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Titre : Evaluation de ligands pour I'imagerie moléc ulaire de
la néoangiogenése tumorale

Résumé :

La néoangiogenese tumorale est un élément pronostique de I'évolution de nombreux
cancers. L'intégrine a3 ainsi que la métalloprotéase matricielle 9 (MMP-9), sont des
marqueurs de ce processus. Leur ciblage offre la perspective d’'une information
diagnostique pour la détection précoce, I'évaluation de I'agressivité de pathologies et
la sélection de patients répondeurs aux nouvelles thérapies anti-angiogéniques.
Dans ce contexte, notre travail s'attéle a mettre au point les techniques nécessaires
a la caractérisation de radiotraceurs. Des modéles de tumeurs richement
néovascularisées ont été sélectionnés : le mélanome malin et le gliome malin. Nous
nous sommes dans un premier temps intéressés a la détection de l'intégrine o,f33. Un
traceur technétié, le **™Tc-DTPA-bis-c(RGDfK) a servi de support & la validation de
nos techniques d’analyse. Cette méthodologie d’évaluation a ensuite été adaptée a
des projets collaboratifs. L'étude du ‘F-ribofuranose-RGD est réalisée avec le
Centre de Recherche en Cancérologie de Toulouse (INSERM UMR 1037) et I'Institut
des Sciences Moléculaires (CNRS UMR 5255). Un radioligands de la MMP-9, I"'*In-
DOTA-F3B, fait I'objet d’'un partenariat avec 'ARNA (ARN : Régulations Naturelle et
Artificielle, INSERM UMR 869) et l'Institut Lumiere Matiere (CNRS UMR 5306). Le
composeé technétié a démontré une bonne affinité et spécificité pour a,f3. In vivo,
chez I'animal, les radioligands technétiés et fluorés ont permis lidentification de
tumeurs oyf; positives. L In-DOTA-F3B a, quant & lui, permis la visualisation de
tumeurs chez I'animal et sur coupes tissulaires. Ces traceurs constituent une piste
intéressante pour I'imagerie de la néoangiogenése tumorale.

Mots clés : Tomographie par émission de positons, tomographie par émission
monophotonique, *™Tc-DTPA-bis-c(RGDfK), ®F-ribofuranose-RGD, 'In-DOTA-
F3B, néoangiogenése, intégrine a,Bs3, métalloprotéase matricielle 9, gliome,
mélanome.




Title : Evaluation of tracers for molecular imaging of tumor
neoangiogenesis

Abstract :

Tumor neoangiogenesis is a predictive element of the evolution of numerous
cancers. 0,3 integrin and matrix metalloprotease 9 (MMP-9) are markers of tumor
neoangiogenesis. Their targeting appears of great interest either for early detection,
aggressiveness staging of the disease or for selection of responders to new-targeted
therapies. In this context, our objective is to develop methodologies needed for
radiotracers characterization. Tracers have been investigated in different tumor
models for which vascularization is very important: melanoma and glioma. First of all
9MTc-DTPA-bis-c(RGDfK) has been assessed in our laboratory and helped us to
develop analytical methods. These methodologies were used in different partnership,
the evaluation of *®F-ribofuranose-RGD targeting a,fs with INSERM UMR 1037 and
CNRS UMR 5255, and ''In-DOTA-F3B for molecular imaging of MMP-9 with
INSERM UMR 869 and CNRS UMR 5306.The technetium peptide has demonstrated
good affinity and specificity for a,3. In vivo analysis in mice showed that both tracers
were able to identify some ayfs-positive tumors. **!In-DOTA-F3B allowed us to detect
hMMP-9 positive tumors in mice and in tumor tissue sections. In conclusion, these
tracers still require to be investigated but represent promising tracers for tumor
neoangiogenesis.

Keywords . Positron emission tomography, single photon emission computed
tomography, integrin a,Bs, **"Tc-DTPA-bis-c(RGDfK), *®F-ribofuranose-RGD, **!In-
DOTA-F3B, Matrix metalloprotease 9, neoangiogenesis, glioma, melanoma
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PB : Proteolytic Beacon

PEG : PolyEthyléne Glycol

PBS : Phosphate buffer saline (Tampon phosphate sal

PD-1 : Programmed Death-1

PDGF : Platelet Derived Growth Factor

PDGFRa et : Platelet Derived Growth Factor Recepicet 3

PIGF : Placenta Growth Factor

PRC : Pureté RadioChimique

QD : Quantum Dots

RAFT : Regioselectivity Addressable FunctionaliZeanplate

RET : REarranged during Transfection

RGD : Séquence Arginine-Glycine-Acide Aspartique

RMN : Résonnance Magnétique Nucléaire

ROI : Regions Of Interests

Rpm : Rotation par minute

RPMI : Roswell Park Memorial Institute

SCF : Stem Cell Factor

SCN-Bz-NOTA : Acide isothiocyanatobenzyl-1,4,7-na@yclononane-1,4,7-triacetique
SDF1 : Stroma cell Derived Factor 1

SELEX : Systematic Evolution of Ligands by EXponahénrichment
SPIO : Super Paramagnetic Iron Oxide
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Src : Sarcoma, proto-oncogene tyrosine-proteinddarsac

SSM : Superficial Spreading Melanoma (Mélanometaresion superficielle)
SVF : Sérum de Veau Fcetal

99MT¢ : Technétium 99 métastable

TDM : TomoDensitoMétrie

TEL : Transfert d’Energie Linéique

TEMP : Tomographie par Emission MonoPhotonique

TEP : Tomographie par Emission de Positons

TGF4 : Transforming Growth Factdg-

TIE : Tunical Internal Endothelial

TIMP : Tissue inhibitors of metalloproteases

TNF : Tumor Necrosis Factor

TNM : Tumor, Nodes, Metastasis (Tumeur primitivanglions lymphatiques voisins,
métastases)

TP53 : Tumor Protein 53

TRAP : TRiAzacyclononane-Phosphinate

UV : UltraViolet

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor

VEGFR : Vascular Endothelial Growth Factor Receptor

VHL : Von Hippel-Lindau
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L’essor des thérapies ciblées en oncologie coraw@hvisager une prise en charge
médicale personnalisée des patients. En effet,nugideure compréhension des processus
tumoraux a permis d’identifier de nouvelles ciblesléculaires a l'origine de nouvelles
thérapies. La substitution ou I'association de tbésapies ciblées aux traitements classiques
nécessite le développement de techniques d'imagpéeifigues afin de sélectionner les
patients potentiellement répondeurs, de déternténgose optimale a administrer ou d’assurer
leur suivi thérapeutique. Cette démarche pourralgiog a une prise en charge thérapeutique
plus adaptée et a une meilleure gestion du colpde®logies cancéreuses [1]. L'imagerie
moléculaire s’avere I'examen complémentaire dexclpoiur satisfaire a ces objectifs. Parmi
les processus a étudier, la néoangiogenese tumesalen des éléments pronostiques de
I'évolution de nombreux cancers. Son imagerie essiasusceptible de diagnostiquer la
maladie a un stade précoce. En outre, agir en ptiévede la formation de néovaisseaux

pourrait réduire la croissance tumorale et limst@n potentiel métastatique [2].

Les cellules endothéliales des néovaisseaux tumprenais aussi des cellules
tumorales surexpriment des marqueurs spécifiqguéds déoangiogenese tumorale tels gu’une
molécule d’adhésion, I'intégrine, s, qui reconnait les peptides possédant le motif RGD
Arg-Gly-Asp-). Cette molécule une fois activée p#es ligands endogénes entraine la
migration de la cellule endothéliale, inhibe soro@pse et favorise les interactions entre
cellules et matrice extracellulaire [3]. Linhitbth de cette intégrinevia ['action
d’antagonistes de la séquence RGD constitue uneetieustratégie thérapeutique des
pathologies cancéreuses [4]. Différents traceutsaorsi vu le jour, tels que fEF-Galacto-
RGD pour la tomographie par émission de positofEP{Tet 1e*™Tc-HYNIC-RGD pour la

tomographie par émission monophotonique (TEMP) [5].

D’autres mécanismes impliqgués dans I'envahissenigsilaire ont été explorés. La
surexpression des métalloprotéases de la matriceacekulaire (MMP) engendre la
dégradation des composants de cette matrice aigava migration cellulaire. Deux enzymes
sont plus particulierement impliguées lors de lagrddation de la matrice facilitant la
néoangiogenése et la formation de métastasesagit sles MMP-2 et MMP-9, aussi appelées
gélatinases. Ces MMP constituent une alternati¢eagfeutique intéressante, et leur ciblage

pourrait renseigner quant a I'envahissement tunjér&].

Certains modeles de tumeurs sont richement « néohases », c’'est notamment le

cas du mélanome malin et du gliome malin. Malgé¥dlution de l'arsenal thérapeutique
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(chirurgie, chimiothérapie, radiothérapie), ceshphliigies demeurent bien souvent fatales. La
néoangiogenése y joue un rdle fondamental, tané tkarcroissance tumorale, que dans le
processus métastatique. Les gliomes malins foniepdes tumeurs les plus vascularisées. La
densité microvasculaire est un facteur pronostiqueortant pour ces pathologies. Quant au
mélanome malin, une détection précoce est crup@le la prise en charge thérapeutique. De
plus, les techniques d’'imageries conventionnellEagnt a fournir des informations précises
sur l'efficacité des thérapeutiques. De fait deveawx outils sont nécessaires. L'imagerie
moléculaire proposée par la médecine nucléairena gour but de caractériser les tumeurs

solides afin d’obtenir les informations nécessaérés prise en charge adéquate des patients.

Dans ce contexte, I'objectif de notre thése estdtre au point I'ensemble des

techniques nécessaire au développement et la tratidie radiotraceurs.

Pour des raisons de radioprotection et de dispdgilen radionucléide, nous nous
sommes initialement intéressés & un traceur teiéhiét**"Tc-DTPA-bis-c(RGDfK) a donc
été élaboré au sein de notre laboratoire pourveldppement des procédés d’'analyse et pour

'imagerie moléculaire de I'intégrine, 3.

Notre méthodologie d’évaluation a ensuite été pasde pour la caractérisation de
nouveaux traceurs de la néoangiogenese tumorake ldanadre de projets de recherche
collaboratifs. Le ribofuranose-RGD a été synthé#sésein de I'équipe du Professeur Eric
Fouquet (Institut des Sciences Moléculaires, CNRERUb255). Suite a son radiomarquage
avec le fluor 18 au sein de notre laboratoire utiét de ce traceur chez le petit animal lors
d'imagerie non invasive corps entier, a été praqen collaboration avec le Centre de
Recherche en Cancérologie de Toulouse (INSERM UNMI&7L Dans un second temps, un
nouveau traceur de la MMP-9in-DOTA-F3B, a été élaboré & base d’aptaméres par
'équipe du Professeur Jean-Jacques Toulmé (FARMMRN : Régulations Naturelle et
Artificielle), INSERM UMR 869) et radiomarqué enrpenariat avec I'équipe du Professeur
Marc Janier (Institut Lumiere Matiere, CNRS UMR 6530

Ainsi, notre travail de thése s’est articulé autaler trois traceurs, deux ciblant
l'intégrine a,B3, un pour I'imagerie de la MMP-9, et ce dans deamdines de I'oncologie

gue sont le gliome et le mélanome malin.

Ce projet s’est tout d'abord focalisé suP{€Tc-DTPA-bis-c(RGDfK) pour son étude

et la validation des techniques :
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- La mise au point et I'optimisation du radiomarquatge la purification et du
contrble de peptides d’intérét.

- La validation de modéles cellulaires et tissulaieegrimant lintégrineo,ps
respectivement par immunocytochimie et immunohlstoce.

- La détermination des propriétés pharmacocinétigieesaceurs et la validatiax
vivo de traceurs pour la visualisation des récepteyfis sur coupes de tissus
humains et cultures cellulaires.

- Lavalidation préclinique chez le petit animal

o Imagerie TEMP
0 Biodistribution

Certaines de ces méthodes d’analyse ont ensuitadéfgtées pour I'étude diF-

ribofuranose-RGD et enfin de'tin-DOTA-F3B.
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Dans un premier temps, nous développerons les mséoas de néoangiogenése
impliqués dans le processus oncologique et les litnéslal'imagerie disponibles, en nous
attardant sur les deux cibles concernées par tr@tvail, principalement l'intégrine,f; et

également la MMP-9. Puis les modéles tumoraux ésusieront discutés.

1. L’angiogenese

1.1. Physiologie de 'angiogenése

L’angiogenése ou néovascularisation correspond afofanation de nouveaux
vaisseaux sanguins a partir d'un réseau préexis@mtphénomene est susceptible de se
produire lors d’événements variés de la vie comors de I'embryogenese, du cycle
menstruel féminin, ou lors de la cicatrisation tissus [10]. L’angiogenése peut également
jouer un réle lors de différents processus pathiqlags, tels que la rétinopathie diabétique,
linflammation chronique, le développement tumoedl la formation de métastases. Les
mécanismes de [l'angiogenése sont divers. L'angiggenpeut étre issue d'un
bourgeonnement. Celui-ci est initié par un grademtfacteurs angiogenes diffusibles, tels
gue le VEGF (Vascular Endothelial Growth FactoB¢rété en abondance par les cellules
tumorales. Lors de ce processus, on distingue d&apes, tout d’abord une phase

d’activation, suivie par une phase de maturatighlB
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Figure 1 : Les principales étapes de I'angiogenése

d’apres Sancey, L. Evaluation d'un radioligand detdgrine o,f3 (RAFT-RGD) pour I'imagerie
moléculaire de l'angiogenése tumorale. Doctorati&diologique et Médical. Université Joseph
Fourier Grenoble ; 1 juin 2006.

1.1.1. La phase d’activation

Le vaisseau sanguin est constitué de cellules kélilles quiescentes qui forment une
monocouche délimitant la lumiére ou circule le sa@gs cellules sont recouvertes d’'une
membrane basale et entourées d’'une matrice extriaded contenant notamment les cellules

musculaires lisses.

L’hypoxie est & I'origine d’'une activation des ciédls endothéliales qui sécrétent alors
du VEGF et de I'angiopoiétine Eifure 1). Cette initiation de la réponse angiogéniquessou
I'effet des facteurs sécrétés, se caractérise paaugmentation de la perméabilité vasculaire
et I'affaiblissement des jonctions intercellulairésn stimulus angiogénique, sous la forme
d'un gradient de VEGF génere une réponse hiérareh&si sein de laquelle les cellules
endothéliales se mettent en mouvement progressiverees la source de facteur angiogene.
Dans un premier temps, il se produit un détachemestcellules endothéliales vis-a-vis des
péricytes, ainsi que la sélection d'une cellulenpiére (tip-cell). Cette cellule oriente la

migration au sein de la matrice extracellulairesvier source de VEGF, tout en émettant des
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filopodes. Un second type cellulaire intervientsamin du bourgeon endothélial, il s’agit de
cellules tiges (stalk cell). Ces cellules se dinissans émission de filopodes, sous I'effet du
VEGF, et permettent I'allongement progressif durgeon [12,13].

En paralléle, les métalloprotéases assurent laudgisin locale de la lamina et de la
matrice extracellulaire afin de dégager I'espaceesgaire a la migration cellulaire, et de
libérer les facteurs de croissance stockés dansatace (VEGF, Fibroblast Growth Factor
FGF...).

D’autre part, les cellules impliquées exprimentndgltiples protéines d’adhésion, le
facteur von Willebrand, la fibrine, la fibronectie¢ les intégrines dont l'intégringfs. Suite
a l'activation des cellules endothéliales, le veéas initial subit divers changements
morphologiques. Ce vaisseau s’élargit afin de poudonner naissance a des capillaires et
veinules. Il développe une double paroi épaisseetlales endothéliales avec une diminution
du nombre et un détachement des péricytes, et égradhtion de la membrane basale. Ceci
conduit a l'obtention d'une structure hyperperméabhvec un nombre important de

fenestrations.

Cette premiére phase aboutit donc a une dilatatioicrovasculaire, une

hyperperméabilité, des dépbts de fibrine extravages et des oedemes.

Le systeme Notch/DII4 contrdle la spécificationldelre et régule la ramification
vasculaire. La cellule pionniere, stimulée par EGF, surexprime DIl4. Ce dernier se lie aux
récepteurs Notch de la cellule tige et réprimesalexpression de VEGFR-2 a sa surface. En
conséquence, la réponse migratoire diminue, ektlale tige s’engage dans une réponse

mitogene [13].

Lorsque deux cellules pionnieres se rencontretes edtablissent une jonction qui
conduit a la création d’'une nouvelle anastomoseawasculaire. La formation d’'une lumiére
vasculaire fait appel a la fusion de vacuoles gaialaires, puis intercellulaires, et requiert
l'intervention de glycoprotéines telles que la gtilee-2 et la VE-cadhérine [12].

De nombreux facteurs sont produits par les celleledothéliales en multiplication :
IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1), bFGF (basibféblast Growth Factor), des cytokines
telles que les interleukines IL-1, IL-6, IL-8 et@&M-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony

Stimulating Factor).
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1.1.2. La phase de maturation

Dans un second temps, le néovaisseau est stgdisé&laboration d’'une membrane
basale, et d’une couverture péricytaire et musauldour cela, les cellules endothéliales
sécretent des facteurs de maturation (PPGRlatelet Derived Growth Factor), TG¥F-
(Transforming Growth Factop), angiopoiétine). Ces facteurs assurent le remrene des
progéniteurs mésenchymateux, ils induisent ledémdinhciation en péricytes, et stimulent la

synthése d’une matrice extracellulaire autour deseau nouvellement formé.

Les péricytes au contact direct des cellules erdiates, ainsi que les cellules

musculaires lisses au contact de la membrane deseaax sont appelés cellules murales.

La différenciation artério-veineuse nécessite dmention de ligands
transmembranaires Ephrin-B2 (orientant vers laédifficiation artérielle) et Ephrin-B4

(orientant vers la différenciation veineuse) [14].

D’autres interactions jouent un role fondamental caurs de ce processus, c'est
notamment le cas de [linteraction Ang-1/TIE-2, qoermet la formation de tubules
vasculaires, la survie des cellules endothéliakdsla sécrétion de PDGF et d’autres
chémokines impliquées dans le recrutement de esllomusculaires lisses et de péricytes.
L’interaction entre ces différents composants dasseaux conduit a la sécrétion de T&GF-

un inhibiteur endogéne de I'angiogenése, et dobitccel processus.

Une fois stabilisé, le néovaisseau entre en quiesceet, chez l'adulte, reste
remarquablement stable. La cellule endothélialespgnte ne se renouvelle que tous les 2 ou
3 ans.

1.2. Au niveau tumoral

La transformation du processus normal en une fooaecéreuse repose sur un
minimum de six altérations : immortalité cellulapar inhibition de I'apoptose, indépendance
vis-a-vis de l'ancrage, de méme que vis-a-vis dgmasix de prolifération, perte de

I'inhibition de contact, acquisition d’'un pouvomiasif, et capacité a induire I'angiogenese.

Concernant I'évolution tumorale, deux périodes sodistinguer. D’'une part, lorsque

la tumeur est de trés petite taille, celle-ci deraeguiescente ou croit lentement grace a la
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diffusion passive d’oxygeéne et de nutriments. Cptemiere phase de développement limité
peut durer quelques mois a plusieurs années. Lauumeut alors infiltrer les vaisseaux
existants pour €laborer une mosaique vasculaire fdiun « mélange » de cellules
endothéliales et de cellules tumorales infiltréms,parle de « cooption de vaisseaux ». Ce
phénomene permet d’alimenter la périphérie tumolads cellules cancéreuses utilisent leur
capacité a dégrader et remodeler localement laicaatxtracellulaire. Ceci leur permet de
proliférer de maniére anarchique et de profiter dasseaux sanguins les plus proches.
Lorsque la masse tumorale atteint quelques milliesétube (1 & 3 mi) les phénoménes de
diffusion passive ne sont plus suffisants pour aliter la tumeur en oxygéne et en
nutriments, ainsi que pour I'élimination des désh@our que la croissance tumorale puisse se
poursuivre, il est alors nécessaire qu’'un réseaguwa se développe autour d’elle. Donc, a
partir de cette taille, le centre de la tumeur dewvihypoxique et commence a produire des
facteurs comme le facteur inductible par I'hypofiiF). Ce facteur est étroitement lié a la
pression partielle intracellulaire en oxygene, ebduit a I'expression de nombreux géenes
dont celui du VEGF. Ce phénomene est au cceur deetgence d’'une néovascularisation
nécessaire a la croissance tumorale, c’'est le Bwargiogénique [15]. Cette étape est
indispensable a la transformation d’'une tumeur sp@ete en une forme agressive, et
s’accompagne d'un déséquilibre entre les proces$astivation et d’inhibition de
'angiogenése [16]. De nombreux facteurs pro-angidgues sont alors sécrétés (VEGF,
PDGF, FGF, TGH, TNF-a, Tumor Necrosis Factor alpha) et des facteursaargiogéniques

circulants sont inhibés (thrombospondine...).

Un nouveau réseau vasculaire se met en place #bleotiapport en oxygene et en
nutriments essentiels a la survie et a la prolif@nacellulaires, ainsi qu’a I'élimination des
déchets toxiques. Il augmente aussi la fuite ddhiles tumorales vers le systeme
lymphatique et vers la circulation sanguine, fasant la survenue de métastases mais aussi
'envahissement de la tumeur par des leucocytes. dedlules de I'immunité favorisent le
processus inflammatoire et la croissance tumorde. effet, en plus de [I'’hypoxie,
linflammation mais aussi I'acidose peuvent amplifla néoangiogenése tumorale, la survie

et la croissance des cellules tumorales, ainslepemigration hors de la tumeur.

Au final, l'angiogenése tumorale aboutit a un résefnctionnellement et
structurellement anormal en remodelage constatd@rnaint des phases de croissance et de
régression. Ce réseau est désorganisé, anarchigusable. Le recrutement des péricytes y

est incomplet, et la perméabilité capillaire accr@eci conduit a la formation de lacs
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vasculaires, d’hémorragies et au passage de licqplamatique vers le secteur interstitiel.
Des shunts artério-veineux sont susceptibles daldié ce qui concoure a I'obtention d’'un
flux sanguin irrégulier, non contrdlé par les agerdso-actifs. Le diametre des vaisseaux est
inégal et irregulier en fonction de la compressdm la paroi immature par les cellules
tumorales adjacentes. Au sein de la tumeur, lekilegl endothéliales sont également
hétérogénes, certaines sont immatures, actives gtraifération, alors que d’autres sont

guiescentes voire méme entrent en apoptose.

Ces structures anormales génerent également desabe® fonctionnelles. En effet,
une hétérogenéité des flux sanguin et lymphatigiéd d'origine d’'une distribution variable

des nutriments et des drogues, limitant par asl¢action des cytotoxiques [17,18].

Le micro-environnement tumoral n’échappe pas a pedurbations. La fibrose
interstitielle et la contraction de la matrice extllulaire interstitielle intratumorale, de méme
gue la vascularisation chaotique et la perméabditérue favorisent une élévation de la

pression interstitielle, une diminution de la pressartérielle en oxygéne et une acidose.

D’autres mécanismes sont mis en jeu et concourdamtvascularisation des tumeurs.
La tumeur peut, en effet, coopter les vaisseauiguant le tissu sain avoisinant. La
néoangiogenése peut aussi impliquer la participatie cellules souches médullaires. Des
précurseurs circulants, tels que des cellules étales, sont recrutés et peuvent participer a
I'élaboration de nouveaux vaisseaux. La formatiencds vaisseaux peut étre la résultante
d’'une scission de vaisseaux existants, on parks dlane intussusception. Il peut aussi s’agir
d’'une prolifération de cellules endothéliales aim sk la lumiere vasculaire aboutissant a la

création de canaux distincts, c’est la septation.

Le réseau lymphatique mis en place autour de l@durdraine le liquide interstitiel
intratumoral, mais est également susceptible decuién les cellules cancéreuses et favoriser

leurs disséminations métastatiques.

Enfin, des pseudo-vaisseaux peuvent se former tartameur par « mimeétisme
vasculaire ». La bordure vasculaire est alors dolst, non pas de cellules endothéliales,

mais de cellules tumorales [19].

Le pronostic d’'un cancer est dépendant de la tddléa tumeur et de I'envahissement
des organes voisins (T), de l'atteinte gangliommairédiastinale (N), et de la présence de

métastases (M). Ces parameétres définissent le stadeancer (classification TNM). La
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présence d’une atteinte ganglionnaire et de méestst un facteur de mauvais pronostic, or

'angiogenése les favorise.

De nombreux états pathologiqgues sont caractérisgs yme stimulation de
'angiogenése. C’est notamment le cas du psoridsifa resténose (aprés angioplastie et pose
de stent, réle notamment de la néoangiogeneses ehderophages de la paroi vasculaire dans
le processus inflammatoire favorisant la resténase)arthrite rhumatoide, de la rétinopathie

diabétique, et de la croissance tumorale [20].

1.3. Les facteurs angiogéniques

L’angiogenése met en jeu tout un éventail de fastetgégulateurs positifs (VEGF,
intégrines, etc...) ou négatifs (angiostatine, eratost, thrombospondine, etc...). Tous sont

des cibles thérapeutiques faisant actuellemenjeliae développements pharmacologiques.

1.3.1. Le facteur de croissance de I'endothélium vascal@MEGF)

Le VEGF est une glycoprotéine de 45 kDa codée pargéne localisé sur le
chromosome 6 (6p21). Il appartient a une famillecta protéines homologues : VEGF
(VEGF-A), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D et PIGF (Place@aowth Factor). Certains agissent
préférentiellement sur I'endothélium sanguin, c’lesttas de VEGF-A, VEGF-B, et PIGF,
alors que VEGF-C et VEGF-D présentent une spémficiaction pour I'endothélium
lymphatique [21].

Le VEGF (VEGF-A) est un dimére constitué de 2 gpmieines présentant 7
isoformes homodimériques. Parmi celles-ci, VE£Est soluble, VEGfgs est sécrété alors

gue VEGhgg et VEGRs restent localisés dans la matrice extracellulaire.

L’expression de VEGF dans la tumeur peut étre $émpar des facteurs génétiques,
tels que I'activation d’oncogénes (sarcor8&G ou l'inactivation de genes suppresseurs de
tumeur (Tumor Protein 53/P53 et von Hippel-LindauyHL). Toutefois, la synthése de ce
facteur repose surtout sur des facteurs environneme: un pH bas, des cytokines
inflammatoires (IL-6), des facteurs de croissant#GF), des hormones sexuelles

(androgénes et estrogénes), et des chémokinesmgtoell Derived Factor 1, SDF1).
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L’hypoxie demeure le principal élément déclencHarproduction de VEGF par les cellules

tumorales [22].

Le VEGF intervient de maniére directe et dose-ddaete sur I'angiogenese. Il se lie
avec les récepteurs a activité tyrosine-kinase VEGFVEGFR-2 et VEGFR-3 (Vascular
Endothelial Growth Factor Receptors, encodés pgete Fms-Like Tyrosine kingseLT1,
Kinase insert Domain Recept&DR et FLT4 respectivement). Cette interaction induit la
différenciation et la prolifération des cellulesdethéliales, ainsi que leur migration lors de

I'’élaboration des néovaisseaux.

Le VEGF augmente la permeéabilité vasculaire. Il droh & la production de
monoxyde d’azote, et a I'expression de moléculemdhitsion a la surface des cellules
(intégrines). Il induit I'activation de deux systesnde protéases : le systeme activateur du
plasminogene et celui des métalloprotéases de tacmd.e VEGF peut aussi inhiber les
cellules dendritiques présentatrices de I'antigese, mobilisant les macrophages et les
cellules progénitrices des cellules endothélialésensemble de ces actions favorise la
néoangiogenése et la formation d'un micro-enviromerg favorable a la croissance des

cellules tumorales [23].

1.3.2. Les intégrines

I Collagen receptors l Leukocyte-specific

receptors

receptors Laminin receptors

Figure 2 : Schéma des différentes sous-unitéset p des intégrines
d’apres Hynes RO. Integrins : bidirectional, akogt signaling machine<ell, 20 :110(6) :673-87,

2002.
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Les intégrines sont une famille de récepteurs béiéreriques de 200 a 350 kDa [24].
Il s’agit de glycoprotéines transmembranaires d¢tueds d’'une sous-unité alpha et d'une
sous-unité beta. On dénombre 24 intégrines diftéserésultant des différentes associations

possibles entre 18 sous-unités alpha et 8 souésunéta [24,25]Higure 2).

Table 1. Integrin Gene Knockout Phenotypes

al V,F No immediately obvious developmental defects, reduced tumor Gardner et al., 1996; Pozzi
vascularization et al., 2000, 2002
a2 V, F Few immediately obvious developmental defects, delayed platelet Holtkotter et al., 2002; Chen
aggregation and reduced binding to monomeric collagen, et al., 2002
reduced mammary gland branching
a3 P Kidney tubule defects, reduced branching morphogenesis in lungs, Kriedberg et al., 1996;
mild skin blistering, lamination defects in neocortex DiPersio et al., 1997;
Anton et al., 1999
od E11/14 Defects in placenta (chorioallantoic fusion defect) and heart Yang et al., 1995; Arroyo et
(epicardium, coronary vessels). Chimeras show defects in al., 1996, 1999
hematopoiesis.
ab5 E10-11 Defects in mesoderm (posterior somites) and vascular development, Yang et al., 1993; Goh et al.,
neural crest apoptosis. Chimeras show muscular dystrophy 1997; Taverna et al.,
1998
ab® P Severe skin blistering, other epithelial tissues also defective. Georges-Labouesse et al.,
Lamination defects in cortex and retina. 1996, 1998
o? V,F Muscular dystrophy, defective myotendinous junctions Mayer et al., 1997
a8 P Small or absent kidneys, inner ear hair cell defects Muller et al., 1997;
Littlewood Evans et al.,
2000
o9 Vv Die within 10 days of birth, chylothorax due to lymphatic duct defect Huang et al., 2000
al10 Not reported
all Not reported
av E10/P Two classes: embryonic lethality due to placental defects, perinatal Bader et al., 1998; McCarty
lethality with cerebral vascular defects probably due to et al., 2002
neuroepithelial defects, cleft palate. Most blood vessels develop
normally
allb® V,F Hemorrhage, no platelet aggregation Tronik-Le Roux et al., 2000
al V,F Impaired leukocyte recruitment Schmits et al., 1996
oM V,F Defective phagocytosis and apoptosis of neutrophils, mast cell Coxon et al., 1996; Tang et
development defects, adipose accumulation. al., 1997; Dong et al.,
1997
aX Not reported
oD Not reported
oE V,F Greatly reduced numbers of intraepithelial lymphocytes. Schon et al., 1999
B1 E6.5 Peri-implantation lethality, ICM deteriorates, embryos fail to Fassler and Meyer, 1995;
gastrulate. Extensive analyses of chimeras. Stephens et al., 1995;
Brakebusch et al., 1997
p2°¢ V.F Leukocytosis, impaired inflammatory responses, skin infections, T Scharffetter-Kochanek et
cell proliferation defects al., 1998
B3® V,\F Hemorrhage, no platelet aggregation, osteosclerosis, Hodivala-Dilke et al., 1999;
hypervascularisation of tumors McHugh et al., 2000;
Reynolds et al., 2002
B4? P Severe skin blistering, other epithelial tissues also defective van der Neut et al., 1996;
Dowling et al., 1996
B5 F No immediately obvious developmental defects Huang et al., 2000
Bé V,F Inflammation in skin and airways, impaired lung fibrosis—all Huang et al., 1996; Munger
probably due to failure to activate TGFB et al., 1999
B7 \' Deficits in gut-associated lymphocytes—no Peyer’s patches, Wagner et al., 1996
reduced intraepithelial lymphocytes (IEL).
B8 E10/P Two classes: embryonic lethality due to placental defects, perinatal Zhu et al., 2002

lethality with cerebral vascular defects probably due to
neuroepithelial defects. Most blood vessels develop normally.

