20 °C vs 80 °C) (Figure 136). 
 

 

Figure 136. Représentation des différences de réactivité de la dichlorotétrazine avec des thiols ou des amines. 

 
Cette approche a permis de synthétiser un conjugué bimodal en introduisant tout d’abord un 
dérivé NODAGA-SH sur la dichlorotétrazine, puis la BSA-SH (albumine de sérum bovin) avant 
de terminer par une réaction click avec une sonde BCN-sulfoCy5 (Figure 137A). Ces différentes 
étapes ont pu être réalisées dans des conditions douces. Le conjugué a montré une bonne 
stabilité dans le plasma humain et une accumulation dans les tumeurs a pu être observée en 
imagerie de fluorescence sur des souris portant des xénogreffes de tumeurs mammaires 
(Figure 137B).  
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Figure 137. A. Structure du conjugué bimodal obtenu ; B. Images par fluorescence obtenues après l’injection du 
conjugué doublement marqué à des souris portant une xénogreffe de tumeurs HER2-positives ; figures extraites 
d’article.111 

 
La deuxième étude a consisté à modifier un anticorps monoclonal (trastuzumab) par réaction 
de chimie click avec une sonde bimodale TEMP/fluorescence via la plateforme 
dichlorotétrazine. Pour cela, les auteurs ont tout d’abord préparé une sonde bimodale en 
introduisant, dans une première étape, différents chélateurs (fonctionnalisés avec des 
amines) sur la dichlorotétrazine puis, dans une deuxième étape, différentes sondes 
fluorescentes (fonctionnalisées par des thiols) par SNAr en 3 h à 75 °C. Ensuite, le trastuzumab 
a été modifié de manière aléatoire en faisant réagir les lysines avec le BCN-NHS. Enfin, la 
dernière étape a consisté en une réaction click entre la tétrazine disubstituée et le 
trastuzumab-BCN en une nuit (pH 7.4, 37 °C) (Figure 138A). Le conjugué a montré une stabilité 
élevée dans le plasma humain puis il a été évalué sur des souris portant une xénogreffe de 
tumeur mammaire. La TEMP et l'imagerie par fluorescence ont toutes deux montré de bons 
ratios tumeur/bruit-de-fond (Figure 138B).  
 

 
Figure 138. A. Structure du conjugué bimodal obtenu ; B. Images TEMP/CT (gauche) et par fluorescence (droite) 
obtenues 24 h après l’injection du conjugué bimodal à des souris portant une xénogreffe de tumeurs mammaires 
; figures extraites d’article.112 

 
Au vu du potentiel de cette technique, nous avons choisi d’utiliser cette approche pour la 
double modification du VHH 7D12. 
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Stratégie de conjugaison utilisée dans ce projet 
 
L’utilisation de la sortase A pour l’introduction de sondes ou groupements clickables est de 
plus en plus employée pour la modification de VHH. Cependant, elle nécessite l’utilisation 
d’enzymes et de nombreuses étapes de purification. Nous avons ici choisi d’insérer une 
cystéine en position C-terminale du VHH 7D12. Cette étape peut se faire lors de la production 
de la protéine sous forme recombinante, avec de bons rendements et assez simplement. Le 
thiol de la cystéine pourra ensuite réagir avec un BCN-maléimide. 
 
Dans ce projet, nous avons donc choisi de préparer une sonde bimodale en introduisant tout 
d’abord le chélateur DTPA par une première SNAr sur la dichlorotétrazine, suivi d’une 
deuxième SNAr pour introduire l’IRDye700DX. Ensuite, une étape de chimie click est réalisée 
entre la tétrazine bimodale et le VHH 7D12-BCN pour obtenir le conjugué théranostique 
(Figure 139). 

 
Figure 139. Méthode de synthèse envisagée pour la synthèse du conjugué théranostique. 

II.2. Synthèse et caractérisation du VHH théranostique 

II.2.1. Production du VHH 7D12 

Le VHH 7D12 a été produit par Sanne van Lith à Nijmegen (Pays-Bas) (Figure 140A). Pour cela, 
l’ADNc codant la séquence du VHH 7D12 a été introduit dans un plasmide, aussi appelé 
vecteur, de type pHENIX-C-LPETG-His8-Vsv (1). Ce vecteur permet l’introduction, en position 
C-terminale du VHH 7D12, d’une cystéine pour la bioconjugaison, d’un tag LPETG de 
reconnaissance par la sortase A, d’un tag Vsv de reconnaissance par un anticorps et d’une 
séquence de huit histidines (aussi appelé His tag) permettant la purification. Le plasmide 
recombinant a ensuite été introduit dans des cellules Escherichia Coli ER2566 (2). L’expression 
du VHH 7D12 recombinant a été induite en ajoutant une solution d’isopropyl β-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG) pendant 4 h à 30 °C (3). Enfin, le VHH 7D12 a été récupéré puis 
purifié (4) afin d’obtenir le VHH 7D12-C-LPETG-His8-Vsv (Figure 140B).  
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Figure 140. A. Processus de production du VHH 7D12. B. Séquence du VHH 7D12 recombinant. 

 
La purification de protéines contenant un His tag est basée sur l’affinité des histidines pour 
les ions nickel (Ni2+) ou cuivre (Cu2+).154 Pour cela, les ions sont immobilisés par un ligand sur 
une matrice. Dans notre cas, ce sont des billes de sépharose contenant un ligand acide 
nitrilotriacétique (NTA), capable d’immobiliser les ions Ni2+, qui ont été utilisées. La solution 
contenant la protéine d’intérêt, ici le 7D12 recombinant, est ensuite incubée avec ces billes 
puis la résine est lavée et enfin la colonne est éluée avec une solution d’imidazole. L’imidazole 
entre en compétition avec les histidines pour complexer les ions Ni2+ ce qui conduit au 
décrochage de la protéine. 
 
Le VHH 7D12 obtenu a ensuite été caractérisé sur un gel SDS-PAGE (sodium dodecyl suflate 

polyacrylamide gel electrophoresis) (Figure 141). 
 

 

Figure 141. Analyse par SDS-PAGE du VHH 7D12 natif, révélation au bleu de Coomassie. 

II.2.2. Synthèse du VHH 7D12-BCN 

Pour pouvoir introduire le motif bicyclo[6.1.0]nonyne (BCN) sur le résidu cystéinyl en région 
C-terminale, il faut tout d’abord commencer par une étape de réduction pour libérer les 
groupements thiols. En effet, dans les protéines, les résidus cystéinyls ont tendance à former 
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spontanément des ponts disulfures, intramoléculaires ou intermoléculaires, ou avec des thiols 
issus du système d’expression tels qu’un acide aminé cystéine ou le glutathion. Plusieurs 
réactifs permettent de réduire sélectivement ces ponts disulfures : le dithiothréitol (DTT), le 
2-mercaptoéthanol, ou encore la tris(2-carboxyéthyl)phosphine (TCEP).155,156 En général, il est 
nécessaire d’éliminer ces réactifs avant de procéder à la conjugaison thiol-sélective pour 
éviter qu’ils n’entrent en compétition avec les thiols des cystéines que l’on cible.157 Pour cette 
étude nous avons choisi d’utiliser le TCEP comme réducteur. 
 
Nous avons choisi d’introduire, sur les cystéines, un groupement BCN porteur d’une courte 
chaîne polyéthylène glycol, BCN-PEG2-maléimide, afin de s’assurer de l’accessibilité des BCN 
pour la réaction de click vis-à-vis de la tétrazine.  
Il s’est avéré que dans plusieurs lots de BCN-PEG2-maléimide commercialement disponibles, 
des polymères insolubles se formaient. Des tentatives de purification de ces lots par HPLC 
semi-préparative n’ont pas permis d’obtenir un produit suffisamment pur. Nous avons donc 
choisi de le synthétiser. Pour cela, nous avons fait réagir le BCN-PEG2-NH2 avec un maléimide-
NHS dans le DMF, en présence de DIPEA, à température ambiante (Figure 142). Le produit 
désiré a été isolé du produit hydrolysé par une purification semi-préparative conduisant au 
composé 34 pur avec 41% de rendement. Des solutions stocks ont été immédiatement 
préparées dans du DMSO, aliquotées, et conservées à -20 °C pour éviter la polymérisation ou 
l’hydratation du BCN. 
 

 
Figure 142. Synthèse du BCN-PEG2-maléimide. 

 
Nous avons ensuite procédé aux étapes de bioconjugaison (Figure 143). Un travail important 
d’optimisation a été réalisé afin d’obtenir les meilleurs rendements possibles.  
 

 
Figure 143. Modification site-spécifique du VHH 7D12 par un BCN-PEG2-maléimide. 

 
Nous avons tout d’abord effectué les étapes de réduction et de bioconjugaison 
successivement. Pour cela, 100 équivalents de TCEP ont été ajoutés au VHH 7D12 dans un 
tampon PBS (pH 7.4, 0.01 M) pendant une nuit à 37 °C. L’excès de TCEP et l’oxyde de 
phosphine formé ont été éliminés par ultrafiltration sur des filtres de 10 kDa. Le tampon PBS 
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a ensuite été échangé par un tampon phosphate à pH 6.3 puis 10 équivalents de BCN-PEG2-
maléimide ont été ajoutés au VHH 7D12 réduit. La solution a été incubée pendant une nuit à 
37 °C. Un pH très légèrement inférieur à 7 a été choisi pour éviter la réaction du maléimide 
avec les amines et pour limiter l’hydrolyse du maléimide pouvant se produire à des pH aux 
alentours de 8.62 Une purification par ultrafiltration pour éliminer l’excès de BCN-PEG2-
maléimide et un changement de tampon pour un tampon PBS (pH 7.4) ont été réalisés. Le VHH 
7D12-BCN a été obtenu avec un rendement, relativement faible, de 22%. Nous avons émis 
l’hypothèse qu’une grande partie du produit était perdue sur les filtres lors des étapes 
d’ultrafiltration. Nous avons donc essayé de simplifier le protocole en limitant les 
ultrafiltrations et échanges de tampon.  
 
Une réaction one-pot a donc été privilégiée. Pour ce faire, le TCEP et le BCN-PEG2-maléimide 
ont été ajoutés au VHH 7D12 dans un tampon PBS (pH 7.4) puis la solution a été chauffée à 37 
°C pendant une nuit. Enfin, le milieu réactionnel a été purifié par ultrafiltration puis analysé. 
Plusieurs paramètres ont été évalués pour optimiser la réaction : les quantités de TCEP et de 
BCN utilisées, la concentration de la solution, le pourcentage de DMSO introduit (provenant 
de la solution de BCN-PEG2-maléimide) et les filtres d’ultrafiltration utilisés. Les meilleurs 
rendements ont été obtenus lors de l’ajout de 20 équivalents de TCEP et de BCN-PEG2-
maléimide au VHH 7D12 (PBS, pH 7.4, 37 °C) pendant 6 h puis un ajout supplémentaire de 10 
équivalents de TCEP et 15 équivalents de BCN-PEG2-maléimide pendant une nuit. Des 
concentrations de 0.5, 1 et 2 mg/mL en VHH 7D12 ont été évaluées. La concentration de 0.5 
mg/mL a montré de meilleurs résultats car dans ce cas, le pourcentage de DMSO était inférieur 
à 5%, limitant la dénaturation de la protéine. En effet, à des concentrations supérieures, le 
7D12 précipitait. Enfin, l’utilisation de filtres de 3 kDa a permis d’améliorer les rendements. 
La masse du VHH 7D12 étant d’environ 18 kDa, il est possible qu’une partie restait accrochée 
dans les pores des filtres de 10 kDa. De cette façon, le composé 35 (7D12-BCN) a pu être isolé 
avec des rendements compris entre 60 et 90%.  
 
L’analyse par spectrométrie de masse (Orbitrap ou MALDI-TOF) a permis de confirmer la 
formation du composé 35, pur (Figure 144A). Nous pouvons voir que le VHH 7D12 fourni par 
S. van Lith apparaît sous la forme de deux pics (~17970 Da et ~18130 Da) sur le spectre de 
masse déconvolué (Figure 144B). Nous supposons que cela correspond au 7D12 sous forme 
d’adduits à la cystéine et au glutathion. En effet, une fois la réduction effectuée, on n’observe 
plus qu’un pic (~17830 Da) correspondant à des pertes de masse d’environ 150 et 300 Da, 
masses de la cystéine et du glutathion. Enfin, pour le composé 7D12-BCN, on observe un pic 
(~18300 Da) correspondant au greffage du BCN-PEG2-maléimide. D’après les analyses, le VHH 
7D12 a été transformé quantitativement en 7D12-BCN. Le DOL (degree of labeling) est donc 
de 1. 
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Figure 144. A. Chromatogrammes RP-HPLC (TIC et à 280 nm) du composé 35 (haut) et spectre de masse associé 
(bas) ; B. Spectres de masse déconvolués (Orbitrap) des VHH 7D12 natif, 7D12 réduit et 7D12-BCN 35. 
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II.2.3. Tests de réactivité  

En dépit du travail effectué précédemment au sein du laboratoire par le Dr. Coline Canovas, 
notre connaissance de la réactivité des tétrazines disubstituées vis-à-vis de diénophiles portés 
par des protéines était limitée.  
Nous disposions au laboratoire d’une tétrazine disubstituée par un DOTAGA-NH2 et une 
cyanine 5 sulfonatée-SH (DOTAGA-NH-Tz-S-SulfoCy5). Nous avons donc choisi de synthétiser 
une tétrazine disubstituée par deux groupements amines pour comparer leur réactivité. En 
effet, les sondes fonctionnalisées avec des amines sont plus facilement accessibles que les 
dérivés thiolés (certaines sont disponibles commercialement), ce qui simplifierait la 
préparation de tétrazines bimodales.  
  
Préparation d’une tétrazine de type R-NH-Tz-NH-R’ 
 
Quelques milligrammes de DOTAGA-NH-Tz-Cl, préalablement synthétisés par le Dr. Coline 
Canovas, ont pu être mis en réaction avec un large excès d’éthylènediamine dans un tampon 
borate légèrement basique (pH 8.6) afin d’obtenir, après purification par HPLC semi-
préparative, le composé 36 pur avec 65% de rendement. Ensuite, le DOTA-NHS a été mis à 
réagir avec l’amine primaire de 36, en présence de DIPEA dans le DMF, pour obtenir le 
composé 37, avec 55% de rendement après purification (Figure 145).  
 

 
Figure 145. Synthèse d’une tétrazine disubstituée par des groupements amines. 

 
Test de la réactivité des tétrazines disubstituées vis-à-vis du VHH 7D12-BCN 
 
Nous avons tout d’abord évalué la réactivité des deux tétrazines avec le VHH 7D12-BCN (Figure 
146). Pour cela, deux réactions ont été réalisées dans le PBS (pH 7.4) à 37 °C avec 10 
équivalents de tétrazine disubstituée 37 ou de tétrazine disubstituée DOTAGA-NH-Tz-S-
SulfoCy5. Dans ces conditions, la formation du composé 38, issu de la réaction de chimie click 
avec la tétrazine disubstituée 37, n’a pas été détectée par spectrométrie de masse Orbitrap, 
tandis que le produit 39 a pu être obtenu.  
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Figure 146. Évaluation de la réactivité du 7D12-BCN vis-à-vis de tétrazines disubstituées par deux groupements 
amines ou par un groupement thiol et un groupement amine. 

 
Test de la réactivité des tétrazines disubstituées vis-à-vis du trastuzumab-BCN 
 
Afin de pouvoir travailler à des concentrations plus élevées en protéine, et au vu des faibles 
quantités de VHH 7D12 que nous possédions, nous avons synthétisé un conjugué trastuzumab-
BCN (Figure 147). Pour cela, le trastuzumab a été mis en présence de BCN sous forme de 
carbonate activé commercialement disponible (BCN-(p-NPC), 6 équivalents), dans un tampon 
borate (pH 8.57) à 25 °C pendant 2 h afin de réaliser la modification aléatoire des amines. Le 
composé 40 a pu être isolé après ultrafiltration (cut-off de 30 kDa) avec un rendement de 83%. 
Pour faciliter les analyses, une étape de déglycosylation a été réalisée grâce à l’enzyme 
PNGase pendant 24 h à 25 °C. L’analyse par spectrométrie de masse Orbitrap a mis en 
évidence l’introduction de un à cinq BCN par trastuzumab.  
 

 
Figure 147. Modification aléatoire du trastuzumab par un BCN. 

 
Nous avons ensuite évalué la réactivité des deux tétrazines disubstituées (37 et DOTAGA-NH-
Tz-S-SulfoCy5) avec le composé 40 (Figure 148). Deux réactions ont été réalisées dans les 
mêmes conditions que précédemment, mais à des concentrations plus élevées, et en ajoutant 
15 équivalents de tétrazine disubsituée. À nouveau, la tétrazine 37 n’a pas réagi tandis que le 
composé 42, issu de la réaction avec la tétrazine DOTAGA-NH-Tz-S-SulfoCy5, a pu être formé. 
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Malgré l’étape de déglycosylation, les spectres de masse Orbitrap contiennent de nombreux 
pics mais il semblerait que une voire deux sondes aient été introduites. 
 

 
Figure 148. Évaluation de la réactivité du trastuzumab-BCN vis-à-vis de tétrazines disubstituées par deux 
groupements amines ou par un groupement thiol et un groupement amine. 

 
Test de la réactivité des tétrazines disubstituées vis-à-vis du VHH 7D12-TCO 
 
Le transcyclooctène (TCO) est un alcène cyclique contraint, de configuration E, présentant une 
réactivité supérieure à celle du BCN, c’est pourquoi nous avons souhaité l’évaluer. Nous avons 
donc synthétisé le composé 43 (VHH 7D12-TCO) (Figure 149). Pour cela, 20 équivalents de 
TCEP et 30 équivalents de TCO-PEG3-maléimide (disponible commercialement) ont été ajoutés 
au VHH 7D12 dans un tampon PBS (pH 7.4) à 25 °C pendant 6 h. Le VHH 7D12 modifié 43 a été 
obtenu avec un rendement de 66% après ultrafiltration.  

 
Figure 149. Modification site-spécifique du VHH 7D12 par un TCO-PEG3-maléimide. 

 
Les deux tétrazines disubstituées (37 et DOTAGA-NH-Tz-S-SulfoCy5) ont ensuite été mises en 
réaction avec le composé 43 dans les mêmes conditions qu’avec le composé VHH 7D12-BCN 
(Figure 150). Malgré la réactivité supérieure du TCO, le produit 44 n’a pas pu être observé. En 
revanche, comme précédemment, la formation du composé 45 a pu être détectée.  
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Figure 150. Évaluation de la réactivité du VHH 7D12-TCO vis-à-vis de tétrazines disubstituées par deux 
groupements amines ou par un groupement thiol et un groupement amine. 

 
Pour conclure, d’après ces différents essais, il semblerait que les amines enrichissent trop 
électroniquement le cycle tétrazine, comparé au thiol, ce qui diminue sa réactivité. Nous 
avons donc opté pour la synthèse d’une tétrazine disubstituée par un groupement amine et 
un groupement thiol. De plus, au vu des résultats similaires obtenus pour le 7D12-BCN et le 
7D12-TCO, nous avons choisi d’utiliser le BCN comme diénophile car il présente une stabilité 
supérieure au TCO, notamment vis-à-vis de l’isomérisation.  

II.2.4. Préparation de la sonde bimodale 

La sonde bimodale DTPA-NH-Tz-S-IRDye700DX a été synthétisée en quatre étapes avec un 
rendement global de 18% (Figure 151).  
 

 
Figure 151. Schéma de synthèse de la sonde bimodale DTPA-NH-Tz-S-IRDye700DX, 49. 
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Tout d’abord, l’acide carboxylique libre du DTPA(tBu)4, activé avec le TSTU, a été mis à réagir 
avec l’éthylène diamine en milieu basique. L’hydrolyse des groupements tert-butyles en milieu 
acide a conduit au produit 46. Celui-ci a ensuite réagi avec la dichlorotétrazine pour donner la 
tétrazine monosubstituée 47. La N-Boc-cystéamine carbamate a ensuite été introduite sur la 
tétrazine, en milieu basique à 75 °C, pour conduire au composé 48 après déprotection de 
l’amine en milieu acide. Enfin, la dernière étape a consisté à faire réagir l’amine libre du 
composé 48 avec l’IRDye700DX, sous forme d’ester activé de NHS (disponible 
commercialement). Chaque intermédiaire a été purifié par RP-HPLC semi-préparative en 
utilisant des éluants acides (0.1% TFA), excepté pour le composé 49, hexasulfonaté, qui a été 
purifié en utilisant un tampon bicarbonate de triéthylammonium (TEAB, pH 7.5-8.0) et 
l’acétonitrile comme éluants.  

II.2.5. Bioconjugaison 

Le travail d’optimisation des conditions expérimentales a permis de synthétiser le conjugué 
bimodal en deux étapes (Figure 152). 
 

 
Figure 152. Schéma de synthèse du conjugué DTPA-IRDye700DX-7D12, 50. 

 
Pour rappel, la première étape a consisté en l’introduction du BCN-PEG2-maléimide, sur la 
cystéine en position C-terminale, en ajoutant 30 équivalents de TCEP et 35 équivalents de 
BCN-PEG2-maléimide à une solution de VHH 7D12 dans le PBS (pH 7.4, 0.5 mg/mL) à 37 °C 
pendant une nuit. L’ultrafiltration, sur des filtres de 3 kDa, a permis d’éliminer l’excès de 
réactifs et de concentrer le milieu réactionnel. Un degré de marquage de 1 a été déterminé 
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par spectrométrie de masse Orbitrap et MALDI-TOF. Ensuite, la deuxième étape est l’étape de 
chimie click, réalisée en ajoutant 10 équivalents de sonde bimodale 49 au VHH 7D12-BCN dans 
un tampon PBS (pH 7.4, 0.75 mg/mL), pendant une nuit à 37 °C. Enfin, une purification par 
FPLC (fast protein liquid chromatography) sur une colonne d’exclusion stérique a permis 
d’éliminer l’excès de sonde bimodale. L’ultrafiltration n’a pas été utilisée pour cette étape car 
le conjugué portant la sonde bimodale s’adsorbe fortement aux filtres des dispositifs 
d’ultrafiltration. Cette étape a permis d’obtenir le composé 50 avec des rendements compris 
entre 34 et 57%. Un total de 2.28 mg de composé bimodal 50 a pu être isolé. 
 
L’analyse RP-HPLC-MS (Orbitrap) du composé 50 a permis d’identifier la présence de deux 
composés (Figure 153). Nous supposons que le premier correspond au VHH 7D12-BCN hydraté 
(pic 1, tR = 7.2 min). En effet, il présente une différence de masse de +18 Da (18320 Da) par 
rapport au 7D12-BCN 35. Le maléimide aurait aussi pu subir une hydrolyse mais celle-ci 
nécessite généralement des pH plus élevés, et nous aurions également dû observer le produit 
hydrolysé lors de la synthèse du VHH 7D12-BCN 35. De plus, nous avons, dans notre équipe, 
déjà pu observer l’addition d’eau ou de TFA sur le BCN, ce qui confirme cette hypothèse. Le 
deuxième composé correspond au conjugué souhaité, DTPA-IRDye700DX-7D12 50 (pic 2, tR = 
7.7 min). On peut observer plusieurs pics sur le spectre de masse déconvolué : celui à 20682 
Da correspondant au conjugué, et deux autres pics (20197 Da et 19720 Da) correspondant à 
la perte des groupements axiaux de la phtalocyanine, issus de la fragmentation lors de l’étape 
d’ionisation dans le spectromètre de masse. La purification n’a pas permis d’éliminer le 7D12-
BCN hydrolysé, conduisant à une solution finale composée de 68% du conjugué 50. La 
concentration du conjugué a été mesurée par spectrophotométrie UV-visible en utilisant le 
coefficient d'extinction molaire de l'IRDye700DX à 689 nm dans le PBS (165000 L.mol-1.cm-1). 
Un degré de marquage de 0.56 a été déterminé par spectroscopie UV-visible. Pour cela, un 
facteur de correction (0.1) a été utilisé pour tenir compte de la contribution de l'absorbance 
de la phtalocyanine à 280 nm. Il serait probablement possible d’améliorer ces rendements de 
conjugaison en augmentant le nombre d’équivalents de sonde bimodale utilisée ou en 
utilisant un diénophile plus réactif tel que le TCO par exemple. Cependant, par manque de 
temps et de réactifs, nous n’avons pas pu évaluer ces conditions. 
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Figure 153. A. Chromatogrammes RP-HPLC (total ion chromatogram, 280 nm et 650 nm) du composé 50 après 
purification (haut) et spectre de masse associé (bas) ; B. Spectres de masse déconvolués du 7D12 réduit, du 7D12-
BCN et du conjugué 50. 



Chapitre 3. Modification site-spécifique d’un fragment d’anticorps pour le diagnostic et la thérapie de 
cancers exprimant le récepteur à l’EGF 
 

 - 234 -  

II.2.6. Propriétés spectrales 

Les propriétés photophysiques de l’IRDye700DX, de la sonde bimodale 49 et du conjugué 50 
ont ensuite été évaluées. Les spectres d’absorbance UV-visible et de fluorescence ont été 
enregistrés à 25 °C dans un tampon phosphate 0.01 M à pH 7.4 (Figure 154). Les longueurs 
d’onde d’excitation et d’émission, aux alentours de 690 nm, ne sont pas impactées par la 
conjugaison au 7D12. D’autre part, aucune agrégation n’a été observée dans la solution 
tampon utilisée.  
Les rendements quantiques de fluorescence ont été mesurés dans le même tampon, à 25 °C, 
en utilisant comme référence un membre de la famille des azaBODIPY possédant un 
rendement quantique de 0.36.158 Une légère diminution du rendement quantique pour la 
sonde bimodale (0.21) et pour le conjugué 50 (0.12) a été observée par rapport à 
l’IRDye700DX-NHS (0.29). Ce rendement quantique de 12% est conforme à ce qui a déjà été 
décrit dans la littérature.150 

 
Figure 154. Spectres photophysiques normalisés (absorbance, excitation et émission) du conjugué 50 et tableau 
résumant les lEx,max, lEm,max et rendements quantiques de l’IRDye700DX-NHS, de la sonde bimodale 49 et du 
conjugué 50.  

