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INTRODUCTION 

La tomographie par émission de positons est une technique d’imagerie moléculaire qui 

présente de meilleures performances en matière de sensibilité, quantification et résolution 

spatiale que l’imagerie monophotonique. Elle a vu son utilisation largement étendue surtout 

depuis l’arrivée sur le marché du [18F]-FDG ou fluorodésoxyglucose. [1]  Le fluor 18 

constitue l’isotope phare de cette modalité d’imagerie moléculaire en raison du faible libre 

parcours moyen des positons dans la matière avant l’annihilation et donc d’une meilleure 

résolution spatiale. Cependant, les contraintes de sa production et sa demi-vie de 110 minutes 

limitent les développements des traceurs fluorés aux seuls centres qui sont équipés de 

cyclotron. Le gallium 68, un autre radioélément émetteur de positons est le produit de 

décroissance d’un radioélément-père de longue période : le germanium 68. Sa formulation 

sous forme de générateur 68Ge/68Ga le rend accessible aux centres dépourvus de cyclotrons et 

leur permet de réaliser sur site la production de vecteurs pour un usage en imagerie TEP 

clinique ou préclinique. Plusieurs études cliniques menées ces dernières années avec des 

vecteurs marqués au 68Ga ont permis d’améliorer les performances diagnostiques des examens 

d’imagerie nucléaire et la prise en charge thérapeutique des patients. A titre d’exemple, en cas 

de suspicion de tumeurs neuroendocrines, l’examen d’imagerie nucléaire prescrit est la 

scintigraphie à l’111In-Pentétréotide, un analogue de la somatostatine qui cible les récepteurs 

de la somatostatine surexprimés dans ces pathologies. Cet examen présente cependant des 

limites diagnostiques et ne permet pas de détecter toutes les lésions de petite taille qui sont 

présentes. L’amélioration de la prise en charge des patients dans le cadre de ces tumeurs est 

possible grâce à la mise en place d’un examen TEP avec un analogue de la somatostatine 

marqué au gallium 68. Cette mise en place nécessite le développement préalable du vecteur 

d’intérêt.  

Par ailleurs, notre équipe a pour objectif le développement de ligands d’imagerie moléculaire 

en pathologie cardio-vasculaire, afin de visualiser et quantifier les processus pathologiques 

impliqués tels que le thrombus, la plaque d’athérome, l’inflammation myocardique et 

vasculaire, la mort cellulaire ou la fibrose. Plusieurs ligands originaux ou issus de l’industrie 

sont en cours de développement et/ou d’évaluation préclinique et clinique. La stratégie 

adoptée est la validation de la pertinence de la cible dans des modèles animaux en imagerie 

TEMP préclinique, puis le marquage par un émetteur de positons accessible à notre centre 
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(68Ga) en cas de preuve de concept préclinique positive et si l’indication clinique requiert 

cette modalité d’imagerie.  

C’est dans ce contexte général de développement de traceurs marqués au gallium 68 

que s’inscrit l’objectif principal de ma thèse. Pour expliquer la stratégie générale de 

développement qui sera adoptée, une partie bibliographique traitera de la chimie du gallium et 

des cibles et vecteurs d’intérêt. Trois cibles moléculaires particulièrement intéressantes dans 

les pathologies cardiovasculaires seront décrites : 

- Les récepteurs de la somatostatine qui sont surexprimés dans les tumeurs 

neuroendocrines mais aussi dans les pathologies cardiovasculaires à composante 

inflammatoire telles que l’athérosclérose ou la myocardite 

- La phosphatidylsérine, un marqueur de l’apoptose cellulaire et de l’activation 

plaquettaire 

- La P-Sélectine, un marqueur de l’activation plaquettaire et de l’activation endothéliale.   

Comme prérequis indispensable à ce développement, la première partie des travaux de thèse 

sera consacrée à la mise en place d’outils et de méthodes de marquage au gallium 68.  Ces 

outils et méthodes seront utilisés dans la deuxième partie de ces travaux pour le marquage de 

vecteurs d’intérêt originaux en vue d’une utilisation préclinique ou clinique :  

- le DOTANOC et le NODAGANOC : deux analogues de la somatostatine pour le 

ciblage des récepteurs de la somatostatine, 

- le P04087 : un peptide ciblant la phosphatidylsérine,   

- L’Asphy-NODAGA (fucoïdane) : un polysaccharide ciblant la P-sélectine  



Chapitre 1. Intérêt de la TEP et du gallium 68  

8 

 

CHAPITRE 1. INTÉRÊT DE LA TEP ET DU GALLIUM 68 

Après une introduction des notions générales d’imagerie moléculaire et de traceurs, et une 

définition succincte de la première technique d’imagerie radioisotopique, la TEMP, ce 

chapitre traite plus en détail de la technologie TEP et des arguments qui nous ont poussés à 

choisir le gallium 68 pour le développement de méthodes de marquage pour ce type 

d’imagerie.  

1.1. L’imagerie moléculaire, notion de traceur 

Complémentaire de l’imagerie anatomique qui ne visualise que la structure des tissus ou 

des organes, l’imagerie moléculaire étudie directement le rôle des molécules dans le 

fonctionnement des cellules, tissus et organes en utilisant les techniques à base des 

radioéléments mais également les procédés optiques, magnétiques (IRM) ou acoustiques 

(échographie). [2], [3]  

Quelle que soit la technique employée, celle-ci ne doit pas perturber le processus étudié. D’où 

la notion de traceur, décrite pour la première fois par George Charles de Hevesy en 1923. Un 

traceur est une substance qui est introduite dans un système biologique à des quantités très 

faibles et pouvant être suivie tout au long du processus étudié. [4] 

Les techniques pouvant être utilisées dans un but d’imagerie moléculaire diffèrent par un 

certain nombre de paramètres : la sensibilité, la résolution spatiale, la résolution temporelle, la 

profondeur de pénétration, ...[5] 

Les techniques nucléaires présentent l’avantage d’une grande sensibilité, les rendant 

particulièrement adaptées à l’imagerie moléculaire. En médecine nucléaire, un traceur est 

composé d’un vecteur permettant le ciblage et d’un radionucléide dont la désintégration 

entraîne l’émission de rayonnements. En fonction de la nature de l’émission, le traceur peut 

être utilisé à des fins diagnostiques, thérapeutiques ou en vue d’étudier la pharmacocinétique 

d’une substance donnée. 

On distingue deux techniques d’imagerie en médecine nucléaire :  

- la TEMP ou Tomographie par Emission Monophotonique, (SPECT en anglais : Single  

Emission Computed Tomography), est la plus ancienne des deux techniques d’imagerie 

nucléaire. [6]  Elle nécessite l’administration chez le patient d’un radiopharmaceutique 

émetteur de rayonnements gamma. La détection de la distribution de ce traceur nécessite le 

recours à des gamma-caméras qui sont équipées de détecteurs en rotation autour du sujet.  
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- la TEP ou Tomographie par Emission de Positon (PET en anglais : Positron Emission 

Tomography).[4] 

1.2. La Tomographie par Emission de Positons (TEP) : principe et intérêt 

La TEP est une modalité d’imagerie médicale qui mesure la distribution tridimensionnelle 

d’une molécule marquée par un émetteur de positons ou positrons (β+). L’acquisition est 

réalisée par un ensemble de détecteurs répartis autour du patient. Les détecteurs sont 

constitués d’un scintillateur qui est choisi en fonction de nombreuses propriétés, pour 

améliorer l’efficacité et le rapport signal sur bruit. Les caméras TEP sont des tomographes par 

émission de positon.[7] 

Les images en TEP sont le résultat de la détection en coïncidence à 180° des photons à 

511keV, produits suite à l’annihilation du positon avec un électron de la matière. (Figure 1)  

Les évènements enregistrés sont reconstruits en images qui représentent la distribution 

spatiale des sources radioactives dans l’organisme.[4] 

 
Figure 1. (A) Emission à 180° de deux photons à 511 keV produits suite à l’annihilation du positon avec un électron. 
(B) Détection des photons d’annihilation par la caméra TEP.  
[4] 

 
L’information mesurée correspond au lieu d’annihilation et non à celui de β+. La distance 

entre ces deux lieux est appelée libre parcours moyen du positon, elle est déterminée par 

l’énergie d’émission des positons, et constitue une limite en termes de résolution spatiale.  

Il existe une autre limite intrinsèque, en termes de résolution spatiale en TEP. Celle-ci est le 

résultat de la non- colinéarité des deux photons de 511 keV, faisant suite à l’annihilation d’un 

positon qui n’a pas intégralement perdu son énergie cinétique. Ce défaut de colinéarité peut 

être de l’ordre de 0,5° (Figure 2).[7] 
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Figure 2. Désintégration du positon et réaction d’annihilation.  
Une fois émis, le positon (β+) parcourt quelques millimètres (d) dans les tissus, où il perd toute son énergie cinétique. Quand 
le positon est pratiquement au repos, il interagit avec un électron (e-) du milieu, suivant une réaction d’annihilation au cours 
de laquelle la masse des deux particules se transforme en deux photons gamma (γ) de 511 keV, émis dans des directions 
opposées.[7] 

L’utilité de la TEP et de la TEMP pour la détection des traceurs radiomarqués et pour 

l’évaluation qualitative de la distribution des radiopharmaceutiques a été démontrée dans de 

nombreuses études. Cependant, lorsqu’une évaluation quantitative est recherchée, la précision 

de l’imagerie TEMP est limitée suite à l’atténuation par les tissus de l’organisme, des photons 

de faible énergie. L’intensité du signal détecté n’est alors pas un indicateur fiable de la 

concentration du traceur réellement présente. [5] La correction d’atténuation utilisée en TEP 

permet de contourner ce problème ce qui permet une quantification précise des images. [4] La 

correction des phénomènes physiques fournit une image représentative de la distribution du 

traceur (Figure 3). [7] L’imagerie TEP présente aussi le grand avantage d’être beaucoup plus 

sensible que la TEMP, elle permet de détecter un traceur présent à des concentrations 

picomolaires. [8] D’où notre intérêt pour le développement de traceurs pour l’imagerie TEP. 

 
Figure 3. Evènements mesurés en TEP.  
[9] 

1.3. Choix de l’émetteur de positons  

Les émetteurs de positons sont déficitaires en neutrons. Certains sont produits dans des 

accélérateurs de particules (essentiellement des cyclotrons) (Tableau 1). [3],[10],[11] D’autres 

sont disponibles sous forme de générateur (Tableau 2). [12]  
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Tableau 1. Emetteurs de positons produits par cyclotron.  

Radionucléide  Demi-vie 
Emax(β

+) 
keV 

Décroissance 
β+ (%) 

Libre parcours 
maximal dans 
l’eau (mm) 

Libre 
parcours dans 
l’eau (mm) 

Production 

11C  20,4 min  961  99 3,9 1,1  Cyclotron 
13N  9,96 min  1190  100 5,1 1,5  Cyclotron 
15O  2,05 min  1732  100 7,9 2,7  Cyclotron 
18F  110 min  634  97 2,3 0,6  Cyclotron 
52Fe  8,2 h  800  57    Cyclotron 
64Cu  12,7 h  656  19 2   Cyclotron 
66Ga 9,49 h  4153  56 20   Cyclotron 
76Br 16,1 h  1310  54 20 5  Cyclotron 
86Y 14,7 h  3150  32 6   Cyclotron 
124I 4,18 jours  2100  22 7   Cyclotron 

44Sc 3,97 h  1157  98,95   

Cyclotron  
ou 

Générateur 
(44Ti) 

 
Tableau 2. Emetteurs de positons issus de générateurs 
 

Générateur 
Radioélément 

père 
Radioélément fils 

t1/2 t1/2 β+(%)  Eβ
+ (MeV)  Principale application 

82Sr/82Rb  25,6 j  1,27 min  95,43  1,479 Perfusion 
140Nd/140Pr  3,37j  3,39min  51  1,067 Perfusion 
118Te/118Sb  6j  3,6min  73,5  1,186 Perfusion 
122Xe/122I  20,1h  3,63min  78  1,41 Marquage 
128Ba/128Cs  2,43j  3,62min  68,9  1,27 Perfusion 
134Ce/134La  3,16j  6,45min  64  1,206 Perfusion 
62Zn/62Cu  9,26h  9,673min  97,43  1,314  Marquage ; perfusion 
52Fe/52mMn  8,275h  21,1min  95  1,17 Perfusion 
68Ge/68Ga  270,95j  67,71min  89,14  0,8295 marquage 
110Sn/110mIn  4,11h  69,1min  63  1,04 Marquage 
44Ti/44Sc  60 ans  3,97h  94,27  0,632 Marquage 
72Se/72As  8,4j  26h  87,8  1,17 Marquage 

 

Le choix du radionucléide dépend : 

1-de la période physique du radionucléide qui doit être assez longue pour permettre la 

production et l’utilisation du radiotraceur, et pas très longue par rapport à la demi-vie 

biologique afin d’éviter une irradiation inutile du patient. 

2- du mode de désintégration 

3- de la radiochimie du traceur  

4- de la disponibilité et du coût [11] 

5- de la cinétique du traceur.  

Le développement de traceurs marqués par des isotopes produits dans des accélérateurs n’est 

accessible qu’aux centres qui sont pourvus de cet équipement très couteux et 

réglementairement très contraignant. La période radioactive, relativement brève du 11C, 13N, 
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15O empêche l’utilisation des molécules marquées par ces isotopes à distance du site de 

production. La demi-vie de 110 minutes est assez longue pour permettre le transport et 

l’utilisation des molécules marquées au fluor 18 dans des centres cliniques à proximité du 

cyclotron. [7] Par ailleurs, l’énergie cinétique d’émission des positons conditionne le libre 

parcours de cette particule avant la réaction d’annihilation. [7] Plus l’énergie du positon est 

faible, meilleure est la résolution spatiale, ce qui fait du fluor l’isotope de choix en imagerie 

TEP. 

Cependant, les traceurs disponibles sous forme de générateur et malgré des énergies de 

positons plus élevées et donc une résolution spatiale entrainant des images de moindre qualité, 

présentent le grand avantage d’être accessibles aux centres dépourvus de cyclotrons. Quand la 

demi-vie n’est que de quelques minutes, le développement chimique et le marquage de 

vecteurs d’intérêt devient difficile voire infaisable. Seule une perfusion continue au patient 

peut être envisagée (cas du Rubidium 82, utilisé en imagerie TEP pour l’étude de la perfusion 

myocardique de stress et de repos). De tous les générateurs listés dans le Tableau 2, le 

44Ti/44Sc, le 110Sn/110mIn et le 68Ge/68Ga présentent les périodes les plus intéressantes (assez 

longues pour permettre un développement chimique et pas trop longue ce qui rend la 

dosimétrie plus avantageuse). La période du radioélément père (110Sn) est courte ce qui rend 

la durée d’utilisation du générateur limitée dans le temps. 

Le générateur de gallium 68 présente des avantages par rapport à celui du scandium 44  

(Rendements d’élutions plus élevés, volumes d’élutions moindres, activités disponibles 

beaucoup plus élevées, activités spécifiques du 68Ga deux fois plus élevées. [13] La teneur de 

l’éluat de 44Sc est par ailleurs faible en radioélément père : 90Bq dans 20 mL, cependant la 

période du 44Ti est très longue : 60 ans et celui-ci émet des photons à 1156 KeV [14]). [12]  

La période du gallium 68 est par ailleurs beaucoup plus adaptée aux cinétiques des vecteurs 

peptidiques et polysaccharidiques auxquels nous nous intéressons dans ce travail. Cette 

période peut être insuffisante pour un ensemble d’investigations nécessaires pour la validation 

du traceur après sa production (études de biodistribution, cinétique, stabilité in vitro et in 

vivo…). Dans ce cas, il est possible de recourir au 67Ga, un radioisotope du gallium, émetteur 

gamma de plus longue période (3,26 jours). Les générateurs de 68Ge/68Ga sont en plus plus 

facilement accessibles dans le commerce.  

Tous ces paramètres ont conduit au choix du gallium 68 comme émetteur de positon pour le 

développement de traceurs moléculaires en vue d’une utilisation en imagerie TEP. 
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CHAPITRE 2. LE GALLIUM 68 

  Ce deuxième chapitre a pour objectif de passer en revue l’état des connaissances sur le 

gallium 68 depuis sa production et sa formulation sous forme de générateur jusqu’à son 

utilisation pour le marquage des vecteurs d’intérêt. Un paragraphe sera consacré à la chimie 

de complexation du gallium. La compréhension des contraintes et des exigences de cette 

chimie nous aidera à fixer la stratégie de développement des traceurs marqués au gallium.  

2.1. Introduction 

Le gallium existe à l’état naturel sous forme de deux isotopes : le 69Ga (60,1%) et le 71Ga avec 

une abondance naturelle de 39,9%. 

Trois radioisotopes peuvent être utilisés pour la production de radiopharmaceutiques. Le 67Ga 

(T1/2 = 78h) se désintègre par émission γ et est donc utilisé en TEMP. Les deux autres 

isotopes, le 66Ga (T1/2 = 9,49h) et 
68Ga (T1/2 = 67,7 minutes) se désintègrent pas émission β+ et 

sont donc utilisables en TEP. [11]  

Le 68Ga peut être produit dans des cyclotrons en utilisant les réactions nucléaires suivantes : 

69Ga(n, 2n)68Ga [15] ou 66Zn(α, 2n) 68Ga. [16] Mais il est le seul à être aussi disponible à 

partir d’un générateur et peut de ce fait être utilisé dans des centres dépourvus de cyclotron. 

C’est grâce à la production du 68Ga(III) à partir d’un radioélément père, le 68Ge(IV)  de 

période assez longue et de propriétés chimiques assez différentes du fils, que celui-ci peut être 

formulé sous forme de générateur. [17] Le 68Ge a une demi-vie de 270,95 jours et décroît 

uniquement par capture électronique en 68Ga. Ce dernier décroît en 68Zn stable,  à 89% par 

émission de positons d’énergie maximale 1,9 MeV et dans 11% des cas par capture 

électronique. [11] 

 
Figure 4. Filiation nucléaire du 68Ga. [18]   
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2.2. Le générateur 68Ge/68Ga  

2.2.1.  Production 

Le 68Ge peut être produit dans des réacteurs nucléaires ou dans des cyclotrons. [11] 

Plusieurs réactions nucléaires peuvent être utilisées : [19] 

Tableau 3. Les réactions nucléaires de production du 68Ge 
 

Particule Réaction nucléaire Nucléide cible 
Proton (p,2n) 69Ga 
Proton (p,xn), x=2, 4 natGa (69,71Ga) 
Proton (p,pxn) natGe 
Proton (p, xnyp) y = 2, 4, 6 71As ; 79,81Br; 85,87Rb 
Deutéron (d,3n) 69Zn 
Hélium-4 (α, 2n) 66Zn 

Hélium-3 (3He, xn) x = 1, 2, 3 66,67,68Zn 
 
Depuis 2001, l’Agence Internationale d’Energie Atomique (AIEA) a adopté le protocole 

utilisant la réaction nucléaire suivante : Ga(p, 2n)68Ge pour la production de générateur à 

visée médicale. [20] En effet cette réaction permet d’obtenir le meilleur rendement de 

production. [19] La chimie de purification du germanium est par ailleurs beaucoup plus 

simple si la cible utilisée est du gallium comparativement au zinc.[21] Les cibles de gallium 

naturel peuvent être utilisées sous différentes formes chimiques : du gallium métal [22] ; du 

gallium métal encapsulé dans du niobium [23] ; alliage Ga/Ag [24] ; Nickel de gallium 

(Ga4Ni) [25]; Oxyde de gallium (Ga2O3) [21] ; Ga2O [26] 

Le 68Ge ainsi produit puis purifié est accroché sur une résine dont le matériau doit répondre à 

certaines caractéristiques. La matrice du générateur doit être à base de matériau non toxique 

[27],  stable au contact de l’éluant et résistante à l’irradiation [28] afin d’éviter le relargage 

dans l’éluat d’impuretés métalliques susceptibles d’entrer en compétition avec le 68Ga lors des 

réactions de marquage. Cette résine doit par ailleurs présenter une sélectivité de rétention du 

radioélément père par rapport au radioélément fils. Un échangeur d’ions est en fait caractérisé 

aussi bien par son coefficient de distribution appelé également coefficient de partage que par 

sa sélectivité vis-à-vis des ions à échanger. Cette sélectivité peut être exprimée par la 

constante de sélectivité ou d’échange caractéristique de la réaction d’échange ionique qui est 

réversible : 

m
r

n
s

m
s

n
r BnAmBnAm )()()()( +↔+

 

Avec : 

[An](r) = la concentration de l’espèce ionique A sur la résine ;  
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[Bm](s) = la concentration de l’espèce ionique B en solution ;  

n et m = les charges portées respectivement par l’espèce ionique A et par l’espèce B (n, m = 

1, 2 ou 3) ; 

Et la constante d’équilibre peut s’écrire : 
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[29] 

Le premier générateur a été décrit par Cleason en 1960. La matrice de la colonne était 

constituée de Al2O3 et l’élution se faisait par de l’EDTA. Le gallium 68 était alors récupéré 

sous forme de complexe et il fallait le décrocher de son complexe avec l’EDTA avant de le 

fixer au ligand d’intérêt.  

Plusieurs générateurs ont été développés depuis et les générateurs actuellement sur le marché 

sont constitués de matrice minérale (dioxyde de Titane TiO2
-, ou dioxyde d’étain SnO2

-) ou 

encore de matrice organique [30]  (Par exemple la résine de formaldéhyde de pyrogallol [31] 

ou encore celle à base du copolymère styrène–divinylbenzène contenant des groupes N-

méthylglucamine). [32] (Figure 5) 

 

 
Figure 5. Les différents générateurs 68Ge/68Ga développés au cours du temps 
Schéma de [30], adapté et complété à partir de [28], [31], [32] et [33]. 
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Les générateurs développés sont tous de qualité chimique jusqu’en 2015, date de l’obtention 

de l’autorisation sur le marché d’un premier générateur de qualité pharmaceutique fabriqué 

selon les bonnes pratiques de fabrication.  

2.2.2. Principe de fonctionnement  

2.2.2.1. Formation du gallium 68 

La décroissance du radioélément père 68Ge en son radioélément fils 68Ga est définie 

par l’équation :  

dNGe /dt = - λGeNGe dont la solution est : 
t

GeGe
GeeNN λ−= 0
 

λ étant la constante radioactive et N le nombre d’atomes du radionucléide au temps t avec 

2/1

2

t

Ln
=λ  et t1/2 la période. N

0 est le nombre d’atomes au temps zéro.  

Le radioélément fils (dans ce cas le gallium 68) résulte de la décroissance du radioélément 

père (le germanium 68) selon l’équation : GeGe Nλ . Cependant, il décroît lui-même selon 

l’équation GaGaNλ .  

La production de 68Ga résulte donc de l’apport de gallium GeGe Nλ par la décroissance du 

germanium et de la décroissance du gallium GaGaNλ
 : 

   

La solution de cette équation différentielle peut donc s’écrire : 

 [19] 

Ou encore  

  

0
GaA est l’activité de 68Ga restant dans le générateur immédiatement après une élution. 

t
GaA  est l’activité de gallium 68 présente dans le générateur à un temps t après la dernière 

élution. [34] 

)00 ( t   t 
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Quand le radioélément père a une période plus longue que celle du fils, la constante 

radioactive du fils est alors plus grande. Le terme e-λGat devient négligeable devant e-λGet.  

Et le terme 
t

Ga
GaeN λ−0
 peut être négligé pour un temps t assez grand 

Le nombre d’atomes de gallium dans le générateur peut alors s’écrire :  

  

Comme le nombre d’atomes de germanium est 
t

GeGe
GeeNN λ−= 0
, on trouve le rapport : 

Ge

GeGa

Ga

Ge

N

N

λ

λλ −
=  

Et par conséquent, le ratio des activités des deux radionucléides devient : 

Ga

Ge

Ga

GeGa

Ga

Ge

A

A

λ

λ

λ

λλ
−=

−
= 1  

Quand le ratio de l’activité du radioélément père par rapport à celle du fils devient constant, 

on parle d’état d’équilibre. L’activité maximale du radioélément fils est obtenue pour un 

temps t : 

 

Dans le cas du couple 68Ge/68Ga, la période du père est très grande par rapport à celle du fils. 

Donc λGe<< λGa et tmax ~ (1/λGa ) Ln(λGa/λGe) ; les activités du père et du fils deviennent égales 

au bout du même temps tmax. [19] On parle d’équilibre séculaire représenté sur la Figure 6. 

[35] 

 
Figure 6. Cinétique séculaire d’un générateur 68Ge/68Ga [35] 
(A) Evolution de l’activité du radioélément père, (B) Evolution des activités cumulées du père et du fils, (C) 
Activité du fils dans la fraction du père et (D) courbe de décroissance de l’activité du fils 
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La courbe C est reprise sur la figure suivante :  

 
Figure 7. Cinétique de formation du gallium 68 dans un générateur 68Ge/68Ga 

L’activité maximale du 68Ga est obtenue au-delà de 10 périodes (14,1 heures). [27] Le 

gallium peut être récupéré par élution du générateur. 

2.2.2.2. Elution 

Les générateurs dont la résine est à base de MeIVO2
- sont dits ioniques (Me = Sn, Ti, Zr, 

Ce, etc.). Quand le pH est situé entre 0 et 2 (HCl 0,01 à 1M), la résine devient échangeuse 

d’anions. [36] C’est ce qui se passe avec les générateurs Obninsk® ou encore le Pharmagrade 

generator d’Eckert & Ziegler dont la résine est à base de TiO2. En effet, au contact d’une 

solution HCl 0,1M et donc à pH=1, l’oxyde de Titane prend une forme Me+ comme le montre 

la figure suivante :  

 
 

Figure 8. Comportement de la résine de type MeIVO2 en fonction du pH. Inspirée de [37] par A. Du Moulinet 
d’Hardemare. Om : Oxygène de la matrice ; Oa : Oxygène apical. 

 

A ce pH le germanium(IV) ou Ge4+, s’hydrolyse en complexes anioniques : [GeO(OH)3]
- 

ou [GeO2(OH)2]
2- qui s’adsorbent fortement sur la résine échangeuse d’anions. Alors que le 

68Ga qui est un acide fort de Lewis, se trouve sous sa forme cationique (Ga3+) et il est de ce 

fait facilement élué par la solution d’acide chlorhydrique 0,1M lors de son passage à travers la 

colonne. Ceci est bien illustré au niveau de la Figure 9. [21] 
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Figure 9. Profils d’échange du Ga(III) et du Ge(IV) au niveau d’une résine de type MeIVO2
- (Me est dans 

ce cas du Zirconium hydraté) en fonction du pH. [21] 
« D » étant le coefficient de distribution : c’est le quotient du taux du métal ionique adsorbé par gramme de 
résine / le taux du métal ionique par millilitre de solution d’élution. [38] 

 
Le temps nécessaire pour générer le maximum de gallium 68 est très long pour être adopté 

en pratique courante. L’élution après un délai de 10 périodes par rapport à la dernière élution, 

génère par ailleurs un éluat au niveau duquel une quantité importante de 68Zn s’est accumulée. 

Le 68Zn étant un cation de Lewis « dur » et labile (entraineur non isotopique), peut entrer en 

compétition avec le 68Ga lors des réactions de marquage. [39] 

La matrice non toxique du générateur à base de TiO2 peut entrainer, par ailleurs une 

concentration relativement élevée de Ti dans l’éluat si le générateur n’est pas élué au 

quotidien. [27] 

Le tableau suivant représente les mesures de la régénération de l’activité de gallium 68 dans le 

temps suite à une élution. 

 
Tableau 4. Mesure de la régénération du 68Ga dans le générateur 68Ge/68Ga 

Temps (h)  1  2  3  4  5  6  7  8  9  10  11 
Activité 68Ga 
(%) 

45.7 70.6 84 91.3 95.3 97.4 98.6 99.2 99.6 99.8 99.9 

 
En plus de l’élution quotidienne du générateur, une élution préventive 3 à 4 heures avant le 

radiomarquage est recommandée. Cette pré-élution permet d’éliminer des impuretés 

métalliques qui ont pu s’accumuler au cours du temps et de régénérer une activité suffisante 

pour la radiosynthèse. [27] 
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La majorité des générateurs disponibles dans le commerce, entre autres ceux dont la 

matrice est à base de SnO2 et TiO2 fournissent un éluat qui n’est pas directement utilisable en 

raison d’un certain nombre d’inconvénients : [28] 

- Un  volume d’élution élevé [11] et donc une radioactivité volumique faible en 68Ga. 

- La contamination avec d’autres ions métalliques cationiques issus essentiellement des 

matériaux constitutifs de la colonne du générateur. [27], [28] Citons essentiellement le 

Ti(IV), le Fe(III). Ou encore le Zn(II), produit de décroissance du 68Ga. [40] 

- La contamination de l’éluat par le radioélément père, le 68Ge, de longue période [11], 

[27], [28] 

Ces contaminants cationiques constituent un obstacle majeur au processus de complexation du 

68Ga. 

La pharmacopée européenne définit des normes de pureté chimique et radionucléidique pour 

les éluats utilisés pour la production de radiopharmaceutiques destinés pour un usage humain. 

Ces normes sont les suivantes : 

- Pureté chimique (Fer : teneur maximale de 10µg/GBq ; Zinc ≤ 10 µg/GBq) 

- Pureté radionucléidique : 68Ge et les autres impuretés émettrices gamma < 0,001% de 

l’activité totale [41] 

Les éluats issus des générateurs de qualité chimique sont tous non conformes aux normes de 

la pharmacopée européenne et doivent par conséquent subir un prétraitement préalable à tout 

marquage. 

Les éluats issus de générateurs de qualité pharmaceutique sont souvent conformes aux normes 

et peuvent être utilisés directement, mais leur pré-purification entraine une amélioration de la 

qualité du marquage. 

2.2.2.3. Prétraitement des éluats 

Afin de garantir la réussite du marquage au gallium 68 d’un vecteur d’intérêt, l’éluat doit 

être préalablement concentré et purifié de ses impuretés métalliques et des traces de 

radioélément père, le 68Ge qui a une longue période. [1], [42] 

Trois méthodes principales ont été décrites dans la littérature avec des avantages et des 

inconvénients pour chacune d’entre elles. Ces méthodes sont résumées au niveau de la Figure 

10 :  

a) L’élution fractionnée  

(Figure 10 (A)) 



Chapitre 2. Le Gallium 68  

21 

 

L’élution fractionnée permet de concentrer un maximum d’activité dans un minimum de 

volume. Elle consiste à récupérer la fraction centrale de l’éluat. Les premières et les dernières 

fractions, d’activité volumique assez faible sont quant à elles jetées. Velikyan et coll. ont 

réussi à récupérer 60% de l’activité totale du générateur dans 1 mL d’acide chlorhydrique.[27] 

Breeman et coll. ont réussi à récupérer 80% de l’activité totale dans un volume de 1mL et à 

obtenir un rendement de marquage et une activité spécifique élevés. [43] De Blois et coll. ont 

utilisé cette méthode avec un générateur iThemba et ils ont réussi à concentrer 75% de 

l’activité totale dans un volume de 1,5 mL[44] Une approche similaire a été adoptée par 

Gabriel et coll.[45] 

 
Figure 10. Présentation schématique des prétraitements de l’éluat d’un générateur 68Ge/68Ga. [46] 
(A)  Elution fractionnée : récupération de la fraction de l’éluat renfermant au moins le 2/3 de l’activité en 68Ga, 
fraction utilisée sans la moindre purification supplémentaire ; (B) Purification cationique (B1) : Chargement 
direct de l’éluat du générateur sur une résine échangeuse de cations (CEX), (B2) : élution du 68Ga purifié par un 
mélange HCl/acétone ou HCl/éthanol; (C) Purification anionique de l’éluat (C1) Elution d’un générateur dans un 
réservoir de HCl concentré, (C2) chargement du mélange ainsi obtenu sur une résine échangeuse d’anions, (C3) 
récupération du 68Ga purifié avec de l’eau ; (D) Combinaison de la purification cationique et anionique, (D1) : 
Chargement direct de l’éluat du générateur sur une résine échangeuse de cations, (D2-D2*) : élution du 68Ga 
purifié par de l’HCl cc ou par un mélange NaCl 5M/HCl 5.5M ce qui transforme provisoirement le Ga3+ en 
[68GaCl4]

- , (D3) : Chargement de ce complexe anionique intermédiaire sur une résine échangeuse d’anions et 
élution du gallium purifié avec de l’eau, ou (D3*) transformation du 68Ga3+ en utilisant un tampon acétate  

 

© Ben Azzouna 
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L’élution fractionnée est une bonne approche pour concentrer l’éluat. Cependant elle 

entraine une perte d’une partie de l’activité dans les fractions non collectées. En plus, les taux 

de 68Ge restent mesurables et une purification supplémentaire du produit avant son injection 

doit être assurée si cet éluat est issu d’un générateur de qualité chimique, afin de garantir le 

respect des normes en pureté radionucléidique de la pharmacopée européenne. L’élution 

finale du produit est généralement assurée par une solution d’éthanol. La présence d’éthanol 

dans le produit fini impose le recours à des contrôles supplémentaires de la teneur du produit 

fini en solvants afin de s’assurer que les taux maximums injectables sont bien respectés.  

b) La purification cationique  

(Figure 10 (B)) 

Cette méthode consiste à passer l’éluat du générateur directement à travers une résine 

échangeuse de cations. Plusieurs colonnes ont été décrites dans la littérature. La plus 

fréquemment utilisée a une matrice à base de groupements fonctionnels d’acide sulfonique. 

