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Procédé de marquage de protéines ou polypeptides au technetium-99m, conjugué obtenu, utilisation 2 titre d'agent

d'imagerie, kit de reconstitution desdits conjugués.

La présente invention concerne un procédé de marquage
de protéines ou polypeptides au Technétium-99m, caractérisé
en ce que :

a on introduit sur ladite protéine des groupes thiols au
moyen d'un réactif permettant l'introduction directe de groupes
thiols sans étape de réduction de ponts disulfures de la
protéine ou polypeptide;

b) on met en présence la protéine ou le polypeptide ainsi

w= modifié avec du Technétium-99m.
< La présente invention a également pour objet les conjugués
obtenus par le procédé selon l'invention et l'utilisation de ces
1 conjugués 3 titre d'agent d'imagerie médicale, ainsi qu'un kit
de reconstitution desdits conjugués.
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La présente invention concerne un procédé de marquage de
protéines ou polypeptides au Technétium-99m, ainsi que des. conjugués
provenant de la fixation de Technétium-99m Sut une protéine ou un
polypeptide selon ce procédé et l'utilisation de ces conjugués a titre
d'agent d'imagerie "médicale. Enfin, la présente invention concerne
également un kit de reconstitution desdits conjugués. '

La technologie mise au point en 1975 par Kohler et Mistein a
permis la production de nombreux anticorps monoclonaux. L'usage de ces
derniers a révolutionné les méthodes de diagnostic utilisées dans le
domaine médical, que ce soit au niveau du diagnostic in vitro ou au niveau
de l'imagerie médicale.

Pour cette derniére, il s'est avéré nécesaire de mettre au
point de nouvelles méthodes permettant la fixation sur les anticorps des
isotopes couramment utilisés en imagerie. Diverses méthodologies ont ainsi
été développées afin de perméttre le marquage des protéines a l'iode-131,
3 I'iode-123, & l'indium-111, au Technétium-99m et, dans une moindre
mesure, au gallium-67. Parmi ces isotopes, le Technétium—99m occupe une
place de choix pour diverses . raisons. D'une part, il présente des
caractéristiques physiques idéales pour ['utilisation en imagerie- médicale :

I'énergie de son rayonnement ¥ (14G KeV) permet une excellente résolution

des images, et sa courte demi-vie (T = 6,02 h) assure une irradiation

minimum des patients. D'autre part, l'existence de générateurs a rendu cet
isotope trés disponible et tres peut codteux. Ciest ce qui explique l'intérét
considérable accordé aux méthodes de marquage des protéines au
Technétium-99m. . '

La méthode la plus simple consiste a réduire le pertechnetate
radioactif (TCO ") élué du générateur par addition d'un reducteur, en
général un sel d étain II, en présence de la protéine a marquer, sur laquelle
le technétium réduit peut alors se fixer. La force avec laquelle le
technétium est fixé aux sites de liaisons naturels présents sur la prote.me
reste cependant trés faible, posant de gros problémes de stabilité du
marguage in vitro et in vivo. C'est pourquoi, il s'est avéré nécessaire d'une

part, d'introduire sur la protéine des sructures ou des groupes fonctionnels
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présentant une affinité élevée sur le Technétium, sans altérer les
propriétés biologiques de la protéine, et d'autre part, d'éviter la fixation du
Technétium sur les sites naturels de faible affinité présents sur la protéine
tels que OH ou NH,. '

Deux voies d'approches permettent de générer sur la protéine
des sites de haute affinité pour le Technétium. La premiére de ces voies
consiste & fixer sur la protéine des structures permettant la chélation
multivalente du Technétium. A c6té du DTPA (D.J. Hnatowich, W.W. Layne
and R.J. Childs Int. J. Appl. Radiat. Isot., 1981, 33, 327-332) dont l'affinité
pour le Technétium s'est révélée insuffisante, diverses structures ont été
essayées, en particulier les ligands de type NZSZ (A.R. Fritzberg, Nucl. Med.
(Stuttgart) 1987, 26, 7-12). Ces chélates peuvent étre fixés sur la protéine
avant ou apres la chélation du Technétium. _