 
Toutes les expériences qui suivent ont été réalisées par Sanne van Lith, à Nijmegen (Radboud 
University Medical Center, Pays-Bas). 

II.3. Radiomarquage 

Le conjugué 50 a ensuite été radiomarqué à l’indium-111. Pour cela, il a été ajouté à une 
solution tampon MES (acide 2-(N-morpholino)éthanesulfonique) (pH 5.5, 0.5 M) contenant le 
chlorure d’indium ([111In]InCl3). La solution a ensuite été incubée à température ambiante 
pendant 30 min. L'efficacité de marquage et la pureté radiochimique ont été déterminées par 
iTLC. Le composé [111In]In-DTPA-IRDye700DX-7D12 a pu être obtenu avec des rendements de 
~98%, des activités spécifiques allant jusqu’à 2 MBq/µg et des puretés supérieures à 95%.  
La stabilité du conjugué 50 dans les conditions de radiomarquage a été évaluée. Pour cela le 
conjugué DTPA-IRDye700DX-7D12 a été introduit dans une solution à pH 5.0 contenant du HCl 
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0.05 M et du tampon MES 0.5 M puis incubé à 25 °C. Des prélèvements ont été effectués à 0 
min, 1 h, 2 h et 4 h et analysés par RP-HPLC-MS (Orbitrap). Aucune dégradation n’a été 
observée après 4 h d’incubation (Figure 155A).  
 
La stabilité du conjugué radiomarqué a aussi été évaluée en incubant [111In]In-50 dans du 
tampon PBS ou du sérum humain avec excès (1000 équivalents) ou sans excès d’EDTA pendant 
24 h à 37 °C. L’EDTA présente une forte affinité pour de nombreux métaux et est donc souvent 
utilisé comme agent compétiteur pour déterminer la stabilité d’un composé radiométallé. 
Après 24 h, aucune perte significative d’indium-111 n’a été observée malgré l’excès d’EDTA 
(Figure 155B). 
 

 
Figure 155. A. Chromatogrammes RP-HPLC (TIC, 280 nm et 650 nm) du composé 50 à 0 min et après 4 h 
d’incubation dans les conditions de radiomarquage ; B. Stabilité du conjugué [111In]In-50 dans le PBS ou le sérum 
humain, avec ou sans excès d’EDTA. 

II.4. Évaluation du conjugué in vitro  

II.4.1. Affinité et internalisation 

L’affinité du VHH 7D12 natif et du conjugué 50 pour les récepteurs EGFR a ensuite été évaluée 
par un test de déplacement sur des cellules A431. Pour cela, les cellules A431 ont été incubées 
avec une quantité fixe du conjugué [111In]In-50 (310 pM) et des concentrations croissantes de 
DTPA-IRDye700DX-7D12 non radioactif et de VHH 7D12 natif (0.005 à 450 nM). Des IC50 assez 
similaires (22.76 nM pour le VHH 7D12 contre 18.11 nM pour le conjugué 50) ont été obtenues. 



Chapitre 3. Modification site-spécifique d’un fragment d’anticorps pour le diagnostic et la thérapie de 
cancers exprimant le récepteur à l’EGF 
 

 - 236 -  

Ces résultats montrent que l’ajout de la sonde bimodale sur le 7D12 n’interfère que très peu 
avec la liaison du vecteur 7D12 au récepteur à l’EGF (Figure 156). 
 

 
Figure 156. Détermination des IC50 du VHH 7D12 et du conjugué 50 par un test de compétition (régression non 
linéaire), en présence de 310 pM de [111In]In-50. 

 
La spécificité de la liaison au récepteur EGFR ainsi que l’internalisation du conjugué ont aussi 
été mesurées. Pour cela, des cellules A431 ont été incubées avec le conjugué [111In]In-50, en 
présence ou non d’un excès de VHH 7D12 natif, pendant 1 h, 4 h et 24 h. Les différentes 
fractions (fraction non liée, fraction liée à la membrane, fraction internalisée) ont pu être 
isolées et leur activité mesurée. La liaison spécifique et l'internalisation ont été calculées en 
soustrayant le signal non spécifique du signal total. Cette expérience a montré une liaison 
spécifique du conjugué [111In]In-50 à l’EGFR et une bonne internalisation du composé avec 
8.79 ± 0.72% de l’activité internalisée après 4 h et 11.19 ± 0.27% après 24 h (Figure 157). 
 

 
Figure 157. Fractions liées à la membrane ou internalisées de façon spécifique ou non-spécifique, exprimées en 
pourcentage de l'activité, après 1 h, 4 h et 24 h d'incubation du conjuqué [111In]In-50 avec des cellules A431. 

II.4.2. Évaluation de l’efficacité de la PDT 

L’efficacité de la PDT a été évaluée sur des cellules A431. Pour cela, la quantité d’oxygène 
singulet (1O2) générée sous irradiation lumineuse, par le conjugué DTPA-IRDye700DX-7D12,  a 
été mesurée et comparée à celles obtenues avec la sonde IRDye700DX seule et le conjugué 
monomodal IRDye700DX-7D12 (Figure 158).152 
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Le couple N,N-diméthyl-4-nitrosoaniline (RNO)/imidazole est utilisé pour déterminer la 
production d’oxygène singulet. En effet, en présence de cette espèce, l’imidazole est oxydé 
sous la forme d’un peroxyde imidazole-1O2, qui réagit ensuite avec la molécule de RNO pour 
former le dérivé oxydé RNO2. La bande d’absorption maximale de RNO à 440 nm diminue 
d’intensité lorsque RNO2 se forme. On parle de photoblanchiment.  
Le conjugué DTPA-IRDye700DX-7D12 50 ainsi que l’IRDye700DX et IRDye700DX-7D12 ont 
donc été incubés dans un tampon phosphate (pH 7.4) avec de l’imidazole et la RNO puis 
excités à 690 nm. L'absorbance à 440 nm a été mesurée toutes les minutes pendant 15 min 
pour déterminer le blanchiment de RNO induit par l’oxygène singulet. Les contrôles ont été 
réalisés en l’absence d’imidazole.  
 
On observe sur la Figure 158 une diminution de l’absorbance à 440 nm pour les trois composés 
excités, traduisant la formation d’oxygène singulet. La diminution d’absorbance liée à 
l’excitation du conjugué 50 est légèrement inférieure à celle observée pour l’IRDye700DX ce 
qui montre une légère perte d’efficacité de production d’oxygène singulet pour le conjugué 
bimodal 50. 

 
Figure 158. Absorbance relative de la molécule RNO traduisant la quantité d’oxygène singulet formée après 
l’excitation de solutions contenant soit l’IRDye700DX seule, soit le conjugué monomodal IRDye700DX-7D12, soit 
le conjugué bimodal 50, en présence ou en l’absence d’imidazole (contrôles).  

 
Ensuite, l’efficacité de la PDT a été mesurée. Des cellules A431 ont été incubées pendant 4 h 
avec des concentrations croissantes du conjugué 50 ou [111In]In-50. Elles ont ensuite été 
excitées par une diode électroluminescente d’une puissance de 200 mW/cm2 pendant 7.5 min 
pour atteindre une dose de 90 J/cm2, à 690 nm.159 Afin de montrer que la toxicité provient 
bien de l’excitation, des cellules ont été incubées dans les mêmes conditions mais n’ont pas 
été éclairées. La viabilité des cellules a été déterminée le lendemain. 
Les cellules ayant été excitées ont montré un fort taux de mortalité (supérieur à 90%), de 
façon dose-dépendante (Figure 159A). Aucune différence n’a été observé entre le conjugué 
marqué et le non marqué. Cela indique que l’indium-111 n’altère pas l’activité du 
photosensibilisateur par blanchiment radiochimique. En revanche, les cellules non excitées, 
incubées avec le conjugué marqué ou non, n’ont pas montré de mort cellulaire, illustrant que 
la toxicité provient bien du photosensibilisateur. 
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Une comparaison a aussi été réalisée entre le conjugué bimodal DTPA-IRDye700DX-7D12 et 
le conjugué monomodal IRDye700DX-7D12.152 Des résultats comparables ont été obtenus 
(Figure 159B). 
 

 
Figure 159. A. Efficacité de la PDT avec différentes concentrations du conjugué 50 et du conjugué [111In]In-50, 
avec ou sans excitation lumineuse ; B. Comparaison de l’efficacité de la PDT entre le conjugué monomodal 
IRDye700DX-7D12 et le conjugué bimodal 50. 

II.5. Évaluation du conjugué in vivo 

Les propriétés pharmacocinétiques du conjugué théranostique ont ensuite été évaluées. 
Après le radiomarquage, la solution de [111In]In-50 a été diluée dans du PBS (contenant 0.5% 
de BSA). Le profil de biodistribution a été évalué en injectant le conjugué [111In]In-50 (7.5 µg, 
1 MBq) à des souris portant des xénogreffes de cellules A431 (n = 5) (Figure 160). La spécificité 
pour EGFR a été déterminée en injectant 300 µg (40 équivalents) de 7D12 non marqué, 30 
minutes avant l'injection du conjugué [111In]In-50. Après 4 h, les souris ont été euthanasiées, 
les organes ont été récoltés, pesés et la radioactivité a été mesurée avec un compteur γ. 
Nous avons pu observer, dans le cadre de cette expérience préliminaire, une très faible 
accumulation dans la tumeur (~2.3%ID/g) et du signal principalement dans les reins 
(~95%ID/g) et dans le foie (~8.2%ID/g). La faible accumulation dans la tumeur peut être due 
à une clairance rénale trop rapide qui ne laisse pas le temps nécessaire au conjugué pour 
s’accumuler dans les tissus cibles. Cependant, malgré une clairance rapide, plusieurs études 
ont tout de même permis d’observer une bonne accumulation tumorale dès 1 h après 
l’injection et une rétention dans la tumeur même après quelques heures.148,149 Toutefois, 
certaines études ont montré que l’accumulation tumorale pouvait être dépendante de la dose 
injectée160 mais aussi de la taille des tumeurs.51 Ces différents paramètres seront évalués dans 
des expériences futures. 
Pour ce qui est du test de spécificité pour EGFR, on remarque que le profil de biodistribution 
est identique avec ou sans excès du VHH 7D12 natif, y compris l’accumulation tumorale. 
Plusieurs hypothèses peuvent être émises concernant ces résultats. Pour cette étude, nous 
avons fait le choix d’injecter 40 équivalents de 7D12 natif, 30 min avant l’injection du conjugué 
marqué. Il est possible que la quantité utilisée ou que ce laps de temps ne soient pas suffisants 
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pour avoir une compétition efficace. D’autres équipes ont choisi de réaliser ces expériences 
en utilisant des modèles de tumeurs n’exprimant pas EGFR51,161 ou en pré-injectant du 
cétuximab 48 h et 24 h avant l’injection du conjugué radiomarqué.54 Il pourrait donc être 
intéressant d’évaluer une de ces méthodes montrant de bons résultats.  
 

 
Figure 160. Biodistribution ex vivo, 4 h après l'injection du conjugué [111In]In-50, avec ou sans excès de VHH 7D12 
non marqué, à des souris portant une xénogreffe de cellules A431. 

III. Conclusion et perspectives  

Pour conclure, nous avons synthétisé un VHH théranostique pour le diagnostic et la thérapie 
de cancers exprimant le récepteur à l’EGF (EGFR). Dans ce but, une sonde bimodale TEMP/PDT 
a été préparée en utilisant la plateforme dichlorotétrazine, puis clickée de façon site-
spécifique sur un VHH 7D12 modifié par un groupement BCN-PEG2-maléimide porté par une 
cystéine en position C-terminale. Cette approche a permis de modifier le VHH 7D12 avec un 
degré de marquage de 0.56, dû à la présence d’une certaine proportion de 7D12-BCN hydraté. 
Ce conjugué a montré de bonnes propriétés spectrales avec des longueurs d’onde d’excitation 
et d’émission aux alentours de 690 nm et un rendement quantique de fluorescence de 12% 
(légèrement diminué par rapport à la sonde IRDye700DX non conjuguée). Le radiomarquage 
à l’indium-111 a pu être effectué dans des conditions douces, avec de bons rendements et 
puretés radiochimiques, ainsi que de bonnes activités spécifiques. Le conjugué marqué a 
montré une bonne stabilité dans le tampon PBS et dans le sérum humain après 24 h 
d’incubation. L’évaluation in vitro sur des cellules A431 a permis de montrer une bonne 
affinité pour EGFR (IC50 = 18.1 nM) et une internalisation significative du récepteur (11.3% 
après 24 h). L’efficacité de la production d’oxygène singulet a été légèrement diminuée par 
rapport à l’IRDye700DX seule. Toutefois, une très bonne activité cytotoxique par effet PDT (> 
90% de mort cellulaire) a été observée après l’excitation de cellules A431 incubées avec le 
conjugué. 
Enfin, les propriétés pharmacocinétiques ont été évaluées sur des souris portant des 
xénogreffes A431. Malheureusement, 4 h après l’injection du composé marqué à l’indium-
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111, une très faible accumulation dans la tumeur a été observée (2.3%ID/g), comparable à 
celle observée dans la plupart des tissus sains, et la majorité du signal a été retrouvée dans 
les reins (~95%ID/g) et dans le foie (~8.2%ID/g). Ce résultat peut être dû à différents 
paramètres tels que l’excrétion trop rapide du conjugué, limitant l’accès à la tumeur, la taille 
trop importante des tumeurs, la dose injectée insuffisante, etc. De nouvelles expériences sont 
en cours afin d’optimiser les conditions, en évaluant différentes doses, différents temps 
d’imagerie, et sur deux lignées cellulaires exprimant EGFR (A431 et SKOV). De même, pour 
l’expérience de compétition, de nouveaux essais seront réalisés en injectant du cétuximab un 
jour avant l’injection du composé radiomarqué. 
 
Nous pensons tout de même que le développement d’un tel composé présente un potentiel 
pour le diagnostic et la thérapie de cancers exprimant EGFR. En clinique, l’imagerie TEMP 
permettrait de diagnostiquer les patients, stadifier les pathologies, et orienter la chirurgie en 
localisant les tumeurs, tandis que la sonde PDT permettrait, grâce à sa fluorescence et à sa 
capacité à produire des ROS, à la fois l’assistance à la chirurgie mais aussi la destruction des 
cellules tumorales pouvant rester après la résection de la tumeur.  
 
De futurs travaux pourraient être axés sur l’utilisation de diénophiles plus réactifs que le BCN 
(tels que le TCO) pour améliorer le pourcentage de protéine marquée avec la sonde bimodale.  
Il pourrait aussi être intéressant de diminuer la vitesse d’excrétion du conjugué pour obtenir 
une meilleure accumulation tumorale. En effet, pour la thérapie photodynamique, il est 
important d’avoir une très bonne accumulation tumorale pour avoir une bonne efficacité et 
peu d’effets indésirables. Pour cela, il est possible de ralentir l’excrétion rénale de la protéine, 
en la conjuguant à des groupements PEG, ou d’augmenter la liaison aux protéines 
plasmatiques en ajoutant, par exemple, des motifs de liaisons à l’albumine. De plus, plusieurs 
études ont montré que les charges positives du His tag sont responsables d’une augmentation 
de l’accumulation dans les reins.140,162–164 Il pourrait donc être judicieux de remplacer ce tag 
par un autre tag permettant la purification (EPEA par exemple).165 
 
Enfin, cette approche synthétique est flexible et peut donc être utilisée pour le marquage site-
spécifique d’une variété de petites protéines ciblant d’autres récepteurs impliqués dans 
d’autres types de cancers. Selon les applications souhaitées, la nature des sondes introduites 
sur la tétrazine peut être aisément modifiée.  
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Ces travaux de thèse ont été réalisés dans le but de concevoir et optimiser des agents 
d’imagerie pour le diagnostic et/ou la thérapie de divers cancers.  
 
Le cancer du pancréas est la quatrième cause de décès par cancer en Europe. Ce cancer a un 
très mauvais pronostic dû à une présentation clinique tardive, une progression rapide, un effet 
limité de la chimiothérapie et un taux de rechute élevé après la chirurgie, en raison des 
difficultés à délimiter avec précision les marges tumorales. Les deux premiers projets de cette 
thèse avaient pour objectif d’améliorer le diagnostic et/ou l’efficacité de la chirurgie du cancer 
du pancréas en développant et optimisant des agents d’imagerie ciblant les récepteurs à la 
neurotensine NTS1, surexprimés dans le cancer du pancréas. L’enjeu était d’introduire des 
sondes d’imagerie volumineuses sur des petits vecteurs tout en conservant les meilleures 
propriétés pharmacocinétiques possibles.  
 
Dans un premier projet, le développement d’un agent d’imagerie bimodal vectorisé 
(TEP/Fluorescence) nous a semblé approprié pour le diagnostic et l’assistance à la chirurgie 
du cancer du pancréas. L'imagerie TEP permettrait une détection efficace des tumeurs et de 
leurs métastases, tandis que l'imagerie par fluorescence faciliterait l'évaluation des marges 
tumorales pendant la chirurgie. Afin d’optimiser l’agent d’imagerie bimodal, nous avons choisi 
de jouer sur l’encombrement stérique et le caractère hydrophile des molécules. Cinq agents 
bimodaux ont été synthétisés en introduisant sur un peptide de ciblage des NTS1, un agent 
chélatant du gallium-68, le NODAGA, diverses cyanines 5 différant par le nombre de   
groupements sulfonates et des espaceurs de tailles différentes. L’évaluation de ces agents 
d’imagerie in vitro et in vivo sur des souris portant des xénogreffes de tumeurs du pancréas a 
permis de mettre en évidence des différences de comportement significatives. L’imagerie TEP 
a permis d’identifier le composé [68Ga]Ga-6, contenant quatre groupes sulfonates et un 
espaceur AEEAc, comme celui présentant le profil pharmacocinétique le plus prometteur. Une 
accumulation tumorale élevée a pu être observée, ainsi qu’un faible bruit-de-fond, conduisant 
à de très bons ratios tumeur/organes 1 h après l’injection du composé radiomarqué. 
L’imagerie optique a conduit aux mêmes observations et a pu être utilisée dans une preuve 
de concept de chirurgie guidée par la fluorescence. Ces résultats ont fait l’objet d’une 
première publication : Design of Bimodal Ligands of Neurotensin Receptor 1 for PET Imaging 
and Fluorescence-Guided Surgery of Pancreatic Cancer, E. Renard, P.A. Dancer, C. Portal, F. 
Denat, A. Prignon, V. Goncalves, J. Med. Chem., 2020, 63 (5), 2426-2433. 
 
Une petite molécule antagoniste des récepteurs NTS1, nommée [177Lu]Lu-IPN01087, est 
actuellement évaluée dans des essais cliniques de phase I/II pour la radiothérapie ciblée des 
cancers surexprimant NTS1. L'identification d'un compagnon diagnostic faciliterait la sélection 
des patients éligibles pour cette approche thérapeutique. 
Nous avons donc choisi, dans un second projet, de développer un radiotraceur TEP 
antagoniste des NTS1. Il nous a semblé intéressant de moduler le caractère hydrophile et la 
charge de la molécule pour améliorer ses propriétés pharmacocinétiques. Nous avons alors 
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développé sept composés, basés sur la structure des antagonistes de NTS1, portant un ou deux 
agents chélatants différents. Les composés ont été marqués au gallium-68 puis évalués in vitro 
et in vivo sur des souris portant une xénogreffe de cancer colorectal. À nouveau, des 
différences importantes de biodistribution ont été observées. L’imagerie TEP nous a permis 
d’identifier le composé « bisNODAGA » [68Ga]Ga-27 comme étant le plus prometteur. Ce 
radiotraceur a montré une accumulation tumorale élevée et une clairance rapide des tissus 
sains à 2 h après l’injection, conduisant à des images TEP très contrastées. Ces résultats ont 
donné lieu à la rédaction d’une seconde publication : PET Imaging of Neurotensin Receptor-
Positive Tumors with 68Ga-Labeled Antagonists : “the Chelate Makes Again the Difference”, E. 
Renard, M. Moreau, P.-S. Bellaye, M. Guillemin, B. Collin, F. Denat, V. Goncalves, soumis au 
Journal of Medicinal Chemistry. 
 
Le troisième projet de cette thèse concerne l’utilisation d’une plateforme trivalente pour la 
double modification d’un fragment d’anticorps. Les nanobodies (VHH) sont des fragments 
d’anticorps présentant des propriétés pharmacocinétiques favorables pour leur utilisation 
comme vecteur pour l’imagerie ou la thérapie de cancers. Leur petite taille et leurs propriétés 
de ciblage permettent une clairance rapide, une pénétration efficace et une distribution 
homogène dans les tissus, conduisant à de bons ratios tumeur/bruit-de-fond à des temps 
courts après l'injection. La méthode la plus couramment utilisée pour la modification de 
biomolécules est la conjugaison aléatoire à des lysines, mais cette approche n'est pas 
spécifique, peu reproductible, et l'affinité pour le récepteur peut être affectée. Nous avons 
donc choisi d’introduire une cystéine sur le VHH 7D12 (anti-EGFR) pour permettre une 
bioconjugaison site-spécifique. Une sonde bimodale TEMP/PDT a été synthétisée en utilisant 
une plateforme dichlorotétrazine sur laquelle un DTPA pour la chélation de l’indium-111 et le 
photosensibilisateur IRDye700DX ont été introduits. Une réaction de chimie click a ensuite été 
réalisée entre cette sonde bimodale et le VHH 7D12 modifié par un BCN-PEG2-maléimide.  
L’évaluation in vitro du conjugué a démontré que le conjugué conservait des propriétés 
spectrales satisfaisantes, malgré une légère diminution du rendement quantique de 
fluorescence par rapport à l’IRDye700DX, ainsi qu’une légère diminution de la production 
d’oxygène singulet. En revanche, l’affinité pour EGFR n’a quasiment pas été impactée. Les 
expériences de PDT in vitro ont été convaincantes, l’irradiation des cellules incubées avec 
[111In]In-50 conduisant à plus de 90% de mort cellulaire. Toutefois, malgré de bons résultats 
obtenus in vitro, l’évaluation du profil de biodistribution in vivo a montré une clairance rapide 
mais peu d’accumulation tumorale. De nouvelles expériences sont en cours pour améliorer le 
protocole expérimental.  
 
Pour conclure, durant cette thèse, plusieurs stratégies ont été évaluées pour la conception 
d’agents d’imagerie présentant des propriétés pharmacocinétiques optimales. Parmi elles, la 
variation de la lipophilie par l’introduction de groupements sulfonates, l’insertion d’espaceur, 
la modification de la nature de l’agent chélatant sont des techniques montrant un certain 
potentiel et pouvant être extrapolées à d’autres agents d’imagerie. La stratégie 
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« bischélateur » semble être une approche montrant un potentiel élevé et il serait donc 
intéressant de l’étudier sur d’autres radiotraceurs afin d’améliorer leurs propriétés 
pharmacocinétiques. 
 
Les différents composés conçus lors de cette thèse présentent une accumulation relativement 
importante au niveau des reins. Plusieurs approches pourraient alors être évaluées afin de 
réduire cette accumulation pour limiter les risques de radiotoxicité rénale. Une approche qui 
ne nécessite pas de modification structurale du composé serait, par exemple, la co-injection 
d’acides aminés basiques afin de bloquer les récepteurs responsables de la réabsorption 
tubulaire.  
Ensuite, afin de valider les différents composés mis au point durant ces travaux, il serait 
intéressant de les évaluer sur d’autres modèles de cancers surexprimant les différentes cibles 
et/ou sur des modèles orthotopiques plus représentatifs de la réalité.  
 
Enfin, l’utilisation de la plateforme dichlorotétrazine est une méthode permettant la double 
modification site-spécifique de biomolécules, applicable à de nombreux vecteurs de types 
fragments d’anticorps ou petites protéines (affibodies, DARPins, aptamères). De par sa 
flexibilité, différentes molécules (agent chélatant, sonde fluorescente, photosensibilisateur, 
groupement solubilisant, molécule à activité thérapeutique…) pourraient être introduites sur 
cette plateforme selon l’objectif souhaité. 
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I. Materials and Methods 

All chemicals were purchased from Sigma-Aldrich, Acros Organics and Alfa Aesar and used 
without further purification. Fmoc-protected amino acids and coupling reagents for peptide 
synthesis were purchased from Iris Biotech. The tetrasulfonated cyanine Cy5** was kindly 
given by C. Portal (EM Imaging, Edinburgh, United Kingdom). The disulfonated Cy5 and the 
Cy5 dye were provided by A. Romieu (ICMUB, Dijon, France). (R)-NODAGA-NHS, NOTA-NHS, 
DOTA-NHS, THP-NCS, DOTAGA(tBu)4, NODAGA(tBu)3, DOTAGA-anhydride and DTPA(tBu)4 
were provided by CheMatech (Dijon, France). IRDye700DX-NHS and BCN-PEG2-NH2 were 
purchased from LICOR (USA) and SiChem (Germany) respectively. The VHH 7D12 was given by 
S. Van Lith (Netherlands).  Moisture sensitive reactions were performed under a nitrogen or 
argon atmosphere.  
 
HPLC-gradient grade MeCN was obtained from Biosolve or Carlo Erba. LC-HRMS grade MeCN 
was obtained from Fisher Scientific. All aqueous buffers used in this work and aqueous mobile-
phases for HPLC were prepared using water purified to 18.2 MΩ cm with a PURELAB Ultra 
system from ELGA. 
 
The number of TFA counterions was quantified by ionic chromatography. Chromatographic 
analysis was performed using an ion chromatograph Thermo Scientific Dionex ICS 5000 with 
a conductivity detector CD (Thermo Scientific Dionex) and a conductivity suppressor ASRS-
ultra II 4 mm (Thermo Scientific Dionex). TFA was separated using an Ion Pac AS11-HC 
analytical column (4 µm, 4 × 250 mm, Thermo Scientific Dionex) equipped with an Ion Pac 
AS11-HC guard column (4 µm, 4 × 250 mm, Thermo Scientific Dionex). Chromatographic 
analysis was recorded with Chromeleon software, 7.2. The elution of TFA was conducted with 
a 15 min isocratic elution with 90% eluent A (NaOH 30 mM) and 10% eluent B (H2O) at a flow 
rate of 1.5 mL/min and a column temperature of 30 °C.  
 