[47],[48],[40] Dans ces conditions, le gallium 68 s’adsorbe d’une façon quantitative au niveau 

de la résine en raison d’une forte affinité des cations 68Ga3+ pour cette cartouche; le 68Ge n’est 

pas retenu et est collecté au niveau de la poubelle.[49] 

Il a été démontré que dans des solutions d’HCl de mêmes concentrations, l’affinité des cations 

Ga3+ pour les résines échangeuses de cations décroit avec l’augmentation de la teneur en 

acétone. [40], [49], [50] Le gallium peut ainsi être élué directement dans le flacon de réaction 

en utilisant un faible volume d’une solution d’acide chlorhydrique 0,05N dans 98% d’acétone. 

[49] Ce qui permet de concentrer l’éluat et de le purifier des impuretés métalliques qui ont un 

coefficient de distribution différent de celui du Ga3+: 68Ge4+, Ti4+, Zn2+, et Fe3+.[51] 

L’emploi de cette méthode de pré-purification de l’éluat requiert en fin de synthèse une étape 

supplémentaire de purification post-marquage par extraction en phase solide. La récupération 

du produit marqué purifié se fait par de l’éthanol.  

Cette méthode a été largement utilisée dans des études précliniques et cliniques. Elle est 

efficace et fiable. Cependant, l’utilisation de solvants organiques constitue en soi un 

inconvénient majeur pour une production de routine en vue d’une utilisation clinique. 

L’utilisation d’acétone et d’éthanol impose des contrôles qualité post-libératoires 

supplémentaires du produit fini.[52] De plus, à des pH acides, à température ambiante et 

exposée à la lumière, l’acétone donne naissance à une impureté toxique: le mésityloxyde (4-

méthyl-3pentène-2-one) qu’on peut retrouver au niveau du produit fini. [53] Des précautions 

de conservation supplémentaires doivent être respectées pour le mélange (acétone/HCl) utilisé 
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pour l’élution du 68Ga3+ à partir de la résine échangeuse de cations.[1] Eppard et coll. ont 

remplacé le mélange acétone/HCl par de l’éthanol/HCl. [54] 

c) La purification anionique  

(Figure 10 (C)) 

  Dans des solutions d’acide chlorhydrique > 3M, le gallium forme des complexes 

anioniques avec les ions Cl-. Les complexes [GaCl6]
3- et [GaCl4]

- ainsi formés sont fortement 

adsorbés sur les résines échangeuses d’anions.[51] En revanche, dans des solutions de 

HCl<5M, le germanium n’est quasiment pas adsorbé sur ces résines.[27]  

Les cations et les impuretés organiques sont éliminés efficacement par lavage de la résine. Le 

gallium peut être élué sous forme cationique Ga3+ avec un volume très réduit d’eau pure. 

Meyer et coll. ont utilisé une résine dont la matrice est un ammonium quaternaire.[55] Une 

résine PS-HCO3 (Chromafix
®) a été utilisée par Velikyan et coll.[27] De Blois et coll. ont 

démontré que la purification est meilleure si on utilise une résine à base de pipérazine (Oasis 

WAX 30mg) qu’une résine PS-HCO3.[44]   

Le principal avantage des méthodes anioniques par rapport aux cationiques est la non 

utilisation de solvants organiques. Les contrôles qualité du produit fini sont par conséquent 

moins contraignants (pas de CQ des solvants résiduels par CPG) et l’étape de purification 

post-marquage n’est plus nécessaire si la méthode de marquage aboutit à un produit fini de 

pureté radiochimique (PRC) suffisante.  

Certains auteurs ont utilisé la méthode anionique en combinaison avec la méthode 

cationique classique dans le but d’éviter le recours aux solvants organiques pour décrocher le 

Ga3+ adsorbé sur la résine échangeuse de cations (Figure 10 (D)). Lorsque l’HCl concentré est 

utilisé comme source d’ions chlorures pour l’anionisation du Ga3+ afin de le décrocher de la 

résine échangeuse de cations sur laquelle il est adsorbé, la méthode requiert une étape 

supplémentaire avec l’utilisation d’une cartouche supplémentaire échangeuse d’anions.[56] 

Lorsque l’anionisation est effectuée par un mélange de NaCl 5M avec un très faible volume 

de HCl 5.5M, une étape supplémentaire de neutralisation du produit fini avec un tampon 

supplémentaire est nécessaire avant l’injection. [57] 

 

Quelle que soit la méthode utilisée pour purifier l’éluat, cette étape est immédiatement 

suivie par l’opération de marquage proprement dite. Celle-ci doit se faire dans des conditions 

qui respectent la chimie de complexation du gallium.  
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2.3. La chimie de complexation du gallium  

Le gallium est un élément de post-transition du groupe 13 de la classification périodique 

des éléments. Il a été découvert en 1874 par LECOQ DE BOISBAUDRIAN, d’où son nom, 

dérivé du latin gallus (coq) ou encore en hommage à la France (Gallia, la Gaule). [58] La 

configuration électronique de la couche de valence est ns2np1, comme celle de tous les 

éléments de post-transition. La structure interne du gallium, correspond à celle du gaz rare qui 

le précède (dans ce cas l’argon), plus les 10 électrons de la couche d, soit la configuration 

électronique suivante : [Ar]3d104s24p1. Cette structure interne détermine les propriétés 

chimiques de l’élément tels que le rayon métallique, le rayon ionique… Ces propriétés sont 

représentées au niveau du Tableau 5. 

Tableau 5. Quelques caractéristiques du gallium [58] 

N° atomique 31 
Configuration électronique [Ar]3d104s24p1 
Abondance naturelle des nucléides 69Ga  (60,108%) 

71Ga (39,892%) 
Masse atomique (g/mol) 69,72 
Fusion (°C) 29,8 
Electronégativité (PAULING) 1,81 (III) 
Rayon covalent (Å) 1,26 
Rayon (Å)      M      1,41 

M+    1,13 
M3+  0,62  

2.3.1. Importance du pH du milieu réactionnel 

En raison de son faible potentiel d’oxydoréduction, la chimie de la solution aqueuse 

est exclusivement représentée par l’état d’oxydation stable de +III. [11], [17]   

La réaction d’oxydation du gallium vers un degré d’oxydation +3 a été décrite par Latmer en 

1952 : 

Ga  Ga3+ + 3 e-     E0 = 0,53 V 

Ce potentiel redox est à comparer aux potentiels d’oxydoréduction suivants : 

Ga  Ga2+ + 2 e-     E0 ≈ 0,45 V [59]  

Ga2+  Ga3+ + e-  E0 ≈ 0.65; [60] 

Ces différents potentiels démontrent que le Ga2+ est thermodynamiquement instable comparé 

au Ga3+. [59] L’état d’oxydation de faible valence +I, n’est pas important en solution aqueuse 

et ne présente donc pas de pertinence dans le développement des radiopharmaceutiques. 

En solution aqueuse, le gallium (III) libre hydraté cationique est stable uniquement en milieu 

acide. [11],[17] Le pKa du gallium est en effet de 2,6 et il a une forte affinité pour les ions 
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OH-. [10] A partir d’un pH =3 et pour toutes les valeurs allant jusqu’à 7, il se produit une 

hydrolyse ce qui aboutit au final à la formation de la forme insoluble Ga(OH)3. Cependant, en 

présence d’agents stabilisants, cette précipitation peut être évitée. Avant d’aboutir au 

Ga(OH)3, Une variété d’hydroxydes intermédiaires sont formés en fonction du pH :           

 

[61] 

Le diagramme de Pourbaix (ou diagramme potentiel-pH)  représenté au niveau de la Figure 

11 nous donne le détail des espèces présentes en solution aqueuse en fonction du pH. Le 

pourcentage de chaque espèce en fonction du pH du milieu et à 25°C peut être déduit de la 

Figure 12. 

 
Figure 11. Diagramme E-pH du système Ga-OH, 
T=25°C, [Ga]=10-10 M, P=105 Pa. [62] 

 
Figure 12. Distribution des différentes espèces de 
Ga en milieu aqueux en fonction du pH à 25°C.  
[63], [64] 

 

L’hydrolyse du Ga3+ commence à partir de valeurs de pH assez faibles et cette hydrolyse 

dépend non seulement de la concentration initiale de gallium mais également de la 

concentration des espèces minérales totales  présentes qui se comportent comme le gallium.  

Plus on augmente le pH, plus on assiste à la formation d’hydroxo-complexes qui évoluent 

vers les oxydes de gallium, indisponibles à la complexation. 
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Figure 13. Diagramme de solubilité des oxydes de gallium. [39] 

Etant donné la très faible solubilité du trihydroxyde de gallium Ga(OH)3 (Ks = 7,1×10
-36), 

la valeur du pH maximal auquel la solution peut être portée est limitée. Ceci limite l’intervalle 

de pH pouvant être utilisé en pratique pour la préparation du radiotraceur tout en évitant la 

précipitation du radionucléide avant son incorporation. [59] 

L’hydroxyde de gallium (III) se distingue des hydroxydes des autres métaux (Fe, In) par son 

caractère amphotère. Il se dissout donc aussi bien en milieu acide qu’en milieu basique. Aux 

pH >7, la réaction va continuer, les OH- réagissent de plus en plus avec des espèces de 

gallium et l’hydroxyde de gallium se redissout pour donner des gallates [Ga(OH)4]
-. [11],[17] 

 

Cependant, les pH basiques ne peuvent être utilisés pour le développement de 

radiopharmaceutiques marqués au gallium, étant donné que les complexes galliés d’intérêt 

vont se comporter de la même façon aux pH les plus élevés. Ils vont également réagir avec les 

OH-  et on assiste ainsi à une décomplexation. [65] 

Un milieu réactionnel à pH acide est donc nécessaire pour le développent de traceurs marqués 

au gallium. Ceci n’est possible que si les vecteurs à développer sont acido-résistants. Dans ce 

cas, un marquage direct sans additif dans le milieu réactionnel peut être envisagé. 

Si la molécule à marquer se dégrade rapidement à pH acide, il est possible d’opérer en 

présence d’un tampon plus basique, mais légèrement complexant (ce qui évite l’hydrolyse de 

gallium en Ga(OH)3 ou GaO(OH), espèces réputées les plus insolubles des entités galliées. 

[39]    

2.3.2. Stabilité thermodynamique du complexe  

Le Ga(III) peut être classé comme un acide « dur » de Lewis à cause de sa densité de 

charges élevée et son faible rayon ionique (0,62Å). En conséquence, sa chimie de chélation 
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est dominée par de fortes liaisons à des bases « dures » de Lewis, hautement ioniques et non 

polarisables comme l’azote et l’oxygène, et à un moindre degré aux amino-thiols qui sont des 

atomes donneurs d’électrons [11] (les thiols sont assez mous selon le concept des acides et des 

bases durs et mous de Pearson dite théorie HSAB vs les thiolates, qui sont anioniques et sont 

donc plus durs (densité de charge augmentée)). [39] Ainsi, avec des ligands carboxylate, 

phosphonate, hydroxamate, et des fonctionnalités amine, le Ga (III) forme des complexes 

thermodynamiquement stables. [11]   

En raison de son faible rayon cationique, la chimie de coordination du Ga(III) est souvent 

définie par un nombre de coordination égal à 6 et une sphère de coordination octaédrique. 

[11], [17]  Les plus basses coordinences (4 et 5) sont obtenues avec les halogénures ou les 

pseudo-halogénures (carboxylates et sulfonates), sans que l’on puisse exclure la participation 

de molécules d’eau, complétant ainsi la sphère de coordination à 6. Les complexes sont alors 

de géométrie octaédrique ou de géométrie pyramidale à base carrée. Comme beaucoup de 

cations « durs » selon le concept HSAB, le gallium est un métal labile. Cette caractéristique 

est cinétique. Elle est définie par la capacité d’un complexe de se dissocier en métal libre pour 

un temps donné. Plus la liaison Ligand-Métal est forte, moins la labilité est importante. [39] 

En milieu physiologique, les complexes de gallium avec des sites de coordination vacants 

(penta et tetra-coordonnées) sont plus sensibles à l'hydrolyse pour des raisons stériques et 

électroniques. [17] Une fois libéré, le gallium (III) se trouve sous forme de gallate soluble 

[Ga(OH)4]
-. Ce composé est néphrotoxique et sa présence doit donc être évitée. [65] 

Afin de mettre au point un radiopharmaceutique d’intérêt, il faut privilégier les chélatants qui 

permettent de former des complexes avec le gallium-68 avec une haute stabilité 

thermodynamique vis à vis de l'hydrolyse à pH physiologique. [17], [61]  

Importance de la constante de stabilité 

La stabilité des complexes est une grandeur thermodynamique qui peut être exprimée par une 

constante de stabilité notée  KML
.  

 

Cette constante d'équilibre est conditionnelle, elle dépend de la température et des conditions 

de la réaction. Elle doit être la plus élevée possible surtout pour les cations labiles.  [39] 

Le Tableau 6 et la Figure 14  regroupent les constantes de stabilité des complexes de gallium 

avec un certain nombre de ligands.  
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Tableau 6. Constantes de formation des complexes de Ga(III) avec divers ligands 
Ligand  Log KML  Référence  Ligand  Log KML  Référence 

I- -0,2  [59], [61]   
tris(2-
mercaptobenzyl) 
amine 

20,5  [66] 

Br- -0,1  [59], [61]    TMDTA 20,8  [59],[61] 
Cl- 0,01  [59], [61]    EEDA 21,0  [59],[61] 
Acide salicylique 0,69  [59], [61]    N3O-Ac3 21,3  [67] 
Acide 5 sulfosalicylique  1,36  [59], [61]    HBIDA 21,55  [61] 
CHNS 1,66  [59]   

EDTA 

20,3  [59] 
Chrome azurol S 4,5  [59]   21  [66],[67] 
Xylenol orange 4,8  [59]   21,7  [60],[61], [68] 
HF 4,92  [59],[61]   22 [66] 
1,10 phenanthroline  5,58  [59]    DOTA 21,33  [60], [66], [67] 
Acide oxalique 6,45  [59], [61]    CDTA 22,34  [61] 
Valine 9,02  [59]    CDT 23,2  [59] 
Glycine 9,33  [59],[61]   

DTPA 

23.3  [60] 
Acétylacétone 9,4  [59],[61]   23,32  [61], [68] 
Acide citrique 10,02  [59],[61]   24,3  [67] 
OH- 11,1  [59],[61]   25,54  [59], [66] 
Acide glutamique  11,15  [59],[61]    TRAP 26,24  [69] 
Asparagine 11,17  [59]    N3O-HP 26,81  [67] 
HIDA 11,33  [61]    H2dedpa 27,4  [69] 
IDA 12,76  [61]    SBAD 28,3  [66] 

8-hydroxyquinoline  14,5  [61]   
DFO 
(Deferrioxamine-B) 

28,6  [66] 

Oxine 14,5  [59]    EDDA-HP 29,18  [67] 
Ferron 14,7  [59]   

NOTA 
30,1  [66] 

NTA 13,6  [59]   30,98  [67] 

 
UEDDA 

16,19  [61]   31 [66] 

16,2  [60], [68]   
N,N’-ethylene-di-L-
cysteine 

31,5  [66] 

16,75  [61]    EHPG 31,61  [61], [68] 
N3O2-Ac3 17,1  [67]    TACN-TM 34,2  [66] 
HEDTA 16,9  [59]    3,4, DiP-LICAM  38,6  [61] 
 
TEDTA 

17,2  [61]   
PLED 

32,3  [67] 
17,3  [59], [61]   36,35  [61] 

SEDDA 18,15  [61]    SHBED 37,47  [67] 
N3O3-Ac3 19,2  [67]   

HBED 
37,7  [66] 

EDDA 19,3  [68]   38,51  [66], [67] 
Tiron 19,4  [59], [61]   39,57  [61], [68] 
Trita 19,91  [67]    OH- 39,4  [68] 
Transferrine (K1) 20,3*  [60],[68],[66]    3,4 DiP-LICAM  38,6  [61], [66] 
Transferrine (K1) 19,8  [67]    3,4 LICAMS 38,5  [68] 
Transferrine (K2) 18,8  [67]    MECAMS 38 [68] 
Transferrine (K2) 19,3*  [60],[68]    Tip-MECAMS  42,0  [61] 

Transferrine (K2) 19,8  [66]   
[13]3,4 DiP-
LICAMS 

42,1  [61] 

TETA 19,7  [66]    TACN-TX 44,2  [67] 
      DTTA-HP 45,6  [67] 

(*) Calculés pour pH=7,4 et NaHCO3=27mM 
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Figure 14. LogKML de différents ligands de gallium. 

Les constantes de stabilité peuvent être utilisées pour une comparaison préliminaire de 

différents chélatants vis-à-vis d’un métal donné, mais elles ne donnent aucune indication sur 

la stabilité in vivo. [69] En effet, elles ne reflètent que les équilibres chimiques des espèces en 

solution qui font partie du système de complexation. Or, les ligands (L) sont des bases de 

Lewis. Ils sont donc susceptibles de se protoner ou de se déprotoner en solution aqueuse :  

 

La réaction de protonation d’un ligand est en compétition avec celle de complexation. Par 

ailleurs, en milieu aqueux et à pH physiologique, la réaction de complexation est aussi en 

concurrence avec la réaction d’hydrolyse des cations métalliques. La constante d’équilibre est 

intéressante, mais ne constitue donc pas le meilleur critère de choix. 

Pour refléter la réalité des équilibres en solution aqueuse, il existe une autre grandeur notée 

pM = -log [M], où [M] reflète la concentration résiduelle de l’ion métallique libre, non 

hydrolysé après complexation dans un milieu donné. Elle permet de comparer directement la 

force des différents ligands vis-à-vis des métaux, indépendamment de leur stœchiométrie dans 

le complexe. Plus le pM est élevé, plus le ligand est affin dans les conditions spécifiées. Il est 

à noter que l’ordre relatif des stabilités des complexes est susceptible de changer pour des 

conditions différentes (pH, [CO3
2-], concentrations …) [68] 

La définition la plus couramment acceptée est la suivante : pM = - log (M(H2O)6)
3+ [58] Le 

calcul du pM inclut les constantes de stabilité, les pKa des espèces en équilibre en solution et 

donc leur sensibilité à la protonation, il intègre également l’équilibre de la réaction 

d’hydrolyse, le ratio des concentrations ligand/métal … [39], [58], [69]  

© Ben Azzouna 
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Les pM ne sont pas aussi bien décrits dans la littérature que les constantes de stabilité. Le 

Tableau 7 regroupe un certain nombre de pM qui peuvent être utilisés pour le choix du 

chélatant de gallium lors du développement d’un nouveau traceur pour l’imagerie TEP. 

 
Tableau 7. Valeurs du pM et du KML de différents agents chélatant le gallium  
 

Chélatant pM* log KML Référence 

HBED  
30,9 39,57 [68] 
28,6 38,51 [58], [67] 

SHBED 28.3 37.47 [58], [67] 
H2dedpa 28,1 27,4 [69] 
TACN-TM --- 34.2 [69] 

NOTA 
26,4 30,1 [66] 
26,4 30,98 [67] 

PLED 25,8 32,3 [58], [67] 
TACN-TX 25,2 44,2 [67] 

DTPA 
22,8 23,3 [60] 
22,8 23,32 [68] 
20,2 24,3 [58], [67] 

THAC 21,9 15 [70] 

EDTA 
20 21 [58], [67], [70] 
21,7 21,7 [60], [61], [68] 

EDDA-HP 20,8 29,18 [67] 

TF(K1) 
21,3* 20,3* [60], [68] 
19,8 19,7 [58] 
19,7 19,8 [67] 

TF(K2) 
20,3* 19,3 * [60], [68] 
19,7 18,8 [67] 

EDDA 20,3 19,3 [68] 
Tiron  19,4 19,4 [59], [61], [68] 
NTA 19,04 16,2 [60], [68] 

OH-  
19,01 11,1 [59] 
19,01 39,4 [59], [68] 

Citrate -------- 10,02 [59], [59], [61] 
DOTA 15,2 21,3 [58], [66] 
TETA 14,1 19,7 [66], [67] 
TRITA 13,7 19,91 [67] 

(*) pM= - log[Ga(H2O)6], pM calculé pour 1 µM de Ga, 10 µM de ligand, et 27 mM de 
carbonate, pH 7. 

Les constantes de stabilité et les pM nous donnent une idée sur l’état d’équilibre de la réaction 

de coordination métal-ligand sous des conditions spécifiques, mais ne fournissent aucune 

information d’ordre cinétique. [69] 

2.3.3. L’inertie cinétique du complexe 

La stabilité d’un complexe de gallium à l’hydrolyse n’est pas l’unique problème à 

considérer lors du choix du chélatant. Les chélatants doivent permettre en plus, la formation 

de complexes de gallium qui présentent une inertie cinétique. Ce qui évite les échanges de 

gallium avec la transferrine - échanges favorisés par une forte affinité de ce sidérophore au 
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Ga(III) (logK1= 20,3) et sa présence dans le plasma à des concentrations assez importantes. 

[71] Afin de mettre au point un radiopharmaceutique d’intérêt, il faut par conséquent 

privilégier les chélatants qui permettent de former des complexes avec le gallium-68 avec non 

seulement une haute stabilité thermodynamique mais aussi une inertie cinétique au moins 

tout au long d'un protocole d’imagerie en médecine nucléaire afin d’éviter toute réaction 

précoce d’échange avec le ligand. [17], [61] Il faut par conséquent se préoccuper de la 

similitude de la chimie de coordination du gallium III et du Fer III. [61] Cette similitude est 

conséquente aux similarités des charges, du rayon ionique (0,62 Å pour le Ga3+ et 0,65 Å pour 

le Fe3+), du nombre de coordination (6), et de la configuration électronique (couche pleine 

3d10 pour le Ga3+ et demi-pleine 3d5 pour le Fe3+). (Tableau 8) [59], [61] 

Tableau 8. Comparaison des caractéristiques physiques du gallium et du fer. [59] 

Elément 
Structure 
électronique 

Potentiel d’ionisation(V) 
Rayon ionique 
(Å) du M3+ 

Nombre de 
coordination 
du M3+ aqueux 

I  II  III  IV 

Ga [Ar]3d104s24p 5,999 20,51  30,71  64  0,62 6 

Fe [Ar]3d64s2 7,870  7,87  30,651 54,8 
0,55 (spin bas) 
0,65 (haut spin) 

6 

Il y a cependant, des différences chimiques importantes entre ces deux ions, qui conduisent 

à des biodistributions tout à fait différentes. Dans ce contexte et à l'état de traces, le 

gallium est soluble alors que le fer ne l’est pas. Le fer nécessite des protéines ou 

d'autres agents chélateurs pour le transport in vivo. [60] Il existe in vivo des molécules qui 

complexent très fortement le fer, le calcium, le cuivre, le zinc et qui sont alors susceptibles de 

faire de même avec le gallium. Cette caractéristique est à l’origine de la démétallation. [58] 

Parmi ces molécules, nous trouvons des protéines de transport (transferrine, céruloplasmine, 

métallothionéine), des protéines de stockage (ferritine), ainsi que des enzymes contenant des 

métaux comme la superoxyde-dismutase. [69] Un échange de ligand peut se faire par exemple 

avec la transferrine, une protéine plasmatique abondante (2-4g/L) qui possède deux sites de 

liaison du fer avec une haute affinité pour le Ga(III).  

La coordination du Fe3+ et du Ga3+ aux deux sites de fixation des métaux de la transferrine 

requiert une fixation concomitante d’un anion synergique, normalement le bicarbonate. [61] 

Aux concentrations physiologiques de bicarbonate, les constantes de liaison de la transferrine 

humaine au gallium sont : log K1 = 20,3 et log K2 = 19,3. Pour les ions Fe
3+, l’affinité est un 

peu plus élevée (log K1=22,8 et log K2= 21,5). [68] Par conséquent, le ligand choisi doit avoir 

dans les conditions physiologiques, une constante de stabilité de son complexe avec le 

gallium supérieure à celle de la transferrine. Le gallium doit être hexacoordonné dans la 
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structure finale du complexe et ceci requiert souvent la fonctionnalisation de la molécule 

d’intérêt avec un chélatant adéquat. 

2.4. Stratégie de développement d’un traceur marqué au gallium 

2.4.1. Choix du chélatant de gallium 

Comme le montrent les tableaux 6 et 7, les complexes inorganiques sont généralement 

faibles. Le plus élevé log K est celui de l’OH
- et il est égal à 11,1. Ceci est dû partiellement au 

fait que ces ligands inorganiques sont monodentates. Les ligands organiques montrent un 

intervalle de constantes de stabilités beaucoup plus étendu, atteignant des valeurs assez 

importantes. Ceci est lié essentiellement à leur caractère multidenté. Les ligands multidentés 

présentent au moins deux avantages : 

- ils forment des complexes de plus grande stabilité thermodynamique que celles 

observées avec les analogues mono, bi voire tridentés  

- ils sont beaucoup moins sensibles au facteur de dilution qui reste un facteur très 

important à prendre en compte en médecine nucléaire, du fait de la très faible 

concentration de radiopharmaceutique utilisée (de l’ordre du nanomolaire). [58] 

Les ligands organiques peuvent être acycliques ou macrocycliques. 

2.4.1.1. Les chélatants acycliques 

Le principal avantage des chélatants acycliques réside dans la cinétique de complexation 

du métal qui est rapide. Le marquage est quantitatif à température ambiante et en moins de 15 

minutes. Donc ils constituent les chélatants de choix pour les ligands thermolabiles et aussi 

lorsque le radiomarquage se fait avec des radioisotopes à courte demi-vie. Cependant les 

chélatants acycliques sont cinétiquement moins inertes que les macrocycliques. Les 

complexes formés avec les métaux sont donc plus susceptibles à la décomplexation. La 

stabilité du complexe doit être assurée au moins pendant le temps nécessaire à la réalisation 

de l’examen. De point de vue thermodynamique, les chélatants acycliques mis en solution 

nécessitent des changements drastiques dans l’orientation physique et la géométrie  afin de 

créer un arrangement des atomes donneurs d’électrons qui soit favorable à la complexation de 

l’ion métallique. (entropie faible) [69] 

Plusieurs chélatants ont été décrits dans la littérature : [72] 
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Tableau 9. Chélatants acycliques du 68Ga 

Chélatant et dérivés molécule 
Conditions de 
marquage 

Rendement 
de 

marquage 
Réf. 

 

DTPA-
Lectine 

pH3,5 (glycine 0,1M), 
30’ à température 
ambiante 

95-100% 
[67], 
[69], [73] 

 

H2-RGD 
pH 4.5 

10’ à température 
ambiante 

97%  [69], [74] 

 

HBED-CC-
mAb425 

pH 4,1 
5’ à 40°C 
 

86,7-92.1%  [69], [75] 

 

--- 
pH 6,5 

5’ à température 
ambiante 

98-100% 
(10µM) 
75% (1µM) 

[76] 

 

YM-103-
C2Ac 

pH 5,5 (acétate 
d’ammonium 0.5M) 
5’ à température 
ambiante 

Marquage 
quantitatif 

[76] 
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Chélatant et dérivés molécule 
Conditions de 
marquage 

Rendement 
de 

marquage 
Réf. 

 
THP-NCS 

THP-TATE 
(25µg) 
 

Sol° du précurseur 
50%EtOH-50%eau, 
température ambiante, 
marquage instantané  
acétate d’ammonium 

2M  
pH du mélange 5-6 

>99%  [77] 

 
THP-PhNCS 

THP-
PhNCS-
RGD 

2-5 min, température 
ambiante 

acétate d’ammonium 
1M pH du mélange 

6,5 

>99%  [78] 

 

DFO-
Lectine 

pH 3,5 
(Glycine 0,1M) 
30’ à température 
ambiante 
 

95-100% 
après 

purification 
[73] 

 

bis-salicyl 
aldimine 

Séchage de GaCl3, 
reprise avec (éthanol, 

0.002% 
acétylacétone). 20’ à 

70°C 

> 93% 
après 

purification 
[79] 

 
2.4.1.2. Les chélatants macrocycliques  

Les chélatants macrocycliques présentent des cinétiques de complexation beaucoup plus 

lentes que leurs homologues acycliques. Par conséquent, des réactions de marquage 

quantitatives nécessitent un temps de réaction assez lent ce qui constitue en soi un 

inconvénient pour le marquage au gallium 68, de courte période. A une exception près, le 

marquage nécessite souvent un chauffage entre 60 et 95°C pendant 30 à 90 minutes.  La 

thermolabilité des vecteurs d’intérêt est un critère à prendre en considération dans ce cas de 

figure. Cependant, les complexes formés sont plus inertes cinétiquement et donc sont moins 
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sensibles à la démétallation in vivo. Sur le plan thermodynamique, les macrocycles présentent 

des géométries avec des sites préorganisés de chélation des métaux, ce qui limite la perte 

entropique lors de la réaction de complexation. [69] 

Plusieurs chélatants macrocycliques ont été décrits dans la littérature. 
 

Tableau 10. Chélatants cycliques du 68Ga 

Chélatant et dérivés molécule 
Conditions 
de 

marquage 

Rendement 
de 

marquage 
Réf. 

 

DOTATOC 

NaOAc 
0,1M 
pH 4,5 
5’ à 95°C 

40%  [80] 

DOTA-hEGF 

NaOAc 
pH 5-5,5 

60 ± 10% 

[81] 
HEPES 
pH 4,6-4,8 
1’90±5°C 
Microondes 

77 ± 4% 

DOTA-ZHER2:2891-
Affibody 

Ammonium 
acétate 
pH 3,9 
15’ à 80°C 

---  [82] 

 

--- 

pH 3-5 
5’ à 

température 
ambiante 

> 95%  [83] 

 

--- 

pH 3-5 
5’ à 

température 
ambiante 

> 95%  [83] 

 

NOTA-ZHER2:S1 
pH 3,6 
15’ à 95°C 

87.4±10.4%  [84] 



Chapitre 2. Le Gallium 68  

36 

 

Chélatant et dérivés molécule 
Conditions 
de 

marquage 

Rendement 
de 

marquage 
Réf. 

 

TRAP(RGD3) 
pH 2 
5’ à 95°C 

97,8±0,5% 
(pour 10 
nmoles de 
précurseurs) 

[69], 
[85] 

 

AAZTA-Minigastrine 

pH 4.5 
(AcONa 
trihydraté) 
10 minutes 
Températur
e ambiante 

95% 
[69], 
[86] 

 

FSC-(RGD)3 

15’ à 
température 
ambiante 
pH 4,5-5 

> 95%  [87] 

 

2.4.1.3. Critères de choix du chélatant de gallium  

Avec un radioélément de période courte tel que le gallium 68, il serait idéal de 

privilégier les chélatants qui permettent un marquage rapide à température ambiante (donc les 

chélatants acycliques) ; cependant l’incorporation rapide du radiométal peut signifier 

également une démétallation facile ; en effet, la barrière énergétique de décomplexation est 

dans ce cas très faible. Le choix du chélatant pour le développement d’un nouveau traceur 

marqué au gallium 68 est donc basé sur un compromis de sélection du chélatant qui présente 

les paramètres les mieux adaptés à l’application. [69] On peut opter par exemple pour un 

chélatant à stabilité moyenne, mais qui a une cinétique de complexation et de décomplexation 

lente. Des techniques de chauffage permettent dans ce cas d’améliorer la vitesse de réaction. 

La thermolabilité de certains vecteurs exclut l’utilisation de tels chélatants. Aussi, le choix 
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d’un chélatant ayant une stabilité modérée mais une vitesse de complexation élevée sera 

parfois suffisante in vivo si la biodistribution du vecteur est plus rapide que la décomplexation 

du métal. Dans ce cas, le traceur pourra être utilisé pour l’imagerie.  

Une sélection initiale du chélatant se fait en se basant sur les valeurs des logKML et des 

pM des différents chélatants de gallium comparativement à celles de la transferrine. Une 

représentation schématique sur une échelle comparative de ces deux paramètres (Figure 15) 

permet d’avoir une meilleure visibilité. 

 
Figure 15. Représentation schématique sur une échelle comparative des log KML et des pM de certains 
chélatants de gallium.  

Les chélatants les plus intéressants sont ceux qui ne présentent aucun risque de démétallation 

in vivo et qui permettent donc de former avec le gallium un complexe dont les paramètres 

logKML et pM sont plus élevés que ceux de la transferrine et des autres sidérophores circulants 

(Lactoferrine, métallothionéine). En se basant sur cette figure, l’EDTA et le DTPA ne sont 

pas des chélatants de choix pour le gallium. En effet, leur structure ne permet pas la formation 

de complexe hexadenté. Le DOTA a été largement utilisé dans le développement de traceurs 

marqués au gallium 68. Cependant, il présente une constante de stabilité de son complexe 

avec le gallium beaucoup plus faible que celle de la transferrine et un pM très limite. [69] Une 

démétallation in vivo du 68Ga-DOTA-RGD a été décrite par Decristoforo et coll. [88]   Cette 

instabilité peut s’expliquer par une taille de cage beaucoup plus large que le rayon ionique du 

gallium. [58] Le développement de certains dérivés du DOTA (DO2A [89], [90], DO3A [91], 

DOTAGA [92], p-SCN-Bn-DOTA, DOTA-NHS-ester,  [69]) a permis d’améliorer la stabilité 

des bioconjugués. Mais la cinétique de marquage reste lente et les rendements de marquage ne 

sont quantitatifs que si la réaction de marquage est conduite à haute température. [69] 

pM 

DOTA 
1 2 

Transferrine 

EDTA 

DTPA 

NOTA 

H2dedpa 

SHBED 
HBED 

log KML 

15    16    17    18    19    20    21    22    23    24    25    26    27     28    29    30    31    32    33    34    35    36    37    38    39    40    

15    16    17   18    19    20     21    22    23    24    25    26    27    28    29    30    31    32    33    34    35    36    37    38    39    40    
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La Figure 15 montre que les chélatants de gallium qui donnent les complexes les plus stables 

sont : HBED et son dérivé SHBED, H2dedpa et NOTA. 