' La seconde voie d'approche consiste a faire apparaitre sur la

protéine des groupes thiols libres. Ceux-ci ont en effet une affinité élevée
pour le Technétium réduit. Les méthodes couramment utilisées pour faire
apparaitre ces groupes thiols consistent en une réduction des ponts
disulfures initialement présents sur la protéine en groupes thiols libres (A.
Schwartz and A. Steinstrasser, J. Nucl. Med., 1987, 26, 7-12. Divers
réducteurs ont été utilisés a cette fin, parmi lesquels I'Etain II, en
concentration importante avec des incubations prolongées, le
/5-mercarptoethanol, la mercaptoéthylamine et le Ijithiothréitol. L'incon-
vénient majeur de cette approche provient du fait que la rupture des ponts
disulfure altére la structure tertiaire et/ou quaternaire de la protéine,
modifiant ainsi ses propriétés biologiques. En particulier, lors du traitement
réducteur des fragments F(ab')2 des anticorps, il se produit une réduction
partielle en F (ab), ce dernier se marquant alors préférentiellement, ce qui
est d'autant plus génant que ['activité immunologique des F (ab) est en
général de loin inférieure a celle des F(ab'),,.

Des réactifs tels que le SPDP ont été proposés (LF.C.
McKenzie, G.A. Pietersz and J. Kanellos, WO. Patent 87/04164) pour
I'introduction de ponts disulfures nouveaux susceptibles de générer des
groupes thiols aprés une étape de réduction desdits ponts disulfures. Ce
type de méthode présente donc le méme inconvénient majeur, c'est-a-dire

un risque d'altération de la structure de la protéine.
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Le but de la présente invention est donc de proposer un
procédé de marquage de protéines ou polypeptides avec du Technétium-99m
qui soit suffisamment stable et qui n'altére pas la structure et les

propriétés biologiques de la protéine ou du polypeptide.

Pour ce faire, la présente invention a pour objet un procédé de
marquage de protéines ou polypéptides au Technétium-99m, caractérisé en
ce que ' ‘

a) on introduit sur ladite protéine des groupes thiols au moyen d'un
réactif permettant d'introduction directe de groupes thiols sans
étape de réduction de ponts disulfures de la protéine ou
polypeptide, et 7

b) on met en présence la protéine ou le polypeptide ainsi modifié
avec du Technétium-99m.

Dans un mode particulier de réalisation du procédé selon
l'invention, on introduit lesdits groupes thiols par réactions dudit réactif
sur les fonctions amine primaires de la protéine, en particulier la fonction
amine £ des lysines de la protéine ou du polypeptide.

On peut citer comme réactif permettant l'introduction sur
ladite protéine ou ledit polypeptide de groupes thiol, des réactifs soufrés
possédant un groupement activé, en particulier les 2'iminothiolane.

Le 2-iminothiolane par exemple disponibie sous forme de sel
chlorure réagit principalement avec les fonctions amines primaires des

protéines selon le schéma réactionnel suivant :

@NH Ne
[PROT - NH, +< >@ NH CP—-—;E NH-C- CH ~CH,-CH,,-SH

A cété de !'introduction de groupes fonctionnels dg haute
affinité sur la protéine, il demeure important d'éviter la fixation non
spécifique de Technétium sur les sites de faible affinité naturellement
présents sur la protéine. A cette fin, selon l'invention, on présente le
Technétium a la protéine sous la forme d'un complexe technétié d'affinité
intermédiaire, échangeant le Technétium avec les sites de haute affinité

introduits sur la protéine, mais pas avec les sites de basse affinité. En
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outre, de tels complexes ne doivent pas avoir l'inconvénient d'étre éliminés
lentement de l'organisme. La fraction du Technétium ne s'échangeant pas
avec la protéine pourrait alors interférer avec l'image obtenue pour la
protéine technétiée. C'est pourquoi, selon la présente invention, on utilise
avantageusement comme complexe intermédiaire du glucoheptonate
technétié, dont d'éventuelles traces sont rapidement éliminées par
excrétion urinaire.

On prépare le complexe de Technetium d'affinité intermé-
diaire tel que le complexe de Technetium avec du glucoheptonate, que l'on
ajoute a la protéine ou au polypeptide modifié par introduction de groupes
thiols au moyen d'un réactif tel que le Z-iminothiolane.