Reference citations are listed but not given in the reference list. They can be found in PubMed or in several extensive reviews, which also
discuss the implications of the results as well as work with chimeric mice and recent work using conditional and tissue-specific ablation of
integrins (Hynes, 1996; De Arcangelis and Georges-Labouesse, 2000; Sheppard, 2000; Bouvard et al., 2001).
Abbreviations: E, embryonic lethal (day of lethality); P, perinatal lethal; V, viable; F, fertile.
**<Human mutations in these genes lead to disease (Hogg and Bates, 2000)

*a6B4 Epidermolysis bullosa (JEB-PA)—skin blistering (Pulkkinen and Uitto, 1999)

*allbB3 Glanzmann thrombasthenia (GT)—bleeding (Kato, 1997)

°B2 Leukocyte adhesion deficiency (LAD)—failure in leukocyte recruitment (Etzioni et al., 1999)

Tableau 1: Présentation du r6le des intégrines
d'apres Hynes RO. Integrins : bidirectional, akogt signaling machine<ell, 20 :110(6) :673-87,

2002.
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Elles participent aux processus de migration, dfettion et d’adhésion cellulaires
avec les protéines de la matrice extracellulailegegue la fibronectine, la vitronectine, le
facteur von Willebrand, la thrombospondine, leifibgene, la laminine, I'ostéopontine et le
collagéne. Pour 8 de ces intégrines, cette inieracequiert une séquence spécifique Arg-
Gly-Asp (RGD). Suite a cette étape de reconnaigsaihcse produit une modification de
'organisation du cytosquelette (microfilaments afiae) et une activation de signaux
cellulaires. Les intégrines interagissent avec d&septeurs a activité tyrosine kinase
(récepteurs a 'EGF (Epidermal Growth Factor), &GF, au VEGF, a I'insuline)Tableau
1). En effet, I'activation des intégrines, suitéiatéraction avec leurs ligands, les conduit a se
clustériser et a activer des voies de transduativacellulaire. Cette activation des voies de
signalisation est médiée par les extrémités cysopigues des intégrines. Celles-ci ne
possedent pas d’activité enzymatique intrinsequeds rpeuvent interagir avec des protéines
adaptatives (taline, vinculine...), et conduire a&damnexion au cytosquelette, aux kinases et
aux récepteurs de facteurs de croissaRee.exemple, une des protéines activées est la FAK
(Focal Adhesion Kinase), qui s’autophosphoryle esut I'interaction avec les extrémités
cytoplasmiques des intégrines réunies en clustactilzation peut aussi concerner 'oncogene

Ras ou la PI13-K (Phosphatidyl-Inositol 3- Kinase).

Grace a létablissement d’'une connectivité celtdéule et cellule-matrice, les
fonctions physiologiques des intégrines sont migsip survie, croissance et différenciation
cellulaires, remodelage osseux, cicatrisation [d@jutefois, ces récepteurs sont également
impliqués dans des évenements pathologiques :osttiérose, microangiopathies, invasion

cellulaire, thrombose et angiogenése tumorale otgsionnement immunitaire [27].

Plus particulierement, I'intégring 3 joue un rble prépondérant dans les phénomenes
d'invasion, la régulation de la croissance tumoeale potentiel métastatique. Cette intégrine
intervient également lors de situations non pathiglees. Elle est fortement exprimée sur les
cellules endothéliales lors de I'angiogenése, mais ou pas sur les cellules endothéliales
qguiescentes [23]. L'intégrine,f3 est donc impliquée dans I'élaboration des néoraiss
irriguant la tumeur, mais aussi dans la dissénonatie métastases, avec une surexpression a
la surface des cellules tumorales, en particukecahcers agressifs, ce qui en fait une cible de
choix pour I'imagerie. Lors de la progression tueder les cellules cancéreuses tendent a
perdre les intégrines favorisant leur adhésion amkmbrane basale ou limitant leur

différenciation. Au contraire, elles surexprimentauwres intégrines, commeyfs, qui
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stimulent notamment la survie et la proliférati@luaires, ce que I'on retrouve par exemple

dans les mélanomes et les glioblastomes [28].

1.3.3. Le facteur induit par I'hnypoxie (HIFd)

L’hypoxie est un stimulus tres important de I'expi@m vasculaire. Le maitre d’ceuvre
de ce processus est le facteur HIF. En situatibgpidixie ou en cas de mutation d’HIHes
sous-unités. et p de HIF s’associent et leur translocation nuclépeemet l'interaction avec
des promoteurs de genes codant pour des facteasengiogéniques tels que VEGF et PDGF.

Leur effet coordonné a pour but de rétablir au pltesla normoxie cellulaire.

1.3.4. Les autres facteurs de 'angiogenese

1.3.4.1. Le facteur de croissance fibroblastique (FGF)

Cette appellation correspond a plus d'une vingtailee protéines, mais la plus
importante est le facteur de croissance fibrolastibasique, bFGF. Ce facteur est synthétisé
par les cellules endothéliales et les cellules mages lisses, puis est stocké dans la matrice
extracellulaire. Il agitvia des récepteurs spécifiques a activité tyrosinedanFGFR-1 et
FGFR-2 (Fibroblast Growth Factor Receptors). linsiie I'expression de l'intégrine,f; et

entraine I'expression de molécules anti-apoptoigtedles que bcl-2 et la survivine.

1.3.4.2. Les métalloprotéases matricielles

Les métalloprotéases matricielles (MMP) constituene famille de plus d'une
vingtaine d’endopeptidases impliquées dans la dégan de plusieurs composants de la
matrice extracellulaire, et dans le remodelagetidsss [29]. Elles sont synthétisées par les
cellules endothéliales, les macrophages, les eslimusculaires lisses et les lymphocytes. Ces
enzymes sont peu ou pas exprimées au niveau ges 8ains quiescents. Leur présence est
clairement augmentée lors de processus de remanmti¢issgulaire, physiologique (croissance,
développement) ou pathologique (tissus malins pamele). Ces protéases sont zinc
dépendantes. Elles sont sécrétées sous forme déNdRoinactives par les cellules stromales,
puis activées par clivage d’'un pro-peptide en Mateal. Cette activation peut avoir lieu dans
le milieu extracellulaire, a la surface des celude bien dans le cytoplasme.
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Les MMP peuvent étre classées en 6 groupes seltamneent leurs différences
structurales. On distingue les collagénases (MMB-&t -13), les gélatinases (MMP-2 et -9),
les stromélysines (MMP-3 et -10), les matrilysifi®dVIP-7 et -26), les métalloprotéases
transmembranaires (MMP-14, -15, -16, -17, -2428),-et un groupe hétérogene (MMP-12, -
18, -19, -20, -21, -22, -23A/B, -27, et -28).

Leur activité est régulée au niveau transcriptibmae des cytokines (IL-1, bFGF) et
des inhibiteurs spécifiques, les TIMP (Tissue intbils of metalloproteases) [30]. Ces
derniers forment des complexes avec les MMP etledgdeur activation ainsi que leur

activité.

L’activation des MMP, en collaboration avec diffié®es molécules transmembranaires
telles que les intégrines, participe au processusulvie, de migration et de prolifération

cellulaires.

Ces enzymes interviennent lors de divers phénoméimgsiologigues comme
'angiogenése, 'embryogenese, la réparation tiseibu encore la cicatrisation cutanée. Lors
de certaines maladies, il est possible d’'obserwer forte augmentation de leur expression
conduisant a une activité protéolytique accrue, aou contraire une limitation de leur
expression a lorigine d'une accumulation de matriextracellulaire. Elles sont par
conséquent impliqguées dans les microangiopathi&ingpathie diabétique), les maladies
cardiovasculaires, digestives, tumorales ou inflatemes chroniques (asthme,

glomérulonéphrite, etc) [31].

Concernant les pathologies cancéreuses, ellesigambrdes phénomeénes de perte
d’adhérence, d’invasion et de prolifération dedubets tumorales [32—-34]. Les MMP sont
aussi susceptibles de stimuler I'angiogenese,imrdvasation, I'extravasation ainsi que la

croissance de tumeurs métastatiques [35-37].

L’action des gélatinases est dirigée contre leagélhe interstitiel dénaturé ou gélatine
et les collagénes de type IV et V de la membrarsmlba L'expression de la MMP-9 est
limitée dans les tissus normaux, et le plus souwesgociée aux monocytes et aux
macrophages. On trouve néanmoins des traces dexgassion dans les tubules rénaux
normaux, dans les hépatocytes, dans les spermatides les myocytes, dans les cellules
pariétales de I'estomac, dans I'épithélium colaerdg la prostate et dans les cellules utérines.

La production de cette métalloprotéase est cepersdiamulée lors de remodelage tissulaire,
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comme durant le développement embryonnaire, latridaion de plaies ou l'invasion
tumorale. Elle est dans ce cas produite par ldsleglstromales ou par les cellules malignes
[38]. Au niveau tumoral, les expressions de MMP-RI#MP-9 sont accrues en particulier au

niveau des zones d’'invasion.

1.3.4.3. Les angiopoiétines

L’angiopoiétine est spécifique de I'endothéliumardaire et existe sous deux formes
Ang-1 et Ang-2. Elles se lient aux récepteurs TIEtTIE-2 a activité tyrosine kinase. Ang-1
est un facteur de quiescence et favorise une tctawti-apoptotique. En I'absence de VEGF,
Ang-2 agit comme un antagoniste de Ang-1. Cettenéorconduit a la régression des
vaisseaux. Toutefois, en présence de VEGF, Angv@rilee la phase d’activation de

'angiogenése avec le bourgeonnement vasculairépkration et le remodelage tissulaire.

1.3.4.4. Les facteurs anti-angiogéniques

L’angiostatine, I'endostatine et la thrombosponding€opposent a la prolifération des
cellules endothéliales, en ciblant le bFGF, lesgrites a,f3, osp; ou en induisant
'expression de TGBB: Elles jouent un réle important dans linhibitidlu développement

métastatique.

1.4. Les traitements anti-angiogéniques

L’inhibition de la néoangiogenese constitue ungraghe thérapeutique nouvelle dans
les processus cancéreux et métastatiques [39].rblifépation d’'une tumeur ne peut se
concevoir sans le développement d'une vasculasisaippropriée, qu'il s’agisse du
détournement de vaisseaux préexistants a son profie la formatiorle novode vaisseaux
tumoraux. J. Folkman en 1971 a alors émis I'hypsghgu’en détruisant les vaisseaux
irriguant la tumeur, il serait possible de stoplaecroissance des cellules cancéreuses ou, au

moins, de stabiliser la tumeur [40].
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Figure 3: Les différents niveaux d’inhibition de langiogenéese tumorale : (a) inhibition de la
synthése des facteurs angiogéniques par les cellilléumorales, (b) blocage des facteurs
angiogéniques, (c) compétition au niveau des récepts, (d) inhibition de la synthése de
récepteurs, (e) inhibition de [Iactivation des cellles endothéliales, (f) blocage des
métalloprotéases, (g) blocage des intégrines
d’aprés Aufort, M. Chimiothéque de complexes dintétium et du rhénium ciblant I'intégringfs :
développement de traceurs pour la détection précecda néoangiogenese tumorale. Doctorat
Biochimie. Université Paris Sud 11; 13 novembre&00

Cette hypothese repose sur le concept de normalis@e la vascularisation. Jain R. a
suggéré que les traitements anti-angiogéniquesrisugient les capillaires immatures et
régulariseraient I'architecture des autres vaisset@vorisant le retour vers la normale de la
pO,, de la pression interstitielle et un meilleur appde produits anti-cancéreux. Les
traitements anti-angiogéniques ont donc démonteéaation synergique en association avec
des traitements conventionnels de chimiothérapleuetle radiothérapie, méme lors du
traitement de patients métastatiques lourdemertaies [41]. La dépendance des tumeurs
vis-a-vis de l'angiogenese fait des néovaissealx aible thérapeutique de choix dans le
traitement des cancers. Cette cible est aisémemtssible et les agents anti-angiogéniques
sont applicables a de nombreux types tumorauxxidite différents niveaux d’intervention
pour neutraliser les facteurs angiogéniquegure 3) : inhiber leur synthése au niveau

tumoral, les bloquer a l'aide d’anticorps solublesutralisants par exemple, ou bloquer
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l'interaction avec leur récepteur. Dans la celkemelothéliale, il est possible d’inhiber le signal
d’activation induit par les facteurs angiogéniquemis aussi d’empécher la synthése des
récepteurs ou d’inhiber directement l'activation des cellules endothéliales. Enfin, de
maniere specifique, il est également envisagealde bibquer les intégrines ou les

métalloprotéases. Un certain nombre de traitensantsdétaillés ci-dessous.

1.4.1. Les anti-VEGF

1.4.1.1. Les anticorps monoclonaux

Les traitements anti-VEGF s’attaquent aux celleledothéliales activées par le VEGF

et ne concernent donc pas I'endothélium normalspeiet.

Le bevacizumab (Avastih Roche) a été le premier agent anti-angiogénique
commercialisé en France des 2005. C’est un anscampnoclonal humanisé anti-VEGF
(dirigé contre VEGF-A) bloquant les difféerentesf@mes du VEGF avec une haute affinite,
empéchant l'interaction de ce facteur avec segrdifits récepteurs VEGFR-1, VEGFR-2 et
VEGFR-3 a la surface des cellules endothéliale§éi2ntes études de phase Il ont établi que
son administration en combinaison avec des agéitsathérapeutiques permet d’augmenter
de plusieurs mois la survie ou la survie sans sxEjon des patients atteints de cancer
colorectal métastatique, de cancer du sein méstatde cancer pulmonaire non a petites
cellules, de cancer du rein, et plus récemmentlidblgstome [42—-47]. Ce traitement est
également indiqué dans la prise en charge thérgpeuies cancers des ovaires, péritonéaux,

des trompes de Fallope et du col utérin.

D’autres stratégies thérapeutiques issues d’apscont également été concgues. Le
ranibizumab (Lucentf§ Novartis), par exemple, est un fragment d’anfisomonoclonal
humanisé recombinant dirigé contre VEGF-A. Il estigqué dans la prise en charge
thérapeutique de la néovascularisation choroidieraiefovéolaire en cas de DMLA
(Dégénérescence Maculaire Liée & I'Age). De mémeammucirumab (CyramZ2aLilly) est
un anticorps humain bloquant le VEGFR-2. Il estiqné dans le traitement des cancers

gastrigues et des adénocarcinomes de la jonct&tnogeesophagienne.
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1.4.1.2. Certains inhibiteurs de tyrosine kinase

La seconde classe d’anti-angiogéniques est coéstdas inhibiteurs a spectre plus ou
moins large de l'activité tyrosine-kinase des réeers du VEGF. La plupart sont des
inhibiteurs compétitifs de I'ATP (Adénosine TriPlpbste) et présentent une forte affinité
pour des membres additionnels de la famille dessige-kinases tels que les récepteurs du
facteur de croissance plaquettaire (PDGF& PDGFR), le récepteur du facteur de
croissance épidermique (Epidermal Growth FactoreRer, EGFR), du récepteur KIT du
facteur de cellules souches (Stem Cell Factor, S&Fjiu récepteur RET (REarranged during
Transfection) du facteur neutrophique de la lignglale (Glial Cell Line Derived
Neurotrophic Factor, GDNF). Cette action sur plussevoies de signalisation mitogene
semble étre un avantage thérapeutique. Elle condultinhibition non seulement de
'angiogenése, mais également de la prolifératiomdrale [48]. Toutefois, le risque de

survenue d’effets indésirables est lui aussi disupdus éleve.

Divers inhibiteurs de tyrosine kinase sont désosn@mmercialisés. Le sunitinib
(Suten®, Pfizer) et le sorafenib (NexaVarBayer Santé), inhibiteurs multikinases, sont tous
les deux indiqués pour le traitement du cancerait @n monothérapie par voie orale. Le
sunitinib est aussi utilisé pour le traitement tleseurs stromales gastro-intestinales (Gastro-
Intestinal Stromal Tumor, GIST) et du cancer ducp@as. Le sorafenib a la propriété
particuliere d’inhiber également la voie des MARdses (Mitogen Activated Protein, MAP).

Il est également prescrit pour le traitement dwicame hépatocellulaire et le carcinome

thyroidien.

D’autres inhibiteurs de tyrosine kinase sont d'aedéja commercialisé3 dbleau 2

et certains font actuellement I'objet d’étudesdiranib, linifanib, etc...).
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Dénomination
commune Spécialité Cible pharmacologique Indications
internationale

Axitinib Inlyta® (Pfizer) VEGFR-1/2/3 Adénocarcinome rénal

Lenvatinib Lenvima® (Eisai SA) VEGFR-1/2/3 Carcinome thyroidien
FGFR-1/2/3/4 (ATU)
PDGFR-o/PB
KIT, RET

Nintedanib Ofev® (Boehringer PDGFR-0/P Fibrose pulmonaire

Ingelheim International) | FGFR-1/3 interstitielle diffuse

VEGFR-1/3
Flt-3, Lck, Lyn, Src

Pazopanib Votrient® (Novartis) VEGFR-1/2/3 Cancer du rein
PDGFR-0/B Sarcomes des tissus
c-KIT mous

Regorafenib Stivarga® (Bayer) VEGFR-1/2/3, TIE2 Cancer colorectal
KIT, RET, RAF-1, BRAF, métastatique
BRAF V60 GIST maligne
PDGFR, FGFR
KIT mutée

Vandetanib Caprelsa® (AstraZeneca) | VEGFR-2 Cancer médullaire de
EGFR la thyroide
RET
récepteur 3 de la tyrosine
kinase de I'endothélium
vasculaire

Tableau 2 : inhibiteurs de tyrosine kinase commerailisés (Vidal, thériaque)

1.4.2. Les antagonistes de l'intégringfs

L’intégrine o,p3, récepteur de protéines de la matrice extracekulalont la
vitronectine, n’est exprimée que dans les vaisseauformation, et constitue donc une cible

intéressante pour une thérapie anti-angiogénicRie [4

En se basant sur les propriétés anti-angiogénided&nticorps LM609 murin anti-
ayB3 humaine, différentes molécules ont été développéegetumumab (CNTO-95), ciblant
aBs et ofs, @ donné des résultats satisfaisants dans la @niseharge de carcinosarcome
ovarien [50]. De méme, la vintaxine, anticorps nmaoal dirigé contre l'intégrine,fs, est
une forme humanisée de seconde génération decbapsi murin LM609. Cet anticorps,
malgré une bonne tolérance n'a pas démontré uim@teé suffisante lors d’essais cliniques

de phase I/ll dans la prise en charge de pathofbbgiestade avanceé [51].

L’etaracizumab (Abegriiy MEDI-522) est un anticorps humanisé issus destra

sur la vintaxine mais dont le développement a agpendu suite a des essais cliniques de
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phase Il décevants en association avec la dacaebalans le traitement de mélanomes

métastatiques [52,53].

L’abciximab (Reopr8, chimeric 7E3 Fab) est commercialisé pour la peiseharge
des complications cardiaques ischémiques et lacti@hudu risque d’infarctus du myocarde.
Ce médicament correspond au fragment Fab de l@pscmonoclonal chimérique 7E3. Son

action est dirigée contre les intégringsBs et o, ps.

Différentes pistes ont aussi été explorées. L’ATaN;1un peptide ne reposant pas sur
la structure peptidique RGD [52]. Il s’agit d'unrd& de la fibronectine qui se lie aux
intégrinesa,Ps et asPi [54]. Les disintégrines, qui, elles reposent sustlaicture RGD ont
donné lieu au développement de composés L00084&f7&B273005, évalués notamment

dans le traitement de I'ostéoporose.

Le cilengitide (Merck) est un petit peptide contenée motif RGD : cfRGDf(N-
Me)V-]. Il s’agit d’'un antagoniste sélectif de l'intégeim,fp3, et pour une moindre part de
l'intégrine a,fs. Ce peptide a fait I'objet d’études dans le catlreraitement du gliome, du
glioblastome, du cancer de la prostate et du méland.e cilengitide a disposé d'une
autorisation temporaire d’utilisation nominativeTld) pour la prise en charge thérapeutique
des glioblastomes. Son développement a connu urpstediarrét suite a l'absence
d’amélioration de la survie globale en associaéida radio-chimiothérapie par temozolomide

lors d’essais de phase lll chez des patients smiffte gliome de haut grade.

En thérapie, une autre approche consiste en $atibn de peptides RGD couplés a
des radio-isotopes émetteirdels que I'yttrium 90. Il s’agit d’'une radiothéiapmétabolique
ciblant de maniere spécifique les molécules, gerinennent lors des processus de migration,
de croissance et de différenciation cellulairesyea d’obtenir une régression tumorale. Le
cilengitide a été associé 8% -DOTA-ChL6 et administré chez la souris nude paste de
tumeur du sein bcl-2 positive. Les résultats dé&ntiune régression tumorale avec apoptose
des cellules endothéliales et tumorales, plus itapte chez la souris traitée par I'association,
gue chez la souris traitée uniguement par radiotimothérapie, c’est a dire sans I'agent anti-
angiogénique. Des essais cliniques de phase Iténtaélisés dans le traitement des tumeurs

solides, et des études ont été menées dans ler gahicwnaire non a petites cellules [55].
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1.4.3. Les inhibiteurs de métalloprotéases matricielles

Différentes approches ont ainsi été développées ipterférer avec I'expression ou
I'activation des MMP. La méthode principale résdims I'emploi d’inhibiteurs synthétiques
qui interagissent directement avec le site cat@tide ces enzymes pour bloquer de facon
réversible leur activité protéolytique. Des molé&sutie grande affinité ont été synthétisées et

peuvent étre classées en plusieurs catégories.

La premiere génération est constituée d'inhibitgassudo-peptidiques, qui entrent en
compétition avec le substrat des MMP, et se liargite catalytique de I'enzyme par chélation
de l'atome de zinc. Il s’agit de dérivés hydroxamsatLe batimastat a fait I'objet d’essais
cliniues de phase lll, mais n'a pas été commaeaséalu fait d’'une biodisponibilité limitée
per os Le marimastafVernalis) malgré une administration possible paievworale, n’a pas
donné de résultats satisfaisants, seul ou en asieocavec la gemcitabine. Ces inhibiteurs ont
présenté un manque de sélectivité vis-a-vis du tgp®MP a cibler. Leur action, portant sur
de multiples MMP, est a l'origine d'effets indédilas important, ce qui a conduit pour

'essentiel a I'arrét de leur développement.

Afin d’améliorer la sélectivité et la pharmacocigée, de nouveaux composés non
peptidigues ont été développés en se basant papéxeur I'analyse tridimensionnelle par
cristallographie du site catalytique. Le spectriedesic plus sélectif. L’activité est alors plus
faible vis-a-vis de MMP-1, mais augmentée pour diddes d’intérét comme MMP-2 et
MMP-9 [29,56]. Différentes structures chimiques oété utilisées, gu’ils s’agissent
d’hydroxamates de nouvelle génération, de dérivigl, t pyrimidine, hydroxypyrone ou
phosphore. Les principales molécules sont le prasiat (Pfizer), le tanomastat ou BAY 12-
9566° (Bayer, essais suspendus), le CGS-27@R®vartis), ou le rebimastat (Bristol-Myers
Squibb, BMS) [29,56,57].

Les dérivés des tétracyclines constituent égalenueret catégorie de traitement
envisagée pour inhiber les MMP. Cette classe deicagdnt comprend des antibiotiques
classiques comme la tétracycline, la doxycyclindaahinocycline mais aussi de nouveaux
analogues tels que le metastat (Col-3, CollagermxrRaceuticals). Ces molécules agissent
de facon multiple, par chélation du zinc du sitealgdique, en diminuant I'expression des

MMP, en interférant avec l'activité protéolytiqueesd proenzymes, et en diminuant leur
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dégradation. Le Periostat, contenant de la doxywgckest le seul inhibiteur approuvé par la

Food and Drug Administration (FDA) américaine pltautraitement des parodontites [56,58].

Des anticorps correspondent également a une piStepteutique dans le ciblage des
MMP. On peut notamment citer le REGA-3G12, congurp&tre un inhibiteur sélectif de la
MMP-9 [59].

Le CGS 27023A est un inhibiteur de MMP. Différetrsceurs ont été synthétisés a
partir de cette molécule. L%83-HO-CGS 27023A présente une bonne affifitéitro pour
les MMP-2 et MMP-9 [60,61]. D’autres pistes con@mles inhibiteurs endogenes de MMP.
De nouvelles molécules sont en cours de développeates’inspirent par exemple deol2-
macroglobuline, capable de se complexer avec lePMdli des TIMP qui interagissent de

facon non covalente avec le site catalytique deoatgases [62].

Les inhibiteurs de MMP ont démontré qu’ils étaiefdutant plus efficaces gu'ils
étaient utilisés précocement en termes de progressmorale. Leur utilisation seule ou en
association avec une chimiothérapie est suscepdiBkee testée a un stade précoce de la
pathologie ou chez des patients en rémission [63].

1.4.4. Les autres traitements

De multiples stratégies d’action ont été étudiggsdb]. Il est possible de citer le
pegaptanib (Macugé&n Pfizer), un oligonucléotide pégylé ciblant le VEG; I'aflibercept
(Zaltrag®, Novartis), un VEGF-trap, c’est a dire une progéite fusion piégeant le VEGF et
comprenant des parties du VEGFR-1 et du VEGFR-2,I'angiocepf (Bristol-Myers
Squibb), une « adnectine » inhibitrice sélective/tiGFR-2 [66].

Le récepteur du facteur de croissance épidermig&FR) est lui aussi une cible
thérapeutique. Divers anticorps monoclonaux ont ddeeloppés tels que le cetuximab
(Erbitux®) et le panatumumab (Vectifix mais aussi des inhibiteurs de tyrosine kinases
comme [lafatinib (Giotrif), le lapatinib (TyverB), Ierlotinib (Tarcev&), le gefitinib

(Iress8&), etc.

Des inhibiteurs de c-Met (Mesenchymal Epitheliabigition), récepteur impliquée
dans lI'angiogenese et la motilité cellulaire, santours de développement (ARQ-197, AMG-
102, XL-880, XL-184).
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L’inhibition directe de la prolifération des celd endothéliales a également été

envisagée avec un agent anti-prolifératif, le TNM-4TAP Pharmaceuticals).

Le ciblage de la protéine kinase mTOR (mammaliarg8iaOf Rapamycin) permet
d’abaisser les concentrations des facteurs HIFEGN au niveau de la tumeur et de son
microenvironnement. Il est donc possible d’apprédes effets anti-angiogéniques du

temsirolimus (Torisél) de I'everolimus (Afinitof) ou du sirolimus (Rapamufie

D’autres molécules ont été étudiées comme la thospindine-1, I'angiostatine,
'endostatine ou la vasohibine et les interférengt B (IFNo et B), la thalidomide et le

lenalidomide.

1.5.L’'imagerie de I'angiogenese

L’essor des thérapies ciblées nécessite la migeoa concomitante de techniques
d'imagerie de sensibilité et spécificitée adaptéles. développement des traitements anti-
angiogéniques requiert en effet des outils permettadaptation des posologies, la sélection
de patients susceptibles de répondre aux traitementapables de fournir une information
pronostique et diagnostique quant a I'évolutionadeathologie.

Avant de détailler les diverses pistes envisag@es pxplorer la néoangiogenese, il
apparait nécessaire de présenter les differenestgimagerie. En fonction des modalités

d’'imagerie et donc des principes physiques utiJisést possible d’en distinguer trois.

Dans un premier temps, I'imagerie morphologiqueanatomique s’attelle a étudier la
structure et donc la morphologie de I'organisme.résolution spatiale est un parametre
primordial et les techniques alors privilégiéestdantomodensitométrie (TDM), I'imagerie
par résonnance magnétique (IRM), et I'échographie.

Ensuite, I'imagerie fonctionnelle vise a étudiers dagrocessus physiologiques ou
pathologiques. Elle permet de détecter des dystomements qui vont précéder la survenue
d’anomalies morphologiques. Ceci offre donc uneorimiation précoce contrairement a
limagerie anatomique, qui se limite a révéler lesnséquences morphologiques des
pathologies. L'élément crucial est cette fois-cisfgcificité du traceur ciblant le processus

physiologique, sur laquelle repose la puissanceladéechnique. Longtemps réservée a
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limagerie isotopique, cette imagerie fonctionnedlevient désormais accessible aux autres

modalités.

Enfin, I'imagerie moléculaire tend a s’intéressak @enes et aux protéines. Elle est
proche de l'imagerie fonctionnelle. Toutefois, lagerie moléculaire visualise directement

des désordres génomiques ou protéiques, en ciidarixemple des récepteurs cellulaires.

Ces trois types d’imagerie se completent voire iskent pour une meilleure

compréhension des phénomeénes physiologiques eatlpgidues.

Aussi, de multiples modalités d’'imagerie existanbesen phase de développement

sont utilisées afin d’observer les vaisseaux tumnort de caractériser les tumeurs solides.

Nous avons ici répertorié les principales avan@simhagerie morphologique (IRM,
TDM, échographie, optique) et moléculaire (TEP, TBMpermettant de visualiser le
processus de néoangiogenese. En outre, l'aveniarigm a I'exploration multimodale

associant par exemple imagerie anatomique, fonuitenet métabolique.

Différents acteurs du processus angiogénique antegplorés : les ligands de la
fibronectine et du VEGF, les inhibiteurs de métaltiéases, et les ligands de l'intégrings
[5]. Les enjeux de limagerie moléculaire, essentiell@mesprésentée par l'imagerie
isotopique, sont de permettre la détection prédaesetumeurs, la mise au point de nouvelles
techniques de caractérisation non-invasives po@étiarar le diagnostic et évaluer I'efficacité

du traitement.

1.5.1. L'imagerie par résonnance magnétique (IRM)

L'IRM apporte une imagerie morphologique et fonohelle, notamment par
I'utilisation d’agents de contraste fonctionnalig@sticorps monoclonal, liposomes). Cette
technique non irradiante, est largement utilisée ¢tu bilan d’extension locale des cancers du
sein et du cerveau, et apporte des informationsifgpées relatives a I'angiogenese tumorale.
L’'agent de contraste le plus utilisé est le gadafimassocié a I'acide diéthyltriamine penta-
acétigue (Gd-DTPA). Celui-ci diffuse rapidement sld@s espaces interstitiels et permet de
déterminer la perfusion tissulaire, la fraction wlnlume vasculaire et la perméabilité. Le
gadolinium-DTPA est capable de pénétrer la parsculaire et distinguer le tissu sain (non

fuyant) du tissu malin (fuyant), reflétant 'hyperméabilité des vaisseaux [67,68]. L'IRM
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offre un certain nombre d’avantages avec par exempé bonne pénétration en profondeur
pour une résolution généralement supérieure a dellta TEP. Toutefois, cette technique
toujours tres colteuse, n'est pas entierement ative et présente une plus faible
spécificité. En effet, elle ne permet pas une répdméaire entre signal et concentration en
agents de contraste. Les résultats obtenus sanplugpuest, difficilement comparables entre
établissements, du fait de variabilités entre lexhimes et entre les différents protocoles.
Enfin, un autre inconvénient par rapport a la TEPla moindre sensibilité en termes de

détection de traceurs.

Le ciblage de l'intégrinewf3 en IRM fait 'objet de recherches précliniquesedit
envisagé I'utilisation d’anticorps monoclonaux {eatps monoclonal LM609) [69], de
mimes peptidiqgues de RGD, liés a des structuressdimales paramagnétiques des
nanoparticules super-paramagnétiques d’oxyde d&tayer Paramagnetic lron Oxide, SPIO)
[70-72]. Des nanoparticules coatées a l'aide d’'exgld fer et couplées au DOTA ont éte
utilisées pour de I'imagerie bimodale IRM/TEP [78hfin, le RGD-CLIO-Cy5.5 permet le
ciblage de l'intégrinen,f3 selon deux modalités (IRM et fluorescence), combinhaute
résolution spatiale (IRM) et forte sensibilité @fhescence) [74].

1.5.2. L'imagerie par ultrasons

Cette technique, également non irradiante, repaskséflexion des ultrasons par les
différents tissus de I'organisme. Les limites dd#ecenéthode sont sa dépendance vis-a-vis de
I'opérateur, la faible profondeur de champ et ledae toutes les parties du corps ne sont pas
visualisables (poumons, o0s, cerveau). L'échograpiée contraste (Contrast Enhanced
UltraSonography, CEUS) fait intervenir des produdts contraste échographiques ce qui
permet d’accroitre la sensibilité. Il s’agit de peissions isotoniques inertes de microbulles
augmentant I'échogénicité du compartiment sanguaur explosion permet d’obtenir une
meilleure résolution de l'arbre vasculaire [74]. Doppler US détecte la fréquence des
mouvements du sang et permet d'estimer le flux eetvblume sanguins. L'étude de
'angiogenése tumorale en écho-doppler est utiksdans le cadre de tumeurs superficielles

comme les mélanomes et le cancer du sein.

Le ciblage spécifique de I'intégringps est étudién vitro etin vivo a l'aide d’agents
de contraste contenant notamment le motif RGD échistatine (toxine de venin de serpent

possédant plusieurs sites RGD). Targesbal ont ainsi développé le Visisfaintegrin, une
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microbulle perflurorocarbonée encapsulée dans trnetsre lipidique porteuse de séquences
RGD [75].