H2dedpa, HBED et dérivés étant acycliques, ils présentent le grand avantage d’une cinétique 

de complexation beaucoup plus rapide que le NOTA (cyclique).  

La H2dedpa permet un marquage efficace en moins de 10 minutes à température ambiante. Le 

complexe formé est hexadenté et de géométrie parfaitement symétrique  [93] ce qui est en soit 

un grand avantage, car plus la géométrie est symétrique, moins elle est sensible à l’attaque des 

OH-. [39] Le complexe est stable et résiste à la transchélation par l’apo-transferrine et le 

sérum. Le chélatant reste cependant inaccessible dans le commerce. Sa synthèse difficile 

limite fortement son utilisation dans le développement de nouvelles molécules pour l’imagerie 

TEP. [93] 

La desferrioxamine (DFO) possède un log KML de son complexe de gallium proche de celui 

de l’H2dedpa (le pM n’étant pas disponible dans la littérature). [93] Elle permet de chélater le 

gallium de façon efficace et stable [73] Seulement c’est une structure qui est reconnue par des 

peptidases ce qui entraîne une dégradation rapide in vivo. [39] 

Le log KML et le pM de l’HBED sont des plus élevés dans la littérature et prédisent d’une 

grande stabilité in vivo. Le HBED présente cependant deux principaux inconvénients : une 

solubilité limitée dans l’eau [94] et la disponibilité d’uniquement 6 donneurs d’électrons. Ce 

qui inclut, qu’après conjugaison à la molécule d’intérêt, le complexe formé avec le gallium 

sera pentacoordonné et donc instable. L’ajout de deux fonctions carboxyliques sur le HBED 

permet d’augmenter la solubilité dans l’eau et la clairance rénale du complexe et assure la 

formation d’un complexe hexadenté avec le gallium. [95] Le HBED-CC ainsi obtenu présente 

une fonction carboxylique libre qui peut conduire à une modification de la biodistribution de 

la molécule vectrice surtout lorsque celle-ci est de poids moléculaire réduit (peptides). [39] Le 

recours à un ester de l’HBED-CC (le tetrafluorophénolate : TFP) permet de réduire les 

liaisons non spécifiques et conduit à une augmentation de l’internalisation spécifique (cas du 

PSMA dans les cellules LNCaP). [96]  

L’ajout d’un sulfonate en position para de la fonction phénol de l’HBED permet d’obtenir le 

SHBED, ce qui permet d’augmenter la solubilité dans l’eau sans affecter considérablement 

l’affinité du chélatant pour les métaux trivalents. [94] La fonction sulfonate permet aussi de 

réduire le pKa des protons phénoliques ce qui entraîne une déprotonation plus facile et 

conduit donc à un marquage plus efficace à pH acide. [69] 
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Les dérivés de l’HBED constituent des chélatants de choix pour les isotopes de gallium 

surtout lorsque la molécule vectrice est thermolabile et nécessite un marquage rapide à 

température ambiante. Le HBED-CC permet des marquages quantitatifs (97%) en moins de 5 

minutes et à température ambiante. Cependant, ce chélatant est non disponible dans le 

commerce et malgré une synthèse relativement aisée, celle-ci reste coûteuse avec des 

rendements de synthèse assez faibles. [96]  

Le NOTA présente un log KML et un pM moins intéressants que ceux de l’HBED et de ses 

dérivés. (Figure 15) Malgré un marquage au gallium beaucoup plus lent qu’avec l’HBED-CC 

étant donné la structure macrocyclique du NOTA, ce chélatant présente le grand avantage 

d’être disponible dans le commerce avec une qualité conforme aux Bonnes Pratiques de 

Fabrication ce qui permet une large application pour le développement de 

radiopharmaceutiques. La taille du NOTA est par ailleurs très proche du rayon ionique du 

gallium (62 pm [69]) , ce qui permet des marquages quantitatifs à température ambiante et ce 

en dépit d’une structure cyclique. [39] La stabilité thermodynamique du Ga(III)-NOTA est 

approximativement 10 fois plus élevée que celle du Ga(III)-DOTA. [66] 

Le NOTA permet de former avec le Ga3+ un complexe hexadentate (liaison avec trois azotes 

et 3 oxygènes). Seulement, lorsqu’il est conjugué à une molécule vectrice, l’un des 

carboxylate est bloqué, et la sphère de coordination originale du chélatant est perturbée. Le 

gallium est ainsi pentacoordonné et donc labile. Le Ga3+ (pKa=2,6) a en effet une forte affinité 

pour les hydroxyles, ce qui conduit à une démétallation du gallium à pH physiologique et à un 

transfert vers les sidérophores circulants. Pour pallier ce problème, des dérivés du NOTA avec 

un groupe d’ancrage loin du cycle ont été développés, de telle sorte à préserver l’hexadenticité 

du complexe de gallium et donc sa stabilité. [39] 

Tableau 11. Dérivés du NOTA 

Dérivés du NOTA molécule 
Conditions 
de 

marquage 

Rendement 
de 

marquage 
Réf. 

 

--- 

pH 3-5 
5’ à 

température 
ambiante 

> 95% [83] 
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Dérivés du NOTA molécule 
Conditions 
de 

marquage 

Rendement 
de 

marquage 
Réf. 

 

NOTA- Annexin A1 

Quelques 
minutes à 
température 
ambiante 

> 99% [97] 

 

NODAGA-TATE 

PH 3,5 
10’ à 

température 
ambiante 
 

> 95% [98] 

 

NODASA-D-
phenylalanineamide 

25min à  
pH 6,2 
(acétate 
ammonium 
0,5M) à 
90°C 

  [99] 

 

A titre d’exemple, des expériences de transchélation et de démétallation d’analogue de la 

bombésine conjugués avec différents chélateurs (DO3A-, NO2A- et NODAGA),  conduites in 

vitro par Asti et coll. ont montré une supériorité du NODAGA comme chélatant du gallium. 

[100] Une étude de stabilité du complexe du gallium avec le p-SCN-Bn-NOTA en présence 

d’un excès de métaux (milieu 1000 fois plus concentré en Fe, Cu, Zn and Ca)  a démontré une 

grande stabilité in vitro. L’incubation des chélatants DTPA-NCS, DOTA-NCS et PCTA-NCS 

avec la même concentration de métaux a conduit à des rendements radiochimiques 

réduits.[101] 

D’autres dérivés de la couronne triazacyclononane ont été développés : TACN, TRAP. 

Malgré une constante de stabilité élevée du complexe du TACN avec le gallium [69], des 

expériences de marquages du TACN-HSB avec le gallium 68 étaient sans succès en raison de 

l’instabilité du ligand à l’air. L’emploi d’éthanol dégazé permet d’obtenir des marquages avec 

le gallium 67, mais très instables in vivo. [102] 

Le TRAP, présente le grand avantage d’avoir un pKa plus faible que les NOTA, ce qui permet 

des marquages plus faciles à des pH encore plus acides (jusqu’à 0,5). Cette propriété pourrait 

être exploitée pour le marquage de vecteurs stables à pH acides ; l’éluat du générateur (HCl, 

0,1M) peut alors être utilisé directement [103], ce qui évite le recours à des tampons de 

marquage et permet de simplifier la formulation et donc les étapes de purification post-

marquage. De plus, comparé au NOTA, l’un des dérivés du TRAP, le TRAP-Pr, présente une 



Chapitre 2. Le Gallium 68  

41 

 

meilleure spécificité pour le Ga3+ ce qui pourrait présenter un intérêt dans les marquages 

directs sans pré-purification de l’éluat de gallium de ses impuretés métalliques. Le TRAP 

permet par ailleurs l’obtention de ligands avec des activités spécifiques plus importantes. [85]  

Il faut noter tout de même que le 68Ga-TRAP(RGD)3 présente des fixations non spécifiques 

beaucoup plus importantes que celles du 68Ga-NODAGA-RGD. [104] 

Pour les autres chélateurs de gallium décrits dans les tableaux Tableau 9 et Tableau 10, et 

pour lesquels les valeurs des pM et des log KML ne sont pas disponibles :  

- les dérivés de l’AAZTA (H3L1 et H3L4), appelés également DATA, présentent une 

cinétique de marquage très rapide (une à cinq minutes à température ambiante) en dépit 

de leur structure cyclique. [69] Cependant, 68Ga-AAZTA-Minigastrine a montré une 

instabilité dans le plasma humain, une légère transchélation en présence d’EDTA et de 

DTPA et une activité circulante élevée dans les études de biodistribution avec une 

fixation importante aux protéines plasmatiques. [86] 

- Le PCTA, conjugué au RGD peut être marqué au gallium 68 en 5 minutes et à 

température ambiante avec des rendements de marquage supérieurs à 95%. Comparé au 

complexe avec le NOTA, le 68Ga-PCTA-RGD présente l’avantage d’avoir une fixation 

rénale beaucoup plus faible. Le complexe est cependant moins stable que celui du NOTA. 

(93 ± 2% pour le PCTA Vs 98 ± 1% pour le NOTA 4h post-injection). [105]   

- Des chélatants acycliques, dérivés du tris (hydroxypyridinone) peuvent être marqués 

efficacement en 5 minutes à température ambiante. C’est le cas de CP256 et son dérivé 

YM103. Ce dernier a montré une stabilité in vivo 90 minutes post-injection. [69], [76] 

D’autres chélatants acycliques dérivés du tris(hydroxypyridinone) ont été récemment 

synthétisés (THP-NCS et THP-PhNCS). Des marquages au gallium 68 du THP-NCS-

RGD et du THP-PhNCS-RGD ont pu être réalisés à température ambiante et en moins de 

5 minutes avec des rendements dépassant les 99%. Le marquage est stable dans du sérum 

humain et in vivo jusqu’à 90 minutes post-injection. Cependant ces deux traceurs sont 

métabolisés d’une façon significative. [78] Une étude de stabilité du 68Ga(THP-TATE) 

dans du sérum humain a montré une transchélation de moins de 2% après 5h d’incubation 

à 37°C. [77] 

Malgré tous ces avantages, ces chélatants ne sont cependant pas disponibles dans le 

commerce, ce qui limite leur utilisation.  
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Le NOTA demeure donc le « gold standard » pour chélater efficacement le Ga3+ dans des 

conditions opératoires favorables et aboutissant à un complexe avec une excellente stabilité in 

vivo. [69] La présence d’un cycle aromatique au niveau de la structure peut être également un 

critère de choix préférentiel lorsque le vecteur d’intérêt ne permet pas une détection dans 

l’UV. L’ajout d’un chélatant avec cycle aromatique facilite l’analyse par UV-HPLC. 

2.4.2. Conjugaison du chélateur à la molécule vectrice 

Le développement d’une nouvelle molécule qui se prête au marquage au gallium nécessite 

sa conjugaison préalable d’une façon covalente au chélateur de gallium sans affecter le site de 

reconnaissance des cibles moléculaires et la sphère de coordination du chélateur. Cette liaison 

n’est possible que si la molécule vectrice possède un groupe fonctionnel (exemple : amine 

primaire). A défaut, des modifications chimiques doivent être apportées à la molécule 

d’intérêt pour permettre la conjugaison (exemple : amination). Les conditions optimales pour 

les réactions de conjugaison prévoient une chimie douce en milieu aqueux et à pH proche du 

pH physiologique. [17] La liaison chimique engagée varie en fonction des groupements 

fonctionnels mis en jeu. Les plus fréquemment employées sont : la liaison amide, la liaison 

thioéther et la liaison thiol. Une autre approche appelée ‘chimie click’ a été utilisée ces 

dernières années. Elle désigne un ensemble de réactions d’addition utilisant des conditions de 

chimie douce qui permettent, en partant de deux composés moléculaires, une synthèse rapide 

de composés organiques avec des rendements élevés. [72] On compte parmi les réactions de 

‘chimie click’ : 

- La 1,3-cycloaddition dipolaire de Huisgen appelée également CuAAC (Cu(I)-catalyzed 

azide-alkyne cycloadditions) : elle nécessite une catalyse par le cuivre (I), ce qui constitue en 

soi une limitation pour le développement de radiopharmaceutiques marqués au gallium ou 

avec un autre radiométal. [106]  

- Une technique de cycloaddition améliorée qui peut être conduite sans catalyse au cuivre : la 

SPAAC ou (copper-free strain promoted azide alkyne cycloaddition) peut être utilisée 

efficacement pour développer des molécules qui se prêtent au marquage au gallium. Cette 

approche est aussi applicable in vivo. [107]  

- L’approche de Diels Alders, constitue également une bonne alternative de chimie ‘click’ 

pour un tel développement. Elle permet un pré-ciblage in vivo [108] 
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- La réaction d’addition de Staudinger entre un ester de phosphane et un azoture aboutissant à 

une liaison amide présente une cinétique relativement plus lente et n’est de ce fait pas adaptée 

au pré-ciblage in vivo. [109] 

Afin de faciliter la formation de ces liaisons covalentes, des chélateurs bifonctionnels sont 

souvent employés. [72] En présence de plusieurs groupements fonctionnels au niveau du 

chélateur, une étape de protection des sites de coordination du métal est obligatoire pour que 

la conjugaison puisse se faire sur un site unique.  [110] Une illustration de l’ensemble de ces 

approches de conjugaison est présentée au niveau du Tableau 12. 
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Tableau 12. Stratégies de conjugaison du chélatant à la molécule vectrice 

Stratégie de 
conjugaison 

Groupements 
fonctionnels 
engagés dans la 
liaison 

Réaction chimique Principe opératoire Réf. 

Liaison amide  
Acide 

carboxylique et 
amine primaire 

 

Quelques nanomoles de la molécule d’intérêt (hEGF) est placée en 
présence d’un excès (10 à 20 fois plus)  de N-hydroxysulfosuccinimide 
ester anhydre de DOTA  dans un tampon borate. Le pH du mélange doit 
être de 9. Le mélange est laissé à température ambiante de 3-4h jusqu’à 
une nuit. Le conjugué est purifié sur une colonne SPE C18 phase inverse. 
Le rinçage est effectué avec du TFA 0,1%. Le produit est élué avec un 
mélange acétonitrile (70%)/TFA 0,1%. Le solvant est évaporé par 
centrifugation sous vide à 50°C. Le produit sec est conservé à une 
température < 0°C. 

[69], 
[72]  

Liaison Thiourée 
Isothiocyanate et 
amine primaire 

 

Une solution de 2µmole du peptide (RGD dimère) est mélangée avec une 
solution renfermant 6 µmoles de p-SCN-Bn-NOTA dans du NaHCO3 0,1N 
(pH9). Après agitation à température ambiante pendant 5 heures, le 
bioconjugué obtenu est isolé par HPLC semi-préparative. Le produit est 
lyophilisé.   

[69], 
[72], 
[111] 

Liaison 
Thioéther 

Maléimide et 
thiol 

 

Une solution mère de maleimidocyclohexyl-desferrioxamine (Df-Chx-Mal) 
est préparée en dissolvant 1,5mg (2µmoles) dans 1 mL d’un mélange 
Diméthylformamide/Diméthylacétamide (50 :50) et en chauffant à 44°C 
pendant 30 minutes. Cette solution se conserve à -80°C. 
220µL (0,44 µmoles) de la solution sont mélangés à 1,5 mL d’une solution 
de thio-trastuzumab (7,5mg, 52nmoles) dans un tampon Tris 50 mM, NaCl 
150 mM, pH 7,5. Le mélange est incubé une heure à température ambiante. 
La solution est chargée sur une colonne NAP-10 et le Df-Chx-Mal-thio-
trastuzumab est élué avec 1,5 mL de tampon acétate de sodium 0,25M 

[69], 
[72], 
[112] 

1,3cycloaddition 
dipolaire de 
Huisgen  

Catalysée par le 
Cu  (chimie click 
CuAAC) 

Alcyne et azoture 

 

Un mélange d’azide (1 équivalent), d’alkyne (1 équivalent), du butanol 
tertiaire, de l’eau, de l’acétate de cuivre (0,1 équivalent) et de l’ascorbate 
de sodium (0,2 équivalents) est mis en agitation à température ambiante 
pendant 12 heures. 
En présence de groupements carboxylates dans la structure, ils doivent être 
protégés sous forme d’ester. Et les amines primaires peuvent être protégées 
sous forme de Boc-amines afin de faciliter la purification. 

[69], 
[72], 
[113] 

4
4
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Chimie Click 
SPAAC (Copper 
free strain 

promoted azide 
alkyne 

cycloaddition) 
Alcyne et azoture 

 
 

- L’azoture + l’alcyne (2 équivalents) dans un mélange acétonitrile/eau 
(1:9, v/v) est laissé incuber toute une nuit à température ambiante.  
- Ajout de NaOH 0,1 mol.L-1 et incubation 3h à 55°C. 
- Ajout d’une solution aqueuse d’ammoniac et incubation 5 jours à 
55°C 
- Ajout d’anhydride acétique (Ac2O), triéthylamine (Et3N), acétonitrile 
(CH3CN), incubation 6h à température ambiante. 
- ajout d’une solution aqueuse d’ammoniac et incubation toute une 
nuit à 55°C 

[107], 
[114] 

Cycloaddition de 
Diels Alder 
(chimie click) 

Tetrazine et 
Transcyclooctène 

 

Un anticorps anti-EGFR (IgG1, mAbs) (Cetuximab) est préalablement 
fonctionnalisé avec des groupements TCO (transcyclooctène). Ceci est 
obtenu en incubant l’anticorps non modifié avec 100 équivalents de TCO-
PEG4-NHS dans un tampon bicarbonate de sodium (pH 8,3) à 4°C pendant 
16h. La protéine est purifiée par filtration par centrifugation. 
Le préciblage in vivo est réalisé en prétraitant avec la protéine 
fonctionnalisée, des souris greffées avec des cellules tumorales  A431 
surexprimant les EGRF et ce pendant 3 ou 23 heures. Ceci est suivi de 
l’injection de 1,85MBq de 68Ga-DOTA-R-Tetrazine.  

[69], 
[108] 

Thiol-
vinylsulfone 
addition ou thiol-
Michael addition 
(chimie click) 

Vinylsulfones et 
thiol 

 

Les deux composés sont mis en présence d’un catalyseur. Le temps au bout 
duquel la réaction devient quantitative est variable en fonction du 
catalyseur utilisé (exemple : 5’ pour DABCO ou DMAP ; 15 minutes avec 
l’imidazole ; 30’ avec la triéthylamine ; 60’ avec la diéthylamine)… 

[72], 
[115] 

Liaison de 
Staudinger 
(chimie click) 

 
 
 
 
 
 

Phosphane-ester 
et azoture 

  

- Un mAb est initialement fonctionnalisé avec un azide : 4mg 
d’anticorps ont été mélangés avec 600µL de PBS et 30µL de 
tampon phosphate 1M pH 9,6. 20µL de triazide (10, 15, 20, or 
40 equiv) dans du DMF sont ensuite ajoutés et l’ensemble est 
incubé 30’ à température ambiante. Le mAb-triazide est purifié 
par dialyse. 
- l’anticorps fonctionnalisé est ensuite injecté et s’accumule au 
niveau de la cible pathologique (antigène). Les molécules non 
fixées sont éliminées par le foie et la moelle. 
- Par la suite un petit groupement phosphine marqué avec un 
isotope adéquat (pour la thérapie ou le diagnostic) est injecté et 
se fixe d’une façon covalente à l’azide préalablement accroché à 
l’anticorps. 

[106], 
[109] 

4
5 
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Liaison 
Bromoacétamide-

amine 

Bromoacétamide 
et amines 

 

 

[72]  

Liaison 
Bromoacétamide-

thiol 

Bromoacétamide  
et thiols 

 

Une solution mère du chélatant bifonctionnel est préparée en dissolvant 
8mg (12µmoles) de Df-Bac (bromoacetyl-desferrioxamine) dans 1 mL 
de Diméthylacétamide (DMA). 35 µL (0,41 µmoles) de cette solution 
est mélangée à 1mL d’une solution de thiotrastuzumab (4,9mg, 34 
nmoles) dans un tampon borate de sodium 0,05M (pH 9). Le mélange 
est incubé 5h à température ambiante. La solution est chargée sur une 
colonne NAP-10 et le Df-Ac-thio-trastuzumab est élué avec 1,5mL de 
tampon acétate de sodium 0,25M. 

[72], 
[112] 

Liaison 
Iodoacétamide 

Isodoacétamide et 
thiol 

 

Une solution mère du chélateur bifonctionnel est préparée en dissolvant 
8mg (11µmoL) de Df-Iac (iodoacetyl-desferrioxamine) dans 1 mL de 
DMSO. 110µL (1,2 µmoles) de cette solution est mélangée à 4 mL d’une 
solution de thio-trastuzumab (16mg, 110 nmoles dans un tampon Tris 50 
mM, NaCl 150 mM,  carbonate de sodium 0,0125 M, pH 9. Le mélange est 
incubé 2h à température ambiante. Le mélange est chargé sur une 
cartouche NAP-10 et le Df-Ac-Thio-trastuzumab est élué avec 1,5 mL d’un 
tampon acétate de sodium 0,25M. 

[112] 

4
6 
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L’ajout d’un espaceur et/ou d’un chélateur au niveau de la structure de base d’une 

molécule d’intérêt peut entraîner une modification de la pharmacocinétique et de l’affinité 

pour la cible. Mai Lin et coll. ont démontré qu’une augmentation du nombre de carboxylates 

au niveau de certains chélateurs est associée à une baisse de l’affinité de liaison du conjugué 

aux cibles et à une baisse de l’internalisation. [116] L’ajout d’un espaceur ou d’un chélateur 

impose donc de vérifier l’effet de ces modifications structurales sur l’affinité initiale de la 

molécule pour sa cible.  

Plusieurs méthodes peuvent être employées in vitro. Parmi les méthodes biochimiques, le test 

le plus répandu est  celui de la compétition de liaison à la cible de la molécule d’intérêt et 

d’un ligand de référence radiomarqué ou conjugué à une enzyme modificatrice de substrat. Le 

principe de la technique consiste à mesurer le déplacement du ligand marqué lié au récepteur 

par la molécule à tester. L’expérience permet de calculer une affinité relative (en comparaison 

avec celle du ligand de référence) pour le récepteur.  

Lorsque le ligand de référence est conjugué à une enzyme, l’ajout du substrat, entraîne 

l’émission  d’un signal chromogénique ou fluorescent. 

 

2.4.3. Choix du tampon de marquage 

A l’exception du cas où les molécules d’intérêt sont acido-résistantes, le milieu 

réactionnel doit être tamponné pour assurer des conditions qui respectent à la fois les 

spécificités chimiques du gallium (un pH acide permettant d’avoir une forme chimique du 

gallium disponible à la complexation : Ga3+ et évitant la formation des hydroxyles de gallium 

insolubles), la stabilité de la molécule d’intérêt et le pKa du chélatant permettant la 

complexation du gallium.   

La Figure 16 peut être utilisée comme une aide au choix du pH de marquage en fonction du 

chélateur conjugué à la molécule d’intérêt que nous cherchons à marquer au gallium.  

Afin de prévenir la formation de colloïdes de gallium (qui débute à partir d’un pH égal à 2) et 

de favoriser sa complexation aux molécules d’intérêt, des tampons à faible pouvoir 

complexant sont utilisés. Ces tampons assurent le maintien du gallium sous sa forme ionique 

tout en maintenant le pH à des valeurs au-delà du pH de début de formation des colloïdes. 

[117] Le tampon utilisé ne doit pas interférer avec les ions Ga3+ (exemple : précipitation du 

phosphate de gallium). [118] 
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Figure 16. Présentation schématique des chélateurs de gallium en fonction du pH de marquage. 

Plusieurs tampons ont été décrits dans la littérature. Ces tampons sont choisis pour leurs pKa. 

Bauwens et al. ont démontré que le glutamate de sodium, l’oxalate de sodium, le tartrate de 

sodium, le lactate de sodium, et à un moindre degré le Tris ne sont pas adéquats au marquage 

du DOTATOC au gallium 68. Le succinate de sodium, l’HEPES ((4-(2-hydroxyethyl) 

piperazine-1-ethanesulfonic acid) et l’acétate de sodium permettent d’avoir les puretés 

radiochimiques les plus élevées. [117]  

Les tampons peuvent être utilisés à différents concentrations et volumes. Le Tableau 13 

résume certaines conditions opératoires décrites dans la littérature. 

Tableau 13. Tampons utilisés pour le marquage au gallium 

Tampon  Cc   Volume  pH Opérations post-marquage  Référence 

Acétate de 
sodium 

0,1 M 100µL  4,5 
Purification post-marquage sur Sep-PaK, 
élution à l’éthanol et dilution au NaCl 

[80] 

0,1 M  200µL 4,8 Purification sur RP C18 SPE [119] 
1M   5,5 Aucune [81] 
1,4 M  30 µL 4.5 Aucune [86] 

1,25  60µL 3,6 
Purification sur colonne d’exclusion stérique 
NAP-5 pré-équilibrée avec du PBS 

[84] 

1,9M  100µL   [120] 

HEPES 

1M  400µL 4,8 
Purification sur RP18 mini-cartouche 

(Chromabond C18ec, 1 ml, 
Macherey-Nagel, Düren, Germany) 

[55] 

    4,6-4,8  Purification sur Bio-Select RP C18 SPE  [81] 
1M    2-2,5  Le pH 3,5 présente la meilleure incorporation 

(>95%) en un temps <10 minutes  
[98] 

1M    3,5 

2,1M  10µL  4,1  Purification avec une colonne NAP5  [75] 

© Ben Azzouna 
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Tampon  Cc   Volume  pH Opérations post-marquage  Référence 
Succinate de Na  0,5M  100µL  4  Purification sur une cartouche C18  [117] 

Acétate 
d’ammonium 

0,25M  500µL  3,9 Aucune [82] 
1M  300µL  6,5 Aucune  [78] 
2M  200µM  5-6 Aucune [78] 

Glycine  0.1M  1 mL  3.5  Purification sur colonne Sephadex G-25   [73] 

L’HEPES présente l’avantage de permettre des marquages au gallium avec les activités 

spécifiques les plus élevées. [27], [117] Son utilisation dans des préparations magistrales n’est 

cependant pas autorisé pour un certain nombre de raisons : a) il ne fait pas partie des 

substances à usage pharmaceutique, b) il ne fait l’objet d’aucune monographie de 

Pharmacopée, c) les données de toxicologie pour une injection par voie intraveineuse ne sont 

pas disponibles, d) l’Hepes ne fait partie de la composition d’aucun médicament autorisé à 

l’exception de l’111In-oxinate utilisé pour le marquage cellulaire, mais même au niveau de 

cette préparation, l’Hepes doit être éliminé avant l’administration au patient des cellules 

radiomarquées. [117], [118] Il est par ailleurs notifié au niveau de la monographie du 68Ga-

edotreotide injectable, que l’Hepes ne doit pas dépasser 200µg /V ; V étant la dose maximale 

en volume injectable au patient. [121] L’utilisation de l’Hepes dans le processus de marquage 

impose donc une étape de purification post-marquage. Une automatisation de la procédure de 

marquage est donc obligatoire afin de limiter l’exposition des extrémités du manipulateur. Un 

contrôle de l’impureté avant injection est aussi obligatoire et constitue donc une contrainte 

supplémentaire.  

L’acétate de sodium présente donc une bonne alternative à l’HEPES. Il permet d’avoir des 

rendements de marquage et des puretés radiochimiques élevées. Il est de plus disponible sous 

forme de matière première de qualité pharmaceutique. Il est fréquemment utilisé dans la 

fabrication des médicaments et son injection chez l’être humain est autorisée. [117] 

Une compétition des ions sodiums avec les Ga3+ pour la formation de complexes avec le 

DOTA a été décrite. [55] Les concentrations doivent de ce fait être contrôlées. 

Des essais de marquage à l’acétate d’ammonium aboutissant à des molécules radiomarquées 

de hautes activité spécifique et pureté radiochimique sans purification post-marquage ont 

également été rapportés. [52]  L’acétate d’ammonium disponible également sous forme de 

matière première de qualité pharmaceutique, peut aussi être utilisé dans des préparations 

magistrales.  
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2.4.4. Stabilité du marquage au gallium. 

2.4.4.1. La radiolyse 

L’énergie libérée par l’interaction des positons de haute énergie du 68Ga avec la matière, 

induit soit directement, ou via la radiolyse de l’eau, une dégradation de la matière organique 

constitutive des ligands. Une démétallation peut s’en suivre. Elle est causée soit par une 

dégradation des structures complexantes ou encore par compétition avec les OH- qui 

proviennent de l’autoprotolyse de l’eau. [39] L’ajout d’un antioxydant comme l’acide 

ascorbique ou encore la méthionine limite fortement la radiolyse et protège ainsi les 

molécules d’intérêt d’une éventuelle dégradation. H. Karacay et al. ont démontré que l’ajout 

d’acide ascorbique au mélange réactionnel avant le chauffage augmente le rendement de 

marquage de 59% à 70%. [122]   

2.4.4.2. La démétallation 

L’injection du radiopharmaceutique à l’état de traces (µg-ng) et  l’existence à de fortes 

concentrations in vivo de métalloprotéines, rend le risque de démétallation et donc de remise 

en solution des espèces métallées élevé. (Figure 17) [69] Le choix d’un système de 

complexation  avec un pM très élevé n’est pas suffisant pour garantir le fonctionnement de la 

molécule radiomarquée in vivo. [39] L’évaluation de la réactivité biologique des molécules 

marquées est donc nécessaire.  

 

Figure 17. Représentation schématique des sources de démétallation possibles des vecteurs marqués avec des isotopes 
métalliques une fois administrés à l’état de traces : protéines de réserve (ferritine) ; protéine de transport 
(transferrine, lactoferrine, métallothionéine) ; enzymes (ceruloplasmine, superoxyde dismutase). [69] 
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Les expérimentations in vitro qui reflètent le mieux ce qui se passe in vivo sont les 

expériences de transmétallation par mise en compétition du traceur avec des solutions 

biologiques renfermant des métalloprotéines, ou des enzymes ayant une forte affinité pour les 

métaux. Le sérum, l’apotransferrine, la superoxyde dismutase, l’hydroxyapatite (moelle) 

peuvent être utilisés. En incubant les vecteurs radiomarqués dans ces solutions [69] (par 

exemple une solution d’apotransferrine de 3mg/mL de tampon bicarbonate de sodium 10 mM, 

pH 6,9, à 37°C), La stabilité du marquage est généralement évaluée en prélevant des aliquots 

à différents temps d’incubation [83] et en déterminant la quantité de radiométal déplacé de 

son chélateur par chromatographie d’exclusion stérique (HPLC-SE), chromatographie sur 

couches minces (iTLC), ou en utilisant des colonnes de séparation par exclusion stérique (PD-

10). [99] 

L’ajout d’éluat de Ga3+ au sérum humain conduit à la liaison du 68Ga aux protéines 

plasmatiques ; les complexes protéiques ainsi formés présentent des temps de rétention bien 

distincts en CLHP d’exclusion stérique. [78] 

L’utilisation de compétiteurs à des concentrations plus élevées que celles normalement 

présentes in vivo peut nous renseigner sur la stabilité et l’inertie cinétique du radiotraceur 

développé, mais ne permet pas de prédire la démétallation qui pourrait se produire in vivo. 

[69] Une évaluation de la stabilité du radiotraceur in vivo est donc obligatoire.  

L’étude de la stabilité in vivo s’effectue souvent par injection du vecteur radiomarqué à un 

animal sain. Plusieurs échantillons sanguins sont alors prélevés à différents temps post-

injection. Après élimination des cellules sanguines et précipitation des protéines sériques, le 

surnageant est analysé par chromatographie liquide et les signaux obtenus sont comparés à 

ceux correspondant aux radiotraceurs. L’absence de pics additionnels signifie une stabilité du 

produit in-vivo aux temps d’analyse correspondants. Des prélèvements urinaires peuvent aussi 

être effectués et les analyses nous renseignent sur l’élimination sous forme intacte ou de 

métabolites du radiotraceur injecté. [78] 

L’évaluation de la biodistribution du radiotraceur est aussi nécessaire. Celle-ci nécessite 

toujours l’utilisation de « contrôle interne » pour chaque expérimentation afin de limiter les 

facteurs de variabilité qui peuvent être observés chez des animaux d’une même espèce et de 

même sexe, d’un laboratoire à un autre. Les variabilités peuvent aussi être inhérentes aux 

paramètres de préparation du radiotraceur (activité spécifique du radiométal, activité 

spécifique du radiotraceur, température de marquage, pureté du produit fini, masse injectée du 

radiopharmaceutique, volume injecté). [69] 
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L’étude de la biodistribution d’un traceur marqué au gallium nécessite la connaissance 

préalable de la biodistribution du gallium libre.  

2.5. La biodistribution du gallium 

L’évaluation in vivo d’un nouveau traceur marqué à un isotope du gallium nécessite la 

connaissance préalable de la biodistribution du gallium. Celle-ci peut nous renseigner sur la 

survenue d’une transchélation ou démétallation in vivo.  