Purifications by semi-preparative HPLC were performed on a Thermo-Dionex Ultimate 3000 
instrument (Dionex, semi-preparative pump HPG-3200P) equipped with a DAD detector 
(Dionex MWD-3000) on one of the following columns: BetaBasic-18 column (Thermo 
Scientific; 5 μm, 150 Å, 150 × 30 mm) at 20 mL/min or SiliaChrom® dt C18 column (Silicycle; 10 
μm, 100 Å, 250 × 20 mm) at 20 mL/min or Hypersil gold C18 column (Thermo Scientific, 100 
Å, 250 × 10 mm) at 3.5 mL/minute, with HPLC grade eluents. The fractions of interest were 
analyzed by HPLC-MS, pooled, concentrated under reduced pressure to remove organic 
solvents and freeze-dried. 
 
Purifications by flash chromatography were performed on a Puriflash 430 system (Interchim) 
with prepacked silica columns (25 μm).  
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The compounds were characterized by high performance liquid chromatography (HPLC) 
analyses performed on an UltiMate 3000 system Dionex (Thermo Scientific) equipped with a 
DAD detector and coupled to a low-resolution mass spectrometry detector MSQ Plus (Thermo 
Scientific) equipped with an ESI source. Separation was achieved using an RP KinetexTM 
column (Phenomenex) (2.6 μm, 100 Å, 50 × 2.1 mm) with ultrapure water and HPLC-grade 
MeCN (A: H2O 0.1% FA and B: MeCN 0.1% FA). Analyses were performed with the following 
gradient program: 5% to 100% of B in 5 min, 100% B for 1.5 min, 100% to 5% B in 0.1 min and 
5% B for 1.9 min, at a flow rate of 0.5 mL/min.  
 
The purity of the compounds was determined from the integration of HPLC-MS 
chromatograms at 214 nm.  
 
HPLC-MS chromatogram of H2O injection at 214 nm (blank):  

 

 
The protein 7D12 and related conjugates were characterized by RP-HPLC-HRMS performed on 
a HPLC UltiMate 3000 system (Thermo Scientific) equipped with a UV-visible detector and 
coupled to a high-resolution mass spectrometer LTQ Orbitrap XL (Thermo Scientific) equipped 
with an ESI source. The separation was achieved on a Thermo ScientificTM MAbPacTM column 
(4 µm, 50 × 21 mm) with the following eluents: A: H2O, 0.1% FA + 0.02% TFA and B: MeCN/H2O 
(90 : 10, v/v), 0.1% FA + 0.02% TFA, and a linear gradient program: 5% to 100% of B in 15 min, 
100% B for 3 min, 100% to 5% B in 0.1 min and 5% B for 6 min, at a flow rate of 0.3 mL/min, 
at 80 °C. Multicharged mass spectra were deconvoluted with Protein Deconvolution 2.0 
software (Thermo Scientific). 
 
HRMS spectra were recorded on a mass spectrometer LTQ Orbitrap XL (Thermo Scientific) 
using an ESI source. Spectra were recorded in positive mode. 
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MALDI-TOF analyses were recorded with a Bruker Daltonics Ultraflex II spectrometer 
equipped with a Smartbeam (Nd-YAG 355 nm) and a Bruker Daltonics Microflex LRF 
spectrometer equipped with a N2 beam (337 nm).  
For small molecules, the MALDI-TOF reflectron positive mode (50-3500 Da mass range) was 
used. Samples were prepared by using a freshly prepared 2,5-dihydroxybenzoic acid (DHB) 
matrix solution and spotted on a MSP 365 MALDI plate. Accurate calibration was achieved by 
using an appropriate PEG polymer in the same mass range as the analyte. Internal mass 
calibration is performed by adding the PEG sample on the same spot as the analyte while 
external reference is performed by preparing an extra spot on the plate analyzed in the same 
session as the analyte. 
For proteins the MALDI-TOF linear positive mode (10-25 kDa mass range) was used. Samples 
were desalted using C4 ZipTips, mixed with a freshly prepared 3,5-dimethoxy-4-
hydroxycinnamic acid matrix solution and spotted on a MSP 365 MALDI plate. 
 
1H and 13C NMR spectra were recorded on Bruker spectrometers: Avance Neo 500 MHz and 
Avance III HD 600 MHz under routine conditions at 298 K and were referenced to TMS or 
residual solvent signals. The following abbreviations and their combinations are used: s, 
singlet; d, doublet; t, triplet; q, quadruplet; m, multiplet.  
 
Concentrations of protein and protein conjugates were determined by measuring the 
absorbance on a Varian Cary 50 (double beam) spectrophotometer by using a TrayCell 
(Hellma, pathlength: 0.2 (factor 50) mm or 1.0 (factor 10) mm, chamber volume 0.7-4 µL), at 
25 °C. 
UV-visible spectra were obtained on an Agilent Cary 50 UV-Vis-Spectrophotometers by using 
a rectangular quartz cell (Hellma, 100-QS, 45 × 12.5 × 12.5 mm, pathlength: 10 mm, chamber 
volume: 3.5 mL), at 23 °C. Fluorescence spectroscopic studies were recorded on a JASCO 
FP8500 spectrofluorometer in a 10 mm path-length semimicro quartz cuvette (Starna), at 25 
°C.  
 

Melting points were measured on a melting point apparatus B-545 with an accuracy of ± 0.3 
°C.  
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II. Chapter 1 – Experimental part 

II.1. Synthesis and characterization of DOTA-NT-20.3 

II.1.1. Synthesis of NT-20.3 

Peptides were synthesized in 0.1 mmol scale on a Liberty Blue automated microwave peptide 
synthesizer (CEM). The synthesis was performed by using predefined Fmoc/tBu chemistry 
protocols on a Fmoc-Leu Wang resin (loading of 0.32 mmol/g), with DIC and Oxyma as coupling 
agents, and a solution of 20% piperidine in DMF for Fmoc deprotection steps.  
The resin was washed three times with DMF. A solution of acetic anhydride (474 µL, 5 mmol, 
50 equiv.) and pyridine (406 µL, 5 mmol, 50 equiv.) in dry DMF was added to the resin-bound 
peptide. The reaction mixture was shaken at room temperature for 1 h. The resin was washed 
three times with DMF, CH2Cl2, and Et2O. 
The peptide was cleaved from the resin using a TFA/ triisopropylsilane/H2O mixture 
(95/2.5/2.5, v/v/v, 5 mL) for 2 h at room temperature. The filtrate was recovered and heated 
at 40 °C for an additional 4 h and then concentrated under a flow of nitrogen gas, followed by 
precipitation in diethyl ether and centrifugation (4000 rpm, 10 min). The supernatant was 
removed, and the residue was dried under vacuum.  
The crude peptide was purified by semipreparative HPLC on a BetaBasic-18 column (A being 
H2O with 0.1% TFA and B being MeCN with 0.1% TFA, with the following gradient program: 
5% to 60% B over 80 min, at a flow rate of 20 mL/min), and the appropriate fractions were 
lyophilized to afford peptide as white powder (1 TFA salt, 56.4 mg, 47%, purity: 98%).  
RP-HPLC-MS: tr = 2.8 min. m/z calculated for C52H87N15O11 [M+H]+ 1098.67, found 1099.0 ; m/z 
calculated for [M+2H]2+ 549.8, found 549.9. 
HRMS: m/z calculated for C52H87N15O11 [M+H]+ 1098.67889, found 1098.67880. 
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RP-HPLC-MS and HRMS analysis of NT-20.3:  
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II.1.2. Synthesis of DOTA-NT-20.3 

To a solution of NT-20.3 (15 mg, 12.4 µmol, 1 equiv.) in anhydrous DMF (0.5 mL) and DIPEA 
(8.4 µL, 49.6 µmol, 4 equiv.), was added a solution of DOTA-NHS (18.9 mg, 24.8 µmol, 2 equiv.) 
in anhydrous DMF (0.5 mL) with DIPEA (30.3 µL, 173.6 µmol, 14 equiv.). The reaction mixture 
was stirred at 40 °C overnight. The reaction medium was concentrated under vacuum and the 
oil was purified on a BetaBasic-18 column (A: H2O 0.1% FA, B: MeCN 0.1% FA with the following 
gradient program: 15% of B for 5 min, 15% to 45% of B in 70 min, at a flow rate of 20 mL/min). 
The product was obtained as a white powder (FA salt, 4.62 mg, 23%, purity >99%).  
RP-HPLC-MS: tr = 3.2 min, m/z calculated for C68H113N19O18 [M+2H]+ 742.9, found 742.9 ; m/z 
calculated for [M+3H]3+ 495.6, found 495.9. 
 
RP-HPLC-MS analysis of DOTA-NT-20.3:  
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II.2. Synthesis and characterization of compound 1 to 7 

II.2.1. Synthesis of compounds 1a, 1b and 1c 

General procedure 
Peptides were synthesized in 0.1 mmol scale on a Liberty Blue automated microwave peptide 
synthesizer (CEM). The synthesis was performed by using predefined Fmoc/tBu chemistry 
protocols on a Fmoc-Leu Wang resin (loading of 0.32 mmol/g), with DIC and Oxyma as coupling 
agents, and a solution of 20% piperidine in DMF for Fmoc deprotection steps.  

 II.2.2. Synthesis of compounds 2a, 2b and 2c 

General procedure 
A solution of (R)-NODAGA-NHS (2 equiv.) and DIPEA (10 equiv.) in dry DMF was added to the 
resin-bound peptide. The reaction mixture was shaken at room temperature overnight. The 
resin was washed three times with DMF, CH2Cl2, and Et2O.  
The peptide was cleaved from the resin using a TFA/ triisopropylsilane/H2O mixture 
(95/2.5/2.5, v/v/v, 5 mL) for 2 h at room temperature. The filtrate was recovered and heated 
at 40 °C for an additional 4 h and then concentrated under a flow of nitrogen gas, followed by 
precipitation in diethyl ether and centrifugation (4000 rpm, 10 min). The supernatant was 
removed, and the residue was dried under vacuum.  
The crude peptide was purified by semipreparative HPLC on a BetaBasic-18 column (A being 
H2O with 0.1% TFA and B being MeCN with 0.1% TFA, with the following gradient program: 
10% to 60% B over 50 min, at a flow rate of 20 mL/min), and the appropriate fractions were 
lyophilized to afford target peptides as white powders with a yield ranging from 43% to 69%.  
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Conjugate 2a, (R)-NODAGA-Lys-PEG4-Pro-N-Me-Arg-Arg-Pro-Tyr-Tle-Leu-OH.3TFA 
 

 
 

138 mg, 69%, purity 90%. RP-HPLC-MS: tr = 2.9 min. m/z calculated for C76H129N19O22 [M+2H]2+ 
830.98, found 830.9; m/z calculated for [M+3H]3+ 554.32, found 554.6.  
 

RP-HPLC-MS analysis of 2a:  
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Conjugate 2b, (R)-NODAGA-Lys-AEEAc-Pro-N-Me-Arg-Arg-Pro-Tyr-Tle-Leu-OH.3TFA 
 

 
 
81 mg, 43%, purity 98%. RP-HPLC-MS: tr = 2.73 min. m/z calculated for C71H119N19O20 [M+2H]2+ 
779.95, found 780.2. 
 
RP-HPLC-MS analysis of 2b:  
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Conjugate 2c, (R)-NODAGA-Lys-Pro-N-Me-Arg-Arg-Pro-Tyr-Tle-Leu-OH.3TFA 
 

 
 

103 mg, 59%, purity 98%. RP-HPLC-MS: tr = 2.67 min. m/z calculated for C65H108N18O17 
[M+3H]3+ 471.94, found 472.2.� 
 
RP-HPLC-MS analysis of 2c:  
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II.2.3. Synthesis of compound 3 

Compound 3, (R)-NODAGA-(Cy5)Lys-PEG4-Pro-N-Me-Arg-Arg-Pro-Tyr-Tle-Leu-OH.TFA 

 
 

To a solution of cyanine Cy5 (3.55 mg, 0.0072 mmol, 1.2 equiv.) in DMF (0.5 mL) was added 
DIPEA (2.1 µL, 0.012 mmol, 2 equiv.) and TSTU (2.35 mg, 0.0078 mmol, 1.3 equiv.). The 
reaction mixture was stirred at room temperature for 1 h. This solution was added to a 
solution of (R)-NODAGA-Lys-PEG4-Pro-N-Me-Arg-Arg-Pro-Tyr-Tle-Leu-OH (10 mg, 0.006 mmol, 
1 equiv.) and DIPEA (11 µL, 0.06 mmol, 10 equiv.) in DMF (0.5 mL). The reaction mixture was 
stirred at room temperature overnight. The solvent was removed under vacuum and the solid 
was purified on semi-preparative HPLC on a SiliaChrom® dt C18 column (Silicycle) (A: H2O 0.1% 
TFA, B: MeCN 0.1% TFA with the following gradient program: 20% of B for 10 min, 20% to 70% 
of B in 70 min, at a flow rate of 20 mL/min) afforded to a blue powder (TFA salt, 5.4 mg, 38%, 
purity: 90%). RP-HPLC-MS: tr = 4.16 min., m/z calculated for C109H168N21O23 [M+3H]3+ 714.42, 
found 714.2. HRMS: m/z calculated for C109H168N21O23 [M+2H]2+ 1070.13446, found 
1070.13486. 
 

RP-HPLC-MS analysis of 3:  
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HRMS spectra of 3:  

 

II.2.4. Synthesis of compound 4 

Compound 4, (R)-NODAGA-(disulfonatedCy5)Lys-PEG4-Pro-N-Me-Arg-Arg-Pro-Tyr-Tle-Leu-
OH.TFA 

 
 

To a solution of disulfonated cyanine 5.0 (8.7 mg, 0.013 mmol, 1.1 equiv.) in DMF (1 mL) was 
added DIPEA (8.4 µL, 0.048 mmol, 4 equiv.) and TSTU (4.3 mg, 0.014 mmol, 1.2 equiv.). The 
reaction mixture was stirred at room temperature for 1 h. This solution was added to a 
solution of (R)-NODAGA-Lys-PEG4-Pro-N-Me-Arg-Arg-Pro-Tyr-Tle-Leu-OH (20 mg, 0.012 mmol, 
1 equiv.) and DIPEA (21 µL, 0.12 mmol, 10 equiv.) in DMF (1 mL). The reaction mixture was 
stirred at room temperature overnight. The solvent was removed under vacuum and the solid 
was purified by semi-preparative HPLC on a SiliaChrom® dt C18 column (Silicycle) (A: H2O 0.1% 
TFA, B: MeCN 0.1% TFA with the following gradient program: 15% of B for 10 min, 15% to 60% 
of B in 60 min, at a flow rate of 20 mL/min) to give a blue powder (TFA salt, 14 mg, 48%, purity: 
94%). RP-HPLC-MS: tr = 3.62 min., m/z calculated for C109H167N21O29S2 [M+3H]3+ 767.39, found 
767.3. HRMS: m/z calculated for C109H167N21O29S2 [M+2H]2+ 1150.09128, found 1150.09588. 
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RP-HPLC-MS and HRMS analysis of 4:  
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II.2.5. Synthesis of compounds 5 to 7 

General procedure 
To a solution of tetrasulfonated cyanine 5.0 Cy5** (1.3 equiv.) in DMF was added DIPEA (7.8 
equiv.) and TSTU (1.3 equiv.). The reaction mixture was stirred at room temperature for 1 h. 
This solution was added to a solution of peptide (1 equiv.) and DIPEA (10 equiv.) in DMF. The 
reaction mixture was stirred at room temperature overnight. The solvent was removed under 
vacuum and the solid was purified by semi-preparative HPLC on a SiliaChrom® dt C18 column 
(Silicycle) (A: TEAB 50 mM, B: MeCN with the following gradient program: 5% of B for 10 min, 
5% to 60% of B in 60 min, at a flow rate of 20 mL/min) to afford the target peptide. 
 
Compound 5, (R)-NODAGA-(Cy5**)Lys-PEG4-Pro-N-Me-Arg-Arg-Pro-Tyr-Tle-Leu-OH.8TEA  

 
A blue powder was 
obtained (15.4 mg, 18%, 
purity 99%). RP-HPLC-
MS: tr = 3.38 min., HRMS: 
m/z calculated for 
C114H177N21O35S4 [M+H]+ 
2529.16715, found 
2529.17383. 
 

RP-HPLC-MS analysis of 5:  
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HRMS spectra of 5:  
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Compound 6, (R)-NODAGA-(Cy5**)Lys-AEEAc-Pro-N-Me-Arg-Arg-Pro-Tyr-Tle-Leu-OH.8TEA 
 

A blue powder was obtained (15.8 mg, 23%, 
purity 94%). RP-HPLC-MS: tr = 3.45 min., HRMS: 
m/z calculated for C109H167N21O33S4 [M+H]+ 
2427.09908, found 2427.11013. 
 

 

RP-HPLC-MS and HRMS analysis of 6:  
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Compound 7, (R)-NODAGA-(Cy5**)Lys-Pro-N-Me-Arg-Arg-Pro-Tyr-Tle-Leu-OH.8TEA  
 

A blue powder was obtained (36.4 mg, 20%, 
purity: 95%). RP-HPLC-MS: tr = 3.45 min., HRMS: 
m/z calculated for C103H156N20O30S4 [M+H]+ 
2282.02518, found 2282.03806. 
 

 

RP-HPLC-MS and HRMS analysis of 7:  

 



Partie expérimentale  
 

 - 280 - 

II.3. Spectral properties of compounds 3 to 7 

UV-Vis absorbance and fluorescence spectra of the compounds were recorded in the range 
200-800 nm in PBS (pH 7.4, 0.01 M) with concentrations in the micromolar range. Emission 
spectra were recorded in the range 630-800 nm after excitation at 620 nm (shutter: Auto 
Open, Ex. Slit = 5 nm and Em. slit = 5 nm). Excitation spectra were recorded in the range 200-
800 nm with emission measurement at 690 nm (shutter: Auto Open, Ex. slit = 5 nm and Em. 
slit = 5 nm). 
 
Normalized photophysical spectra (absorbance, excitation and emission) of compound 3. lEx, max = 643 nm, 
lEm, max = 655 nm: 

 

Normalized photophysical spectra (absorbance, excitation and emission) of compound 4. lEx, max = 649 nm, 
lEm, max = 661 nm: 

 

Normalized photophysical spectra (absorbance, excitation and emission) of compound 6. lEx, max = 652-653 
nm, lEm, max = 665-666 nm: 

 

200 300 400 500 600 700 800
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

Wavelenght (nm)

A
U

ER71

Emission
Excitation

Absorbance

200 300 400 500 600 700 800
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

Wavelenght (nm)

A
U

ER57

Excitation
Emission

Absorbance

200 300 400 500 600 700 800
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

Wavelength (nm)

A
U

ER09

Emission
Excitation

Absorbance



Partie expérimentale  
 

 - 281 - 

 II.4. Metalation of DOTA-NT-20.3 and peptides with natGa 

General procedure 
The compound was dissolved in acetate buffer (0.1 M, pH 3.48). A solution of Ga(NO3)3 (1.5 
equiv.) in acetate buffer was then added, eventually with a small amount of acetonitrile to 
improve the solubility. The reaction mixture was stirred for 5 h at 40 °C. The excess of free 
gallium was removed by semi-preparative RP-HPLC.  
 
Compound [natGa]Ga-DOTA-NT-20.3 
Purification on an Hypersil column (A: H2O 0.1% FA, B: MeCN 0.1% FA with the following 
gradient program: 0% to 40% of B in 60 min, at a flow rate of 3.5 mL/min). The FA salt was 
obtained as a white powder (1.4 mg, 37%, purity: 97%). RP-HPLC-MS: tr = 2.96 min ; m/z 

calculated for C68H110GaN19O18 [M+2H]2+ 775.9, found 776.1; [M+3H]3+ 517.6, found 517.6. 
 

RP-HPLC-MS analysis of [natGa]Ga-DOTA-NT-20.3:  

 

 

  



Partie expérimentale  
 

 - 282 - 

Compound [natGa]Ga-3 
Purification on a SiliaChrom® dt C18 column (Silicycle) (A: H2O 0.1% TFA, B: MeCN 0.1% TFA 
with the following gradient program: 30% to 70% of B in 40 min, at a flow rate of 20 mL/min). 
The TFA salt was obtained as a blue powder (3.3 mg, 68%, purity: 95%). RP-HPLC-MS: tr = 4.09 
min. MALDI-TOF: m/z calculated for C109H165GaN21O23 [M+H]+ 2207.17, found 2207.23. 
 

RP-HPLC-MS and MALDI-TOF analysis of [natGa]Ga-3:  

 

 
 
  



Partie expérimentale  
 

 - 283 - 

Compound [natGa]Ga-4 
Purification on a SiliaChrom® dt C18 column (Silicycle) (A: H2O 0.1% TFA, B: MeCN 0.1% TFA 
with the following gradient program: 10% to 60% of B in 50 min, at a flow rate of 20 mL/min). 
The TFA salt was obtained as a blue powder (4 mg, 76%, purity: 80%). RP-HPLC-MS: tr = 3.55 
min. MALDI-TOF: m/z calculated for C109H164GaN21O29S2 [M+H]+ 2366.07, found 2367.40. 
 

RP-HPLC-MS and MALDI-TOF analysis of [natGa]Ga-4:  
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Compound [natGa]Ga-5 
Purification on a SiliaChrom® dt C18 column (Silicycle) (A: TEAB 50 mM, B: MeCN with the 
following gradient program: 10% to 60% of B in 50 min, at a flow rate of 20 mL/min). The 
triethylammonium salt was obtained as a blue powder (7 mg, 74%, purity 98%). RP-HPLC-MS: 
tr = 3.42 min. MALDI-TOF: m/z calculated for C114H174GaN21O35S4 [M+H]+ 2596.07, found 
2596.37. 
 

RP-HPLC-MS and MALDI-TOF analysis of [natGa]Ga-5:  
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Compound [natGa]Ga-6 
Purification on a SiliaChrom® dt C18 column (Silicycle) (A: TEAB 50 mM, B: MeCN with the 
following gradient program: 10% to 60% of B in 50 min, at a flow rate of 20 mL/min). The 
triethylammonium salt was obtained as a blue powder (8 mg, 84%, purity 99%). RP-HPLC-MS: 
tr = 3.4 min. MALDI-TOF: m/z calculated for C109H164GaN21O33S4 [M+H]+ 2494.0, found 2494.81. 
 
RP-HPLC-MS and MALDI-TOF analysis of [natGa]Ga-6:  
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Compound [natGa]Ga-7 
Purification on a SiliaChrom® dt C18 column (Silicycle) (A: H2O 0.1% TFA, B: MeCN 0.1% TFA 
with the following gradient program: 10% to 60% of B in 50 min, at a flow rate of 20 mL/min). 
The TFA salt was obtained as a blue powder (6 mg, 59%, purity: 97%). RP-HPLC-MS: tr = 3.37 
min. MALDI-TOF: m/z calculated for C103H153GaN20O30S4 [M+H]+ 2348.92, found 2349.03. 
 
RP-HPLC-MS and MALDI-TOF analysis of [natGa]Ga-7:  

 

 
 
 
 
  



Partie expérimentale  
 

 - 287 - 

II.5. In vitro stability 

Fifteen microliters of a 5 mM stock solution of peptide in H2O was stirred in a thermomixer 
(900 rpm, 37 °C, dark) with 135 μL of mouse serum (Sigma-Aldrich, M5905, batch SLBT4412). 
The final concentration in peptide was 0.5 mM. After 0 min, 20 min, 35 min, 1 h, 2 h, 4 h, 8 h 
and 24 h, a sample (15μL) was collected and diluted with 60 μL of 99% ethanol. Samples were 
vortexed and centrifuged (11700 rpm, 10 min) to remove precipitated proteins. The 
supernatant was analyzed by RP-HPLC-MS at a wavelength of 214 nm on a RP Kinetex™ 
column (Phenomenex) (2.6 µm, 100 Å, 150 × 2.1 mm) with ultrapure water and HPLC-grade 
MeCN (A: H2O 0.1% FA and B: MeCN 0.1% FA). Analyses were performed with the following 
gradient program: 5% to 100% of B in 23 min, 100% B for 4 min at a flow rate of 0.3 mL/min. 
 
RP-HPLC-MS analysis of [natGa]Ga-3 after 0 min and 24 h of incubation in mouse serum:  
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RP-HPLC-MS analysis of [natGa]Ga-4 after 0 min and 24 h of incubation in mouse serum:  

 

 

RP-HPLC-MS analysis of [natGa]Ga-5 after 0 min and 24 h of incubation in mouse serum:  
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RP-HPLC-MS analysis of [natGa]Ga-6 after 0 min and 24 h of incubation in mouse serum:  

 

 

RP-HPLC-MS analysis of [natGa]Ga-7 after 0 min and 24 h of incubation in mouse serum:  
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II.6. In vitro binding affinity 

The affinity of each bimodal compound [natGa]Ga-3, [natGa]Ga-4, [natGa]Ga-5, [natGa]Ga-6 and 
[natGa]Ga-7 for the NTS1 receptors was measured on a competitive binding assay on human 
recombinant CHO cells overexpressing NTS1, using [125I]I-Tyr3-neurotensin (0.05 nM; Kd = 0.22 
nM) as a radioligand (Eurofins). IC50 values were converted into inhibition constants (Ki) using 
the Cheng−Prusoff equation.  
 