1.5.3. La tomodensitométrie par rayons X (ou scanner, GdgatpbTomography, CT)

Cette technique dimagerie repose sur la différedéténuation de rayons X
traversant l'organisme. Tout comme [I'IRM, il s’agiti d’'une technique d’imagerie
morphologique ou anatomique qui étudie la structirda morphologie de I'organisme
L’injection de produits de contraste iodés est st a pour but d’améliorer la sensibilité.
Cette modalité d’'imagerie s’avere irradiante mémdes parametres d’acquisition et les
algorithmes de reconstruction tendent a limiterdidliation aujourd’hui. Au niveau tumoral,
les informations obtenues sont diverses : le volaarguin, la perméabilité capillaire, le flux

sanguin tissulaire, le temps de transit...

1.5.4. L'imagerie optique

Cette technique se voit limitée par sa faible capatanalyse en profondeur (souvent
infra-millimétrique). L'imagerie IR (Infra-Rouge) uo proche IR repose sur I'étude de
'absorbance par les tissus de rayonnements deuéamg d’ondes comprises entre 600 et
2400 nm. La fluorescence et la bioluminescencésetit des sondes spécifiques couplées a
des systemes de détection, tels que la Green Bhenmt Protein (GFP) ou la luciférase.
Limitées par leur faible capacité de pénétratiom,contraste réduit et par le phénomeéne
d’auto-fluorescence, elles sont surtout utiliséesrges études précliniqgues chez I'animal et

les tissus superficiels ou alors en combinaisoic #gadoscopie [76].

Les principaux axes de recherche, actuellemenbersad’étude chez I'animal, sont la
tomographie par fluorescence et I'utilisation denpoquantiques (Quantum Dots, QD) [77].
Le premier permet une imagerie tridimensionnellguaintitative et nécessite I'intervention de
sondes telles que le multimére Cy5.5-RAFT-c(RGRfEQur I'angiogenése [78]. Le second
consiste en des nanoparticules semi-conductrineseicentes et inorganiques couplées a des
ligands pour une imagerie spécifique, comme defidepRGD[79]. Le développement de
technique bimodales est désormais a 'ordre du gec le développement par exemple du
[**Cu]-DOTA-QD-RGD et du{'Cu]-BaAnSar-RGB-Cy5.5 [80-82].
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1.5.5. L'imagerie isotopique

Notre projet se concentre sur la mise au pointetadractérisation de radiotraceurs
destinés a I'imagerie isotopique moléculaire dedaangiogened&3]. Il convient donc dans

un premier temps d’introduire les bases de la madewcléaire et de la radiopharma@é].

1.5.5.1. Bases de médecine nucléaire et de radiopharmacie

1.5.5.1.1. Les différentes techniques de détection et dimager

isotopique
1.5.5.1.1.1.La tomographie par émission monophqten{TEMP)

La tomographie par émission monophotonique néeebstilisation de radiotraceurs
émetteurs de photons gamma (purs de préférence)pl@@ons avec une énergie suffisante
sont susceptibles de sortir de I'organisme pouuitm®tre détectés par la gamma-caméra.
L’essentiel des examens scintigraphiques en TEMPréadisé a l'aide de technétium 99
métastable’?™c). Ses caractéristiques physiques sont idéalest Gn émetteur gamma pur,
dont I'énergie des photons (140,7 KeV) est compiesas la fenétre de détection des caméras.
Enfin, sa période physique de 6 heures le rendimpadiant. La résolution spatiale de cette
technique est de I'ordre de 6 mm mais tend a sianeg¢lavec I'évolution technologique des
détecteurs, notamment a semi-conducteurs. La TEBtRgi de suivre et de quantifier la

répartition tridimensionnelle du médicament rademphaceutique.
1.5.5.1.1.2.La tomographie par émission de posifoB®)

La tomographie par émission de positons (TEP) emsg I'administration d’'un
médicament radiopharmaceutique émetteur de pos{raysnnemenf®). Un positon, par
annihilation avec un électron (e-), donne naissandeux photons de 511 keV émis a 180°
'un de l'autre Ces photons sont détectés en coincidence par wmence de détection. La
TEP se caractérise par une meilleure résolutiotiazdpague la TEMP. Elle est d’environ 3
mm. Les émetteurs de positons sont soit des radiopes d’éléments qui existent dans la
plupart des molécules'C, 0, *N), soit des halogénes®, "®Br). Les radio-isotopes des
éléments constitutifs des molécules sont incorpatgsmolécules biologiques ou organiques
(médicaments) sans altérer leurs caractéristiggsign-chimiques et biologiques. Aussi, ces

émetteurs de positons sont soit utilisés directémpres une phase de purificatidfF¢FNa),
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soit servent aux marquages de molécufé®-H,0, ‘°F-Fluoro-2-désoxy-D-glucose™®f-

FDG), *®F-Fluoro-DOPA,*'C-Méthionine). Le®F-FDG est actuellement le plus utilisé des
médicaments radiopharmaceutiques destinés a la TE® traceurs se distribuent puis sont
utilisés par les cellules comme leurs analogues manqués. Ainsi, la tomographie par
emission de positons permet d’étudier quantitateminta distribution tridimensionnelle dans

le corps humain de molécules couplées a des énmttepositons.

1.5.5.1.2. Les différents radionucléides

Les caractéristiques physiques des radionucléidatirge, énergie du rayonnement,
période) conditionnent la dosimétrie, la gestios déchets et la radioprotection a mettre en

oceuvre.

1.5.5.1.2.1.Le rayonnement

Le choix du radionucléide est fait en fonction detillsation diagnostique ou
thérapeutique du médicament radiopharmaceutique.ébeetteurs gamma)(ou béta plus
(B") sont utilisés pour la détection externe lors glerations fonctionnelles (imagerie TEMP
ou TEP respectivement). Pour un usage diagnostejuepncernant le rayonnementles
émetteury purs (sans émissidgh associée) sont préférables en termes de radicfiostedu
patient.

Le rayonnemeny est un rayonnement électromagnétique émis paoyauwn Il est
constitué de photons de haute énergie a fort poypénétrant mais de transfert d’énergie
linéique (TEL) faible. Ce rayonnement traduit Iaebécitation du noyau permettant le retour a

une entité plus stable.

Les rayonnement8” (ou positons) interagissent avec les électronmilieu traversé

et s’annihilent en émettant deux phototie 511 KeV.

Les émetteursp” et alpha ¢) génerent une irradiation localisée utilisée en
thérapeutique. lls générent un certain nombre haions sur leurs parcours, a l'origine
d’altérations cellulaires et nucléaires. Le rayanaat alpha est un rayonnement particulaire
composé d’un noyau d’héliunHe) (présentant 2 protons et 2 neutrons), trésammiet de
TEL trés élevé. Ce rayonnement est susceptiblelilerer une énergie importante aux tissus
(6 - 7 MeV sur une courte distance, 50 a 90 umytéfois, il est peu pénétrant, et peut étre

arrété aisément, par exemple, par une feuille ggepalLe rayonnemerft, pour sa part, se
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caractérise par un TEL plus faible, mais un poudarpénétration plus élevé. Le parcours

dans la matiére est fonction de I'énergie, de quedqum a 10 mm.

1.5.5.1.2.2.L’énergie du rayonnement

En TEMP, la fenétre énergétique des radioélémeit£tte comprise entre 100 et 300
KeV pour étre adaptée aux gamma-cameéras. L'éndateétre suffisamment importante (>
20 KeV) pour ne pas étre absorbée par les tisspsratettre la détection de Iésions ou de
'organe cible. Elle doit toutefois étre limitée @00 KeV) pour permettre une détection
correcte. L’émission optimale pour les caméras TEMRelles se situe autour de 150 KeV.

Pour les émetteurf’, le procédé repose sur la détection en coincideiesedeux
photonsy d’annihilation de 511 KeV.

Pour ce qui est de la thérapie, I'énergie des radil@éides utilisés varie entre 0,5 et 2
MeV.

1.5.5.1.2.3.La période physique

Les radionucléides se caractérisent par leur pémadioactive, c’'est a dire le temps
au bout duquel l'activite a diminué de moitie. Heivent avoir une période physique
suffisamment longue pour permettre une exploratiorrecte d’un organe ou I'étude d'un
métabolisme, mais aussi suffisamment courte pouraseentrainer une irradiation excessive
du patient. La période physique doit donc étretégua la biodistribution du vecteur et a ses
propriétés d’élimination. Cette période doit égadammprendre en compte le délai nécessaire
au radiomarquage et a 'acheminement du radiordesléérs le service de médecine nucléaire
ou il sera utilisé. Pour les éléments & périodeeaive trés courte'{C : 20,4 minutes™N :

10 minutes,’O : 124 secondes), il est impératif que leur prddac la synthése de la
molécule marquée, la mise en forme pharmaceutlgumntréle de qualité et la dispensation
se fassent sur le site méme d'utilisation. Les mds marquées au Fluor T8R-FDG, *°F-
FNa, '®F-DOPA), émetteur de positons de période plus ler{d®9,8 minutes), peuvent étre
préparées a distance du centre d'utilisation. Ai@siTEMP, la période est idéalement de 6 a
8 heures. Pour la TEP, elle est de préférence isupéra 1 heure. En thérapie, afin de
permettre un contact prolongé avec la cible, laopérphysique des radionucléides utilisés
oscille entre 10 heures et 10 jours.
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1.5.5.1.2.4.Autres criteres

Les radionucléides doivent se caractériser par naniéactivité spécifiqgue élevée
(activité rapportée a l'unité de masse), étre alseles plus purs possible, étre facilement
disponibles et peu onéreux. Il faut aussi tenir ptEndes caractéristiques de I'élément formé
par décroissance, qui peut étre stable ou non,chuas, le type de rayonnement émis doit
étre considéré lors du choix du radionucléide pére.

L’activité d’'un radionucléide est mesurée en Becgu@Bq). Cette unité correspond a
la désintégration d’'un atome par seconde. Il asbtar que le Becquerel remplace le Curie

(Ci), qui equivaut a 37 gigabecquerels (GBQ).
1.5.5.1.3. Le radiomarquage

Les médicaments radiopharmaceutiques peuvent@tstitiés de radioéléments seuls
sous une forme chimique simpfé¥, U, 2°*T1, ®°*™c0y,...). Toutefois, la visualisation d’un
organe ou d'une pathologie requiert le plus souvBassociation d'un vecteur au
radioélément. Ce vecteur possede un tropisme pketiour la cible, organe ou fonction de
'organisme. L'ensemble vecteur (trousse) et rddmént (marqueur) correspond au
médicament radiopharmaceutique. Le vecteur détermia biodistribution et permet
d’apprécier la fonctionnalité de I'organe cible. tagionucléide peut étre lie au vecteur par
fixation covalente, c’est par exemple le cas désgemes monocoordiné&, *5F), qui sont
fixés aux ligands par une liaison covalente lorsamonent de substitutions nucléophiles ou
électrophiles. La fixation peut aussi résulter @ugaction de complexation, c’'est le cas des
métaux de transition et post-transition polycooédif®"Tc, **in). Un site de complexation
est requis afin de pouvoir établir plusieurs liasométal-ligand. Toutefois, certaines
molécules sont chimiquement inertes vis-a-vis ddioraicléide comme par exemple le
technétium, c’'est le cas notamment de structuramplaxes (polypeptides, anticorps
monoclonaux). |l est nécessaire, au préalable, ddfeg un (ou plusieurs) synthon
bifonctionnel capable de se lier a la molécule neetbiologiquement active et a l'autre
extrémité de fixer le radionucléide. La chimie @®mination est susceptible de modifier les
propriétés de la molécule biologique, notammentfaiude I'effet stérique. Aussi, afin de
préserver |'affinité de la molécule ciblante, it ggéférable d’éloigner le motif chélatant. Le
linker peut étre une chaine hydrocarbonée augmietadipophilie, une séquence d’acides

aminés ou un polyéthylene glycol (PEG) pour fawaribhydrophilie et orienter vers une
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élimination rénale. Enfin, pour de petites molésydeésentes dans I'organisme, le marquage
peut consister en un échange isotopique directt @'elire le remplacement d’'un atome stable
par un atome radioact{f'C, °0, *N). Le développement de traceurs radiopharmaceutiques
s’oriente vers des petits peptides (quelques kilmDa). En effet, il s’agit le plus souvent de
molécule de structure simple dont la synthése iest dndifiée avec un marquage aisé. Cette
taille réduite permet une clairance sanguine rapideonfere un caractére peu immunogene
[85].

Les radioéléments utilisés durant le marquage @lotenus lors de réactions nucléaires
produites, soit dans un réacteur nucléaire, sois da accélérateur de particules (cyclotron).
Les produits de réacteurs sont formés par fissitMa) ou par bombardement neutronique
d'une cible 4, 1, ¥P). Les produits de cyclotron sont pour leur pahéyés aprés
bombardement par des particules chargé®g1Y Les principaux émetteurs de positons
utilisés ¢'C, 0, N, *®F) sont produits par uayclotron. Les radioéléments peuvent aussi
étre disponibles sous forme de génératétMd/*°™Tc). Le radionucléide parent est un
produit de réacteur ou de cyclotron qui se désietég donnant un élément fils de période
physique plus courte. C'est ce radionucléide fild§ gst ensuite obtenu par élution du
générateur au sein du service de médecine nuclélaggt a noter que le technétium obtenu
sous forme oxydée pertechnétaté"cO,) nécessite une réduction, généralement effectuée

par I'ion Srf* afin de pouvoir se complexer au vecteur.

Les molécules vectrices sont commercialisées Bouse de trousse, c’est a dire un
ensemble de réactifs stériles, apyrogenes et préitaannés le plus souvent sous forme de

flacons sous azote contenant un lyophilisat.

Les caractéristiques de désintégration des isst@ep, y) imposent I'utilisation au
sein de la radiopharmacie de matériels de radieption adaptés pour leurs manipulations :

enceinte blindée, protege-seringues pour les ragmoents de haute et basse énergie.

Le radiomarquage doit permettre I'obtention d'wdiopharmaceutique le plus pur
possible avec un haut rendement et une activit€ifspéee élevée. Les modalités de
préparation doivent étre rapides et faciles et dépet de la capacité d’incorporation du
marqueur a la molécule vectrice. D’'un point de e¢hamique, le vecteur doit permettre une
synthese automatisable et doit étre peu sensibecanditions de marquage. Le marquage
doit étre stable dans le temps et faire I'objetcdetroles aisés, fiables et reproductibles. Le

produit de cette réaction doit se caractériseuparforte affinité et spécificité pour 'organe a
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visualiser (diagnostic) ou a atteindre (thérapeug)qLa période effective du médicament,
c’est a dire, le temps nécessaire pour que laaatidté dans I'organisme diminue de moitié,
doit permettre la réalisation de I'examen scinfifigue. Cette période prend en compte la
décroissance physiqgue du radioélément, mais aaspefiode biologique correspondant a
I'élimination du radiopharmaceutique par lI'organesnPar conséquent, lors d’'un examen
diagnostique, la période effective doit étre safite pour permettre I'exploration

fonctionnelle, mais également limitée pour rédaivemaximum I'exposition de I'organisme.

Le traceur doit donc présenter une clairance saeguainsi qu’'une diffusion tissulaire et une
interaction tumorale rapides. En cas de traitemlenpériode effective doit étre prolongée

pour assurer un temps de contact adapté du méditaattopharmaceutique avec sa cible.

1.5.5.2. L'imagerie isotopique de la néoangiogenese

1.5.5.2.1. Les ligands de VEGF/VEGFR

Le VEGF présente un taux localement élevé lors atsétpathologiques. Par
conséquent, la mesure quantitative de maniere masive de ce facteur dans la tumeur et
'environnement tumoral, devrait permettre de pmedies cibles disponibles pour les
traitements anti-angiogéniques, et informer quankewr efficacité. La visualisation de
VEGF/VEGFR pourrait intervenir pour de multiplesthp@Eogies (infarctus du myocarde,
accidents vasculaires cérébraux, tumeurs...) et dicylger dans le suivi et le monitoring des
traitements anti-angiogéniques bloquant l'inteactVEGF/VEGFR-2 [86]. Une premiere
stratégie de marquage repose sur lutilisation titarps anti-VEGF, notamment le
bevacizumab, anticorps monoclonal humanisé utitiaés I'Avastiff (8°Zr-bevacizumab)
[87]. Cette voie de recherche témoigne d'une actation tumorale sans fixation non
spécifigue dans les organes. Toutefois, des praséememeurent tels que la distribution, la
clairance, 'immunoréactivité de ces anticorps oathrqués, ainsi que le délai nécessaire pour

I'obtention d'images de bon contraste [88].

La seconde option réside dans l'utilisation du VE&Et de ses dérivés [89,90]. Le
principal avantage de ces composeés est qu’ils deatligands naturels des VEGFRs et
présentent une forte affinité de fixation pour cescepteurs. L'optimisation de la
pharmacocinétique, du fait d’'une fixation rénaleparante, favorise le développement du

marquage de VEGE; et/ou des mutants de cette isoforme, notammentdiweaivre 64 [91].
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1.5.5.2.2. Les ligands de l'intégrinea,f3

HzNJ( (@] HzNJ( O H2N J( O

NH NH OH NH OH HN OH
f |2 >_/

OH
Figure 4 : schéma des principales structures cycligg RGD utilisées pour le ciblage de l'intégrine
aBs

Physiologiquement, les intégrines sont peu voiega@rimées au niveau des cellules
épithéliales et des cellules endothéliales matutes caractérisent essentiellement un état
pathologique et sont exprimées au niveau des nesmearix et des cellules tumorales.
L'intégrine a,ps joue un réle central dans le développement tumddférentes tumeurs
surexpriment cette intégrine parmi lesquelles lstgasarcomes, les neuroblastomes, les
glioblastomes, les mélanomes, les carcinomes dy dgei poumon et de la prostate. Une
surexpression de,f 3 semble corrélée avec le potentiel métastatiquagtessivité tumorale.
L'intégrine a,f3 interagit avec les protéines de la matrice exthaledde par la séquence
tripeptidique RGD Figure 4). Kessleret al ont donc synthétisé le premier peptide sélectif de
ayB3 en se basant sur ce motif : le cyclo(-Arg-Gly-Adphe-Val-) [92]. Les peptides RGD,
les plus prometteurs pour permettre I'identificated la localisation de l'intégring 3 sont de
petite taille (meilleure affinité), cycliques (peunétabolisés, encore plus affins), avec une
phénylalanine dans le cycle contenant la séquef@® Rugmentation de I'affinité).

1.5.5.2.2.1.Les ligands monomériques

JL/\/\(U\/YO /\/S)L o)

H,N” N N
H oo NH H KN O ﬂH
OH NH HN" YO >_/
HO O O o>_/"//
HO NH f AcHN
NH 125,
18F
0

['®F]Galacto-RGD 3-['?°|}-iodo- D-Tyf‘-cyclo(RGDyK(SSM))

Figure 5: Principaux exemples de structures carbojdrate conjuguées aux peptides RGD
cycliques
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Les premiers dérivés explorés sont des monomeéresette séquence RGD.
Concernant les halogénes, les premiers dérivéstérabtenus par radio-iodation électrophile
pour I'imagerie TEMP. Le 3-*I-lodo-DTyrcyclo(Arg-Gly-AspoTyr-Val) et le 3-*I-lodo-
Tyr>-cyclo(Arg-Gly-AspoPhe-Tyr) ont montré une spécificité correcte pdntdgrine oyps
in vitro et in vivo (Figure 5), mais la forte fixation hépatique et intestinakesultant de leur

élimination hépatobiliaire, limite leur intérét [93

NH
HNA 0

N\/Q HYNIC-c(RGDfK)
SO3H

Figure 6 : Schéma représentant la structure HYNIC onjuguée au peptide cycliqgue c(RGDfK)

Des dérivés technétiés ont également vu le jour,agsociation avec différents
chélateurs bifonctionnels. Le c(RGDyKjyclo (-Arg-Gly-AspoTyr-Lys-)) a été couplé a de
multiples ligands dont I'acide hydrazino-nicotingg(HYNIC) (Figure 6) [94,95]. Toutefois,
ces peptides montrent une lipophilie importantégagine d’'une forte fixation hépatique et
d’'une excrétion hépatobiliaire majoritaire. GE Hieahre a aussi développé un traceur pour la
TEMP, le ®*™c-NC100692, quia dans un premier temps été évalué chez des matient
atteintes de cancer du sein, chez lesquelles 192iasneurs présentes ont pu étre retrouvées
[96]. D’autres essais ont ensuite été menés chepaleents atteints de cancer pulmonaire ou

de cancer du sein [97-100].

Concernant la tomographie par émission de positdivers radionucléides ont été
utilisés, tels que le fluor 18, puis le gallium 68 et le wai 64. Quelques-uns de ces
radiotraceurs font désormais I'objet d’essais glieis chez 'Homme, c’est notamment le cas
du *®F-galacto-RGD [101], (dd®F-FPP-(RGD) [102]), du **F-AH111585 (**F-fluciclatide)
[103,104] et du®®*Ga-NOTA-RGD [105].
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Jacobsoret al se sont intéressés a des peptides marqu&évaluésn vitro etin

vivo chez I'animal sur des modéles de cancers du sBIA-MB-435 [106].

Sur le plan thérapeutique, f8’Lu et % ont été couplés & des peptides RGD
[107,108]

Afin d’assurer la complexation de ces métaux gddhts chélates ont été utilisés : c’est
le cas par exemple de l'acide tétra-aza-1,4,7, blbdgpdécane-N,N',N",N"-tétraacétique ou
DOTA (**Cu-DOTA-RGDyK [109], ®Ga-DOTA-RGDfK, *in- DOTA-RGDfK [110]). De
méme, le NOTA, acidé;4,7-triazacyclononane-1,4,7-triacétique et somivéél'acide
isothiocyanatobenzyl-1,4,7-triazacyclononane-1idacétique (SCN-Bz-NOTA) ont éte
conjugués au c(RGDyK)[111]. Enfin, le NODAGA, cest a dire l'acide 14,7-
triazacyclononane-1-glutarique acide-4,7-diacétiguété mis au point [5]. Le couplage de ce
chélate avec le c(RGDfK), en association avec urguame al®Ga, conduit & une activité
sanguine considérablement réduite, tout en consemrae bonne spécificité de fixation

tumorale.

1.5.5.2.2.2.Amélioration de la biodisponibilitédet la

pharmacocinétique

HN OH
COOH COOH r\ﬂ'
/'\W \/\/u\ J:N fL HN
COOH
['®F]Asp;-RGD

NH
HWN 0
H

OH
/'\’rN N N
N N —,
o} 5 fLH 0 0 J
OH
['®F]Ser;-RGD @

Figure 7 : Schéma des structures couplant acides amés hydrophiles et séquence RGD

Cette amélioration a pour but de permettre unetiiRatumorale rapide et une

rétention convenable tout en maintenant une fdikédion et une rapide élimination dans les
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autres tissus non ciblés. Pour atteindre ces algjelet caractere hydrophile des traceurs doit
étre augmenté. Afin d’'améliorer la pharmacocinéigti notamment d’accélérer la cinétique
sanguine, des groupements glucose, galactose ouhd@ses d’'acides aminés hydrophiles
(tri-sérine, tri-acide aspartique) ont été ajowéls structureKigure 7) [112-114]. L’'ajout
d’'une fonction glycosylée sur la base RGD augmdwéenination rénale et favorise le
rapport de fixation tumeur sur bruit de fond. Désultats comparables sont observables avec
les acides aminés hydrophiles. L'ajout d’'une chalaepolyéthyléne glycol sur la structure
RGD permet aussi une amélioration de la rétentiomotale par internalisation de la molécule
[115,116].

1.5.5.2.2.2.1.La glycosylation

Ce proceédée fait intervenir des acides aminés sucoggugués par I'intermédiaire de la
fonction e-aminée de la lysine de la séquence pentapeptidlidunedes premiers composes
synthétisés fut 16*1-gluco-RGD, suivi assez rapidement pari¥e-galacto-RGD Kigure 5).

Ce dernier est le plus étudié en TEP, et est cérisidomme référence dans I'étude de
I'expression de lintégrineo,Bs. Il est obtenu par conjugaison de 4-nitrophenyirz-
fluroropropionate [117]. Ce traceur présente umatidn spécifigue chez I'animal et chez
'Homme, ainsi que des propriétés pharmacocinétigsatisfaisantes permettant de suivre
'expression de l'intégrine,f3; et de la quantifier [114,118]. Ses résultats t@ment d’une
élimination majoritairement rénale, d’'une clairase@guine rapide, d’'un bruit de fond limite,
et d’'une fixation en adéquation avec I'expressien’mhtégrine a,pz et aussavec la densité

vasculaire de vaisseawy3; positifs.

Le '®F-galacto-RGD a fait I'objet de diverses étude<imiues, plus de 100 patients
ont ainsi été injectés avec ce traceur dans leeadelf’investigation de pathologies telles que
les mélanomes malins, les glioblastomes, les can@RL, les sarcomes, les cancers
pulmonaires non a petites cellules et les canceta grostate. La dose nécessaire par patient
a été estimée a environ 185 MBq et la dose efficaceespondante est de I'ordre de 18.7
2.4puSv/IMBq [117,119-121].

1.5.5.2.2.2.2.La pegylation

La pegylation permet d’adapter la pharmacocinétitpeéactivité immunologique, et
de prolonger le temps moyen de circulation du pepten orientant vers un mode

d’élimination non plus rénal mais hépatique. Ceantbien sir a relier au poids moléculaire
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du PEG, qui peut étre adapté en fonction de lauengde la chaine sans engendrer de
modification de la charge. Différents exemples gmant I'intérét d’une telle stratégie. Aussi,
les comparaisons respectives des formes pégyléemaiégylées de[t?1]-c(RGDyK) et du
[®*Cu]-DOTA-RGD présentent une moindre fixation rénalee rétention tumorale accrue et
une clairance sanguine accélérée en faveur desos@mpégylés [115,116].

De ces deux stratégies d’amélioration des propsiétgharmacocinétiques,

glycosylation ou pegylation, quelle est la pluscaffe ?

Liu et al ont comparé chez I'animal les versions pégyléaglyeosylées de peptides
RGD. Les ratios de fixatiotumeur sur bruit de fond 2 heures p.i. (post-ingggt se sont
avéres comparables pour les différents traceurde Sme synthese un peu plus aisée favorise

le dérivé pegyl§122].
1.5.5.2.2.2.3.La multimérisation

HN NH

) 2 \\\/_N)LNHZ HZNJIfiN 0
Y\N&‘ N

Ho\r(oz i:: HNTO/\/\ W /\/\; HNr\rrOH
HOOC— j/ i @

[ DOTA-E[¢(RGDfK)],
HOOC— “— ¥COOH

\ HYNIC-E[c(RGDfK)],
SOzH

Figure 8 : Schéma des structures dimériques HYNICtdDOTA conjuguées aux peptides RGDfK
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Désormais, I'évolution tend vers des molécules imiéitiques, c’est a dire comprenant
plusieurs cycles RGD ou épitopes dans la struatureraceur. Ceci permet une modification
de la biodistribution et de la vectorisation darlalécule. Cette technique permet également
d’accroitre l'affinité et la sélectivitén vitro, et de favoriser I'accumulation tumorafevivo.
Cette derniére est d’autant plus importante queolabre de cycles RDG augmente [123].
Cette amélioration est vraisemblablement due aauggnentation de la concentration locale
en ligands et & un phénomene de coopération dasdtibns.

Différents linkers ont été utilisés pour relies lépitopes. Par exemple, des peptides
contenant deux c(RGDfK) reliés par un acide glutaraiont été synthétisés et conjugués au
DOTA ou & HYNIC lors du radiomarquaggigure 8). La comparaison di’™Tc-HYNIC-E-
[c(RGDfK)], au®*™Tc-HYNIC-c(RGDfK) montre une affinité pour,psdix fois supérieure et
une meilleure rétention tumorale pour le compogéédique, mais aussi une fixation rénale
supérieure. Pour les composés DOTA conjugués, laméunisation permet d’augmenter la
stabilité métabolique, la fixation et la rétentitumorales, la clairance sanguine, mais elle

augmente aussi la fixation parasite rénale.

Des résultats comparables ont été obtenus pour rdekimeres reliés par
lintermédiaire de PEG, et mini-PEG outilisant notamment RAFT (Regioselectivity
Addressable Functionalized Template) comme supjogynthése [11,124] est également
possible de parler fii™Tc-aP2 qui a été testé chez des patients souffrantélienome malin
[125].

De maniere globale, la multimérisation aboutin& fixation et une rétention tumorale
accrues, croissant de pair avec le nombre de ciR{B3 au sein de la structure. Elle permet
d’analyser et de quantifier I'expression de l'iniég a,ps. Toutefois, le ratio de fixation
tumeur sur bruit de fond (T/B) n’est pas pour autaailleur du fait d’'une fixation importante
au niveau des organes sains. En outre, le prixidémable de ces composés nécessite
d’envisager une autre voie que l'augmentation gagl& du nombre de cycles RGD au sein

de la molécule traceuse.

1.5.5.2.2.2.4 Multimérisation : le cas particulier de la

bivalence

L’amélioration de l'affinité de liaison du peptid®GD a l'intégrinea,ps repose sur
deux propriétés différentes, d’une part, la conegioin locale en cycles RGD, qui augmente
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la probabilité de fixation, et d’autre part, la dlience. Cette derniére dépend de la distance
entre deux cycles RGD adjacents, qui, si elle efisante, permet une fixation simultanée
des différents cycles sur leurs cibles. Ces deuatetms, de concentrations et de bivalence,

concourent a 'amélioration de la fixation et dedgention tumorale.

o} NH NH O

OY\NJ\“\\\/\NJ\NHZ H2N N O
HOTI/IINH H HNjO H O O _NH H HN OH
O0?>NH N "’///\/\N_G /\/\;( HN
o)

02_ /G3 \©
o
(\ /H Gy = HN A /Yn\)()\

HO,C K/ / CO,H DOTA-3G;-dimer

o) iH COzH NH o
= NJH‘\\/\N NH, H2N N O
HN O._NH H HN OH

HOL 7, N /\/\;(
© L HNI’O/\/\N_PMPEGTN HN
@’H o e, @

(\Nﬁ PEG, = HzN\/\O/\,O\/\O/\,O\/Y

HO,C K/ \/ CO.H
DOTA-3PEG,-dimer
CO,H

Figure 9 : Schéma des diméreBOTA-3G; et DOTA-3PEG,

Afin de démontrer ces propriétés, des composés ritjoes *°"Tc-HYNIC-RGD,,
®Cu-DOTA-RGD, mais aussi*in-DOTA-RGD, et ®*Ga-NOTA-P4-RGD espacés par
différents substituants PEG ou triglycinez®&nt été comparés a des formes sans espaceurs
ou a des dérives téetramériqueggre 9) [126]. Les résultats témoignent d’une augmentatio
de l'affinité de liaison due a la présence de 3 PEG& mais qui est similaire a celle des
dérivés tétramériques du fait de la présence de dgales RGD supplémentaires [127].
L'utilisation de tétraméres avec espaceurs n’anpastré d’ameélioration en comparaison avec
des diméres possédant eux méme des linkers PEG.exjEsiences montrent que les
composés tétramériques ainsi testés ne sont paemitaablement tétravalents mais font
intervenir le facteur de concentration [128].
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Enfin, I'impact de ce facteur de bivalence est famcde I'expression de l'intégrine
ayB3 et donc de sa densité. Si son expression et domerssité sont importantes, alors la
distance entre deux récepteurs sera réduite. Ge@evmettre a des formes de peptides
multimériques de faire intervenir plus facilemeatfacteur de bivalenc@ contrarig plus
I'expression de lintégrine est limitée plus latdisce entre deux cycles sera importante et

plus la présence d’espaceurs de longueur approgmiée les cycles RGD sera nécessaire.

1.5.5.2.2.3.Amélioration de I'étape de radiomareguag
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Figure 10 : Schéma du dimeére contenant la structur®l-(4-**F-fluorobenzylidene)oxime(FBOA)

La synthése difF-galacto-RGD, nécessite I'utilisation d’estersia et requiert des
stratégies de synthése longues et complexes. Wurgslr glycosidique a été utilisé pour
permettre une meilleure combinaison du marquadgkiaul8. L'utilisation de ce groupement
prosthétique carbohydraté permet I'obtention dendement radiochimique de plus de 30 %
et d'une pureté radiochimique supérieure a 98 %s pa@ur un temps de synthése totale de
200 minutes.

Pour améliorer ces paramétres, des marquagesifsésont étudiés en se basant sur la
formation d’oxime, c’est le cas par exemple avetilisation du 4**F-fluorobenzaldéhyde
[129,130], du'®F-fluorosilylbenzaldehyd§l31], et du'®F-FBOA-E[c(RGDfE)} (Figure 10).