Dans les conditions normales d’utilisation des radiopharmaceutiques, donc à l’état de traces, 

la liaison du Ga(III) libre à la transferrine sérique (protéine de transport du fer) est totale au 

bout de quelques minutes. Cette liaison rapide est éventuellement due d’une part aux très 

faibles concentrations du métal, et d’autre part, à la présence d’agents de chélation sérique 

comme l’acide citrique. Ces deux facteurs réduisent la polymérisation hydrolytique du 

gallium et conduisent à la réaction rapide de la protéine avec les espèces monomériques du 

métal. [123] Décroché de son chélateur, la biodistribution du gallium correspond donc à celle 

de la transferrine-Ga.  

Si nous observons de près la nature de la transferrine, il s’agit d’une protéine avec deux 

domaines homologues de poids moléculaire 79,57 Da. Chaque domaine peut lier un Fe3+ (ou 

un Ga3+) concomitamment avec un ion carbonate ou bicarbonate (Brittenham, 1991). La 

concentration normale en transferrine chez l’être humain est de 240 mg/kg répartie d’une 

façon approximativement égale entre le plasma et les liquides extracellulaires (Huebers et 

Finch, 1987). La capacité de liaison de cette transferrine au fer (considérée comme la capacité 

totale de fixation du fer) est normalement de 330 µg/dL (ou 3,3 µg/mL). Seuls 33% des sites 

de liaison de la transferrine peuvent être occupés par le Fe3+ en même temps (Brittenham, 

1991). Les sites de liaisons libres de la transferrine plasmatique, sont donc normalement 

disponibles pour approximativement 2,2 µg/mL de Fe3+ ou 2,7 µg/mL de Ga3+.  

La transferrine circule entre le sang et les liquides extracellulaires. Elle transporte son métal à 

travers les cellules via le récepteur de transferrine qui est une protéine pouvant lier deux 

molécules de transferrine. Aux valeurs de pH neutre, le récepteur se lie plus fortement à la 

transferrine diferrique, moins fortement à la transferrine monoferrique et faiblement à 

l’apotransferrine (transferrine dépourvue d’ion métallique). Le complexe (Transferrine-

métal)-récepteur passe à l’intérieur de la cellule par endocytose; l’endosome est par la suite 

acidifié ce qui permet la libération du métal (cette libération se produit à des pH < 5,5). La 

transferrine et le récepteur de la transferrine sont alors réutilisés. (Brittenham, 1991). Il est 
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généralement reconnu que le Fe-TF et le Ga-TF empruntent cette même voie utilisant le 

récepteur de la transferrine, mais ça n’a jamais été démontré expérimentalement. Les études 

réalisées par Chitambar et Seligman (1986) suggèrent que l’incorporation cellulaire de Ga-TF 

interfère avec la libération intracellulaire du fer à partir de Fe-TF en empêchant une 

acidification suffisante de l’endosome. 

Toutes les cellules nucléées du corps expriment le récepteur de la transferrine, mais les 

concentrations varient énormément. Dans les tissus normaux, le plus grand nombre de 

récepteurs de la TF sont exprimés par les hépatocytes, les cellules de Kupffer, les précurseurs 

érythroïdes (particulièrement au niveau de la moelle), et les cellules du placenta, l’épiderme 

basal, le pancréas endocrine, les tubules séminifères et l’épithélium muqueux (Gatter et coll., 

1983, Huebers et Finch, 1987). Les macrophages autres que les cellules de Kupffer peuvent 

exprimer un nombre important de récepteurs de la transferrine (Gatter et coll., 1983 ; Huebers 

et Finch, 1987). Il est par ailleurs connu que le gallium a une forte affinité pour le tissu osseux 

en croissance ou en remodelage. En outre, des concentrations de gallium sont couramment 

observées dans le foie, la rate, les reins et les seins en lactation (Larson et Schall, 1971; 

Larson et Hoffer, 1978; Vistelle et coll., 1989). [124] 
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CHAPITRE 3. LES CIBLES MOLÉCULAIRES D’INTÉRÊT 

Dans ce chapitre nous nous intéressons à 3 cibles moléculaires en particulier : une 

glycoprotéine : la P-sélectine, un phospholipide : la phosphatidylsérine (PS), et des récepteurs 

à 7 domaines transmembranaires couplés aux protéines G : les récepteurs de la somatostatine. 

Pourquoi ces trois cibles ? Certes, les deux dernières ont un intérêt indéniable en 

cancérologie, mais toutes semblent particulièrement pertinentes dans les pathologies cardio-

vasculaires. Les phénomènes biologiques d’intérêt dans ce dernier cas sont l’activation 

plaquettaire, la plaque d’athérome vasculaire, l’activation endothéliale dans les phénomènes 

inflammatoires vasculaires et myocardiques, la mort cellulaire et sa régénération, les lésions 

d’ischémie–reperfusion.  

 

Les particularités structurales de certaines molécules qui leur permettent d’interagir  avec ces 

cibles et de les reconnaître en font des vecteurs d’intérêt pour le développement d’outils de 

diagnostic. Le marquage de ces molécules avec des radioisotopes et plus particulièrement le 

gallium 68 permet d’obtenir des outils d’imagerie moléculaire qui, s’ils sont validés pour un 

usage clinique, constituent un atout majeur pour l’exploration de ces pathologies et donc pour 

aider à assurer une meilleure prise en charge des patients. 
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3.1. LA PHOSPHATIDYLSÉRINE 

3.1.1. Structure et expression physiologique 

La Phosphatidylsérine est un phospholipide membranaire. C’est un composé amphiphile 

renfermant dans sa structure un groupe phosphore et est constitué d’une « tête » hydrophile et 

deux « queues » aliphatiques hydrophobes. Les phospholipides membranaires sont de deux 

types : les cholinephospholipides dont la tête polaire est la choline : la phosphatidylcholine 

(PC) et la sphingomyéline (SM) qui sont neutres au pH physiologique) et les 

aminophospholipides dont la tête polaire est une amine primaire à savoir la 

phosphatidyléthanolamine (PE) (charge globale neutre au pH physiologique) et la 

phosphatidylsérine (PS) (charge globale négative au pH physiologique). [125], [126]  

 

Figure 18. Structure de la PS [126] 

Au niveau de la membrane du réticulum endoplasmique (RE) des cellules eucaryotes, la 

distribution de ces phospholipides est symétrique entre les feuillets interne et externe de la 

membrane. [127], [128] C’est au niveau du feuillet cytosolique de cet organite qu’est 

synthétisée la PS. [129] Quelques 50% des phopholipides nouvellement synthétisés sont alors 

transportés vers la lumière du RE ce qui assure la formation de la bicouche lipidique. Le 

transport via la membrane du RE est assuré par des mouvements de « flip-flop » par des 
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flippases énergie-indépendantes dans un sens comme dans l’autre assurant ainsi cette symétrie 

de distribution membranaire. [127] 

Il s’en suit alors le transport des phospholipides vers la membrane plasmique par les protéines 

de transport des lipides (LPTs) ou via des vésicules de sécrétion en passant par le réseau 

trans-Golgien ou des endosomes précoces. [127], [129] 

Contrairement à la membrane du RE, la distribution des phospholipides au niveau de la 

membrane de l’appareil de Golgi et au niveau de la membrane plasmique des cellules 

eucaryotes est physiologiquement asymétrique. 

Au niveau de l’appareil de Golgi, l’asymétrie est générée par le transport spécifique de la PS 

et de la PE par des translocases spécifiques des aminophospholipides (les P4 ATPases) vers le 

cytosol et par l’absence de transport des PC et des SM qui se trouvent concentrés du côté 

luminal de l’appareil de Golgi où elles sont synthétisées. [130] 

Au niveau de la membrane plasmique, le feuillet externe est composé en majorité par les 

cholinephopholipides et le feuillet interne par les aminophospholipides. [125], [127], [128]. 

Les PS sont les seuls phopholipides  à être présents presque exclusivement à la face interne de 

la membrane plasmique en situation physiologique. [130], [131], [132],  [133], [134]. Cette 

asymétrie est régulée par l’action conjointe de trois transporteurs : flippase, floppase et 

scramblase : [127]  

- Les flippases ATP-dépendantes (P4 ATPases) qui sont des translocases spécifiques 

des aminophospholipides, utilisent l’hydrolyse de l’ATP pour assurer le transport 

rapide (t1/2 de quelques minutes) des PS et des PE du feuillet externe vers le feuillet 

interne de la bicouche lipidique. [128], [131] 

- Les floppases ATP-dépendantes qui ne sont pas spécifiques entrainent un transport 

cinétiquement beaucoup plus lent et dans le sens inverse de celui des flippases aussi 

bien des aminophospholipides que des cholinephospholipides donc du feuillet interne 

vers le feuillet externe. [127] Il en résulte une concentration des cholinephospholipides 

majoritairement au niveau du feuillet extracellulaire. Le flux de translocation des 

aminophospholipides dirigé vers le feuillet externe étant très inférieur à celui dirigé 

vers le feuillet interne, ceux-ci se trouvent alors concentrés au niveau du feuillet 

interne de la bicouche lipidique. [132], [135] 

- La scramblase Ca2+ dépendante (son activation nécessite un influx de Ca2+) non 

spécifique qui permet aux lipides de se mouvoir entre les deux feuillets selon leur 

gradient de concentration. [127] 
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A concentration physiologique de Ca2+, la scramblase est inactive, tandis que la flippase 

(translocase) et la floppase sont actives ce qui permet le maintien de l’asymétrie de 

distribution des phospholipides au niveau de la membrane plasmique.  

Les mécanismes de la distribution des phospholipides membranaires sont schématisés au 

niveau de la figure suivante :   

 

Figure 19. Mécanisme de la distribution des phospholipides au niveau des membranes du RE (réticulum 
endoplasmique, de l’appareil de Golgi et de la membrane plasmique (MP) en situation physiologique.  
Schéma inspiré des références [127], [128], [129] [130]. Abréviations : PC : Phosphatidylcholine ; PS : Phosphatidylsérine ; 
PE : Phosphatidyléthanolamine ; SM : Sphingomyéline ;  Cer (Céramide) ; DAG (Diacylglycérol) ; LPTs : protéines de 
transports des lipides.   

3.1.2. Intérêt de la cible moléculaire 

Comme l’asymétrie de répartition des phospholipides au niveau de la membrane 

plasmique est de règle au niveau des cellules normales, la perte de cette asymétrie, plus 

particulièrement l’apparition de la PS à la surface de la cellule est associée à de nombreux 

phénomènes physiologiques et pathologiques : [125] 

 

© Ben Azzouna 
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3.1.2.1. Activation plaquettaire, coagulation sanguine et thrombose  

L’activation plaquettaire induit une augmentation de la concentration cytosolique de 

Ca2+ qui est la résultante d’un influx de Ca2+ extracellulaire et d’une libération de stocks 

intracellulaires. [125] Ceci a pour conséquence une activation de l’activité scramblase [127], 

[130], [136], [137] et/ou une inhibition de l’activité translocase (P4-ATPase), générant ainsi 

une rupture brutale de l’asymétrie phospholipidique membranaire. [136],[137]  

L’apparition des PS chargées négativement au niveau du feuillet externe des plaquettes induit 

les processus de coagulation et de thrombose car elle stimule l’assemblage et l’activation des 

complexes prothrombinase et tenase. [125], [129] (Figure 20-A) 

 
Figure 20. Implication de la PS dans la coagulation sanguine (A) et dans l’apoptose cellulaire (B) [129] 

Le développement de traceur ciblant la PS peut trouver son intérêt dans les pathologies avec 

une composante d’activation plaquettaire telles que les endocardites infectieuses [138], le 

thrombus mural dans l’anévrisme de l’aorte abdominale [139], la plaque d’athérome 

vasculaire [140]…    

3.1.2.2. Apoptose cellulaire 

La perte de l’asymétrie de distribution des phospholipides membranaires et 

l’externalisation des phosphatidylsérines à la surface cellulaire est aussi l’une des 

manifestations les plus précoces de la mort cellulaire programmée par apoptose. [141], [142]. 

Cette externalisation est la conséquence de l’activation des caspases qui bloquent l’action des 

flippases (plus spécifiquement la flippase ATP11C qui est spécifique des 

aminophospholipides [143]) [142] et activent l’action des scramblases. (Figure 20-B). Les 



Chapitre 3. Les cibles moléculaires – La Phosphatidylsérine 

59 

 

phosphatidylsérines ainsi exposées permettent la reconnaissance des cellules par les 

macrophages et leur phagocytose. [125], [136] 

Il a été démontré que l’élévation du taux d’exposition de PS est à l’origine de la réduction de 

la durée de vie des érythrocytes dans les drépanocytoses et les bêta-thalassémies. De plus la 

PS présente au niveau du feuillet intracellulaire assure en se liant à la spectrine, la stabilité 

mécanique de la membrane, ses propriétés élastiques et la préservation de la forme de la 

cellule. [136] 

Le développement de vecteurs ciblant la PS peut être intéressant dans la détection de 

pathologies présentant à des stades précoces de leur évolution une apoptose cellulaire. Nous 

citons à titre d’exemple la myocardite [144], l’ischémie myocardique [142], [145], la sclérose 

en plaques [146], la maladie d’Alzheimer. [141], [147] 

Le ciblage de la PS comme marqueur cellulaire de l’apoptose peut aussi être utile dans 

l’évaluation de l’efficacité thérapeutique des cancers. [148] 

3.1.3. Les ligands d’intérêt pour le ciblage de la PS 

3.1.3.1. Ligands protéiques  

L’annexine V, appelée aussi annexin A5 (AnxA5) chez l’espère humaine [149]  est le 

ligand protéique le plus largement utilisé pour le ciblage de la PS. Il s’agit d’une protéine 

endogène (36 kDa) qui se lie spécifiquement et avec une affinité nanomolaire à la PS [150] 

selon une réaction calcium-dépendante. [2], [151], [152] Elle fait partie de la superfamille des 

annexines qui sont toutes caractérisées structurellement par la présence de deux domaines : 

une « tête » ou extrémité N-terminale qui est variable en fonction de l’annexine et 

probablement responsable de la spécificité fonctionnelle de chaque annexine, [153] et un 

« noyau » ou domaine COOH bien conservé d’une annexine à une autre. [149] Le noyau de 

l’annexine est composé de 4 domaines homologues d’environ 70 acides aminés (I, II, III et 

IV) [150], [152], [153] composé chacun de 5 segments α-hélicoïdaux (A, B, D et E disposés 

de façon cylindrique et  coiffés par l’hélice C (Figure 21). [152] La forme générale de ces 

molécules est celle d'un disque légèrement plié dans lequel les quatre domaines répétitifs sont 

disposés autour d'un trou central hydrophile qui pourrait être responsable de l'activité des 

canaux calciques voltage-dépendants lorsque l’annexine se lie aux membranes.  
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Figure 21. Structure de l’annexine A5. [153] 

L’annexine A5 radiomarquée au 99mTc (AnxA5) a été utilisée avec succès comme agent 

d’imagerie moléculaire de l’apoptose et du thrombus en préclinique [150], [154], chez des 

volontaires sains [155] ou chez des patients en oncologie [156] ou encore pour l’imagerie 

TEMP cardiovasculaire. [157] Elle pourrait constituer un vecteur intéressant pour le 

développement d’un traceur pour l’imagerie par émission de positons. L’essai de plusieurs 

dérivés de l’annexine A5 a démontré que la présence d’au moins 3 domaines actifs au niveau 

de la structure est nécessaire pour avoir une affinité de liaison suffisante pour une application 

en imagerie. La présence des 4 domaines entraîne une fixation optimale dans les tissus 

apoptotiques. [158]    

3.1.3.2. Ligands peptidiques  

Peu de peptides ciblant la PS ont été développés comme agents d’imagerie. Ils sont en 

effets moins affins que les protéines, [159] mais présentent tout de même beaucoup 

d’avantages comparativement aux vecteurs protéiques, comme par exemple une production 

plus simple et moins coûteuse, [160] une biodistribution plus favorable et un accès à la cible 

plus facile du fait de leurs tailles réduites ainsi qu’une moindre immunogénicité. [159]  

Parmi les tentatives de développements d’agents d’imagerie peptidiques de la PS, Burtea et 

coll. ont isolé par la technique de Phage display des peptides qui se lient spécifiquement à la 

PS avec une affinité élevée (PGDLSR (R824), DAHSFS (R825) et LIKKPF (R826)) 

 La complexation des peptides sélectionnés au gadolinium a permis de mettre au point un 

agent de contraste pour l’imagerie de l’athérosclérose. [160] Un autre peptide, le PSP1 
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(CLSYYPSYC) a été conjugué à un fluorophore par Kim et coll. et a montré une supériorité 

de ciblage des cellules apoptotiques chez un modèle de cancer de souris traitées par 

camptothécine. [159] 

Le développement de l’un de ces peptides pour l’imagerie TEP permettrait d’avoir un outil de 

diagnostic beaucoup plus sensible que l’IRM ou l’imagerie optique.  
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3.2. La P-SÉLECTINE  

3.2.1. Structure et interactions 

La P-sélectine (CD62P), appelée anciennement GMP-140 (Granule Membrane Protein 

140) ou PADGEM (Platelet Activation Dependent Granule External Membrane protein) est 

une molécule d’adhésion cellulaire de 140 Da [161] qui fait partie de la famille des sélectines 

regroupant les L, E et P-sélectines (L pour Leucocytes ; E pour Endothélium et P pour 

plaquettes). [162] C’est une glycoprotéine à un domaine transmembranaire localisée au 

niveau des granules α des plaquettes et dans les corps de Weibel Palade de l’endothélium au 

repos. [163] Elle est rapidement transloquée à la surface cellulaire lorsque l’endothélium et 

les plaquettes sont activés. [164]  Structurellement, la portion extracellulaire de la P-sélectine 

est constituée de 3 domaines différents: Un domaine lectine calcium-dépendant au niveau de 

l’extrémité N-terminale (C-type lectin domain), un domaine EGF (Epidermal Growth Factor) 

et neuf domaines répétitifs (CR : Consensus Repeat domain de ~ 60 acides aminés). La P-

sélectine est ancrée au niveau de la membrane plasmique par un seul domaine 

transmembranaire hélicoïdal suivi d’une « queue » intracytoplasmique. [162], [163]  

 

Figure 22. Structure de la P-sélectine  ([162]et [165]) 

 

Le ligand naturel de la P-sélectine est le P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1), un 

homodimère exprimé principalement au niveau des leucocytes. [166] L’interaction P-

sélectine/PSGL-1 (Figure 23) a pour conséquence un recrutement des leucocytes au niveau des 

plaquettes et de l’endothélium activé (rolling leucocytaire). Cette interaction fait intervenir : 

1) au niveau de l’extrémité N-terminale de la P-sélectine le domaine lectine calcium-

dépendant  
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Figure 23. Interaction P-sélectine-PSGL-1. Adaptation de  [165] avec [164] et [167] 
Abréviations: Gal : Galactose ; GalNac : N-acétylgalactosamine ; GlcNAc : N-acétylglucosamine ; SLex : Sialyl 

Lewis x (tetrasaccharide encadré en bleu ciel) 

2) au niveau de l’extrémité N-terminale du PSGL-1 : 

- un O-glycane attaché au niveau de la Thr-57 contenant le Sialyl Lewis x (SLex), un 

tetrasaccharide indispensable à l’interaction avec la P-sélectine,  composé de D-

galactose, N-acétylglucosamine, acide sialique et L-fucose. (encadré en bleu-ciel) 

[168]  

- Deux ou trois résidus Tyrosine sulfate (Tyr-SO3
-). [168] La Tyr-48 sulfate est 

indispensable à cette interaction et au rolling leucocytaire. Son blocage ou son 

remplacement par un autre acide aminé entraîne en effet une perte de l’interaction. 

Ceci n’est pas observé avec les résidus Tyr-46 et Tyr-51 Cependant, leur substitution 

affecte la cinétique et la stabilité de l’interaction P-sélectine/PSGL-1. [169]  

3.2.2. Intérêt de la cible moléculaire 

La P-sélectine est rapidement transloquée à la surface des plaquettes et de l’endothélium 

activés en réponse à des stimuli inflammatoires. [170] La P-sélectine est donc un marqueur de 

l’inflammation et d’un certain nombre de pathologies associées à une activation plaquettaire 

telles que les thromboses (veineuse profonde ou artérielle), l’athérosclérose, ou à une 

activation endothéliale à l’image des ischémies (syndrome coronaire aigu) ou les lésions 

conséquentes à des épisodes répétés d’ischémie-reperfusion telles que celles observées au 

cours des anémies falciformes (drépanocytoses). [163] L’extravasation des cellules tumorales 

au cours des métastases peut être aussi une conséquence du rolling leucocytaire induit par les 

sélectines. [167] La P-sélectine est aussi un ligand pour les protéoglycanes, des héparanes 
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sulfates dont l’expression à la surface des cellules tumorales est associée à un mauvais 

pronostic et à l’existence de métastases. [171] 

L’implication de la P-sélectine dans les maladies inflammatoires, thrombotiques et tumorales 

en font donc une cible d'intérêt pour le développement de traceurs pour l'imagerie moléculaire 

de ces pathologies. 

3.2.3. Le fucoïdane : un ligand polysaccharidique d’intérêt pour le ciblage 
de la P-sélectine 

Des anticorps monoclonaux ont été utilisés avec succès pour le ciblage de la P-

sélectine. [172] Cependant comme tous les anticorps, ils présentent des limites qui sont 

essentiellement dues à leur grande taille, leur immunogénicité potentielle et une production 

complexe et coûteuse.  

Le SLex a été utilisé pour cibler la P-sélectine. [173] Cependant, son affinité pour la cible est 

très faible (Kd=0,1-5 mM). [174] Ceci pourrait s’expliquer par le fait que l’interaction avec la 

P-sélectine nécessite en plus la présence de groupement sulfates. Plusieurs études ont montré 

que des mimes synthétiques du SLex interagissent avec la P-sélectine avec une plus grande 

affinité : des oligosaccharides sulfatés [175], [176], [177] ; ou encore des polysaccharides 

sulfatés : héparine, sulfate de dextrane, fucoïdane. [175] Ces composés peuvent constituer des 

ligands intéressants pour le développement de traceurs pour l’imagerie nucléaire de la P-

sélectine. Une étude comparative de l’interaction de la P-sélectine avec ces trois 

polysaccharides de bas poids moléculaire a été effectuée par Bachelet et coll. Le fucoïdane 

inhibait la liaison de la P-sélectine au Sialyl Lewis x avec une IC50 de 20 nM, par rapport à 

400 nM pour l’héparine et >25 000 nM pour le sulfate de dextrane. Il présentait l’affinité la 

plus élevée pour la P-sélectine immobilisée avec un KD de 1,2 nM, deux ordres de grandeur 

de plus que les autres polysaccharides. La spectrométrie de masse a permis de mettre en 

évidence la formation d’un complexe entre la P-sélectine et le fucoïdane. De plus, l’intensité 

de la liaison du fucoïdane aux plaquettes était dépendante du niveau de l’activation 

plaquettaire. La compétition entre le fucoïdane et un anticorps anti-P-sélectine a validé la 

spécificité de l’interaction. [178] Parmi ces trois polysaccharides sulfatés de bas poids 

moléculaire, le fucoïdane est donc le meilleur candidat pour le développement d’un agent 

d’imagerie moléculaire.  

Structurellement, les fucoïdanes sont des polymères de fucoses sulfatés retrouvés 

principalement dans les parois cellulaires fibrillaires et les espaces intercellulaires des algues 

marines brunes nommées aussi Phaeophyceae ou Phéophycées. [179] Les structures des 
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fucoïdanes peuvent varier d’une espèce à une autre. [180] Le squelette renferme des résidus 

α-L-fucopyranose qui peuvent être organisés en chaînes linéaires de α(1→3)-fucans ou une 

alternance de α(1→3)-L-fucopyranose et α(1→4)-L-fucopyranose. [179], [181] Les résidus 

L-fucopyranose peuvent être substitués avec des groupements sulfates (SO3
-) au niveau des 

positions C-2, C-4 (rarement C-3). Des chaînes latérales de fuco-oligosaccharide peuvent 

également se brancher en O-4 des résidus L-fucopyranoses. [167] La structure peut renfermer 

d’autres monosaccharides : Galactopyranosyl (Galp), mannopyranosyl (Manp), xylopyranosyl 

(Xylp) ainsi que des acides uroniques. [182] 

Le fucoïdane sélectionné pour le développement de traceurs pour l’imagerie nucléaire est 

extrait d’une espèce d’algue brune, Ascophyllum nodosum produit et commercialisé par la 

société Algues et Mer. Il est disponible en grandes quantités et à faible coût ce qui constitue 

en soi un grand avantage comparé aux autres ligands de la P-sélectine. 

 
Figure 24. Structure schématique du fucoïdane extrait d’Ascophyllum nodosum. [183] (modifiée) 

Ce fucoïdane a permis le développement par le laboratoire LVTS (Laboratory for Vascular 

Translational Science) d’un agent d’imagerie TEMP (99mTc-Fucoïdane) qui a montré sa 

capacité à détecter in vivo deux situations pathologiques caractérisées par une surexpression 

de P-sélectine : 1) l’activation plaquettaire sur deux modèles : le thrombus mural de 

l’anévrysme de l’aorte abdominale et la végétation de l’endocardite infectieuse 2) l’activation 

endothéliale dans les modèles d’ischémie-reperfusion myocardique [184] et de myocardite 

auto-immune [185] chez le rat. Ce travail ainsi que le développement du fucoïdane comme 

agent d’imagerie multimodale a été breveté. [186] Le développement d’un fucoïdane marqué 

au gallium 68 permettrait de s’affranchir des limites de l’imagerie par émission 

monophotonique et d’avoir donc une meilleure résolution spatiale, une plus grande sensibilité 
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de détection et un outil d’imagerie quantitative.  La résolution spatiale est particulièrement 

cruciale lorsque c’est la paroi vasculaire qui est explorée, car de petite taille et donc avec un 

effet de volume partiel important qui limite les possibilités de quantification. [187], [188]   

Un travail de revue de littérature sur l’imagerie moléculaire des sélectines dans l’activation 
endothéliale a été publié : 

 

Article 1 : Molecular Imaging of Selectins in Endothelial Activation 

(Publié)  

Molecular Imaging of Selectins in Endothelial Activation, Curr. Cardiovasc. Imaging Rep., 

vol. 5, no. 4, pp. 199–202, May 2012. 

 

F. Rouzet, J.-B. Michel, F. Chaubet, R. B. Azzouna, D. Letourneur, and D. L. Guludec 
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3.3. LES RÉCEPTEURS DE LA SOMATOSTATINE  

3.3.1. La somatostatine 

La somatostatine (SOM ou SS) ou SRIF (Somatotropin release inhibiting factor) [189] a 

été décrite pour la première fois en  1973. [116] C’est un polypeptide cyclique produit au 

niveau central, principalement l’hypothalamus et au niveau périphérique, principalement le 

tractus digestif. Elle existe sous deux formes actives : une de 14 acides aminés (a.a) (SS-14) 

qui prédomine dans l’estomac et le pancréas et une de 28 acides aminés (SS-28) qui 

prédomine dans l’intestin. [190] Les deux formes dérivent d’un précurseur commun, la 

préprosomatostatine de 116 acides aminés codé par un gène unique localisé au niveau du 

chromosome 3q28, qui est clivé en prosomatostatine (peptide de 96 a.a). [191] Sous l’effet 

d’une enzyme de type trypsine, la prosomatostatine mature dans les granules de sécrétion soit 

en SS-14, soit en SS-28 selon le tissu. [190] 

 

Figure 25. Structures peptidiques des deux formes physiologiques actives de la somatostatine : SS-14 et SS-28. [190]  

La somatostatine a été découverte et doit son nom à l’une de ses propriétés au niveau du 

système nerveux central : sa fonction de neurohormone inhibitrice de la sécrétion d’hormone 

de croissance (growth hormone ou GH) [192] 

La somatostatine agit en se liant à des récepteurs appelés les récepteurs à la somatostatine 

(SSTR ou sst). Le motif Phe-Trp-Lys-Thr (FWKT) est essentiel pour la liaison de la 

somatostatine. [189] 
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3.3.2. Les récepteurs de la somatostatine (sst) 

3.3.2.1. Biologie et pharmacologie moléculaire des récepteurs de la 
somatostatine 

Six sous-types de récepteurs de la somatostatine (SSTR1, SSTR2A, SSTR2B SSTR3, SSTR4 

et SSTR5 appelés également sst1, sst2A, sst2B sst3, sst4 et sst5) ont été identifiés. Ils font partie 

de la famille des récepteurs à sept domaines transmembranaires couplés aux protéines G 

(GPCRs) [193], [194] et partagent une topologie moléculaire commune : un noyau 

hydrophobe à 7 hélices α transmembranaires, trois boucles intracellulaires et trois boucles 

extracellulaires, une extrémité amino-terminale à l’extérieur de la cellule et une extrémité 

carboxy-terminale à l’intérieur de la cellule. [195] 

Les domaines extracellulaires contiennent les sites de liaison au ligand, alors que les 

domaines intracellulaires sont médiateurs de l’activation du second messager lors de la 

transduction du signal. [196] Les protéines G sont des protéines hétérotrimériques (α, β, γ) 

associées aux récepteurs à l’état basal, qui sont activées par la liaison de la somatostatine sur 

son récepteur membranaire et transmet le signal hormonal du récepteur à l’effecteur 

intracellulaire, cet effecteur pouvant être une enzyme ou un canal ionique. Un récepteur donné 

peut se coupler à plusieurs protéines G, chaque protéine G étant capable d’activer un nombre 

limité d’effecteurs. La spécificité du signal transmis par le récepteur de somatostatine va donc 

dépendre de la protéine G interagissant avec ce récepteur. [197]  

Les principales caractéristiques de ces récepteurs sont résumées au niveau du Tableau 14. 

Tableau 14. Principales caractéristiques des récepteurs à la somatostatine. 

 sst1 sst2  sst3  sst4  sst5  Référence 
Chromosome de 
localisation 

14q13  17q24  22q13.1  20p11.2  16p13.3 
[193],[198], 
[199] 

Variants connus Aucun  sst2A et sst2B  Aucun   Aucun 
sstTDM4 et 
TDM5 

[190] 

Acides aminés 391 
369 (2A) 
356 (2B) 

418  388  363 
[193],[198], 
[199] 

Poids moléculaire 
(KDa) 

53-72  71-79  65-85  45  52-66  [199] 

Affinités de liaison 
(IC50) (nM) 
SST-14 
SST-28 

 
 

1,1–2,26 
2,2 

 
 

0,2-1,3 
4,1 

 
 

1,4-1,6 
6,1 

 
 

0,5-1,8 
1,1 

 
 
0,9 
0,07 

[199] 

Distribution 
tissulaire 
physiologique 

      

Cerveau + + + + ± [199] 
Hypophyse + + + ± + [199] 
Estomac + + + + + [199] 
Foie ± +    [199] 

Pancréas + 
 
+++ 

 
+ 

± 
 
+ 

[190], [199]  
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 sst1 sst2  sst3  sst4  sst5  Référence 
(cellules β)  (cellules α) (cellules β 

et δ) 
Reins + +    [199] 
Poumons +  ±  + ± [199] 
Intestins + + ± ± + [199] 
moelle + + + ± ± [199] 
Thymus + + +   [199] 
Utérus ± +  ± ± [199] 

Transduction 
 
 

     

AC ↓ (Giα1,Giα3) ↓ (Giα1,Giα3) ↓ (Giα1) ↓(Gi/Go) ↓(Gi/Go)  [197],[199]  
Tyrosine phosphatase ↑ ↑ ↑ ↑  [193],[199] 
Canaux Ca2+ ↓ ↓    [198] 
Canaux K+ ↑ ↑ ↑ ↑  [198] 
Canaux Na+/H+ ↑     [199] 
MAP Kinase ↓↑ ↓↑ ↓ ↑ ↓ [190] 
Phospholipase ↓↑ ↓↑ ↑ ↑ ↓↑ [190] 
Fonctions inhibitrices       
Sécrétions 
hypophysaires (GH, 
ACTH, TSH, PRL) 

+ ++   ++ [190] 

Sécrétions 
pancréatiques 
(insuline, glucagon) 

 ++   + [190] 

Sécrétions digestives + +  + + [190] 
Transit digestif +    + [190] 
Prolifération tumorale ++ ++ + + + [190] 

Chaque sous-type de sst est responsable de différentes actions de la somatostatine via 

l’activation de différents systèmes intracellulaires (Figure 26) :  

- l’inhibition de l’adénylate cyclase (AC) qui entraîne :  

* la baisse des taux intracellulaires d’AMP cyclique,  

* la réduction des taux de Ca2+ intracellulaire et  

* la stimulation de l’activité de la phosphotyrosine phosphatase ou de la MAP kinase.  

Les effets inhibiteurs sur l’adénylate cyclase et sur l’influx de Ca2+ sont liés à l’inhibition des 

processus sécrétoires. L’activation de la tyrosine phosphatase et de la MAP kinase peut jouer 

un rôle dans l’effet régulateur sur la prolifération cellulaire ou l’apoptose. Dans ce contexte, 

l’activation des sst1 et sst2 via l’activation de tyrosine phosphatase, a été reliée à l’activité 

antimitotique des analogues de la somatostatine, alors que l’activation des sst5 par la réduction 

du taux de Ca2+ intracellulaire, entraîne également l’inhibition de la prolifération cellulaire. 

