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Marquage isotopique des médicaments et des nanoparticules
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Abstract

Le marquage isotopique repose sur un savoir-faire historique prenant sa source dans les travaux pionniers de
Iréne et Frédéric Joliot-Curie. Il est souvent et a juste titre associé au développement de médicaments car il offre
aux chercheurs un moyen quantitatif et hautement sensible d'évaluer le devenir in vivo de molécules d'intérét
biologique. Les isotopes de I'hydrogéne (2H, 3H) et du carbone (”C, 13C, 14C) sont des références en termes de
traceurs mais leur incorporation au sein des molécules par radiosynthése peut se révéler complexe et colteuse.
Pour contourner ces problématiques et répondre a des applications toujours plus nombreuses, de nouvelles
méthodes de marquage rapides et efficaces doivent étre développées. Depuis plusieurs années, le CEA met en
place des techniques de marquage au tritium et au carbone 14 dont I'efficacité et 'ubiquité permettent d'étendre
leur champ d'application a des domaines plus larges et d'intérét général.

Marquage isotopique, catalyse, médicaments, nanoparticules, suivi pharmacocinétique.

Isotopic labelling of drugs and nanoparticles

Isotope labelling lays on the historical know-how and the pioneering studies of Iréne and Frédéric Joliot-Curie.
It is often and rightly associated with drug development as it offers researchers a tool of high sensitivity to assess
in vivo monitoring of molecules of biological interest. In this context, hydrogen (2H, 3H) and carbon isotopes
(1 1C, 13C, 14C) are indeed considered as gold standard for tracers but their incorporation by radiosynthesis remains
difficult and expensive. In order to overcome these problems and to respond to an ever-increasing number
of applications, new rapid and efficient labelling methods must be developed. For many years now, the CEA
has been implementing new tritium and carbon-14 marking techniques whose effectiveness make possible to

extend their applications to wider fields of general interest.

Keywords

T outes les molécules du vivant possédent des atomes de
carbone et d’hydrogéne. Pouvoir remplacer, de maniére
choisie et ciblée, I'un de ces atomes par un isotope stable ou
radioactif — on parle alors de marquage isotopique — est de
premiére importance dans de nombreux secteurs scienti-
fiques tels que le développement des médicaments ou de
nouveaux outils de diagnostic pour l'imagerie médicale, les
études de biologie/toxicologie ou encore les matériaux.
Pourtant, d'un point de vue chimique, insérer ou échanger
un atome d’hydrogéne ou de carbone dans des molécules
complexes telles que des médicaments présente des difficul-
tés majeures. Outre la nécessité d'installations spécifiques et
dédiées pour I'utilisation des isotopes radioactifs - tritium et
carbone 14 -, il faut également avoir la capacité d'innover et
de développer de maniére constante de nouvelles méthodo-
logies de marquage, ouvrant ainsi le champ des possibles en
termes de positions sur une molécule cible et de compatibilité
avec les fonctions chimiques portées par la molécule d'intérét.
L'hydrogéne (Z=1) possede trois isotopes naturels: le
protium 'H, le deutérium 2H ou D, et le tritium 3H ou T, qui
différent par leurs nombres de neutrons. Le protium possede
seulement un proton, le deutérium un proton et un neutron,
et le tritium un proton et deux neutrons. Sur ces trois isotopes,
deux sont stables (protium et deutérium) et un est radioactif
(tritium).

Le deutérium a été découvert en 1931 a I'Université de
Columbia par Harold Clayton Urey, ce qui lui valut le prix
Nobel de chimie en 1934. Son abondance naturelle est
faible (0,015 % par rapport au protium) et on le retrouve
principalement dans I'eau de mer (HDO). A titre d’exemple,
un litre d’'eau de mer contient prés de 33 mg de deutérium. II
est utilisé de nos jours sous forme d’eau lourde en tant que
modérateur de neutrons dans certains réacteurs nucléaires,
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ou sous forme de solvants deutérés pour les études de
résonance magnétique nucléaire (RMN). Il est également un
des deux combustibles pour les futurs réacteurs a fusion
nucléaire contrélée (ITER par exemple). Toutes ces applica-
tions en font une matiére nucléaire dont la détention est
réglementée.