De plus, la formation d’oxime chimiosélectif essauenvisagée pour assurer la conjugaison
du*®-FDG & un peptide RGD amino-oxy fonctionnalisé. Empettant I'incorporation d’une
telle stratégie au sein d’'un systeme automatida,pmirrait conduire a une méthode de choix
dans l'obtention de peptides glycosylés marquédlwar 18 avec un haut rendement de

synthese. La difficulté réside dans I'éliminatiom @lucose non marqué, qui est un
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compétiteur de la réaction de conjugais@iautres stratégies utilisant la réactivité du
groupement thiol ont permis I'obtention de monomeésa diméres RGD avec un important
rendement radiochimique et une haute activité §ipéei. Elles peuvent faire intervenir des
groupements réactifs thiol donneur de groupemeydoglyl [132], ou des synthons réactifs
thiol, comme pour I&-[2-(4-**F-fluorobenzamido)ethyl]maléimidé®-FBEM)[133].

La cyclo-addition[3+2] azoture-alcyne catalysée au Cu ldaisgen ou « chimie
click » a été envisagée comme alternative a lanigoe de condensation d’amino-oxy
aldéhyde. Elle se caractérise par des conditiongaeions douces, une bonne faisabilité et
sélectivité, pour un temps de réaction relativencentt[134]. Aussi, le®®F-RGD-KS5, traceur
peptidomimétique, présentant une haute affinitér patégrine a,f3, fait désormais I'objet
d’essais cliniques dont les premiers résultats snoburageants [135Deux principaux types
de groupements prosthétiques sont retrouvés enieltiink, les organoazotures et alcynes.
Avec cette approche, des temps de radiosynthelserdiee de 70 minutes sont possibles, avec
un rendement radiochimique de 35 %. Afin d’associnélioration des propriétés
pharmacocinétiques et optimisation du radiomarquamge techniqgue combinée couplant
chimie click et introduction de sucres a été déweée, notamment avec f#-Maltose-RGD
[136]. Le traceur!®F-TCO-tétrazine-RGD, a quant & lui, été obtenuyper cyclo-addition de
type Diels-Alder, avec le tetrazirieans-cyclooctene de facon rapide, efficace et a faible
concentration [137,138].

Les techniques d’échange isotopique ont aussxgitorées. La méthode SiFA a par
exemple été utilisée pour le marquage au fluord p-@li-tert-butylfluorosilyl) benzaldéhyde
via la formation d’oxime. Le recours a des composégda également été envisagé avec
I'obtention de'®F-aryltrifluoroborate-RG}139].

Liu et al se sont intéressés a la réaction entréFAEt un chélateur macrocyclique
conjugué a un dimere RGD. L’objectif est ici de macer l'introduction du fluor par la
formation d’une liaison covalentga I'utilisation de la chimie de coordination au maye la
complexation de AlF préalablement formé. La flummata alors été réalisée en 40 minutes. Le
18_Alfatide repose sur la complexation du fluoruraldminium avec le NOTA et fait d’ores-
et-déja I'objet d’essais cliniqug¢$40-145] L’optimisation des techniques de marquage et de

purification aboutit a un temps de radiosynthéssmdron 30 minutes.

Enfin, pour optimiser cette étape, une autret&gia a reposé sur l'utilisation de
gallium 68. Des conjugués DOTA puis NOTA et NODA®AL vu le jour [110,111,146,147].
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Haubneret al ont synthétisé des pentapeptides cycliques c(RGDf&rqués ad’Cu et®®Ga

en utilisant les chélateurs NODAGAt CB-TE2A @,11-bis(carboxymethyl)-1,4,8,11-
tétraazabicyclo[6.6.2]hexadécane). L'objectif a d&ésimplifier la procédure de marquage
avec le gallium et de permettre une imagerie tardivec le cuivre pour obtenir un meilleur
ratio de fixation tumeur sur bruit de fond. Le NOGA-c(RGDfK) a ainsi été marqué au
gallium en 10 minutes & température ambiante. QaaffCu-NODAGA-c(RGDfK) et au
®4Cu-CB-TE2A-c(RGDfK), ils présentent a 18 heures p.i. un raté fixation tumeur sur
organes 20 fois plus important. De nouveaux chétatsont développés. I%4Cu-AmBaSar-
RGD,, obtenu avec des conditions douces de marqua8e@ emnutes témoigne de résultats
précliniques et de stabilité satisfaisafit48,149] Le ®/Cu-BaBaSar-RGB est désormais en
cours d’étude[150]. Ces résultats soulignent l'intérét du cuivre et ghllium comme
alternatives au fluor pour le marquage de peptRie®, avec I'essor de nouveaux chélates
pour faciliter et optimiser leurs marquages [147,152]. Plus récemment, de nouvelles
alternatives ont été développées avec les conjudidesipa et le TRAP(RGR]153,154]. Le
chélateur TRAP est proche du NOTA avec toutefoieieplacement d’acides carboxyliques
par des acides phosphoniques. Il possede d'une yaetforte affinité pour le gallium, et
d’autre part permet la conjugaison directe de 3igep par chélatant. L¥Ga-NOPO-RGD
découle de cette famille de chélates [155]. Ce eauwchélate conduit a un radiomarquage
rapide, stable et de haute activité spécifique,snuaiquement de composé monomérique

(Annexe 1J).
1.5.5.2.3. Les ligands de la fibronectine

La fibronectine présente différentes isoformes Qidnnecting Segment : Il CS, Extra
Domain A : ED-A, Extra Domain B : ED-B), impliqguééans de multiples phénomenes tels
gue la migration cellulaire, la guérison de blessuret la transformation oncogénique.
L’isoforme de la fibronectine contenant le domaltia-B est surexprimée dans le tissu foetal
et le tissu néoplasique ainsi que lors de la gnalifon vasculaire, tandis que sa distribution
est habituellement limitée dans les tissus adualbesiaux.

La visualisation de l'isoforme ED-B fait interverdes structures dérivées d’anticorps
[112,156]. Cet axe de recherche s’avere avancéyuise forme dimérisée L19(sch\g été
injectée de maniére concluante a des patients&tige cancer du sein, de cancer pulmonaire

ou colorectal[157]. Pour I'imagerie TEP, divers études ont sgndi la nécessité de
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I'utilisation de radio-isotopes de période longpar exemple I'iode 124 (T = 4,18 j) plus en

adéquation avec les contraintes de clairance desurs [158-161].

1.5.5.2.4. Les inhibiteurs de métalloprotéases : MMP inhibiteus

La famille des métalloprotéases est divisée enaSsels, incluant les collagénases,
gelatinases, stromolysines, membrane type (MT)-MBtFes MMP non classées [56]. Les
gélatinases MMP-2 et MMP-9 ont été détectées entg@amportante dans les tissus malins
et leur surexpression caractérise l'agressivitéotaie et le potentiel métastatique [162].
Différents substrats ont été utilisés afin de dtunst des traceurs théoriquement spécifiques
d’'un type de MMP donné, en se basant sur la sp#ééifie reconnaissance entre un substrat et
son enzyme capable de le cliver aprés reconnaissaec[cyanine fluorochrome]-Gly-Pro-
Leu-Gly~Val-Arg—Gly-Lys (FITC)-Cys.NH, le PB-M7VIS (PB : Proteolytic Beacon), et
PB-M2VIS ont été designés en vue de cibler MMP-2rples deux premiers traceurs et
MMP-7 dans le proche infra-rouge [163,164].

Le ciblage de ces métalloprotéases en médecineaitelrepose sur I'utilisation
d’inhibiteurs spécifiques [165]. Différentes stigits de marquage ont été envisageées,
impliquant par exemple [¥Cu, et le®®F [112,166,167]. L&*Cu-DOTA-CTTHWGTLC (ou
CTT) présente une affinité pour MMP-2 et MMP-9, gquaux dérivés du CGS27023A,
marqués ad'C ou'®F, inhibiteurs de MMP produits par Novartis, il$gentent une affinité
pour MMP-1. Mais, en dépit d’'une pharmacocinétigete d’'une stabilité métabolique
correctes, I'accumulation dans le tissu tumoraterdsnte et limitée [168,169]. Les traceurs
c-MSMA, HC-CGS25966, et'C-FMAME, ont également fait I'objet d’études préatjues

mais ont également donné des résultats décevants.

Parmi les autres pistes étudiées, il est possibleitdr I**in-DTPA-RP782, 1€°™Tc-
(HYNIC-RP805)(tricine)(TPPTS), le Marimastat-Ar&f]F;, le **F-SAVO3, '23|-HO-CGS
27023A. Néanmoins, seulin-DTPA-N-TIMP-2 a été injecté & des patients atteide
sarcome de Kaposi [170,171].

Les inhibiteurs de MMP ont été marqués pour I'imag@EP ou TEMP mais ils ont
aussi été associés au Cy5.5 pour I'imagerie pardkcence dans le proche infra-rouge, ou
couplés a des agents de contraste tels que leigadolia un DOTA pour I'IRM [172].
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D’autres pistes ont été évoquées afin de fournsr idermations sur I'angiogenese
tumorale. C’est le cas de la visualisation de &ébitisation de I'endothélium vasculaire par
imagerie moléculaire ciblant I'angiopoiétine-1 éntenant pour la stabilisation) ou
'angiopoiétine-2 (intervenant dans le processusl@sabilisation). L'imagerie de I'apoptose
des cellules endothéliales a aussi été exploréesitdant des marqueurs spécifiques de
'apoptose tels que I'annexine V pour visualisa@ction de traitements anti-angiogéniques et
anti-tumoraux. Enfin, 1€*F-FMISO (fluoromisonidazole) utilisé pour quantifighypoxie,
notamment sur des cas de gliomes, peut s’avéreresgant pour évaluer I'effet de thérapie

anti-angiogénique.

2. Les modeles tumoraux étudiés

Parmi les pathologies malignes potentiellement eorées, notre étude cible les
mélanomes malins, mais aussi les gliomes malingadiellte et de I'enfant. Il s’agit de
tumeurs dont la croissance et la dissémination staitque sont hautement dépendantes de la
néoangiogenése. Ces pathologies constituent donsupport de choix pour I'étude des
traceurs ciblant l'intégrine, s et la MMP-9d’autant plus que les traitements novateurs anti-

angiogéniques sont envisages dans leur prise egectierapeutique.

2.1.Le gliome

2.1.1. Caracteres généraux et épidémiologie

Chez l'adulte, les tumeurs cérébrales malignessgmtent 1 a 2 % de I'ensemble des
cancers et l'incidence des tumeurs intracranierprasitives est de I'ordre de 10/100000
habitants par an. Environ 40 % des tumeurs prigstintracraniennes sont des méningiomes,

30 % des gliomes et 10 % des adénomes hypophysaires

Chez l'enfant, les tumeurs du systéme nerveux aketds plus fréquentes sont des
tumeurs solides, représentant 20 % des canceltg, @lesriere les leucémies (30 % des
cancers). Les tumeurs les plus fréquemment rerdmmta I'étage sus-tentoriel sont les

gliomes et les craniopharyngiomes [173].
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Les gliomes se caractérisent par une infiltratiomgpessive du parenchyme cérébral, a
l'origine d’'un effet de masse et de perte neuranadeclassification actuelle considére selon
I'origine cellulaire de la prolifération, les astggomes (ou gliomes), les oligodendrogliomes
et les tumeurs mixtes (oligoastrocytomes). La diaaion anatomopathologique des gliomes
chez I'enfant décrit comme chez l'adulte 4 gradesralignité croissante. On distingue les
gliomes de bas grade dont les tumeurs astrocytéasisocytomes de grade | et Il OMS,
Organisation Mondiale de la Santé), les oligodeglivmes (grade II OMS) et les
oligoastrocytomes (grade Il OMS). Les gliomes det lggade comprennent parmi les tumeurs
astrocytaires : les astrocytomes anaplasiques €dib@MS) et les glioblastomes (grade IV
OMS), ainsi que les oligodendrogliomes anaplasiqugsade Il OMS) et les
oligoastrocytomes anaplasiques (grade IIl OMS).

Astrocytomes anaplasiques et glioblastomes muttiésr sont les tumeurs cérébrales
primitives les plus fréquentes chez I'adulte. Lésldastomes sont quatre fois plus fréquents
gue les astrocytomes anaplasiques et représenteinbre 25 % des tumeurs cérébrales
primitives de l'adulte. Le mécanisme tumorigene diksmes repose sur une accumulation
d’anomalies génétiques impliguant des génes susguEs de tumeur, par exemple p53, ou
des proto-oncogénes avec la modification de I'esgio; de genes codant pour des facteurs
de croissance et leurs récepteurs, impliqués dapsolifération cellulaire (PDGF, EGFR..).
Chez l'enfant, certaines particularités de I'onaugge ont pu étre mises en évidence telles
gu’'une moindre implication de I'amplification du @& de I'EGFR ou au contraire une
surexpression plus fréquente des PDGER3 [174].

2.1.2. Principes généraux du traitement

La prise en charge thérapeutique des tumeurs p@dieg est similaire a celle des
pathologies adultes et repose sur I'associatiofadadiothérapie et d’'une chimiothérapie a
une chirurgie d’exérése aussi complete que possiblehimiothérapie peut faire intervenir le
BCNU (carmustine ou Bis-ChloroethylNitrosoUrea) tiémozolomide (Temod3] MSD,
protocole Stupp), le protocole PCV (combinaisorCd&NU (lomustine ou 1-(2-chloroethyl)-
3-cyclohexyl-nitrosourea), procarbazine et vinanistadministrée en cycles de 6 semaines) et
des implants de carmustine (GlidleMGI Pharma). Les résultats du traitement demeuren
néanmoins tres décevants avec chez I'adulte unéanede survie ne dépassant guere 3 ans

pour les astrocytomes anaplasiques et 1 an pouglieslastomes. Pour les enfants, le
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pronostic est également tres sombre, surtout msuformes du tronc cérébral, avec un taux
de survie sans récidive a 5 ans, de l'ordre de 1BL%5]. Par conséquent, les nouveaux
traitements anti-tumoraux (thérapie génique, imntu@i@pie, chimiothérapie interstitielle ou
intra-artérielle, agents anti-angiogéniques, agentifférenciants...) font [I'objet
d’expérimentations précliniques et cliniques. Lasde thérapeutiques innovantes ciblant les
voies de la signalisation cellulaire et de I'onaogse constitue un intérét majeur pour
I'amélioration de la prise en charge thérapeutideees gliomes de haut grade. En effet, la
croissance et la survie des gliomes de haut graaké sautement dépendantes d’une
néoangiogenése [176], cible actuelle de traitemewotgateurs anti-angiogenes [177]. Le
bevacizumab a permis une amélioration de la swsai®s progression avec une tolérance
acceptable [178]. L’autorisation de mise sur le chéar (AMM) de ce médicament a été
modifiee par la FDA aux Etats-Unis mais pas paigEAce Européenne du Médicament en
raison d'un manque de preuve directe d’augmentat#ola survie globale. Les études sont en

cours en pédiatrie.

2.2.Le mélanome

2.2.1. Caractéres généraux et épidémiologie

Le mélanome affecte tous les ages mais reste eswept chez I'enfant avant la
puberté. De grandes différences d’incidence sorgemi@ées en fonction de la latitude
(exposition au soleil) et des caracteristiques igtles des populations. Cette incidence est
considérable chez les Blancs en Australie (40 nauxeas/100000 habitants/an) alors qu’elle
est trés faible dans les pays ou les gens sonsMeoirJaunes. En France, comme dans de
nombreux pays industrialisés, l'incidence doublevirem tous les 10 ans. On l'estime
actuellement a 5-10 nouveaux cas/100000 habitantd/a mortalité (1,2 a 1,5/100000
habitants en France et autour de 5 en Australi@) é&eaugmenter mais de maniére moindre

que lincidence, du fait peut-étre d’un diagnogtigs précoce.

Les principaux facteurs de risque de mélanome Emntantécédents familiaux, les
antécédents personnels (risque de second mélanema @ %), la couleur claire de la peau
et des cheveux (roux avec des éphélides, blondieéhi un nombre élevé de naevus, le
« syndrome du naevus atypique » et enfin, les atdte d’expositions solaires intenses avec

coups de soleil.
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La majorité des mélanomes survienndet novg en peau apparemment saine sans
précurseur. Le risque de transformation maligne mkesyus « communs » est tres faible.
Quant aux naevus congénitaux de grande taille @U&0 cm), le risque de transformation est
elevé. Toutefois, ces derniers sont exceptionnelg’accasionnent la survenue que d'un

nombre restreint de mélanomes.

2.2.2. La classification anatomo-clinigue

Sur le plan anatomo-clinique, on distingue 4 ppacix types de mélanomes :

- Le mélanome a extension superficielle (SuperfiSipteading Melanoma, SSM) :
forme la plus fréquente (60 a 70 % des cas), coac¢rsurtout I'adulte jeune. Le
siege est essentiellement situé chez la femmevaaunides jambes, chez ’lhomme
au niveau du tronc, et se développe le plus sowveattir d’'un nsevus préexistant.
Son développement est intra-épidermique horizonpalis verticale dermique.

- Le mélanome de Dubreuilh (Lentigo Maligna MelanotdM) : correspondant a
10 % des mélanomes malins, cette tumeur concertmsia femme agee. Elle se
localise essentiellement au niveau du visage et'@gblution lente.

- Le mélanome acral lentigineux (Acral Lentiginous IM@ma, ALM) : cette
tumeur concerne I'homme de 50-60 ans. Elle se situmiveau des extrémités
(paumes, plantes, bords latéraux des doigts etlsoge sous les ongles) et est
d’évolution lente.

- Le mélanome malin nodulaire (Nodular Melanoma, Midprésentant 15 a 20 %
des mélanomes malins. Cette forme, particuliérempéjutrative, se caractérise par
une prolifération dermique, un tres mauvais prdnost un risque élevé de

meétastases précoces.

2.2.3. Les principes généraux du traitement

La classification la plus récente des mélanomebase sur les caractéristiques du
mélanome primitif, du statut du ganglion sentinedfe du statut métastatique [179]. Les
résultats histologiques du mélanome primitif, cjues et d'imagerie du bilan d’extension,
permettent de connaitre le stade précis du patieainsi de proposer le traitement le mieux
adapté. Les facteurs pronostiques sont surtoudlbégtiues, il s'agit de I'épaisseur tumorale

(indice de Breslow), de l'ulcération, de I'indextotique, et du niveau anatomique d’invasion
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dans le derme et I'hypoderme (niveau de Clark). reeherche de micrométastases
infracliniques du premier ganglion-relais (ganglisentinelle) est un marqueur pronostique
indépendant de grande valeur. L’examen scintigtpghia base de nanocolloides technétiés
occupe une place importante dans l'identificatiencds ganglions. Ces parameétres, indice de
Breslow, envahissement du ganglion sentinelle, ratmn, index mitotique sont les
indicateurs pronostiques les plus fiables au stiide&jue de tumeur primitive isolée. lls sont
pris en compte au sein de la classification enestatll mélanome et conditionnent I'attitude

thérapeutique.

Le mélanome malin présente un tres fort potentiétastatique, puisque quelques
millimetres cube de tumeur peuvent entrainer urgsédnination métastatique diffuse
rapidement létale. L'objectif du traitement esglaérison par I'éradication chirurgicale de la
Iésion avant la dissémination [180]. La chirurgiste ainsi le seul traitement permettant la
guérison des patients [181,182]. Le traitementad&imeur primitive consiste donc en une
exérese chirurgicale jusqu'au fascia. Les traitdmedjuvants systémiques a base de
fotemustine (en cas de métastase cérébrale), dataelpeuvent étre proposés dans le cas de
mélanomes avec atteinte cutanée ou ganglionnaimeréscable ou métastatique viscérale.
En cas d’atteinte ganglionnaire (stade 111), le ¢esiomide (hors AMM) (Temod3) MSD),
le curage ganglionnaire est le traitement stanfaf€l]. Le traitement des mélanomes cutanés
métastatiques non résécables (stades IIIC, IV) hwtastase cérébrale est de plus en plus
conditionné par I'émergence de thérapies cibléeisiiiteurs de BRAF, MEK et de KIT).
Tout mélanome cutané métastatique doit donc aujuuirtéénéficier d’'un génotypage pour
recherche mutationnelle. Les thérapies innovamesactuellement I'objet d’essais cliniques.
Une revue des thérapeutiques ciblées dans le dendairmélanome malin (inhibiteurs des
protéines kinases, immunothérapie, traitements apaptotiques, inhibiteur de
métalloprotéases, traitements anti-angiogéniques..§té publiée montrant des résultats
encourageantfl83]. Chez les patients présentant une mutatioBRAF, le vemurafenib
(Zelboraf’, Roche) entraine des réponses thérapeutiques nesjgui surviennent chez plus
de la moitié des patients traités. Des anticorpsc d'ipilimumab (Yervoy, BMS) et le
nivolumab (Opdiv8, BMS) sont utilisables indépendamment du statutatiannel et
agissent respectivement sur CTLA-4 et PD-1. Toudefta mutation BRAF V600 n’est
présente que chez la moitié des patients, etdaffié des anti-BRAF tend a s’atténuer avec
le temps, en raison de l'apparition de résistarcmaplexes. Quant a I'immunothérapie,

lipilimumab, par exemple, ne donne des résultatstisants que chez 15-20 % des patients
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traités. Il reste également a optimiser les stragtipérapeutiques afin de limiter au maximum

la survenue d’effets indésirables [184].

La prise en charge thérapeutique de la maladie stadigue, pose la question de
I'exérése chirurgicale des métastases. La radiapieret la chimiothérapie sont envisagées,
ainsi que la destruction de métastases par radiggrce, la cryochirurgie des métastases
hépatiques, et la perfusion de membre isolé (m&phahimiohyperthermie intravasculaire
par isolement du membre) [179]. Compte tenu depllication de la néoangiogenese dans le
processus métastatique du mélanome malin, la aiftieangiogénique apparait une piste de

choix dans I'arsenal thérapeutique.
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PARTIE 1

Mise au point des techniques d’analyse
et évaluation du®*"Tc-bis-c(RGDfK)

Article 1 : “ %°*™Tc-DTPA-bis-c(RGDfK) a potential alpha(v)beta3 igiiey based
homobivalent radioligand for imaging neoangiogemé@simalignant glioma and melanoma
RSC Advance2015,5, 60161 - 60171
Frédéric Debordeaux Jurgen Schulz, Catherine Savona- Baron, Anil Kuktigshra, Colette

Ries, Nicole Barthe, Béatrice Vergier, Philippertardez
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L’objectif de ce travail est de caractériser deveawx traceurs de la néoangiogenéese.
La visualisation de ce processus repose sur lagebtle certains de ses acteurs principaux :
lintégrine a,f3 et la MMP-9. Ce projet requiert I'utilisation de deles tumoraux pour
lesquels la néoangiogenese est cruciale tant paldgveloppement que pour la dissémination

meétastatique. Les mélanomes malins et les glionaimsont ainsi été sélectionnés.

Le développement du traceur technétié*[Brc-DTPA-bis-c(RGDfK), a permis de
mettre au point les techniquisvitro, ex vivoetin vivo. La validation de ces processus s’est
appuyée sur ce traceur pour des raisons, notamuhemisponibilité du radionucléide et de
radioprotection. Au-dela de son utilisation pourdifinition de nos protocoles, ce traceur
constitue une alternative également intéressanielfpmagerie de la néoangiogenéese, du fait

de I'amélioration de la résolution en TEMP.

1. Synthese et purification du DTPA-bis-c(RGDfK)

La forme linéaire du peptide (RGDfK) est obtenue yoze synthese en phase solide a
l'aide d'un synthétiseur de peptide & micro-ondisetty 1 (CEM), en utilisant une résine de
chlorure de trityle (TCP resin, Sigma-Aldrich) et @ppliquant la stratégie Fmoc (9-
fluorenylmethyloxycarbonyle) [93,185]. Le grouperhgmotecteur final Fmoc est retiré a
'aide d’'une solution de pipéridine a 20 % dansdimethylformamide (DMF). Les étapes
suivantes, c'est-a-dire, le clivage du peptide aleekine, sa cyclisation et I'élimination du
groupement protecteur Z, sont effectuées selonddenopératoire décrit par Haubredral
[93].

La synthese du DTPA-bis-c(RGDfK) a été réaliséesain de notre laboratoire et
s’inspire du procedé défini par Hazat al. (Figure 11) [186,187]. Le bis-anhydride de
DTPA (9 mg, 25 pumol, Sigma-Aldrich) et le peptidetgégé c(RGDfK) (46 mg, 50 pmol)
sont dissous dans 20 mL de DMF anhydre. De lahyigmine (28 uL, 0,2 mmol, Sigma-
Aldrich) est ensuite ajoutée, et la réaction seulérdurant 15 heures a 60 °C. Les solvants
sont éliminés par évaporation sous pression récetile conjugué est précipité avec de I'éther
diéthyligue. La déprotection de [Il'adduit, concemanle Pbf (2,2,4,6,7-
pentaméthyldihydrobenzofuran-5-sulfonyle) et lesugementsert-butyle, est obtenue par un
traitement dans 20 mL de TFA/(iB®)H/H,O (92/4/4) a température ambiante pendant 2
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heures. Le conjugué DTPA-bis-c(RGDfK) (33 mg, 21gl)nest enfin précipité, puis lavé a
I'éther diéthylique.

Voyager Spec #1=>AdvBC(32,0.5,0.1)[BP = 1564.6, 3532]
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Figure 12 : Spectrométrie de masse en MALDI-TOF diDTPA-bis-c(RGDfK)

Lors des différentes étapes conduisant a la pramuciu ligand froid, les dérivés
intermédiaires sont notamment évalués par RMN (Résuce Magnétique Nucléairdy, °C
et/ou?®Si, ainsi que par spectrométrie de masse effe@nd@dALDI-TOF (Matrix-Assisted-
Laser Desorption lonization-Time Of Flight, speotktre de masse couplant une source
d’ionisation laser assistée par une matrice etnatyaeur a temps de vol). Cette spectrométrie
de masse MALDI-TOF est effectuée sur un spectraméi& masse Voyager (Applied

Biosystems) équipé d’'un laser pulsé a azotg) (837 nm) et d’'une extraction retardée
(MALDI-TOF-MS: [M + H]" = 1564,6 (1564,8 Da calculé pouggB10:,N210,,)) (Figure 12).
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Channel Name 220,0nm
#| Peak Name| CH | tR [min] | Area [uV-sec]| Height [uV]| Area% | Height%| Symmetry Factor
1Junknown 9 17,381 106396 80920 3,71 3,864 0,994
2lUnknown 9 22,61 2500132 1840539 87,17 87,91 0,884
3lUnknown 9 27,08 261576 172164 9,12 8,223 0,974

Figure 13 : Profil CLHP du DTPA-bis-c(R(Pbf)GD(tBu)fK)

\ 1
25,0000 30,0000

L’analyse chromatographique par CLHP est praticgiéela forme protégée, DTPA-
bis-c(R(Pbf)GDBu)IK), et déprotégée DTPA-bis-c(RGDfK). La colonnélisée est une
colonne Luna C18 (250 mm x 4,6 mm x 5 um). La pmasbile est initialement composée de
NH4sOH 50 mM/MeOH (95/5), puis sur 30 minutes d’'un gead linéaire allant jusqu’a
NH.OH 50 mM/MeOH (5/95). Le débit est de 1 mL.fifFigures 13 et 14.
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Channel Name 220,0nm

#| Peak Name| CH | tR [min] | Area [uV-sec]| Height [uV]| Area% | Height%| Symmetry Factor
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2JUnknown 9 7,221 922765 69554( 95,65 94,72 0,804
3JUnknown 9 11,604 13197 8920 1,36 1,219 0,839
4Unknown 9 15,541 147974 17294 1,53 2,354 1,024

Figure 14 : Profil CLHP du DTPA-bis-c(RGDfK)

2. Etude de la fixation du DTPA-bis-c(RGDfK) sur récepgeurs (Test de
binding)

2.1.Matériels et méthodes

Dans un premier temps, afin de s’assurer de langaxte de ce travail, I'affinité et la
spécificité du DTPA-bis-c(RGDfK) sont évaluéega un test de couplage ou binding.
L'échistatine radiomarquée a l'iode 125 est utdiséomme radioligand spécifique de
l'intégrine a,B3 (81,4 TBg/mmol, 14,7 kBg/ug) et I'échistatine ffeiest considérée comme
la molécule de référence, selon une méthode pravédat décrite [188]. Les c(RGDfK) et
c(RADfK) (GeneCust) sont testés en tant que resmnent, compétiteur de la fixation de

l'intégrine et contréle négatif.
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Brievement, une solution d'intégrimeBs humaine & 20 ng.mt.est préparée dans du
tampon de « coating » (Tris 20 mM, pH 7,4, NaCl 18®1, CaC} 2 mM, MgCh 1 mM,
MnCl, 1 mM). Des aliquots de 100 pL sont répartis dassplits de plaques de filtration 96
puits (Millipore, 96-well multiscreen IP filter gies, pores de 0,45 um) et incubés toute la nuit
a 4 °C. Les plaques sont ensuite lavées par dudiardp saturation (Tris 50 mM, pH 7,4,
NaCl 100 mM, CaGl2 mM, MgCk 1 mM, MnCk 1 mM, 1 % de sérum albumine humaine
(BSA)), puis mises a incuber 2 heures a températomgiante avec 150 pL par puits de ce
méme tampon. Les plaques sont lavées deux fois poé incubation de 3 heures a
température ambiante sous agitation est lancée dwd¢*1-échistatine (30 pM par puits,
2500 Bg.mL*, 500 Bq par puits) en présence de concentratiomissantes des différents
compétiteurs (0 — 100 umol*). Le volume de chaque puits est ajusté a 200 gldispositif
d’aspiration Millipore est alors utilisé (Milliporemultiscreen vacuum manifold), et le
radioligand non lié est éliminé au cours de traigsages successifs. Les filtres sont collectés
et la radioactivité est mesurée a l'aide d’'un gartarapteur (Packard COBRA I, Packard
Instruments). La fixation non-spécifique est déiaega en présence d’'un exces d’échistatine

froide (facteur 1000), et est soustraite a la foratotale afin d’évaluer la liaison spécifique.

2.2.Résultats

-~ c(RGDfK)

=== DTPA-bis-c(RGDfK)
== c(RADIK)

== Echistatine

150+

10

% Binding

50

12 -7
log[Agonist], M

o~

Figure 15 : Détermination de I'affinité du traceur technétié. Etude de déplacement de la liaison
aux récepteur de |**1-échistatine par des concentrations croissantes d@TPA-bis-c(RGDfK),

d’échistatine, de c(RGDfK) ou de c(RADfK)

76



Cette technique permet d’estimer la concentratdibitrice 50 (IGg) du traceur. Les
récepteurs, c'est-a-dire l'intégriogPs, sont coatés sur les filtres des plaques detfdtre06
puits de Millipore. L'échistatine radiomarquée esisuite ajoutée en présence ou non de
compétiteurs. Chaque donnée ici présentée corrdspota moyenne de trois valeurs et
chaque expérience a été répétée trois faigufe 15. Sans récepteurs fixés au niveau des
puits, aucune interaction n’est détectée, ce giligue I'absence d’adsorption non spécifique
sur les microplaques. La concentration inhibitfs€eest calculée par régression non-linéaire
en utilisant le logiciel Prisfh(GraphPad Software Inc.). L&' Tc-DTPA-bis-c(RGDfK) et les
contréles positifs inhibent la liaison déR-échistatine & l'intégrinex,B; de facon dose-
dépendante. Les kgrespectives de I'échistatine, du DTPA-bis-c(RGDfH), c(RGDfK) et
du c(RADfK) sont de 0,79 + 0,29 nmol*{.32,86 + 7,83 nmol L, et 46,83 + 14,74 nmolL
Le contrble négatif, c(RADfK) n'a pas déplacé laation de I'échistatine radiomarquée,
méme aux concentrations testées les plus élevéesadiotraceur présente une forte affinité

pour l'intégrinea,3;. Ces résultats sur récepteurs ont par la suiteogrmeés sur cellules.

3. Radiomarquage et purification de l'acide diéthylenetriamine penta-

acétigue-bis-c(RGDfK) par le technétium 99 métastdb

3.1.Matériels et méthodes

1,56 mg de DTPA-bis-c(RGDfK) (1 pumoL) est synthét&i sein de notre laboratoire,
puis dissous dans 2@ d’eau pour préparation injectable (EPPI). A 50de_cette solution
(soit 390 pug de DTPA-bis-c(RGDfK)), 106L d’étain (Il) dans de l'acide acétique 10 %
(SnCh 2H,0, 5 mg.mLY) sont ajoutés. Le technétium est obtenu & paitin dénérateur
commercial®Mo/**™Tc (Elumatic Ill, IBA international). 50QL de **™TcO, (360 MBq)
fraichement élués sont additionnés. Le pH du mifigactionnel est ajusté a 7 grace a une
solution de NgCO; (0,1 M, 900uL). La solution finale est chauffée durant 45 masué 95
°C.