II.7. Radiolabeling of peptides with 68Ga 

Compounds were radiolabeled using an R&D Synchrom module (Raytest). The 68Ge/68Ga 
eluate (1.5 mL, 150− 300 MBq) was adjusted to pH 3.5 with sodium acetate (0.8 M). Each 
compound (9−12 nmol; 3 and 4 as TFA salts; 5-7 as triethylammonium salts) was added and 
incubated under agitation at 40 °C for 10 min. The products were purified on a C18 Sep-Pack 
cartridge (Waters, Milford, MA), eluted using 800 μL of 80% ethanol in the second reactor, 
and subsequently evaporated at 70 °C under an argon flow. The final products were diluted 
with 9 mg/mL sodium chloride (NaCl). HPLC quality control was performed using a reverse 
phase column (Discovery Bio, 5 μm, 300 Å, Supelco) on a Waters Breeze System equipped with 
a 1525 binary pump. Radioactivity was detected with a Berthold radio-HPLC detector (A being 
H2O with 0.1% TFA and B being MeCN with 0.1% TFA with the following gradient program: 
17% to 80% B in 15 min, at a flow rate of 2 mL/ min). The tracers were dissolved in a saline 
solution (9 mg/mL NaCl) before injection.  
 

II.8. Cell culture and animal models 

Human pancreatic adenocarcinoma cell line AsPC-1 (ATCC, Rockville, MD) was cultured in 
RPMI-1640 medium with 10% fetal bovine serum (FBS) in a humidified atmosphere of 5% CO2 
at 37 °C.  
All animal experiments were carried out in compliance with the French laws relating to the 
conduct of animal experimentation. The subcutaneous AsPC-1 tumors were developed by 
injection of 5 × 106 cells in a 1/1 mixture of matrigel (BD Biosciences) in the right shoulder of 
female immunodeficient mice (Nu/nu, Charles River) (5−6 weeks old). Animals were subjected 
to further imaging experiments when the tumors grew to at least 3 mm in diameter.  
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II.9. Small animal PET imaging and biodistribution studies 

Healthy female adult Nu/nu mice were weighed and intravenously injected via the retro-
orbitary sinus with 3.49 ± 2.71 MBq of each radiotracer based on a consistent number of 
picomoles being injected. Dynamic PET imaging was performed immediately p.i. using the 
Mosaic HP Small Animal Imager (Philips) for 70 min with 4 × 2 min, 2 × 5 min frames with 1 
min between each sinogram followed by 3 × 10 min frames. The animals were kept under 
anesthesia using 1.5% isoflurane from the time of administration of 68Ga-labeled compounds 
until the end of imaging. All sinograms were reconstructed in three-dimensional standardized 
uptake value (SUV) images and visualized as maximum intensity projection (MIP). Processing 
of reconstructed images was performed with the Syntegra−Philips software (PETView; Philips 
Medical Systems).  
Static PET images were acquired 40 min p.i. for 15 min. After imaging, 1 h p.i. of [68Ga]Ga-5, 
[68Ga]Ga-6, and [68Ga]Ga-7 (553 ± 145 pmol, 3.17 ± 0.92 MBq), mice were sacrificed and the 
main organs and tissues were dissected, washed, weighed, and γ-counted (1480 Wizard 3, 
PerkinElmer). Tumor or tissue uptake was expressed as mean ± SD percentage injected dose 
per gram (%ID/g), corrected for radionuclide decay.  
 
 
(Top) Ex vivo biodistribution of [68Ga]Ga-5, [68Ga]Ga-6, [68Ga]Ga-7 and [68Ga]Ga-DOTA-NT-20.3. Values are 
expressed as the percentage of injected dose per gram of tissue (%ID/g ± SD). (Bottom) Tumor-to-organ 
ratios from the ex vivo biodistribution. aValues are derived from Prignon et al., Mol. Pharmaceutics 2019, 
16, 2776-2784. 

 
[68Ga]Ga-5 [68Ga]Ga-6 [68Ga]Ga-7 [68Ga]Ga-DOTA-

NT-20.3a 
Uptake (%ID/g) n = 3 n = 3 n = 3 n = 4 

Blood 0.450 ± 0.361 0.283 ± 0.097 0.317 ± 0.091 0.99 ± 0.44 
Heart 0.313 ± 0.176 0.210 ± 0.061 0.198 ± 0.025 0.52 ± 0.10 
Lung 0.397 ± 0.083 0.217 ± 0.126 0.307 ± 0.141 0.68 ± 0.16 

Spleen 0.337 ± 0.035 0.203 ± 0.047 0.518 ± 0.525 0.34 ± 0.07 
Liver 0.240 ± 0.036 0.303 ± 0.031 0.142 ± 0.054 0.31 ± 0.09 

Kidneys 17.490 ± 1.129 16.690 ± 3.528 17.409 ± 5.068 5.38 ± 0.54 
Pancreas 0.187 ± 0.025 0.090 ± 0.017 0.137 ± 0.036 0.22 ± 0.03 
Stomach 0.840 ± 1.109 0.263 ± 0.081 0.275 ± 0.215 0.14 ± 0.03 
Intestine 0.450 ± 0.108 0.377 ± 0.146 0.570 ± 0.199 0.53 ± 0.08 

Colon 0.240 ± 0.141 0.110 ± 0.056 0.229 ± 0.273 0.41 ± 0.23 
Muscle 0.210 ± 0.173 0.107 ± 0.058 0.198 ± 0.095 0.29 ± 0.02 
Bone 0.283 ± 0.157 0.130 ± 0.035 0.512 ± 0.426 0.49 ± 0.11 

Tumor 0.947 ± 0.257 2.563 ± 0.965 2.976 ± 0.497 5.28 ± 0.93 
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[68Ga]Ga-5 [68Ga]Ga-6 [68Ga]Ga-7 [68Ga]Ga-DOTA-

NT-20.3a 
Uptake n = 3 n = 3 n = 3 n = 4 

Tumor/Blood 3.140 ± 2.539 9.030 ± 2.525 9.881 ± 2.865 5.93 ± 1.82 
Tumor/Muscle 6.130 ± 3.543 27.963 ± 9.683 18.293 ± 

10.386 
18.21 ± 4.01 

Tumor/Kidneys 0.05 ± 0.02 0.17 ± 0.08 0.18 ± 0.06 1 ± 0.26 
Tumor/Pancreas 5.103 ± 1.621 28.340 ± 10.394 23.805 ± 

11.700 
24.56 ± 6.18 

II.10. Near-Infrared Fluorescence Imaging  

First, 50 pmol, 500 pmol, or 5 nmol of 6 was injected intravenously, in a 0.1 mL volume, in 
mice bearing subcutaneous AsPC-1 tumors. After 1, 3, or 24 h p.i., optical imaging was 
conducted in vivo, post mortem with the skin above the tumor removed, and ex vivo on 
dissected tumors and organs using an IVIS Lumina system (PerkinElmer) with the following 
settings: 640 ex/680 em (Cy5.5) and 1 s exposure time. Living Image Software (IVIS Imaging 
Systems, PerkinElmer) was used to display fluorescence/visible light overlays and to measure 
average radiant efficiencies [(p/s/cm2/sr)/(μW/cm2)] on isolated organs.  
 
Summary table of fluorescence signals measured from the images of ex vivo organs, 1 h, 3 h, 24 h post 
injection of 50 pmol, 500 pmol or 5 nmol of 6. Values are expressed as the average radiant efficiency for 
each organ ([p/s/cm²/sr] / [µW/cm²]). 

Tumor 

Injected Dose 1 h 3 h 24 h 
50 pmol 1.62E7 - - 

500 pmol 3.90E7 ± 6.58E6 3.77E7 1.41E7 
5 nmol 2.44E8 ± 6.86E6 1.5E8 9.98E6 

 

Muscle 

Injected Dose 1 h 3 h 24 h 
50 pmol 6.97E6 - - 

500 pmol 8.09E6 ± 2.04E6 5.83E6 7.44E6 
5 nmol 1.68E7 ± 1.61E6 9.98E6 1.32E7 

 

Pancreas 

Injected Dose 1 h 3 h 24 h 
50 pmol 7.68E6 - - 

500 pmol 8.40E6 ± 2.46E5 7.72E6 6.62E6 
5 nmol 1.60E7 ± 2.83E5 1.45E7 1.15E7 
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Kidneys 

Injected Dose 1 h 3 h 24 h 
50 pmol 2.44E7 - - 

500 pmol 8.44E7 ± 1.70E7 1.16E8 6.99E7 
5 nmol 4.90E8 ± 6.72E7 5.53E8 7.47E8 

 

Ratio 
Tumor/Muscle 

Injected Dose 1 h 3 h 24 h 
50 pmol 2.33 - - 

500 pmol 4.87 ± 0.42 6.46 1.90 
5 nmol 12.64 ± 0.96 15.02 2.96 

 

Ratio 
Tumor/Pancreas 

Injected Dose 1 h 3 h 24 h 
50 pmol 2.11 - - 

500 pmol 4.63 ± 0.65 4.88 2.14 
5 nmol 15.27 ± 0.16 10.30 3.40 

II.11. Fluorescence-Guided Surgery 

The Kaer Imaging System (KIS) 650 (KaerLabs, Nantes, France) was used for fluorescence real- 
time imaging during the postmortem dissection of the tumor. The system has an open design 
that allows for simultaneous surgery and imaging (open fluorescence). Laser excitation was 
applied at a wavelength of 640 nm, and fluorescence emission was collected with a high-pass 
filter with a cutoff frequency of 665 nm. Sequences were saved as series of tiff images with 
raw data to allow for quantification, before they were exported as movies for illustration. For 
each fluorescence image, an image with the laser off was subtracted from the fluorescence 
signal, to increase the sensitivity and robustness to ambient light. All images (raw 
fluorescence, background, subtracted images, and overlay color images) were displayed in 
real time and saved.  
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III. Chapter 2 – Experimental part 

III.1. Synthesis and characterization of compound 8 to 20 

III.1.1. Synthesis of synthon A 

Compound 8, 2-isopropylacetanilide 
A solution containing 2-isopropylaniline (5 mL, 35.3 mmol, 1 equiv.) and toluene 
(48 mL) was cooled in an ice bath. Acetic anhydride (3.52 mL, 37.1 mmol, 1.05 
equiv.) was added slowly. After stirring for 45 minutes at RT, the reaction medium 
was evaporated. The red oil obtained was then taken up with petroleum ether (15 

mL). The white precipitate formed was filtered and dried under vacuum to give a white solid 
(5.83 g, 93%, purity >99%). 
RP-HPLC-MS: tr = 3.82 min., m/z calculated for C11H15NO [M+H]+ 178.1, found 178.0. 
Rf (CH2Cl2/MeOH, 98/2) = 0.26.  
1H-NMR (500 MHz, CDCl3): d = 1.25 (d, J=6.8 Hz, 6H), 2.2 (s, 3H), 3.05 (hept, J=6.8 Hz, 1H), 7-
7.3 (m, 4H), 7.6 (m, 1H) ppm; 13C-NMR (126 MHz, CDCl3): d = 23.2 (CH3), 24.3 (CH3), 28.1 (CH), 
125.4 (CH), 125.8 (CH), 126.4 (CH), 126.5 (CH), 134.1 (C), 141.1 (C), 168.9 (C) ppm.  
mp: 72 °C. 
 
RP-HPLC-MS analysis of 8:  

 
  

NH

O
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Compound 9, 4-Bromo-2-isopropylacetanilide 
A solution of N-bromo succinimide (7.53 g, 42.3 mmol, 1.5 equiv.) in DMF (14 mL) 
was added dropwise over 45 minutes to a solution of 2-isopropylacetanilide (8) 
(5 g, 28.2 mmol, 1 equiv.) in DMF (14 mL). The mixture was stirred at RT overnight. 
The reaction mixture was evaporated to obtain a yellow oil, extracted with CH2Cl2, 
washed with acidic water, brine and dried over MgSO4. The solvent was 

evaporated to give a yellow solid, which was purified by flash-column chromatography (A: 
CH2Cl2, B: CH2Cl2/MeOH 9:1; with the following gradient program: 0% to 40% of B in 25 CV). A 
white solid (4.62 g, 64%, purity: 91%) was obtained. 
RP-HPLC-MS: tr = 4.26 min., m/z calculated for C11H14BrNO [M-H]- 254.0, found 254.0. 
Rf (CH2Cl2/MeOH, 98/2) = 0.32.  
1H-NMR (500 MHz, CDCl3): d = 1.23 (d, J=6.8 Hz, 6H), 2.19 (s, 3H), 2.98 (hept, J=6.8 Hz, 1H), 
7.00 (br, 1H), 7.30 (d, J=8.5 Hz, 1H), 7.38 (s, 1H), 7.53 (d, J=8.5 Hz,1H) ppm; 13C-NMR (126 MHz, 
CDCl3): d = 23.0 (CH3), 24.3 (CH3), 28.2 (CH), 119.7 (C), 126.8 (CH), 129.0 (CH), 129.6 (CH), 133.2 
(C), 143.0 (C), 168.8 (C) ppm.  
mp: 132 °C. 
 
RP-HPLC-MS analysis of 9:  

 
 

NH

O

Br
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Compound 10, 4-Cyano-2-isopropylacetanilide 
A mixture of 4-bromo-2-isopropylacetanilide (9) (4.8 g, 18.74 mmol, 1 equiv.), DMF 
(22.5 mL), cuprous cyanide (2.51 g, 28.1 mmol, 1.5 equiv.) and water (0.370 mL) 
was stirred under reflux overnight. After cooling, the reaction medium was 
concentrated under vacuum and water (58 mL) was added to the mixture under 
stirring. The precipitate was filtered off, rinsed with water and dried under vacuum. 

The grey/brown solid was purified by flash-column chromatography (A: CH2Cl2, B: 
CH2Cl2/MeOH 9:1; with the following gradient program: 0% to 40% of B in 25 CV). A white solid 
(1.23 g, 33%, purity: 95%) was obtained. 
RP-HPLC-MS: tr = 3.65 min., m/z calculated for C12H14N2O [M-H]- 201.1, found 201.1. 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3): d = 1.28 (d, J=6.8 Hz, 6H), 2.24 (s, 3H), 3.01 (hept, J=6.8 Hz, 1H), 
7.25 (br, 1H), 7.49 (d, J=8.5 Hz, 1H), 7.54 (s, 1H), 8.08 (d, J=8.5 Hz, 1H) ppm; 13C-NMR (126 
MHz, CDCl3): d = 22.6 (CH3), 24.7 (CH3), 27.8 (CH), 108.4 (C), 119.1 (C), 123.4 (CH), 129.8 (CH), 
130.5 (CH), 138.5 (C), 168.4 (C) ppm.  
mp: 139 °C. 
 
RP-HPLC-MS analysis of 10:  

 
 

NH

O

C
N
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Compound 11, 4-Cyano-2-isopropylaniline hydrochloride 
A mixture of 4-cyano-2-isopropylacetanilide (10) (2.5 g, 15.3 mmol, 1 equiv.), 
absolute ethanol (12 mL) and 1N HCl (12 mL) was stirred under reflux for three 
days. A solution of 10% NaOH (7 mL) was added to reach a pH of 10. The reaction 
medium was extracted three times with CH2Cl2, the organic layers were 
combined, dried over MgSO4 and concentrated under vacuum. The orange oil 

obtained was dissolved in diethylether (36 mL) and 1M ethereal hydrogen chloride (10 mL) 
was added. The white precipitate was filtered off and rinsed with diethylether to give the 
expected product (2.21 g, 74%, purity: 91%).  
RP-HPLC-MS: tr = 4.22 min., m/z calculated for C10H13N2+ [M+CH3CN]+ 202.3, found 202.1. 
1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): d = 1.14 (d, J=6.8 Hz, 6H), 2.96 (hept, J=6.8 Hz, 1H), 6.72 (d, 
J=8.3 Hz, 1H), 7.28 (d, J=8.3 Hz, 1H), 7.34 (s, 1H) ppm; 13C-NMR (126 MHz, DMSO-d6): d = 22.4 
(CH3), 26.7 (C), 107.4 (C), 115.1 (C), 121.3 (CH), 129.7 (CH), 131.1 (CH) ppm.  
mp: 186 °C. 
 
RP-HPLC-MS analysis of 11:  

  

NH3

C
N

Cl



Partie expérimentale  
 

 - 298 - 

Compound 12, 4-amino-3-isopropylbenzoic acid hydrochloride 
A solution of potassium hydroxide (16.8 g, 0.3 mol, 20 equiv.), water (18 mL) and 
1,2-dimethoxyethane (1.5 mL) was added to 4-cyano-2-isopropylaniline 
hydrochloride (11) (3.0 g, 15.0 mmol, 1 equiv.). The mixture was heated to reflux 
for three days. After cooling, concentrated HCl (12 mL) was added to reach a pH of 

1 and the mixture was then extracted three times with CH2Cl2. The organic layers were 
combined, dried over MgSO4 and concentrated to yield an orange solid (2.42 g, 75%, purity: 
97%). 
RP-HPLC-MS: tr = 3.33 min., m/z calculated for C10H13NO2 [M+H+CH3CN]+ 221.1, found 221.0. 
Rf (CH2Cl2/MeOH, 98/2) = 0.3.  
1H-NMR (500 MHz, CDCl3): d = 1.30 (d, J=6.8 Hz, 6H), 2.85 (hept, J=6.8 Hz, 1H), 6.66 (d, J=8.3 
Hz, 1H), 7.80 (dd, J=8.3, 1.9 Hz, 1H), 7.92 (d, J=1.9 Hz, 1H) ppm; 13C-NMR (126 MHz, CDCl3): d 
= 22.1 (CH3), 27.8 (CH), 114.7 (CH), 119.1(C), 128.5 (CH), 129.8 (CH), 131.4 (C), 148.9 (C), 172.5 
(C) ppm. 
mp: 130 °C. 
 
RP-HPLC-MS analysis of 12:  

 
 
  

NH3

HO O

Cl
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Synthon A, 3-isopropyl-4-hydrazinobenzoic acid hydrochloride 
A solution of concentrated HCl (25 mL) and AcOH (22 mL) was added to 4-amino-
3-isopropylbenzoic acid hydrochloride (12) (1.3 g, 6.0 mmol, 1 equiv.). The 
mixture was cooled to -5 °C and a solution of NaNO2 (0.62 g, 9.0 mmol, 1.5 equiv.) 
in water (4.5 mL) was added dropwise over 10 minutes. The mixture was stirred 
at 0 °C for 3 h and then cooled to -10 °C. A solution of stannous chloride dihydrate 

(4.11 g, 18.0 mmol, 3.1 equiv.) in concentrated HCl (4.5 mL) was added slowly. The 
temperature was allowed to rise to RT and the precipitate formed was filtered off after 2 h 
and rinsed with 1M HCl (5 mL). A yellowish powder (1.29 g, 93%, purity: 89%) was obtained 
after drying over P2O5. 
RP-HPLC-MS: tr = 0.4 min., m/z calculated for C10H14N2O2 [2M+H]+ 389.2, found 389.2. 
1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): d = 1.19 (d, J=6.8 Hz, 6H), 3.14 (hept, J=6.8 Hz, 1H), 6.98 (d, 
J=8.4 Hz, 1H), 7.76 (d, J=8.4 Hz, 1H), 7.78 (s, 1H), 8.31 (br, 1H) ppm; 13C-NMR (126 MHz, DMSO-
d6): d = 22.9 (CH3), 26.5 (CH), 112.6 (CH), 124.0 (C), 127.0 (CH), 128.5 (CH), 134.7 (C), 146.1 (C), 
167.6 (C) ppm.  
mp: 245 °C. 
 
RP-HPLC-MS analysis of synthon A:  

 

NH

HO O

NH3Cl
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III.1.2. Synthesis of synthon B 

Synthon B, Ethyl-4-(2,6-dimethoxyphenyl)-4-hydroxy-2-oxobut-3-enoate 
Sodium hydride 60% (0.40 g, 9.96 mmol, 1.2 equiv.) was added to a solution 
of diethyl oxalate (1.36 g, 9.96 mmol, 1.2 equiv.) in DMF (5 mL) and the 
mixture was stirred for 5 minutes. A solution of 2,6-dimethoxyacetophenone 

(1.5 g, 8.3 mmol, 1 equiv.) in DMF (5 mL) was slowly added over 15 minutes. The mixture was 
then stirred at RT overnight. The reaction medium was extracted with EtOAc three times, 
ensuring the pH remained below 6 between each extraction. The organic layers were 
combined, dried over MgSO4 and concentrated under vacuum. Following recrystallization 
from EtOH, a yellowish powder (1.7 g, 73%, purity: 90%) was obtained.  
RP-HPLC-MS: tr = 4.90 min., m/z calculated for C14H16O6 [M+H]+ 281.1, found 281.1. 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3): d = 1.37 (t, J=7.1 Hz, 3H), 3.82 (s, 6H), 4.35 (q, J=7.1 Hz, 2H), 6.59 
(d, J=8.4 Hz, 2H), 6.61 (s, 1H), 7.34 (t, J=8.4 Hz, 1H), 14.33 (br 1H) ppm; 13C-NMR (126 MHz, 
CDCl3): d = 14.2 (CH3), 56.2 (CH3), 62.5 (CH2), 104.2 (CH), 106.4 (CH), 117.2 (C), 132.4 (CH), 
158.0 (C), 162.6 (C), 163.9 (C), 195.9 (C) ppm.  
mp: 103 °C. 
 
RP-HPLC-MS analysis of synthon B:  

 
 

O

O

O
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O



Partie expérimentale  
 

 - 301 - 

III.1.3. Synthesis of synthon C 

Compound 13, tert-butyl (3-((2-nitrophenyl)sulfonamido)propyl)-carbamate 
A solution of N-Boc-1,3-propanediamine (0.5 g, 2.87 mmol, 1 equiv.), 
CH2Cl2 (7 mL) and triethylamine (0.4 mL, 2.87 mmol, 1 equiv.) was cooled 
in an ice-water bath. 2-nitrobenzenesulfonyl chloride (0.636 g, 2.87 mmol, 

1 equiv.) was added over a period of 5 min. After 5 min, the ice bath was removed and the 
reaction mixture was allowed to warm to room temperature and stirred for 15 min. The 
reaction mixture was extracted with CH2Cl2 and washed three times with a solution of citric 
acid (pH = 3). The organic layer was dried over MgSO4, filtered and concentrated under 
vacuum. The yellowish oil was purified by flash-column chromatography (A: CH2Cl2, B: 
CH2Cl2/MeOH 9:1; with the following gradient program: 100% to 0% of A in 20 CV). An oil, 
which crystallizes, was obtained (0.942 g, 90%, purity: 98%).  
RP-HPLC-MS: tr = 4.46 min, m/z calculated for C14H21N3O6S [M+H]+ 360.1, found 260.1 [M-
Boc+H]+ 
Rf (CH2Cl2/MeOH, 9/1) = 0.68.  
1H-NMR (500 MHz, CDCl3): d = 1.42 (s, 9H), 1.69 (quint, J=6.4 Hz, 2H), 3.15 (q, J=6.4 Hz, 2H), 
3.21 (q, J=6.4 Hz, 2H), 4.67 (br, 1H), 5.87 (br, 1H), 7.72 (m, 2H), 7.84 (m, 1H), 8.16 (m, 1H) ppm; 
13C-NMR (126 MHz, CDCl3): d = 28.4 (CH3), 30.6 (CH2), 37.2 (CH2), 40.8 (CH2), 125.3 (CH), 130.9 
(CH), 132.7 (CH), 133.4 (CH) ppm. (Note: three quaternary carbons not detected). 
 
RP-HPLC-MS analysis of 13:  
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Compound 14, tert-butyl (3-((N-(3-(dimethylamino)propyl)-2-
nitrophenyl)sulfonamido)propyl)carbamate 

To a solution of tert-butyl (3-((2-
nitrophenyl)sulfonamido)propyl)carbamate (13) (0.94 g, 2.6 mmol, 1 
equiv.) in DMF (10 mL) was added K2CO3 (1.08 g, 7.8 mmol, 3 equiv.). To 
the stirred suspension was added 3-dimethylamino-1-propyl hydrochloride 

(0.45 g, 2.86 mmol, 1.1 equiv.) over a period of 5 min. The resulting suspension was heated to 
60 °C overnight. The reaction mixture was cooled to RT, diluted with water (50 mL), and 
extracted three times with CH2Cl2. The organic layers were combined, washed with brine, 
dried over MgSO4, filtered and concentrated under vacuum. A yellowish oil (1.15 g, 99%, 
purity: 96%) was obtained.  
RP-HPLC-MS: tr = 3.6 min, m/z calculated for C19H32N4O6S [M+H]+ 445.2, found 445.2. 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3): d = 1.41 (s, 9H), 1.66 (quint, J=6.9 Hz, 2H), 1.74 (quint, J=6.9 Hz, 
2H), 2.13 (s, 6H), 2.19 (t, J=7.0 Hz, 2H), 3.14 (m, 2H), 3.32 (t, J=7.4 Hz, 2H), 3.36 (t, J=7.4 Hz, 
2H), 4.91 (br, 1H), 7.62 (m, 2H), 7.98 (m, 2H) ppm; 13C-NMR (126 MHz, CDCl3): d = 26.5 (CH2), 
28.4 (CH3), 37.3 (CH2), 45.3 (CH2), 45.4 (CH3), 45.9 (CH2), 56.5 (CH2), 79.2 (C), 124.2 (CH), 130.6 
(CH), 131.7 (CH), 133.4 (CH), 133.5 (C), 148.1 (C), 156.0 (C) ppm. 
 