Dans le procédé selon l'invention, classiquement le Technétium-
99m peut provenir de la réduction notamment par un sel d'Etain tel que du
chlorure de pertechnétate TcO,, -

Le procédé selon la présente invention est particulierement
intéressant lorsqu'il s'agit de marquer un anticorps ou un Vfragment F(ab‘)2
d'anticorps.

La présente invention a également pour objet des conjugués
provenant de la fixation de Technétium-99m sur une protéine ou un
polypeptide sur lesquels on a introduit des groupes thiols selon le procédé
de la présente invention. Ce type de conjugué est particuliérement utile &
titre d'agent d'imagerie médicale.

Enfin, la présente invention a également pour objet un kit de
reconstitution de conjugué selon I'invention, caractérisé en ce qu'il
comprend

a) une protéine ou un polypeptide sur lesquels des groupes thiols ont
été introduits au moyen d'un réactif permettant l'introduction
directe de groupes thiols sans étape de réduction de ponts
disulfures,

b) un agent réducteur de pertechnétate, et éventuellement,

c) un composé susceptible de complexer le Technétium-99m ayant

une affinité intermédiaire tel qu'il échange le Technétium avec
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les sites SH de haute affinité introduit sur la protéine mais pas avec les
sites naturelles de faible affinité, et énfin -
d) du pertechnétate de Technétium radioactif.

D'autres caractéristiques et avantages de la présente
apparaitront a la lumiére de la description détaillée d'un mode de
réalisation de celle-ci qui va suivre. , )

La méthode de marquage de protéines au Technétium-99m

~ détaillée ci-aprés consiste en l'introduction de groupes thiols libres sur

lesdites protéines par réaction des lysines de ces protéines avec le
2-imithiolane. Le Technétium est ensuité echange par du glucoheptonate
technétié et ces groupes thiols.
La description qui va suivre est faite en référence & des
dessins sur lesquels
- La figure 1 représente l'analyse HPLC de la BSA modifiée par le réactif
2-iminaothiolane.
- La figure 2 représente l'analyse HPLC de I'IgGl 15C5 modifié par le
réactif 2-iminothiolane.
- La figure 3 représente l'analyse HPLC du F(ab’) I5C5 IgGl modifié par
le 2-iminothiolane.
- La_figure & représente l'analyse HPLC du F(ab) 15C5 marqué au
Technétium.
: profil UV a 260 nm

[ yu——— e : radioactivité

1. Réaction des protéines avec le 2-iminothiolane (= méthyl & mercapto-
butirimidate)
Le 2-iminothiolane réagit avec les fonctions amines primaires

des protéines selon le schéma réactionnel suivant.

, o @NH cP
[PROTI - NH,, + NH.,CP
2 \\S:> 2

SPROT]- NH-C CH -CH »~CH -SH

Ce type de réaction a été utilisé pour l'albumine bovine, un anticorps
monclonal de souris (15C5, IqGl) et le fragment F(ab')2 de cet anticorps.
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1.2 albumine bovine

Une solution de 2-iminothiolane est préparée extempb-
ranément dans un tampon0,]1 m phosphate, pH 7,4 La concentration en
iminothiolane est de 40 mM. A 5 mg d'albumine bovine (BSA grade V,
Sigma) en solution dans 1 ml de tampon 0,1 M phosphate, pH 7,%, on ajoute
goutte a goutte 0,25 ml de solution de 2-iminothiolane en maintenant une
agitation légére. On réalise ainsi un rapport molaire iminothiolane/BSA de
333/1. La réaction se poursuit pendant 12 h 3 température ambiante & l'abri
de Il'oxygéne. La protéine modifiée est ensuite séparée de I'exceés
d'iminothiolane par passage sur une colonne Séphadex G50 (20 x 1,5 cm),
équilibrée dans le tampon phosphate 0,1 M, pH 7,t.. Ce méme tampon est

~ utilisé pour ['élution.

Le profil obtenu aprés séparation (analyse HPLC : filtration
molélculaire sur 2 colonnes placées en série : Du Pont Zorbax et FG 250)
est montré a la figure I.

b) Anticorps monoclonal de souris

L'anticorps 15C5 (IqCl) reconnailt le fragment D-Dimere de la
fibrine humaine. Il est préparé a partir de liquide d'ascite par purification
Sépharose - Protéine A.