Le tritium est produit naturellement en trés faible quantité
dans la stratosphere terrestre ou des neutrons libérés par la
spallation des rayons cosmiques entrent en collision avec de
I'azote "N pour créer du carbone '2C et du tritium. Il est égale-
ment produit de maniere artificielle dans les réacteurs
nucléaires par irradiation neutronique de composés conte-
nant de hauts pourcentages de lithium SLi. Son abondance
naturelle est trés faible (environ 1atome de tritium pour
10" atomes de protium) et il existe communément sous
deux états : gazeux (T,) et liquide (HTO).

Sa désintégration en hélium 3 (3He) entraine I'émission d’un
rayonnement 3. Cette réaction libére une énergie maximale
de 18,6 keV et une énergie moyenne de 5,7 keV. Le rayonne-
ment 3~ étant de faible énergie, les électrons émis ne peuvent
pénétrer plus de 6 mm dans l'air. Toutefois, la plupart des
produits tritiés peuvent étre absorbés a travers la peau, les
membranes ou les tissus biologiques, les rendant de ce fait
contaminants et potentiellement dangereux par inhalation ou
ingestion par exemple. La demi-vie du tritium est de 12,32 ans
et son activité spécifique est de 3,59x10'#Bqg/g, soit
9,7x 103 Ci/g ou 29 Ci/mmol. Cette valeur signifie qu’un
milligramme de tritium génere plus de 300 milliards de
désintégrations par seconde. Pourtant, le tritium ne délivre
(en moyenne, par personne au voisinage des installations
concernées) qu'une dose annuelle d’environ 1 microsievert
(USv), mille fois moins élevée que le seuil limite pour le
public qui est de 1 millisievert (mSv).

Mars-Avril 2021




Des quatre isotopes principaux du carbone (Z = 6), trois sont
naturels: le carbone 12 ('2C), le carbone 13 ('3C) et le
carbone 14 ('4C), et un est artificiel : le carbone 11 ('1C). Deux
sont stables (12C et '3C) et deux sont radioactifs (''C et '4C).
Découvert en 1929, le carbone 13 a une abondance naturelle
de 1,1 % par rapport au carbone 12. Cet isotope a une impor-
tance majeure en chimie : c'est un outil fondamental de carac-
térisation de molécules organiques par la RMN et il est
couramment employé pour I'étude de mécanismes réaction-
nels. Cependant, la séparation isotopique du '3C est un formi-
dable défi: de nos jours, elle est faite par distillation cryogé-
nique du monoxyde de carbone. De ce fait, le ['3CJCO est la
source isotopique fondamentale (i.e. toute molécule marquée
par le 13C dérive de ce synton) ainsi que la plus économique.
Le '3C est aussi couramment utilisé dans le test respiratoire &
I'urée marquée '3C pour détecter la présence d'Helicobacter
pylori (a l'origine d'ulcéres gastriques) et en imagerie par
résonance magnétique (IRM) grace au développement d'une
technique d’hyperpolarisation émergente, la DNP (« dynamic
nuclear polarization »).

Le carbone 14 a été découvert il y a 80 ans, en 1940, par Martin
Kamen et Sam Ruben a I'Université de Californie a Berkeley.
Dés sa découverte, des avancées majeures ont vu le jour grace
a ce radioisotope a vie longue, dont la demi-vie est de
5730 ans. En 1950, en utilisant le ['*C]CO,, il fut enfin possible
d’élucider le mécanisme de fixation du CO, par photosyn-
thése, ce qui valut le prix Nobel de chimie en 1961 a Melvin
Calvin, pour la découverte du «cycle de Calvin». L'année
précédente, en 1960, le prix Nobel de chimie fut attribué a
Willard Libby pour ses travaux sur la datation par le
carbone 14, qui ont apporté un progrés significatif en archéo-
logie et en paléoanthropologie. Dans d'autres travaux
pionniers, le marquage par le '4C a été utilisé pour la compré-
hension de mécanismes réactionnels, dont le réarrangement
de Claisen [1], et il a permis de prouver I'existence du benzyne
comme intermédiaire réactionnel [2]. De méme que pour le
tritium, le '#C est produit naturellement en faible quantité
dans la stratosphéere pour former du [14C]C02. Il est produit
artificiellement dans les réacteurs nucléaires par irradiation
neutronique de composés azotés - tels que le nitrate
d’ammonium ou le nitrure d’aluminium et béryllium — pour
générer le [14C]BaCO3 et, aprés acidification, le [14C]C02, qui
représente la source isotopique fondamentale.