RP-HPLC-MS analysis of 14:  
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Synthon C, tert-butyl (3-((3-(dimethylamino)propyl)amino)propyl)-carbamate 
To a solution of tert-butyl (3-((N-(3-(dimethylamino)propyl)-2-
nitrophenyl)sulfonamido)propyl)carbamate (14) (1.1 g, 2.5 mmol, 1 equiv.) 

in DMF (10 mL) was added cesium carbonate (3.3 g, 10 mmol, 4 equiv.). Thiophenol (0.51 mL, 
5 mmol, 2 equiv.) was then added to the suspension and the reaction mixture was stirred at 
40 °C for 5 h. The reaction medium was extracted in a solution of citric acid (pH = 3) and 
washed three times with CH2Cl2. After basification with a solution of K2CO3, the compound 
was extracted four times with CH2Cl2. The organic layers were combined, dried over MgSO4, 
filtered and concentrated under vacuum. The yellowish oil was purified by semi-preparative 
HPLC on a BetaBasic-18 column (A: H2O 0.1% TFA, B: MeCN 0.1% TFA; with the following 
gradient program: 0% of B for 10 min, 0% to 40% of B in 50 min, at a flow rate of 20 mL/min) 
to obtain a white solid as 3 TFA salt (0.681 g, 56%).  
RP-HPLC-MS: tr = injection peak, m/z calculated for C13H29N3O2 [M+H]+ 260.2, found 260.3. 
1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): d = 1.38 (s, 9H), 1.70 (quint, J=7.8 Hz, 2H), 1.95 (quint, J=7.8 Hz, 
2H), 2.78 (s, 6H), 2.89 (m, 2H), 2.96 (m, 2H), 2.99 (m, 2H), 3.11 (m, 2H) ppm; 13C-NMR (126 
MHz, DMSO-d6): d = 21.3 (CH2), 26.7 (CH2), 28.8 (CH3), 37.5 (CH2), 42.7 (CH2), 44.3 (CH3), 45.2 
(CH2), 54.2 (CH2), 78.3 (C) ppm. (Note: one quaternary carbon not detected). 
 
RP-HPLC-MS analysis of synthon C:  
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III.1.4. Synthesis of synthon D  

Compound 15, 2-aminoadamantane-2-carbonitrile 
A mixture of 2-adamantanone (2 g, 13.3 mmol, 1 equiv.), NaCN (0.784 g, 16 mmol, 
1.2 equiv.), aqueous ammonia 25% solution (2.4 mL) and ammonium chloride 
(1.423 g, 26.6 mmol, 2 equiv.) was dissolved in water (12 mL) and EtOH (24 mL). 

The resulting solution was stirred at 50 °C overnight. The solution was cooled to RT, extracted 
with Et2O (120 mL) and concentrated. The white solid obtained was then purified on a silica 
plug (heptane/EtOAc 7:3). A white powder (2.16 g, 92%) was obtained. 
RP-HPLC-MS: tr = 0.5 min., m/z calculated for C11H16N2 [M+H+ACN]+ 218.1, found 218.1. 
Rf (heptane/EtOAc, 7/3) = 0.4.  
1H-NMR (500 MHz, CDCl3): d = 1.54 (m, 1H), 1.70 (m, 1H), 1.72 (m, 1H), 1.76 (m, 1H), 1.84 (m, 
1H), 1.87 (m, 1H), 1.90 (m, 1H), 1.93 (m, 1H), 1.96 (m, 1H), 1.98 (m, 1H), 2.06 (m, 1H), 2.14 (m, 
1H), 2.23 (d, 1H), 2.51 (m, 1H) ppm; 13C-NMR (126 MHz, CDCl3): d = 26.5 (CH), 26.8 (CH), 27.5 
(CH), 30.3 (CH2), 35.0 (CH2), 36.4 (CH2), 36.6 (CH), 37.6 (CH2), 39.3 (CH2), 56.4 (C), 125.5 (C) 
ppm.  
mp: 186 °C. 
 
RP-HPLC-MS analysis of 15:  
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Compound 16, N-(2-cyanoadamantan-2-yl)benzamide 
To a solution of 2-aminoadamantane-2-carbonitrile (15) (1.5 g, 8.5 mmol, 1 equiv.) 
in THF (15 mL) was added a solution of K2CO3 (1.78 g, 12.9 mmol, 1.52 equiv.) in 
water (15 mL). To the resulting solution was added dropwise, over 30 min, a 
solution of benzoyl chloride (1.48 mL, 12.8 mmol, 1.5 equiv.) in THF (15 mL) with 

vigorous stirring at RT. After 5 min, a white precipitate began to form. After a further 2 h, the 
white solid was isolated by filtration and dried under vacuum. The solid was purified on a silica 
plug (CH2Cl2/MeOH 95:5) to obtain a white powder (1.64 g, 69%, purity: 90%). 
RP-HPLC-MS: tr = 4.79 min., m/z calculated for C18H20N2O [M+H]+ 281.2, found 281.1. 
Rf (heptane/EtOAc, 7/3) = 0.31.  
1H-NMR (500 MHz, CDCl3): d = 1.76 (m, 3H), 1.85-2.02 (m, 8H), 2.05 (m, 1H), 2.32 (d, 1H), 2.65 
(m, 1H), 6.12 (br, 1H), 7.43 (td, J=8.5, 1.7 Hz, 2H), 7.52 (tt, J=8.5, 1.7 Hz, 1H), 7.77 (dt, J=8.5, 
1.7 Hz, 2H) ppm; 13C-NMR (126 MHz, CDCl3): d = 26.2 (CH), 26.5 (CH), 27.6 (CH2), 31.5 (CH2), 
33.9 (CH), 34.2 (CH2), 37.3 (CH2), 39.4 (CH2), 47.1 (CH), 57.3 (C), 120.2 (C), 127.2 (CH), 128.9 
(CH), 132.3 (CH), 134.0 (C), 166.6 (C) ppm.  
mp: 250 °C. 
 
RP-HPLC-MS analysis of 16:  
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Compound 17, 2-aminoadamantane-2-carboxylic acid hydrochloride 
To N-(2-cyanoadamantan-2-yl)benzamide (16) (1 g, 3.6 mmol, 1 equiv.) was added 
acetic acid (18 mL), concentrated HCl (5 mL) and water (3 mL). The white suspension 
was then heated to reflux for 5 days. The reaction mixture was concentrated under 

vacuum to obtain a white solid which was triturated twice in hot Et2O (40 mL) and twice in hot 
MeCN (25 mL). A white powder (0.768 g, 92%) was obtained. 
RP-HPLC-MS: tr = 0.5 min, m/z calculated for C11H17NO2 [M+H]+ 196.1, found 196.3. 
1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): d = 1.6-2.2 (m, 14H), 8.59 (br, 2H), 13.84 (br, 1H) ppm; 13C-NMR 
(126 MHz, DMSO-d6): d = 26.2 (CH), 31.2 (CH2), 32.2 (CH), 34.4 (CH2), 37.5 (CH2), 63.9 (C), 171.4 
(C) ppm.  
mp: 271 °C. 
 
RP-HPLC-MS analysis of 17:  
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Synthon D, tert-butyl-2-aminoadamantane-2-carboxylate 
A suspension of 2-aminoadamantane-2-carboxylic acid hydrochloride (17) (0.7 
g, 3.0 mmol, 1 equiv.) in tert-butyl acetate (25 mL) was cooled to 0 °C. HClO4 
(0.42 mL, 4.8 mmol, 1.6 equiv.) was added dropwise and the reaction mixture 

was stirred at RT overnight. 2M NaOH (40 mL) was added slowly at 0 °C to quench the reaction 
until the pH reached 9-10. The mixture was then extracted with EtOAc (4 ´ 100 mL) and 
washed with brine. After being dried with MgSO4, the organic layer was filtered and 
concentrated under vacuum to obtain a white solid, which was purified by flash-column 
chromatography (A: CH2Cl2, B: CH2Cl2/MeOH 9:1; with the following gradient program: 0% to 
20% of B in 10 CV, 20% of B for 10 CV). A white solid (0.3 g, 40%, purity: 96%) was obtained. 
RP-HPLC-MS: tr = 3.7 min., m/z calculated for C15H25NO2 [M+H]+ 252.2, found 252.2. 
Rf (CH2Cl2/MeOH, 98/2) = 0.34.  
1H-NMR (500 MHz, CDCl3): d = 1.35 (m, 2H), 1.40 (s, 9H), 1.47 (m, 2H), 1.60 (m, 2H), 1.69 (m, 
6H), 1.97 (m, 2H), 2.15 (m, 2H) ppm; 13C-NMR (126 MHz, CDCl3): d = 26.9 (CH), 27.2 (CH3), 27.9 
(CH), 32.0 (CH2), 34.1 (CH), 35.1 (CH2), 37.8 (CH2), 61.8 (C), 79.9 (C), 176.0 (C) ppm.  
mp: 99 °C. 
 
RP-HPLC-MS analysis of synthon D:  
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III.1.5. Synthesis of compound 20 

Compound 18, 4-(5-(2,6-dimethoxyphenyl)-3-(ethoxycarbonyl)-1H-pyrazol-1-yl)-3-
isopropylbenzoic acid 

A mixture of 3-isopropyl-4-hydrazinobenzoic acid hydrochloride (synthon A) 
(0.56 g, 2.4 mmol, 1.05 equiv.) and ethyl-4-(2,6-dimethoxyphenyl)-4-hydroxy-2-
oxobut-3-enoate (synthon B) (0.65 g, 2.3 mmol, 1 equiv.) in AcOH (8.5 mL) was 
stirred under reflux for 4 days. The brownish suspension was poured into 15 mL 
of ice-bath water and the yellow precipitate was filtered off and washed with 

water. The yellow solid was purified on a silica plug (CH2Cl2 to CH2Cl2/MeOH 9:1) to obtain the 
expected product (0.8 g, 80%, purity: 92%). 
RP-HPLC-MS: tr = 5.1 min, m/z calculated for C24H26N2O6 [M+H]+ 439.2, found 439.2. 
Rf (CH2Cl2/MeOH, 9/1) = 0.52.  
1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): d = 0.96 (d, J=5.3 Hz, 6H), 1.31 (t, J=7.1 Hz, 3H), 2.65 (m, 1H), 
3.61 (s, 6H), 4.31 (q, J=7.1 Hz, 2H), 6.60 (d, J=8.5 Hz, 2H), 6.83 (s, 1H), 7.28 (d, J=8.2 Hz, 1H), 
7.31 (t, J=8.5 Hz, 1H), 7.76 (dd, J=8.2, 1.8 Hz, 1H), 7.85 (d, J=1.8 Hz, 1H), 13.19 (br, 1H) ppm; 
13C-NMR (126 MHz, DMSO-d6): d = 14.7 (CH3), 27.6 (CH3), 40.6 (CH), 56.0 (CH3), 60.8 (CH2), 
104.3 (CH), 106.1 (C), 111.2 (CH), 127.0 (CH), 127.4 (CH), 128.6 (CH), 132.2 (C), 132.2 (CH), 
139.2 (C), 141.2 (C), 143.7 (C), 146.0 (C), 158.4 (C), 162.2 (C), 167.1 (C) ppm. 
 
RP-HPLC-MS analysis of 18:  
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Compound 19, ethyl 1-(4-((3-((tert-butoxycarbonyl)amino)propyl)(3-
(dimethylamino)propyl)carbamoyl)-2-isopropylphenyl)-5-(2,6-dimethoxyphenyl)-1H-
pyrazole-3-carboxylate 

 To a solution of 18 (0.4 g, 0.91 mmol, 1 equiv.) in anhydrous DMF (5 mL) 
was added DIPEA (0.174 mL, 1.0 mmol, 1.1 equiv.) and HATU (0.38 g, 1.0 
mmol, 1.1 equiv.). The orange solution was stirred 10 min at RT. A solution 
of tert-butyl (3-((3-(dimethylamino)propyl)amino)propyl)carbamate (2 
TFA) (Synthon C) (0.487 g, 1.0 mmol, 1.1 equiv.) in DMF (5 mL) and DIPEA 
(0.522 mL, 3.0 mmol, 3.3 equiv.) was added to the reaction mixture. The 

orange solution was stirred for 6 h at RT. The reaction mixture was evaporated to obtain an 
orange oil which was taken up in CH2Cl2 and washed twice with brine. The organic layer was 
dried over MgSO4, filtered and concentrated under vacuum. An orange oil was obtained, 
which was purified by flash-column chromatography (A: CH2Cl2, B: MeOH; with the following 
gradient program: 100% to 70% of B in 30 CV). The product was isolated as an orange oil (0.602 
g, 97%, purity: 96%). 
RP-HPLC-MS: tr = 4.27 min, m/z calculated for C37H53N5O7 [M+H]+ 680.4, found 680.5. 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3): d = 0.98 (s, 6H), 1.39 (s, 9 H), 1.41 (t, J=7.1 Hz, 3H), 1.68 (m, 2H), 
1.81 (m, 1H), 2.04 (m, 1H), 2.19 (m, 2H), 2.72 (m, 1H), 2.79 (s, 6H), 3.1-3.3 (m, 4H), 3.55 (m, 
2H), 3.65 (s, 6H), 4.42 (q, J=7.1 Hz, 2H), 4.81 (br, 1H), 6.46 (d, J=8.4 Hz, 2H), 6.92 (s, 1H), 7.16 
(d, J=7.8 Hz, 1H), 7.2-7.25 (m, 2H), 7.39 (d, J=7.8 Hz, 1H) ppm. 13C-NMR (126 MHz, CDCl3): d = 
12.2 (CH3), 14.5 (CH3), 17.4 (CH), 18.6 (CH2), 27.6 (CH3), 28.4 (CH3), 42.3 (CH2), 43.1 (CH3), 43.6 
(CH3), 54.2 (CH3), 55.5 (CH2), 60.9 (CH2), 81.5 (CH), 103.5 (CH), 111.1 (CH), 124.2 (CH), 128.8 
(CH), 131.6 (CH), 133.9 (CH), 158.3 (C), 162.7 (C) ppm. 
 
RP-HPLC-MS analysis of 19 :  
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Compound 20, 2-((1-(4-((3-aminopropyl)-(3-dimethylaminopropyl)-carbamoyl)-2-
isopropylphenyl)-5-(2,6-dimethoxyphenyl)-1H-pyrazole-3-carbonyl)-amino)-adamantane-
2-carboxylic acid 

To a solution of 19 (0.602 g, 0.86 mmol, 1 equiv.) in dioxane (9 mL) was 
added a solution of 5M KOH (0.886 mL, 4.43 mmol, 5 equiv.). The yellow 
solution was stirred overnight at RT. The reaction mixture was 
concentrated under vacuum. The residue was taken up in water and 
washed three times with Et2O. The aqueous phase was acidified to pH 3-4 
(precipitation) with a solution of 1M HCl and evaporated. EtOH was added 
to the residue and KCl was filtered off. The solution was concentrated 
under vacuum to obtain an orange oil.  

DMF (15 mL), NEt3 (0.46 mL, 3.3 mmol, 3 equiv.) and HATU (0.46 g, 1.2 mmol, 1.1 equiv.) were 
added. The yellowish solution was stirred for 15 min at RT. A solution of tert-butyl-2-
aminoadamantane-2-carboxylate (Synthon D) (0.302 g, 1.2 mmol, 1.1 equiv.) in DMF (5 mL) 
and NEt3 (0.31 mL, 2.2 mmol, 2 equiv.) was added to the reaction mixture and stirred for 4 h 
at RT. The reaction mixture was concentrated under vacuum to obtain an orange oil.  
Finally, CH2Cl2 (5 mL), TFA (5 mL) and H2O (0.5 mL) were added. The yellow solution was stirred 
at RT for 1.5 h. The reaction mixture was concentrated under vacuum and purified by semi-
preparative HPLC on a BetaBasic-18 column (A: H2O 0.1% TFA, B: MeCN 0.1% TFA with the 
following gradient program: 20% of b for 5 min, 20% to 60% of B in 50 min, at a flow rate of 
20 mL/min) to obtain 20 as a white powder (2 TFA salt, 0.456 g, 55%, purity: 99%).  
RP-HPLC-MS: tr = 3.66 min, m/z calculated for C41H56N6O6 [M+H]+ 729.4, found 729.3.  
1H-NMR (500 MHz, CDCl3): d = 0.97 (s, 6H), 1.49 (m, 2H), 1.63 (m, 4H), 1.67-1.80 (m, 4H), 1.90 
(m, 2H), 1.98 (m, 2H), 2.11 (m, 4H), 2.51 (m, 2H), 2.6-2.7 (m, 2H), 2.72 (s, 3H),  2.78 (m, 1H), 
2.91 (s, 3H), 3.09 (m, 1H), 3.2-3.35 (m, 3H), 3.57 (s, 6H), 6.6 (d, J=8.4 Hz, 2H), 6.87 (s, 1H), 7.2-
7.4 (m, 4H) ppm. 13C-NMR (126 MHz, CDCl3): d = 11.3 (CH3), 26.4 (CH3), 27.6 (CH3), 33.4 (CH2), 
36.7 (CH2), 37.0 (CH2), 42.6 (CH3), 42.8 (CH3), 54.5 (CH2), 55.2 (CH2), 55.6 (CH3), 63.6 (CH2), 
104.0 (CH), 105.6 (C), 109.0 (CH), 123.5 (CH), 124.3 (CH), 129.9 (CH), 137.8 (C), 158.1 (C), 159.4 
(C) ppm. 
HRMS: m/z calculated for C41H56N6O6 [M+H]+ 729.43407, found 729.43468; m/z calculated for 
[M+Na]+ 751.41590, found 751.41378. 
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RP-HPLC-MS and HRMS analysis of 20:  
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III.2. Coupling with the chelating agents 

III.2.1. Synthesis of compound 21 (3BP-228) 

Compound 21, 2-((1-(4-((3-DOTA-aminopropyl)-(3-dimethylaminopropyl)-carbamoyl)-2-
isopropylphenyl)-5-(2,6-dimethoxyphenyl)-1H-pyrazole-3-carbonyl)-amino)-adamantane-
2-carboxylic acid 
To a solution of 20 (30 mg, 35.6 µmol, 1 equiv.) in anhydrous DMF (0.5 mL) and DIPEA (12.4 
µL, 71.2 µmol, 2 equiv.), was added a solution of DOTA-NHS (40.66 mg, 53.4 µmol, 1.5 equiv.) 
in anhydrous DMF (0.5 mL) with DIPEA (55.8 µL, 0.32 mmol, 9 equiv.). The reaction mixture 
was stirred for 2 h at RT. The reaction medium was concentrated under vacuum and the oil 
was purified on a BetaBasic-18 column (A: H2O 0.1% TFA, B: MeCN 0.1% TFA with the following 
gradient program: 20% of B for 5 min, 20% to 60% of B in 45 min, at a flow rate of 20 mL/min). 
The product 21 was obtained as a white powder (3 TFA salt, 21 mg, 40%, purity: 93%).  
RP-HPLC-MS: tr = 3.83 min, m/z calculated for C57H82N10O13 [M+H]+ 1115.6, found 1115.7. 
HRMS: m/z calculated for C57H82N10O13 [M+H]+ 1115.61422, found 1115.61484; m/z calculated 
for [M+Na]+ 1137.59605, found 1139.59447. 
 
RP-HPLC-MS and HRMS analysis of 21:  
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III.2.2. Synthesis of compound 22 

Compound 22, 2-((1-(4-((3-DOTAGA-aminopropyl)-(3-dimethylaminopropyl)-carbamoyl)-2-
isopropylphenyl)-5-(2,6-dimethoxyphenyl)-1H-pyrazole-3-carbonyl)-amino)-adamantane-
2-carboxylic acid 
To a solution of 20 (30 mg, 35.6 µmol, 1 equiv.) in anhydrous DMF (0.5 mL) was added DIPEA 
(12.4 µL, 71.2 µmol, 2 equiv.) and a solution of DOTAGA anhydride (25 mg, 53.4 µmol, 1.5 
equiv.) in anhydrous DMF (0.5 mL) with DIPEA (36.8 µL, 0.211 mmol, 6 equiv.). The reaction 
mixture was stirred for 4 h at RT. The reaction medium was concentrated under vacuum and 
the oil was purified on a BetaBasic-18 column (A: H2O 0.1% TFA, B: MeCN 0.1% TFA with the 
following gradient program: 30% of B for 5 min, 30% to 70% of B in 50 min, at a flow rate of 
20 mL/min). The product 22 was obtained as a white powder (4 TFA salt, 21.59 mg, 37%, 
purity: 97%).  
RP-HPLC-MS: tr = 3.82 min, m/z calculated for C60H86N10O15 [M+H]+ 1187.6, found 1187.6. 
HRMS: m/z calculated for C60H86N10O15 [M+H]+ 1187.63535, found 1187.63587; m/z calculated 
for [M+2H]2+ 594.32165, found 594.32077. 
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RP-HPLC-MS and HRMS analysis of 22:  
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III.2.3. Synthesis of compound 23 

Compound 23, 2-((1-(4-((3-NOTA-aminopropyl)-(3-dimethylaminopropyl)-carbamoyl)-2-
isopropylphenyl)-5-(2,6-dimethoxyphenyl)-1H-pyrazole-3-carbonyl)-amino)-adamantane-
2-carboxylic acid 
To a solution of 20 (30 mg, 35.6 µmol, 1 equiv.) in anhydrous DMF (0.5 mL) and DIPEA (12.4 
µL, 71.2 µmol, 2 equiv.) was added a solution of NOTA-NHS (35.3 mg, 53.4 µmol, 1.5 equiv.) 
in anhydrous DMF (0.5 mL) with DIPEA (46.5 µL, 0.267 mmol, 7.5 equiv.). The reaction mixture 
was stirred for 3 h at RT. The reaction medium was concentrated under vacuum and the oil 
was purified on a BetaBasic-18 column (A: H2O 0.1% TFA, B: MeCN 0.1% TFA with the following 
gradient program: 30% of B for 5 min, 30% to 60% of B in 50 min, at a flow rate of 20 mL/min). 
The product 23 was isolated as a white powder (3 TFA salt, 14.39 mg, 30%, purity: 98%).  
RP-HPLC-MS: tr = 3.85 min, m/z calculated for C53H75N9O11 [M+H]+ 1014.6, found 1014.6. 
HRMS: m/z calculated for C53H75N9O11 [M+H]+ 1014.56654, found 1014.56629. 
 
RP-HPLC-MS and HRMS analysis of 23:  

 



Partie expérimentale  
 

 - 316 - 

 
 
 

III.2.4. Synthesis of compound 24 

Compound 24, 2-((1-(4-((3-NODAGA-aminopropyl)-(3-dimethylaminopropyl)-carbamoyl)-2-
isopropylphenyl)-5-(2,6-dimethoxyphenyl)-1H-pyrazole-3-carbonyl)-amino)-adamantane-
2-carboxylic acid 
To a solution of 20 (30 mg, 35.6 µmol, 1 equiv.) in anhydrous DMF (0.5 mL) and DIPEA (12.4 
µL, 71.2 µmol, 2 equiv.) was added a solution of NODAGA-NHS (39.12 mg, 53.4 µmol, 1.5 
equiv.) in anhydrous DMF (0.5 mL) and DIPEA (49.6 µL, 0.285 mmol, 8 equiv.). The reaction 
mixture was stirred for 2 h at RT. The reaction medium was concentrated under vacuum and 
the oil was purified on a BetaBasic-18 column (A: H2O 0.1% TFA, B: MeCN 0.1% TFA with the 
following gradient program: 30% of B for 5 min, 30% to 70% of B in 50 min, at a flow rate of 
20 mL/min). The product 24 was obtained as a white powder (4 TFA salt, 35.89 mg, 65%, 
purity: 96%).  
RP-HPLC-MS: tr = 3.9 min, m/z calculated for C56H79N9O13 [M+H]+ 1086.6, found 1086.7. 
HRMS: m/z calculated for C56H79N9O13 [M+H]+ 1086.58767, found 1086.58672; m/z calculated 
for [M+2H]2+ 543.79781, found 543.79634. 
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RP-HPLC-MS and HRMS analysis of 24:  
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III.2.5. Synthesis of compound 25 

Compound 25, 2-((1-(4-((3-THP-aminopropyl)-(3-dimethylaminopropyl)-carbamoyl)-2-
isopropylphenyl)-5-(2,6-dimethoxyphenyl)-1H-pyrazole-3-carbonyl)-amino)-adamantane-
2-carboxylic acid 
To a solution of 20 (10 mg, 11.9 µmol, 1 equiv.) in anhydrous DMF (0.5 mL) was added DIPEA 
(4.1 µL, 23.8 µmol, 2 equiv.) and a solution of THP-NCS (26.2 mg, 17.9 µmol, 1.5 equiv.) in 
anhydrous DMF (0.5 mL) with DIPEA (18.6 µL, 0.107 mmol, 9 equiv.). The reaction mixture was 
stirred for 4 h at RT. The reaction medium was concentrated under vacuum and the oil was 
purified on a BetaBasic-18 column (A: H2O 0.1% TFA, B: MeCN 0.1% TFA with the following 
gradient program: 30% of B for 5 min, 30% to 60% of B in 50 min, at a flow rate of 20 mL/min). 
The product 25 was obtained as a white powder (7 TFA salt, 13.6 mg, 46%, purity: 97%, the 
peak at 3.8 min corresponds to the expected compound and the peak at 4.1 min corresponds 
to an Fe-adduct formed during the analysis).  
RP-HPLC-MS: tr = 3.84 min, m/z calculated for C86H112N16O16S2 [M+2H]2+ 845.4, found 845.7. 
HRMS: m/z calculated for C56H79N9O13 C86H112N16O16S2 [M+2H]2+ 845.38630, found 845.40299; 
m/z calculated for [M+3H]3+ 563.93739, found 564.26978. 
 