En outre, sst3 induit sélectivement l’apoptose. [196] 

- Stimulation d’une guanylate cyclase (sst2 [200]) : induit la formation de guanosine 

monophosphate cyclique (GMPc) [197] ce qui entraîne une inhibition des canaux calciques 

type L voltage-dépendants. [200] 
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- Modulation des canaux ioniques (sst2) : 

La somatostatine et ses analogues  activent l’ouverture de différents types de canaux 

potassiques (K+) voltage-dépendants ce qui induit une hyperpolarisation de la membrane, 

conduisant à une inhibition de l’influx de calcium via des canaux Ca2+ voltage-dépendants et 

provoquant ainsi une baisse de la concentration de calcium intracellulaire. 

La somatostatine peut également inhiber l’influx de calcium en bloquant directement les 

canaux calciques voltage-dépendants. 

La baisse de calcium intracellulaire résultant de la modulation des canaux ioniques intervient 

dans l’inhibition de la libération d’hormones et de neurotransmetteurs induite par la 

somatostatine. [197] 

- Stimulation des phosphatases : 

La somatostatine et ses analogues stimulent une activité phosphatase membranaire dans 

certaines cellules tumorales ou normales ce qui entraîne la déphosphorylation de protéines 

phosphorylées. Ce mécanisme est impliqué dans l’effet inhibiteur de la somatostatine et de ses 

analogues sur la croissance des cellules. 

Seuls les sous-types sst1 et sst2 sont impliqués dans l’activation de la tyrosine phosphatase. 

[197]  

- Modulation de la phospholipase C (PLC) 

Dans plusieurs modèles cellulaires, l’inhibition de la PLC par la somatostatine induit 

l’accumulation de l’inositol,-1,4,5-triphosphate (i3P). Les analogues de la somatostatine 

inhibent également la phospholipase C ce qui entraîne une diminution de la concentration de 

calcium intracellulaire.  

Pour des concentrations élevées de la somatostatine (>1 nM), l’effet inverse peut être observé. 

[197]  

- Inhibition de l’échangeur Na+/H+ (sst2 [200]) 

En périphérie, un effet inhibiteur de la somatostatine sur l’échangeur Na+/H+ a été rapporté. 

Cet effet conduit à une acidification du pH intracellulaire, il est indépendant des protéines G 

de type Gi/Go et est médié par le récepteur sst1. [197] Cet effet  peut être impliqué dans les 

effets antiprolifératifs du peptide. [192] 

- Stimulation de la phospholipase A2 

L’activation de sst4 par la somatostatine entraîne la phosphorylation et l’activation de la 

phospholipase A2 par les MAP-K (mitogen activated protein kinases) ce qui conduit à la 
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production de l’acide arachidonique. Cet effet serait impliqué dans l’ouverture des canaux K+ 

voltage-dépendants de type M. [197]  

Les voies de signalisation des sst (Figure 26) faisant suite à l’activation par un ligand sont 

similaires à celles des autres récepteurs couplés aux protéines G. [196] La liaison d’un 

agoniste à un récepteur de la somatostatine conduit à la phosphorylation du récepteur par les 

kinases couplées aux protéines G (GRKs) (protéine kinase A,  C…) [196] et à un recrutement 

des β-arrestines. Ce processus est rapidement suivi d’une internalisation des complexes 

activés récepteur/arrestines dans des vésicules d’endocytose. Une haute affinité de liaison de 

l’agoniste est une condition préalable nécessaire à l’internalisation. Et l’intensité 

d’internalisation des sous types de récepteurs sst2, 3 et 5 est plus importante que celle des 

sstr1 et sstr4 après stimulation.  [201] 

 
Figure 26. Diagramme schématique des voies de signalisation faisant suite à la liaison de la somatostatine à ses 
récepteurs. 
Schématisation réalisée en se basant sur les références [192], [196], [197], [200], [201]. 
AC (Adényl Cyclase) ; AMPc (Adénosine Monophosphate cyclique) ; TyrP (Phosphotyrosine phosphatase) ; Ca2+ : calcium 
intracellulaire ; PLC (phospholipase C) ; i3P (inositol triphosphate) ; MAPK (mitogen activated protein kinases). 
Les agonistes entraînent une phosphorylation des sst et un recrutement des β-arrestines. Ce processus est rapidement  suivi 
d’une endocytose des complexes activés récepteur/arrestines et leurs déplacement vers différents compartiments 
intracellulaires conduisant soit au recyclage du récepteur vers la membrane cellulaire ou à leur dégradation au niveau des 
lysosomes. [201] 
 

© Ben Azzouna 
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Les vésicules d’endocytose sont par la suite acheminées vers les endosomes au niveau 

desquels le complexe est dissocié, les récepteurs sont déphosphorylés et peuvent être alors 

directement recyclés au niveau de la membrane plasmique (concerne la quasi-intégralité des 

sstr2 et sstr5 activés) ou dégradés dans des lysosomes. Seul le sous-type sstr3 suit cette voie, 

[131], [201] ceci pourrait être dû en partie à une particularité structurale des sst3 qui se 

distinguent des 4 autres par une insertion au niveau de la 3ème boucle intracellulaire et par 

l’absence d’un site de palmytoylation dans la partie C-terminale. [189]  

 

Les récepteurs de la somatostatine peuvent être classés en deux classes qui se 

distinguent structurellement et pharmacologiquement : Le groupe SRIF-1 comprend les 

récepteurs sst2, sst3 et sst5 qui ont une affinité très élevée (nanomolaire)  pour l’octréotide et 

certains analogues courts de la somatostatine, alors que l’autre groupe SRIF-2, comprend les 

récepteurs sst1 et sst4 qui possèdent au contraire une affinité très faible voire quasi absente 

pour ces mêmes composés. [200] 

C’est dans les domaines transmembranaires que la similitude est la plus élevée et la 

comparaison des séquences à ce niveau permet de voir que les récepteurs sst1, sst4 d’une part 

et les récepteurs sst2, sst3 et sst5 d’autre part possèdent des similitudes marquées dans ces 

portions ou des divergences lorsque l’on compare deux membres n’appartenant pas au même 

groupe. Ces appariements structuraux sont confirmés par le profil pharmacologique des 

différents récepteurs qui se trouvent dans deux classes bien distinctes. [201] 

3.3.2.2. Expression pathologique des récepteurs de la somatostatine 

En plus de l’expression physiologique des récepteurs de la somatostatine, la 

surexpression de certains sous-types de récepteurs en situation pathologique en fait une cible 

de choix dans les explorations à visée diagnostique ou encore thérapeutique. [116] Même si 

son application essentielle est oncologique, elle a un potentiel en cardiologie en ciblant les 

phénomènes inflammatoires myocardiques et vasculaires. C’est pourquoi nous nous 

intéressons particulièrement à cette cible.  

3.3.2.2.1.  Intérêt de la cible moléculaire en cancérologie  

a) Tumeurs neuroendocrines  

Des sous-types de récepteurs de la somatostatine sont surexprimés dans la plupart des tumeurs 

neuroendocrines telles que les adénomes hypophysaires, les tumeurs neuroendocrines 
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pancréatiques [196] (gastrinomes, glucagonomes, insulinomes, non fonctionnelles [202]), les 

carcinoïdes gastrointestinales et pulmonaires, les paragangliomes (sst2, sst4 sont les plus 

représentés [202]), les phéochromocytomes (sst2, sst4 sont les plus représentés [202]), les 

carcinomes à petites cellules, les carcinomes à cellules de Merkel, les neuroblastomes, les 

carcinomes médullaires de la thyroïde (CMT) (sst1, sst2, sst3 et sst5). 

Une grande hétérogénéité dans l’expression des différents sous-types des sst a été notée entre 

les différents types de tumeurs et même dans différents échantillons d’une même tumeur. 

Selon les données de la littérature il existe une co-expression des différents sous-types de sst 

au sein d’une même tumeur. Le sst2 étant le plus représenté. [196] 

b) Tumeurs non neuroendocrines  

L'expression des sst dans les maladies néoplasiques ne se limite pas à ces tumeurs 

provenant d'organes endocriniens ou des tissus classiquement définis comme cibles de la SS. 

Il a été démontré une expression variable des sst dans un large éventail de tumeurs solides ou 

de tumeurs hématologique malignes. Parmi les tumeurs épithéliales non neuroendocrines 

exprimant les sst, nous citons le cancer du sein, le cancer pulmonaire non à petites cellules, 

les tumeurs rénales, du pancréas et des voies biliaires, les tumeurs hépatocellulaires, 

colorectales, de l’ovaire et les carcinomes folliculaires dérivés de la thyroïde. 

Les récepteurs sst1, sst2A, sst3 et sst5 ont été détectés par l’analyse des ARNm et des protéines 

dans les mélanomes malins.  L’expression des sst a été détectée au niveau des sarcomes des 

tissus mous. Une forte expression des sst, plus particulièrement les sst2 et sst1 a été également 

reportée dans les tumeurs de cerveau comme les méningiomes, les gliomes [196] et les 

astrocynomes [202]. La présence de récepteurs a été démontrée dans les lymphomes 

hodgkiniens et non hodgkiniens. [196] 

3.3.2.2.2. Intérêt de la cible moléculaire dans les maladies inflammatoires 

La présence d’une forte densité de récepteurs de la somatostatine n’est pas synonyme 

de site tumoral. Les lymphocytes normaux et activés expriment les récepteurs de la 

somatostatine. Les récepteurs peuvent être détectés dans les pathologies avec infiltration 

lymphocytaire (l’ophtalmopathie basedownienne), dans les granulomes (sarcoïdose, la 

majorité des tuberculoses). [202] 

Les macrophages activés expriment également les récepteurs de la somatostatine (sst2). Dans 

l’athérosclérose, la plaque d’athérome vulnérable a un large noyau lipidique et une chape 

fibreuse mince infiltrée par les macrophages. Comme les macrophages activés jouent un rôle 
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important dans la formation et, éventuellement, la rupture des plaques athérosclérotiques 

vulnérables, l’imagerie des macrophages peut fournir un moyen potentiel pour détecter et 

caractériser les plaques athéromateuses vulnérables. [203], [204] 

3.3.3. Les analogues de la somatostatine : ligand d’intérêt des récepteurs 
de la somatostatine 

Dans la circulation générale, la somatostatine (SRIF-14 et SRIF-28) est dégradée en 

quelques minutes (demi-vie biologique de 2-4 minutes [116]) ce qui limite son utilisation in-

vivo. Il fut donc nécessaire de développer des analogues plus résistants aux dégradations 

enzymatiques que le peptide endogène pour pouvoir mener à bien des explorations à visée 

diagnostique ou thérapeutique des pathologies surexprimant les sst.  

Il fut rapidement évident que la stabilisation de la séquence entière du SRIF-14 était très 

difficile à obtenir et sans grand intérêt quand elle fût testée in vivo. [205] De plus, tous les 

acides aminés n’ont pas la même importance pour l’activité biologique du peptide. Les études 

structurales et fonctionnelles de SRIF-14 durant des années ont démontré que Phe7, Trp8, 

Lys9, et Thr10 sont des acide-aminés responsables de son affinité de liaison et de son activité 

biologique. [194], [196] Il a été également décrit que l’interaction aromatique de Phe6 et de 

Phe11 stabilise la structure de la somatostatine. [194] SRIF-14 perd son affinité de liaison si la 

Lys9 est remplacée par un autre acide aminé ou si la L-Lys est changée par une D-Lys. Le 

remplacement de la L-Trp8 par la forme D pourrait augmenter la stabilité métabolique tout en 

préservant son affinité de liaison. [194] Cette augmentation de l’activité biologique ne pouvait 

pas s’expliquer seulement par une plus grande résistance à la protéolyse, mais représentait la 

première indication d’un repliement de la séquence essentielle, un β-turn autour des acides 

aminés –D-Trp-Lys du SRIF-14. [205] La fraction cyclique de la structure est nécessaire au 

maintien de l’activité biologique. Cependant, la réduction de la taille de la structure cyclique 

et la modification des 4 résidus-clef pourrait réduire la flexibilité de la somatostatine et 

augmenter aussi la sélectivité pour les sous-types de récepteurs. Par exemple, les analogues de 

la somatostatine sont sélectifs au sst3 si le résidu Trp8 est remplacé par une N- 

Imidazolebenzyl-histidine (imBzl-his).  [194] 

Le premier analogue utilisé en clinique est l’Octréotide. C’est un peptide de 8 acides aminés 

qui se lie avec une forte affinité aux sst2, une affinité moyenne aux sst3 et sst5 et une affinité 

faible voire quasi-inexistante aux sst1 et sst4. Il a été utilisé pour le traitement de l’acromégalie 

et des tumeurs neuroendocrines (NETs). [206] D’autres analogues ont été synthétisés 

(Lanréotide, Vapréotide, Pasiréotide …) (Tableau 15). Mais de tous ces analogues, 
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l’Octréotide et ses dérivés restent les plus largement utilisés comme produits d’imagerie étant 

donné leurs propriétés pharmacocinétiques améliorées et une meilleure spécificité pour la 

cible. L’111In-DTPA-Octréotide (111In-Pentétréotide, demi-vie biologique de 1,7-1,9h), obtenu 

par couplage du DTPA sur l’extrémité N-terminale de l’octréotide, est le premier peptide 

radiomarqué à avoir obtenu l’AMM pour un usage en scintigraphie aux Etats-Unis et en 

Europe sous le nom commercial d’Octréoscan®. [116] La scintigraphie à l’Octréoscan® a 

permis d’améliorer largement la connaissance des tumeurs neuroendocrines. L’utilisation plus 

récente des caméras hybrides SPECT/CT a permis d’améliorer la sensibilité de détection, 

cependant, la technique possède un certain nombre de limites. L’inconvénient le plus 

important est la faible résolution de l’imagerie SPECT qui est sujette aux artéfacts et à 

l’atténuation, ce qui limite sa capacité à détecter les lésions de tailles réduites. [207]  

Les avantages de l’imagerie TEP par rapport à la SPECT a conduit à la conjugaison des 

dérivés de l’octréotide avec des chélatants comme le DOTA qui permettent de complexer le 

gallium 68, mais aussi de chélater des isotopes comme l’90Y et le 177Lu ce qui permet leur 

utilisation à des fins thérapeutiques. [116] Les 3 analogues les plus utilisés en cliniques sont : 

DOTATOC, DOTATATE et DOTANOC. Ils ont montré leur supériorité pour la détection de 

lésions tumorales neuro-endocrines par rapport à l’OctreoScan® et à l’imagerie 

conventionnelle. [207] A titre d’exemple, l’étude effectuée par Hofman et coll. a permis de 

détecter 100% des tumeurs carcinoïdes avec le 68Ga-DOTATOC, alors que la SPECT n’a 

identifié que 85% des cas. Le 68Ga-DOTATOC permet d’avoir une plus forte accumulation 

tumorale conduisant à des contrastes Tumeur/tissu sain plus avantageux. L’accumulation 

rénale est par ailleurs beaucoup plus faible que celle de l’111In-Octréotide. [80] 

L’analyse des données de la littérature (Tableau 15 et Figure 27) montre que pour un même 

chélatant (DOTA), et un même radioisotope métallique (Ga), un changement d’un seul acide 

aminé au niveau de la séquence peptidique entraîne une modification de l’affinité du peptide 

pour les récepteurs de la somatostatine. Ce qui aura pour conséquence une modification du 

marquage tumoral. Par exemple, la substitution de la Phe3 du DOTAOC (DOTA-Octréotide) 

par une Tyr3 (DOTATOC) augmente l’affinité du peptide pour les sst2 et diminue l’affinité 

pour les sst3 et pour les sst5. [208] Le remplacement du threonilol C-terminal du DOTATOC 

par une thréonine (DOTATATE), augmente l’affinité pour les sst2 d’un facteur 12 et diminue 

considérablement l’affinité pour sst3 et sst5.  Le remplacement de la Tyr
3 du (DOTATOC) ou 

la Phe3 du DOTAOC par un naphtyl (DOTANOC) augmente considérablement l’affinité pour 

sst2, sst3 et sst5. Comparé au DOTATATE, le DOTANOC, a une affinité 10 fois plus faible 
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pour les sst2, mais au moins 25 fois plus élevée pour les sst3 et 50 fois plus importante pour 

les sst5.  DOTATATE et DOTANOC possèdent une affinité pour les sst4 au moins 3 fois plus 

importante que celle du DOTAOC et du DOTATOC. (Tableau 15 et Figure 27) 

L’utilisation d’analogues ayant une affinité pour plus d’un type de sst présente un intérêt 

majeur étant donné qu’ils permettent l’exploration d’une gamme plus étendue de tumeurs 

exprimant d’autres types de sst que le sst2. [209]  D’où notre intérêt particulier pour le 

DOTANOC qui a été choisi pour la mise en place du projet clinique qui sera présenté dans le 

chapitre 4. 

L’analyse des données du Tableau 15 et de la Figure 29 montre aussi, que pour une même 

séquence peptidique, le remplacement d’un chélatant par un autre ou la chélation d’un 

radioisotope métallique différent par une même structure et par un même chélatant entraîne 

aussi des modifications de l’affinité du composé chimique pour les récepteurs de la 

somatostatine. [210] A titre d’exemple, pour le DOTATOC, l’affinité est plus importante pour 

les sst2 lorsque celui-ci est chélaté au gallium. (Ga>In>Y). La Figure 28 montre en plus que 

l’effet du changement du métal sur l’affinité d’un même analogue est différent d’un récepteur 

à un autre. Pour le DOTANOC, l’affinité pour le sst2 décroît dans cet ordre : Ga>In>Y>Lu. 

L’affinité pour sst5 est aussi plus élevée lorsque l’analogue est complexé au gallium : 

Ga>Y>In>Lu. L’effet opposé est observé avec les  sst3 où l’affinité la plus faible est celle du 

DOTANOC complexé au gallium: In>Lu>Y>Ga. 

La Figure 29  montre aussi que la conjugaison du TOC avec un dérivé du NOTA (le 

NODAGA) entraîne une moindre perte d’affinité que celle entraînée par sa conjugaison au 

DOTA. Le complexe Ga-NOTA présente par ailleurs une meilleure stabilité 

thermodynamique in vivo comparé au Ga-DOTA [116] et une cinétique de marquage 

beaucoup plus avantageuse (marquage possible à température ambiante). Malgré tous ces 

avantages, les DOTA-peptides restent les plus largement utilisés du fait de la disponibilité du 

DOTA sous forme GMP et de l’abondance des données de la littérature relatives à la toxicité. 

[211] Le développement d’analogues conjugués au NOTA et à ses dérivés constitue 

cependant une voie de développement intéressante. D’où notre travail sur le NODAGANOC 

présenté dans le chapitre 4.  
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Tableau 15. Caractéristiques de différents analogues de la somatostatine utilisés en imagerie clinique 

Analogue Structure 
Affinité (IC50 en nM ± écart type moyen) Référence 

sst1  sst2  sst3  sst4  sst5 
Octréotide (SMS 201-995) D-Phe-c[Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr-ol >10000 2,0±0,7 187±55 >1000 22±6 [206], [208] 
DTPA-Octréotide  

(DTPAOC) (Octréoscan®) 
DTPA-D-Phe-c[Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr-ol >10000 12±2 376±84 >1000 299±50 [208] 

111In-DTPA-Octréotide 
(111In-Pentetreotide) 
(In-DTPA-OC) 

111In-DTPA-D-Phe-c[Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr-ol >10000 22±3.6 182±13 >1000 237±52 [208] 

DOTA-Octréotide (DOTA-OC) DOTA-D-Phe-[Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr(ol) >10000 14±3 27±9 >1000 103±39 [208] 
Ga-DOTA-Octréotide  
(Ga-DOTA-OC) 

Ga-DOTA-D-Phe-[Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr(ol) >10000 7,3±1,9 120±45 >1000 60±14 [208] 

In-DOTAOC In-DOTA-D-Phe-[Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr(ol)  14    [212] 
Y-DOTAOC Y-DOTA-D-Phe-[Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr(ol) >10000 20±2,2 27±8 >1000 58±22 [213] 

[Tyr3]-Octréotide (TOC) -D-Phe-[Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr(ol)  2.8±0,6 225±82  9,9±1,8 [208], [147] 
DOTA-[Tyr3]-Octréotide 

(DOTATOC) 
DOTA-D-Phe-[Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr(ol) >10000 14±2,6 880±324 >1000 393±84 [208] 

Ga-DOTATOC Ga-DOTA-D-Phe-[Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr(ol) >10000 2,5±0,5 613±140 >1000 73±21 [208], [215] 
In-DOTATOC In-DOTA-D-Phe-[Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr(ol) >10000 4,6±0,2 120±26 230±82 130±17 [210] 
Y-DOTATOC Y-DOTA-D-Phe-[Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr(ol) >10000 11,4±1,7 389±136 >10000 204±92 [213] 

NODAGA-Tyr3-octreotide 
(NODAGATOC) 

NODAGA-D-Phe-[Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr(ol) >10000 3,2±1,0 675±225 >1000 305±85 [216] 

Ga-NODAGATOC Ga-NODAGA-D-Phe-[Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr(ol) >1000 3,5±1,6 325±55 >1000 185±35 [216] 
In-NODAGATOC In-NODAGA-D-Phe-[Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr(ol) >1000 1,7±0,2 293±71 320±17 44±8 [216] 

Lanréotide (BIM 23014) D- βNal-[Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys]-Thr-NH2  1,6±0,4 438±39  7,4±1,2 [147], [217] 

DOTA-Lanréotide 
(DOTALAN) 

DOTA-D-βNal-[Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys]-Thr-NH2 >10000 26±3,4 771±229 >10000 73±12 
[191],  

[208], [217] 
[215]  

Y-DOTALAN Y-DOTA-D-βNaI-[Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys]-Thr-NH2 >10000 22,8±4,9 290±105 >1000 16,3±3,4 [213] 
Vapréotide (RC160) D-Phe-[Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys]-Trp-NH2  1,8±0,3 233±34  4,8±0,9 [208], [147] 
DOTA-Vapréotide 
DOTAVAP 

DOTA-D-Phe-[Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys]-Trp-NH2 >10000 29±7 419±104 743±190 80±19 [208] 

[125I]-Tyr3-Octréotate  
([125I]-TATE) 

-D-Phe-[Cys-[125I]-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr >1000 0,47±0,2 187±38 337±57 50±5,8 [218] 

DTPA-[Tyr3]-Octréotate 
(DTPATATE) 

DTPA-D-Phe-[Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr >10000 3,9±1 >10000 >1000 
>1000 

[208] 
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Analogue Structure 
Affinité (IC50 en nM ± écart type moyen) Référence 

sst1  sst2  sst3  sst4  sst5 
In-DTPA-[Tyr3]-Octréotate In- DTPA-D-Phe-[Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr >10000 1,3±0,2 >10000 433±16 >1000 [208] 
DOTA-[Tyr3]-Octréotate 

(DOTATATE) 
DOTA-D-Phe-[Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr >10000 1,5±0,4 >1000 453±176 547±160 [208] 

Ga-DOTA-[Tyr3]-Octréotate 
(Ga-DOTATATE) 

Ga- DOTA-D-Phe-[Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr >10000 0,2±0,04 >1000 300±140 377±18 [208], [215] 

In-DOTATATE In- DOTA-D-Phe-[Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr  1,5    [212] 
Y-DOTATATE Y- DOTA-D-Phe-[Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr  1,6±0,4 >1000  187±50 [214] 
Y-DOTA-NOC Y-DOTA-D-Phe-[Cys-1-Nal3-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr(ol) >1000 3,3±0,2 26±1,9 >1000 10,4±1,6 [213] 
In-DOTA-NOC In-DOTA-D-Phe-[Cys-1-Nal3-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr(ol) >10000 2,9±0,1 8±2 227±18 11,2±3,5 [148], [213] 
Ga-DOTA-NOC Ga-DOTA-D-Phe-[Cys-1-Nal3-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr(ol) >10000 1,9±0,4 40±5,8 260±74 7,2±1,6 [144], [215] 
Lu-DOTA-NOC Lu-DOTA-D-Phe-[Cys-1-Nal3-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr(ol) >10000 3,4±0,4 12±3,3 747±47 14±3,5 [219] 
NOC-ATE D-Phe-c[Cys- 1-Nal3-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr >1000 3,6±1,6 302±137 260±95 16,7±9,9 [210] 

In-DOTA-NOC-ATE In-DOTA-D-Phe-c[Cys- 1-Nal3-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr >10000 2±0,35 13±4 160±3,8 4,3±0,5 [210] 
Lu-DOTA-NOC-ATE Lu-DOTA-D-Phe-c[Cys- 1-Nal3-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr >1000 3,6±0,3 31±2  15±1 [214], [219]  
Y-DOTA-NOC-ATE Y-DOTA-D-Phe-c[Cys- 1-Nal3-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr >1000 4,2±2 47±1  12±1 [219] 
Ga-DOTA-NOC-ATE Ga-DOTA-D-Phe-c[Cys- 1-Nal3-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr >1000 2,6±0,3 113±80 53±30 25±4 [219] 
In-DOTABOC In-DOTA-D-Phe-[Cys-1-Bz-Thi-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr(ol) >1000 4,4±0,4 6,8±0,8  10,5±1,5 [219] 
Lu-DOTABOC Lu-DOTA-D-Phe-[Cys-1-Bz-Thi-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr(ol) >1000 4±0,4 6,3±0,2 591±88 6,5±0,1 [219] 
Ga-DOTABOC Ga-DOTA-D-Phe-[Cys-1-Bz-Thi-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr(ol) 700±300 1,7±0,2 10,5±0,5  4,4±1,2 [219] 

Y-DOTA-BOC-ATE Y-DOTA-D-Phe-c[Cys- 1-Bz-Thi-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr >1000 2,9±0,3 23±1  7,8±2 [219] 
Ga-DOTA-BOC-ATE Ga-DOTA-D-Phe-c[Cys- 1-Bz-Thi-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr >1000 2±0,2 33±23 35±24 19,5±13 [219] 
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Figure 27 : Relation structure-affinité – Effet de la modification de la structure de l’analogue de la somatostatine sur l’affinité du peptide pour les sst2, sst3 et sst5 

 

Figure 28. Effet du changement du métal sur l’affinité du DOTANOC 
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Figure 29. Relation structure-affinité de l’octréotide et du TOC, effet du changement du chélatant et du métal sur l’IC50 au niveau de sst2, sst3 et sst5
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Il est à noter aussi que les antagonistes des récepteurs de la somatostatine radiomarqués ont 

démontré des propriétés supérieures en imagerie par rapport aux agonistes des récepteurs. 

Tans dis que les agonistes provoquent une forte internalisation mais se lient à un nombre 

limité de récepteurs, les antagonistes n’entrainent pas d’internalisation mais semblent se lier à 

un plus grand nombre de récepteurs de conformations différentes. L’utilisation d’antagonistes 

radiomarqués peut donc améliorer la sensibilité de l’imagerie de la tumeur et l’efficacité de la 

radiothérapie ciblée médiée par les récepteurs. [220] Cependant, la plus grande fixation des 

antagonistes au niveau des tissus non spécifiques peut limiter leur utilisation relativement aux 

agonistes. [211] 
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CHAPITRE 4. PARTIE EXPÉRIMENTALE 

Les avantages de l’imagerie TEP par rapport à l’imagerie monophotonique ont contribué à 

l’expansion de son utilisation en Europe et dans le monde. L’énergie du positon émis par le 

fluor 18 (634 KeV) permet d’obtenir une résolution spatiale des plus élevées en imagerie 

nucléaire ce qui en fait l’isotope de référence pour ce type d’imagerie. Son utilisation pour le 

développement de nouveaux traceurs est cependant limitée aux centres qui sont équipés de 

cyclotrons. Dans l’objectif de développer des traceurs pour une application clinique ou 

préclinique en imagerie TEP, l’équipe de médecine nucléaire de Bichat Claude Bernard dont 

le centre est dépourvu de cyclotron a opté pour l’utilisation du gallium 68, accessible à partir 

d’un générateur dont l’utilisation est possible pendant une période d’au moins une année.  

Comme prérequis indispensable à ce développement, nous allons traiter dans une première 

partie de ce travail de thèse de la mise en place d’outils et de méthodes de marquage au 

gallium 68.  

Ces outils et méthodes seront utilisés dans la deuxième partie pour le marquage de vecteurs 

d’intérêt au gallium 68 en vue d’une application : 

1) En clinique : Le marquage du 68Ga-DOTANOC a été mis en place et a permis de 

participer à une étude clinique multicentrique chez des patients atteints de tumeurs 

neuroendocrines gastroentéropancréatiques. En plus de la mise en place de la plate-

forme de production de ce peptide, les résultats préliminaires de cette étude seront 

décrits. 

2) En préclinique :  

a) Pour pallier aux limites de stabilité thermodynamique et d’inertie chimique des 

DOTA-peptides, nous nous sommes intéressés à un analogue de la somatostatine 

conjugué au NODAGA : le NODAGANOC. Les résultats préliminaires des essais 

de marquage, de stabilité et d’étude d’affinités seront présentés. 

b) L’équipe de médecine nucléaire de Bichat Claude Bernard en collaboration étroite 

avec le laboratoire LVTS : Laboratory for Vascular Translational Science (Inserm 

U1148) et la FRIM (Fédération de Recherche en Imagerie Multimodalités) ont mis 

en place des outils d’imagerie nucléaire monophotonique pour le ciblage de la 

phosphatidylsérine (99mTc-HYNIC-Annexin A5) et de la P-sélectine (99mTc-

Fucoïdane). Les deux traceurs ont prouvé leur efficacité dans la détectabilité 

préclinique des thrombi. Dans l’objectif de pouvoir les utiliser un jour en clinique : 
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 Pour le ciblage de la PS : un mutant de l’annexine A5 a été produit selon les PF. 

Dans une optique de sélectionner le ligand de la PS à développer en TEP, un travail 

comparatif de ce mutant par rapport à l’H NIC-Annexin A5 sera présenté dans ce 

rapport. Le vecteur peptidique finalement choisi sera marqué au gallium 68 et testé sur 

un modèle d’endocardite infectieuse.  

 Pour le ciblage de la P-sélectine : La production de fucodane de structure bien 

caractérisée et reproductible est indispensable pour pouvoir l’utiliser en clinique. C’est 

dans cette optique qu’une méthode de purification des fucodanes extraits d’algues 

brunes a été mise en place. Après un travail de caractérisation physico-chimique, ce 

produit a été fonctionnalisé, conugué à un chélateur de gallium, marqué et testé sur un 

modèle d’endocardite infectieuse.  
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4.1. Première partie : Mise en place d’outils et de méthodes de 
marquage au 68Ga 

4.1.1. Caractérisation des générateurs 68Ge/68Ga 

 
Deux types de générateurs ont été utilisés pour les travaux de la thèse : un générateur de 

qualité chimique (Obninsk®)  et depuis son arrivée sur le marché, un générateur fabriqué 

selon les bonnes pratiques de fabrication (dénommé 68Ge/68Ga-Generator® puis Galliapharm® 

depuis son obtention de l’AMM en Europe le 10 juin 2015). Les générateurs sont fabriqués 

par la société Eckert & Ziegler (Allemagne). Le générateur de qualité chimique a été qualifié 

et commercialisé en Europe pour un usage clinique par l’Etablissement pharmaceutique 

Iason® et le générateur pharmaceutique est commercialisé en France par l’entreprise 

pharmaceutique Cyclopharma depuis son obtention de l’autorisation de mise sur le marché.  

Nous avons effectué une évaluation des rendements d’élution et des puretés radioisotopiques 

des éluats des deux générateurs. 

En fonction des résultats obtenus, des méthodes de purification/concentration des éluats ont 

été mises en place ou des méthodes de marquage direct qui peuvent être utilisées pour le 

marquage de vecteurs formulés sous forme de kits pharmaceutiques.  

4.1.1.1. Rendements d’élution 

Les deux générateurs utilisés sont formés d’une colonne à base d’une matrice inorganique 

de dioxyde de titane (TiO2) sur laquelle est adsorbé le radioélément père sous forme de 

chlorure de germanium 68 (68Ge de période 270,95 jours). Le fabricant recommande pour les 

deux générateurs une élution du radioélément fils (gallium 68 : 68Ga de période 67,71 

minutes) par 5 mL de HCl 0,1M. L’activité nominale chargée au niveau de la colonne est de 

1850 MBq à la date de calibration dans les deux cas. [221], [222] 

Le générateur de qualité chimique utilisé est l’Obninsk® produit par Cyclotron Co., Ltd, 

Obninsk, Russie. Lorsque le 68Ge et le 68Ga sont en équilibre, les rendements d’élution 

annoncés sont supérieurs à 70% pour une première élution et pas moins de 35% après 3 

années d’utilisation ou après 400 élutions (2000 mL d’éluant). La vitesse d’élution 

recommandée est de 2,5 à 5 mL/min. La teneur en 68Ge est ≤ 0,005%. [221] 

Le générateur de qualité pharmaceutique utilisé est Galliapharm®. Ce générateur peut être 

utilisé en clinique pendant une année à la partir de la date de calibration. Les rendements 

d’élution annoncés sont supérieurs à 60% tout au long de la durée de vie du générateur si 

celui-ci est élué avec 5 mL de HCl 0,1M stérile à une vitesse ne dépassant pas 2mL/min. La 
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teneur en 68Ge annoncée est inférieure à 0,001% de l’activité de 68Ga éluée. Cette teneur peut 

être augmentée si le générateur n’est pas élué pendant plus de deux jours. [222] 

Le rendement d’élution de 68Ga de ces deux générateurs a été évalué. Il est exprimé par le 

rapport entre l’activité de 68Ga et celle de 68Ge (en équilibre avec le radioélément fils) 

présentes au niveau de la colonne du générateur au moment de l’élution.  