Apres refroidissement, le complexe technétié eduien purifié a l'aide d’'une
cartouche Oasis C18 HLB ((Hydrophylic Lipophylic IBaced, Waters), préalablement
activée avec 5 mL d’éthanol, puis 20 mL d’EPPI. rhdieu réactionnel est chargé sur la

cartouche, qui est ensuite lavée avec 10 mL d’EB®Ltomposé radiomarqué est élué par 2

77



mL d’éthanol. Les solvants sont éliminés par chegdgfa 80 °C durant 5 minutes sous un
courant d’azote. Le volume de la solution ‘d8Tc-DTPA-bis-c(RGDfK) ¢ 165 MBq) est
ajusté a I'aide de NaCl 0,9 %.

La pureté radiochimique (PRC) est déterminée papnchtographie couche mince
(CCM) sur plagues ITLC-SG (Pall Corporation) avecipphase mobile soit de I'acétone ou
un mélange acétone/NaCl 0,9 % (1/1). Avec I'acétm&™TcO, migre en front de solvant
alors que 1e®*™Tc réduit et le complexe formé restent au dépdtecAte mélange
acétone/NacCl 0,9 % (1/1), le complexe et le penétdte migrent avec UR de 0,9, alors que
e ¥™c réduit reste au dépdt. La pureté radiochimigse aors définie par I'équation
suivante : PRC (%) = 100 2°™TcO, (%) + *°™Tc réduit (%). La pureté du radiotraceur a
également été vérifiée par CLHP (colonne Lung 250 mm x 4,6 mm x 5 um,
CH3CN/NH,4OH 0,2 % (40/60), débit 0,5 mL/min).

3.2.Résultats

HNYNHZ o
NH NH

g |
o/ Tﬁﬁ“kq NH

S, :

Figure 16 : Schéma du*"Tc-DTPA-bis-c(RGDfK)

HOC_

Le radiomarquage du DTPA-bis-c(RGDfK) &I'Tc est obtenu en 45 minutes & 95 °C
(Figure 16). Le rendement radiochimique initial du produgiétimité, de I'ordre de 20 %.
La réaction a alors été optimisée en évaluantréiftes quantités de réducteur (Sndd,1
mg a 1 mg), et aussi différents réducteurs (§n&1GH4O0¢), en modifiant les quantités de
précurseurs ainsi que les ratios précurseurs/rédisctLa durée de chauffage a elle aussi fait
I'objet d’ajustements. Afin d’accroitre la puretiochimique, une filtration sur Sep-Pak C18
a été réalisée. Toutefois, cette étape de puilicag I'origine d’'une perte de traceur, est

désormais pratiquée sur cartouche Oasis HLB (Wateesmettant de conserver la qualité du
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bY

produit final, mais aussi de conduire a une augatiemt significative du rendement

radiochimique.

200

Absorption UV

Radioactivité
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Figure 17 : Contrdle CLHP de la pureté radiochimigwe du radiotraceur. (1) **"Tc-DTPA-bis-
¢(RGDfK), Rt = 6,0 — 6,3 minutes (2) Technétium rédit (colonne Luna C;g(250 mm x 4,6 mm X
5 um), éluant CHCN/NH,OH 0,2 % (40/60), débit de 0,5 mL/min)

Les meilleurs résultats sont obtenus avec la mis¢gee de 390 ug de DTPA-bis-
c(RGDfK) et 50 ug de SngllLa pureté radiochimique résultante est > 95 % ave activité
spécifique de 1475 GBq.mnibkt un rendement de marquage, non corrigé de laidéance,
d’environ 45 % (n = 10). Les résultats de la CLi@Rdignent d’un temps de rétention pour le
9mre-DTPA-bis-c(RGDfK) de 6,2 minutes (Rt = 6,0 — GyBnutes). Le technétium réduit

constitue la principale impureté radiochimique @@réparationKigures 17, 18t annexe 2.

79



6,00/ C/mm *ld:)OO
o
]
w
Intégration TLC
Substance R/F| “%Total | Type Aire| %Aire
5,00 % Counts %
Reg #1 -0,004 2,83 DD 1726,00 2,65
Reg #2 0,988| 104,01 DD §3352,00| 97,35
Sum in ROI 65078,00
4,00 Aire totale 60907,00
Aire RF 43971,00
BKG1 159,066
Remainder RF -21107,00 -48,00
1,00 Remainder (Tof) -4171,00 -6,85
Acétone
. 99m A H
2,00 Reg 1: 77" Tc réduit
. 99m : 99m :
Reg 2: * ' Tc-DTPA-bis-c(RGDfK) + "' Tc libre
Ly
F=
1,00 -
]
e
N OO_’,_A\
T T T T T T T T T T T T T T T

[v] 20 40 60 80 mim
.EJ TL.G
as, ol o
=
Intégration TLC
30,04 Substance RIF| %Total | Type Aire| “hAire
Yo Counts Yo
Reg #1 0,017| 8126 DD | 1883318| 97,98
Reg #2 0,988 1,68 DD 38900 2,02
25, 0 Sum in RO 192221,8
Aire totale 231763,8
Aire RF 181865,0
BKG1 434 58
20, 04 Remainder RF -10356 80 -569
¢ Remainder (Tot) 39542.00] 17,06
5L G Acétone/NaCl 0,9 %
r
. 99m : 99m 4 :
Reg 1 : ™" " Tc-DTPA-bis-c(RGDfK) + ““"Tc réduit
99m :
Reg 2 : 7" Tc libre
10, 0 9
o
5,0 9
o
[
£l
0,0 —"'**-—_
T T T T T T T T T T T T T T T
40 60 80 mm

Figure 18 : Evaluation de la pureté radiochimique d traceur par chromatographie couche
mince (CCM) sur plaques ITLC-SG (Pall Corporation) avec pour phase mobile de I'acétone ou
un mélange acétone/NacCl 0,9 % (1/1)
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4. Loqg P du dérivé technétié

4.1.Matériels et méthodes

Le coefficient de partage est déterminé en mélarngead mL de*™Tc-peptide-RGD
en solution dans du PBS (Phosphate Buffer Sali@®) M a 0,5 mL d’octanol dans un tube
Eppendorf. Le tube est vortexé, puis centrifugd@05g pendant 3 minutes. Des aliquots de
100 uL de chacune des phases, aqueuse et d’octanol,pséle/és et la radioactivité est
mesurée a I'aide d’'un gamma compteRackard COBRA II, Packard Instrumentsg logP
est calculé selon la formule suivante : IBg= [(Activité phase octanol) / (Activité phase

agueuse)].

4.2 Résultats

Le **™Tc-DTPA-bis-c(RGDfK) présente un caractére hydrphiarqué par un log
évalué a -1,78 = 3), en accord avec le temps de rétention obtenu étPCL

5. Analyse de la stabilité radiochimique

5.1.Matériels et méthodes

La stabilité du composé radiomarqué est évaluée @am (ITLC-SG, Pall
Corporation) et a l'aide d'un radiochromatographaytest miniGITA. Selon les mémes
modalités que celles indiquées lors de I'étude adgureté radiochimique, la stabilité du
composé est contrélée a 30, 60, 120 et 180 mirapgess radiomarquage. Les résultats sont
exprimés en pourcentage d€™Tc-DTPA-bis-c(RGDfK) persistants & ces différents

intervalles de temps.

5.2.Résultats

L’étude de stabilité porte sur une durée de 3 Ieak@c des contrbles de la pureté
radiochimique réalisés par CCM a différents intdegade temps apres préparation (0, 30, 60,

120 et 180 minutes). Les résultats de ces contréitent inchangeés sur la période d’étude, et
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le pourcentage d&™Tc-DTPA-bis-c(RGDfK) persistant est de 95 + 3,0 Dtirant ces trois
heures, aucun relargage significatif de technétninlg présence de peptides de dégradations
n'ont été détectes.

6. Etudes cellulaires

6.1.Matériels et méthodes

6.1.1. Cultures cellulaires

6.1.1.1. Les lignées cellulaires

- C6: cellules de gliome de rat, utilisées commeoci@mmégatif de I'expression de
I'intégrine a,B3. Ces cellules sont initialement produites pardtijgn hebdomadaire de
N-nitrosométhylurée chez I'animal (ATCC référenc€@L-107).

- U87MG : cellules de gliome humain de I'adulte, ises comme témoin positif de
I'expression de l'intégrine,fs. Il s’agit d’'une lignée permanente établie a paftin
sujet féminin de 44 ans atteint de glioblastome.

- SF188: cellules de glioblastome humain de I'enfgtntliées lors de ce projet. Cette
lignée permanente a été obtenue a partir d'un sogtculin de 8 ans atteint d’'un
glioblastome. Les cellules ont été fournies pataleoratoire de Pharmacologie du
Centre Oscar Lambret, Lille, France.

- B16F10: cellules de mélanome murin issues de sdfi’Black/6. Cette lignée est
ayPB3 positive (ATCC référence # CCL-6322).

- SKMELZ28 : cellules de mélanome de I'adulte. Ceimdée permanente est établie a
partir d’un sujet masculin de 51 ans atteint deamaéne malin. Ces cellules nous ont
été fournies par 'UMR 1037 de I'Institut ClaudiRggaud, Toulouse, France.

- HEK293: cellules humaines d’épithélium rénal enaonyaire. Ces cellules ont été
fournies par I'INMAS, Delhi, Inde (Institute of Nlear Medicine and Allied

Sciences).
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6.1.1.2. Les conditions de cultures

Les cultures ont été réalisées en boites de 10emiainetre, incubées a 37 °C en

atmosphere humide enrichie a 5 % de,A@s milieux de cultures utilisés sont les suigant

- C6 : milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Mediunfinvitrogen) enrichi a 5 %
de sérum de veau feetal (SVF, GIBCO) et 1 % d’amtiitpiies : pénicilline 100 Ul.niL
! et streptomycine 100g.mL™ (Invitrogen).

- U87MG : milieu DMEM (Invitrogen) supplémenté a 10 & SVF, 1 % d’acides
aminés non essentiels (Hyclone AdvanceSTEM™) etd &ttibiotiques : pénicilline
100 UL.mL* et streptomycine 100g.mL* (Invitrogen).

- SF188 : milieu DMEM (Invitrogen) enrichi a 10 % sérum de veau foetal (SVF) et 1
% d'antibiotiques : pénicilline 100 Ul.mtet streptomycine 100g.mL™ (Invitrogen).

- B16F10 : milieu DMEM 4,5 g glucose (Invitrogen) ieti & 10 % de sérum de veau
foetal (SVF), 1 % de glutamine (GlutaMAX™ InvitrogeCergy Pontoise, France) et
1 % dantibiotiques : pénicilline 100 ULmiL et streptomycine 100ug.mL*
(Invitrogen).

- SKMEL28: milieu RPMI 1640 (Roswell Park Memoriahstitute) (Invitrogen)
supplémenté a 10 % de sérum de veau foetal (S\WWh)dé glutamine (GlutaMAX™,
Invitrogen, Cergy Pontoise, France) et 1 % d’antigiles : pénicilline 100 Ul.nit et
streptomycine 10Qig.mL™* (Invitrogen).

- HEK293 : milieu DMEM (Invitrogen) enrichi a 10 % &VF et pénicilline 50 Ul.mL

! streptomycine 5Qg.mL?, nystatine 2ig.mL* (Invitrogen).

Les cellules sont mises en culture jusqu’a atter80r % de confluence. Les cellules
sont enfin comptées et remises en suspension danmilieu de culture additionné de 0,1 %
de BSA, Hepes 20 mM pH 7,4.

6.1.1.3. Congélation/décongélation cellulaire

Afin de conserver du matériel pour de prochainadeéd, les cellules ont été congelées

tout au long de notre travail. Les lignées ont @geaint fait I'objet de décongélation.

Le procédeé est identique pour les différentes kgneellulaires.

83



6.1.1.3.1. Congélation des cellules

Le surnageant de la boite de culture est éliminks &pis cellulaire est lavé avec du
PBS 1 X stérile. Les cellules sont ensuite décsllpar 2 mL de trypsine-EDTA (Acide
Ethylene Diamine Tétra-Acétique) 0,5 %, et incub8eminutes a 37 °C. L’action de la
trypsine est alors inhibée par I'ajout de 3 mL déem enrichis par du SVF. Le milieu et les
cellules sont récupérés, et mis a centrifuger & I@@ations par minutes (rpm) pendant 5
minutes. Dans la glace, le surnageant est élintite @ulot cellulaire est repris par 1 mL de
SVF. La suspension est homogénéisée, puisi2&ont prélevés afin de dénombrer les
cellules sur cellule de Malassez. Enfin, 1 mL deFE®MMSO (DiMéthyl SulfOxyde) est
ajouté, la suspension est homogénéisée, puis ieparis différents cryotubes, disposés dans

de la glace et placés rapidement a -80 °C.

6.1.1.3.2. Décongélation des cellules

Le milieu de culture (adapté au type cellulaire)d&posé au-dessus du contenu d’un
cryotube. L’ensemble est ensuite mélangé puis yEédt centrifugé a 1200 rpm pendant 5
minutes. Le surnageant, contenant notamment le DMSOéliminé et le culot est repris a
'aide de 1 mL de milieu de culture. 2L sont préelevés afin de dénombrer les cellules sur
cellule de Malassez. La suspension est enfin hom@gée et mélangée a un volume suffisant

de milieu pour permettre 'ensemencement.

6.1.2. Analyse immunocytochimique

Les difféerentes lignées cellulaires sont évaluéesgernant I'expression de l'intégrine
avfs. Les cellules C6, UB7TMG, SF188, B16F10, et SKMEIseit ensemencées dans des
chambres de culture de 4 puits Lab-Tek™ jusqu’&8tle confluence (2 x f@ellules/puits).
Apres avoir retiré le milieu de culture de chagharmbre, les cellules sont fixées par du
paraformaldéhyde 4 % dans du PBS 0,01 M. Suiteux ¢vages (PBS 0,01 M, 2 x 5
minutes), les cellules sont perméabilisées parsohgion de Triton 0,5 % dans du PBS 0,01
M. Les cellules sont a nouveau lavées (PBS 0,02 ¥5 minutes) et les sites non spécifiques
sont saturés (2 heures, 10 & 20 % de SVF en PBSW),0Apres lavage (PBS 0,01 M, 2 x 5
minutes), I'anticorps primaire monoclonal murin L& antie,f3 humaine (MAB1976,
Millipore), dilué au 1/200, est dépose et les defitsont mises a incuber en chambre humide

(12 h, 4 °C). Le lendemain, les cellules sont layé&BS 0,01 M, 2 x 5 minutes), et I'anticorps
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secondaire biotinylé anti-souris (BA 2000 EurobAhCys Vector), dilué au 1/200, est
appligué durant 4 heures a température ambianthambre humide. Les cellules sont lavées
(PBS 0,01 M, 2 x 5 minutes), puis la révélationeftctuée par une solution d’extravidine-
cyanine 3 diluée au 1/400 (1 heure dans l'obsqurités cellules sont enfin observées

directement au microscope a fluorescence a coatdesphase avec ou sans immersion.

6.1.3. Cytométrie de flux

Les cellules sont cultivées comme précédemmenttqids trypsinisées. L’action de
la trypsine est arrétée a I'aide de milieu enralec 8 % de SVF. La suspension cellulaire est
centrifugée, puis le culot cellulaire et les calBisont répartis a raison de 1 million de cellules
par mL d’'une solution de PBS 0,01 M additionnéedde % de BSA et 0,1 mM EDTA. Le
marquage s’effectue a 4 °C. Un volume de 100 ulcetée suspension est prélevé, et 10
ng.mL* de I'anticorps primaire sont ajoutés (LM609, Mibire). Le tube est placé durant 15
minutes a I'obscurité et a 4 °C. Apres centrifugiatile culot est lavé par 10 volumes de PBS
froid. Les cellules sont ensuite présentées a 58'aticorps secondaire anti-anticorps murin
couplé & un fluorochrome (FITC, Fluorescein IsoUyanate) (BD Biosciences) durant 15
minutes a 4 °C, a I'obscurité. Apres deux étapesesdrifugation séparées par un lavage au
PBS froid, le culot est repris dans 200 pL de tamg® marquage (PBS 0,01 M, BSA 0,1 %,
0,1 mM EDTA). Pour chaque expérience, différentetude contrles sont réalisés en
paralléle, d’'une part, une préparation cellulaeemhrquage dite non-spécifique dans laquelle
les cellules n'ont été exposées gu’a I'anticorprdaire couplé au fluorochrome, mais sans
présentation a I'anticorps primaire, et d'autret plas cellules seules, sans aucun contact avec
les anticorps, préparées dans 200 pL du tampotiaoeael. Ce dernier tube est utilisé pour
évaluer l'autofluorescence, qui est mesurée sucdisles qui ont uniguement subi un lavage
aprés trypsination. L’analyse est effectuée surorogire en flux Becton Dickinson
FACSCanto II.

6.1.4. Etude de la cytotoxicité

Un test au MTT (MéthylThiazole Tetrazolium) est tpraé. Il mesure l'activité
métabolique cellulaire des lignées UB7TMG et HEK2B8s cellules sont ensemencées en
monocouche en présence du milieu de culture adequigué précédemment, et maintenues

en atmosphere humide a 37 °C sous 5 % dgedef©5 % d’air. Des microplaques de 96 puits
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sont ensemencées avec une densité de 5000 celarlgsits. Un délai de 24 heures a 27 °C

est alors laissé aux cellules afin de bien adraremplaques.

Les cellules sont ensuite ensemenceées a différentesentrations de peptide (32 pM
— 1 mM) durant des périodes de 2, 4, 6 et 12 he@tesque concentration est testée en triple
exemplaire. A la fin du traitement, toutes lesueb, qu’il s’agisse des cellules exposées au
peptide ou bien des contréles négatifs, sont més@scuber en présence de MTT a une
concentration finale de 0,1 mg.Mlpendant 2 heures & 37 °C. Cet essai colorimétsgue
base sur la transformation (réduction) du sel jade@détrazolium en cristaux pourpres de
formazan, du fait de l'activité meétabolique celitda ce qui donne une information

guantitative et permet de déterminer le nombreetiales vivantes.

Pour chaque puits, les cellules sont lysées atrisgaux de formazan sont dissous par
150 puL de DMSO appliqués durant 30 minutes. L’'abance est lue a 570 nm avec un filtre
de référence a 630 nm. La fraction de cellulesiganes est normalisée en tenant compte du
contréle négatif et de la moyenne des résultatcpadition. La courbe représentative de la
fraction de cellules survivantes en fonction dectacentration de peptide utilisée est
représentée a 2 heures et 4 heures. La concentiatibitrice 50 (1Go) est calculée, et

représente la quantité de traceur nécessaire peub® % des cellules.

6.1.5. Etude de la fixation du radiotraceur et de son @étioh au cours du temps sur

cellules

Les études de fixation nécessitent 'ensemencehemqtiaques de filtration 96 puits
(Millipore, 96-well multiscreen IP filter plated)es plaques sont saturées durant 45 minutes a
I'aide de tampon de couplage, c’est a dire, ledremiculture additionné de 0,1 % de BSA,
Hepes 20 mM pH 7,4. Suite a l'activation du systedrespiration, le milieu est ensuite
remplacé par 100 pL de suspension cellulaire (10G@lules par puits). Les cellules sont
incubées durant différents temps, de 15 a 180 esnadt 37 °C, 3 puits par condition, et avec
soit, le radiotraceur dilué dans du tampon de @a(100 pL, 1 MBg.mt, fixation totale),
soit 20 pM d'échistatine associées au radiotra¢@00 pL, 1 MBq.mL}, fixation non
spécifique). L'incubation est interrompue par aafpon, le milieu étant rapidement éliming,
les puits sont lavés deux fois (PBS froid, 0,012@0 pL). Les filtres sont enfin collectés
individuellement dans des tubes a hémolyse, etdaactivité cellulaire est mesurée a l'aide
d’'un gamma-compteur COBRA Il. Les résultats intaitgpsont corrigés de la décroissance et
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ajusté a 2000000 de cellules par puits. La compamailes données cellulaires obtenues lors
du radiomarquage ali"Tc-DTPA-bis-c(RGDfK) a été réalisée a l'aide d'west ANOVA

d’analyse de variance.

6.1.6. Test de binding de™Tc-DTPA-bis-c(RGDfK) sur cellules

Cette procédure est réalisée sur cellules U87MB3(positives) en utilisant des
concentrations croissantes de DTPA-bis-c(RGDfK) iaaérqué. Les cellules sont
ensemenceées sur des plagues de 48 puits a raisd20@® cellules par puits, et trois
exemplaires de chaque condition sont préparésoluede I'expérience, le milieu de culture
de chaque puits est éliminé et remplacé par 1 mkafigion HBSS (Hank’'s Balanced Salt
Solution). Des concentrations croissantes (0,0Q10-nM) de **™Tc-DTPA-bis-c(RGDfK)
sont additionnées a chaque puits. Les cellules isgaobées en présence ou non d’'un exces
d’'un facteur 100 de compétiteur froid, c(RGDfK) npant 40 minutes a 37 °C. Les cellules
sont ensuite lavées 4 fois par un tampon de layage-HC|I 50 mM, BSA 0,2 %, NaCl 30
mM). La courbe de Scatchard est établie en évalleamapport des fractions de ligand

lié/ligand libre en fonction de la concentrationligand lié.

6.2.Résultats

6.2.1. Etudes cellulaires du DTPA-bis-c(RGDfK)

6.2.1.1. Analyse immunocytochimique et cytométrie de flux

Les études immunocytochimiques sont réalisées endeucaractériser nos lignées
cellulaires quant a I'expression de l'intégriagBs. Ces techniques reposent sur l'utilisation
de l'anticorps primaire monoclonal murin aotiB; humaine LM609 en association avec un

témoina, B3 positif, UB7MG, et un témoin,33 négatif, C6.

Afin de permettre une comparaison optimale, I'obsgon des différentes lignées
cellulaires a été effectuée avec des réglagesiduest du microscope a fluorescence (gain,
saturation, exposition, gamma, a immersion, gressient x63). Les résultats sont également
comparés a des techniques identifiant la liaisam specifique (NSB), c’est a dire faites dans

des conditions similaires mais sans I'utilisati@nl'dnticorps primaire LM609Higure 19).
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Figure 19 : Immunofluorescence des différentes ligres cellulaires (Photographies a immersion,
grossissement x63). (A) B16F10, (B) B16F10 NSB, (Cp, (D) C6 NSB, (E) SF188, (F) SF188
NSB, (G) SKMEL28, (H) SKMEL28 NSB, (I) U87MG, (J) lB7TMG NSB
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Figure 20 : Validation par cytométrie de flux de na lignées cellulaires quant a I'expression de
l'intégrine a,ps3: exemple des cellules US7TMG

Les cellules C6 se sont effectivement révélées tivega Les cellules UB7MG
présentent de nombreux points de fixation membrasale I'anticorps, ce qui tend a valider

notre technique. Les cellules SKMEL28 présententndebreux clusters membranaires
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notamment au niveau des expansions cellulairesiggaat de la présence de l'intégrine au
niveau des plagues d’ancrage. Des amas fluoresoetsranaires caractéristiques al@s
sont également identifiés pour les cellules B16FHiéanmoins, les cellules SF188 ne

présentent que quelques fixations soulignant upeesgion limitée de I'intégrine,3s.

L’expression de l'intégrine est également confirmgs cytométrie de flux sur
cytometre en flux Becton Dickinson FACSCantoRigure 20).

6.2.1.2. Etude de cytotoxicité

La toxicité cellulaire du DTPA-bis-c(RGDfK) est duae sur cellules U87MG et
HEK293 @33 positives) a laide d'un test au méthylthiazoldragolium. Les valeurs

représentées au niveau des différents tracés pomrdsnt aux moyennes de trois expériences.

1 —o—2h

0,00001 0,0001 0,001 0,01 0,1 1
Concentration Log [mM]

Fraction de cellules survivantes

Figure 21: Etude de la toxicité du traceur sur célles U87MG, exposées a différentes
concentrations de DTPA-bis-c(RGDfK) pendant des irgrvalles de temps de 2, 4, 6, et 12 h

Les cellules exposées au conjugué DTPA-bis-pharpiemme présentent une mort

cellulaire dose-dépendante statistiguement sigtifie au-dela de 1 mM de peptide.

Les valeurs d’'IG pour le traceur sont de 0,81 = 0,03 mM pour ldélsiles US7TMG, et
de 1,02 + 0,03 mM pour les cellules HEK2®3gures 21 et 22

La concentration du radiotraceur utilisée dansdifférentes études est de I'ordre de
0,68 uM. Par conséquent, avec ungyl@ 1,02 mM, le traceur peut étre considéré comme

sans danger et non-toxique en tant qu’agent didigjes
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Figure 22 : Etude de la toxicité du traceur sur célles HEK293. Les cellules sont exposées a
différentes concentrations de DTPA-bis-c(RGDfK) pedant différents intervalles de temps : 2, 4,
6,et12h

6.2.2. Evaluation du radiotraceut°"Tc-DTPA-bis-c(RGDfK) au niveau cellulaire

Dans un premier temps, la fixation dadiotraceur a été évaluée sur cingq lignées
cellulaires (C6, B16F10, SKMEL28, SF188, U87MG).atfivité volumique du peptide
ajustée a 1 MBq.mt permet d’obtenir des résultats satisfaisants ene® de signal sur bruit
de fond. Les résultats obtenus indiguent une fixatiugmentant au cours du temps quel que
soit le type cellulaire.

1001 I

Pourcentage de fixation (%)

(0] 50 1C')0 1%0 2CI)O
Temps (min)
Figure 23 : Cinétique de fixation du *™Tc-DTPA-bis-c(RGDfK) chez les cellules B16F10.
L’étude de la fixation cellulaire est suivie sur 18 minutes. L'état d’équilibre est atteint a 90
minutes
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L'analyse de variance (test ANOVA) des résultaes dlifferentes lignées
cellulaires montre une différence significative € 0,0001) pour les paramétres temps et
temps/concentration. De méme, une différence sogtife ( < 0,05) est également observée
pour le parametre temps/lignée cellulaire. Pourdiéfiérentes lignées cellulaires, la fixation
du traceur au cours du temps se caractérise patefibon d’'un plateau de fixation a 90

minutes apres injectiorrigure 23).

% K, 1.72nM

[Lié)/ [Libre]

1E-16 1E-15 1E-14 1E-13 1E-12 1E11 1E-10 1E9 1E8 1E7

Lié Log[M]

Figure 24 : Détermination de l'affinité du traceur technétié. Test de binding sur cellules US7MG
avec des concentrations croissantes &8 Tc-DTPA-bis-c(RGDfK)

Les résultats des tests de couplage réalisés lemitént sur récepteurs ont éte
confirmés par une analyse sur cellule US7MG. Ledkid*™Tc-DTPA-bis-c(RGDfK) est de

1,72 £ 0,12 nM, ce qui confirme la haute affinitétdaceur pour I'intégrine, 33 (Figure 24).

7. Analyseex vivo sur coupes tissulaires

7.1.Matériels et méthodes

7.1.1. Analyse immunohistochimigue sur coupes de tumeurs

Différentes coupes histologiques de tumeufss positives et négatives ont été testées.
Les pathologies ciblées restent le gliome et lean@he (naevus, mélanome SSM, mélanome
ALM, mélanome NM, mélanome de Dubreuilh, métastagesveau sain, glioblastome,
astrocytome pilocytique, astrocytome anaplasiqGejte étude a été pratiquée en vue d’'une
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part, de valider I'intégrin@, 33 comme cible d’intérét, et d’autre part, de founnir support

de référence pour analyser les résultats desdes@diomarquage sur coupes tissulaires. Des
contrbles positifs et négatifs ont été inclus demsque série de lames traitées. Ce travail a été
réalisé en collaboration avec le laboratoire d'amat-pathologie du Pr A. De Mascarel.

Pour ce qui est de la technique, différents panaséint fait I'objet d’ajustement afin
d’optimiser la réponse: concentration de Il'anisorprimaire (1/100, 1/200, 1/300),

réalisation ou non de démasquage et épaisseurnge ¢dum - 10um).

In fine, les coupes de tissus paraffinées sont dégraids@ssdeux bains successifs de
xyléne (5 et 3 minutes), puis réhydratées par irsiaerdans des bains de concentrations
décroissantes d’éthanol (100°, 95°, 70°) et endinsdde I'eau pour préparation injectable (2 x
5 minutes). A ce stade, certaines lames ont subdémasquage des sites antigéniques,
(tampon citrate de démasquage pH 6, 40 minute¥CR&uis sont ramenées progressivement
a température ambiante. Les lames sont ensuitéesn@&PPI, 2 x 5 minutes). La peroxydase
endogéne est inhibée par traitement dans le mdthheolu avec 0,5 % d'#D, (30 volumes,

20 minutes). Les lames sont ensuite lavées (EPRE Minutes) et immergées dans un bain
de PBS 0,01 M, pH 7,4 (2 x 10 minutes). Les sit@gyaniques sont exposes (HCI 0,1 M +
pepsine 2 mg.mt, 75 minutes). Cette pepsine est inactivée patetinédiaire de deux
lavages successifs (EPPI, 2 x 5 minutes). Les ospet saturées (BSA 0,2 % dans du PBS
0,01 M, 30 minutes), puis exposées a I'anticorpmaire LM609 monoclonal murin andi33
humaine (MAB1976, Millipore), a diverses dilutioes atmosphere humide (12 heures, 4 °C).
Les lames sont ensuite lavées (PBS 0,01 M, 2 x ibites), puis le second anticorps anti-
souris (EnVision™ MultiLink, Dako) est appligué esthambre humide a température
ambiante durant 1 heure. Suite a 3 lavages (PBBEMN,0L0 minutes et 2 x 5 minutes), les
coupes sont révelées a I'AEC (3-Amino-9-EthylCadda@zab64252, Abcam), un chromogéne
permettant une coloration rouge des zones d’exipreste l'intégrinea,ps (10 minutes). Une
contre-coloration est enfin réalisée a l'aide d'wodution d’hématoxyline diluée au 1/5 (5

minutes). Pour terminer, les coupes font I'objetrdmontage a I'eau.

7.1.2. Analyse ex vivo : radiomarquage de coupes tissesair

Les types de coupes histologiques évalués sonmmiasies que ceux étudiés en
immunohistochimie. A savoir dans le cadre de I'étsdr les mélanomes : naevus, mélanome

SSM, mélanome ALM, et mélanome NM et métastasgmw@t I'étude des gliomes : cerveau
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sain, glioblastome et astrocytomes. Le naevus efefgeau sain sont considérés comme
témoins négatifs. Comme pour les techniques d’inohigtochimie, les lames sont
déparaffinées par deux bains successifs dans @meyb et 3 minutes), puis réhydratées par
passages dans des bains d’alcool de titre décnbi€Ba0°, 95°, 70°, 2 x 5 minutes), et enfin
rincées & I'EPPI (2 x 5 minutes). Une fois prépasées lames sont exposées &t c-DTPA-
bis-c(RGDfK) a raison de 222 kBq a 296 B0 pL durant 1 heure & 37 °C. Les lames sont
ensuite rincées successivement dans des bains®idwe&en 0,05 % (2 x 5 minutes), puis a
'EPPI (2 x 5 minutes). La radioactivité fixée $as coupes est ensuite visualisée et quantifiee

aup-imageur 2000 (Biospace Lab) et au micro-imageiMAGER™, Biospace Lab).

Pour s’assurer de la spécificité du marquage, éedes de déplacements ont été
réalisées. Les différentes étapes sont pratiquédagdn identique. Mais suite a I'incubation
du radiotraceur, les lames, apres ringage, sorasegs a un compétiteur froid, le c¢(RGDfK)
(40 pL, 1 mM) durant 90 minutes. Les étapes deagagdans des bains de PBS-Tween 0,05
% (2 x 5 minutes), puis d’EPPI (2 x 5 minutes) sensuite répétees et la radioactivité est
mesurée ag-imageur 2000 (Biospace Lab) et au micro-imagedMAGER™, Biospace
Lab).

7.2. Résultats

7.2.1. Analyse immunohistochimigue sur coupes de tumeurs

Les résultats obtenus sur les différents modelesodges tissulaires démontrent de
meilleures performances, un meilleur rapport sigualbruit de fond, avec une concentration
d’anticorps primaire LM609 de 1/300, sans démasguidgs sites et pour une épaisseur de

coupe de um.