De par sa désintégration, le '*C entraine I’émission d’un rayon-
nement f, un atome d‘azote 14 (*N) et un antineutrino.
L'énergie moyenne de cette radiation B~ est de 56 keV et son

parcours dans l'air de 2cm. De par sa longue demi-vie,
I'activité molaire du '*C est modérée : 62,4 mCi mmol™.

Le carbone 11 est le deuxiéme isotope radioactif du carbone.
Produit artificiellement par irradiation avec des protons a
haute énergie sur une cible d’azote gazeux a I'aide d’un cyclo-
tron, il a une demi-vie trés courte de 20,38 minutes, et a la
différence du tritium et du carbone 14, c’est un émetteur de
positons (B). Le 1C est aujourd’hui trés utilisé dans le
développement de traceurs pour l'imagerie médicale par
tomographie a émission de positons (TEP). De par sa courte
demi-vie et sa désintégration B*, ses applications se différen-
cient considérablement du tritium et du '%C, et de ce fait,
il ne sera pas traité ici.

Les isotopes de I'hydrogéne et du carbone peuvent étre
détectés par au moins quatre méthodes :

- Spectrométrie de masse ;

- Spectroscopie RMN (pour le deutérium, le tritium et le '3C) ;

- Scintillation liquide (pour le tritium et le '#C), qui consiste
a mélanger la solution radioactive a mesurer a un liquide
scintillant. Les rayonnements produits, consécutifs aux désin-
tégrations radioactives, vont alors étre transformés en lumiére
détectable et quantifiable ;

- Autoradiographie et imagerie B (pour le tritium et le '4C);
I'imagerie B utilise de moins en moins de films ou d’émulsions
photographiques au profit de B-imageurs trés performants
d’une grande sensibilité (figure 7).

Principales applications du marquage
par les isotopes de I'’hydrogéne et du carbone

L'utilisation du tritium et du carbone 14 reste la méthode de
référence pour permettre le suivi et la quantification absolue
in vivo ou ex vivo de molécules marquées chezI'animal, et ainsi
déterminer avec une précision inégalée les propriétés ADME
(absorption, distribution, métabolisme et excrétion) d'un
candidat médicament [3]. Des informations cruciales, néces-
saires a l'obtention de l'autorisation de mise sur le marché
d’un candidat médicament, ne peuvent étre obtenues que par
I'intermédiaire de I'utilisation d’'un produit marqué isotopi-
quement. Cette étape est traditionnellement réalisée en
phase préclinique. Néanmoins, I'utilisation du '*C est égale-
ment requise dans les phases de développement clinique,
pour la détermination de la pharmacocinétique et 'ADME
humaines [4]. Grace a la grande stabilité métabolique de la
liaison C-C, par rapport a la liaison C-H, ainsi qu‘a son effet
isotopique négligeable, I'utilisation du '*C est quasi exclusif

Quantification ultrasensible
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Figure 1-Isotopes de I'hydrogéne et du carbone et imagerie.
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Figure 2 - Applications des isotopes de I'hydrogéne et du carbone.

dans cette phase avancée de développement du médicament.
Outre le domaine pharmaceutique, la demande de radiotra-
ceurs B~ est obligatoire et reglementée pour le développe-
ment de produits vétérinaires et phytosanitaires (comme les
pesticides), les études de sécurité sanitaire des aliments et les
études environnementales (figure 2).

D’autre part, l'utilisation de deutérium ou de carbone 13
(isotopes stables) est couramment requise pour la préparation
d’étalons pharmaceutiques, ces derniers étant indispensables
pour la quantification absolue par spectrométrie de masse
de médicaments ou de ses métabolites dans des échantillons
biologiques complexes. La demande en molécules deutérées
arécemment fortement augmenté en raison de leur utilisation
en métabolomique quantitative ou elles sont utilisées en tant
que standards internes pour la quantification rapide de
métabolites (ex: acides aminés, sucres, acides gras) par
analyse LC/MS de fluides ou de tissus biologiques. En outre,
les molécules deutérées sont couramment utilisées pour
I'étude des mécanismes enzymatiques et chimiques [5].