Une solution de 2-iminothiolane 40 mM est préparée
extemporanément dans un tampon 0,1 M phosphate, pH 7,4. A 5 mg
d'anticorps en solution dans | ml de tampon phosphate, on ajoute goutte a
goutte 0,5 ml de solution de 2-iminothiolane en maintenant une agitation
légere, réalisant un rapport molaire iminothiolane/anticorps de 600/l.

La réaction se poursuit pendant 12 h & température ambiante,
a l'abri de l'oxygéne. La protéine modifiée est ensuite séparée de l'excés
d'iminothiolane par passage sur une colonne Séphadex G50 (20 x 1,5 cm)
équilibrée dans un tampon 0,1 M citrate, pH 5,6. Ce méme tampon est utilis
pour ['élution.

L'anticorps est ensuite réparti dans des fioles par fractions de
0,5 mg est lyophilisé. La redissolution par addition d'eau au produit
lyophilisé est rapide et compléte. Le profil obtenu aprés dissolution est
présenté a la figure 2 (analyse HPLC : filtration moléculaire sur 2 colonnes
placées en série : Du Pont Zorbox et GF 250).
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Le produit est lyophilisé et conservé i 4°C.

c) Fragments F(ab'), d'un anticorps monoclonal de souris

Le fragment F(ab')2 de Il'anticorps 15C5 est préparé par
digestion de cet anticorps par la papaine, en absence de cystéine, puis
purifié par filtration molélculaire (AcA 4/4) et échénge d'ion (DEAE).

Une solution de 2-iminothiolane &0 mM est préparée
extemporanément dans un tempon 0,1 M phosphate, - pH 7,4. A 5 mg de
fragment F(al:o')2 en solution dans 1 ml de tampon phosphate, on ajoute
goutte a goutte 0,25 ml de solution d'iminothiolane en maintenant une
agitation légére, réalisant un rapport formel iminothiolgne/F('ab')z de
200/1. La reaction se poursuit pendant 3 h & 4° & I'abri de I'oxygéne. La
protéine modifiée est ensuite traitée de facon similaire & I'anticorps entier
: purification et lyophilisation. Le profil obtenu aprés dissolution du produit
Iyophilisé est présenté & la figure 3 (analyse HPLC : filtration moléculaire
sur une colonne TSK 3000 SW). '

Le produit lyophilkisé est conservé a &°.

2. Préparation du réactif de transchélation

‘100 ml de solution de glucoheptonéte de sodium a 25 mg/ml
et 100 ml de solution de SnCl, 4 0,05 mg/ml sont préparés extempo-
ranément dans de ['eau dégazée et mélangés. La solution obtenue est
répartie par fractions de 0,4 m! dans des fioles et lyophilisée.r

Chaque fiole contient donc 5 mg de glucoheptohat’e de Na et
0,0! mg de SnCL,. Aprés addition de | ml de Nacl 0,9 %, on obtient
rapidement une solution limpide & pH 6,5.

3. Marquage au Technétium-99m des protéines modifiées par le 2-

iminothiolane
a) Dans un premier temps, on effectue le m’arquége du réactif de
transchélation en ajoutant 3 une fiole de glucoheptonate lyophilisé 1 ml de.
solution contenant 10-100 mCi de 99m‘1‘c04' dans du NaCl 0,9 9%. Cette
solution de TcO, est obtenue en éluant un générateur de Technétium avec
du NaCl 0,9 %, puis en diluant éventuellement cette solution avec du NaCl
0,9 % de fagon a obtenir I'activité volumique (nombre de mCi/ml) désirée.
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Aprés 1/2 heure d'incubation a température ambiante, la
radioactivité est présente exclusivement sous forme de glucoheptonate
technétié (analyse par CCM : 5 pl de solution sont déposés sur un support
ITLC-SG (Gelmann). La migration est effectuée dans du NaCl 0,9 % pour la
détection des colloides (R = 0) et dans de la Méthyl Ethyl Cétone pour la
détection du pertechnetate (R = 1))

b) La protéine est resolublhsee en ajoutant 0,5 ml d‘eau au flacon de
protéine lyophilisée. On obtient ainsi une solution a 1 mg/ml dans un
tampon citrate 0,1 M, pH 5,6. Dans le cas de l'albumine vobine, qui n'a pas
été lyophilisée, on dilue la solution de protéine par du tampon phosphate
pH 7,4 de facon a obtenir une concentration de ! mg/ml.

c) On ajoute ensuite a la protéine la quantité de radioactivité
souhaitée (10-100 mCi/mg), sous la forme d'un volume variable de solution
de glucoheptonate technétié. Le mélange est laisé a température ambiante
a l'abri de l'oxygene pendant 1 h 30.

d) Différentes analyses sont ensuite effectuées :

- détection des colloides : par mesure de !'activité volumique
avant et apres filtration de la solution sur un filtre G,22 pym
(Millex).