Différents tissus ont été testés concernant I'esgiom de l'intégrinea,f3s. Les
contrbles négatifs, a savoir le naevus et le cergaimy a,[33 négatifs, n'ont pas présenté de
fixation de l'anticorps monoclonal LM609, ce quidique I'absence de surexpression de

lintégrine d’intérét et nous conforte quant a &idité de notre technique.
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Figure 25 : Immunohistochimie sur coupes tissulaie de mélanomes et de métastases
pulmonaires. Les fleches indiquent le marquage obtel a I'aide de I'anticorps monoclonal murin
anti-a,f3 humaine LM609. (A) et (B) mélanome SSM, (C) mélamoe de Dubreuilh, (D)

mélanome nodulaire, (E) et (F) métastases pulmonais

Le mélanome SSM montre une fixation importante igeau de la zone jonctionnelle
entre derme et épiderme. L'analyse de métastadesopaires a dévoilé une fixation des
structures bronchiolaires péritumorales. Enfirmidanome de Dubreuilh témoigne également
d’'une expression de,f33au niveau des cellules tumorales. Lors de cetde¢tas résultats se
sont avérés négatifs pour les lames de mélanom&4 &LNM, qui n'ont pas présenté de
fixation significative et donc pas de surexpressim l'intégrine a,Bs. Les différentes
fixations observées sont principalement localiss@sniveau des cellules tumorales ou de

structures péritumoraleigure 25).
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Flgure 26 : Immunohistochimie sur coupes a l'aide @ I'anticorps LM609 anti- mtegrlne B3
humaine. Grossissement x20. (A) cerveau sain témaigatif. (B) glioblastome d’adulte, témoin
positif. (C) astrocytome pilocytique pédiatrique (las grade). (D) astrocytome anaplasique
pédiatrique (haut grade). (E) glioblastome pédiatiue (haut grade)

Concernant I'étude des gliomes, I'expression detdgrinea,33 semble augmenter
avec le grade la tumeur. La localisation de laecdst restreinte aux cellules endothéliales
pour les tumeurs de bas grade, mais l'intégringlest largement présente pour les tumeurs

de haut-grade, avec une expression a la fois aanide I'endothélium vasculaire mais aussi

des cellules tumorale&igure 26).

7.2.2. Analyse ex vivo : radiomarquage de coupes tissesair
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Figure 27 : Comparaison des résultats obtenus paradiomarquage au **"Tc-DTPA-bis-
c(RGDfK) et par immunohistochimie. (A) Immunohistochimie sur coupe de mélanome SSM
avec I'anticorps monoclonal murin anti-a,33humaine LM609, zone de marquage indiquée par la
fleche noire. (B) Images fusionnées (C) Radiomargga sur coupes de mélanome SSM
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Le radiomarquage des coupes de meélanomes et dmeglitend a confirmer les
résultats précédemment obtenus en immunohistochlitt@ealyse sufl et micro-imageur a

en effet montré une adéquation avec l'interactieti@hticorps monoclonal LM609.

' . ]
AN Oy i b a8y i 2
SN . 7.‘"&?'4.:;.‘- 2 z
i @7 @ :
i oS % FH T Y |
by od ie_ sy 2
1
o
A B '

Figure 28 : Comparaison des résultats obtenus paradiomarquage au *"Tc-DTPA-bis-
c(RGDfK) et par immunohistochimie. (A) Immunohistochimie sur coupe d'astrocytome
anaplasique avec lanticorps monoclonal murin ante,3; humaine LM609. (B) Images

fusionnées (C) Radiomarquage sur coupes gdimageur

La fusion des images obtenues dévoile une bonmespmndance entre la fixation de
I'anticorps antiei,Bs et le radiomarquage &i™Tc-DTPA-bis-c(RGDfK) sur ces exemples de

mélanome SSM, et d’astrocytome anaplasidfiguies 27 et 28.
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Figure 29 : Radiomarquage sur coupes tissulaires daélanomes. La gamme de couleur du bleu
au rouge indique une fixation croissante du®™"Tc-DTPA-bis-c(RGDfK). (A) Mélanome de

Dubreuilh, (B) Mélanome nodulaire, (C) Mélanome ALM
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De méme, les mélanomes nodulaires et ALM, qui set sévélés négatifs en
immunohistochimie, n’ont également pas présentixdéon significative du traceuf~{gure
29).

Les études de déplacement réalisées sur coupediatee get de mélanome, en
présence d’'un excés de ligand froid c(RGDfK), conént les résultats précédents du ciblage
avec une tres faible voire une absence de fixat@eifique du radiotraceiFigure 30). Ceci
tend & souligner la spécificité du traceur tecknétia valider I€°™Tc-DTPA-bis-c(RGDfK)

pour I'imagerie et le ciblage de I'intégring33
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Figure 30 : Etude de déplacement du traceur techniét par un exces de ligand froid sur coupes
tissulaires de mélanomes. La gamme de couleur dueli au rouge indique une fixation croissante
du *™Tc-DTPA-bis-c(RGDfK). (A) Mélanome SSM, (B) Mélanone de Dubreuilh, (C) Mélanome

nodulaire, (D) Mélanome ALM
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8. Evaluation in vivo chez I'animal du peptide radiomarqué

8.1. Matériels et méthodes

Différents types de modéles tumoraux ont été aslipour I'étudein vivo chez
'animal de la biodistribution et de l'imagerie. Ugnée C6 est utilisée comme contrble
négatif de I'expression de I'intégrire,Bs. La lignée cellulaire U87MG est utilisée comme

témoin positif de son expression.

Apres culture, le culot cellulaire est centrifugeniinutes, 200 g). Les cellules sont
ensuite comptées et remises en suspension dansa@l N9 % stérile en vue d’une

administration extemporanée chez I'animal.

L'imagerie TEMP est pratiquée sur des souris nodeu femelles de 6-8 semaines
(Charles River, L'Arbresle, France) en considérdifttrentes lignées cellulaires étudiées
(UB7MG, C6, B16F10). Les xénogreffes sont réaliggesinjection sous-cutanée de 2 ¥ 10
cellules en suspension dans un volume dal5Qmilieu de culture adapté au type cellulaire

sans SVF). La croissance tumorale est laissée’usquolume de 150 min

8.1.1. Imagerie TEMP-TDM chez la souris xénogreffée

L'imagerie TEMP permet une analyse séquentielle hdeite sensibilité et une
quantification. Cette étude est réalisée sur umeéca TEMP-TDM Symbia T2 (Siemens
HealthCare), et sur une caméra Triumph (GE Heal#)Qeple modalité (TEP/TEMP/TDM)
équipée d'un collimateur multipinhole N5F75A10. Leeuris sont placées en position

ventrale sur le support dédié de la caméra.

Chaque animal est anesthésié par injection intitapéale d’'une solution de kétamine
(100 mg.kd) et xylazine (10 mg.Ky.

Une activité moyenne de 18,5 MBg { MBq/g) de**"Tc-DTPA-bis-c(RGDfK) de
radiotraceur est injectée dans la veine caudalactivité résiduelle restant dans chaque

seringue est quantifiée a I'activimeétre.

Apres un délai d’environ 30 minutes, les animauyjdors anesthésiés, sont disposés

sur un support pour l'acquisition des données TENIRA. Pour chaque expérience, des
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régions d’intéréts (ROI) sont définies autour dexqtie tumeur, des tissus sains et des
principaux organes. La fixation est évaluée a dadl systtme FLEX SPECT™ version
1.0.7, avec une reconstruction en mode OSEM (Odd8tdset Expectation Maximization).
Le traitement des images de la caméra Syfhieist effectué sur la station Syffgivl
Workplace. Symbia A (Siemens HealthCare). Le sigrstlanalysé de maniere visuelle ou
semi-quantitative, et le volume fixant est égalehestimé a partir d’'une segmentation. Le
protocole d’acquisition comprend 3 tomographied @aninutes associées a un scanner suivi
d'une tomographie de 30 minutes avec scanner, &h eme séquence finale de 3
tomographies de 10 minutes associées a un scdmeeconstruction TDM et les images
TEMP sont fusionnées et analysées a l'aide du iklgidVID (Amira). Les animaux sont
sacrifiés par dislocation cervicale 150 minutest{igection. Des contréles négatifs sont

intégrés a I'étude par lI'intermédiaire de tumewrsogreffées C6o([33 négative).

Des tests de compétition ont également été effeathéz des souris nude athymiques
implantées avec des tumeurs issues de la lignéd3871,3; positive, et chez qui, un large
exceés de compétiteur froid c(RGDfK) (101,7 ug par de souris) a été co-injecté au
radiotraceur. L’acquisition des images de ces sqiomographie de 15 minutes) est réalisée
1 heure apres injection du radiotraceur. L'analgs@ntitative est effectuée a l'aide du

logiciel Amide 1.0.4 et I'imagerie 3D grace au lcigl VIVID (Amira).

8.1.2. Etudes de biodistribution

La biodistribution et les modalités d’élimination ™Tc-DTPA-bis-c(RGDfK) sont
appréhendées chez des souris xénogreffées de glimmae tumeurs mélaniques (n = 25). La
premiere approche repose sur l'imagerie scintigig@hin vivo en vue de vérifier
'accumulation du traceur dans la tumeur ainsi gudveau des différents organes et de
définir les principaux parameétres pharmacocinésqeate de distribution. D’autre part, une
étude quantitative de biodistribution est faiteneesurant la radioactivité contenue dans les
organes. Pour cela, les animaux sont sacrifiéfférelits temps aprés injection, en moyenne a
1, 2 et 4 heures aprés administration. Les animaogpre profondément endormis, sont
euthanasiés par dislocation vertébrale, et lecipanix organes d’intérét sont prélevés afin de
guantifier la biodistribution du radioligand (sapgumons, cceur, rate, foie, 0s, reins, muscles
et intestins). Les organes sont pesés séparémdatratioactivité contenue dans chacun

d’eux est déterminée a l'aide d’'un gamma-compt@®ERA Il, Packard Instruments). Les
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résultats sont exprimés en pourcentage de dosgénjpar gramme de tissus (% ID/g) ou en
pourcentage de dose injectée (% ID) pour chaquanergDe méme, les ratios de fixation

tumeurs sur organe sont calculés.

8.2. Résultats

8.2.1. Imagerie TEMP-TDM chez la souris xénogreffée

L’'imagerie TEMP-TDM est obtenue apres administratite 18,5 MBq+ 1 MBq/g)
de®*™Tc-DTPA-bis-c(RGDfK), 30 minutes post-injection.

Le ™ c-DTPA-bis-c(RGDfK) injecté chez I'animal permee docaliser la tumeur
U87MG utilisée comme témoin positif de I'expresside l'intégrine a,Bs, et greffée au
niveau de la patte postérieure gauche de l'anifigute 31, A). La patte droite, portant la
tumeur C6, témoin négatif de I'expressionodfs, ne montre pas de fixation visualisable du
traceur. Les images reconstruites a l'aide du systELEX SPECT™ confirment la détection
correcte de tumeurs,[3; positives xénogreffées sur les pattes postériedreises d’'autres
souris (n = 6). Il est par exemple possible de alisar la tumeur mélanique B16F10
xénogreffée sur la patte postérieure droite ddriah (Figure 31 B). Une bonne fixation du
traceur est observée et les tumeurs sont visualaése un bon contraste vis-a-vis du bruit de
fond environnant. Les images reconstruites téemaigégalement de la qualité de la détection
des tumeurs grace a ce traceur technétié, notamsoerntet exemple d’animal xénogreffé
d’'une tumeur U87MG sur la patte postérieure dr@igure 31 O. Une haute activité est
egalement retrouvée au niveau de la vessie etailes soulignant une voie d’élimination

majoritairement rénale.

101



Figure 31 : Administration du **"Tc-DTPA-bis-c(RGDfK) chez la souris nude xénogrefé (n =
6) de difféerents types tumoraux au niveau des patte postérieures. Images TEMP-TDM
coronales et transaxiales 30 minutes p.i. (A) L'irgction du traceur permet de localiser la tumeur
U87MG sur la patte postérieure gauche et (B) la tueur BL6F10 sur la patte arriere droite d’'un
autre animal. Dans chaque situation, les tumeurs Cgénogreffées sur les pattes controlatérales
ne sont pas détectées. (C) Vues antérieures et gostures reconstruites d’'une sourie xénogreffée
d'une tumeur U87MG a,B; positive. Il est possible d’identifier la tumeur ansi qu'une
importante élimination rénale du traceur
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Figure 32 : Image de souris nude athymique xénogréfe de tumeur U87MG apres injection de
24,2 MBq & 1 MBq/g) de traceur et 1 heure de compétition & l'aide d’'urexcés de c(RGDfK)
(101,7 pg par kg de souris). (A & B) Scans antérielet postérieur présentant une importante
fixation tumorale (C & D) 1 heure de compétition aec le c(RGDfK) conduit au déplacement du
traceur et éteint le signal de la tumeur

La spécificité de ce ciblage est confirmée par ssaede compétitioin vivo chez
'animal. Pour cela, des souris xénogreffées de etusmm US7TMG ont été imagées
(tomographie de 15 minutes) aprés injection de B4B2 de**™Tc-DTPA-bis-c(RGDfK), ¢
1 MBq/g) aprés une heure de compétition, en pré&seten excés de compétiteur froid
c(RGDfK) (facteur 300, 101,7 pg par kg de souris, 8). Dans ces conditions, 97,9 % de la
fixation du traceur est inhibée, ce qui confirmaauveau la spécificité de I'interaction de

notre traceur avec l'intégrire, 33 (Figure 32).

8.2.2. Etudes de biodistribution

L’étude de biodistribution dd°"Tc-DTPA-bis-c(RGDfK) est réalisée chez la souris
nude xénogreffée de tumeur B16F10 et US7MG, endkaygprécier et quantifier la répartition

du radiotraceur dans I'organisme. La mise au pibéria technique a été réalisée sur le modele
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mélanique. Les souris alors xénogreffées de tumglL6s-10 (n = 10) sont sacrifiees a 1 et
2,5 heures apres injection. Ces premiers testgténtonfirmeés et validés sur un modéle de
gliome. Les souris porteuses de tumeur U87MG saxrifgées et disséquées a 1, 2 et 4 heures
apres injection (n = 15, cinq par intervalle de pein Les résultats sont exprimés en
pourcentage de dose administrée par gramme de G$smgue point représente la moyenne

des données obtenues chez cing animaux.

%ID/g

Figure 33 : Etude de biodistribution du radiotraceu chez la souris nude xénogreffée de tumeur
US7MG. Le *™Tc-DTPA-bis-c(RGDfK) présente une élimination majoitairement rénale. 60
minutes aprés injection, I'accumulation du traceurest de 7,27 + 1,16 % ID/g dans les reins et de

0,14 +0,04 ID/g dans le foie

Les principales activités sont retrouvées au niveesl reins (7,27 + 1,16 % ID/qg)
soulignant qu’il s’agit de la voie d’élimination foataire du conjugué radiomarqué
contrario, I'activité est faible au niveau hépatique (0,19,84 % ID/g). De fortes activités
sont mesurées dans la rate (2,55 + 0,23 % ID/gpe$ les poumons (2,59 + 0,41 % ID/q)
Dans les tissus mous (muscles, etc), la quantit@éadeur semble négligeable, et sa fixation

reste relativement faible au niveau hépatiquetestmal (moins de 1,0 % ID/g, 2 heures post-

injection) (Figure 33).

Le °™Tc-DTPA-bis-c(RGDfK) présente une accumulation imaote au niveau des
tumeursa, 3 positive, de glioblastome humaine, U87MG (5,60 Bfglversus0,23 % ID/g
pour les muscles, a 60 minutes post-injection)eetnélanome murin, B16F10 (1,56 % ID/g

versus 0,53 % ID/g pour les muscles, a 150 minutes pgstiion). Les muscles sont
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considérés comme témoin négatif de la fixation éuvé RGD technétié. Les ratios de
fixation tumeur/muscles sont respectivement de 24432,92 pour les tumeurs US7TMG et
B16F10. Donc, méme si la fixation du traceur sentiniétée pour les tumeurs B16F10, le

ratio de fixation spécifique de chaque tumeur emmgaraison avec le bruit de fond relatif

présente des valeurs significatives.

I 1h
N 1h Block

% ID/g

Figure 34 : Biodistribution du **"Tc-DTPA-bis-c(RGDfK) seul et en présence d'un excéde
compétiteur froid, c¢(RGDfK) (101,7 ug/kg de souris)sur modéle U87MG. 1 heure aprés
injection, un blocage de la fixation de 94,01 2,1 % est observé

La spécificité du ciblage de l'intégrine,33 est confirmée par la co-injection au
radiotraceur d’'un exces de compétiteur froid c(RKDEhez la souris xénogreffée de tumeur
U87MG, ce qui aboutit a une diminution de la figatidu radiotraceur de 94,01 + 2,10 %. La
fixation du *°™Tc-DTPA-bis-c(RGDfK) permet donc la visualisatiopésifique des régions

tumorales exprimant I'intégrine,33 en imagerie TEMP-TDMRigure 34).
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Introduction

ROYAL SOCETY
OF CHEMISTRY

99mTc-DTPA-bis-c(RGDfK) a potential alpha(v)
beta3 integrin based homobivalent radioligand for
imaging neoangiogenesis in malignant glioma and
melanomaf

Frédéric Debordeaux,** Jirgen Schulz,*® Catherine Savona-Baron,*
Puja Panwar Hazari,“ Cyril Lervat,®® Anil Kumar Mishra,“ Colette Ries,**
Nicole Barthe,*' Béatrice Vergier® and Philippe Fernandez®™

a5 integrin is a marker of tumor neoangiogenesis that specifically binds to RGD containing peptides
Hence, the present study is focused on the development of **"Tc-labeled bivalent DTPA-bis-c(RGDFK)
conjugate and its preclinical evaluation on human tumor cell lines expressing a«,p3 targets. Homobivalent
DTPA-bis-c(RGDfK) was prepared and assessed for its affinity and specificity in «,p; positive (and
negative) receptor cell lines. DTPA-bis-c(RGDfK) conjugate was labeled with “*"Tc and subjected
to cells/tissue sections. Localization of «,f; expression was corroborated using immunostaining
and ex vivo imaging of the distribution pattern of **"Tc-DTPA-bis-c(RGDfK). The radiolabeling of the
DTPA-bis-c(RGDfK) with “*™Tc is obtained after 45 min at 95 “C with a radiochemical yield of about
45%. Radiochemical purity was >95% after C18 Oasis HLB cartridge purification with specific activity
of 1475 GBq mmolL ' In vitro experiments showed high affinity and specificity for x5 with ICso of
32.86 + 7.83 nmol L. Ex vivo imaging on tissue sections confirmed preliminary specificity results. in
vivo analysis in a mouse model showed that this tracer was able to detect and readily identify US7MG
and B16F10 «.fi; positive tumors 60 minutes post-injection. c(RGDIK) blocking experiments confirmed
its excellent affinity and specificity to «.fi: receptors in UB7MG tumors, The radiotracer was mainly
excreted through the renal route with minimal radioactivity being excreted through the hepatobiliary
route. “*"Tc-DTPA-bis-c(RGDfK) can be an excellent scintigraphic agent for imaging of «fi: receptors
being expressed in abundance in malignant glioma and melanoma cancer,

acid (RGD) through a specific recognition and playing an
important role in the regulation of various intracellular sig-

Angiogenesis is a key requirement to provide oxygen and
nutrients for both metastasis and tumor growth. Tumor neo-
angiogenesis is a predictive element of the evolution of
numerous cancers.'? So, the development of antiangiogenic
therapeutic reinforces the interest for the imaging of neo-
angiogenesis. Integrins are heterodimeric transmembrane
glycopmtems consisting of non-covalently associated « and p

b ing the seq e arginine-glycine-aspartic
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nalling pathways.” Among them, the integrin «,8; is highly
expressed in tumors such as osteosarcomas, neuroblastomas,
gliobl 1as, mali mel , breast, lung and prostate
carcinomas but its cxprcsslon is wcak in most healthy organ
systems. Moreover, multivalency or dimerization increases the
interaction during receptor clustering after initial monovalent
binding is initiated. The multivalency effect has been estab-
lished previously using dimeric and tetrameric RGD peptides to
enhance tumor targeting efficacy and to obtain better in vivo
imaging results.*

Despite aggressive therapeutics with surgery, radiotherapy
and chemotherapy, malig gli in more often fatal.
Malignant glioma is among the most highly vascular of human
tumors. Microvascular density is an independent prognostic
factor for adult gli and angiog is represents an espe-
cially attractive target for their treatment.

For melanomas, carly detection is crucial for prognosis.
A i ing seems li d for precise therapeutic

L
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answer. The pattern of melanoma is often unpredictable, and
conventional imaging provides limited value for accurate
staging and quantification of the disease burden. Given these
limitations, a new imaging tool allowing the early diagnosis of
metastatic discase cither at the level of nodal or distant organs
seems essential.

It has been proven that cyclization of the RGD sequence not
only results in increased selectivity and affinity with better tar-
geting capability, but also in higher cellular uptake through the
integrin dependent endocytosis pathway and better resistance
to the action of serum proteases. As dimeric peptides offered
good tumor selectivity and good T/B ratios,”"* and as DTPA
(diethylene triamine penta acetic acid) showed excellent
complexation results with *™Tc¢ for medical imaging, a new
dimeric *”™Te-DTPA-bis-¢(RGDfK) tracer has been developed in

Paper

excess). Each point was the average of triplicate data points and
the results were representative of three experiments (Fig. 1A).

The labeled peptide and positive controls inhibited the
binding of '“l-echistatin to 2,8, integrin in a dose-dependent
manner. The 1Cs, values obtained for echistatin, DTPA-bis-
¢(RGDFK), and ¢(RGDfK) were respectively 0.79 = 0.29 nmol L,
32.86 = 7.83 nmol L', and 46.83 + 14.74 nmol L. Competition
experiments with ¢(RADfK) showed no inhibition of '*I-echistatin
binding, even at the highest concentration tested. *"Tc-DTPA-
bis-¢{RGDfK) displayed high affinity for the =8, receptors. Cell
binding assays on US7MG was also performed. K, value was
1.72 £ 0.12 nmol L " and confirmed the high affinity of the tracer
for .88, integrin (Fig. 1B).

our laboratory.

The objective of this study is to establish a new bifunctional
dimeric ¢(RGDfK) probe to eval giog is in gli
and melanoma cell lines using ex vive and in vivo imaging.
"M Te-DTPA-bis-c(RGDfK) structure presents a chelator, which
is necessary for “""Te-labeling and two cyclic RGD peptide
motifs in order to contribute to multiple binding and high local
concentration of the tracer at target site. We intend to exemplify
this “"Tc tracer on highly neovascularized tumoral models:
malignant melanoma and glioma for which angiogenesis is
fundamental in tumor growth, invasiveness and metastasis.

neoar

Results

Solid-phase receptor binding assay

This assay helped us to estimate the value of inhibitory concen-
tration 50 (IC;,). Radiolabeled echistatin was added to the cells in

the presence of competitors. Non-specific binding was deter-
mined in presence of an excess of echistatin (1000 fold molar

y
1t nnhenieal Toci

imm

Immunocytochemical studies were performed to characterize
the a,8; expression on the cell lines used in the present study.
Non-specific binding has been evaluated in similar conditions
but without the use of the primary antibody LM609. C6 cells
were also confirmed as negative control, and US7MG as positive
one with numerous membrane binding.

SKMEL28 cells p! d lots of anous clusters in
particular in expansion area testifying the presence of the
integrin «.88; in the plates of anchoring.

Fluorescent heap specific for 2,8, was identified for B16F10
cells (data not shown).

Integrin expression of our cells was confirmed by flow cyto-
metric analysis in a Becton Dickinson FACSCanto II flow
cytometer (San Jose, California).

DTPA-bis-¢(RGDfK) was evaluated for its ability to induce
cytotoxicity on the US7MG and HEK cell lines using a methyl-
thiazole tetrazolium (MTT) assay (see ESIf for experimental
procedure).
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Fig.1 (A) Displacement experiments using increasing concentrations of unlabeled DTPA-bis-c(RGDfK). Each point was the average of triplicate
data points and the results shown were representative of three experiments. The best ICs, value was obtained for echistatin with 0.79 + 0.29
nmol L % The IC. results were 32.86 + 7.83 nmol L %, and 46.83 4 14.74 nmol L * for DTPA-bis-c(RGDfK), and c(RGDIK) respectively. c{RADIK)
was used as negative control (B) Binding assays on U87MG cells using increasing concentrations of **™Tc-DTPA-bis-c(RGDfK). The K results

were 172 = 0.12 nmol L for **"Te-DTPA-bis-c(RGDIK).
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Fig. 2 (1{A)) Immunostaining using anti-a,8s human murine monoclonal antibody (LM609). Localization of high integrin expression in 5SS
melanoma (red color) and (B) zoom of S5 melanoma immunostaining. (2(C)) Radiolabeling of tissue section of 55 melanoma with **™Tc-DTPA-
bis-c[RGDfK), (D) displacerment study of **™Tc-DTPA-bis-c{RGDIK) on tissue sections of $S melanoma in the presence of an excess of cold
ligand c(RGDfK). {3) Comparison of the results obtained by radiolabeling with **™Tc-DTPA-bis-c(RGDfK) and by immunostaining. (E) Immu-
nostaining of S5 melanoma using anti-z,8; human murine monoclonal antibody (LM609). {F) Merged images. (G) Radiolabeling with **"Tc-
DTPA-bis-c(RGDfK)

i

can be ¢ ed as a nontoxic and safe

The cells exposed to DTPA-bis-pharmacophore conjugate synthesized conjug:

showed concentration-dependent cell death that was statistically
significant above 1 mM. The 1C;, values of the tracer were 0.81 +
0.03 mM for US7MG cells (data not shown) and 1.02 + 0.03 mM
for HEK cells (Fig. S1 in ESIf).

diagnostic agent.

Different tissues were tested concerning the expression of
the integrin «,6,;. Naevus, and healthy brain, %68, negative
controls, did not show binding of the antibody LM609, which

The tested concentration of the radic conjugate was
0.68 pM and hence with an 1C;, value of 1,02 mM, the

dicated the absence of overexpression of the integrin 2,3,
Superficial spreading melanoma (S8 melanoma), «,8; positive

Fig. 3 (1{A)) Immunostaining using anti-28s; human murine monoclonal antibody (LM609). Localization of high integrin expression in

respectively (A) negative control (healthy brain), (B) adult glioblastorna, (C) pilocytic astrocytoma of the child, (D) anaplastic astrocytoma of the
child and (E) glioblastoma of the child. (2) Comparison of the results obtained by radiolabeling with **™Tc-DTPA-bis-c{RGDK) and by immu-
nostaining of anaplastic astrocytoma. {F) Immunostaining of anaplastic astrocytoma with anti-«,8; human murine monoclonal antibody (LM609)
(G) Merged images. (H) Radiolabeling with " Tc-DTPA-bis-c(RGDIK).
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tumor, showed an important uptake at the level of junction area
between dermis and epidermis (Fig. 2). Considering brain
tumors, the expression of =z, seemed to increase with the
grade of the tumor. Localization, which was restricted in
endothelial cells for low-grade tumors (Fig. 3C), was more
largely present for high-grade tumor with both endothelial cells
and tumor cells expressions (Fig. 3D and E).

79" Te labeling, purification, log P and stability
The initial radiochemical yield was optimized and the desired
radiolabeling of DTPA-bis-¢(RGDfK) with “"™Tc was realized.
Various quantities and different reducing agent were tested and
the best results were obtained when 390 pg of precursor DTPA-
bis-¢(RGDFK) and 50 pg of SnCl, as reducing agent were used.

The radiochemical purity was > 95% with specific activity of
1475 GBq mmoL ', and the non-decay corrected radiochemical
yield was about 4 (n = 10). HPLC results showed a retention
time for the ""™Tc-DTPA-bis-c(RGDfK) of 6.2 min. Reduced
technetium was the main radiochemical impurity.

Y7 Te-DTPA-bis-¢(RGDFK) presented hydrophilic properties
characterized by a log P value of ~1.78 (n = 3).

Stability studies under in vitro conditions revealed the high
stability of the complex prepared. The radiochemical purity was

unchanged over a period of 3 hours (0, 30, 60, 120 and 180 min)
and the percentage of remaining “*™Tc-DTPA-bis-¢(RGDfK) was
calculated with a mean value of 95 + 3.0%. No significant
release of technetium or peptide degradation was observed over
a 3 h period.

Time course and kinetics of transport of **™Te-DTPA-bis-
¢(RGDIK)

At first, the binding ability of the radiotracer was estimated on
four cell lines (C6, B16F10, SKMEL28, US7MG).

Paper

The cell binding studies were carried out as a function of
peptide concentrations and incubation times. The radiolabeled

peptide radioactivity of 1.0 MBq mL '

used in the present study
provided a reasonable balance between the cell binding and
background signal. The variance analysis (ANOVA test) of the
results for the different cell lines showed a significant difference
(p < 0.0001) for time and time/concentration parameters. A
significant difference (p < 0.05) was also observed according to
the time/cell line type parameter.

The binding of the tracer underlined the existence of a
plateau, which can be obtained after 90 min of incubation for
both melanoma and glioma cells (Fig. S2 in ESIt).

Radiolabeling of tumor tissue sections

The radiolabeling of the slices of melanoma and glioma tended
to confirm the results previously obtained in immunostaining.
Micro-imager analysis showed an adequacy with the interaction
of the LM609 monoclonal antibody. The merger of the obtained
images revealed a good co-localization on samples of SS mela-
noma and anaplastic astrocytoma between the binding of the
anti-o,§8; antibody and the labeling of the tracer. Displacement
study realized on glioma and melanoma confirmed previous
results with a very low signal of the radiotracer (Fig. 2 and 3).

SPECT-CT imaging of tumor bearing mice

The Fig. 4 illustrates the selected SPECT-CT (Single Photon
Emission Computed Tomography) images of tumor bearing
mice administered with 18.5 MBq of T'e-DTPA-bis-¢(RGDIK),
at 30 min post-injection. ™ Te-DTPA-bis-¢(RGDFK) injected to
the animal allowed localization of the US7MG tumor used here

Y9m.,

as a positive control of the expression of the integrin o6, and

grafted at the level of the right posterior leg of the animal
(Fig. 4B).

Fig. 4 Administration of the **"Tc-DTPA-bis-c(RGDIK) activity in nude xenografted mouse, SPECT-CT coronal and transaxial images, 30 min
p.i. [A) The tracer was injected in nude mice (n = 6} each possessing a different tumoral type xenografted on posterior legs, The injection of the

*"Te radiolabeled peptide allowe
background. Additional high activity

the localization of the BL6F10 tumor on the right leg. A clearly hot spot was observed compared to the
found in the bladder and kidney indicating predominant renal excretion. (B} Anterior and posterior views

from reconstructed images of mice bearing UB7MG «,;-positive tumor. It was possible to clearly identify the tumor and an important renal

excretion pathway
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Fig. 5 Athymic nude mice bearing US7MG tumors were scanned (15
min tomography) after the injection of 24.2 MBq with 1 h block using
~300 fold excess of native c(RGDfK) (101.7 ug per kg per mice). (A & B)
Anterior and posterior scan with remarkable uptake at tumor site. (C &
D) Represent 1 h block with c(RGDfK) clearly showing displacement of
the radiotracer from the tumor site

RSC Advances

The left leg carrying the C6 tumor, negative control of the
expression of the integrin 2,8, did not show viewable binding
of the tracer. The reconstructed images obtained with FLEX
SPECT TM confirmed readily observation of 2,8, positive tumor
on right posterior leg of another animal. The third mouse was
characterized by the presence of melanocytic tumor B16F10 on
posterior leg (Fig. 4A). A good binding of the radiotracer was
observed and tumors stood out with a good contrast compared
with surrounding tissues. Receptor specificity was confirmed by
blocking experiments.

For the c¢(RGDfK) blocking experiments, mice bearing
US7MG tumors were scanned (15 min tomography) after the
injection of 24.2 MBq with 1 h block using ~300 fold excess of
native ¢(RGDfK) (101.7 pg per kg per mice). 97.88% block was
observed confirming the receptor specificity at the target site
(Fig. 5).