Les résultats obtenus sont présentés au niveau du graphique suivant : 

 

Figure 30. Rendement d’élution du générateur Obninsk® (pendant 309 jours) et du Pharmagrade generator (pendant 
497 jours)  

Les rendements d’élution du générateur de qualité chimique évalués sur une période de 455 

jours sont plus élevés (73±7%) que ceux du générateur de qualité pharmaceutique (61±4%) 

sur la même période.   

Les rendements d’élution du générateur de qualité chimique sont conformes aux 

spécifications annoncées par le fabricant. Cependant les rendements d’élution du générateur 

pharmaceutique peuvent être inférieurs aux 60% annoncés durant la durée de validité du 

générateur. Ces rendements sont par contre plus constants dans le temps que ceux du 

générateur de qualité chimique.  

4.1.1.2. Pureté radionucléidique (PRN) 

 
La teneur de l’éluat en 68Ge a été déterminée en mesurant l’activité de l’éluat au niveau 

d’une chambre d’ionisation (Scintidose®, LemerPax) immédiatement après la fin de l’élution 

et au moins 48 heures après, au niveau d’un compteur gamma (Wallac 1480 WIZARD® 3″ 

NaI(Tl) scintillation detector, PerkinElmer®). Au-delà de ce délai, le gallium de période 

approchant les 68 minutes aurait totalement décru et le signal mesuré correspond uniquement 

aux photons à 511 keV issus de la décroissance du gallium immédiatement généré par le 68Ge 
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présent dans l’éluat. [223] La contamination de l’éluat par le 68Ge est exprimée par le 

pourcentage de l’activité du 68Ge par rapport à l’activité totale dans chaque éluat. [27] 

Il est précisé au niveau de la monographie de la pharmacopée européenne « GALLIUM 

(68Ga) CHLORIDE SOLUTION FOR RADIOLABELLING » [41] que l’éluat de 68Ga utilisé 

pour le radiomarquage doit avoir :   

3) Une teneur en 68Ge ≤ 10-3 % de l’activité totale 

4) La teneur en 68Ga doit être au moins égale à 99,9% de l’activité totale.   

Les teneurs en 68Ge des éluats du générateur de qualité chimique évaluées sur 252 jours 

d’utilisation étaient de 4,4×10-3 ± 2,5×10-3 %. Toutes les valeurs n’étaient pas conformes aux 

spécifications de la pharmacopée européenne. Une pré-purification de l’éluat de qualité 

chimique est donc obligatoire avant son utilisation pour le marquage de vecteurs.  

La teneur du 1er éluat du générateur de qualité pharmaceutique effectué avec 10 mL de HCl 

0,1M a été déterminée : 5,37 ×10-4 %. Les puretés radioisotopiques des éluats préparés selon 

les recommandations du fabricant étaient toutes conformes aux spécifications de la 

pharmacopée européenne. Quatre mois après la date de péremption du générateur la teneur en 

68Ge mesurée était de 3,58×10-6 % et donc toujours conforme. 

Cet éluat peut donc être utilisé sans pré-purification préalable pour le marquage des vecteurs 

d’intérêt.  

4.1.2. Techniques de purification/concentration de l’éluat 

 
Comme précisé au niveau du paragraphe « Prétraitement des éluats », plusieurs techniques 

de concentration et de purification de l’éluat de 68Ga ont été décrites dans la littérature. Ces 

techniques sont nécessaires pour tout marquage utilisant un éluat issu des générateurs de 

qualité chimique.  

Nous nous sommes fixés comme objectifs d’automatiser dans un premier temps les 

techniques de purification/concentration des éluats les plus fréquemment utilisées, d’évaluer 

dans un deuxième temps l’efficacité de ces méthodes, et enfin de les améliorer voire de 

proposer de nouvelles techniques en vue d’une future application pour les marquages des 

vecteurs d’intérêt.  

Trois techniques de purification/concentration des éluats ont été utilisées : purification 

cationique, purification anionique et élution fractionnée.  
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4.1.2.1. Purification cationique de l’éluat 

Nous avons opté pour l’automatisation d’une technique qui a démontré son efficacité et a 

été largement utilisée en clinique. Elle consiste à passer l’éluat du générateur à travers une 

résine échangeuse de cations (matrice -SO3
-H+). Il s’en suit une adsorption des cations 68Ga3+ 

sur la cartouche et une élimination de 68Ge qui n’est pas retenu. [49] Le décrochage du Ga3+ 

est obtenu en utilisant 0,8 mL d’une solution 98% acétone/0.02M HCl. [48] En effet, dans des 

solutions d’HCl, l’affinité des cations Ga3+ pour les résines échangeuses de cations décroit 

avec l’augmentation de la teneur en acétone.[49],[40],[50] Cette opération permet également 

de purifier l’éluat des impuretés métalliques qui ont un coefficient de distribution différent de 

celui du Ga3+: 68Ge4+, Ti4+, Zn2+, et Fe3+.[51]  

Les rendements de purification et les puretés radioisotopiques des éluats purifiés ont été 

évalués sur 3 éluats issus du générateur de qualité chimique et 10 éluats du générateur de 

qualité pharmaceutique. Les résultats sont représentés au niveau du tableau suivant : 

Tableau 16. Rendements de purification cationique et teneurs en 68Ge des éluats obtenus à partir des générateurs de 
qualité chimique et de qualité pharmaceutique.  

Paramètre Générateur chimique  Générateur pharmaceutique 
Rendement de purification (moyenne±sd)  (%)  86±2 85±8 

Teneur en 68Ge (moyenne±sd) (%)  1,3E-04±1,5E-05 2,5E-07±1,6E-07 

Avec un rendement de purification de 85 à 86%, la méthode de purification cationique utilisée 

permet d’avoir un éluat de pureté radionucléidique conforme aux spécifications de la 

pharmacopée européenne quel que soit le générateur de provenance. La teneur en 68Ge de 

l’éluat purifié du générateur pharmaceutique est 14 fois plus faible que celle de l’éluat non 

purifié. Celle du générateur chimique est 35 fois plus faible après purification. 

La contenance en 68Ge de l’éluat purifié du générateur pharmaceutique est 500 fois plus faible 

que celle du générateur chimique. 

Les rendements de purification de la méthode après automatisation sont du même ordre que 

ceux décrits par Ocak et coll. [48] 

La méthode de purification cationique automatisée sur le module de synthèse de trasis sera 

utilisée pour le marquage du DOTANOC dans le cadre d’un essai clinique multicentrique  

4.1.2.2. Purification anionique de l’éluat 

En dépit de sa fiabilité et de sa large utilisation en préclinique et en clinique, l’emploi de 

la méthode cationique de pré-purification de l’éluat requiert en fin de synthèse une étape 

supplémentaire de purification post-marquage par extraction en phase solide. La récupération 

du produit marqué purifié se fait par de l’éthanol. L’utilisation d’acétone et d’éthanol impose 
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des contrôles qualité post-libératoires supplémentaires du produit fini. [52] De plus, à des pH 

acides, à température ambiante et exposée à la lumière, l’acétone donne naissance à une 

impureté toxique: le mésityloxyde (4-méthyl-3pentène-2-one) qu’on peut retrouver au niveau 

du produit fini. [53] Des précautions de conservation supplémentaires doivent être respectées 

pour le mélange (acétone/HCl) utilisé pour l’élution du 68Ga3+ à partir de la résine échangeuse 

de cations.[1] 

Tous ces inconvénients ont conduit certains auteurs à l’utilisation des méthodes anioniques de 

purification. Celles-ci comportent une étape supplémentaire d’anionisation de l’éluat par 

l’ajout d’un excès d’ions chlorures (l’HCl concentré étant la source de chlorure la plus 

utilisée : HCl 30%). Ceci conduit à la formation de complexes anioniques [GaCl6]
3- et 

[GaCl4]
- qui sont alors chargés sur des résines échangeuses d’anions. [51] Le germanium n’est 

quasiment pas adsorbé sur ces résines dans des solutions de HCl < 5M. [27] Les cations et les 

impuretés organiques sont éliminés efficacement par lavage de la résine. Le gallium peut être 

élué sous forme cationique Ga3+ avec un volume très réduit d’eau pure. 

Nous nous sommes proposé d’automatiser sur le module de synthèse FastLab de GE 

Healthcare la méthode de purification anionique décrite par Velikyan et coll. Celle-ci associe 

une concentration de l’éluat par élution fractionnée et une purification anionique sur une 

résine PS-HCO3 (Chromafix
®). [27] 

Le diagramme d’automatisation est présenté au niveau de la figure suivante : 

 
Figure 31. Diagramme de purification anionique de l’éluat de 68Ga sur module de synthèse FasLab® utilisant une 
résine PS-HCO3.  
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Les rendements de purification obtenus étaient de 52±0,7%, moins élevés que ceux décrits par 

Velikyan et coll. (60 à 65%).   

Les teneurs en 68Ge trouvés par Velikyan et coll. sont de ~ 10-3 %. Cette méthode a permis des 

marquages de DOTA et NODAGA-peptides avec des activités spécifiques élevées en 

associant un chauffage aux microondes. [27] Dans la suite de ce travail, cette méthode a été 

utilisée pour le marquage d’un peptide ciblant la PS et conjugué au NODAGA (P04087), mais 

à température ambiante et sans purification post-marquage du produit fini.  

La méthode anionique décrite présente un ensemble d’avantages essentiellement le non 

recours aux solvants organiques ce qui permet de s’affranchir des contrôles qualités de la 

teneur du produit fini en solvants en fin de synthèse. Les teneurs en 68Ge, bien que conformes 

aux spécifications de la pharmacopée européenne restent plus élevées que celles obtenues 

avec la purification cationique. Les volumes réactionnels sont bien réduits, mais l’élution 

fractionnée associée entraîne la perte d’une quantité importante de l’activité disponible dans 

le générateur (~ 40 à 50%). Cette méthode nécessite par ailleurs une étape supplémentaire 

comparée à la méthode cationique et donc un temps plus lent. De plus, l’utilisation de l’HCl 

30% comme source de chlorures constitue une contrainte pratique étant donné sa toxicité et sa 

corrosivité pour le matériel. 

Nous nous sommes alors proposé d’apporter des améliorations aux méthodes anioniques 

utilisées en substituant la source de chlorures par du NaCl en poudre et en réduisant le nombre 

d’étapes. L’étape d’anionisation se fait dans ce cas au même moment que celle de l’élution et 

du chargement sur la résine échangeuse d’anions. Ceci a été possible en conditionnant le 

NaCl poudre sous forme de cartouche montée en série avec l’échangeur anionique. La résine 

anionique utilisée a une matrice à base de pipérazine. De Blois et coll. ont démontré que la 

purification est meilleure avec cette résine qu’avec une matrice PS-HCO3.[44] La méthode 

automatique mise en place sur le module de synthèse FastLab® a permis d’obtenir des éluats 

purifiés issus du générateur de qualité chimique avec des teneurs moyennes en 68Ge 28 fois 

plus faibles si l’éluat est obtenu à partir d’un générateur élué il y a moins de 24 heures. 

La méthode de purification anionique mise en place a été utilisée pour le marquage de 

peptides conjugués au DOTA ou au NODAGA. Ce travail a été valorisé par une 

communication affichée au « Theranostics Word Congress 68Ga&PPRT » qui a eu lieu à 

Baltimore aux Etats-Unis en mars 2015  et a donné lieu à la publication suivante : 
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Article 2: A new 68Ga anionic purification method using NaCl cartridge 

(Publié)  

A new 68Ga anionic concentration and purification method for automated synthesis of [68Ga]-

DOTA or NODAGA conjugated peptides in high radiochemical purity. J. Label. Compd. 

Radiopharm., vol. 58, no. 10, pp. 403–410, Aug. 2015. 

 

R. Ben Azzouna, F. Alshoukr, S. Leygnac, A. Guez, W. Gonzalez, O. Rousseaux, D. 

Guilloteau, and D. Le Guludec.  
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4.1.2.3. Elution fractionnée  

L’éluat du générateur de qualité pharmaceutique présente certes l’avantage d’être 

conforme chimiquement aux spécifications de la pharmacopée européenne, seulement la 

récupération quantitative de l’activité nécessite l’utilisation d’un volume de 5 mL d’éluant 

selon les recommandations du fabricant. [222] Ce volume est assez élevé et conduit à une 

faible concentration en 68Ga. Ainsi, il est souvent nécessaire de recourir à la concentration de 

la solution radioactive afin  d’obtenir des rendements élevés en composé radiomarqué. [17] 

De toutes les méthodes de concentration décrites dans la littérature (utilisation de résines 

échangeuses de cations [57], résines échangeuses d’anions [55] , une combinaison des deux, 

élution fractionnée), cette dernière est la seule compatible avec une utilisation simple sans 

module de synthèse. Cette méthode a été décrite entre autres par Velykian et coll. [27]. Les 

rendements de concentration obtenus varient de 60 à 65% [27] à 80% de l’activité totale dans 

un volume de 1mL. [43]  

Dans notre étude, nous avons effectué une optimisation de l’élution fractionnée en vue d’avoir 

une fraction avec une activité volumique la plus élevée possible. 

Les résultats du rendement de concentration et de la pureté radionucléidique de la fraction 

retenue pour le marquage sont représentés dans le tableau suivant : 

Tableau 17. Elution fractionnée (rendement de concentration et pureté radionucléidique)  

Echantillon Rendement de concentration (%) % 68Ge PRN (%) 
1 90.8 3,05E-05  99,99 
2 92.9 1.03E-05  99,99 
3 92.7 9.29E-06  99,99 
4 93.8 1.11E-05  99,99 
5 91.1 7.69E-06  99,99 
6 92.6 1.37E-05  99,99 
7 93.3 1.36E-05  99,99 

     
Moyenne  92.46 1.37E-05  99.99 
Ecart type 1.11 7.69E-06  7.69E-06 

Plus de 90% de l’ensemble de l’activité récupérable au niveau du générateur a pu être 

concentrée dans un volume de ~ 2 mL. 

Les teneurs en 68Ge au niveau de ces fractions sont toutes conformes aux spécifications de la 

pharmacopée européenne (68Ge% < 0.001%). Cette fraction peut de ce fait être utilisée 

directement pour le marquage de vecteurs au gallium 68 sans une étape de pré-purification 

préalable de l’éluat. 
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L’évaluation de la pureté radionucléidique a été effectuée sur un générateur en fin de vie (11 

mois après la date de calibration).  Cette méthode peut donc être utilisée tout au long de la 

durée de vie du générateur. 

Cette méthode a été utilisée dans la suite de ce travail pour le marquage au gallium 68 d’un 

polysaccharide ciblant la P-sélectine.  

4.1.2.4. Elution sous-vide  

Malgré la simplicité de l’élution fractionnée, celle-ci nécessite l’utilisation d’une pompe 

pilotable automatiquement. Dans l’optique de mettre au point des méthodes de marquage au 

68Ga exclusivement manuelles et qui soient non exposantes, accessibles à tous les centres 

équipés d’enceintes blindées haute énergie, et pouvant être appliquées pour le marquage de 

vecteurs formulés sous forme de kits, une méthode d’élution sous-vide du générateur de 

gallium 68 de qualité pharmaceutique a été mise en place. Cette méthode a permis de réaliser 

une élution de 95% de l’activité du générateur récupérable par la méthode recommandée par 

le fabricant avec seulement 2,5 mL d’éluant (vs les 5 mL nécessaires avec la méthode 

standard). L’utilisation de cette méthode a été également validée pour le marquage de DOTA 

et NODAGA-peptides avec des puretés radiochimiques élevées sans la moindre exposition 

des extrémités du manipulateur durant les étapes d’élution et de marquage contrairement aux 

méthodes manuelles décrites dans la littérature.  

Le travail a été accepté pour une communication sous forme de e-Poster Walks au congrès de 

l’EANM (European Association of Nuclear Medicine) qui aura lieu à Barcelone du 15 au 19 

octobre 2016. Le travail a donné lieu aussi à un article qui a été soumis à la revue « Nuclear 

Medicine Communications » (Manuscript number: NMC-11-2109R1) : 

Article 3 : 68Ga vacuum elution approach for direct peptide radiolabelling  

(Accepté)  

68Ga "vacuum elution and concentration approach" for direct radiolabelling of DOTA and 

NODAGA conjugated peptides. Nucl. Med. Commun. 

 

Rana Ben Azzouna, Sébastien Leygnac, Faisal Al-Shoukr, François Rouzet, Denis 

Guilloteau  and Dominique Le Guludec.  
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4.1.3. Mise au point d’une méthode automatique de production de traceurs 
marqués au gallium 67 en vue des études de biodistribution, 
stabilité, pharmacocinétique … 

Le développement de traceurs marqués au gallium 68 nécessite comme pour tout autre 

traceur des validations in vitro (stabilité de marquage, détermination de l’affinité pour la 

cible…) et in vivo (stabilité in vivo, biodistribution, pharmacocinétique…). Certaines 

explorations sont chronophages et la période physique du gallium 68 (~ 68 minutes) s’avère 

parfois insuffisante pour permettre de mener à bien certaines études. Le gallium 67 (T1/2=3,26 

jours) constitue un outil indispensable pour la mise au point de ces investigations.  

Le gallium ne peut se fixer au niveau d’un vecteur que s’il existe sous forme chimique Ga3+. 

Or, en Europe, le gallium 67 ne peut être accessible aux services hospitaliers que sous forme 

de complexe de citrate de gallium. Le développement de traceurs marqués au gallium 67, 

nécessite de ce fait une étape préalable de décomplexation du gallium de son citrate. La 

méthode décrite par Ščasnár et coll. [224]  permet de séparer le gallium du citrate par un 

simple chargement sur une colonne de silice. La récupération du gallium se fait par élution 

par de faibles volumes d’acide chlorhydrique 0,1 M. Le gallium est ainsi récupéré sous forme 

de chlorure de gallium 67 (même forme chimique que le produit d’élution des générateurs 

68Ge/68Ga) directement utilisable pour le marquage des vecteurs d’intérêt. 

Nous nous sommes proposé dans ce qui suit de mettre en place une méthode automatique de 

production de 67Ga reproductible et pouvant être utilisée pour le marquage de divers vecteurs 

conjugués à des chélatants adéquats. (NODAGA, DOTA…).  

Nous avons commencé par mettre en place une méthode de contrôle qualité par 

chromatographie sur couches minces afin de pouvoir contrôler l’efficacité des séparations du 

citrate de son gallium et de sa récupération sous forme de chlorure de gallium 67. 

La phase stationnaire utilisée est constituée de bandelettes ITLC-SG Pall, et la phase mobile 

retenue après l’essai de plusieurs solutions, est une solution d’acétate de sodium 0,4M pH 

4,5 ; nous avons analysé d’une part les solutions mères de citrate de gallium 67 fournies par 

iba molecular (A) et des solutions de chlorure de gallium 68 issus des générateurs 68Ge/68Ga 

(B). Les radiochromatogrammes obtenus sont représentés au niveau de la Figure 32. 

Ces chromatogrammes montrent que le citrate de gallium a un Rf =1 alors que le chlorure de 

gallium a un Rf =0. 
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Figure 32. Radiochromatogrammes d’une solution de citrate de gallium 67 (A) et d’une solution de chlorure de 
gallium 68 (B) analysés par ITLC-SG et une solution d’acétate de Na 0,4M pH 4,5. 

L’ajout d’un excès de citrate de sodium au niveau d’un éluat 68GaCl3 et l’analyse dans les 

mêmes conditions donne le radiochromatogramme suivant :  

 

Ceci confirme que le citrate de gallium migre au niveau du front du solvant dans les 

conditions chromatographiques employées.  

Nous avons procédé par la suite à une optimisation manuelle de la méthode de Ščasnár et coll. 

La solution commerciale de citrate de gallium est diluée avec de  l’eau ultrapure 

(TraceSELECT®, Fluka Analytical. Sigma-Aldrich-Switzerland) qsp 10 mL. Le mélange est 

chargé sur une cartouche de silice (Sep-Pak® Vac 1cc (100mg), Waters, Irlande). La 

cartouche est rincée par 2 × 5 mL d’eau ultrapure pour enlever le citrate. L’opération de 

dilution et de chargement est répétée une deuxième fois si nécessaire. L’activité retenue est 

éluée par une solution HCl 0,1M (BioXtra, Sigma-Aldrich, Germany). Le rendement 

d’adsorption est exprimé par le rapport entre l’activité de 67Ga retenue au niveau de la 

cartouche de silice et l’activité totale de la solution de citrate de gallium à charger. Le 

rendement de désorption est le pourcentage de l’activité éluée de la cartouche de silice par 

rapport à l’activité retenue. Le rendement de production est le pourcentage de l’activité éluée 
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par rapport à l’activité initiale de la solution de citrate de gallium à charger.  Les activités ont 

été mesurées dans un activimètre (scintidose, LemerPax). 

Les résultats obtenus sont représentés au niveau du tableau suivant : 

Tableau 18. Préparation du chlorure de gallium 67 à partir de solutions de citrate de gallium.  

Volume du 
67Ga-citrate 
(mL) 

Activité du 
67Ga-Citrate 
(MBq) 

67Ga adsorbé au 
niveau de la 
cartouche de 
silice (MBq) 

Rendement 
d’adsorption 
(%) 

Activité 
éluée 
(MBq) 

Rendement 
de 

désorption 
(%) 

Rendement 
de 

production 
de 

67GaCl3 (%) 

PRC (%) 

0,9  150,8 134,8 89,39  131,65  97,66  87,3  99,6 
0,84 124 104,9 84,60  102,3  97,52  82,5  99,83 
1 173,2 151,6 87,53  148,6  98,02  85,8  98,38 
1 159,6 142,9 89,54  141,46  98,99  88,63  99,99 
3 503,24 475,5 94,49  468,7  98,57  93,14  99,89 
        
  Moyenne ± sd 89,11±3,61    98,15±0,62  87,47±3,90  99,54±0,66 

Les solutions récupérées à la sortie de la cartouche de silice, contrôlées par CCM dans les 

mêmes conditions que précédemment donnent le profil chromatographique suivant : 

  

La méthode employée permet de préparer quantitativement (>80%) à partir des solutions de 

citrate de gallium, du chlorure de gallium 67 de pureté radiochimique > 99%.  

Nous avons procédé dans un deuxième temps à l’automatisation de cette méthode en utilisant 

le module de synthèse MiniAllInOne de Trasis. Le diagramme d’automatisation est présenté 

au niveau de la Figure 33. La vitesse de chargement a été fixée après plusieurs essais à 0,5 

mL/min. Cette vitesse assure un rendement de chargement quantitatif (93,6±0,4%). Le 

volume d’élution a également été optimisé. La méthode automatique permet de récupérer 

97,4±1,9% de l’activité accrochée dans 0,6 mL de HCl 0,1M. Le rendement moyen de 

production de chlorure de gallium 67 à partir de citrate de gallium 67 est donc de 91,2±1,3%. 

La PRC des solutions récupérées étaient de 99,6±0,6%. 
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Figure 33. Diagramme de production automatique de 67GaCl3 à partir de citrate de gallium 67 utilisant le module de 
synthèse MiniAllInOne de Trasis.  

Des essais supplémentaires de la méthode automatique mise en place sont nécessaires pour 

confirmer sa reproductibilité. 

Le chlorure de gallium obtenu par cette méthode a été utilisé pour le marquage de peptide et 

de polysaccharide conjugué au NODAGA.  

Ce travail a été présenté sous forme de communication orale le 9 octobre 2015 lors des 

premières rencontres du réseau français de jeunes imageurs (FINYS) à Paris. 
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4.2. Deuxième partie: Développement de traceurs TEP 

Dans cette deuxième partie des travaux de thèse, nous allons mettre en application les 

méthodes mises en place dans la première partie pour le marquage des vecteurs d’intérêt. 

Nous commencerons par les analogues de la somatostatine et la mise en place du marquage 

du DOTANOC au gallium 68 en vue de son utilisation dans un essai clinique multicentrique. 

Les résultats préliminaires de cet essai seront présentés. Un deuxième analogue de la 

somatostatine présentant des avantages chimiques par rapport aux DOTA-peptides sera 

également marqué et des études d’affinité pour les récepteurs de la somatostatine seront 

détaillées. Pour le ciblage de la PS, un travail de sélection du ligand d’intérêt sera présenté 

avant de passer aux opérations de marquage et de caractérisation in vitro et in vivo du 

radiotraceur. Nous terminerons enfin avec le ciblage de la P-sélectine avec le fucoïdane.  
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4.2.1. Mise au point d’analogues de la somatostatine marqués au 68Ga  

4.2.1.1. 68Ga-DOTANOC – Dossier de médicament expérimental et étude 
clinique multicentrique  

4.2.1.1.1. Substance active : 68Ga-DOTANOC 
 

 

Figure 34. Structure chimique du DOTANOC 
PM= 1455,7 Da (DOTANOC Acétate) 

Le 68Ga-DOTANOC ou 68Ga-1,4,7,10-tetraazacyclododecane-N,N ,N ,N -tetraacetic 

acid-(DOTA)-1-Nal3-octreotide est un analogue de la somatostatine de nouvelle génération 

présentant l’avantage par rapport aux analogues de la somatostatine de la génération 

précédente (111In-pentétréotide) d’avoir une affinité plus large pour les récepteurs de la 

somatostatine (affinité élevée pour sst2, 3 et 5). [219] Le 
68Ga étant un émetteur de positons, 

l’imagerie au 68Ga-DOTANOC offrirait donc une meilleure résolution et une meilleure 

sensibilité que la scintigraphie conventionnelle, tout en étant moins irradiante et plus 

confortable pour le patient. En effet,  En raison de la période physique courte du 68Ga, une 

imagerie plus précoce après injection avec un excellent rapport signal/bruit serait possible 

[225]  

Comparé aux deux autres analogues de la somatostatine de nouvelle génération les plus 

utilisés en clinique, l’affinité du 68Ga-DOTANOC pour les sst2 est plus élevée que celle du 

68Ga-DOTATOC et plus faible que celle du 68Ga-DOTATATE. Il présente l’avantage d’avoir 

une affinité beaucoup plus élevée pour les sst3 et sst5 ce qui permet de cibler des tumeurs 

exprimant différemment un ou plusieurs de ces récepteurs. [144], [215] La dosimétrie aux 

organes non spécifiques (foie, moelle et reins) est par ailleurs plus faible pour le 68Ga-

DOTANOC que pour le 68Ga-DOTATOC ET 68Ga-DOTATATE. [226] 

Le peptide utilisé est produit par ABX selon les bonnes pratiques de fabrication (GMP), 

conditionné dans des flacons unitaires de 50µg et qualifié par la société pharmaceutique 

Iason® qui a assuré également les études de toxicité. 
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4.2.1.1.2. Objectifs de l’étude clinique 

La mise au point de la production hospitalière automatique du 68Ga-DOTANOC 

s’inscrit dans le cadre de l’« Etude diagnostique comparative multicentrique et 

prospective de la TEP/TDM au 68Ga-DOTANOC et des procédures d’imagerie 

conventionnelle (scintigraphie à l’OctréoScan® et TDM/IRM) dans le bilan des tumeurs 

endocrines gastro-entéro-pancréatiques » dont le promoteur est le CHU de Nantes et 

l’investigateur principal est le Docteur Catherine ANSQUER. 

Cette étude a pour but d’étudier les performances diagnostiques de la TEP/TDM au 68Ga-

DOTANOC dans les tumeurs endocrines gastro-entéro-pancréatiques (TE-GEP), en la 

comparant prospectivement aux autres techniques utilisées en routine clinique chez des 

patients porteurs de ces tumeurs: scintigraphie à l’OctréoScan® avec TEMP/TDM 

systématique, TDM multiphase, ± IRM ou échoendoscopie selon l’atteinte d’organe. Les 

résultats attendus sont une confirmation de la supériorité de la TEP au 68Ga-DOTANOC par 

rapport à la scintigraphie à l’OctréoScan®, avec potentiellement un impact sur la prise en 

charge thérapeutique des patients. De tels résultats pourraient conduire à substituer dans un 

futur proche, ce nouvel examen à la scintigraphie à l’OctréoScan® dans l’exploration des TE-

GEP. [227] La validation de l’utilisation des analogues de la somatostatine dans son 

application la plus fréquente (donc en cancérologie) nous aidera aussi dans la mise au point et 

le passage dans le futur à des applications dans des pathologies cardio-vasculaires qui 

constituent l’axe principal de recherche de l’équipe de médecine nucléaire de Bichat Claude 

Bernard. 

Deux sites ont  initialement participé à cette étude : Nantes et Angers. Pour pouvoir contribuer 

à cette étude, un dossier de médicament expérimental a été mis en place à Bichat Claude 

Bernard.  

4.2.1.1.3. Matériels et méthodes 

a) Dossier de médicament expérimental - site Bichat Claude Bernard 

Le générateur de qualité chimique (Obninsk® d’Eckert & Ziegler) a été utilisé. Une 

prépurification de l’éluat avant le marquage étant donc nécessaire. Une méthode de 

production automatique basée sur la purification cationique de l’éluat au moyen d’une résine 

échangeuse de cations (colonne Strata-XC de matrice -SO3
-H+ s’inspirant des méthodes 

décrites par Petrik et coll. [228] et Ocak et coll. [48]  a été mise en place sur un module de 

synthèse Mini All InOne de Trasis® selon le diagramme de synthèse suivant  : 
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Figure 35. Diagramme de production de la substance active 68Ga-DOTANOC  
Extrait de MiniAllInOne - Specific Application Manual -68Ga-DOTA-Peptide - Cationic Acetone- HCl - Bichat (Doc. Ref. : 
001264). 

Une transposition de la méthode de production fut nécessaire étant donné l’utilisation de 

module de synthèse présentant des caractéristiques différentes de celui utilisé par le site 

investigateur principal (Modular-Lab® d’Eckert & Ziegler). 

Une première étape de cette étude a consisté à caractériser la matière première obtenue par 

cette méthode de purification (générateur chimique et pharmaceutique) conformément à la 

monographie de la pharmacopée européenne « solution de chlorure de gallium pour 

radiomarquage ». [41] 

Pour réaliser le marquage du DOTANOC, les préparations suivantes ont été réalisées : 

Désignation Préparation 

Eluant pour la 
colonne strata-
XC 

(HCl 0,02M, 
acétone 98%) 

- HCl ultrapure 30% Merck 1.01514.0500 ---------------------- 0,21 mL 

- H2O ultrapure Fluka 95305 -------------------------------------- 2,23 mL 

- acétone 99,5% puriss.p.a, Fluka 32201 -------------------------qsp 100mL 

Conservation entre 2 et 8°C, à l’abri de la lumière pendant une période < 5 jours 
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Désignation Préparation 

Tampon acétate 
de sodium 0,2M, 
pH 4  

1) Préparation de deux solutions : 

* acétate de sodium (NaOAc) 0,2M :  

- sodium acétate trihydraté, sigma aldrich 71188 --------------- 2,721g 

- H2O puris.p.a FLUKA 95305 ----------------------------------- qsp 100mL 

* acide acétique (AcOH) 0,2 M : 

- solution d’acide acétique glacial 99,99% sigma-aldrich 338826 : 1,145 mL 

- H2O ----------------------------------------------------------------------qsp 100mL 

2) Mélange des deux solutions : 82 mL de AcOH 0,2M + 18mL de  NaOAc 0,2M  

3) Contrôle du pH : le pH doit être de 4 ± 0,2  

Le tampon doit être conservé entre 2 et 8°C. 

DOTANOC 
(solution de 
peptide) 
0,5mg/mL 

Le lyophilisat de DOTANOC (50 µg ; acétate de sodium ; conservation à -20°C) 

est repris avec 100 µL d’eau ultra-pure (puriss. p.a FLUKA 95305) afin d’avoir 

une concentration finale de 0,5 mg/ml. La totalité de la solution est utilisée pour la 

radiosynthèse. 

Cette préparation est utilisée extemporanément. 

Le procédé de synthèse de la substance active adopté comporte les étapes suivantes : 

- Transfert du mélange (peptide (solution à 0,5mg/mL) + 2 mL de la solution d’acétate de 

sodium 0,2M pH 4) au niveau du flacon de réaction ; 

- Conditionnement de la cartouche échangeuse de cations avec 2mL d’éthanol 96%, puis avec 

3 mL de NaCl 0,9% ; 

- Elution du générateur 68Ge/68Ga par 5 mL d’une solution HCl 0,1M et chargement de l’éluat 

sur la résine échangeuse de cations ; 

- Elution de la cartouche échangeuse de cations avec 1 mL du mélange (HCL 0,02M/acétone 

98%) vers le flacon de réaction ; 

- Marquage : 400 secondes à 95°C 

- Conditionnement de la cartouche C18 (Waters) avec 2mL d’éthanol 96%, puis avec 4 mL de 

NaCl 0,9% 

- Dilution de la solution de marquage avec du NaCl 0,9% et son chargement sur la C18. Le 

68Ga-DOTANOC est retenu au niveau de la C18 

 - Rinçage de la C18 avec du NaCl 0,9% afin d’éliminer le 68Ga non complexé ; 

- Elution de la C18 vers le flacon de produit fini via le filtre stérilisant avec 0,8mL d’éthanol à 

96% ; 
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- Dilution du produit par du sérum physiologique (qsp 10mL). 

Afin d’automatiser l’ensemble de ces étapes, les cassettes suivantes ont été conçues : 

 
Figure 36. Diagramme schématique des cassettes de production automatique du 68Ga-DOTANOC au niveau du 
module de synthèse MiniAllInOne de Trasis.  

Trois productions ont servi à la validation de la méthode (Dossier de lots). 

Un mediafill test et une détermination de la biocharge ont été réalisés pour la validation 

microbiologique du procédé de production. 