De fagon paralléle a ces utilisations classiques des isotopes
de I'hydrogene et du carbone, de nouvelles applications ont
récemment été explorées, notamment avec des molécules
deutérées. Des applications tirant profit de I'effet cinétique
isotopique primaire ont ainsi motivé le développement de
méthodes de marquage efficaces de molécules de natures
diverses, comme |'amélioration des performances des
matériaux présents dans les diodes électroluminescentes
(OLED), les cellules photovoltaiques ou encore les fibres
optiques [6]. En effet, les processus de dégradation des
molécules au cours du fonctionnement de ce type de disposi-
tifs mettent souvent en jeu des réactions d'oxydation impli-
quant la rupture de liaisons C-H en tant qu’étape cinétique-
ment déterminante. Ainsi, le remplacement des liaisons C-H
par des liaisons C-D permet dans certains cas d'augmenter de
maniére significative la durée de vie de ce type de dispositifs.
De la méme maniére, il est possible d’augmenter le temps de
demi-vie, mais aussi de réduire les effets secondaires d’'un
principe actif [7]. Ce concept évoqué pour la premiére fois il y
a une cinquantaine d’'années semble arriver aujourd’hui a
maturité avec la mise sur le marché du premier médicament
deutéré, la deutétrabénazine (Austedo®), qui a recu I'approba-
tion de la FDA en 2017. Le deutérium peut en effet substituer
de maniére avantageuse un atome d’hydrogéne pour confé-
rer a la molécule en développement une stabilité métabolique
augmentée. Ces marqueurs sont ainsi utilisés pour dévelop-
per de nouveaux traceurs pour l'imagerie diagnostique IRM
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et TEP. Tres récemment, des travaux ont mis en évidence
I'intérét d'utiliser des molécules deutérées pour étudier le
métabolisme de certaines molécules (glucose, pyruvate) via
I'imagerie IRM du deutérium (technique nommée DMI pour
« deuterium metabolic imaging ») [8].

Le marquage radioactif au tritium et carbone 14 permet aussi
de répondre a des questions de santé publique, par exemple
avec l'étude de l'impact de (micro ou nano) particules sur
I'environnement ou la santé humaine. Les molécules tritiées
sont également utilisées dans le développement de nouveaux
candidats médicaments pour des études de radiobinding,
de distribution tissulaire ou d’autoradiographie quantitative
du corps entier. Les études de radiobinding permettent de
déterminer et localiser des récepteurs cibles et d’identifier de
nouvelles molécules (ligands) interagissant avec ces cibles.
L'autoradiographie quantitative du corps entier est une
méthode d'imagerie in vivo permettant I'obtention d'informa-
tions qualitatives et quantitatives de la distribution d'un
candidat médicament et son suivi pharmacocinétique en
mesurant la quantité de radioactivité issue de coupes.

Le renouveau du marquage isotopique

S'il est indéniablement utile, le marquage isotopique est aussi
difficile a mettre en ceuvre en raison des nombreuses
contraintes qui lui sont associées, tout particulierement dans
le cas du marquage par les isotopes radioactifs : contraintes
d'infrastructure, réglementaires mais aussi chimiques. La
principale contrainte chimique réside dans le faible nombre
ainsi que le colt des matiéres premiéeres disponibles. Dans
le cas du tritium, la matiére premiére de choix est le tritium
gaz; dans celui du carbone, il s'agit du gaz [14C]C02. Cest a
partir de ces molécules trés simples qu’il faudra construire
les molécules marquées. Traditionnellement, ces réactifs sont
transformés en synthons plus élaborés, finalement utilisés
pour construire la molécule cible via des processus multi-
étapes. Outre le temps nécessaire a de telles radiosyntheses
totales, le cout associé et le volume de déchets (radioactifs
dans le cas du marquage tritium ou carbone 14) sont souvent
trés (voire trop) élevés. A ceci vient s'ajouter une demande
croissante du monde industriel pour le marquage de
molécules toujours plus complexes. L'avenement des « biolo-
gics » tels que les anticorps thérapeutiques ou les conjugués
anticorps-cytotoxiques est un exemple flagrant de l'inclinai-
son actuelle de I'industrie pharmaceutique pour des principes
actifs dont la complexité moléculaire ne permet pas un
marquage par les voies classiques (figure 3).

Afin de limiter les temps et les co(its de syntheése, mais aussi
pour augmenter l'étendue des molécules pouvant étre
marquées, de nouvelles approches de marquage isotopique
ont été développées depuis une dizaine d’années dans le cas
du tritium et de facon plus récente dans le cas du carbone.
Ces approches visent a obtenir le composé final marqué
en une seule étape en utilisant des matiéres premiéeres les
moins chéres possible, et ceci dans des conditions douces
et compatibles avec le plus grand nombre de fonctionnalités
chimiques.