- détection du pertechnétate par CCM : 5 pl de solution sont
déposés sur un support ITLC-SG. La migration est effectuée
dans de la Méthyl Ethyl Cétone. Dans ces conditions, seul le
pertechnétate migre au front du solvant, tandis que les
colloides, la protéine et le glucoheptonate technétié restent
au point de dépét.

- détection du glucoheptonate technétié résiduel par CCM :
5 pl de solution sont déposés sur un support ITLC-SG. La
migration est effectuée dans du Na CI 0,9 %. Dans ces
conditions, le pertechnétate et le glucoheptonate technétié
migrent au front de solvant tandis que les colloides et la
protéine restent au point de dépdt. Le pourcentage de
glucohéptonate résiduel est obtenu par soustraction du
résultat obtenu pour le pertechnétate dans I'analyse

précédente.
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Les résultats obtenus sont détaillés dans le tableau suivant.

pertechné- glucohepto-|
colloides tate - nate protéine
technétié '
Albumine bovine <1 % 3 % 60 % | 37 %
IgG 15C5 <1 % 2 % 1 % 97%
F(ab')2 15C5 <1l % 10 % 15 % | 75 %

En résumé, on obtient un marquage de la protéine variant de
40 4 95 % de la radioactivité en jeu, le reste de l'activité étant présent
sous forme de pertechnétate ou de glucoheptonate technétié.

e) La radioactivité non liée & la protéine peut ensuite étre séparée

de la protéine par filtration moléculaire sur séphadex G50.

L'analyse en HPLC (filtration moléculaire sur colonne TSK
3000 SW) effectuée aprés cette purification permet de montrer que le pic
de radioactivité est associé au pic de la protéihe. A la figure &4, on présente
les résultats obtenus pour ce type d'analyse dans le cas du Vfragment F(ab')2
15C5 marqué au Technétium. ’
&, Analyse de la stabilité des marquages

a) Stabilité in vitro

Des analyses en ITLC similaires a celles décrites ci-dessus ont
été effectuées a intervalles réguliers sur les produits marqués pendant une
période de 24 h suivant le marquage, les produits étant conservés a
température ambiante et en présence d'oxygéne. Dans aucun cas, un
relarguage de pertechnétate ou l'apparition colloides n'ont pu étre détectés
dans des proportions supérieures & 5 % du total de la radioactivité,
L'addition d"EDTA 2 la concentration de 0,2 M ne modifie pas ces résultats.
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Les analyses HPLC effectuées pendant ce laps de temps ne
mettent en évidence aucune modification par rapport aux analyses
effecutées directement aprés marquage.

b) Stabilité in vivo

0,5 mCi d'albumine marquée au technétium-99m par la
méthode décrite ci-dessus avec une activité spécifique de 10 mCi/mg sont

injectés a un rat, dans la veine fémorale. L'animal est sacrifié 1 heure

_aprés ['injection et une biodistribution est effectuée. La persistance de

I'activité au niveau du sang (2 50 % de la dose injectée) et la faible
accumulation hépatique 10 % de la dose injectée) permettent de vérifier
qu'il n'y a pas formation d'un colloide technétié apres injection. '

5. Analyse de ['immunoréactivité de I'anticorps et du fragment F(ab')2
marqués _

Des tests de fixation de l'anticorps 15C5 et de son fragment
F(ab')2 marqués au Technétium-99m par la méthode décrite ci-dessus ou &
I'lode-123 (3.C. Speck, Biochem, Biophys. Res. Commun., 1978, 80, 849) par
une méthode classique (Iodogéne) sont effectués de la facon suivante :

- l'antigéne reconnu par l'anticorps 15C5 est le fragment
D-Dimeére de la fibrine humaine. On applique 50 pl d'une
solution de fragment D-Dimére a la concentration de
10 pg/ml dans un tampon 0,01 M phosphate, 0,15 M NaCl, pH
7,2 dans chaque puit d'une microplaque sécable (Costar).