Pour l’évaluation de la biocharge, une synthèse complète a été réalisée dans les conditions 

réelles sans filtration finale. Après décroissance du flacon du produit fini (au moins 48 heures 

après la fin de production), le contrôle a été réalisé par le laboratoire de contrôle du 

département de la pharmacie de Bichat Claude Bernard. Sous une hotte à flux d’air laminaire, 

un millilitre de produit a été prélevé aseptiquement et filtré en utilisant une rampe de filtration 

munie d’un disque de porosité 0,45 µm. Le filtre a été ensuite déposé sur une gélose TSA 
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(milieu gélosé B de la Ph. Eur) et mis à incuber pendant 5 jours à 30-35°C. Un autre millilitre 

a été filtré comme précédemment et le filtre a été déposé sur une gélose sabouraud (milieu 

gélosé C de la Ph. Eur.) pendant 5 jours à 20-25°C.  

Pour la réalisation du Mediafill test, le procédé de production a été effectué en remplaçant le 

contenu des récipients renfermant les réactifs nécessaires à la production de la substance 

active par du bouillon Trypcase soja afin de mettre en évidence un éventuel développement 

microbien, révélateur d’une contamination et ainsi d’une faille dans le maintien de l’asepsie 

du protocole. La stérilité du milieu de culture contenu dans le flacon du produit fini a été 

vérifiée en l’incubant 7 jours entre 20 et 25°C puis 7 jours entre 30 et 35°C. 

b) Production du 68Ga-DOTANOC pour l’étude clinique multicentrique 

Quatorze productions ont été réalisées à Bichat Claude Bernard dans le cadre de 

l’étude clinique multicentrique. Pour chaque production, les contrôles de qualité suivants ont 

été réalisés : 

  Critères de qualité Spécifications 
                                    Contrôles libératoires 
1  Activité recueillie ≥ 150MBq en fin de fabrication 
2  Test d’intégrité du filtre  2 bars 
3  Caractères organoleptiques  Solution Claire et incolore 
4  Volume 10 mL (volume maximal injectable chez l’homme) 
5  pH 4,5-7 
6  PRC par HPLC >90% 
                              Contrôles post-libératoires 
7  Stérilité (after release)  Stérile (conformément à la méthode de la Ph. Eur) 
8  Teneur en 68Ge (after release) < 0,001% de l’activité totale à libération 
9  Endotoxines (after release)  175UI/10mL. (volume maximum injectable de 10mL)  

17,5UI/mL 
10  Ethanol (after release)  < 79g/L (< 10%V/V). 
11  Acétone résiduelle (after 

release) 
< 7,15 g/L (< 50 mg par jour d’après ICH 
guideline on residual solvant ; 1994) 

 
L’activité du produit fini est mesurée avec un activimètre calibré pour le 68Ga (Scintidose, 

LemerPax). Le pH du produit fini est contrôlé avec du papier pH.  La pureté radiochimique 

est déterminée par chromatographie liquide haute pression (CLHP) en utilisant une chaîne 

Dionex Ultimate 3000 (pompe quaternaire LPG-3400 SD DIONEX, échantillonneur 

automatique WPS-3000 SL DIONEX, un détecteur à barrette de diodes DAD-3000 DIONEX, 

un four à colonnes TCC-3000 DIONEX) et un détecteur de radioactivité HERM LB 500 de 

Berthold, couplé en série avec la chaîne de chromatographie liquide. 

Les conditions chromatographiques suivantes ont été utilisées : colonne C18, Acclaim® 120Å 

(4.6 × 150 mm), particule de taille 5µm. Gradient d’élution : A) H2O, 0.05% TFA; B) 
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acétonitrile, 0.05% TFA ; détecton UV à 220 nm ; débit 1mL/min. 0-2 min : 10% B en 

isocratique ; 20 min de gradient linéaire 10-90% ; 2 min de gradient linéaire 90-10% B.  

Les endotoxines bactériennes ont été déterminées par le LAL test. 

Les rendements de marquage sont exprimés par le rapport de l’activité du produit fini 

(décroissance corrigée à l’heure de fin d’élution) sur l’activité théorique maximale éluable à 

partir du générateur.   

4.2.1.1.4. Résultats et discussion 

a) Lots de validation 

Des résultats de caractérisation d’éluats purifiés par la méthode cationique sont présentés au 

niveau du tableau suivant : 

Tableau 19. Caractérisation d’éluats purifié par méthode cationique 

Paramètre Méthode  Spécifications Résultats 
Caractères 
organoleptiques 

Contrôle visuel  Solution incolore et 
exempte de particules 

Solution limpide et incolore 

pH 
Papier 
indicateur de 
pH 

≤ 2 1-2 

Identification du 
radionucléide (t1/2) en 
min 

Activimètre 62-74 min 68,58 ± 0,84 

Pureté radionucléidique 
(%) 

Activimètre et 
spectrométrie 
gamma 

>99,999% 100 

Teneur en Fe3+ ICP-AES <10µg/GBq 0,27 ± 0,09* 
Teneur en Zn2+ ICP-AES <10µg/GBq 1,46 ± 1,38* 
(*)pharmagrade generator  

Les résultats des productions des lots de validation  sont représentés au niveau du Tableau 20. 

Le rendement de production moyen (±sd) est 61,1±6,42 % 

Tableau 20. Résultats des lots de validation du dossier de médicament expérimental 68Ga-DOTANOC 

Paramètre  Méthode  Spécifications   Lot 1  Lot 2 Lot 3 
Caractères 
organoleptiques 

Contrôle visuel 
Solution limpide 
et incolore 

Limpide et 
incolore 

Limpide et 
incolore  

Limpide et 
incolore  

Identification de la 
substance active 
(min) 

HPLC  TR=11,3 min  11,321  11,313  11,325 

Identification du 
radionucléide (t1/2) 
(min) 

Activimètre  62 – 74 min  67,44   68,38  69,12 

pH 
Papier 

indicateur de 
pH 

4,5 à 7,0  6-7 6-7 6-7 

TIF 2 bars 

Maintien de la 
pression 
appliquée au 
filtre 

maintenues  maintenues  2 bars maintenus 
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Paramètre  Méthode  Spécifications   Lot 1  Lot 2 Lot 3 

PRC (%) HPLC ≥ 90,0% 100 100 100 

68Ge (%) 
Activimètre et 
spectrométrie 
gamma 

<0,001%  5.66 E-7   6.14 E-7   5.65 E-7 

Activité du produit 
fini (MBq) 

Activimètre ≥150 MBq  228 MBq   202 MBq   206 MBq 

Activité volumique 
(MBq/mL) 

Activimètre  22,8 20,2 20,6 

Stérilité Ensemencement  Stérile  Stérile  Stérile stérile 
Endotoxines 
bactériennes 

LAL test ≤ 17,5 EU/mL <0,125 UI/mL  <0,125 UI/mL  <0,125 UI/mL 

Ethanol (% v/v) CPG ≤ 10,0% v/v 3,9 3,2 3,1 

Acétone CPG < 7,15 g/L ND* ND* ND* 

(*) ND : non détectée 

L’évaluation de la biocharge a donné 0UFC dans tous les cas.  

Les bouillons issus des mediafill test sont restés limpides durant les 14 jours d’incubation. 

Aucune pousse microbienne n’est apparue pour chacun des 3 tests. 

Tous ces résultats ont permis de conclure que le processus de production et de filtration finale 

du 68Ga-DOTANOC mis en place conduit à un produit conforme aux spécifications.  

b) Résultats des productions pour l’essai clinique-Site Bichat Claude Bernard 

Les résultats des productions de 68Ga-DOTANOC réalisés à Bichat Claude Bernard dans le 

cadre de l’essai clinique multicentrique sont représentés au niveau du Tableau 21. 

Tableau 21. Résultats des productions du 68Ga-DOTANOC pour l’essai clinique multicentrique (n=14) 

Paramètre Résultat 
Caractères organoleptiques Solution limpide incolore 
Activité du produit fini (MBq) 350,84 ±64,58 
Rendement (moyenne±sd (%)) 53±8,86 
TIF conforme 
Vol° (mL) 9-10 
pH 6-7 
PRC (%) 99,98 ±0,07 
68Ge (%) 1,21E-07 ± 9,42E-08 
Stérilité stérile 
Endotoxines bactériennes <0,125 UI/mL 
Ethanol (g/L) 35,08 ± 8,79 
Acétone (g/L) <0,1 

Les produits obtenus sont conformes aux spécifications. 

Les puretés radiochimiques obtenues (99,98±0,07%) sont supérieures à celles obtenues par 

Petrik et coll. (93,8±1,1%). Les rendements de marquage obtenus sont en contrepartie 

inférieurs à ceux décrits par ces mêmes auteurs. (69 ±1,4%). [228] Au vu des résultats de la 

teneur du produit fini en éthanol, le volume d’éthanol utilisé pour la récupération du 68Ga-
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Dotanoc peut être augmenté en vue d’augmenter la quantité de peptide récupéré à partir de la 

cartouche de purification du produit fini. 

c) Résultats préliminaires de l’étude clinique multicentrique 

Les résultats de vingt-neuf patients (Sites Nantes et Angers) ayant des tumeurs 

endocrines digestives différenciées (TED) ont été analysés. Ces patients ont bénéficié dans un 

intervalle de 2 mois, d’un TDM thoraco-abdomino-pelvien 4 phases, d’une scintigraphie à 

l’Octréoscan® avec TEMP/TDM corps entier à 24h et d’une TEP/TDM au 68Ga-DOTANOC 

pour bilan initial (n=16), suspicion de récidive (n=10) ou recherche d’un primitif inconnu 

(n=3). Les examens étaient interprétés en aveugle avec pour gold standard (GS), les données 

histologiques, iconographiques et du suivi >6 mois, en considérant un maximum de 5 lésions 

par organe.  

Au total, 138 lésions étaient détectées par l’imagerie, incluant 105 lésions confirmées à ce 

jour selon le GS. La TEP détectait toutes les lésions, excepté deux ganglions identifiés 

uniquement à l’histologie et un insulinome pancréatique détecté par la TDM. L’Octréoscan® 

ne détectait pas de lésion supplémentaire. Les sensibilités par lésion des différentes 

procédures d’imagerie sont résumées dans le tableau suivant : 

Tableau 22. Résultats préliminaires de la sensibilité de la TEP au 68Ga-DOTANOC par rapport à la TDM et à la 
scintigraphie à l’Octréoscan®. 

 Sensibilité  (en %) 
 Octréoscan®  TDM 68Ga-DOTANOC TEP 

Pancréas 50 85 95 
Duodénum/Intestin  20 40 100 
Ganglions 57 87 87 
Foie 69 95 100 

Carcinose 0 33 100 
Os 100 100 100 

Les résultats préliminaires confirment donc la sensibilité supérieure de la TEP au 68Ga-

DOTANOC comparativement au bilan conventionnel optimisé, dans l’exploration des TED.  

Ces résultats sont à consolider par l’analyse de l’ensemble des données relatives aux 120 

patients inclus dans l’étude y compris les 14 patients de Bichat Claude Bernard.  

Ces résultats préliminaires concordent avec les résultats publiés précédemment dans la 

littérature : Yodphat Krausz et coll. ont démontré que le 68Ga-DOTANOC permet de détecter 

plus de foyers tumoraux que l’111In-DTPA-Octréotide et est mieux toléré par les patients. 

[229] Ambrosini et coll. ont démontré les excellentes performances diagnostiques de la TEP 

au 68Ga-DOTANOC avec pour conséquence une modification de la stadification de la tumeur 
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ou de la prise en charge thérapeutique des patients dans 55,5% des cas par rapport à 

l’imagerie conventionnelle. [230] Prasad et coll. ont démontré la supériorité du 68Ga-

DOTANOC par rapport à l’Octréoscan® dans la détection des tumeurs neuroendocrines 

primaires inconnues (39% en plus). [231] Fanti et coll. ont démontré que le 68Ga-DOTANOC 

fournit des informations supplémentaires par rapport à l’imagerie conventionnelle dans 7 cas 

sur 14 des tumeurs neuroendocrines explorées. Des résultats particulièrement intéressants ont 

été obtenus dans les cas de phéochromocytomes. [232]   

Pour illustrer la supériorité du 68Ga-DOTANOC, nous fournissons à titre d’exemple, un cas 

clinique de tumeur neuroendocrine pancréatique opérée avec radiofréquence de deux nodules 

hépatiques. La TDM et l’IRM montrent deux nodules hépatiques avec une suspicion de 

métastases hépatiques. La scintigraphie à l’Octréoscan® réalisée à Beaujon ne montre pas de 

foyer d’hyperfixation pathologique dans le foie ou ailleurs. La TEP au 68Ga-DOTANOC 

réalisée à Bichat a démontré des foyers d’hyperfixation au niveau des ganglions 

mésentériques et au niveau des anses grêles (Figure 37).  
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Figure 37. Imagerie au 68Ga-DOTANOC vs 111In-Octreoscan® chez un patient présentant une tumeur neuroendocrine 
pancréatique avec suspicion de métastases hépatiques. 
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4.2.1.2. 68Ga-NODAGANOC  

Comme décrit dans le paragraphe « Critères de choix du chélatant du gallium », le 

NOTA permet de former avec le Ga3+ à température ambiante des complexes 

thermodynamiquement beaucoup plus stables que les complexes DOTA-Ga. L’un des dérivés 

du NOTA, le NODAGA présente en plus l’avantage de préserver la sphère de coordination du 

gallium (gallium hexacoordonné) et donc de former des complexes plus stables que le NOTA. 

L’analyse des données d’affinité de la littérature pour un peptide, le TOC a montré aussi que 

le peptide conjugué au NODAGA a une affinité pour sst2, sst3 et sst5 plus élevée que celle du 

même peptide conjugué au DOTA [147], [208], [216] Il a été par ailleurs démontré, que pour 

un même peptide (antagoniste de la somatostatine), lorsque celui-ci est conjugué au 

NODAGA, l’activité retenue au niveau des reins, pancréas et des surrénales est plus faible 

que celle du même peptide conjugué au DOTA. [211], [233] Les avantages que présente 

l’analogue de la somatostatine NOC par rapport aux autres analogues de même génération en 

plus des avantages du chélatant NODAGA font que nous nous sommes intéressés au 

développement préclinique du NODAGANOC pour l’imagerie TEP. 

Avec l’arrivée sur le marché des générateurs de 68Ge/68Ga fabriqués selon les bonnes 

pratiques de fabrication et donnant des éluats conformes aux spécifications de la pharmacopée 

européenne, nous avons opté pour les méthodes de marquage directes sans passer par une 

étape de prépurification de l’éluats et donc sans avoir besoin d’équipements onéreux 

(synthétiseurs automatiques). 

4.2.1.2.1. Structure chimique  

 

Figure 38. Structure chimique du NODAGANOC 

MM= 1426,7 g/mole 
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4.2.1.2.2. Matériels et méthodes 

a) Radiomarquage au 68Ga 

Première technique :  

La première technique utilisée pour le marquage est l’élution fractionnée optimisée décrite 

plus haut. 

Cinquante microlitres d'une solution à 1mg/mL dans de l'eau ultrapure fluka (35 nmoles) ont 

été mélangés avec 800µL de tampon acétate d'ammonium 1M pH 4,4. Le générateur est élué 

avec 5 mL de HCl 0,1M. Seule une fraction de 2mL concentrant plus de 90% de l’activité 

totale du générateur est récupérée directement au niveau du flacon de réaction. 

Le mélange est incubé 5 minutes à température ambiante 

Deuxième technique : 

La deuxième technique testée est celle qui est décrite au niveau de la publication « "vacuum 

elution and concentration approach" for direct radiolabelling of DOTA and NODAGA 

conjugated peptides » présentée plus haut. 

La méthode utilisée pour le marquage de l’analogue de la somatostatine est la même que celle 

utilisée pour le marquage du NODAGA-c(RGDyK) : 20 nmoles de peptide ont été mélangés 

avec 440 µL de tampon acétate de sodium 1M. Le mélange est transféré au niveau d’un flacon 

sous-vide. Un flacon conique contenant 2,5mL de HCl 0,1 M et rempli sous azote est placé à 

l’entrée du générateur. L’élution sous vide est effectuée en connectant l’entrée du générateur 

avec le flacon sous-vide renfermant le mélange (peptide-tampon). Le produit de marquage est 

contrôlé immédiatement après la fin de l’élution.  

Contrôles de qualité : 

Les pH des solutions ont été déterminés en utilisant du papier pH 

Le contrôle de la pureté radiochimique s’est fait avec chromatographie liquide haute pression 

en utilisant la chaîne Dionex couplée en série avec le détecteur de radioactivité Berthold 

décrits ci-dessus. 

Les conditions chromatographiques suivantes ont été utilisées : colonne ACE® 100 Å C18 

(150mm× 4.6 mm, taille des particules 3µm). Le gradient suivant a été utilisé : A) H2O, 0.1% 

TFA; B) acétonitrile, 0.1% TFA; débit : 1mL/min ; 0-2 min : 10%B en isocratique ; 8min de 

gradient linéaire 10-40% B ; 2 minutes de gradient linéaire 40-10% B.  
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b) Evaluation de l’affinité de la molécule pour les récepteurs de la somatostatine 

  Les cellules AR4-2J ont été utilisées pour l’étude de l’affinité du NODAGANOC pour 

les récepteurs de la somatostatine. Ces cellules sont issues d’adénocarcinome pancréatique  

chimio-induit de rat et expriment les ARNm de tous les sst à l’exception des sst4. Elles 

constituent donc un bon modèle expérimental pour l’étude in vitro de l’affinité des analogues 

de la somatostatine pour ces sous-types de récepteurs. [234] 

Les cellules ont été cultivées à 37°C dans un milieu de culture RPMI 1640 supplémenté avec 

de la glutamine 2 mM, 10% de sérum de veau fœtal (SVF) et des antibiotiques 

(Streptomycine 0,1 mg/mL, Pénicilline 100UI) (Gibco, France), sous une atmosphère 

humidifiée (95% d’air ; 5% de CO2). [235] Ces cellules ont été réparties dans des plaques de 

culture de 12 puits à raison de 500000 cellules par puit. Une expérience de compétition entre 

le NODAGANOC et le 68Ga-DOTANOC a été réalisée. Les valeurs des concentrations 

inhibitrices 50 (IC50) du NODAGANOC ont pu être déterminées. 

Les puits ont tout d’abord été rincés avec 1000µL de RPMI contenant 0,2% de BSA 

(albumine de sérum bovin) puis incubés à 37°C pendant 60 minutes avec 15.10-9M de 68Ga-

DOTANOC (marquage selon la même méthode que celle de l’essai clinique) dilué dans du 

RPMI contenant 0,2% de BSA, 1,10-Phenanthroline 0,8mM, en présence de concentrations 

croissantes (de 1,7.10-12M à 10-6M) de la molécule à tester froide, le NODAGANOC.   

Après le lavage des puits à deux reprises avec du RPMI froid contenant 0,2% de BSA (afin de 

stopper la liaison du traceur aux récepteurs de la cellule), les cellules ont été lysées avec 

1000µL de NaOH 0,1N par puit et le contenu de chaque puit a été alors collecté  séparément 

au niveau de tubes. Le comptage s’est fait au moyen d’un compteur gamma (Wallac. 1480 

WIZARD® 3″ Gamma Counter PerkinElmer®). La liaison non spécifique a été évaluée en 

présence de 10-6M  de NODAGANOC. 

L’expérience a été répétée trois fois.  

L’analyse des données a été effectuée avec le logiciel « GraphPad Prism ».  

c) Evaluation de la stabilité du marquage in vitro 

La stabilité du marquage a été évaluée à température ambiante pendant 2h après la fin 

du marquage par CLHP selon les mêmes conditions décrites plus haut. 

La stabilité du produit marqué a été également testée au niveau du sérum humain (100µL). Un 

marquage au 67Ga a été effectué (35 nmoles marqués avec 158MBq de 67GaCl3
 obtenu selon 

la méthode décrite au niveau du paragraphe « Mise au point d’une méthode automatique de 
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production de traceurs marqués au gallium 67 en vue des études de biodistribution, stabilité, 

pharmacocinétique… ». L’équivalent de 3 MBq a été incubé dans le plasma à 37°C. Des 

échantillons de 20µL ont été prélevés aux temps d’incubation suivants : T5’ T15’ T30’ T60’ 

T90’ et T120’. Après précipitation des protéines au méthanol, et filtration du surnageant, le 

méthanol a été évaporé sous flux d’azote. Les échantillons ont été analysés par CLHP en 

utilisant la même méthode que précédemment. 

4.2.1.2.3. Résultats et discussion 

a) Radiomarquage 

Première technique  

Le marquage avec l’acétate d’ammonium et l’élution fractionnée a donné les résultats 

suivants : 

 
A(PF) (MBq) AS (MBq/nmole) Rendement (%) pH  PRC (%) 

Marquage 1  674.1 19.26 79.5  4  94.34 

Marquage 2  594.6 16.99 90.3  4  96.54 
Marquage 3  571.6 16.33 85.1  4  96.17 
moyenne  613.43  17.53 84.97  4.00  95.68 
écart type  53.78 1.54 5.40  0.00  1.18 

 

Deuxième technique  

Un essai de marquage avec l’élution sous-vide a donné les résultats suivants : 

A(PF) = 279.3 MBq  

AS= 14 MBq/nmole 

PRC= 100% 

Un radiochromatogramme typique du 68Ga-NODAGANOC est représenté au niveau de la 

Figure 39. 
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Figure 39. Radiochromatogramme typique du 68Ga-NODAGANOC obtenu par « vacuum elution ». 

b) Evaluation de l’affinité de la molécule pour les récepteurs de la somatostatine 

Les CI50 du NODAGANOC pour les cellules AR4-2J ont été mesurées après 60 minutes 

d’incubation à 37°C. L’analyse des données avec le logiciel GraphPad Prism a donné la 

courbe de compétition suivante : 

 

L’analyse de cette courbe donne une IC50 du NODAGANOC égale à 1,2 ±0.5nM  

Les mesures d’affinité présentes dans la littérature traitent essentiellement de la mesure de 

l’affinité des analogues pour les récepteurs isolés. Le résultat obtenu sur les cellules AR4-2J 

n’est pas directement comparable avec ces données. Une étude de l’affinité du DOTATOC 

pour les cellules CHO-SSTr2, C6-SSTr2, Jurkat-SSTr2, et Jurkat surexprimant les sst2 a été 

effectuée par H. Zhang et coll. et a démontré que les concentrations inhibitrices 50 du natGa-

DOTATOC sont similaires pour toutes les cellules et égales à 4,3±1,6 nM. [236] Comparées 

aux CI50 du Ga-DOTATOC sur les récepteurs sst2 isolés (IC50= 2,5±0,5 [208]), ces dernières 
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sont plus élevées. L’affinité sur des cellules est plus faible que celle étudiée sur récepteurs 

isolés.  

L’affinité nanomolaire du produit pour les cellules AR4-2J surexprimant 4 sous-types de 

récepteurs de la somatostatine font du NODAGANOC un vecteur potentiellement intéressant 

pour le développement d’un traceur TEP pour les pathologies surexprimant ces récepteurs. 

c) Evaluation de la stabilité in vitro 

A température ambiante : 

  Temps de contrôle 
  T0  T1h  T2h  T 3h  T4h 

PRC (%) 
Méthode 1  95,68  93,94  91.31  89.37  85.41 

Méthode 2 100  ND  95,39  ND  ND 

La baisse de la pureté radiochimique est accompagnée par l’apparition d’une impureté au 

temps de rétention 11,87±0,01 min. 

La pureté radiochimique du produit reste conforme aux spécifications de la pharmacopée 

européenne (monographie Edotréotide [121]) deux heures après la fin du marquage quel que 

soit la méthode de marquage utilisée. 

Dans le plasma humain : 

Temps (min)  0  5  15  30  60  90 120 
PRC (%)  100 100 100 100 100 100 100 

Le produit est stable après incubation à 37°C dans le plasma humain pendant deux heures. 

4.2.1.2.4. Perspectives  

  Des études de la biodistribution du 68Ga-NODAGANOC et de son affinité pour les 

sous-types de récepteurs isolés de la somatostatine nous fourniraient des informations 

complémentaires sur l’intérêt potentiel de ce peptide dans le ciblage des récepteurs de la 

somatostatine. Sa validation sur un modèle de tumeur neuroendocrine et de pathologie cardio-

vasculaire avec une composante inflammatoire (athérosclérose, myocardite) sera faite dans le 

futur. La praticité de la méthode de marquage mise en place fait du NODAGANOC un 

candidat potentiel pour le développement d’un kit radiopharmaceutique.   

 

Le travail effectué sur le NODAGANOC a été valorisé sous forme d’abstract qui a été accepté 

pour une participation sous forme de communication orale au Theranostics World Congress 

2016 qui se tiendra à Melbourne du 7 au 9 novembre 2016  
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4.2.2. Développement de traceurs de la phosphatidylsérine 

4.2.2.1. Sélection du ligand pour le développement d’un traceur TEP  

Nous nous sommes proposé dans un premier temps de sélectionner le vecteur pour le 

développement de traceur TEP ciblant la PS. Nous nous sommes intéressés naturellement à 

l’Annexine étant donné son affinité nanomolaire pour la cible d’intérêt. Nous avons 

commencé par effectuer une comparaison entre la forme la plus largement utilisée en 

scintigraphie monophotonique à savoir l’Annexin A5 recombinante conjuguée au groupement 

hydrazinonicotinamide (HYNIC) et un mutant qui a été développé par Tait et coll., l’annexine 

V-128 [237] qui présente un site de complexation de 99mTc unique sous forme d’extension 

oligopeptidique au niveau N-terminal (Ala-Gly-Gly-Cys-Gly-His) donc du côté opposé de la 

séquence de liaison à la PS, ainsi  qu’une mutation ponctuelle Cys316Ser. La forme 

conjuguée à l’HYNIC,  a été utilisée avec succès dans plusieurs études. Elle présente 

cependant plusieurs limites principalement une forte captation au niveau des reins qui conduit 

à une forte irradiation et peut constituer une limitation pour imager l’abdomen. 

Structurellement, la production de cette forme est peu reproductible et conduit à des produits 

hétérogènes. En effet, le couplage des groupes N-succinimidyl-HYNIC peut se faire au hasard 

au niveau des groupes amines de plusieurs résidus lysine dont certains sont présents tout 

proche ou au niveau de la séquence de liaison aux membranes, ce qui peut engendrer une 

perte d’affinité pour la cible. [158] L’annexin V-128 utilisée présente en plus l’avantage 

d’être produite selon les bonnes pratiques de fabrication.   

La comparaison entre les deux formes a été effectuée par Khadija Ben Ali au cours de son 

master 2, sur des modèles d’endocardite infectieuse et de myocardite auto-immune chez le rat 

et a donné lieu à la publication suivante : 

Article 4: Preclinical validation of 99mTc-annexin A5-128 

(Publié)  

Preclinical validation of 99mTc-annexin A5-128 in experimental autoimmune myocarditis and 

infective endocarditis: comparison with 99mTc-HYNIC-annexin A5, Mol. Imaging, vol. 13, 

2014. 

 

K. Benali, L. Louedec, R. Ben Azzouna, O. Merceron, P. Nassar, F. Al Shoukr, A. Petiet, D. 

Barbato, J.-B. Michel, L. Sarda-Mantel, D. Le Guludec and F. Rouzet.  
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La valeur diagnostique des deux formes est comparable. Cependant, il n’y a pas de diminution 

des captations non spécifiques pour l’annexine V-128. En effet il n’existe pas de différence 

statistiquement significative au niveau des captations rénale et hépatique des deux traceurs. 

Pour une utilisation en TEP, Li et coll. ont marqué l’annexin V-128 au fluor 18 en utilisant le 

réactif de marquage (N-[4-[(4-[18F]fluorobenzylidene)aminooxy]butyl]maleimide) (18F-

FBABM) sans perte d’affinité pour la cible. Aucun essai in vivo n’a cependant été effectué.  

[238]  

Notre étude a démontré par ailleurs que la clairance sanguine est plus rapide pour l’annexine 

V-128 ce qui constitue un avantage pour le traceur dans l'imagerie précoce, en particulier dans 

les applications cardiaques et vasculaires. Ceci pourrait cependant constituer une limite pour 

la diffusion efficace dans les sites tumoraux qui nécessite souvent un temps de séjour plus lent 

au niveau sanguin. C’est ce qui s’est produit par exemple avec le dérivé Cys-Annexine A5 qui 

a été marqué au gallium 68 avec une synthèse chimique multiétapes lente et nécessitant 

plusieurs étapes de purification. Le radiomarquage s’est fait par couplage au 68Ga-maléimide 

dont le marquage se fait au préalable. La molécule testée chez un modèle de souris 

immunodéprimée greffée de cellules dérivées de lymphome de Burkitt a montré une clairance 

sanguine rapide avec une forte fixation au niveau rénal. La fixation tumorale chez les souris 

avant traitement chimiotoxique et avant radiothérapie était minime et la délimitation de la 

tumeur impossible par imagerie TEP. Ce signal a augmenté après traitement, mais seule une 

analyse concomitante TEP/IRM a permis de délimiter les tumeurs. [239]  

Malgré la haute affinité de l’annexine pour la PS, les résultats peu prometteurs voire limités 

obtenus en imagerie TEP jusqu’ici, les chimies de marquages lentes, assez complexes et 
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coûteuses, les fixations non spécifiques très prononcées et la possible immunogénicité des 

protéines nous ont fait opté pour l’essai de développement d’un vecteur peptidique pour 

l’imagerie TEP de la PS.  

4.2.2.2. 68Ga-P04087 

Afin de développer un traceur peptidique de PS pour l’imagerie TEP, nous nous sommes 

intéressés aux peptides isolés par technique de phage display par Burtea et coll. [160] : 

Peptide Séquence peptidique CI50 (M) 
R824 PGDLSR 1,33. 10-8 
R825 DAHSFS 8,16.10-7 
R826 LIKKPF 1,48.10-8 

L’affinité a été déterminée par compétition de ces peptides avec l’annexine V. 

La société GUERBET a entrepris dans le cadre du projet IMOVA ou Imagerie MOléculaire 

Vasculaire de l’Athérothrombose (c’est un projet translationnel d’imagerie dont l’objectif est 

de développer et valider jusqu’à chez l’Homme en phase 0 de nouveaux produits 

d’imagerie moléculaire (PIM) de l’athérothrombose en associant les complémentarités des 

différentes techniques d’imagerie IRM, SPECT et TEP), des études de stabilité de ces 

peptides vis-à-vis de la dégradation protéolytique (études Guerbet, DR-11-00882-RAP; 

Guerbet, DR-12-00563-RAP; Guerbet, DR-12-00580-RAP). 

Nous avons utilisé le peptide retenu sur la base des données de stabilité et d’affinité pour la 

PS pour la synthèse du vecteur pour l’imagerie TEP. Un bras espaceur (β-alanine) a été ajouté 

au niveau de l’extrémité N-terminale du peptide sélectionné et a servi à la conjugaison au 

chélateur de gallium, NODAGA. Le composé ainsi obtenu est le P04087. Après complexation 

du gallium, l’affinité du composé Ga-P04087 a été évaluée par ELISA en compétition avec 

l’annexine V. L’ensemble de ces opérations a été effectué par Alexandre Guez de l’Université 

Pierre et Marie-Curie. La suite du travail de mise au point de marquage au gallium 68, 

gallium 67 et de caractérisation du produit in vitro et in vivo a été effectué à Bichat Claude 

Bernard.  

L’ensemble de ces travaux est décrit au niveau de l’article suivant, soumis à la revue 

« EJNMMI Radiopharmacy and Chemistry » (Manuscript number: ERPC-D-16-00014) 

Article 5: Synthesis, gallium labelling and characterization of P04087 

(en révision)  

Synthesis, gallium labelling and characterization of P04087, a functionalized 

phosphatidylserine-binding peptide. EJNMMI Radiopharm. Chem. 
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R. B. Azzouna, A. Guez, K. Benali, F. Al Shoukr, W. Gonzalez, P. Karoyan F, Rouzet, and 

D. Le Guludec.  
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4.2.3. Développement d’un traceur polysaccharidique de la P-sélectine 

Ce travail s’inscrit dans le cadre du projet IMOVA (labellisé par le pôle de compétitivité 

Medicen Paris Région ; projet piloté par l’entreprise Guerbet). 

Le fucoïdane de bas poids moléculaire extrait de l’algue brune Ascophyllum nodosum par la 

société Algues et Mer (Ascophyscient®) a une affinité nanomolaire pour la P-sélectine et se 

présente donc comme un ligand intéressant pour le développement de traceurs pour l’imagerie 

de l’activation plaquettaire et de l’activation endothéliale, deux situations caractérisées par 

une surexpression de la P-sélectine.  

Etant donné son origine naturelle, le produit brut issu de l’extraction forme un ensemble 

complexe et hétérogène de polysaccharides présentant différents poids moléculaires, et une 

composition souvent variable. Cette variabilité constitue une limite au développement du 

produit comme outil thérapeutique ou diagnostique. Le produit brut est par ailleurs riche en 

acide uronique (20%). Sa composition moyenne en fucoses et en sulfates est inférieure à 50%. 

Partant du constat que notre produit brut n’est ni homogène ni assez riche en polyfucoses 

sulfatés, seules structures supposées être responsables de l’activité biologique du fucoïdane, 

[183], [240] l’équipe du LVTS s’est fixé comme premier objectif de mettre au point une 

méthode de purification standardisée et reproductible permettant d’obtenir un produit riche en 

fucoses et en sulfates et débarrassé au maximum de ses espèces macromoléculaires riches en 

acide uronique.   