Activation C-H : la voie royale
pour le marquage au deutérium et au tritium

L'activation C-H peut étre vue comme une transformation
ou un métal de transition (Pd, Cu, Rh, Ru, Ni pour les plus
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Produits sur le marché
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Méthodes de marquage '“C, 3C, 2H, *H
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Figure 3 - Nouvelle approche de marquage isotopique pour répondre aux demandes du marché.
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Figure 4 - Réactions d'échange H/D et H/T catalysées par des nanoparticules de ruthénium.

communs) s'insére dans une liaison carbone-hydrogéne
usuellement considérée comme non ou peu réactive. Ainsi, le
remplacement d’une liaison C-H par une liaison C-D ou C-T
peut étre considéré comme la réaction de C-H fonctionnalisa-
tion la plus élémentaire. Ce type de réaction fait partie de
ce que 'on nomme les «réactions d’échange d’isotopes de
I'hydrogéne » qui permettent le transfert d'un ou plusieurs
isotopes de la source isotopique (qui peut étre un liquide
ou un gaz isotopiquement marqué) vers la molécule d'intérét
a l'aide d'un catalyseur. Ces transformations présentent
I'avantage par rapport a la synthése multi-étape classique
de permettre d’'obtenir les molécules deutérées ou tritiées
en une seule étape a partir de la molécule d'intérét. En raison
des nombreuses applications des molécules marquées par des
isotopes de I'hydrogéne évoquées plus haut, de nombreux
travaux de recherche fondamentale ont été entrepris récem-
ment afin de trouver de nouvelles réactions catalytiques
permettant d’'activer une ou plusieurs liaisons C-H dans une
molécule complexe et de la ou les remplacer par des liaisons
C-D ou C-T. Dans ce cadre, nous avons démontré récemment,

L’ACTUALITE CHIMIQUE N° 460-461

en collaboration notamment avec I'équipe de Bruno Chaudret
(Laboratoire de Chimie de Coordination, Toulouse), que
certaines nanoparticules métalliques pouvaient étre considé-
rées comme des outils puissants pour réaliser des réactions
de C-H deutération/tritiation utilisant D, ou T, gaz comme
source isotopique [9]. Par exemple, des nanoparticules de
ruthénium (RuNp, figure4), obtenues par décomposition
d'un précurseur de Ru(0) sous atmosphere d’hydrogéne, ont
permis de marquer un grand nombre de sous-structures
récurrentes dans les molécules pharmaceutiques : des hétéro-
cycles (azine, indole, carbazole, imidazole, triazole...) via
I'activation de liaisons de type C(sp?)-H, mais aussi des
motifs alkylamine via I'activation de liaison C(sp3)-H dans
des conditions douces (figure 4) [10].

Des calculs DFT, réalisés en collaboration avec I'équipe de
Romuald Poteau (Laboratoire de Chimie de Coordination,
Toulouse) ont permis de proposer des intermédiaires clés
pour expliquer la régiosélectivité de lincorporation des
isotopes (figure 4, en bas a droite). Ces nanocatalyseurs
permettent d’incorporer des isotopes de I'hydrogéne sur des
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carbones asymétriques d’aminoacides ou de peptides avec
une rétention totale de configuration via un processus de
C-H activation énantiospécifique [10b], de synthétiser des
oligonucléotides deutérés utilisables en tant que standards
internes pour la quantification LC/MS [10c], ou encore
d’obtenir des molécules pharmaceutiques complexes tritiées,
possédant des activités molaires compatibles avec une utilisa-
tion dans les études ADME [10c-d] en une étape de synthése.
En utilisant d'autres types de nanocatalyseurs, il a été possible
de développer d'autres réactions d’échanges isotopiques
d’intérét. Tout d'abord, le ruthénium sur charbon (Ru/C)
commercial a été utilisé comme catalyseur pour mettre au
point l'unique réaction permettant le marquage deutérium
et tritium de motifs thioéthers (figure AT en annexe*, a gauche)
par échange isotopique direct [11]. Méme si les résultats en
termes d’enrichissements isotopiques sont dans I'ensemble
moins satisfaisants que ceux obtenus avec les composés
azotés, cette méthode a pu étre appliquée a la synthése de
standards internes pour la quantification LC/MS (en réalisant
plusieurs cycles de catalyse) et au marquage de molécules
complexes par le tritium (figure A1*, a gauche). Plus récem-
ment, en collaboration notamment avec Volker Derdau de
Sanofi Francfort, nous avons synthétisé des nanoparticules
d'iridium qui se sont montrées tres efficaces pour le marquage
de motifs anilines dans des molécules complexes [12]. Ici, la
conception des nanocatalyseurs a permis de mettre au point
la premiére méthode de C-H deutération/tritiation applicable
a des anilines fonctionnalisées utilisant le D, ou le T, gaz
comme source isotopique (figure AT*, a droite).