RP-HPLC-MS and HRMS analysis of 25:  
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III.2.6. Synthesis of compound 27 

Compound 26, Lys(NODAGA(tBu)3)2   
To a solution of NODAGA(tBu)3 (75 mg, 0.138 mmol, 2.5 equiv.) in anhydrous 
DMF (1 mL) with DIPEA (47.9 µL, 0.275 mmol, 5 equiv.) was added TSTU (50 
mg, 0.165 mmol, 3 equiv.). The yellow solution was stirred for 30 min at RT 
and a suspension of L-lysine, monochlorhydrate (10 mg, 0.055 mmol, 1 equiv.) 
in DMF (1 mL) and DIPEA (28.7 µL, 0.165 mmol, 3 equiv) was added to the 
reaction mixture. The yellow suspension was stirred overnight at RT and 

heated for 4 h at 50 °C. The reaction medium was concentrated under vacuum and purified 
on a BetaBasic-18 column (A: H2O 0.1% TFA, B: MeCN 0.1% TFA with the following gradient 
program: 25% of B for 5 min, 25% to 75% of B in 50 min, at a flow rate of 20 mL/min). The 
product was obtained as a white powder (3 TFA salt, 66.4 mg, 78%, purity: 92%).  
RP-HPLC-MS: tr = 4.15 min, m/z calculated for C60H108N8O16 [M+H]+ 1197.8, found 1197.8; m/z 
calculated for [M+2H]2+ 599.4, found 599.6. 
1H-NMR (600 MHz, CDCl3): d = 1.45 (m, 64H), 1.8 (m, 2H), 2.0 (m, 2H); 2.2 (m, 2H), 2.4 (m, 4H), 
2.7-3.3 (m, 27H), 3.3-4.0 (m, 10H), 4.40 (m, 1H), 7.47 (m, 1H), 7.70 (m, 1H)  ppm; 13C-NMR 
(151 MHz, CDCl3): d = 22.7 (CH2), 25.2 (CH2), 25.6 (CH2), 28.1 (CH3), 30.6 (CH2), 31.9 (CH2), 32.8 
(CH2), 39.0 (CH2), 50.7 (CH2), 53.1 (CH), 52.9 (CH2), 63.6 (CH), 82.8 (CH2), 116.9 (q, TFA), 160.6 
(q, TFA), 171.2 (C), 172.9 (C), 173.1 (C), 174.2 (C) ppm. 
HRMS: m/z calculated for C60H108N8O16 [M+H]+ 1197.79627,  found 1197.79853; m/z 
calculated for [M+2H]2+ 599.40211, found 599.40336. 
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RP-HPLC-MS and HRMS analysis of 26: 
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Compound 27, bisNODAGA  
To a solution of Lys(NODAGA(tBu)3)2 (26) (15 mg, 12.5 µmol, 1 
equiv.) in anhydrous DMF (0.75 mL) with DIPEA (6.5 µL, 37.5 µmol, 
3 equiv.) was added HATU (4.75 mg, 12.5 µmol, 1 equiv.). The 
solution was stirred for 15 min at RT and a solution of 20 (10.5 mg, 
12.5 µmol, 1 equiv.) in anhydrous DMF (0.75 mL) with DIPEA (8.7 
µL, 50.0 µmol, 4 equiv.) was added. The reaction mixture was left 
stirring for 3 h at RT. The reaction medium was concentrated 
under vacuum and a solution of TFA:triisopropylsilane:H2O 

(95:2.5:2.5, v/v/v, 2 mL) was added. The reaction was stirred for 6 h at RT and concentrated 
under a flow of nitrogen gas. The residue was purified on a BetaBasic-18 column (A: H2O 0.1% 
TFA, B: MeCN 0.1% TFA with the following gradient program: 20% of B for 5 min, 20% to 60% 
of B in 40 min, at a flow rate of 20 mL/min). The product 27 was obtained as a white powder 
(4 TFA salt, 12.0 mg, 47%, purity: 98%).  
RP-HPLC-MS: tr = 3.90 min, m/z calculated for C77H114N14O21 [M+2H]2+ 786.4, found 786.4. 
HRMS: m/z calculated for C77H114N14O21 [M+H]+ 1571.83624, found 1571.83830; m/z 
calculated for [M+2H]2+ 786.42209, found 786.42406. 
 
RP-HPLC-MS and HRMS analysis of 27:  
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III.2.7. Synthesis of compound 29 

Compound 28, Lys(DOTAGA(tBu)4)2    
To a solution of DOTAGA(tBu)4 (40 mg, 57 µmol, 1.9 equiv.) in 
anhydrous DMF (1 mL) with DIPEA (21 µL, 120 µmol, 4 equiv.) was 
added HATU (21.7 mg, 57 µmol, 1.9 equiv.). The yellow solution was 
stirred for 15 min at RT and DIPEA (21 µL, 120 µmol, 4 equiv.) and L-

lysine, monochlorhydrate (5.5 mg, 30 mmol, 1 equiv.) were added. The reaction mixture was 
stirred for 4 h at RT. The reaction medium was concentrated under vacuum and purified on a 
BetaBasic-18 column (A: H2O 0.1% TFA, B: MeCN 0.1% TFA with the following gradient 
program: 20% of B for 5 min, 20% to 80% of B in 70 min, at a flow rate of 20 mL/min). The 
product was obtained as a white powder (4 TFA salt, 25.8 mg, 44%, purity: 90%).  
RP-HPLC-MS: tr = 3.88 min, m/z calculated for C76H138N10O20 [M+H]+ 1512.01, found 1512.1; 
[M+2H]2+ 756.5, found 756.4. 
HRMS: m/z calculated for C76H138N10O20 [M+H]+ 1512.01683, found 1512.01873; m/z 
calculated for [M+2H]2+ 756.51239, found 756.51434. 
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RP-HPLC-MS and HRMS analysis of 28:  
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Compound 29, bisDOTAGA  
To a solution of Lys(DOTAGA(tBu)4)2 (28)(15.7 mg, 10.4 µmol, 1 equiv.) 
in anhydrous DMF (0.5 mL) was added DIPEA (5.4 µL, 31.2 µmol, 3 
equiv.) and then HATU (3.95 mg, 10.4 µmol, 1 equiv.). The solution was 
stirred 15 min at RT and a solution of 20 (8.77 mg, 10.4 µmol, 1 equiv.) 
in anhydrous DMF (0.5 mL) with DIPEA (7.3 µL, 41.6 µmol, 4 equiv.) was 
added. The reaction mixture was stirred 5 h at RT. The reaction medium 
was concentrated under vacuum and a solution of 
TFA:triisopropylsilane:H2O (95:2.5:2.5, v/v/v, 2 mL) was added. The 

reaction was stirred for 3 h at 45 °C and concentrated under a flow of nitrogen gas. The 
solution was purified on a BetaBasic-18 column (A: H2O 0.1% TFA, B: MeCN 0.1% TFA with the 
following gradient program: 20% of B for 5 min, 20% to 60% of B in 60 min, at a flow rate of 
20 mL/min). The product 29 was obtained as a white powder (4 TFA salt, 7.94 mg, 34%, purity: 
97%).  
RP-HPLC-MS: tr = 3.73 min, m/z calculated for C85H128N16O25 [M+2H]2+ 887.5, found 888.2; 
[M+3H]3+ 592.0, found 592.5. 
HRMS: m/z calculated for C85H128N16O25 [M+2H]2+ 887.46977, found 887.47499. 
 
RP-HPLC-MS and HRMS analysis of 29:  
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III.3. Synthesis of compound 3BP-227 

III.3.1. Synthesis of synthon E  

Synthon E, benzyl methyl(3-(methyl(3-(methylamino)propyl)-amino)propyl)carbamate 
A solution of N,N-bis[3-(methylamino)propyl]methylamine (2 mL, 11 
mmol, 5 equiv.) in CH2Cl2 (15 mL) was cooled to -78 °C. To this solution 

was added dropwise a solution of benzyl chloroformate (0.3 mL, 2.2 mmol, 1 equiv.) in CH2Cl2 
(6 mL) over 1 h. The reaction was stirred at -78 °C for 1.5 h before warming to room 
temperature and stirred for another 15 h. The white suspension obtained was washed twice 
with a solution of K2CO3 5%, twice with brine, dried over MgSO4, filtered and concentrated 
under vacuum. The colorless oil obtained was purified by semi-preparative HPLC on a 
BetaBasic-18 column (A: H2O 0.1% TFA, B: MeCN 0.1% TFA; with the following gradient 
program: 0% of B for 10 min, 0% to 40% of B in 40 min, at a flow rate of 20 mL/min)  RP-HPLC. 
A colorless oil (0.542 g, 80%, purity: 94%) was isolated. 
RP-HPLC-MS: tr = 0.32 min, m/z calculated for C17H29N3O2 [M+H]+ 308.2, found 308.2. 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3): d = 1.95 (m, 2H), 2.21 (m, 2H), 2.66 (s, 3H), 2.76 (m, 4H), 2.91 (s, 
3H), 3.07 (m, 5H), 3.34 (m, 2H), 5.09 (s, 2H), 5.76 (br, NH2+), 7.3-7.4 (m, 5H), 9.30 (br, NH+) 
ppm. 13C-NMR (126 MHz, CDCl3): d = 21.1 (CH2), 22.4 (CH2), 33.3 (CH3), 39.8 (CH3), 45.9 (CH3), 
46.2 (CH2), 53.1 (CH2), 54.3 (CH2), 67.6 (CH2), 116.0 (q, TFA), 127.6 (CH), 128.2 (CH), 128.6 (CH), 
136.4 (C), 157.2 (C), 161.3 (q, TFA) ppm. 
 
RP-HPLC-MS analysis of synthon E:  
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III.3.2. Synthesis of 3BP-227  

Compound 31, ethyl 1-(4-((3-((3-(((benzyloxy)carbonyl)(methyl)amino)propyl)-
(methyl)amino)propyl)(methyl)carbamoyl)-2-isopropylphenyl)-5-(2,6-dimethoxyphenyl)-
1H-pyrazole-3-carboxylate 

To a solution of 18 (200 mg, 0.46 mmol, 1 equiv.) in anhydrous 
DMF (2 mL) was added DIPEA (96 µL, 0.55 mmol, 1.2 equiv.) and 
HATU (228 mg, 0.6 mmol, 1.3 equiv.). The solution was stirred 20 
min at RT. A solution of benzyl methyl(3-(methyl(3-
(methylamino) propyl)amino)propyl)carbamate (TFA salt) 

(Synthon E) (169 mg, 0.55 mmol, 1.2 equiv.) in DMF (2 mL) and DIPEA (289 µL, 1.66 mmol, 3.6 
equiv.) was added to the reaction mixture. The yellow solution was stirred 7 h at RT. The 
reaction mixture was evaporated to obtain a brown oil which was taken up in CH2Cl2 and 
washed four times with brine. The organic layer was dried over MgSO4, filtered and 
concentrated under vacuum. The oil was purified by flash-column chromatography (A: CH2Cl2, 
B: MeOH; with the following gradient program: 0% to 100% of B in 30 CV). An orange oil was 
obtained (110 mg, 33%, purity: 98%). 
RP-HPLC-MS: tr = 4.55 min, m/z calculated for C41H53N5O7 [M+H]+ 728.9, found 728.4. 
Rf (CH2Cl2/MeOH, 95/5) = 0.23.  
1H-NMR (500 MHz, CDCl3): d = 0.96 (s, 6H), 1.39 (t, J=7.1 Hz, 3H), 2.00 (m, 2H), 2.06 (m, 2H), 
2.71 (m, 1H), 2.76 (m, 2H), 2.90 (s, 3H), 2.93 (s, 3H), 3.12 (m, 5H), 3.38 (m, 2H), 3.55 (m, 2H), 
3.63 (s, 6H), 4.41 (q, J=7.1 Hz, 2H), 5.10 (s, 2H), 6.44 (d, J=8.3 Hz, 2H), 6.92 (s, 1H), 7.2-7.4 (m, 
9H) ppm. 13C-NMR (126 MHz, CDCl3): d = 12.5 (CH3), 14.4 (CH3), 21.8 (CH2), 22.6 (CH2), 25.4 
(CH), 27.6 (CH3), 34.3 (CH3), 37.7 (CH3), 39.4 (CH3), 43.5 (CH2), 44.4, 45.6 (CH2), 50.8 (CH3), 53.4, 
53.8 (CH2), 55.5 (CH3), 60.9 (CH2), 103.5 (CH), 106.5 (C), 111.2 (CH), 116.6 (CH), 124.3 (CH), 
124.9 (CH), 127.7 (CH), 128.2 (CH), 128.6 (CH), 131.6 (C), 135.8 (C), 136.5 (C), 139.1 (C), 139.4 
(C), 143.9 (C), 146.7 (C), 158.3 (C), 162.8 (C), 175.0 (C) ppm. 
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RP-HPLC-MS analysis of 31:  

 
 
 
Compound 32, 1-(4-((3-((3-(((benzyloxy)carbonyl)(methyl)amino)propyl)-
(methyl)amino)propyl)(methyl)carbamoyl)-2-isopropylphenyl)-5-(2,6-dimethoxyphenyl)-
1H-pyrazole-3-carboxylic acid 

To a solution of 31 (0.1 g, 0.14 mmol, 1 equiv.) in dioxane (2 mL) 
was added a solution of 5M KOH (0.274 mL, 1.4 mmol, 10 equiv.). 
The yellow solution was stirred overnight at 40 °C.  
The reaction mixture was concentrated under vacuum. The 
residue was dissolved in water and acidified to a pH of 2 with 1M 

HCl. The aqueous phase was extracted three times with CH2Cl2, dried over MgSO4, filtered and 
concentrated under vacuum to obtain a yellow oil (91 mg, 95%, purity: 98%). 
RP-HPLC-MS: tr = 4.12 min, m/z calculated for C39H49N5O7 [M+H]+ 700.3, found 700.3. 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3): d = 0.96 (m, 6H), 2.03 (m, 4H), 2.69 (m, 1H), 2.77 (m, 2H), 2.90 (s, 
3H), 2.93 (s, 3H), 3.0-3.2 (m, 5H), 3.4 (m, 2H), 3.5 (m, 2H), 3.6 (s, 6H), 5.11 (s, 2H), 6.44 (d, J=8.3 
Hz, 2H), 6.95 (s, 1H), 7.2-7.4 (m, 9H) ppm.  
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RP-HPLC-MS analysis of 32:  

 
 
 
Compound 33, 2-(5-(2,6-dimethoxyphenyl)-1-(2-isopropyl-4-(methyl-(3-(methyl-(3-
(methylamino)-propyl)-amino)-propyl)-carbamoyl)-phenyl)-1H-pyrazole-3-carboxamido)-
adamantane-2-carboxylic acid 

To a solution of 32 (75 mg, 0.11 mmol, 1 equiv.) in DMF (2 mL) was added 
NEt3 (45 µL, 3.21 mmol, 3 equiv.) and HATU (44.9 mg, 0.12 mmol, 1.1 
equiv.). The yellowish solution was stirred 20 min at RT. A solution of 
tert-butyl-2-aminoadamantane-2-carboxylate (Synthon D) (29.7 mg, 
0.12 mmol, 1.1 equiv.) in DMF (1 mL) and NEt3 (29.8 µL, 0.21 mmol, 2 
equiv.) was added and the reaction mixture was stirred for 4 h at RT. The 

reaction mixture was concentrated under vacuum to obtain an orange oil.  
The intermediate was hydrogenated in EtOH (10 mL) and Pd/C 10% under an atmospheric 
pressure of H2. The suspension was stirred at RT for 2 days. The reaction mixture was filtered 
on celite, and concentrated under vacuum to give an oil. Finally, CH2Cl2 (1 mL), TFA (1 mL) and 
H2O (0.1 mL) were added. The yellow solution was stirred at RT for 1.5 h. The reaction mixture 
was concentrated under vacuum and purified by semi-preparative RP-HPLC on a BetaBasic-18 
column (A: H2O 0.1% TFA, B: MeCN 0.1% TFA with the following gradient program: 30% of B 
for 5 min, 30% to 60% of B in 50 min, at a flow rate of 20 mL/min) to obtain the product as a 
white powder (2 TFA salt, 29 mg, 27%, purity >99%).  
RP-HPLC-MS: tr = 3.75 min, m/z calculated for C42H58N6O6 [M+H]+ 743.4, found 743.3. 
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1H-NMR (500 MHz, CD3OD): d = 1.10 (s, 6H), 1.65-1.90 (m, 9H), 2.0-2.25 (m, 9H), 2.64 (m, 2H), 
2.73 (s, 3H), 2.80 (m, 1H), 2.94 (s, 3H), 2.97 (s, 3H), 3.12 (m, 4H), 3.27 (m, 2H), 3.68 (s, 6H), 
6.57 (d, J=8.5 Hz, 2H), 6.79 (s, 1H), 7.28 (t, J=8.5 Hz, 1H), 7.37 (d, J=8.1 Hz, 1H), 7.44 (s, 1H), 
7.57 (s, 1H) ppm. 13C-NMR (126 MHz, CD3OD): d = 18.4 (CH3), 23.1 (CH2), 23.9 (CH2), 29.0 (CH2), 
29.3 (CH2), 29.9 (CH), 34.5 (CH2), 34.9 (CH2), 35.0 (CH2), 35.8 (CH3), 39.0 (CH2), 39.8 (CH3), 41.2 
(CH3), 55.2 (CH3), 57.1 (CH2), 65.5 (CH2), 106.6 (C), 110.8 (CH), 126.2 (CH), 127.1 (CH), 130.2 
(CH), 133.8 (C), 138.8 (C), 148.3 (C), 160.7 (C), 176.3 (C) ppm. 
HRMS: m/z calculated for C42H58N6O6 [M+H]+ 743.44972, found 743.44937; m/z calculated for 
[M+2H]2+ 372.22883, found 372.22752. 
 
RP-HPLC-MS and HRMS analysis of 33:  
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Compound 3BP-227, 2-((1-(4-((3-((3-(DOTA-methylamino)-propyl)-methylamino)-propyl)-
methyl-carbamoyl)-2-isopropylphenyl)-5-(2,6-dimethoxyphenyl)-1H-pyrazole-3-carbonyl)-
amino)-adamantane-2-carboxylic acid 

To a solution of 33 (TFA salt) (17 mg, 19.8 µmol, 1 equiv.) in 
anhydrous DMF (1 mL) and DIPEA (10.3 µL, 59.4 µmol, 3 equiv.) was 
added a solution of DOTA-NHS (30.16 mg, 39.6 µmol, 2 equiv.) in 
anhydrous DMF (1 mL) with DIPEA (41.5 µL, 0.24 mmol, 12 equiv.). 
The reaction mixture was stirred overnight at RT. The reaction 

medium was concentrated under vacuum and the resulting oil was purified on a BetaBasic-18 
column (A: H2O 0.1% TFA, B: MeCN 0.1% TFA with the following gradient program: 30% of B 
for 5 min, 30% to 60% of B in 50 min, at a flow rate of 20 mL/min). The product 3BP-227 was 
obtained as a white powder (4 TFA salt, 22.8 mg, 73%, purity: 99%). RP-HPLC-MS: tr = 3.88 
min, m/z calculated for C58H84N10O13 [M+H]+ 1129.6, found 1129.8. 
HRMS: m/z calculated for C58H84N10O13 [M+H]+ 1129.62987, found 1129.63250; m/z calculated 
for [M+2H]2+ 565.30309, found 565.31998. 
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RP-HPLC-MS and HRMS analysis of 3BP-227:  

 

 
  



Partie expérimentale  
 

 - 333 - 

III.4. Metalation of peptides with natGa 

General procedure 
The compounds were dissolved in acetate buffer (0.5 mL, 0.1 M, pH 3.48). A solution of 
Ga(NO3)3 (1.5 equiv. for 3BP-227, DOTA-20 (21), DOTAGA-20 (22), NOTA-20 (23), NODAGA-20 
(24) and THP-20 (25) and 4 equiv. for bisNODAGA-20 (27) and bisDOTAGA-20 (29)) in acetate 
buffer (0.5 mL) was then added. The reaction mixture was stirred for 5 h at 40 °C. The excess 
of free gallium was removed by semi-preparative RP-HPLC.  
 
  



Partie expérimentale  
 

 - 334 - 

Compound [natGa]Ga-3BP-227  
Purification on a BetaBasic-18 column (A: H2O 0.1% TFA, B: MeCN 0.1% TFA with the following 
gradient program: 30% of B for 5 min, 30% to 60% of B in 50 min, at a flow rate of 20 mL/min). 
The product was obtained as a white powder (5 TFA salt, 5.8 mg, 49%, purity: 97%).  
RP-HPLC-MS: tr = 3.85 min. MALDI-TOF: m/z calculated for C58H81GaN10O13 [M+H]+ 1195.532, 
found 1195.703. 
 
RP-HPLC-MS analysis of [natGa]Ga-3BP-227 and MALDI-TOF analysis of 3BP-227 (top) and [natGa]Ga-3BP-227 
(bottom):  
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Compound [natGa]Ga-21   
Purification on a BetaBasic-18 column (A: H2O 0.1% TFA, B: MeCN 0.1% TFA with the following 
gradient program: 30% of B for 5 min, 30% to 60% of B in 50 min, at a flow rate of 20 mL/min). 
The product was obtained as a white powder (3 TFA salt, 8.7 mg, 70%, purity: 97%).  
RP-HPLC-MS: tr = 3.77 min. MALDI-TOF: m/z calculated for C57H79GaN10O13 [M+H]+ 1181.516, 
found 1181.844. 
 
RP-HPLC-MS analysis of [natGa]Ga-21 and MALDI-TOF analysis of 21 (top) and [natGa]Ga-21 (bottom):  
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Compound [natGa]Ga-22 
Purification on a BetaBasic-18 column (A: H2O 0.1% TFA, B: MeCN 0.1% TFA with the following 
gradient program: 30% of B for 5 min, 30% to 60% of B in 50 min, at a flow rate of 20 mL/min). 
The product was obtained as a white powder (5 TFA salt, 7.1 mg, 51%, purity: 92%).  
RP-HPLC-MS: tr = 3.87 min. MALDI-TOF: m/z calculated for C60H82GaN10O15- [M+H]+ 1252.530, 
found 1253.844. 
 
RP-HPLC-MS analysis of [natGa]Ga-22 and MALDI-TOF analysis of 22 (top) and [natGa]Ga-22 (bottom):  
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Compound [natGa]Ga-23 
Purification on a BetaBasic-18 column (A: H2O 0.1% TFA, B: MeCN 0.1% TFA with the following 
gradient program: 25% of B for 5 min, 25% to 50% of B in 50 min, at a flow rate of 20 mL/min). 
The product was obtained as a white powder (3 TFA salt, 10.6 mg, 84%, purity: 99%).  
RP-HPLC-MS: tr = 3.66 min. MALDI-TOF: m/z calculated for C53H73GaN9O11+ [M+H]+ 1081.476, 
found 1080.467. 
 
RP-HPLC-MS analysis of [natGa]Ga-23 and MALDI-TOF analysis of 23 (top) and [natGa]Ga-23 (bottom):  
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Compound [natGa]Ga-24 
Purification on a BetaBasic-18 column (A: H2O 0.1% TFA, B: MeCN 0.1% TFA with the following 
gradient program: 30% of B for 5 min, 30% to 60% of B in 50 min, at a flow rate of 20 mL/min). 
The compound was obtained as a white powder (3 TFA salt, 4.35 mg, 35%, purity >99%).  
RP-HPLC-MS: tr = 3.9 min. MALDI-TOF: m/z calculated for C56H76GaN9O13 [M+H]+ 1152.490, 
found 1152.454. 
 
RP-HPLC-MS analysis of [natGa]Ga-24 and MALDI-TOF analysis of 24 (top) and [natGa]Ga-24 (bottom):  
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Compound [natGa]Ga-25  
Purification on a BetaBasic-18 column (A: H2O 0.1% TFA, B: MeCN 0.1% TFA with the following 
gradient program: 35% of B for 5 min, 35% to 60% of B in 40 min, at a flow rate of 20 mL/min). 
The product was obtained as a white powder (9 TFA salt, 6 mg, 53%, purity: 77+20%).  
RP-HPLC-MS: tr = 4.2 min. MALDI-TOF: m/z calculated for C86H109GaN16O16S2 [M+H]+ 1755.698, 
found 1757.551. 
 
RP-HPLC-MS analysis of [natGa]Ga-25 and MALDI-TOF analysis of 25 (top) and [natGa]Ga-25 (bottom):  
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Compound [natGa]Ga-27  
Purification on a BetaBasic-18 column (A: H2O 0.1% TFA, B: MeCN 0.1% TFA with the following 
gradient program: 20% of B for 5 min, 20% to 60% of B in 40 min, at a flow rate of 20 mL/min). 
The product was obtained as a white powder (3 TFA salt, 5.33 mg, 78%, purity: 96%).  
RP-HPLC-MS: tr = 3.72 min. MALDI-TOF: m/z calculated for C77H108Ga2N14O21 [M+H]+ 1706.643, 
found 1706.394. 
 
RP-HPLC-MS analysis of [natGa]Ga-27 and MALDI-TOF analysis of 27 (top) and [natGa]Ga-27 (bottom):  
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Compound [natGa]Ga-29 
Purification on a BetaBasic-18 column (A: H2O 0.1% TFA, B: MeCN 0.1% TFA with the following 
gradient program: 20% of B for 5 min, 20% to 60% of B in 40 min, at a flow rate of 20 mL/min). 
The product was obtained as a white powder (3 TFA salt, 5.44 mg, 77%, purity: 97%).  
RP-HPLC-MS: tr = 3.73 min. MALDI-TOF: m/z calculated for C85H122Ga2N16O25 [M+H]+ 1907.735, 
found 1908.386. 
 
RP-HPLC-MS analysis of [natGa]Ga-29 and MALDI-TOF analysis of 29 (top) and [natGa]Ga-29 (bottom):  
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III.5. In vitro stability 

15 µL of a 5 mM stock solution of compound in DMSO 50% (v/v) were stirred in a thermomixer 
(900 rpm, 37 °C, dark) with 135 µL of mouse serum (Sigma Aldrich, M5905, batch SLBT4412). 
The final concentration in peptide was 0.5 mM. After 0 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h and 24 h, a 
sample (15 µL) of solution was collected and diluted with 60 µL of ethanol 99%. 15 µL of a 
1 mM stock solution of Fmoc-Trp(tBu)-OH was added to the suspension for internal 
calibration. Samples were vortexed and centrifuged (10000 rpm, 10 minutes) to remove 
precipitated proteins. The supernatant was analyzed by RP-HPLC-MS at a wavelength of 
260 nm on a RP Kinetex™ column (Phenomenex) (2.6 µm, 100 Å, 50 × 2.1 mm) with ultrapure 
water and HPLC-grade MeCN (A: H2O 0.1% FA and B: MeCN 0.1% FA). Analyses were 
performed with the following gradient program: 5% to 100% of B in 5 min, 100% B for 1.5 min, 
100% to 5% B in 0.1 min and 5% B for 1.9 min, at a flow rate of 0.5 mL/min.  
 