Biodistribution studies

Biodistribution study of the ""™Tc-DTPA-bis-¢(RGDfK) was
performed in nude mice bearing B16F10 and US7MG tumors in
order to quantify localization of the radiolabeled peptide.
US7MG xenografted nude mice were sacrificed and dissected
(m = 15, 5 per time interval) at 1, 2, and 4 h p.i. B16F10 xeno-
grafted nude mice were sacrificed (» = 10) at 1 h and 2.5 h. The
results (Fig. 6) were expressed in percentage of the dose
administered per gram of tissue. Each data point represented
an average of 5 animals. The main activities were found at the
level of the urinary tract in the kidney (7.27 £ 1.16% ID per g)
showing that renal routes mainly excreted the complex. Strong

activities were found in spleen ( £ 0.23% ID per g) and in
lungs (2.59 + 0.41% ID per g). Soft tissues (muscles) accumu
lated negligible quantities of the tracer and localization of the
radioactivity in the liver and intestine was low (less than 1.0%

ID per g at 2 h post-injection) (Fig. 6).
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Fig. 6 Biodistribution study in UB7MG xenografted mice. (A) """ Tc-DTPA-bis-c(RGDK) showed mainly renal excretion. Post-injection accu

mulation 60 min was 7.27 + 1.16% ID per g in kidney
AGDIK) (101.7 ug per kg per mice

blocking dose of ¢f

nd 0.14 + 0.04% D per g in liver. (B} Comparison of biodistribution with co-injection of
and """ Te-DTPA-bis-c(RGDfK). 94.01 £ 2.1% block was observed
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The radiolabeled peptide displayed high accumulation in
the a,f3; positive tumors, U87MG human glioblastoma (5.60%
ID per g versus 0.23% ID per g for the muscle at 60 min p.i.) and
the B16F10 murine melanoma (1.56% ID per g versus 0.53% ID
per g for the muscle at 150 min p.i., data not shown). Muscles
were considered as negative control. The tumor/muscle ratios
were 24.35 and 2.92 for U87MG and B16F10 tumors respectively.
So, even if tumor binding seemed to be limited for B16F10, the
ratio of specific binding compared to the background showed,
for each type of tumor, significant values. The specific binding
of the “*™Tc-DTPA-bis-c(RGDfK) on U87MG was further sup-
ported by the co-injection of the blocking dose of ¢(RGDfK),
where 94.01 & 2.1% block was observed. These values indicated
both specificity and retention.

Localization of the positive control, US7MG tumor, was
possible and murine melanic tumor B16F10 could be readily
identified. Moreover, these comparative studies pointed out the
predominant renal excretion pathway.

Discussion

Malignant glioma is one of the most aggressive primary brain
tumor with poor survival rates and universal recurrence despite
aggressive treatments.'"*?

Melanoma diagnosis is mainly clinical and techniques used
for diagnosis and staging lack specificity with relatively high
false-positive rate and with a low sensitivity for the detection of
occult regional nodal metastases. Early detection is crucial, so
new tracers have to be developed in order to get an early
information and diagnosis.***”

In this respect, radiolabeled RGD peptides used for non-
invasive molecular imaging of o,B; integrin expression are
interesting tools for early detection and treatment of rapidly
growing tumors. The concept of bivalency has been applied to
develop °*™Tc-DTPA-bis-c(RGDfK), a dimeric RGD peptide, in
order to improve tumor targeting compared to the corre-
sponding monomeric RGD peptide analog. The DTPA was
chosen for its two potential reactive sites starting from bis-
anhydride. In fact, conjugation of RGD peptide is possible via
the formation of an amide bond between the e-amine of lysine
and the anhydride function. This structure allows also the
formation of complex with only one chelate per metal atom,
which is required for in vivo stability and biological activity.
Moreover, **™Tc-labeled derivatives should be more widely
available and clinically applicable.

In vitro binding specificity of DTPA-bis-¢(RGDfK) to the a,B;
integrin was demonstrated by the binding inhibition of echis-
tatin to cells and coated receptors. Binding assays gave us value
that agreed closely with ICs, value of echistatin in the literature
and displayed high affinity of our RGD peptide for a,f; integrin
with also excellent Ky values.’® The results obtained with our
tracer were better than those of the positive control ¢(RGDfK).
The binding of echistatin was competed by cyclic RGD peptides
whereas no competition was observed with a cyclic peptide
containing RAD sequence, confirming the implication of the
RGD sequence in the binding of echistatin to a,B;."
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Concerning affinity determination of the peptide, different
parameters have to be taken into account. First of all, tumor
targeting and binding experiments are dependent on the
integrin o, B3 quantity on tumor cells, tumor neovasculature and
on the binding medium. Some experiments showed higher
values for cyclic RGD peptides with entire cell than with purified
receptors. So, it's not possible to completely exclude that RGD
peptides may non-specifically bind to other integrins. These
experiments depicted high affinity and specificity of our radio-
tracer for o, B; integrin.>***®

To ease the interpretation of the in vivo and in vitro experi-
ments, o,f; expression was evaluated in tumor and cells, in
order to link our radiolabeling results to the a,fB; expression
level of the target. The use of positive or negative control for
cells and tissue section experiments demonstrated the speci-
ficity or our tracer for a.f3; integrin. Co-localization of the
LM609 monoclonal antibody, and **™TC-DTPA-bis-c(RGDfK), as
well as displacement studies with an excess of cold ¢(RGDfK),
confirmed the specificity of the labeling. To optimize these
results, an incubation time of 90 min was chosen for the
labeling to get an equilibrium state (Fig. S2 in ESI{).

log P result was in accordance with the retention time
obtained in HPLC and underlined hydrophilic properties
but lower than those of the reference, *°™Tc-HYNIC-RGD
(log P = —3.5).°

SPECT images confirmed high uptake in o,f3; receptor
positive tumor and low uptake in negative tumor xenografts,
thus demonstrating specific receptor mediated uptake in vivo.
The tumor was clearly visualized by SPECT/CT with good
contrast. Then, considering o, ; expression, it is not surprising
to see a high uptake in lungs of tumor bearing mice.”"** The
high specificity and selectivity of the results in uptake and
distribution were confirmed in animal models with and without
co-administration of blocking dose.

Because of a wide variety of linkers and chelators for 99me,
establishing a comparison among radiolabeled RDG tracers is
difficult. Nevertheless, we can notice that tumor uptake of
99™Te-DTPA-bis-c(RGDfK) is comparable with the results of
¢(RGDfK)-(Orn)3-[CGG-""™ Tc] (3.32 + 0.09% ID per g at 30 min
p-i.) or of *™Tc-AuNP-RGD (3.65 + 0.19% ID per g at 60 min
p-i.), and relatively high in comparison to **™Tc-PGC-c(RGDyK)
with tumor uptake of 1.38 £ 0.30% ID per g at 120 min p.i. or
99MTe-DKCK-RGD (1.1% ID per g in melanoma, 2.2% ID per g in
osteosarcoma, at 240 min p.i.).?*2°

As shown by biodistribution studies, radiolabeled cyclic RGD
monomers may be useful for imaging integrin a,f; expression
in tumors, but pharmacokinetics optimization is required for
clinical utility because of their relatively low tumor uptake and
partial hepatobiliary excretion. To improve the a,f; binding
affinity and pharmacokinetics, multimerization has been
developed, and different linkers have been incorporated such as
sugar moiety to increase excretion via the renal pathway.>®

Both small size of the peptide and hydrophilic properties
could explain the pharmacokinetics profile of our dimeric
peptide. Kidney were mainly concerned for the excretion of
99MTc-DTPA-bis-c(RGDfK).
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Plasma protein binding and lipophilicity varied significantly
between different radiolabeled conjugates, leading to consid-
erable differences in pharmacokinetic profiles as well as in
tumor uptake (0.2-2.7% ID per g). Nevertheless, other RGD
derivatives, such as “™T¢-EDDA-HYNIC-RGD, ¢(RGDfK)-(Orn) -
[CGG-"""Tc], "™TcO(MAG,-3G-dimer), or ""Te-RAFT-RGD,
have presented similar elimination pathway with a main
excretion via the renal pathway and to a lesser degree the hep-
atobiliary route.”***7:**

The fast radiotracer washout observed from normal organs
was linked to integrin density. Early imaging was facilitated due
to this rapid reduction in background radioactivity. But at later
time points, imaging may be improved thanks to further
reduction in background noise from the surrounding tissues.”

Experimental
Synthesis and purification of DTPA-bis-¢(RGDfK)

The linear peptide (RGDfK) was synthesized by solid-phase
synthesis onto a Liberty 1 (CEM) microwave peptide synthesizer
using a trityl chloride resin (TCP resin, Sigma-Aldrich), applying
the standard 9-fluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc) strategy.™*
The final Fmoc protecting group was removed with 20% solution
of piperidine in DMF. The next steps (cleavage from the resin,
cyclization and removal of the Z protecting group) were
successfully carried out as described by Haubner et al.™

The synthesis of DTPA-bis-c(RGDfK) was carried out using
the strategy described by Hazari et al. (Scheme 1)."** DTPA
dianhydride (9 mg, 25 pumol, Sigma-Aldrich) and protected
¢(RGDfK) (46 mg, 50 umol) were dissolved in 20 mL of anhy-
drous DMF. Triethylamine (28 pL, 0.2 mmol, Sigma-Aldrich)
was then added and the reaction was allowed to proceed for
15 h at 60 “C. Solvents were removed under reduced pressure
and the conjugate was precipitated with diethyl ether. Depro-
tections of Pbf (2,2,4,6,7-pe hyldihydrol furan-5-
sulfonyl) and tert-butyl protecting groups were achieved by
treatment of the protected adduct in 20 mL of TFA/(iPr);SiH/
H,0 (92/4/4) at room temperature for 2 h, The DTPA-bis-
¢(RGDfK) conjugate (33 mg, 21 pmol) was then precipitated
and washed with cold diethyl ether. Matrix-assisted laser
desorption ionization (MALDI) time-of-flight (TOF) mass spec-
trometry (MS) (Fig. S3 in ESIt) was performed on a Voyager
mass spectrometer (Applied Biosystems) equipped with a
pulsed N, laser (337 nm) and a time-delayed extracted ion
source. MALDI-TOF-MS: [M + H]" = 1564.6 (1564.8 Da calcu-
lated for CgeH,aN2,0,5). HPLC was performed onto the pro-
tected DTPA-bis-¢(R(Pbf)GD(rBu)fK) and the deprotected DTPA-
bis-¢(RGDFK) (Fig. S4 and S5 in ESIf). The column was a Luna
C18 (250 mm % 4.6 mm x 5 pm). The flow rate was 1 mL min '
with mobile phase starting from NH,OH 50 mM/MeOH (95/5),
followed by a linear gradient over 30 min to NH,OH 50 mM/
MeOH (5/95).

Solid-phase receptor binding assay
In vitro affinity and specificity of DTPA-bis-c(RGDfK) were assessed
via binding assays using '*“l-echistatin (Perkin Elmer) as the
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Scheme 1 Synthetic pathway for DTPA-bis-c(RGDfK)

integrin o f3; specific radioligand and unlabeled echistatin (Sigma-
Aldrich) as reference, by modification of a previously described
method.” Moreover, ¢(RGDfK) and ¢RADIK) purchased from
GeneCust (Dudelange, Luxembourg) were tested as competitor
and negative control respectively. Briefly, human integrin 2.8,
(Merck Millipore, Darmstadt, Germany) was diluted at 20 ng mL *
in coating buffer (20 mM Tris, pH 7.4, 150 mM NaCl, 2 mM CaCl,,
1 mM MgCl,, 1 mM MnCl,). An aliquot of 100 uL per well was
added to a Millipore 96-well multiscreen IP filter plates (pore size
0.45 pm) and incubated overnight at 4 “C. The plate was washed
once with blocking/binding buffer (50 mM Tris, pH 7.4, 100 mM
NaCl, 2 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 1 mM MnCl,, 1% bovine serum
albumin), and incubated an additional 2 h at room temperature
with 150 uL per well of blocking/binding buffer. The plate was then
rinsed twice with the same buffer and incubated for 3 h at room
temperature with shaking with '*l-echistatin (30 pM per well,
volume activity 2500 Bq mL ', 500 Bq per well) in presence of
increasing concentrations of each competitor (0-100 umol L '),
The total volume in each well was adjusted to 200 pL. The plates
were filtered through a multiscreen vacuum manifold and
unbound radioligand was removed by three additional washes.
The filters were collected and the radioactivity was evaluated using
a y-counter (Packard COBRA 1I, Packard Instruments). Non-
specific binding was determined in presence of an excess of
echistatin (1000 fold molar excess) and was subtracted from the
total binding to yield specific binding. When "*Higand incuba-
tions were performed without receptor, no interaction was detec-
ted due to non-specific adsorption onto the microliter well. Each
point was the average of triplicate data points and the results were
representative of three experiments. The best-fit 50% inhibitory
concentration (ICs,) values were calculated by fitting inhibition
values by non-linear regression using GraphPad Prism (GraphPad
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Software, Inc.). To confirm the results, binding study was also
performed on U87MG cells using increasing concentrations of
99" Te-DTPA-bis-c(RGDfK) (see ESIf for experimental procedure).

1 1 thal 1
Yhistc ly

Different a,3; positive and negative tumors were formalin-fixed
and paraffin-embedded. Immunohistochemical integrin o,f;
detection was performed on serial sections in order to validate
radiolabeling analysis. Appropriate positive and negative
controls omitting the primary antibody were included with
every slide run.

Paraffin embedded 5 pm thick sections were deparaffinized
with xylene, rehydrated through a graded alcohol series, and
washed with distilled water. A blocking step was needed in
order to block endogenous peroxidase activity. After washing
with PBS, the slides were saturated with BSA 0.2% in PBS 0.01 M
for 30 min, then incubated with the primary antibody (LM609,
1:200) in humidified atmosphere (12 h, 4 °C). Sections were
washed twice with PBS, and the secondary biotinylated antibody
(goat anti-mouse antibody, EnVision™ MultiLink, Dako) was
applied in moist chamber for 1 hour. Tissue sections were
stained with AEC (3-Amino-9-EthylCarbazole, ab 64252, Abcam,
Cambridge) for 10 min and counterstained with hematoxylin
for examination.

99™Tc radiolabeling

DTPA-bis-c(RGDfK) was synthesized in our laboratory and [Na*
99™7eQ, ] was obtained from a commercial **Mo/**™Tc gener-
ator (Elumatic III, IBA international, France).

In a rubber-sealed vial, 1.56 mg (1 wumol) of DTPA-bis-
c(RGDfK) was dissolved into 200 pL of water to form a stock
solution. Then 50 pL of this solution (390 pg of DTPA-bis-
¢(RGDfK)) were transferred into a leaded shielded vial along
with 100 uL of tin(n) solution in 10% acetic acid (SnCl,-2H,0,
0.5 mg mL™"). 500 pL of **™TcO,~ (360 MBq) were then added
and pH was adjusted at 7 by addition of Na,COj; (0.1 M, 900 puL).
This final solution was then heated for 45 min at 95 °C.

After cooling, the complex was purified using a C18 Oasis
HLB cartridge (Waters, Taunton, USA), preliminarily activated
with 5 mL of ethanol and 20 mL of water. The cartridge was
loaded with the reaction mixture and then washed with 10 mL
of water. The purified tracer was eluted with 2 mL of ethanol.
Solvents were removed by heating at 80 °C for 5 min and
applying a gentle stream of nitrogen. **™Tc-DTPA-bis-c(RGDfK)
(165 MBq) was finally diluted with saline (NaCl 0.9%) for
injection.

Radiochemical purity was determined by thin layer radio-
chromatography (ITLC-SG type sheet, Pall Corporation) using
acetone or acetone/NaCl 0.9% (1/1) as eluent. In acetone
9°™Tc0,” migrated in front of solvent while reduced/hydrolysed
%™Te and *°™Tc-DTPA-bis-c(RGDfK) did not migrate. On the
other hand with acetone/NaCl 0.9% (1/1) the complex migrated
with a Ry of 0.9 while **™Tc colloids remained at the origin.
Radiochemical purity was determined after integration of each
peak. Radiochemical purity was determined with following
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formula: 100% — (% of hydrolysed technetium + % of free
technetium).

The chemical purity was also checked by analytical HPLC
(Luna column C18 (250 mm x 4.6 mm x 5 pm), CH;CN/NH,OH
0.2% (40/60), 0.5 mL min ), R, = 6.0-6.3 min.

log P values

log P value of °*™Tc-DTPA-bis-c(RGDfK) was determined as
described previously.>® Briefly, ®*™Tc-DTPA-bis-c(RGDfK) in PBS
was added to 0.5 mL of octanol in an Eppendorf vial. The tube
was vigorously vortexed and centrifuged at 5000 x g for 3 min.
Aliquot of both aqueous and octanol layers were collected and
counted in a y-counter. log P values were then calculated (log P
= [(octanol layer activity)/(aqueous layer activity)]).

Radiochemical stability

The stability of the labeled compound was evaluated using
ascending thin layer chromatography on ITLC-SG strips and a
Raytest miniGITA radiochromatograph (Wilmington USA)
using NaCl 0.9%/acetone (1/1) as eluent. The stability of the
radiolabeled conjugate was evaluated at 30, 60, 120 and 180 min
at which the percentage of remaining **™Tc-DTPA-bis-c(RGDfK)
was calculated.

Cell cultures

Murine melanoma cell line (B16F10, a,f; positive) from C57Bl/6
mice (ATCC reference # CRL-6322) were cultured in DMEM
medium with 4.5 g of glucose supplemented with 10% FCS, 1%
glutamine (GlutaMAX™, Invitrogen, Cergy Pontoise, France),
100 UL mL™" penicillin and 100 ug mL™" streptomycin.

Human melanoma cell line (SKMEL28, a,B; positive) was
obtained from a malignant melanoma of a 51 years old man.
Cells were cultured in RPMI 1640 medium supplemented with
10% FCS, 1% glutamine (GlutaMAX™, Invitrogen, Cergy
Pontoise, France), 100 UI mL ' penicillin and 100 ug mL*
streptomycin.

Human adult glioblastoma cells (U87MG, a,f; positive)
derived from malignant glioma, were cultured in DMEM
medium supplemented with 10% FCS, 100 Ul mL ™" penicillin
and 100 pg mL ™" streptomycin.

Rat glioma cell line (C6, «,B; negative) was cloned from a rat
glial tumor induced by N-nitrosomethylurea (ATCC reference #
CCL-107). Cells were cultured in DMEM medium supplemented
with 5% FCS, 100 UI mL ' penicillin and 100 pg mL '
streptomycin.

The cells were maintained at 37 °C in humidified atmo-
sphere of 5% CO, and 95% air. Cells were grown in culture until
80% of confluence. Cells were harvested and suspended in
binding buffer (culture medium with 0.1% Bovine Serum
Albumin (BSA), Hepes 20 mM pH 7.4).

Time course and kinetics of transport of **™Tc-DTPA-bis-
¢(RGDfK)

Cells were incubated with binding buffer for 45 min. This
medium was then removed and replaced by 100 pL of cells
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suspension (100 000 cells per well). Cells were incubated for
different times (15 min to 180 min) at 37 °C in triplicate with
either **™Tc-labeled peptide in binding buffer (100 pL,
volume activity 1 MBq mL™", total series) or 20 uM echistatin and
99MTcJabeled peptide in binding buffer (100 pL, non-specific
series).

Incubation was interrupted by aspiration, removal of
medium and rapid rinsing twice with ice-cold PBS (200 uL).
Furthermore, cell radioactivity was measured with a y-counter.
The results were decay corrected and fitted to 2 million cells by
well.

Ex vivo imaging: radiolabeling of tumor tissue sections

As for immunohistochemical analysis, tumor sections were
studied. 5 um thick slices were deparaffinized and prepared as
previously described.

Then, **™Tc-DTPA-bis-c(RGDfK) was added (296 kBq/40 pL)
and slices were incubated at room temperature for 60 min.
Unbound radioligand was removed with PBS-Tween 0.05% and
slices were washed in distilled water. Radioactivity was finally
evaluated using a micro-imager 2000 (Biospace Lab, Paris). To
ensure specific binding, displacement studies were performed
using ¢(RGDfK) (40 pL, 1 mM) which was applied for 90 min
after radiolabeled peptide exposure.

In vivo evaluation of radiolabeled peptides

All animal experiments were performed in accordance with the
European Community Standards on the Care and Use of
Laboratory Animals and approved by the Animal Ethics
Committee of our University and also in accordance with the
protocol approved by INMAS Institutional Animal Ethics
Committee (CPCSEA Regn no. 8/GO/a/99). All animals were bred
and housed under pathogen free conditions and provided water
and food ad libitum.

Different type of tumor models were used for the in vivo
biodistribution and imaging studies. C6 tumor cells were used
as negative control and U87MG as positive control of integrin
expression.

The cells were centrifuged (5 min, 200 x g) and the pellet was
suspended in sterile NaCl 0.9% for extemporaneous adminis-
tration to the animal.

Tumor uptake studies were performed in female nu/nu mice
(Charles River, L'Arbresle, France) and different models were
tested: SKMEL28, B16F10, C6, U87MG. Xenografts were subcu-
taneously injected at a concentration of 2 x 10° cells per mouse
and allowed to grow until tumors of 150 mm?® were visible.
Tumor bearing mice were used in biodistribution and imaging
studies. On the day of the experiment, each mouse was injected
with **™Tc-DTPA-bis-c(RGDfK) (18.5 MBq), intravenously into
the tail vein. Blocking experiments were conducted in US7MG
implanted tumor in athymic nude mice and performed with a
large excess of native ¢(RGDfK) (101.7 pg per kg per mice). Mice
bearing U87MG tumors were scanned (15 min tomography)
after 1 h post injection. Quantitative analysis was done using
Amide 1.0.4 software and 3D image was processed on VIVID
(Amira, San diego, USA) software.
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SPECT-CT imaging of tumor bearing mice

SPECT was used as it allows high sensitivity sequential
measurements in the same animal and quantification on
samples. SPECT of tumor bearing mice was performed on a
SPECT-CT Symbia® T2 (GE HealthCare) and in a same manner,
SPECT TRIUMPH (GE HealthCare) trimodality system with
N5F75A10 multipinhole collimator, mouse style with 1 mm
aperture was used to acquire images. Mice were imaged in the
prone position. Mice were first anesthetized with intraperi-
toneal injection of ketamine (100 mg kg ') and xylazine
(10 mg kg™'). Mice were injected with 18.5 MBq of °°™Tc-
DTPA-bis-c(RGDfK) via tail vein. Residual activity of the
syringe was quantified with activimeter measurement. The
tomographic SPECT data acquisition was performed about
30 min after radiotracer injection. For each SPECT scan,
regions of interests (ROIs) were drawn over each tumor,
normal tissue and major organ and fixing volume were eval-
uated on FLEX SPECT TM version 1.0.7 in single reconstruc-
tion mode OSEM (Ordered Subset Expectation Maximization).
The acquisition protocol was composed of 3 tomographies of
10 min associated to scan followed by a 30 min tomography
with scan. The final sequence was constituted of 3 tomogra-
phies of 10 min each with scan. CT-reconstruction and
SPECT-CT images were fused and analyzed with VIVID (Amira,
San diego, USA). The mice were sacrificed by cervical dislo-
cation 150 min post-injection. Negative controls were
included using C6 xenograft model (murine melanoma
model).

Biodistribution studies

We investigated the biodistribution as well as the elimination
pathway of °°™Tc-DTPA-bis-c(RGDfK) in mice bearing mela-
noma or glioma tumors (n = 25). Biodistribution analyses
combined two steps. The first approach used in vivo animal
scintigraphic imaging in order to check the accumulation of the
tracer in the tumor area as well as the main non-specific organs,
the distribution and the pharmacokinetics parameters. A
quantitative systematic biodistribution study was then per-
formed using organ counting. The mice were sacrificed by
cervical dislocation on average at 1, 2 and 4 h post
administration.

Tumors and normal tissues (blood, lungs, heart, spleen,
liver, bone, kidney, muscle and intestines) were removed from
each animal. They were collected, weighed, and the amount of
radioactivity was determined using a y-counter. The percentage
of injected dose per gram of tissue (% ID per g) or percentage of
injected dose (% ID) was determined for each sample and
tumor to organ ratios were calculated.

Statistical analysis

The results were expressed as mean + standard deviation (SD).
Statistical analysis was performed using GraphPad Prism soft-
ware (version 6.0, La Jolla California USA). Tracer activities and
tracer activity ratios were compared using an unpaired ¢ test. A p
value =0.05 was considered significant.

RSC Adv., 2015, 5, 60161-60171 | 60169

114



RSC Advances

Conclusions

The objective is now to target intimate mechanisms of
oncogenesis and dissemination process of the disease. This
option appears of great interest either for aggressiveness
detection or for selection of responder to new-targeted ther-
apies. Concerning the structure of the tracer, the dimeric
RGD peptide **™Tc-DTPA-bis-¢(RGDfK) showed high in vitro
integrin affinity and effective in vivo tumor targeting. More-
over, technetium is still the most widely available diagnostic
radionuclide with optimal physical characteristics for
SPECT. Although '®F-labeled or ®*Ga-labeled derivatives will
be interesting for PET positron emission tomography with
advantages in terms of sensitivity and spatial resolution,
99mre-derivates would remain the more widely available and
clinically applicable.

Acknowledgements

This work was supported by the CNRS and Translational
Research Advanced Imaging Laboratory of the University of
Bordeaux. We are grateful to the nuclear department of
university hospital helping for radiolabeling, and the anato-
mopathology department for providing the tissue sections. We
thank the INSERM U1026 for its participation in micro and B-
imaging. Acknowledgement to UMR 1037, Cancer Research
Center of Toulouse (Oncopole, Toulouse, France) for providing
us B16F10 and SKMEL28 cell lines.

References

1 O. Schnell, B. Krebs, J. Carlsen, 1. Miederer, C. Goetz,
R. H. Goldbrunner, H. J. Wester, R. Haubner, G. Popperl,
M. Holtmannspotter, H. A. Kretzschmar, H. Kessler,
J. C. Tonn, M. Schwaiger and A. ]J. Beer, Neuro-Oncology,
2009, 11, 861-870.

2 J. Folkman, Nat. Med., 1995, 1, 27-31.

3 J. J. Feige, Bull. Cancer, 2010, 97, 1305-1310.

4 1. Dijkgraaf, A. Y. Rijnders, A. Soede, A. C. Dechesne,
G. W. van Esse, A. ]J. Brouwer, F. H. M. Corstens,
O. C. Boerman, D. T. S. Rijkers and R. M. J. Liskamp, Org.
Biomol. Chem., 2007, 5, 935-944.

5 S. Liu, Bioconjugate Chem., 2009, 20, 2199-2213.

6 R. H. Haubner, H. J. Wester, W. A. Weber and M. Schwaiger,
J. Nucl. Med., 2003, 47, 189-199.

7 R. Haubner, H. J. Wester, F. Burkhart, R. Senekowitsch-
Schmidtke, W. Weber, S. L. Goodman, H. Kessler and
M. Schwaiger, J. Nucl. Med., 2001, 42, 326-336.

8 X. Chen, R. Park, Y. Hou, V. Khankaldyyan, I. Gonzales-
Gomez, M. Tohme, J. R. Bading, W. E. Laug and
P. S. Conti, Eur. J. Nucl. Med. Mol. Imaging, 2004, 31, 1081-
1089.

9 X. Chen, R. Park, A. H. Shahinian, J. R. Bading and
P. S. Conti, Nucl. Med. Biol., 2004, 31, 11-19.

10 S. Liu, Z. Liu, K. Chen, Y. Yan, P. Watzlowik, H. J. Wester,
F. T. Chin and X. Chen, Mol. Imag. Biol., 2010, 12, 530-
538.

60170 | RSC Adv., 2015, 5, 6016160171

Paper

11 R. K. Jain, E. di Tomaso, D. G. Duda, J. S. Loeffler,
A. G. Sorensen and T. T. Batchelor, Nat. Rev. Neurosci.,
2007, 8, 610-622.

12 P. Y. Wen and S. Kesari, N. Engl. J. Med., 2008, 359, 492-
507.

13 S. Negrier, P. Saiag, B. Guillot, O. Verola, M. F. Avril, C. Bailly,
D. Cupissol, S. Dalac, A. Danino, B. Dreno, J. J. Grob,
M. T. Leccia, C. Renaud-Vilmer and L. Bosquet, Bull
Cancer, 2006, 93, 371-384.

14 C. M. Balch, J. E. Gershenwald, S. J. Soong, J. F. Thompson,
M. B. Atkins, D. R. Byrd, A. C. Buzaid, A. J. Cochran,
D. G. Coit, S. Ding, A. M. Eggermont, K. T. Flaherty,
P. A. Gimotty, J. M. Kirkwood, K. M. McMasters,
M. C. Mihm, D. L. Morton, M. L. Ross, A. ]J. Sober and
V. K. Sondak, J. Clin. Oncol., 2009, 27, 6199-6206.

15 P. Queirolo and M. Acquati, Cancer Treat. Rev., 2006, 32, 524-
531.

16 C. Garbe, K. Peris, A. Hauschild, P. Saiag, M. Middleton,
A. Spatz, J. J. Grob, ]J. Malvehy, ]J. Newton-Bishop,
A. Stratigos, H. Pehamberger and A. M. Eggermont, Eur. J.
Cancer, 2012, 48, 2375-2390.

17 C. K. Bichakjian, A. C. Halpern, T. M. Johnson, A. Foote
Hood, J. M. Grichnik, S. M. Swetter, H. Tsao,
V. H. Barbosa, T. Y. Chuang, M. Duvic, V. C. Ho,
A. J. Sober, K. R. Beutner, R. Bhushan and W. Smith
Begolka, J. Am. Acad. Dermatol., 2011, 65, 1032-1047.

18 C. C. Kumar, H. Nie, C. P. Rogers, M. Malkowski, E. Maxwell,
J.J. Catino and L. Armstrong, J. Pharmacol. Exp. Ther., 1997,
283, 843-853.

19 J. E. Fisher, M. P. Caulfield, M. Sato, H. A. Quartuccio,
R. J. Gould, V. M. Garsky, G. A. Rodan and M. Rosenblatt,
Endocrinology, 1993, 132, 1411-1413.

20 C. Decristoforo, B. Faintuch-Linkowski, A. Rey, E. von
Guggenberg, M. Rupprich, 1. Hernandez-Gonzales,
T. Rodrigo and R. Haubner, Nucl. Med. Biol., 2006, 33, 945~
952.

21 R. Haubner, B. Kuhnast, C. Mang, W. A. Weber, H. Kessler,
H. J. Wester and M. Schwaiger, Bioconjugate Chem., 2004,
15, 61-69.

22 B. Singh, C. Fu and J. Bhattacharya, Am. J. Physiol.: Lung Cell.
Mol. Physiol., 2000, 278, L217-L226.

23 I. Tsiapa, G. Loudos, A. Varvarigou, E. Fragogeorgi,
D. Psimadas, T. Tsotakos, S. Xanthopoulos, D. Mihailidis,
P. Bouziotis, G. C. Nikiforidis and G. C. Kagadis, Nucl.
Med. Biol., 2013, 40, 262-272.

24 E. Morales-Avila, G. Ferro-Flores, B. E. Ocampo-Garcia,
L. M. de Leon-Rodriguez, C. L. Santos-Cuevas, R. Garcia-
Becerra, L. A. Medina and L. Gomez-Olivan, Bioconjugate
Chem., 2011, 22, 913-922.

25 D.-E. Lee, Y.-D. Hong, K.-H. Choi, S.-Y. Lee, P.-H. Park and
S.-J. Choi, Appl. Radiat. Isot., 2010, 68, 1896-1902.

26 R. Haubner, F. Bruchertseifer, M. Bock, H. Kessler,
M. Schwaiger and H. J. Wester, Nucl. Med., 2004, 43, 26—
32.

27 J. Shi, L. Wang, Y. S. Kim, S. Zhai, B. Jia, F. Wang and S. Liu,
Eur. ]. Nucl. Med. Mol. Imaging, 2009, 36, 1874-1884.

ciety of Chemistry

115



Paper

28 L. Sancey, V. Ardisson, L. M. Riou, M. Ahmadi, D. Marti-
Batlle, D. Boturyn, P. Dumy, D. Fagret, C. Ghezzi and
J. P. Vuillez, Eur. J. Nucl. Med. Mol. Imaging, 2007, 34,
2037-2047.

29 G. B. Fields and R. L. Noble, Int. J. Pept. Protein Res., 1990, 35,
161-214.

30 R. Haubner, H. J. Wester, U. Reuning, R. Senekowitsch-
Schmidtke, B. Diefenbach, H. Kessler, G. Stocklin and
M. Schwaiger, J. Nucl. Med., 1999, 40, 1061-1071.

rmal is © Ti

RSC Advances

31 P. P. Hazari, G. Shukla, V. Goel, K. Chuttani, N. Kumar,
R. Sharma and A. K. Mishra, Bioconjugate Chem., 2010, 21,
229-239.

32 S. K. Sethi, R. Varshney, S. Rangaswamy, N. Chadha,
P. P. Hazari, A. Kaul, K. Chuttani, M. D. Milton and
A. K. Mishra, RSC Adv., 2014, 4, 50153-50162..

33 R. A. Orlando and D. A. Cheresh, J. Biol. Chem., 1991, 266,
19543-19550.

RSC Adv., 2015, 5, 60161-60171 | 60171

116



PARTIE 2

Transposition de nos techniques d’analyse pour I'@tuation du *°F-
ribofuranose-RGD et de I"*in-DOTA-F3B

Article 2 : * Ex Vivoandin Vivo Imaging and Biodistribution of Aptamers Targetihg
Human Matrix MetalloProtease-9 in Melanorhas
Plos Onesoumis
David Kryza,Frédéric Debordeaux Laurent Azéma, Aref Hassan, Olivier Paurellegéar
Schulz, Catherine Savona-Baron, Elsa CharignonjrieaBonazza, Jacqueline Taleb,

Philippe Fernandez, Marc Janard Jean Jacques Toulmé
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Dans un deuxiéme temps, nous avons adapté ceseditfé techniques d’analyse pour
'évaluation de radiotraceurs de la néoangiogenésaliés dans le cadre de projets

collaboratifs.