La chimie du CO, pour le marquage par les isotopes
du carbone

Le dioxyde de carbone est une petite molécule stable et relati-
vement inerte. Depuis quelques années, elle est pourtant
au centre des réflexions et des recherches menées par la
communauté scientifique. En effet, le CO, pourrait étre utilisé
comme source de carbone pour la synthése de produits a
haute valeur ajoutée et commercialisables dans différents
secteurs de l'industrie chimique. Ainsi, un nombre spectacu-
laire de nouvelles réactions utilisant le CO, comme matiéere
premiére sont apparues dans la littérature cette derniere
décennie. Outre le fait que le CO, soit responsable d’une partie
importante du réchauffement climatique, il se trouve étre
également le matériel de base des syntheses de molécules
marquées par les radioisotopes du carbone. De ce fait, les
réactions chimiques développées dans le contexte du cycle
du carbone trouvent également une application potentielle
dans le cadre du marquage isotopique. Cependant, seulement
tres peu de ces réactions peuvent réellement étre utilisées
pour du marquage car la plupart sont développées en exces
de CO, ce qui est inconcevable dans le cas du marquage
isotopique pour des raisons de colts et de déchets. Elles
doivent donc étre adaptées ou réinventées pour trouver une
réelle utilité dans le cadre du marquage.

C'est ainsi qu’en utilisant les trés anciennes réactions de
Staudinger et d'Aza-Wittig, une nouvelle méthodologie de
marquage efficace a vu le jour [13]. Cette méthodologie
consiste a marquer des urées cycliques en une étape, a partir
de précurseurs azido-aminés en présence d'une phosphine
appropriée et en utilisant le CO, comme réactif limitant (voir
figure A2 en annexe*). Dans ce cadre, |'utilisation contrélée de
[14C]C02 est un point d'une importance fondamentale, car ce
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précurseur est trés onéreux (1 600 €/mmol en 2020). Pour ce
faire, nous utilisons des appareils spécifiquement congus pour
le transfert de quantités minimes de gaz carbonique tels que
le banc de carboxylation Tritec (figure A2* en haut). Apres
optimisation, nous avons pu marquer une large série d’'urées
cycliques et ceci dans des conditions trés douces : seulement
5 minutes a température ambiante. L'un des avantages de
cette méthodologie réside dans le marquage de molécules
d’'intérét (médicaments, polypeptides...) en derniére étape
de synthése, ce qui permet de réduire de maniére drastique
la quantité de déchets radioactifs produits ainsi que les colts
de retraitement. Le marquage a été réalisé en utilisant le
carbone 13, le carbone 14, mais également le carbone 11.
En effet, la rapidité de la réaction permet d'utiliser cet isotope
a temps de vie court (t;,, : 20 min). L'intérét est d’autant plus
grand que celui-ci est couramment utilisé comme radio-
isotope pour marquer des molécules en TEP. Ce travail a
été effectué en collaboration avec Fabien Caillé du Service
hospitalier Fréderic Joliot d'Orsay (SHFJ, CEA).

Si le concept d'échange isotopique proton/deutérium ou
proton/tritium fait partie depuis longtemps des outils permet-
tant d'obtenir des molécules marquées, il n‘a été introduit
que trés récemment pour le marquage par les isotopes du
carbone. Ce nest pas sans raison : ce concept implique que
dans la méme opération chimique, une liaison C-C soit
rompue et une nouvelle créée. Le colt énergétique nécessaire
a une telle opération chimique est trés important. Néanmoins,
ce concept a vu tres récemment le jour et est devenu en
seulement deux ans l'une des approches les plus attractives
et efficaces pour le marquage d’acides carboxyliques.