RP-HPLC-MS analysis of neurotensin after 0 min and 4 h and 24 h of incubation in mouse serum:  
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RP-HPLC-MS analysis of [natGa]Ga-3BP-227 after 0 min, 4 h and 24 h of incubation in mouse serum:  

 

 

 

RP-HPLC-MS analysis of [natGa]Ga-21 after 0 min, 4 h and 24 h of incubation in mouse serum:  
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RP-HPLC-MS analysis of [natGa]Ga-22 after 0 min, 4 h and 24 h of incubation in mouse serum:  

 

 

 

RP-HPLC-MS analysis of [natGa]Ga-23 after 0 min, 4 h and 24 h of incubation in mouse serum:  
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RP-HPLC-MS analysis of [natGa]Ga-24 after 0 min, 4 h and 24 h of incubation in mouse serum:  

 

 

 

RP-HPLC-MS analysis of [natGa]Ga-25 after 0 min, 4 h and 24 h of incubation in mouse serum:  
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RP-HPLC-MS analysis of [natGa]Ga-27 after 0 min, 4 h and 24 h of incubation in mouse serum:  

 

 

 

RP-HPLC-MS analysis of [natGa]Ga-29 after 0 min, 4 h and 24 h of incubation in mouse serum:  
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III.6. In vitro binding affinity 

The affinity of each compound [natGa]Ga-3BP-227, [natGa]Ga-21, [natGa]Ga-22, [natGa]Ga-23, 
[natGa]Ga-24, [natGa]Ga-25, [natGa]Ga-27 and [natGa]Ga-29 for NTS1 was determined on a 
competitive binding assay on human recombinant CHO cells overexpressing NTS1, using [125I]I-
Tyr3-neurotensin (0.05 nM; Kd = 0.22 nM) as the radioligand (Eurofins). Non-specific binding 
was measured in presence of an excess of neurotensin (1 µM). Experiments were performed 
in duplicate. Data was fitted by non-linear regression, using GraphPadPrism, 6.0 software. The 
minimum was set to 0. IC50 values were converted into inhibition constants (Ki) using the 
Cheng−Prusoff equation. 
 

III.7. Radiolabeling of compounds with 68Ga 

Compounds were radiolabeled using a Modular-Lab PharmTracer (Eckert & Ziegler). Fractional 
elution of the 68Ge/68Ga generator gave a solution (1.5 mL, 90 MBq) which was added to a 
solution of 2.99 nmol of each compound in 150 µL of EtOH (to limit radiolysis) and ammonium 
acetate buffer (1 M, pH 6.88) to adjust the pH to 3.5. The reaction mixture was incubated at 
37 °C for 5 min for the NOTA-, NODAGA- and THP-based compounds, and at 95 °C for 10 min 
for the DOTA- and DOTAGA-based compounds. The products were purified on a C18 Sep-Pack 
cartridge (Waters, Milford, MA), eluted using 1000 μL of 80% ethanol in the second reactor, 
and subsequently evaporated at 70 °C for 10 min under an argon flow. The final products were 
diluted with 0.9% sodium chloride (NaCl). HPLC quality control was performed using a HPLC 
system LC-2000 analytical series (Jasco) equipped with a Flowcount radioactivity detector 
(Bioscan). Separation was achieved using an RP Kinetex™ column (Phenomenex) (2.6 µm, 100 
Å, 50 × 2.1 mm) with ultrapure water and HPLC-grade MeCN (A: H2O 0.1% TFA and B: MeCN 
0.1% TFA). Analyses were performed with the following gradient program: 5% to 95% of B in 
5 min, 95% B for 1.5 min, at a flow rate of 0.5 mL/min. The quantity of colloids was evaluated 
using a system of two instant thin layer chromatography (iTLC) using citrate sodium and 
NH4Ac/MeOH as mobile phase. 
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III.8. Small animal PET imaging and biodistribution studies 

HT-29 tumor bearing mice (8 weeks old, 10x106 cells per mouse injected subcutaneously in 
the right flack) were intravenously injected in the tail vein with 3 to 8 MBq of each radiotracer 
based on a consistent number of picomoles being injected (500 pmol). Static PET and MRI 
images were simultaneously recorded 90 min p.i. for 30 min. The mice were awakened 
between the administration of the tracer and imaging times. Images were recorded in a dual-
ring SiPM microPET fully integrated in a 7T preclinical MRI (MR Solutions, Guilford, UK). The 
animals were kept under anesthesia using 2% isofluorane in oxygen and positioned in a 
dedicated heating cradle during imaging. Respiratory gating was performed with abdominal 
pressure sensor and dedicated software (PC Sam, SAII, Stony Brook, US). List-mode data were 
collected in the PET system during 30 min. Coronal T1 weighted fast spin echo MR images 
were acquired with respiratory gating and the following parameters: 16 slices with a time of 
repetition (TR) of 1000 ms, time of echo (TE) of 11 ms. 3 signal averages, 1 mm slice thickness, 
field of view (FOV) of 70 mm and 256x256 pixels matrix. Images were reconstructed with the 
3D ordered subset expectation maximization (OSEM) algorithm implemented in the system 
using 2 iterations, 32 subsets and an isotropic voxel size of 0.28 mm. An energy window of 
250-750 keV and a coincidence time window of 8 ns were applied to the list-mode data. The 
algorithm takes into account normalization, random and decay corrections. No attenuation 
correction was applied. Two hours post-injection, mice were sacrificed and the main organs 
and tissues were dissected, weighed, and γ-counted (1480 Wizard 3, PerkinElmer). Blocking 
experiments were performed by co-injecting an excess (100 equivalents) of SR142948A. 
Tumor or tissue uptake are expressed as mean ± SD percentage injected dose per gram 
(%ID/g), corrected for radionuclide decay. 
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PET-MRI images between 1.5 h and 2 h p.i. of all compounds evaluated in this study ; the coronal slices have been centered on tumor, the white arrow shows the 
tumor: 
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Ex vivo biodistribution of all compounds of this chapter ; values are expressed as the percentage of injected dose per gram of tissue (%ID/g ± SD): 

 
Tumor-to-organ ratios from the ex vivo biodistribution ; values are expressed as means ± SD: 
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Ex vivo biodistribution of blocking experiment of [68Ga]Ga-21 (DOTA), [68Ga]Ga-22 (DOTAGA) and [68Ga]Ga-27 (bisNODAGA) ; values are expressed as the percentage of injected dose 
per gram of tissue (%ID/g ± SD): 

 
 

[68Ga]Ga-21 [68Ga]Ga-21 blocked [68Ga]Ga-22 [68Ga]Ga-22 blocked [68Ga]Ga-27 [68Ga]Ga-27 blocked 

Uptake (%ID/g) n = 4 n = 4 n = 4 n = 4 n = 4 n = 4 
Blood 1.083 ± 0.222 1.160 ± 0.285 0.658 ± 0.039 0.750 ± 0.175 0.393 ± 0.108 0.315 ± 0.201 
Liver 0.908 ± 0.129 0.883 ± 0.064 0.523 ± 0.025 0.393 ± 0.043 0.387 ± 0.072 0.453 ± 0.175 

Gallbladder 3.347 ± 3.208 2.033 ± 0.753 2.803 ± 1.062 0.750 ± 0.225 1.363 ± 0.993 1.013 ± 0.866 
Kidneys 2.525 ± 0.641 2.163 ± 0.374 1.943 ± 0.525 2.375 ± 0.394 3.377 ± 0.425 3.048 ± 0.473 
Spleen 0.408 ± 0.085 0.430 ± 0.074 0.310 ± 0.174 0.295 ± 0.073 0.207 ± 0.025 0.243 ± 0.192 
Heart 0.555 ± 0.102 0.513 ± 0.103 0.335 ± 0.019 0.365 ± 0.060 0.167 ± 0.038 0.195 ± 0.091 
Lungs 1.060 ± 0.164 0.970 ± 0.122 0.678 ± 0.194 0.728 ± 0.155 0.437 ± 0.071 0.488 ± 0.199 

Muscle 0.348 ± 0.345 0.940 ± 0.546 0.205 ± 0.044 0.387 ± 0.101 0.210 ± 0.061 0.350 ± 0.279 
Intestine 1.093 ± 2.507 0.773 ± 0.087 0.678 ± 0.127 0.695 ± 0.243 0.267 ± 0.097 0.435 ± 0.492 
Carcass 1.125 ± 0.098 1.208 ± 0.225 1.043 ± 0.474 0.880 ± 0.183 0.610 ± 0.154 0.803 ± 0.711 
Tumor 7.825± 0.560 2.338 ± 0.267 3.978 ± 0.564 1.780 ± 0.282 4.917 ± 0.776 0.985 ± 0.261 
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IV. Chapter 3 – Experimental part 

IV.1. Production and characterization of 7D12 

The cDNA encoding the sequences of VHH 7D12 was cloned into the vector pHENIX-C-LPETG-
His8-Vsv, resulting in 7D12-C-LPETG-His8-Vsv, the cysteine providing a handle for maleimide 
conjugation, LPETG being a sortase A consensus recognition sequence and the His8-Vsv tag 
allowing Ni-based purification and Vsv-based detection. ER2566 E.Coli cells were transformed 
with these plasmids and were grown in 2xTY medium, and VHH expression was induced with 
1 mM IPTG for 4 hours at 30 °C. Subsequently the periplasmic fraction was collected, and VHHs 
were purified by incubating the supernatant with Ni-NTA sepharose beads (IBA, Goettingen, 
Germany) in 50 mM phosphate pH 7.4/500 mM NaCl for 1 h at 4 °C. After washing, His6-tagged 
sortase A was eluted from the beads with 500 mM imidazole. The eluate was dialyzed against 
50 mM Tris pH 7.5/150 mM NaCl in a 3.5 kDa dialysis membrane. Purity and size were 
characterized with sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 
under reducing conditions and a coomassie brilliant blue staining (CBB). The concentration of 
the 7D12 in g/L was calculated by UV spectrophotometry by using the extinction coefficient 
of 7D12 at 280 nm (35535 L.mol-1.cm-1). 

IV.2. Synthesis and characterization  

IV.1.1. Synthesis of BCN-PEG2-maleimide 34 

 Compound 34, BCN-PEG2-maleimide 

To a solution of BCN-PEG2-NH2 (15 mg, 46 µmol, 1 equiv.) in DMF 
(0.5 mL) and DIPEA (16.1 µL, 92 µmol, 2 equiv.) was added a 
solution of maleimide-NHS (13.5 mg, 50.1 µmol, 1.1 equiv.) in DMF 
(0.5 mL). The resulting yellowish solution was stirred at RT. After 1 
h, the reaction mixture was concentrated under vacuum and 

purified by semi-preparative HPLC on a BetaBasic-18 column (A: H2O 0.1% FA, B: MeCN 0.1% 
FA; with the following gradient program: 15% of B for 5 min, 15% to 65% of B in 50 min, at a 
flow rate of 20 mL/min) to give a colorless oil (9.1 mg, 41%, purity: 87%).   
Note: this compound proved to be unstable, giving rize to unidentified products over time, 
even when stored at -80 °C. It was aliquoted as a 20 mM solution in DMSO and kept at -20 °C.  
RP-HPLC-MS: tr = 4 min, m/z calculated for C24H33N3O7 [M+H]+ 476.2, found 476.3. 
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1H-NMR (500 MHz, CDCl3): d = 0.8-1.0 (m, 3H), 1.25 (m, 4H), 2.1-2.3 (m, 4H), 2.53 (t, J=7.2 Hz, 
2H), 3.3-3.7 (m, 10H), 3.84 (t, J=7.2 Hz, 2H), 4.1 (m, 2H), 5.22 (br, 1H), 6.12 (br, 1H), 6.70 (d, 
2H) ppm.  
HRMS: m/z calculated for C24H33N3O7 [M+H]+ 476.23185, found 498.22166. 
 
RP-HPLC-MS and HRMS analysis of compound 34:  
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IV.1.2. Synthesis of disubstituted tetrazine with amine groups 37 

Compound 36, DOTAGA-NH-Tz-NH2, 2,2',2''-(10-(4-((2-((6-((2-aminoethyl)amino)-1,2,4,5-
tetrazin-3-yl)amino)ethyl)amino)-1-carboxy-4-oxobutyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane-
1,4,7-triyl)triacetic acid 

To a solution of DOTAGA-NH-Tz-Cl1 (10 mg, 8.3 µmol, 1 
equiv.) in borate buffer pH 8.6 (1 mL) was added 
ethylenediamine (16.7 µL, 249 µmol, 30 equiv.). The 
resulting orange solution was stirred at 75 °C. After 1 h, the 
mixture was purified on semi-preparative HPLC on a 

BetaBasic-18 column (A: H2O 0.1% TFA, B: MeCN 0.1% TFA; with the following gradient 
program: 0% of B for 15 min, 0% to 30% of B in 30 min, at a flow rate of 20 mL/min) to obtain 
an orange powder 2 TFA salt (4.8 mg, 65%).   
RP-HPLC-MS: tr = 0.34 min, m/z calculated for C25H44N12O9 [M+H]+ 657.3, found 657.2. 
1H-NMR (600 MHz, D2O): d = 2.00 (m, 2H), 2.49 (m, 2H), 2.9-3.7 (m, 15H), 3.79 (m, 4H), 3.94 
(m, 4H) ppm. 
 
RP-HPLC-MS analysis of compound 36:  

 
 
  

                                                
1 Thèse de Coline Canovas - Développement de stratégies de bioconjugaison innovantes : Application à 
l’élaboration d’agents d’imagerie moléculaire - 2018 
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Compound 37, DOTAGA-NH-Tz-NH-DOTA, 2,2',2''-(10-(2-((2-((6-((2-(4-carboxy-4-(4,7,10-
tris(carboxymethyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1-yl)butanamido)ethyl)amino)-1,2,4,5-
tetrazin-3-yl)amino)ethyl)amino)-2-oxoethyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-
triyl)triacetic acid 

To a solution of DOTAGA-NH-Tz-NH2 36 (4 mg, 4.44 
µmol, 1 equiv.) in DMF (200 µL) and DIPEA (4.5 µL, 26 
µmol, 6 equiv.) was added a solution of DOTA-NHS 
(11.6 mg, 15.6 µmol, 3.5 equiv.) in DMF (200 µL), H2O 

(100 µL) and DIPEA (9 µL, 52 µmol, 12 equiv.). The resulting orange solution was stirred at 
room temperature for 3 h. The mixture was then purified on semi-preparative HPLC on an 
Hypersil column (A: H2O 0.1% TFA, B: MeCN 0.1% TFA; with the following gradient program: 
0% of B for 15 min, 0% to 30% of B in 30 min, at a flow rate of 3.5 mL/min) to obtain an orange 
powder 2 TFA salt (3.1 mg, 55%).   
RP-HPLC-MS: tr = 0.50 min, m/z calculated for C41H70N16O16 [M+H]+ 1043.5, found 1043.7 ; m/z 
calculated for [M+2H]2+ 522.3, found 522.3. 
1H-NMR (600 MHz, D2O): d = 1.90 (m, 4H), 2.39 (m, 2H), 2.49 (m, 2H), 2.9-3.3 (m, 16H), 3.3-3.5 
(m, 16H), 3.5-3.7 (m, 10H), 3.74 (m, 3H), 3.84 (m, 7H) ppm ; 13C-NMR (151 MHz, D2O): d = 37.3 
(CH2), 38.3 (CH2), 38.6 (CH2), 40.2 (CH2), 42.6 (CH2), 48.2 (CH2), 48.4 (CH2), 49.8 (CH2), 50.7 
(CH2), 51.6 (CH2), 54.4 (CH2), 55.8 (CH2), 56.4 (CH2), 62.4 (CH), 116.9 (q, TFA), 158.3 (C), 160 (q, 
TFA), 164.6 (C), 165.5 (C), 166.4 (C), 167.2 (C), 168.3 (C), 169.5 (C), 170.8 (C) ppm. 
 
RP-HPLC-MS analysis of compound 37:  
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IV.1.3. Synthesis of the bimodal probe 49 

Compound 46, DTPA-NH2  
To a solution of DTPA(tBu)4 ester (207 mg, 0.335 mmol, 1 equiv.) in 
DMF (2 mL) with NEt3 (140 µL, 1.005 mmol, 3 equiv.) was added TSTU 
(121 mg, 0.402 mmol, 1.2 equiv.). The solution was stirred at room 
temperature for 1 h. Ethylenediamine (224 µL, 3.35 mmol, 10 equiv.) 
was then added to the activated ester and the reaction mixture was 

stirred for 2 h at room temperature to give a white suspension. This mixture was concentrated 
under vacuum and purified on semi-preparative HPLC on a BetaBasic-18 column (A: H2O 0.1% 
TFA, B: MeCN 0.1% TFA; with the following gradient program: 5% of B for 10 min, 5% to 70% 
of B in 50 min, at a flow rate of 20 mL/min) to obtain a white solid. Concentrated HCl (6 mL) 
was added to the solid and the mixture was concentrated under vacuum. After lyophilization, 
the expected compound (brown solid) was obtained as a hydrochloride (3 HCl) salt (134.4 mg, 
74%).   
RP-HPLC-MS: tr = injection peak, m/z calculated for C16H29N5O9 [M+H]+ 436.2, found 436.3. 
1H-NMR (500 MHz, D2O): d = 3.1-3.25 (m, 6H), 3.45-3.6 (m, 6H), 3.68 (s, 2H), 4.14 (s, 4H), 4.19 
(s, 4H) ppm; 13C-NMR (126 MHz, D2O): d = 37.0 (CH2), 38.8 (CH2), 49.6 (CH2), 49.9 (CH2), 52.9 
(CH2), 53.9 (CH2), 55.4 (CH2), 56.2 (CH2), 167.5 (C), 169.2 (C), 169.4 (C), 173.3 (C) ppm. 
HRMS: m/z calculated for C16H29N5O9 [M+H]+ 436.20447, found 436.20408. 
 
RP-HPLC-MS and HRMS analysis of compound 46:  
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Compound 47, DTPA-NH-Tz-Cl  

To a solution of DTPA-NH2 (134.4 mg, 0.248 mmol, 1 equiv.) in 
0.1 M borate buffer pH 8.0 (4 mL) was added a solution of 3,6-
dichloro-1,2,4,5-tetrazine (44.9 mg, 0.298 mmol, 1.2 equiv.) in 
acetonitrile (1 mL). The resulting orange solution was stirred at 
room temperature for 1 h. The mixture was concentrated under 
vacuum and purified by semi-preparative HPLC on a BetaBasic-

18 column (A: H2O 0.1% TFA, B: MeCN 0.1% TFA; with the following gradient program: 2% of 
B for 10 min, 2% to 40% of B in 50 min, at a flow rate of 20 mL/min) to give an orange powder 
(98 mg, 60%).   
Ionic chromatography: 1 TFA salt. 
RP-HPLC-MS: tr = 0.45 min, m/z calculated for C18H28ClN9O9 [M+H]+ 550.2, found 550.2. 
1H-NMR (500 MHz, D2O): d = 3.26 (t, J=5.8 Hz, 2H), 3.30 (t, J=6.0 Hz, 2H), 3.43 (t, J=5.8 Hz, 2H), 
3.53 (t, J=6.1 Hz, 2H), 3.59 (t, J=5.4 Hz, 2H), 3.73 (t, J=5.5 Hz, 2H), 3.77 (s, 2H), 3.92 (s, 2H), 3.97 
(s, 2H), 4.05 (s, 4H) ppm; 13C-NMR (126 MHz, D2O): d =  38.4 (CH2), 40.1 (CH2), 50.3 (CH2), 50.6 
(CH2), 52.2 (CH2), 54.0 (CH2), 55.8 (CH2), 56.0 (CH2), 56.4 (CH2), 158.7 (C), 161.6 (C), 168.1 (C), 
170.5 (C), 170.8 (C), 172.6 (C) ppm. 
HRMS: m/z calculated for C18H28ClN9O9 [M+H]+ 550.17779, found 550.17602. 
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RP-HPLC-MS and HRMS analysis of compound 47:  
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Compound 48, DTPA-NH-Tz-NH2  

To a solution of DTPA-NH-Tz-Cl (50 mg, 75.3 µmol, 1 equiv.) in 
DMF (2 mL) and DIPEA (104.5 µL, 602 µmol, 8 equiv.) was added 
a solution of tert-butyl (2-mercaptoethyl)carbamate (14.9 mg, 
84.1 µmol, 1.2 equiv.) in DMF (2 mL). The resulting orange 
solution was stirred at 75 °C. After 2 h, the solvent was removed 
under vacuum. CH2Cl2 (2 mL) and TFA (2 mL) were added and the 

resulting solution was stirred at room temperature for 2 h. After concentration under vacuum 
the mixture was purified by semi-preparative HPLC on a BetaBasic-18 column (A: H2O 0.1% 
TFA, B: MeCN 0.1% TFA; with the following gradient program: 2% of B for 10 min, 2% to 40% 
of B in 50 min, at a flow rate of 20 mL/min) to afford an orange powder (43.8 mg, 71%).   
Ionic chromatography: 2 TFA salt. 
RP-HPLC-MS: tr = 0.35 min, m/z calculated for C20H34N10O9S [M+H]+ 591.2, found 591.4. 
1H-NMR (500 MHz, D2O): d = 3.27 (m, 4H), 3.43 (m, 4H), 3.55 (m, 6H), 3.70 (m, 2H), 3.76 (s, 
2H), 3.91 (s, 2H), 3.98 (s, 2H), 4.05 (s, 4H) ppm; 13C-NMR (126 MHz, D2O): d = 27.8 (CH2), 38.3 
(CH2), 38.8 (CH2), 39.9 (CH2), 50.3 (CH2), 50.6 (CH2), 52.2 (CH2), 54.0 (CH2), 55.8 (CH2), 56.0 
(CH2), 56.4 (CH2), 161.0 (C), 163.9 (C), 168.1 (C), 170.4 (C), 170.7 (C), 172.6 (C), ppm. 
HRMS: m/z calculated for C20H34N10O9S [M+H]+ 591.23103, found 591.22921. 
 
RP-HPLC-MS and HRMS analysis of compound 48:  
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Compound 49, DTPA-NH-Tz-S-IRDye700DX (ER255)  

To a suspension of DTPA-NH-Tz-NH2 (3.43 
mg, 4.19 µmol, 1.3 equiv.) in DMF (1 mL) 
with DIPEA (8 µL, 45.9 µmol, 14 equiv.) 
was added IRDye700DX (6.3 mg, 3.22 
µmol, 1 equiv.) in DMF (1 mL) with DIPEA 
(8 µL, 45.9 µmol, 14 equiv.). The green 

solution was stirred at RT overnight. After concentration under vacuum, the mixture was 
purified by semi-preparative HPLC on an Hypersil column (A: TEAB 50 mM, B: MeCN with the 
following gradient program: 20% of B for 5 min, 20% to 60% of B in 60 min, at a flow rate of 
3.5 mL/min) to give a blue/green powder (4.4 mg, 58%). 
RP-HPLC-MS: tr = 3.6 min., m/z calculated for C90H129N21O33S7Si3 [M+2H]2+ 1170.8, found 
1171.4, m/z calculated for [M+3H]3+ 780.9, found 779.2. 
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RP-HPLC-MS analysis of compound 49:  

 
 

IV.2.4. Synthesis of conjugates 35, 39, 40, 42, 43 

Compound 35, 7D12-BCN 
To a 7.24 g/L solution of VHH 7D12 in PBS (2 mg, 110 nmol) 
was added a 20 mM solution of TCEP in PBS (637 µg, 2.24 
µmol, 20 equiv.) and a 20 mM solution of BCN-PEG2-
maleimide in DMSO (1.06 mg, 2.24 µmol, 20 equiv.). The 
solution was stirred at 37 °C in a thermomixer (900 rpm) 
for 7 h. An additional amount of TCEP (318.5 µg, 1.12 

µmol, 10 equiv.) and BCN-PEG2-maleimide in DMSO (795 µg, 1.68 µmol, 15 equiv.) were added 
and the solution was stirred (900 rpm, 37 °C) overnight. Excess of TCEP and BCN was removed 
by ultrafiltration on an Amicon Ultra Ultracel 3 kDa. This ultrafiltration step allowed us to 
concentrate the product and eliminate DMSO. The VHH 7D12-BCN was obtained as a 3.69 g/L 
solution in PBS (1.48 mg, protein recovery = 74%)*. The degree of labeling was determined to 
be 1 by MALDI-TOF and HPLC-MS analyses.  
*The concentration of the VHH 7D12 in g/L was calculated by UV spectrophotometry by using 
the extinction coefficient of 7D12 at 280 nm (35535 L.mol-1.cm-1). 
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Compound 39, 7D12-BCN-Tz-NH-DOTAGA-S-Cy5 

To 7 µL of the 1.48 mg/mL stock solution 
of VHH 7D12-BCN in PBS (10 µg, 0.57 
nmol) was added 1.13 µL of a 5 mM stock 
solution of DOTAGA-NH-Tz-S-Cy52 in H2O 
(7.43 µg, 5.66 nmol, 10 equiv.) and 2.23 
µL of PBS. The solution was stirred in a 
thermomixer (750 rpm, 37 °C) overnight. 

The degree of labeling was determined to be 1 by HPLC-MS analyses. 
 
A. (Top) RP-HPLC chromatogram (total ion chromatogram) of 39, (Bottom) Total mass spectrum of 39; B. 
Deconvolved mass spectra of 7D12-BCN and conjugate 39: 

 
                                                
2 Canovas, C.; Moreau, M.; Vrigneaud, J.-M.; Bellaye, P.-S.; Collin, B.; Denat, F.; Goncalves, V. Modular Assembly 
of Multimodal Imaging Agents through an Inverse Electron Demand Diels–Alder Reaction. Bioconjugate Chem. 
2019, 30 (3), 888–897. https://doi.org/10.1021/acs.bioconjchem.9b00017. 
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Compound 40, Trastuzumab-BCN 

To 862.1 µL of the 2.32 mg/mL stock solution of trastuzumab in borate 
buffer pH 8.5 (2 mg, 13.5 nmol) was added 8.12 µL of a 10 mM stock 
solution of BCN-(p-NPC) in DMSO (25.6 µg, 81.2 nmol, 6 equiv.). The 
solution was stirred in a thermomixer (750 rpm, 25 °C) overnight. Excess 
of BCN was removed by ultrafiltration on an Amicon Ultra Ultracel 30 
kDa. This ultrafiltration step allowed us to concentrate the product and 

eliminate the DMSO. The pure BCN-modified trastuzumab was obtained as a 19.9 mg/mL 
solution in PBS (protein recovery = 83 %)*. For the deglycosylation, a solution containing 17 
µL of H2O, 2 µL of glycobuffer 10X and 2 µL of PNGase was prepared. 20 µg of trastuzumab-
BCN were added to this solution and the resulted solution was stirred at 25 °C for 24 h. 
*The concentration of the trastuzumab in mg/mL was calculated by UV spectrophotometry by 
using the extinction coefficient of trastuzumab at 280 nm (1.49 L.mol-1.cm-1). 
 