- Apreés incubation de 3 heures a température ambiante, les
microplaques sont lavées, puis saturées par une incubation
de | heure avec 200 pl/puit d'une solution d'albumine bovine
a | % p/v dans le tampon phosphate.

- Apres élimination de la solution d'albumine, on introduit 50
ul d'une solution d'anticorps ou de fragment marqué dont la
concentration varie de 37 a 0,3 nM. L'expérience est
réalisée en triple.
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- Aprés | h d'incubation a température ambiante, les plaques
sont lavées 5 fois par un tampon 0,01 M phosphate, 0,15 M
NaCli, pH 7,2 contenant 0,005 % de Tween 20. L'activité
associée & chaque puit est ensuite déterminée par comptage
gamme. . '

- L'analyse par la méthode de Sctachard des parametres de
fixation ainsi déterminés permet de calculedr la constante

~ de dissociation de I'anticorps et de son fragrhént. les valeurs
obtenues pour les produits technétié sont respectivement de
1,75.10 M pour I'anticorps entier IgGl et de 2,25.10°2M
pour le fragment F(ab')z. Ces valeurs sont comparables 3

celles obtenues pour les produits marqués 3 l'iode radioactif.
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REVENDICATIONS

l. Procédé de marquage de protéines ou polypeptides au
Technetium-99m, caractérisé en ce que
a) on introduit sur ladite protéine des groupes thiols au moyen d'un
réactif permettant !'introduction directe de groupes thiols sans
étape de réduction de ponts disulfures de la protéine ou
polypeptide, et )
b) on met en présence la protéine ou le polypeptide ainsi modifié

avec du Technétium-99m.

2. Procédé selon les revendications 1, caractérisé en ce qu'on
introduit lesdits groupes thiols par reaction dudit réactif sur des fonctions
amine primaires € de la protéine ou du polypeptide.

3. Procédé selon la revendication ! ou 2, caractérisé en ce
u'on introduit sur ladite protéine ou ledit polypeptide les groupes thiols
q P polypep group

au moyen d'un réactif soufré possédant un groupement activé.

4. Procédé selon l'une des revendications | a 3, caractérisé en
ce qu'on introduit lesdits groupes thiols par réaction d'un réactif

2-iminothiolane avec la protéine ou le polypeptide.

5. Procédé selon l'une des revendications précédentes,
caractérisé en ce qu'a l'étape b) le Technétium-99m est présenté sous
forme de complexe de Technétium-99m ayant une affinité intermédiaire
telle qu'il échange le Technétium avec les sites SH de haute affinité
introduits sur la protéine selon I'étape a) et non avec les sites de basse
affinité naturelle présents sur la protéine ou le polypeptide, et complexe

qui s'élimine rapidement de I'organisme.

6. Procédé selon la revendication 5, caractérisé en ce que le

complexe de Technétium est un glucoheptonate de Technétium-99m.
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7. Procédé selon l'une des revendications précédentes,

caractérisé en ce que le Technétium-99m provient de la réduction de

pertechnétate notamment par un sel d'étain (II).

8. Procédé selon Il'une des revendications précédentes,
caractérisé en ce que la protéine consiste en un anticorps ou un fragment
I-"’(ab')2 d'anticorps.

9. Conjugué provenant de la fixation de Technetium-99m sur
une protéine ou un polypeptide obtenu par le procédé seion l'une des

revendications précédentes.

10. Utilisation du conjugué selon la revendication 9 A titre
d'agent d'imagerie médicale.

11. Kit de reconstitution de conjugué selon la revendication 9,
caractérisé en ce qu'il comprend

a) une protéine ou un polypeptide sur lesquels des groupes thiols ont
été introduits au moyen d'un réactif permettant l'introduction
directe de groupes thiols sans étape de réduction - de ponts
disulfures, ' '

b) un agent réducteur de pertechnétate, et éventuellement,

c) un composé susceptible de complexer le Technétium-99m .ayant
une affinité intermédiaire tel qu'il échange le Technétium avec
les sites SH de haute affinité introduit sur la protéine mais pas
avec les sites naturelles de faible affinité, et enfin

d) du pertechnétate de Technétium radioactif.
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