4.2.3.1. Purification et caractérisation physico-chimique du fucoïdane 

La méthode de purification utilisée est basée sur la précipitation des structures 

polyuroniques rémanentes lors de la production du fucoïdane telles que les alginates en 

utilisant une solution de sel de calcium (acétate de calcium dans notre cas). [241],  Les 

alginates qui sont des acides polyuroniques purs, forment en effet des complexes avec les 

cations divalents comme le calcium. Les complexes ainsi formés sont insolubles dans l’eau et 

précipitent ce qui permet leur élimination. L’élimination du calcium qui est un potentiel 

compétiteur du marquage au gallium se fait par dialyses répétitives contre de l’eau osmosée. 

Ce travail de purification et de caractérisation physico-chimique a été effectué par Pierre 

Saboural. Il a permis d’obtenir un produit de composition plus homogène et plus riche en 

fucoses et en sulfates avec des caractéristiques physico-chimiques reproductibles. La 

comparaison des fucoïdanes brut et purifié technétiés selon la méthode de Rouzet et coll. 

[184] a permis de démontrer que la fixation au niveau du foie et de la moelle est plus faible 
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pour le produit purifié. Sa fixation au niveau de la cible (endothélium activé) est par ailleurs 

plus intense. Le produit purifié avec le calcium a donc été retenu pour le développement d’un 

traceur TEP de la P-sélectine.  

Le travail de purification et de caractérisation physico-chimique a donné lieu à la publication 

suivante : 

 

Article 6: Purification of a low molecular weight fucoidan 

(Publié)  

Purification of a low molecular weight fucoidan for SPECT molecular imaging of myocardial 

infarction,” Mar. Drugs, vol. 12, no. 9, pp. 4851–4867, Sep. 2014. 

 

P. Saboural, F. Chaubet, F. Rouzet, F. Al-Shoukr, R. B. Azzouna, N. Bouchemal, L. Picton, 

L. Louedec, M. Maire, L. Rolland, G. Potier, D. L. Guludec, D. Letourneur, and C. 

Chauvierre. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Chapitre 4. Partie expérimentale – Développement de traceurs TEP 

175 

 

 

 



Chapitre 4. Partie expérimentale – Développement de traceurs TEP 

176 

 

 



Chapitre 4. Partie expérimentale – Développement de traceurs TEP 

177 

 

 

 

 

 



Chapitre 4. Partie expérimentale – Développement de traceurs TEP 

178 

 

 

 

 



Chapitre 4. Partie expérimentale – Développement de traceurs TEP 

179 

 

 

 



Chapitre 4. Partie expérimentale – Développement de traceurs TEP 

180 

 

 

 

 

 

 



Chapitre 4. Partie expérimentale – Développement de traceurs TEP 

181 

 

 

 

 



Chapitre 4. Partie expérimentale – Développement de traceurs TEP 

182 

 

 

 



Chapitre 4. Partie expérimentale – Développement de traceurs TEP 

183 

 

 



Chapitre 4. Partie expérimentale – Développement de traceurs TEP 

184 

 

 

 
 
 



Chapitre 4. Partie expérimentale – Développement de traceurs TEP 

185 

 

 
 



Chapitre 4. Partie expérimentale – Développement de traceurs TEP 

186 

 

 

 



Chapitre 4. Partie expérimentale – Développement de traceurs TEP 

187 

 

 

 

 



Chapitre 4. Partie expérimentale – Développement de traceurs TEP 

188 

 

 

 



Chapitre 4. Partie expérimentale – Développement de traceurs TEP 

189 

 

 

 



Chapitre 4. Partie expérimentale – Développement de traceurs TEP 

190 

 

 

 

 



Chapitre 4. Partie expérimentale – Développement de traceurs TEP 

191 

 

 

4.2.3.2. Fonctionnalisation du fucoïdane 

4.2.3.2.1. Amination du fucoïdane 

Le marquage au gallium nécessite la présence au niveau de la structure du vecteur à 

marquer de groupements donneurs d’électrons. La saturation de la sphère de coordination du 

gallium est souhaitable étant donné que les complexes insaturés ont généralement une plus 

grande tendance à échanger le ligand ou à s’hydrolyser. La fixation est donc stable si le 

gallium est hexacoordonné. Le complexe ainsi formé peut résister in vivo à une probable 

transchélation par la transferrine qui présente une affinité élevée non seulement vis-à-vis du 

Fe3+, mais également vis-à-vis du Ga3+. 

Les fucoïdanes purifiés obtenus sont riches en fucoses et en sulfates. Les sulfates sont des 

donneurs d’électrons mous, l’intensité d’association directe au gallium serait fort 
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probablement faible. Il y aurait une compétition avec les OH- issus de l’eau ce qui pourra 

aboutir à une démétallation et une chélation du gallium par les protéines sanguines. Une 

fonctionnalisation du fucoïdane s’avère une étape indispensable dans la stratégie de 

développer un traceur gallié stable in vivo. 

L’agent chélatant sélectionné est le NODAGA. Les dimensions de son site de chélation sont 

adaptées au rayon ionique du Ga3+ (0,62Å), rendant possible un marquage à température 

ambiante. Nous avons choisi d’utiliser l’isothiocyanate de NODAGA commercial nécessitant 

donc l’ajout préalable de fonctions amines au niveau du polysaccharide. 

L’amination sur l’extrémité réductrice du fucoïdane a été mise en place par Bachelet et coll. à 

l’Inserm U698 (l’actuel U1148). [242] Le protocole utilisé est une optimisation des méthodes 

décrites par Kondo et coll. [243] et Seo et coll. [244] L’ensemble des étapes est résumé au 

niveau de la figure suivante :  
 

 

En bref, une molécule de 1-3,diaminopropane (DAP) est greffée à l’extrémité réductrice de la 

chaîne. Tout d’abord une liaison imine est formée entre l’aldéhyde en C1 de l’extrémité 

réductrice du polysaccharide et une amine du DAP. Cette liaison est ensuite réduite pour 

former une liaison amine.  

Formation de l’imine 

5,4 mL d’une solution de diaminopropane à 1,5 M dans l’acide acétique glacial (pur) sont 

ajoutés dans un tube en verre contenant 500 mg de polysaccharides. Le tube est scellé et 

chauffé à 90°C pendant 3 h.  

Réduction de l’imine en amine 

Après refroidissement du tube, 1,4 mL de solution de diméthylborane 3 M dans de l’acide 

acétique sont ajoutés. Le tube est de nouveau scellé, chauffé à 90°C pendant 3 h, refroidi puis 

neutralisé avec de la soude (NaOH).  

Purification 

Le produit est ensuite dialysé dans un boudin de seuil de coupure 1000 Da, 5 fois contre un 

tampon carbonate 0,05M pH 9,6 et NaCl à 1 M, 5 fois contre un mélange eau/éthanol (4 :1) 

NaCl à 0,5 M et 5 fois contre de l'eau distillée. Enfin, le produit est congelé à -80°C et 

lyophilisé.  
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Dosage spectrophotométrique des amines avec de l’o-phtalaldéhyde 

Les fonctions amines sont quantifiées par un dosage spectrophotométrique à l’ophtalaldéhyde 

avec un spectrophotomètre UV-visible. On prépare deux solutions réactives A et B : la 

solution A est composée de 29,85 mL de tampon carbonate pH=10,8 et 0,15 mL de mercapto-

éthanol et la solution B de 8 mg d'o-phtalaldéhyde dans 20 mL d’eau/éthanol 80/20. Une 

gamme étalon est réalisée à partir d’une solution mère de bromopropylamine (BPA) 10 mM. 

Vingt milligrammes de fucoïdane sont séchés pendant 3 h à 50°C dans l'étuve à vide puis une 

solution de fucoïdane aminé à 10 mg/mL est préparée à partir de la masse de fucoïdane sèche 

récupérée. Cinq cent microlitres de cette solution sont ajoutés à 0,75 mL de solution A et 0,5 

mL de solution B. Après 20 min d'incubation à température ambiante, l’absorbance des 

échantillons est mesurée à λ=333 nm. 

La quantité de fonctions amine introduites a été évaluée en moyenne à deux fonctions pour 

trois chaines de fucoïdane par dosage spectrophotométrique UV à 333 nm avec de l'o-

phtaldéhyde et de la bromopropylamine comme étalon. 

4.2.3.2.2. Conjugaison du NODAGA au fucoïdane aminé 

La conjugaison du NODAGA (Chematech, Dijon, France)  avec le fucoïdane aminé 

s’effectue par formation d’une liaison thiourée selon le principe général décrit au niveau du 

Tableau 12 (réaction entre la fonction isothiocyanate (R-N=C=S) et la fonction amine à 

l’extrémité réductrice du fucoïdane).  
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La réaction de conjugaison s’est faite selon le mode opératoire suivant : 100 mg de fucoïdane 

aminé a été mélangé avec 132 mg de SCN-Bn-NODAGA dans 10mL de tampon NaHCO3 

0,5M pH 9,6. L’ensemble est laissé sous agitation à +4°C pendant 24 heures. 

L’élimination du NODAGA qui ne s’est pas conjugué au fuocïdane s’effectue par dialyse 

dans 4 solutions différentes. Pour chaque solution, 5 dialyses de 1h30 chacune sont effectuées 

dans 100 fois le volume réactionnel : 

1- Tampon carbonate 0,05M, pH=9,6 et NaCl 1M ; 

2- Eau/éthanol (4 :1) et NaCl 0,5M ; 

3- Citrate 0,1M ; 

4- Eau bidistillée. 

Le dialysat obtenu est congelé à -80°C puis lyophilisé. L’échantillon est ensuite analysé par 

RMN. 

Les opérations de conjugaisons ont été effectuées par Pierre Saboural et par Romain Robert 

du laboratoire LVTS.  

 

Figure 40. Spectre RMN de l’Asphy-NODAGA.  
Le pic indiqué par une flèche à gauche correspond au signal de résonance des H du cycle aromatique du 
NODAGA. Ce pic est absent sur le spectre correspondant au fucoïdane non conjugué.  
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A la différence de l’étude décrite par Li et coll. où le marquage s’effectue d’une façon 

aléatoire sur un fucoïdane brut [245], dans notre étude la fonctionnalisation permet de définir 

structurellement les sites de complexation du gallium. Le fucoïdane utilisé par Li et coll. est 

par ailleurs celui de Sigma Aldrich. Les produits en question présentent une grande variabilité 

de poids moléculaires (de 20 à 170 kDa) d’un lot à un autre. Ceci constitue un frein à la 

reproductibilité. L’utilisation d’un fucoïdane bien caractérisé et de structure bien définie est 

une condition sine qua none pour obtenir un marquage de matière première à usage 

pharmaceutique pour un futur usage clinique.  

Une étude comparative des produits de marquage issus de notre méthode et de celle décrite 

par Li et coll. permettrait de mettre plus en évidence les avantages cités. Cette nécessité a été 

mise en évidence par Chollet et coll dans une revue consacrée à l’usage du fucoïdane en 

nanomédecine. [246] 

4.2.3.3. Marquage de l’Asphy-Nodaga au gallium 68 

Le marquage de l’Asphy-NODAGA (n=4) s’est effectué en mélangeant 100 nmoles de 

vecteur avec 800µL d'une solution acétate d'ammonium 1M pH 4,4. L’élution a eu lieu 

directement dans le flacon de réaction en utilisant la méthode d’élution fractionnée optimisée 

décrite dans la première partie des travaux de thèse. 

Le contrôle de la pureté radiochimique s’est fait par radio-HPLC en exclusion stérique. Une 

chaîne CLHP Dionex Ultimate 3000 a été utilisée (pompe quaternaire LPG-3400 SD 

DIONEX, échantillonneur automatique WPS-3000 SL DIONEX, un détecteur à barrette de 

diodes DAD-3000 DIONEX, un four à colonnes TCC-3000 DIONEX) et un détecteur de 

radioactivité HERM LB 500 de Berthold, couplé en série avec la chaîne de chromatographie 

liquide. Les conditions chromatographiques suivantes ont été utilisées : colonne d’exclusion 

stérique Shodex OHpak SB-802.5 HQ (8mm de diamètre interne × 300mm de longueur) ; une 

phase mobile : NaNO3 0,1M. Débit 0,45 mL/min.  

Les pH des produits finis ont été contrôlés par papier pH (pH=4) 

La spécificité du marquage au niveau du NODAGA a pu être vérifiée en réalisant dans les 

mêmes conditions un marquage du fucoïdane aminé mais non conjugué au chélatant.  

Les chromatogrammes suivants ont été obtenus :  
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-20

120
1 - #3 [modified by Administrateur, 1 peak manually assigned] Asphy-NDG-froid UV_VIS_2
mAU

1

1 - Asphy-Nodaga - 11,323
WVL:256 nm

-50

5502 - #4 [modified by Administrateur, 2 peaks manually assigned] 68Ga-Asphy-Nodaga Berthold
Cpm

2

1 - Asphy-Nodaga-68Ga - 11,449

2 - Free 68Ga - 15,773

-5,0

40,0
3 - #2 [modified by Administrateur, 1 peak manually assigned] Eluat 68GaCl3 Berthold
Cpm

3

1 - Free Gallium - 15,624

-5,0

55,04 - #17 [modified by Administrateur] Marquage blanc-20150507 Berthold
Cpm

4

1 - 17,991

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0 45,0 50,0 55,0 60,0

-5,0

30,05 - #27 [modified by Administrateur, 1 peak manually assigned] 68Ga-asphy-NH2 Berthold
Cpm

min
5

1 - Asphy-68Ga-non specific - 13,696

2 - Free 68Ga - 15,620

 

La méthode de marquage utilisée a permis d’obtenir des fucoïdanes marqués au 68Ga avec une 

activité spécifique moyenne (±sd) de 5,0 ± 0,1 MBq/nmole et une PRC de 90,1 ± 1,6 % sans 

purification post-marquage. 

La stabilité du marquage à température ambiante a été testée 2 heures après le marquage. La 

pureté radiochimique du 68Ga-NODAGA-Asphy reste inchangée. 

4.2.3.4. Expérimentation sur un modèle d’endocardite 

Le modèle expérimental d’activation plaquettaire et de thrombus utilisé est celui de 

l’endocardite infectieuse chez le rat Wistar. [247]  

Les modèles sont réalisés par Liliane Louedec dans l’unité Inserm U698 en deux temps :  

- mise en place d’un cathéter stérile de polyéthylène (PE10) dans le ventricule gauche par voie 

carotidienne.  

La lésion endothéliale engendrée par le cathéter laissé en place entraine l’exposition de la 

matrice extracellulaire sous-jacente ce qui conduit à l’adhésion des plaquettes et leur 

activation. [248] Ceci a pour conséquence la formation de végétations thrombotiques 

aseptiques.  

- Injection 24 heures après au niveau de la jugulaire gauche d’un inoculum bactérien 

(Enterococcus faecalis) qui colonise alors les végétations aseptiques préformées à l’extrémité 

du cathéter.  

La colonisation bactérienne ainsi obtenue a pour conséquence de renforcer l’activité 

biologique du thrombus. [249] Lors de l'activation plaquettaire, le récepteur de fibrinogène 

GPIIb / IIIa subit un changement conformationnel permettant sa liaison au fibrinogène 
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soluble. Parallèlement, le contenu des granules cytoplasmiques est libéré, déclenchant 

l'activation d'autres plaquettes qui sont ensuite recrutés dans le thrombus. [248] 

Quatre-vingt MBq de 68Ga-NODAGA-Asphy ont été injectés. L’acquisition s’est faite avec 

une microTEP Mosaic HP, Philips une heure post-injection pendant 10 minutes. Les images 

suivantes ont été obtenues : 

 
 
Le sacrifice a eu lieu 3 heures post-injection et montre une végétation sur la pointe et 

plusieurs végétations le long de l’aorte et de la valve aortique.  

Les premières images obtenues sont encourageantes. Une analyse parallèle en 

autoradiographie est nécessaire pour confirmer la localisation du traceur sur les végétations. 

Une manipulation d’immunohistochimie utilisant des anticorps anti P-sélectine marqués à la 

péroxydase doit être entreprise afin de vérifier la colocalisation de la P-sélectine et du 68Ga-

NODAGA-Asphy.  
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CHAPITRE 5. DISCUSSION GÉNÉRALE ET PERSPECTIVES 

Pour pouvoir développer des traceurs marqués au gallium 68 à Bichat Claude Bernard, 

la première étape indispensable a été de caractériser les générateurs et leurs éluats afin de 

s’assurer de la qualité de la matière première utilisée pour le marquage des différents vecteurs 

d’intérêt. En fonction de la qualité de l’éluat obtenu, la mise en place de méthodes de 

prépurification et/ou concentration de l’éluat a été un prérequis nécessaire au développement 

des traceurs TEP. 

- Lorsque l’éluat n’est pas conforme aux spécifications de la pharmacopée européenne (éluat 

d’un générateur de qualité chimique), des méthodes de prépurification cationique ou 

anionique, préalablement décrites dans la littérature ont été adaptées pour une production 

automatique par module de synthèse. Une validation plus poussée de la méthode de 

prépurification cationique (dossiers de lots et validation microbiologique du processus de 

production) a été réalisée ce qui nous a permis d’obtenir l’autorisation de l’ANSM pour 

l’utilisation de cette méthode dans le cadre d’un essai clinique multicentrique.   

Une nouvelle méthode de purification anionique utilisant le NaCl comme source de chlorures 

à la place des solutions d’acide chlorhydrique concentrées a été mise en place. Elle permet 

contrairement à toutes les autres méthodes anioniques préalablement utilisées de réaliser les 

opérations d’élution-anionisation-chargement sur l’échangeur anionique en une seule étape. 

Son utilisation a permis de s’affranchir des inconvénients des méthodes anioniques et de 

réaliser des marquages de peptides DOTA et NODAGA conjugués avec des puretés 

radiochimiques > 99%.  

- avec l’arrivée sur le marché des générateurs de qualité pharmaceutique, nous avons opté 

pour la mise en place de méthodes permettant de s’affranchir de l’utilisation de modules de 

synthèses. Le but étant d’élargir la possibilité d’utiliser ces méthodes à des centres non 

pourvus d’un tel équipement onéreux. La méthode d’élution fractionnée déjà décrite dans la 

littérature mais entrainant des pertes considérables de l’activité de 68Ga a été optimisée. Plus 

de 90% de l’activité disponible dans les générateurs a pu être concentrée dans un volume de  

~ 2 mL. Cette méthode a été utilisée avec succès pour le marquage d’un polysaccharide et 

d’un peptide conjugués au NODAGA. 

- Dans l’optique de mettre en place une méthode de marquage pouvant être appliquée 

manuellement aux vecteurs formulés sous forme de kits sans entraîner l’exposition des 

extrémités du préparateur aux rayonnements ionisants, une méthode d’élution-marquage sous 

vide a été mise en place. Son utilisation a permis de concentrer plus de 95% de l’activité 
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disponible dans le générateur dans un volume de 2,5 mL et de marquer des peptides 

conjugués au DOTA ou au NODAGA avec des puretés radiochimiques > 97%.  

- Enfin, et afin de faciliter les validations précliniques in vitro et in vivo des vecteurs marqués 

au gallium 68, l’utilisation d’un isotope de gallium de période plus longue nous a paru 

nécessaire. Nous avons alors automatisé une méthode permettant de récupérer 

quantitativement (>85%) du chlorure de gallium 67 à partir de son complexe de citrate de 

gallium dans des volumes < 1mL. Le 67Ga3+ ainsi récupéré est directement utilisable pour le 

marquage des vecteurs d’intérêt.  

 

La mise en place de cette « plate-forme » de marquage au 68Ga nous a permis de 

s’attaquer aux développements de traceurs galliés pour l’imagerie TEP : 

- La validation de la production automatique du 68Ga-DOTANOC avec la méthode de 

purification cationique de l’éluat nous a permis d’obtenir les autorisations réglementaires pour 

participer à l’essai clinique multicentrique « Etude diagnostique comparative multicentrique 

et prospective de la TEP/TDM au 68Ga-DOTANOC et des procédures d’imagerie 

conventionnelle (scintigraphie à l’OctréoScan® et TDM/IRM) dans le bilan des tumeurs 

endocrines gastro-entéro-pancréatiques ». Les résultats préliminaires obtenus chez 29 patients 

ayant des tumeurs endocrines digestives différenciées, ont démontré la supériorité 

diagnostique de la TEP/TDM au 68Ga-DOTANOC par rapport à l'imagerie conventionnelle à 

l'111In-pentétréotide et au scanner. Le 68Ga-DOTANOC a permis de détecter des lésions 

supplémentaires non mises en évidence par les autres modalités d'imagerie. Suite à la clôture 

de l’essai clinique, la prise en charge des patients pour les mêmes indications a pu continuer 

dans le cadre d’Autorisations Temporaires d’Utilisations nominatives délivrées par l’ANSM. 

Ceci permet de répondre à un besoin clinique considérable pour la prise en charge de patients 

atteints de TNE, Bichat Claude Bernard étant seulement le deuxième centre à proposer cet 

examen en île de France.   

Ce projet nous a permis de nous positionner auprès des autorités entant que centre producteur 

de médicaments expérimentaux marqués au gallium 68, ce qui nous permettra de s’attaquer 

sereinement à la mise en place de nouveaux projets cliniques envisagés dans le futur comme 

par exemple l’utilisation du 68Ga-PSMA pour l’exploration des cancers de prostate ou encore 

le projet iVasc (Innovation in VASCular SCience) qui prévoie au sein du DHU-FIRE 

(Département Hospitalo-Universitaire Fibrosis Inflammation REmodeling in cardiovascular, 

respiratory and renal diseases) l’utilisation du 68Ga-DOTATATE pour l’imagerie de la 
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progression précoce de l’athérosclérose coronarienne. Ce projet vient d’obtenir un 

financement dans le cadre de PIA3 (Programme d’Investigation d’Avenir). 

- Parallèlement au projet clinique, nous nous sommes intéressé au marquage du même peptide 

(NOC) mais conjugué à un chélateur chimiquement plus intéressant : le NODAGA. Deux 

méthodes ont été testées avec le NODAGANOC : l’élution fractionnée optimisée et l’élution 

sous-vide. Les tampons utilisés pour un marquage à température ambiante sont disponibles 

dans le commerce sous forme de matière première de qualité pharmaceutique. Les produits de 

marquage obtenus ont des PRC > 95% et peuvent donc être utilisés directement sans 

purification supplémentaire. L’affinité nanomolaire (CI50=1,2 ±0.5nM) du NODAGANOC 

mis en compétition avec le 68Ga-DOTANOC sur des cellules surexprimant les sst1, 2, 3 et 5 en 

font un traceur d’intérêt pour l’imagerie des récepteurs de la somatostatine. Des essais 

d’affinité sur des récepteurs isolés seront nécessaires pour une comparaison avec les autres 

analogues de la somatostatine utilisés en clinique. Sa validation sur un modèle de tumeur 

neuroendocrine et de pathologie cardiovasculaire avec une composante inflammatoire 

(athérosclérose, myocardite) sera faite dans le futur. La praticité de la méthode de marquage 

mise en place fait du NODAGANOC un candidat potentiel pour le développement d’un kit 

radiopharmaceutique.   

- Pour le ciblage de la PS, afin de sélectionner le vecteur le plus intéressant pour le 

développement d’un traceur TEP, une comparaison a été effectuée entre l’Annexine A5 et un 

mutant fabriqué selon les BPF (Annexine V-128). Ce travail a permis de démontrer que la 

valeur diagnostique des deux formes est comparable. Cependant, il n’y a pas de diminution 

des captations non spécifiques pour l’annexine V-128. L’absence de supériorité de ce variant 

et tous les inconvénients communs aux protéines (complexité et coût de production, 

immunogénicité, faible stabilité, fixation hépatique et rénale élevées…) ont fait pencher notre 

choix plutôt pour le développement d’un peptide pour l’imagerie TEP de la PS. Le peptide 

sélectionné par technique de Phage Display a été choisi sur la base des données d’affinité et 

de stabilité. Le peptide a été synthétisé, couplé à un espaceur et conjugué au NODAGA avec 

une haute pureté chimique. Les études d’affinité en compétition avec l’Annexine V ont 

démontré que la nouvelle structure obtenue (P04087) et complexée au galium naturel garde 

une affinité du même ordre que la structure peptidique de base. Le produit synthétisé a été 

marqué au gallium 68 grâce à la méthode de purification anionique associée à l’élution 

fractionnée et aussi au gallium 67 obtenu avec la méthode préalablement mise en place. 

L’autoradiographie positive sur un modèle d’endocardite et confirmée par les études 
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histologiques ne concorde cependant pas avec l’absence de signal au niveau des images. Par 

ailleurs, le produit radiomarqué passe en moins de 5 minutes au niveau de la vessie. Des 

modifications chimiques doivent être donc apportées à la structure de ce peptide en vue 

d’améliorer sa pharmacocinétique. Aussi et avec l’obtention des autorisations pour démarrer 

un essai clinique avec l’Annexin V-128 (Etude Clinique AnnIE : « Evaluation de la 

rhAnnexine V-128 radiomarquée dans le diagnostic de l’endocardite infectieuse et de ses 

complications emboliques », si la sensibilité du radiotraceur technétié dans la détection des 

thrombi intra-luminaux (ILT), comparativement à l’imagerie de référence s’avère 

significativement supérieure, le développement de l’Annexin V-128 pour l’imagerie TEP 

pourrait éventuellement être envisagé. Un financement vient d’être obtenu dans le cadre de 

PAI3 pour ce projet. 

- Pour le ciblage de la P-sélectine, le développement du fucoïdane pour l’imagerie TEP de 

l’activation endothéliale et de l’activation plaquettaire nécessitait au préalable une meilleure 

caractérisation de sa structure. Ce polysaccharide est un extrait commercial d’algue brune 

mimant l’épitope de liaison du PSGL-1, principal ligand de la P-sélectine, à sa cible naturelle. 

Un travail initial de purification a été effectué sur les produits d’extraction et a permis de 

réduire la composition de la structure en acides uroniques probablement responsables des 

fixations hépato-spléniques non spécifiques. Le produit s’est trouvé en contrepartie enrichi en 

fucoses et en sulfates, composantes essentielles à son activité biologique. Contrairement aux 

marquages de fucoïdane décrits dans la littérature [245] et qui se font sur le produit brut 

disponible dans le commerce et présentant des variabilités considérables d’un lot à un autre, 

nous n’avons entrepris une fonctionnalisation du polysaccharide et sa conjugaison au 

NODAGA qu’à partir de lots reproductibles et validés comme tels. Le marquage au gallium 

68 a été réalisé avec l’élution fractionnée optimisée et a permis d’avoir des produits de puretés 

radiochimiques de 90%, stables pendant 2 heures. Les résultats préliminaires sur un modèle 

d’endocardite sont encourageants. La technique de marquage décrite est simple et peut être 

utilisée pour le marquage de vecteurs formulés en kits. Un changement de la formulation en 

ajoutant un stabilisant comme l’acide ascorbique peut bien améliorer la pureté radiochimique 

et la stabilité de la préparation. [100] Un marquage dans un milieu plus acide pourrait 

également améliorer le marquage. Pour ce faire, une conjugaison du fucoïdane aminé à une 

autre cage (TRAP-Pr) [250] est envisagé ainsi que des  études comparatives avec le Fuco-

NODAGA. Une formulation sous forme de kit sera également entreprise. 
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CONCLUSION GÉNÉRALE 

Au total, les travaux de cette thèse ont permis de mettre en place une « plate-forme » de 

marquage au 68Ga avec différentes méthodes pouvant être utilisées avec une matière première 

de qualité aussi bien chimique (méthodes de prépurification de l’éluat) que pharmaceutique 

(méthodes de marquage direct). Cette « plate-forme » a permis le développement des traceurs 

suivants: 1) Analogues de la somatostatine ciblant les SSTR : a) 68Ga-DOTANOC b) 68Ga-

NODAGANOC 2) Un peptide ciblant la PS : le 68Ga-P04087 ; 3) Un polysaccharide ciblant la 

P-sélectine : 68Ga-NODAGA-Asphy.  

Le radiomarquage et l’utilisation chez l’homme du 68Ga-DOTANOC ont été validés dans le 

cadre d’un essai clinique multicentrique pour l’imagerie des TNE-GEP. Il s’agit du premier 

essai à Bichat Claude Bernard utilisant  un 68Ga-traceur. Le 68Ga-NODAGANOC a été testé 

in vitro sur des cellules d’adénocarcinome pancréatique. Cette validation initiale des 

analogues de la somatostatine dans son application la plus fréquente (donc oncologique) nous 

facilitera le passage vers des applications cardiovasculaires futures (athérosclérose, 

myocardite...). Le 68Ga-NODAGANOC constitue par ailleurs un candidat chimiquement 

intéressant pour le développement futur d’un kit se prêtant à un marquage à température 

ambiante.  

Le 68Ga-P04087 bien que présentant des avantages liés à sa nature peptidique, requiert des 

modifications structurales en vue d’améliorer sa pharmacocinétique et son affinité pour la PS. 

En effet, l’autoradiographie positive sur un modèle d’endocardite infectieuse et confirmée par 

les études histologiques ne concorde pas avec l’absence de signal au niveau des images. Le 

ciblage de la PS pour une application en imagerie TEP pourrait être plus concluant avec 

l’Annexine V-128. En effet, malgré tous les inconvénients qui incombent à sa nature 

protéique, la valeur diagnostique de la molécule technétiée équivalente à celle de l’annexine 

V, la disponibilité de ce variant sous forme GMP, l’obtention récente des autorisations en vue 

de son utilisation en TEMP clinique et le résultat positif des images obtenues chez les 

premiers patients confortant la preuve de concept, constituent des avantages considérables 

pour un futur développement en TEP.  

Le 68Ga-NODAGA-Asphy a été testé avec succès en préclinique sur un modèle d’endocardite 

infectieuse chez le rat. Le passage chez l’homme requiert une formulation à base de matières 

premières bien caractérisées et surtout à usage pharmaceutique. Des travaux visant à mieux 

caractériser la structure du fucoïdane sont en cours. Une formulation sous forme de kit est 

également envisagée.   
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RÉSUMÉ 
 
La tomographie par émission de positons (TEP) est une technique d’imagerie moléculaire 
avec de meilleures performances que la tomographie par émission monophotonique. Son 
utilisation contribue à l’amélioration des prises en charge des patients. Dans les centres 
dépourvus de cyclotrons, le 68Ga disponible à partir d’un générateur constitue une alternative 
pour le développement de traceurs TEP. Pour pouvoir développer des 68Ga-traceurs, un travail 
de caractérisation de la qualité des éluats a été effectué. Des méthodes de marquage adaptées 
ont été mises en place et validées. Nous nous sommes intéressés à trois cibles moléculaires 
particulièrement intéressantes dans les pathologies cardiovasculaires: les récepteurs de la 
somatostatine (SSTR) surexprimés dans les tumeurs neuroendocrines (TNE) mais constituant 
aussi une cible d’intérêt dans les pathologies cardiovasculaires à composante inflammatoire ; 
la phosphatidylsérine (PS), un marqueur de l’apoptose cellulaire et de l’activation 
plaquettaire ; la P-sélectine, un marqueur des activations plaquettaire et endothéliale. Les 
traceurs suivants ont été développés: 1) Analogues de la somatostatine ciblant les SSTR: a) 
68Ga-DOTANOC validé pour l’imagerie des TNE-Gastroentéropancréatiques dans le cadre 
d’un essai clinique multicentrique. b) 68Ga-NODAGANOC testé in vitro sur des cellules 
d’adénocarcinome pancréatique. Cette validation initiale dans l’application la plus fréquente 
(oncologie) a pour objectif de faciliter le passage vers des applications cardiovasculaires 
futures (athérosclérose, myocardite...) ; 2) Un peptide ciblant la PS : le 68Ga-P04087 ; 3) Un 
polysaccharide ciblant la P-sélectine: 68Ga-NODAGA-Asphy. Les deux derniers traceurs ont 
été testés sur un modèle d’endocardite infectieuse chez le rat.  

 

ABSTRACT 
 
The Positron emission tomography (PET) is a molecular imaging technique with usually 
better performances than Single-Photon Emission Computed Tomography. Consequently, the 
use of PET and appropriate tracers could enable clinicians to make a better therapeutic 
decision, thus improving the management of patients. In centers without cyclotrons, 68Ga 
available from a generator is an alternative for the development of PET tracers. In order to 
develop 68Ga labeled-molecules, a characterization of the quality of the eluates was 
performed.  Radiolabeling techniques adapted to the quality of the starting material were 
developed and validated. In this thesis we focused on three particularly interesting molecular 
targets in cardiovascular pathologies: somatostatin receptors (SSTR), overexpressed in 
neuroendocrine tumors (NETs) but also constituting a target of interest in cardiovascular 
diseases with an inflammatory component; phosphatidylserine (PS), a marker of cell 
apoptosis and platelet activation; P-selectin, a marker of platelet and endothelial activation. 
The following tracers have been developed: 1) Somatostatin analogues which target SSTR: a) 
68Ga-DOTANOC validated for Gastroenteropancreatic-NETs imaging and used in a multi-
center clinical trial. b) 68Ga-NODAGANOC tested in vitro on pancreatic adenocarcinoma 
cells. This initial validation in the most common application (oncology) aims to facilitate the 
transition to future cardiovascular applications (atherosclerosis, myocarditis ...) 2) A peptide 
for PS targeting: 68 Ga-P04087; 3) A polysaccharide for P-selectin targeting: 68Ga-NODAGA-
Asphy. The last two radiolabeled molecules were tested in a rat model of infective 
endocarditis. 