A. (Top) RP-HPLC chromatogram (total ion chromatogram, 280 nm) and total mass spectrum of 
deglycosylated trastuzumab (Bottom) RP-HPLC chromatogram (total ion chromatogram, 280 nm) and total 
mass spectrum of deglycosylated 40; B. Deconvolved mass spectra of deglycosylated trastuzumab and 
deglycosylated 40: 
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Compound 42, Trastuzumab-BCN-Tz-NH-DOTAGA-S-Cy5  

To 10 µL of the 19.9 mg/mL stock solution of 
trastuzumab-BCN in PBS (0.2 mg, 1.34 nmol) 
was added 4.03 µL of a 5 mM stock solution of 
DOTAGA-NH-Tz-S-Cy5 in H2O (26.46 µg, 20.2 
nmol, 15 equiv.) and 85.47 µL of PBS. The 
solution was stirred in a thermomixer (750 rpm, 
25 °C) overnight. Excess of probe was removed 

by ultrafiltration on an Amicon Ultra Ultracel 30 kDa. This ultrafiltration step allowed us to 
concentrate the product. The bioconjugate trastuzumab was obtained as a 8.64 mg/mL 
solution in PBS (protein recovery = 95 %).  For the deglycosylation, a solution containing 15.5 
µL of H2O, 2 µL of glycobuffer 10X and 2 µL of PNGase was prepared. 20 µg of trastuzumab-
BCN were added to this solution and the resulted solution was stirred at 25 °C for 24 h. 
 
A. RP-HPLC chromatogram (total ion chromatogram, 280 nm) and total mass spectrum of deglycosylated of 
42; B. Deconvolved mass spectra of deglycosylated trastuzumab, deglycosylated 40 and deglycosylated of 
42: 
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Compound 43, 7D12-TCO 

To 85.11 µL of the 0.47 mg/mL stock solution of VHH 
7D12 in PBS (40 µg, 2.22 nmol) was added 2.22 µL of 
a 20 mM stock solution of TCEP in PBS (12.74 µg, 44.4 
nmol, 20 equiv.) and 5.93 µL of a 15 mM stock 
solution of TCO-maleimide in DMSO (46.54 µg, 88.9 

nmol, 40 equiv.). The solution was stirred in a thermomixer (750 rpm, 25 °C) for 6 h. Excess of 
TCEP and TCO was removed by ultrafiltration on an Amicon Ultra Ultracel 10 kDa. This 
ultrafiltration step allowed us to concentrate the product and eliminate the DMSO. The pure 
TCO-modified 7D12 was obtained as a 0.54 mg/mL solution in PBS (protein recovery = 66 %)*. 
Based on MALDI-TOF analysis and Orbitrap analysis, the degree of labeling was determined to 
be 1.  
*The concentration of the VHH 7D12 in mg/mL was calculated by UV spectrophotometry by 
using the extinction coefficient of 7D12 at 280 nm (35535 L.mol-1.cm-1). 
 
A. (Top) RP-HPLC chromatogram (total ion chromatogram) of 43, (Bottom) Total mass spectrum of 43; B. 
Deconvolved mass spectra of native 7D12, reduced 7D12 and 7D12-TCO 43: 
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Compound 45, 7D12-TCO-Tz-NH-DOTAGA-S-Cy5  

To 19 µL of the 0.54 mg/mL stock solution of 
VHH 7D12-TCO 43 in PBS (10 µg, 0.56 nmol) 
was added 1.12 µL of a 5 mM stock solution 
of DOTAGA-NH-Tz-S-Cy5 in H2O (7.33 µg, 5.6 
nmol, 10 equiv.). The solution was stirred in a 
thermomixer (750 rpm, 25 °C) overnight. The 
degree of labeling was determined to be 1 by 

HPLC-MS analyses. 
 
A. (Top) RP-HPLC chromatogram (total ion chromatogram, 280 nm and 650 nm) of 45, (Middle) Total mass 
spectrum of peak at 5.62 min (free probe), (Bottom) Total mass spectrum of peak at 7.26 min (conjugate 
45); B. Deconvolved mass spectra of 7D12-TCO and conjugate 45: 
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IV.2.5. Synthesis of conjugate DTPA-IRDye700DX-7D12 50 

Compound 50, DTPA-IRDye700DX-7D12 

 
 
To a 3.69 g/L solution of VHH 7D12-BCN 35 in PBS (922 µg, 50.4 nmol) was added 75.2 µL of a 
6.7 mM stock solution of DTPA-NH-Tz-S-IRDye700DX 49 in PBS (1.18 mg, 504 nmol, 10 equiv.) 
and 905 µL of PBS. The solution was stirred in a thermomixer (900 rpm, 37 °C) overnight. The 
product was purified by FPLC (Äkta Pure 25 M chromatography system, GE Healthcare Life 
Sciences) on a Superdex 75 10/300 GL column (cross-linked agarose and dextran, 13 µm, 10 × 
300-310 mm, 24 mL), at 0.8 mL/min, with phosphate buffer (PB, 20 mM, pH 7.3) with NaN3 
(0.05%) as eluent. The bimodal conjugate DTPA-IRDye700DX-7D12 was obtained as a 1.27 g/L 
solution in PB (444 µg, protein recovery = 43%).  The degree of labeling was determined to be 
0.56 (UV-visible spectroscopy). A correction factor (0.1) was introduced to account for the 
contribution of the phtalocyanine absorbance at 280 nm. The molar concentration of the 
fluorophore was calculated by UV spectrophotometry by using the extinction coefficient of 
IRDye700DX at 689 nm in PBS (165000 L.mol-1.cm-1). 
 

IV.3. Spectral properties of compound IRDye700DX derivatives  

UV-Vis absorbance and fluorescence spectra of the IRDye700DX dye and related conjugates 
were recorded in the range 250-800 nm in PBS (pH 7.4, 0.01 M) with concentrations in the 
micromolar range. Emission spectra were recorded in the range 630-850 nm after excitation 
at 620 nm (shutter: Auto Open, Ex. Slit = 5 nm and Em. slit = 5 nm). Excitation spectra were 
recorded in the range 250-760 nm with emission measurement at 770 nm (shutter: Auto 
Open, Ex. slit = 5 nm and Em. slit = 5 nm). Fluorescence quantum yields were measured at 25 
°C by a relative method using a suitable standard (AzaBODIPY JPL04, Φ 0.36, dilution by a 
factor of 3 between absorption and fluorescence measurements). The following equation was 
used: 
ΦFx = (AS/AX)(FX/FS)(nX/nS)2ΦFs where A is the absorbance (in the range of 0.01–0.1 A.U.), F is 
the area under the emission curve, n is the refractive index of the solvents (at 25 °C) used in 
measurements, and the subscripts s and x represent standard and unknown, respectively. 
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Normalized photophysical spectra (absorbance, excitation and emission) of compound IRDye700DX. lEx, max 
= 689 nm, lEm, max = 701 nm: 

 
 
Normalized photophysical spectra (absorbance, excitation and emission) of bimodal probe DTPA-NH-Tz-S-
IRDye700DX 49. lEx, max = 689 nm, lEm, max = 700 nm: 

 
 
Normalized photophysical spectra (absorbance, excitation and emission) of bimodal conjugate DTPA-
IRDye700DX-7D12 50. lEx, max = 689 nm, lEm, max = 698 nm: 
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IV.4. Stability of DTPA-IRDye700DX-7D12 in radiolabeling-like 
conditions 

To 19 µL of a solution of VHH 7D12 in PBS (1.04 mg/mL, 20 µg) was added 8.3 µL of 0.05 M HCl 
and 16.6 µL of 0.5 M MES. The resulting solution was stirred in a thermomixer (900 rpm, 25 
°C). After 0 min, 1 h, 2 h, 4 h a sample (15 µL) of solution was collected and analyzed by RP-
HPLC-MS (Orbitrap) at a wavelength of 280 nm and 650 nm. The separation was achieved on 
a Thermo ScientificTM MAbPacTM column (4 µm, 50 × 21 mm) with the following eluents: A: 
H2O, 0.1% FA + 0.02% TFA and B: MeCN/H2O (90 : 10, v/v), 0.1% FA + 0.02% TFA, and a linear 
gradient program: 5% to 100% of B in 15 min, 100% B for 3 min, 100% to 5% B in 0.1 min and 
5% B for 6 min, at a flow rate of 0.3 mL/min, at 80 °C. 
 

IV.5. Radiolabeling of conjugate with 111In 

DTPA-IRDye700DX-7D12 was incubated with [111In]InCl3 (Curium, Petten, The Netherlands) 
and twice the volume of 0.5M 2-(N-morpholino)ethanesulfonic (MES) buffer, pH 5.5 for 30 
minutes at room temperature. Labeling efficiency and radiochemical purity were determined 
by instant thin-layer chromatography (iTLC) on a silicagel chromatography strip (Biodex, 
Shirley, NY, USA), using 0.1 M citrate buffer pH 6.0 as the mobile phase. Stability of labeling 
up to 24 hours was determined by iTLC after incubating 180 nM of the labeled construct in 
either human serum or PBS with or without a thousand-fold molar excess of EDTA.  
 
Table summarizing the stability of radiolabeled conjugate [111In]In-50 after incubation in PBS or human 
serum with or without excess EDTA ; values are expressed as the percentage of radiolabeled compound (% 
± SD): 

 PBS Human serum 

 without EDTA with EDTA without EDTA with EDTA 
Time (h) n = 2 n = 2 n = 2 n = 2 

0 96 ± 0.00 96 ± 0.00 96 ± 0.00 96 ± 0.00 
0.5 99.70 ± 0.14 99.65 ± 0.07 99.75 ± 0.07 99.75 ± 0.07 
1 99.75 ± 0.07 99.70 ± 0.00 99.90 ± 0.00 99.75 ± 0.07 
2 99.55 ± 0.21 99.75 ± 0.07 99.7 ± 0.28 99.75 ± 0.07 
4 99.55 ± 0.21 99.65 ± 0.07 99.90 ± 0.00 99.80 ± 0.00 

24 98.95 ± 0.21 95.65 ± 4.03 99.85 ± 0.07 99.50 ± 0.00 
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IV.6. Cell culture and animal models 

The human epidermoid carcinoma cell line A431, carrying an amplification of the EGFR gene, 
was cultured in RPMI-1640 (GIBCO, Thermo-Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), 
supplemented with 2 mmol/L L-glutamine (GIBCO, Thermo-Fisher Scientific, Waltham, MA, 
USA) and 10% FCS (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MS, USA). During all in vitro assays, cells were 
incubated at 37 °C, in a humidified atmosphere with 5% CO2, unless stated otherwise. 
 

IV.7. In vitro binding assay 

A431 cells were plated at 60.000 cells/well in 6-wells plates, and grown to 80% confluency in 
3 days. Cells were incubated with increasing concentrations of either unlabeled 50 or native 
7D12 (0.005 to 450 nM) in binding buffer, in presence of 1600 Bq of [111In]In-50 (310 pM, 0.25 
MBq/µg) for 4 hours on ice. Subsequently, cells were washed twice with PBS, and collected 
with 1 mL 0.1 M NaOH. Activity in all fraction was counted in a γ-counter (2480 Wizard 3’’, 
LKB/Wallace, Perkin-Elmer, Boston, MA, USA). The IC50 values (the concentrations of 50 or 
7D12 needed to replace 50% of the bound [111In]In-50) were calculated in Graphpad Prism 
version 5.0. 
 

IV.8. In vitro binding and internalization of conjugate 

A431 cells were plated at 60.000 cells/well in 6-wells plates, and grown to 80% confluency in 
3 days. Cells were incubated with 1600 Bq [111In]In-50 in 0.5% BSA in RPMI (binding buffer) for 
1, 4 and 24 hours. EGFR specificity of binding was assessed by co-incubation with 15 µg 
unlabeled 7D12 per well. After incubation, cells were washed twice with PBS, and the 
receptor-bound Bq [111In]In-50 was retrieved by incubation with ice-cold 0.1 M acetic acid, 
154 M NaCl, pH 2.6 for 10 minutes on ice. After washing twice with PBS, cells containing the 
internalized Bq [111In]In-50  were collected with 1 mL 0.1 M NaOH. Activity in both fractions 
was counted in a γ-counter (2480 Wizard 3’’, LKB/Wallace, Perkin-Elmer, Boston, MA, USA). 
Specific binding and internalization were calculated by subtracting the non-specific signal from 
the total signal. 
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Table summarizing the percentage of conjugate [111In]In-50 bounds to the membrane or internalized after 
incubation with A431 cells ; values are expressed as the percentage of radiolabeled compound (% ± SD): 

 Internalized (%) 
Membrane bound 

(%) 

Internalized non-

specific (%) 

Membrane bound 

non-specific (%) 

Time (h) n = 3 n = 3 n = 3 n = 3 

1 5.05 ± 0.54 8.79 ± 0.48 0.09 ± 0.03 0.21 ± 0.03 

4 8.79 ± 0.72 9.10 ± 0.87 0.18 ± 0.02 0.24 ± 0.01 

24 11.19 ± 0.27 4.83 ± 0.15 0.42 ± 0.03 0.33 ± 0.02 

IV.9. Singulet oxygen production of conjugate upon illumination 

The generation of molecular singlet oxygen (1O2) produced by 50 upon illumination was 
measured. 50, IRDye700DX-7D12 and IRDye700DX (250 nM) were incubated with p-
nitrosodimethylaniline (RNO; 50 µM) and imidazole (400 µM) as an acceptor of 1O2 in 
phosphate buffered saline pH 7.4 in clear flat-bottom 96-wells plates (Costar). The controls 
were realized in same conditions without imidazole. Plates were illuminated with 690 nm light 
at 200 mW/cm2. Absorbance at 440 nm was measured every minute for 15 min with the Tecan 
Infinite® 200 Pro (Tecan, Männedorf, Switzerland), to determine 1O2 induced bleaching of RNO.  
 
Table summarizing the relative absorbance à 440 nm ; values are expressed as % ± SEM: 

 
IRDye700DX 

control 
IRDye700DX 

IRDye700DX-

7D12 control 

IRDye700DX-

7D12 
50 control 50 

Fluence 

(J/cm2) 
n = 3 n = 3 n = 3 n = 3 n = 3 n = 3 

0 100.00 ± 0.00 100.00 ± 0.00 100.00 ± 0.00 100.00 ± 0.00 100.00 ± 0.00 100.00 ± 0.00 

12 100.36 ± 0.42 76.94 ± 0.40 98.34 ± 0.57 71.84 ± 0.99 97.46 ± 0.32 84.86 ± 0.58 

24 99.71 ± 0.34 62.47 ± 0.17 97.17 ± 0.87 56.34 ± 0.35 96.96 ± 0.44 73.70 ± 0.24 

36 99.02 ± 0.48 52.81 ± 0.09 95.50 ± 0.78 46.16 ± 0.36 96.25 ± 0.37 67.42 ± 0.71 

48 98.70 ± 0.50 45.61 ± 0.12 93.81 ± 0.65 38.64 ± 0.17 93.97 ± 0.31 59.99 ± 0.31 

60 97.79 ± 0.29 39.93 ± 0.11 93.08 ± 0.74 33.53 ± 0.22 93.65 ± 0.32 55.15 ± 0.32 

72 97.23 ± 0.31 35.92 ± 0.12 92.72 ± 0.75 30.44 ± 0.17 93.39 ± 0.33 51.68 ± 0.31 

84 96.79 ± 0.32 32.68 ± 0.12 92.23 ± 0.74 28.08 ± 0.17 93.12 ± 0.32 48.61 ± 0.38 

96 96.37 ± 0.31 30.25 ± 0.11 91.25 ± 0.83 26.33 ± 0.17 92.73 ± 0.34 46.26 ± 0.38 

108 96.03 ± 0.31 28.57 ± 0.13 90.52 ± 0.82 24.99 ± 0.15 92.48 ± 0.36 44.25 ± 0.38 

120 95.59 ± 0.31 27.07 ± 0.13 89.25 ± 0.82 24.04 ± 0.14 92.17 ± 0.36 42.58 ± 0.38 

132 95.21 ± 0.28 26.02 ± 0.13 88.68 ± 0.85 23.32 ± 0.13 91.84 ± 0.37 41.25 ± 0.36 

144 94.79 ± 0.29 25.11 ± 0.13 88.02 ± 0.83 22.81 ± 0.12 91.48 ± 0.33 40.19 ± 0.35 

156 94.41 ± 0.30 24.37 ± 0.13 87.39 ± 0.93 22.30 ± 0.12 90.99 ± 0.36 39.19 ± 0.35 

168 94.14 ± 0.27 23.83 ± 0.13 87.06 ± 0.83 21.95 ± 0.12 90.73 ± 0.36 38.44 ± 0.35 

180 85.30 ± 1.66 21.64 ± 0.17 86.73 ± 0.82 21.67 ± 0.12 90.55 ± 0.38 37.84 ± 0.35 
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IV.10. In vitro photodynamic therapy 

A431 cells were plated at 2.000 cells/well in 96 wells plates, and grown to 50% confluency in 
3 days. Then cells were incubated for 4 hours with increasing concentrations of 111In labeled 
or unlabeled 50. Subsequently, cells were washed twice and illuminated with 90 J/cm2 at 690 
nm (dose rate of 200 mW/cm2, 7.5 min) using a light emitting diode. Non-illuminated cells 
were taken as control to determine dark toxicity of the conjugates. The next day, cell viability 
was determined with the CellTiter-Glo® luminescence cell viability assay (Promega, Madison, 
WI, USA), according to manufacturer’s protocol.   
 
Relative viability of A431 cells illuminated or non-illuminated after incubation with different concentrations 
of conjugates 50 or [111In]In-50 ; values are expressed as the percentage of relative viability (% ± SEM): 

 90 J/cm2 Non-illuminated 
 50 [111In]In-50 50 [111In]In-50 
 n = 4 n = 4 n = 3 n = 4 

0 nM 100 ± 0.000 100 ± 0.000 100 ± 0.000 100 ± 0.000 
2.2 nM 8.214 ± 0.228 8.530 ± 0.203 113.214 ± 0.283 117.527 ± 6.609 

6.67 nM 2.102 ± 0.196 2.305 ± 0.173 125.205 ± 3.047 102.641 ± 8.437 
20 nM 1.331 ± 0.136 1.410 ± 0.125 121.847 ± 2.214 127.573 ± 7.617 
60 nM 0.777 ± 0.064 0.867 ± 0.033 123.225 ± 2.546 131.353 ± 5.038 

180 nM 0.514 ± 0.054 0.608 ± 0.007 111.605 ± 1.911 134.929 ± 12.142 
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IV.11. Small animal SPECT imaging and biodistribution studies 

Tumor targeting by DTPA-IRDye700DX-7D12 was determined in a biodistribution study in mice 
bearing A431 xenografts. Mice (n = 5) were injected intravenously with 7.5 µg of [111In]In-50  
(1 MBq in PBS/0.5%BSA). To determine the specificity of EGFR targeting, a separate group (n 
= 3) was injected with a blocking dose of 300 µg unlabeled 7D12 at 30 min prior to [111In]In-
50  injection. Mice were euthanized by CO2 suffocation at 4 hours after tracer injection. 
Tumors and other tissue samples (blood, muscle, liver, lung, kidney, spleen, pancreas, 
stomach and duodenum) were harvested and weighed, and radioactivity in these samples was 
determined in a γ-counter (2480 Wizard 3’’, LKB/Wallace). Radioactivity concentrations were 
calculated as percentage of the injected dose per gram of tissue (%ID/g) and corrected for 
decay using injection standards.  
 
Ex vivo biodistribution of conjugate [111In]In-50 with or without an excess of 7D12 ; values are expressed as 
the percentage of injected activity per gram of tissue (%IA/g ± SD): 

 [111In]In-50 [111In]In-50 blocking 
Uptake (%IA/g) n = 5 n = 3 

Blood 1.393 ± 0.268 1.602 ± 0.144 
Muscle 0.412 ± 0.063 0.456 ± 0.035 

Skin 1.727 ± 0.104 1.854 ± 0.220 
Heart 0.822 ± 0.096 1.079 ± 0.012 
Lungs 1.771 ± 0.513 1.973 ± 0.216 
Liver 7.076 ± 1.176 9.434 ± 1.957 

Spleen 2.107 ± 0.352 3.336 ± 0.931 
Pancreas 0.962 ± 0.199 1.182 ± 0.287 
Kidneys 81.386 ± 15.472 105.550 ± 11.791 
Stomac 1.200 ± 0.135 1.615 ± 0.074 

Duodenum 1.306 ± 0.178 1.582 ± 0.429 
Tumor 2.126 ± 0.274 2.479 ± 0.517 
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Résumé : Malgré des avancées considérables dans 
la détection et le traitement du cancer, cette maladie 
est à ce jour la deuxième cause de décès dans le 
monde. Ce projet de thèse a eu pour buts de 
concevoir et optimiser des agents d’imagerie pour 
le diagnostic et/ou la thérapie de divers cancers. 
Le premier axe de cette thèse a porté sur 
l’élaboration d’un agent d’imagerie bimodale 
TEP/fluorescence peptidique capable de cibler les 
récepteurs à la neurotensine, NTS1, surexprimés 
dans certains cancers. L'imagerie TEP permettrait 
une détection efficace des tumeurs et de leurs 
métastases, tandis que l'imagerie par fluorescence 
faciliterait l'évaluation des marges tumorales 
durant la chirurgie. Plusieurs composés ont été 
synthétisés, marqués au gallium-68 et étudiés en 
préclinique sur un modèle de cancer du pancréas. 
Des résultats très prometteurs ont été obtenus pour 
un des composés, faisant de lui un bon candidat 
pour le diagnostic et l’aide à la chirurgie du cancer 
du pancréas.  
Le second axe de recherche a été consacré à la 
conception d’un radiotraceur TEP ciblant NTS1. 
Une molécule nommée [177Lu]Lu-IPN01087 est 

actuellement évaluée dans des essais cliniques pour 
la radiothérapie ciblée et l'identification d'un 
compagnon diagnostic faciliterait la sélection des 
patients éligibles pour cette approche. Nous avons 
synthétisé et évalué in vivo sur un modèle de cancer 
colorectal différents radiotraceurs marqués au 
gallium-68, mettant en avant un potentiel candidat 
pour le diagnostic par imagerie TEP de cancers 
surexprimant NTS1.  
Enfin, la dernière partie de cette thèse est consacrée 
à l’élaboration d’un agent d’imagerie théranostique 
TEMP/PDT ciblant le récepteur EGFR. L’imagerie 
TEMP permettrait de diagnostiquer et stadifier les 
patients, tandis que la sonde PDT permettrait 
l’assistance à la chirurgie et la destruction des 
cellules tumorales. L’emploi d’une plateforme 
trivalente, la dichlorotétrazine, nous a permis 
d’introduire un agent chélatant l’indium-111 et un 
photosensibilisateur via une réaction de 
bioconjugaison site-spécifique sur un nanobody. Le 
conjugué obtenu a ensuite été évalué in vitro puis 
l’étude de la biodistribution et de l’efficacité de la 
thérapie photodynamique a été réalisée en 
préclinique.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Design of molecular imaging and theranostic agents for the detection and targeted therapy of 
cancers 

  Keywords : molecular imaging, nuclear imaging, fluorescence-guided surgery, photodynamic therapy, 
cancer, neurotensin 

Abstract : Despite significant advances in cancer 
detection and treatment, cancer is now the second 
leading cause of death worldwide. The aim of this 
thesis project was to design and optimize imaging 
agents for the diagnosis and/or therapy of various 
cancers. 
The first axis of this thesis focused on the 
development of a bimodal PET/fluorescence 
imaging agent capable of targeting neurotensin 
NTS1 receptors overexpressed in certain cancers. 
PET imaging would allow efficient detection of 
tumors and their metastases, while fluorescence 
imaging would facilitate the evaluation of tumor 
margins during surgery. Several compounds were 
synthesized, labelled with gallium-68 and studied 
in preclinical studies in a pancreatic cancer model. 
Very promising results were obtained for one 
compound, making it a good candidate for the 
diagnosis and fluorescence guided surgery of 
pancreatic cancer.  
The second line of research was devoted to the 
design of a PET radiotracer targeting NTS1. A 
molecule named [177Lu]Lu-IPN01087 is currently 

being evaluated in clinical trials for targeted 
radiotherapy. The identification of a diagnostic 
companion agent would facilitate the selection of 
patients eligible for this therapy. We synthesized 
and evaluated in vivo, in a colorectal cancer model, 
different gallium-68 labelled tracers, highlighting 
a potential candidate for the diagnosis by PET 
imaging of NTS1 overexpressing cancers.  
Finally, the last part of this thesis focused on the 
development of a theranostic SPECT/PDT 
imaging agent targeting the EGFR receptor. 
SPECT imaging would allow the diagnosis and 
staging of patients, while the PDT probe would 
facilitate the surgical resection of the tumor and 
eradication of cancer cells. We used a trivalent 
platform, dichlorotetrazine, that allowed us to 
introduce an indium-111 chelating agent and a 
photosensitizer via a site-specific bioconjugation 
reaction on a nanobody. The resulting conjugate 
was evaluated in vitro and the biodistribution and 
efficacy of the photodynamic therapy were 
investigated in preclinical studies.  
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