Dans ce cadre, nous avons démontré récemment, en colla-
boration avec lI'équipe de Thibault Cantat (IRAMIS, CEA),
un premier exemple d’échange isotopique carbone 12/
carbone 13 ou carbone 12/carbone 14 [14]. Cette méthodolo-
gie de marquage s'applique sur des sels de carboxylates de
césium (hétéro)aromatiques en présence d'un catalyseur au
cuivre et de [13C]C02 ou [14C]C02 comme source isotopique.
Cette transformation, qui se base sur un couplage décarboxy-
latif suivi d'une étape de carboxylation, a permis de marquer
une librairie de substrats, incluant des médicaments. Par
rapport a I'état de I'art, cela représente une avancée notable,
en évitant des radiosynthéses multi-étapes chronophages
tout en réduisant la génération de déchets radioactifs. Le
marquage de la fluméquine, un antibiotique de la classe des
quinolones, illustre bien ce propos: cette molécule, précé-
demment marquée par le carbone 14 en dix étapes a partir
du [14C]C02, a pu étre obtenue en une seule étape avec cette
nouvelle méthode (figure A3 en annexe*).

Si cette stratégie d’échange isotopique par le carbone n’avait
pas été explorée avant cette étude, deux autres approches
complémentaires ont vu le jour par la suite en seulement
quelques mois. Le groupe de Phil Baran en collaboration avec
les laboratoires Bristol-Myers Squibb et celui de Ruben Martin
en collaboration avec notre service au CEA ont décrit un
échange isotopique d’acides carboxyliques en présence de
nickel et [1*C]CO, [15]. Méme s'il est alors nécessaire d’opérer
une étape supplémentaire d’activation de l'acide (en ester
NHP), ces nouvelles méthodologies permettent un marquage
direct d'acides carboxyliques aliphatiques (figure A4a en
annexe¥).

Les laboratoires Merck ont également proposé un échange
isotopique innovant, en utilisant le monoxyde de carbone
comme source isotopique [16]. Cette transformation, qui est
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Figure 6 - Marquage deutérium et tritium de nanodiamants et utilisation du double marquage 14¢ et 3H pour étudier le mécanisme d'action de nanomédicaments.

catalysée par le palladium, a montré une étendue réaction-
nelle impressionnante avec de bons enrichissements isoto-
piques et permet de plus le marquage de chlorures d’acides
aliphatiques aussi bien qu’aromatiques (figure A4b*). Seul
probléme, le ['#C]CO est une molécule radioactive peu stable,
qui se dégrade rapidement par radiolyse, et qui par consé-
qguent doit étre fraichement générée avant chaque utilisation.

Etude du devenir in vivo
des nanoparticules radiomarquées

Le marquage radioactif ne sert pas qu’a suivre des molécules
invivo; il peut également servir de traceur pour des nanopar-
ticules, dans le but notamment d’étudier leur impact sur la
santé et I'environnement. La question de cet impact s’est
particulierement posée deés le début des années 2000 dans
le cas des nanotubes de carbone, nanoparticules fibrilleuses
entierement constituées de carbone, dont la similarité
morphologique avec I'amiante était porteuse de beaucoup
d’angoisses. C'est ainsi qu’en association étroite avec les
équipes de Martine Mayne et Mathieu Pinault (IRAMIS/CEA),
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nos équipes ont pu, pour la premiere fois, marquer au
carbone 14 les acides carboxyliques présents sur la structure
des nanotubes de carbone [17]. Quelques années plus
tard, toujours grace aux procédés développés par I'IRAMIS,
notre équipe a pu synthétiser des nanotubes a partir du
['Cl-benzéne, contenant un grand nombre d’atomes de
carbone 14, ce qui a permis leur détection avec une tres
grande sensibilité [18] (figure 5). Grace a ces nanotubes
radiomarqués, I'équipe de Vincent Dive (SIMOs/CEA) a pu
déterminer la pharmacocinétique de ces nanoparticules
chez I'animal aprés contamination pulmonaire. Les résultats
ont ainsi démontré une forte biopersistance des nanotubes,
une tres faible élimination et une translocation lente des
poumons vers des organes périphériques, en particulier la
rate et le foie, pouvant atteindre jusqu’a la moelle osseuse
(figure 5).

Les nanoparticules hydrogénées constituent quant a elles
une classe importante de nanomatériaux et sont impliquées
dans des domaines aussi variés que la catalyse, I'énergie et la
santé. Dans le cadre d'une étude menée au sein de nos labora-
toires (figure 6), de nouvelles conditions expérimentales pour
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la syntheése de nanodiamants deutérés et tritiés ont pu étre
développées [19]. Les isotopes introduits ont permis de carac-
tériser de maniére fine la surface de ces nanomatériaux en
combinant les analyses RMN 3y, Raman, DLS et FTIR (spectros-
copie infrarouge a transformée de Fourier). En effet, il est
possible par exemple d'utiliser la fréquence de vibration
moins élevée de la liaison C-D par rapport a la liaison C-H
(environ 800 cm™' d'écart pour une liaison C-H alkyle) pour
identifier les liaisons C-H provenant du nanodiamant natif et
celles introduites par le processus de recuit thermique. Le
marquage tritium a permis quant a lui d’étudier leur distribu-
tion tissulaire, élimination et efficacité en tant que nanovec-
teurs de principe actif (siRNA) dans le cadre du traitement
potentiel du sarcome d’Ewing avec des résultats prometteurs
[20].

Dans le cadre d’un projet porté par Patrick Couvreur (Univer-
sité Paris-Saclay) visant a [l'utilisation de l'assemblage de
terpénoides pour assurer le transport et la délivrance contré-
Iée de substances actives, diverses synthéses de bioconjugués
squaléniques radiomarqués par le tritium et le carbone 14 ont
été entreprises. Les nanoparticules, formées par nanoprécipi-
tation (figure 6), possédent un fort potentiel d'application
dans le cadre du traitement de nombreuses maladies. Les
particules d’adénosine squaléne (AdSQ) ont démontré une
efficacité thérapeutique pour la réparation de Iésions post-
attaques cérébrales ou de la moelle épiniere [21]. Le
marquage de ces molécules a permis a I'équipe de Patrick
Couvreur d'étudier notamment la biodistribution de la partie
squalénique marquée au '*C et du principe actif marqué au
tritium aprés injection en intraveineuse chez la souris [21a-b]
et de mieux comprendre leur mécanisme d’action [21c].
Les particules de gemcitabine squaléne sont quant a elles
efficaces en tant qu'agents anticancéreux. Le marquage
tritum a notamment permis de contribuer a mettre en
évidence l'interaction de ce type de dérivés squaléniques
avec des lipoprotéines [22].

Quid du devenir in vivo ?

Le marquage isotopique représente un enjeu important dans
la recherche liée a la santé, que ce soit en milieu académique
ou industriel. Les isotopes de I'hydrogéene et du carbone
jouent un role fondamental pour I'étude des propriétés
pharmacocinétiques et pharmacodynamiques des candidats
médicaments, mais pas seulement. En effet, le développe-
ment de nouvelles méthodologies de marquage innovantes
et efficaces, comme I'utilisation de nanoparticules de ruthé-
nium pour l'incorporation sélective de deutérium/tritium, ou
encore 'utilisation de CO, et de CO marqués aux carbones 11
et 14 pour la synthése et le marquage de molécules d'intérét,
contribuent au renforcement de l'innovation thérapeutique
sur la scéne mondiale. Le marquage de nanomatériaux tels
que les nanodiamants, les nanotubes ou le graphene, mais
également de nanoparticules dans le cadre du projet ITER,
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permettant I'étude de leur devenir in vivo, participent égale-
ment a I'évaluation de leur impact qui pose encore beaucoup
de questions en termes de santé publique, dans un contexte
ou leur commercialisation et utilisation deviennent réalité.
Nous assistons donc clairement aujourd’hui a la renaissance
d'un pan primordial de la chimie, et son utilisation pourrait
avoir un impact important et positif sur le plan humain, indus-
triel et social.

* Annexe téléchargeable librement sur le site www.lactualitechimique.org a partir de la page
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radiochimie et chimie sous rayonnement
autres utilisations

Compléments a I'article « Marquage isotopique des médicaments et des nanoparticules »,
S. Feuillastre et coll. (L’Act. Chim., 2021, 460-461, p. 137)

Figure A1
Marquage de thioéthers a I'aide de Ru/C et d’anilines catalysé par des particules d'iridium (IrNp).
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Figure A2

Marquage au carbone d’'urées en une étape a partir du [13C]C02, [14C]C02 et[' 1C]COZ. * = conversion radiochimique.
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Figure A3

Marquage au carbone 14 d’acides carboxyliques a partir du [13C]C02 et [14C]C02 par échange isotopique.
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Marquage au carbone 14 d’acides carboxyliques par échange isotopique a partir du [14C]C02 (a) etdu [14C]CO (b).
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