Le '®F-ribofuranose-RGD, est destiné & I'imagerie pandgraphie par émission de
positons del'intégrine o,Bs. Le ligand froid a été synthétisé par I'équipe demie
(Synthesis-Bioactive Molecules Group) de I'Institigs Sciences Moléculaires (ISM) CNRS
UMR 5255 de BordeauwDu fait des contraintes relatives aux rayonnemedeatsaute énergie,
les travaux réalisés sur le traceur fluoré ontdamient évolué vers la phase préclinique chez
'animal. Ce travail a été réalisé en collaboratémec I'équipe INSERM UMR 1037 (Centre

de Recherche en Cancérologie de Toulouse, Oncopdle)

L’étude de I*in-DOTA-F3B a été effectuée en partenariat avedRNA (ARN :
Régulations Naturelle et Artificielle) INSERM UMR68 de Bordeaux, qui a développé ce
ligand ciblant la MMP-9 et I'Institut Lumiére Mate (ILM) CNRS UMR 5306 de Lyon, qui
a notamment mis au point le radiomarquage du tradéaus nous sommes focalisés sur le
développement et la réalisation des techniquesnalinohistochimie et de radiomarquage sur

coupes tissulaires.

1. Le ®F-ribofuranose-RGD

1.1.Synthese, marquage et purification du dérivé fluoré

1.1.1. Matériels et méthodes

1.1.1.1. Synthese du peptide ribofuranose-RGD

L’élaboration de ce peptide doit permettre unep&tde fluoration directe. Cette
derniére stratégie peut se faire selon deux vosed :le fluor 18 est intégré directement par
formation d’une liaison carbone-fluor (C-F), satfluor établit une liaison avec un élément
non carboné (Y-F), tel que le bore, I'aluminium @ silicium. Actuellement, la voie
radiochimique utilisant la liaison silicium-fluorsiela plus aboutie pour le marquage en
derniere étape de synthese. Cela aboutit a un egeqgsite spécifique, en une seule étape,
dans des conditions douces (basse températurehdie d’'un dérivé fluorosilylé a donc été

fait pour assurer le marquage de la molécule.
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Figure 35 : Principe du marquage par échange isotogue

Une réaction de fluoration reposant sur I'énedgela liaison Si-F a récemment été
développée (135 kcal.nmblversus116 kcal.mot for C-F) [189]. Cette technique autorise
ensuite une réaction de substitution de I'atomdlute sur le silicium afin de permettre un
radiomarquage au fluor 18 en une seule étape, ddigavec des oligonucléotides fragiles
et déprotégésdgure 35) [190].

(;:}NN:N
A Isomére-1,4 *
! <,
N
=
CO—= P
somére-1,5
B —
N=NEN—C D
\.__ cul) J
QN\N—,N
A Isomére-1,4 B N*

Figure 36 : Schéma présentant : (A) la régiosélegtté de la réaction de « chimie click » et, (B) le
mécanisme de la CuUAAC

d’'aprés Bordenave T., Apport de la « chimie clighowr le marquage au carbone-11 et au fluor-18 de
nucléosides et d'oligonucléotides. Doctorat Chi@iganique. Université de Bordeaux ; 14 décembre
2012.

La synthése du peptide a aussi reposée sur leiggide la « chimie click ». Il s’agit
d’'une méthode simple d’assemblage moléculaire pamted’obtenir des produits avec de
bons rendements, dans des conditions douces, naate tolérante vis-a-vis d’autres
groupements fonctionnels. Cette réaction a étatdgmour la premiére fois par Huisgen dans
les années 1960. Depuis, cette réaction a évolee lamtroduction d’'une catalyse au cuivre
() (Copper Catalysed Azoture-Alcyne CycloadditicduAAC) permettant d’obtenir une

régiosélectivité totale conduisant uniguementfataation de I'isomere 1,4~(gure 36).
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La synthese combine donc les avantages de la ehafitk et aussi ceux d'un
radiomarquage en une seule étape grace au dérylé. sie procédé a été décrit
préecédemment [191]. Brievement, la premiéere étdgueoée le support de synthése associant
la fonction alcyne et l'introduction du silicium.’dlcyne est ici I'un des partenaires
nécessaires pour la premiére réaction « click »caraposante sucree, le 1-azido-ribose, est
obtenue a partir de 1,2,3,5-tetPaacetyl-Bp-ribofuranose ou de O-acetyl-2,3,5-tri-[3%-
ribofuranose disponibles dans le commerce. Puis,réaction de cyclo-addition de Huisgen

est pratiquée a partir du support de synthése &tatido-ribose.

En paralléle, le cyclo-RGDi\est synthétisé. Les peptides linéaires sont adésreb

phase solide, en appliquant la stratégie Fmoc.

NH
Hz“w-f‘ "Click” Chemistry
HN "y

= !
- /
,// /
: /
/

Recognition NH H / hydro-flipophilicity
fs HN balance

(o] il HN Direct fluorination
k\( (from RSi-H)
J\ (0] DEG = Ho™ ™~ O~"on

0~ "OH

Figure 37 : Structure du*®F- ribofuranose-c(RGDfK)

En derniére étape, les deux partenaires, sontiéssgrace a une nouvelle étape de
cyclo-addition de Huisgen. Ceci permet I'obtentidn ribofuranose-RGD, sous forme de

précurseur SiH restant a radiomarqguegy(re 37).

1.1.1.2. Radiomarquage du ribofuranose-c(RGDfK) par le fla8r

Le radiomarquage au fluor 18 est réalisé sur dmustte TRACERLab FxF-Rl (Ge

Healthcare).
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Figure 38 : Représentation de l'interface informatgue écrite grace au programme « synthetiser
FxF-N tracerLab ». La séquence est constituée d’'ursiccession d’évenements programmés dans
le temps (ouverture et fermeture des vannes, chaafje ou refroidissement du réacteur...)

Les différentes étapes du procédé de radiosyntisese réalisées de facon
programmée (logiciel "synthetiser FxF-N TracerLalCependant, un contrdle manuel des
différents composants (température du réacteuctrélannes, débit de la pompe de CLHP,

...) reste possiblejia l'interface informatique, durant toute la synthésiggure 38).

Dans un premier temps, la cible d'*#D est bombardée par un faisceau de protons (17
MeV, 40 uA) pendant le temps nécessaire, en fonction devit@&csouhaitée pour la synthese
(2 heures en général). Ensuite, la solution d’'eadiée est transférée de maniere automatisée

vers l'automate de synthése Tracerlab FxF-N siar&s dine enceinte blindée.

Sous la pression d'un flux d'azote, l'eau irradiéetenant les fluorures 18 passe sur
une résine échangeuse d'anions de type Sep-Pakll Aetess QMA (résine CO-
NH(CH,)sN*(CHs)s CI). Les anions fluorures 18 sont alors captés parésine et I'eau
enrichie résiduelle est collectée dans un flacoes ©ns fluorures sont ensuite élués de la
résine échangeuse d’ions par un mélange de Krypt#i2.2] (22 mg)/carbonate de
potassium (7 mg) dilué dans un mélange acétoridaie (50/50, 60QL), et sont recueillis au
niveau du réacteur de I'automate. La solution eapérée sous vide pendant 8 minutes a 100
°C afin d'éliminer toutes traces d'eau. De 'adéttan (250 ulL) est rajouté en petite quantité
afin de former un azéotrope avec I'eau. L'opératisinrépétée 4 fois, puis une évaporation est

lancée afin de sécher le compléXe/K2.2.2.
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Une fois les fluorures "secs", le précurseur disslauns le solvant de réaction (5 mg
avec 3 pL d'acide acétique glacial dans 300 pL d#4SD) est additionné au complexe
18r/K2.2.2. dans le réacteur, préalablement refrpédiun flux d’hélium jusqu’a atteindre 70
°C. La solution est ensuite chauffée (100 °C, 1hutas) afin d'effectuer la fluoration par
substitution nucléophile. La solution est alorgaiefie avant I'ajout de 2 mL de GEN et 3
mL d'eau pour effectuer l'injection sur la CLHP sgaréparative (50/50 (CHCN/(HO/TFA,
0,2%,v/v)), 2,5 mL/min, R= 17 minutes) [190].

1.1.1.3. Purification et contréle qualité du radiotraceur

Afin de purifier le peptide, le mélange réactionest passé sur une CLHP (colonne
C18, Luna 250 x 10 mm x 1m, détecteur UV réglé a 220 nm, détecteur de ratio de
type Nal). A l'aide d'une vanne pilotée par le medle produit d'intérét est collecté dans un
ballon pour formulation. Ce ballon contient 40 mE®PI afin de diluer la fraction collectée
de la CLHP. La formulation est ensuite effectuée @gne cartouche Sep-Pak C18 afin
d'éliminer les solvants issus de la CLHP qui ne gas injectables a I'Homme. La solution
est enfin rincée avec 10 mL d'EPPI. Le RGD est éaua cartouche avec 2 mL d'éthanol, qui
sont récupérés dans le dernier flacon de colléeteartouche est & nouveau rincée par 2 mL
de NaCl 0,9 %. Cette solution est transférée damcdinte de répartition pour dilution,

distribution et contréle qualité.

Dans I'enceinte de répartition, la masse et l'd@igide la solution mére sont mesurées
afin de déterminer I'activité volumique. Cette smn mere est diluée avec du NaCl 0,9 %
pour ajuster I'osmolarité. L'activité, mesuréeadé d'un activimetre, permet de connaitre le

rendement radiochimique de la synthése.

Le contrbéle qualité de la préparation comprend é@veuation de I'apparence de la
solution, qui doit étre limpide, incolore et exemmte particules. Le pH est mesuré a l'aide
d’'une bandelette colorimétrique de sensibilité Or&é pH (10uL de solution finale sont
déposés). Pour chaque radiopharmaceutique, ileegiseffet un intervalle de pH dans lequel

la stabilité du produit est optimale.

La pureté radiochimique est définie comme étamapgort (%) de la radioactivité du
radionucléide d’intérét dans la source sous la éoomimique désirée, sur I'activité totale de
la source. La pureté chimique correspond, pourasg pu rapport de la masse de produit

d’intérét (forme chimique désirée) sur la massel¢éotle matiere dans la source (a I'exception
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des excipients et solvants). Elles sont évaluéanrjectant 20uL de solution finale dans une
CLHP analytique (colonne Luna C18 250 x 4,6 mm damthée a 1 mL/min avec un éluant
CLHP (CHCN/solution aqueuse d’acide trifluoracétique 0,1(86/50), 1 mL/min, Rt =
10,46 minutes) équipée d'un détecteur UV régléGarz et d'un détecteur de radioactivite.
Cette technique permet de déterminer les impur@i@sjuits secondaires présents dans la

solution finale.

La pureté radionucléidique est définie par specétne gamma et permet de vérifier
que le fluor 18 est le seul radioélément présemsda solution finale (rapport de la
radioactivité du nucléide dintérét sur la radidaté totale de la source). Quelques
microlitres de solution finale sont donc placésatgwn spectrophotométre gamma calibré
(Nal (TI) ou germanium). Un pic unique doit étresebvé a 511 keV (éventuellement un pic
somme a 1022 keV peut étre visualisé). La péricteaassi contrdlée sur activimétre et

identifie le fluor 18 avec une demi-vie de 109, 8uies.

Il est a noter que durant la synthése, sept paramdlifférents sont enregistrés
continuellement, puis archivés pour chaque synth&es parametres comprennent
'enregistrement de l'activité par quatre détectedle radioactivité (récupération cible,
réacteur, produit final, CLHP), I'enregistrement ldepression et de la température dans le
réacteur, et I'enregistrement du spectre UV dellHE

1.1.2. Résultats

N r—Bu‘ 18
\{ Si” F
HO,C NH ‘t-Bu
HN /\/O\/\
NN o) Nf:(\o ©
O O N:N O \N’,N
NH
HN T
O

HO  OH

HN
):NH
H.N

Figure 39 : *®F-ribofuranose-RGD
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La synthése du précurseur ribofuranose RGD esitelécl’annexe 3. L’ensemble de
la technique de marquage a été réalisé sur le mARACERLab FxF-R (Ge Healthcare)
qui est un automate utilisé en recherche et dépeloent pour les synthéses avec substitution
nucléophile du fluor 18. Afin d’optimiser le radiamuage, de multiples essais ont été
effectués. Le récapitulatif des premiers essaipeEstenté dans I'annexe l4a radiosynthese
du *®F-ribofuranose-RGD est pratiquée en 15 minutes Gy °@ Figure 39). Le pH de la
solution finale obtenue est de 5,3.

Le rendement radiochimique de la synthése estaildré de 20 % avec une activité

spécifique de 180 GBq.pmbl

Sample Name: 13-12-10 (iso) infection Volume 20,0
Vial Number, 62 Chanpel: Gabi
Sample Type: unknown Wavelength: 238
Control Program: ELUANT ACH50-50TFA POMPE DRO Bandwidth; 1
Ciirantit. Method: RGD Dilution Factor 1,0000
Recording Time: 131210 Sample Weight 1,0000
Run Time (min): 19,20 Sample Amount: 1,0000
1 UV VIS_1
15.0 7mAU WVL:238 nm
8 : 1 - RGD SiF - 11.007
g 0.0-£ \
-10.0
1,000 2 Gabi
imv 1-RGDSIF-11.233
| h
| I
T i
s 500 i
E 1 ’I |
S i i
| I
e B N
00—
0.0 25 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 19.2
Temps de retention [min]
Mo. Ret.Time Name Height Area Fel.Area Resolution(EP) Type
UV_VIS_1] UV VIS 1 UV VIS 1 UV_VIS_1 UV_VIS_ 1 UV_VIS_1 UV_VIS_1 Uv_VIS_1
min maAlLl mMALU*min %
1 11,01 RGD SiF 250 0765 100,00 na  BMB*"
Total: 2 50 0765 10000 0.000

Figure 40 : Chromatographie réalisée dans le cadrdu controle de la pureté radiochimique du
¥ _ribofuranose-RGD. L’aire sous la courbe du pic duraceur fluoré est > 95 %

La pureté radiochimique est évaluée a I'aide d’GheéiP couplée a un détecteur UV
et a un détecteur de radioactivité. La pureté cdinique est > 95 %d~gure 40). La pureté
radionucléidique, définie par spectrométrie gamimaigue une valeur d’énergie de 511 KeV
caractéristique des émetteurs de positons, dorle ftior 18. L'évaluation de la période du

radionucléide confirme l'identification du fluor 18
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L’ensemble des contréles permet I'identificationrddiotraceur, et confirme la pureté

et la qualité du produit final utilisé pour I'exjr@entation animale.

1.2.Exploration in vivo chez le petit animal

1.2.1. Matériels et méthodes

1.2.1.1. Analyse préclinique chez la souris du dérivé fluoré

1.2.1.1.1. Imagerie TEP/TDM chez la souris C57Black/6

L’administration chez I'animal permet d’obtenirsdeenseignements sur les voies de
métabolisation et la biodistribution des tracelrsnagerie TEP-TDM, sur imageur clinique
est réalisée a Toulouse en collaboration avec ib&Egqule Sandrine et Marc Poirot de
'INSERM UMR 1037 a l'aide d’'un modele B16F10 de lamome murin syngénique de la
souris (C57Black/6).

Pour ce faire, 50000 cellules B16F10 sont injec&esous-cutané sur le flanc des
souris C57Black/6. Lorsque les tumeurs ont attemtvolume suffisant~ 150 mr), une
activité moyenne de 7,4 + 1,85 MBq de traceur #uest injectée dans la veine caudale. Puis,
chaque animal est anesthésié par injection intitapéale d’'une solution kétamine + xylazine
(respectivement a 100 mg/kg et 10 mg/kg). L'acdiviésiduelle restant dans chaque seringue
est quantifiée a l'activimetre. Aprés un délai dieon 30 minutes, les animaux toujours
anesthésiés, sont disposés sur un support alvéal@tténuant (polystyrene extrudé a faible
densité électronique) pour l'acquisition dynamiquiss données TEP-TDM (TEP-TDM
Discovery ST General Electric Health Care, GEHC).

Le protocole d’acquisition s’applique sur un chadg vue de 20 cm de diametre.
L’acquisition dynamique s’effectue lors d’'un pas gi@nze minutes au total. Les coupes
tomodensitométriqgues sont de 1,25 mm d’épaissaws tes 0,6 mm et pour la TEP, les
coupes sont de 3,27 mm tous les 3,27 mm soienbdges par pas d’acquisition (environ

15,3 cm). A la fin de I'acquisition, les animawnssacrifiés.

Le traitement des images s’effectue sur les stateleris et Advantage Workstation
4.2° (GEHC). Le signal est analysé de maniére visumliesemi-quantitative, et le volume

fixant est également estimé a partir d’'une segntienta
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1.2.1.1.2. Etude de la biodistribution du ®F-ribofuranose-RGD chez

I'animal

L’analyse de la biodistribution dtfF-ribofuranose-RGD repose sur deux types de
techniques différentes. D’une part, la biodistridatdu traceur a dans un premier temps été
appréhendée lors de limagerie dynamique TEMP-TDBdite au passage caméra, les
tumeurs de chaque souris sont mesurées (mesumnttéle) puis prélevées par dissection et
la radioactivité fixée par la tumeur est mesuréesdan compteur gamma (1470-Wizard).
Cette fixation est donc définie de fagcon quantitgtide méme que les activités physiques du

sang, et des principaux organes de I'animal.

En parallele, des analyses spécifiques de la lrdmison sont réalisées. Comme
précédemment, 50000 cellules B16F10 en sous-cwanée flanc des souris C57Black/6.
Une fois un volume tumoral de 150 rhrmtteint, les souris sont anesthésiées et 7,4 % 1,8
MBq de ‘®F-ribofuranose-RGD sont injectés au niveau caudaktivité résiduelle restant
dans chaque seringue est quantifiée a l'activimdies animaux, encore endormis, sont
sacrifiés par dislocation vertébrale a difféeremismips post-injection. Les principaux organes
sont prélevés (sang, poumons, cceur, rate, foie,redgs, muscles et intestins), et la
biodistribution du traceur est quantifiee. Chaqugane est pesé et la radioactivité est
mesurée a laide d’'un gamma-compteur (1470-Wizatdys résultats sont exprimés en
pourcentage de dose injectée par gramme de ti8sukDfg) ou en pourcentage de dose
injectée (% ID) pour chaque organe, et les rat@fxtion tumeurs sur organe sont calculés.

1.2.2. Résultats

1.2.2.1. Imagerie TEP/TDM chez la souris C57Black/6

L'injection du peptide fluoré'®F-ribofuranose-RGD, & des souris C57Black/6 (n F 14
greffées de mélanomes syngéniques B16F10 a pefiaenifier et de localiser les tumeurs
(Figure 41). Pour les tumeurs de taille importante, il essgiodle de visualiser une moindre
fixation du traceur dans la région centrale sowigrvraisemblablement la présence de zone
nécrotique et d’une angiogenéese tumorale plus t@@duce niveau. L’acquisition des images
75 minutes apres injection permet de visualisetuggeurs avec un bon contraste vis-a-vis du
bruit de fond environnant. Une fixation tumoralenséguente est observée avec un ratio de

fixation tumeur/bruit de fond de 6,1 + 1,5.
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Figure 41 : Coupes axiales et transversales de s@IC57black/6 porteuses de mélanomes murins
B16F10. La tumeur est clairement identifiable

1.2.2.2. Etude de la biodistribution dtfF-ribofuranose chez I'animal

Les souris C57Black/6 sont sacrifiees et disséqagaesoyenne 150 min p.i. (n = 8).
L’activité présente dans les principaux organedufaeur et le compartiment circulant, est
mesurée au compteur gamnidg(ire 42). Les résultats sont exprimés en pourcentage sie do
injectée par gramme de tissu (%ID/g). Une fortévdétest retrouvée au niveau digestif avec
les valeurs les plus importantes pour I'estomacl(;, 5,08 % ID/g), le foie (13,46 £ 7,25 %
ID/g) et les intestins (19,03 £ 8,95 % ID/g). Lasiatile biliaire est 'organe pour lequel
I'activité retrouvée est la plus conséquente s8j7% + 28,31 % ID/ga contrario I'activité
rénale ne représente que 1,24 + 0,51 % ID/g. Ltradeur posséde donc une élimination
essentiellement digestive. L'imagerie TEP-TDM ingdqune clairance rapide du traceur du
compartiment sanguin. Lors de I'étude de biodistidn, I'activité retrouvée dans le sang est
de 0,54 + 0,28 % ID/g.
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= souris 185
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Figure 42 : Histogramme représentant les résultatsle I'analyse de la biodistribution du *°F-
ribofuranose-RGD chez des souris black porteuses dameurs mélaniques B16F10. Les essais
témoignent d’'une activité digestive importante maisaussi d’une bonne fixation et rétention
tumorale

Les muscles sont considérés comme témoin négatitdixation du dérivé RGD
fluoré. Le traceur présente une fixation tumoralerecte (1,73 = 0,81 % ID/g). La valeur
moyenne du ratio de fixation tumeur sur tissus sa&nvironnants (muscles) est de 6,07 +
1,57, ce qui permet une identification tumoraletangtigure 43). L'imagerie réalisée a 75
minutes permet une bonne visualisation des tunm@Lés10 avec un bon contraste vis-a-vis
des tissus sains.

== souris 167
=3 souris 172
=3 souris 169

3 souris 187
souris 185

RATIO Tumeur/muscle

Ratio T/NT

Figure 43 : Ratios de fixation tumeur/muscle obtensi chez des souris C57Black/6 greffées de
tumeurs B16F10. La valeur moyenne est de 6,07 + 1,5
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L'intérét et I'efficacité du'®F-ribofuranose-RGD dans le cadre de I'évaluation de
thérapie innovante anti-angiogénique ont été tgstés 15). Les conditions opératoires sont
similaires et se déroulent chez la souris C57B&ociénogreffée de tumeurs syngéniques
B16F10. Un échantillon de sept souris témoins, fa@impeutique, est comparé a huit souris
pour lesquelles un traitement anti-angiogéniqueéergental est appliqué. Ces tests apportent
des données supplémentaires de biodistributionirooarfit I'élimination a prédominance

digestive du radiotraceur.

20 5
10 59
i Il Contrdle
i _ Il Traitement

0.5-
0.5

%ID/g

0.4+

0.1

0.0-
] ] & ] <@ @ & & & )
& g8 I T A . G

o < N @\\f’

Figure 44 : Biodistribution comparative du *°F-ribofuranose-RGD chez des souris black
porteuses de tumeurs mélaniques B16F10, traitées awn par un médicament expérimental
anti-angiogénique. Les essais témoignent d’'une agté digestive majoritaire.

La comparaison des deux groupes danimaux confiromee élimination
majoritairement digestive du traceur, avec lesvdés les plus importantes retrouvées au
niveau intestinal (3,98 = 0,74 % ID/qg), et de Iasicéle biliaire (16,62 + 8,17 % ID/g)ersus

0,02 = 0,01 % ID/g au niveau des reifrgglre 44).

Les ratios de fixation tumeur/muscles pour legisatontréle, dont le développement
tumoral n'a pas été endigué par la mise en plaoeedthérapeutique, et pour les souris
traitées, présentent des valeurs significativerddfiirentes. Les résultats sont respectivement
de 12,18 + 5,32 et 2,24 £+ 0,50 (test t de Studentappariép < 0,05) Figure 45).
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Figure 45 : Ratios de fixation tumeur/muscles obtars chez des souris C57Black/6 greffées de
tumeurs B16F10 traitées ou non. Une différence sigitative est observée entre le groupe traité
et le groupe témain.

L’application de testsn vitro développés pour 1&°™Tc-DTPA-bis-c(RGDfK) n'a
malheureusement pas donné les résultats escorbfafmité du °F-ribofuranose-RGD n’a
pu étre démontrée du fait de probléme de solubidisaux concentrations nécessaires pour la

réalisation de cette technique.

2. L'*"in-DOTA-F3B

2.1. Synthese et radiomarquage du traceur

2.1.1. Matériels et méthodes

Ce travail a été réalisé en collaboration avectpsipes du Pr Jean-Jacques Toulmé
(ARNA, INSERM UMR 869), et du Pr Marc Janier (ILNRS UMR 5306).

Le traceur utilisé pour le ciblage de la MMP-9 @staptamere radiomarqué a 'indium
111. Les aptameéres sont des oligonucléotides (ADNABN) modifiés. lls présentent de
nombreux avantages. En effet, ils sont utilisésr pawlétection de multiples cibles : acides
nucléiques, peptides, virus, cellules, etc. Dudaiteur grande flexibilité, ils se lient avec une
haute affinité et spécificité. Enfin, ils sont dyétisés de fagon relativement facile [192,193].
Les aptameres sont obtenus a partir d’'un procegsuatif in vitro de sélection et

d’amplification appelé méthode SELEX (Systematioldtion of Ligands by EXponantial
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enrichment) & partir de banques pouvant contesijiia 18° séquences différentes [194—
196].

Ces aptameres sélectionnés peuvent ensuite fabgt’'de modifications chimiques
sans altération de leur capacité de ciblage, endeueonstituer de puissants outils a usage
biomédical. Par ailleurs, les aptameres obtenuscpHule-SELEX sont particulierement
intéressant pour la détection de protéines membvesnet de récepteurs [197,198].

L’'aptamere F3B sélectionné posséde les qualitésses pour I'imagerie de la MMP-
9, c'est-a-dire, une affinité de I'ordre du nanaairel, une liaison hautement spécifique et une
résistance aux nucléases. Ce composé a été pidiséla préparation de F3B-Cy5, F3B-S-
acetylmercaptoacetyltriglycine (MAG) et F3B-DOTACH].

2.1.1.1. Synthese du F3B-DOTA

Banque d’ARN modifiés I
(2’Fluoro pyrimidine. 2'OH purine), L
30 random nt L

ll/ \(‘: AU
?&f 5 i 8 il
g B gt - N RS ‘ i F3B (36
y% %1 w? §s < F3Bomf (36 nt)

; Kd =20 nM
7

.

G

’ hMMP-9 &
G

4, F3(68nt)
/' Kd=8.1%3.4nM

Figure 46 : Méthode de sélection et d’élaborationell’aptamere F3B

Le F3B et la séquence de contréle, portant unetifitmdhiexylamine en 5’, ont été
produits € 1 pmol) a l'aide d’'un synthétiseur d’acides nupli&is ABI Expedite 8909, en
utilisant la méthode phosphoramidite (2’OMe-puramel 2'F-pyrimidine).

Une fois purifiés par électrophorése sur gels déaat (20 % (19 :1 acrylamide/bis-
acrylamide), urée 7 M, Tampon Tris-Borate-EDTA) tdigonucléotides sont conjugués au
DOTA selon une méthode similaire a celle décriterge MAG3 [199]. Brievement, 20 nmol
d’oligonucléotides (F3B-Spacerl8-Nidu contrdle-Spacerl8-NHsont remis en suspension
dans 100 pL de tampon de couplage (sodium bicatbbsadium carbonate 0,25 M), pH 8,3,
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chlorure de sodium 1 M, EDTA 1 mM), puis soumigyéaion douce a température ambiante
(Figure 46).

| " : ‘-./_\-.’ : o Tampon du couplage J
(carbonate PH 8.3) q P H,f_\/—'{

&
’D ( j NaHCO;, Nacl, EDTA,
no g ,z NaOH IN [ j
"|

Une nuit, 25°C ” 8
Spacerl8- 5'- NH2 - .

7‘. -Spacerl8-
F3B-Spacerl8-NH, DOTA-NHS -

Figure 47 : Couplage du F3B-Spacer-NHKavec le chélateur DOTA

Le DOTA-NHS ester (ChematechR) (3 mg dans |30 de DMF) est ajouté
progressivement a température ambiante sur 3 hellaggitation est maintenue une heure
supplémentaire, puis la solution est injectée tiirment en CLHP pour purification (Colonne
Macherey-Nagel Nucleod®r 0,1 M d'acétate de triéthylammonium, pH 7,0, igat
(acétonitrile/0,1 M d’acétate de triéthylammoniyphi 7 : 80/20)). L'oligonucléotide couplé
au DOTA est obtenu avec un rendement de 50-90 %steinalysé par spectrométrie de
masse MALDI-TOF (Reflex Ill, Bruker) ou par ionigat par électronébuliseur (LCT
Premier, Waters)Higure 47).

2.1.1.2. Radiomarquage de I'aptamere a l'indium 111

Le radiomarquage de I'aptamere conjugué, F3B-DCOatAle la séquence de contrdle,
contr6le-DOTA, (20 ug) sont réalisés par la misgope¥sence de 300 pL de tampon acétate
0,1 M, pH 5 et de 30-70 MBq de chlorure d’indiumlla température ambiante durant 45
minutes. L'indium libre est éliminé a I'aide d’'uaelonne d’exclusion stérique. Cette colonne
est dans un premier temps préparée par 15 mL dpotaracétate 0,1 M. La solution de
marquage est ensuite chargée sur la colonne, idgl@tant effectuée a l'aide de tampon

acétate. L*in-DOTA-F3B et I"*In-DOTA-contréle sont éluées dans la premiére foact

La pureté radiochimique de chaque fraction de O0,& Bst contrdlée par
chromatographie couche mince sur support ITLC-S@iléAt) et avec une phase mobile
composée de tampon citrate 50 mM, pH 5In-DOTA-F3B et le contrdle demeurent au
dépbt, alors que lindium libre migre au niveau fdont avec un Rde 0,9-1. Enfin, les

fractions de haute pureté radiochimiques sont g&uni
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2.1.2. Résultats

Apres purification par chromatographie d’exclusgiérique, I'aptamere radiomarqué
a lindium 111 est obtenu avec une pureté radiochim > 96 %. Le rendement
radiochimique de marquage est de 15-20 %. Le cagjugdiomarqué présente une bonne
stabilité quatre heures apres marquage. L'étudsatelité réalisée a I'lLM aprés incubation
du radiotraceur 4 heures a 37 °C dans du PBS plt€ihdigne d’'une pureté radiochimique >
95 %.

2.2. Etudesex vivo sur coupes tumorales

2.2.1. Matériels et méthodes

2.2.1.1. Analyse immunohistochimique sur coupes de tumeurs

Les techniques ont dans un premier temps été misqmint sur tumeur mélanique
humaine A375 fournie par le I'lLM, avant d’étre eite transposées chez I'Homme. Les
échantillons utilisés dans ces études ont éte ifopar le Centre de Recherche Biologique de
Toulouse. Ces prélevements ont été obtenus aptestimm du consentement éclairé des
patients. La tumorothéque de Toulouse est déckugees du Ministére de I'Enseignement
supérieur et de la Recherche (DC-2008-463) etdi@dtion de transfert a été obtenue apres
approbation des comités d'éthiques (AC-2008-820)les déclarations au CNIL ont été
effectuées (Comité National Informatique et Libs)té

Différents types de coupes de tumeurs bien caiséés ont ainsi été obtenus, fixés au
formol et inclus en paraffine (Mélanome a extensguperficielle, mélanome nodulaire,

meélanome acral lentigineux, mélanome de Dubreniktastases et ganglions).

L'immunohistochimie sur ces coupes tumorales a phjectif de valider les futures
étapes de radiomarquage sur des coupes adjacemtesmes de spécificité de ciblage. Pour
cela, un anticorps murin monoclonal anti-MMP9 humeaa été utilisé (ab58803, Abcam).

Des contr6les positifs et négatifs sont incorpafésde valider la technique.

Les coupes, de 5 um d’épaisseur, sont dans ungrreamps déparaffinées dans deux
bains de xylene (5 et 3 minutes), puis réhydratées des bains d’alcool de titre décroissant

(100°, 95°, 70°, 2 x 5 minutes), et lavées a I'éaiillée (2 x 5 minutes). La peroxydase
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endogene est ensuite inhibée, et un démasquagsitdesantigéniques est pratiqué pour

permettre une meilleure qualité de marquage.

Apres lavage au TBS 1 X, les lames sont saturgds, incubées avec l'anticorps
primaire anti-hMMP-9 (ab58803, 1/300), toute latnen chambre humide et a température
ambiante. Les coupes sont lavées deux fois au TB&iM 1 % (2 x 10 minutes). Un kit
contenant I'anticorps secondaire est alors appleu&hambre humide pendant 30 minutes

(IMmMPRESS peroxydase Reagent kit, anticorps da apti-souris, InmPRESS, Vectr

Les coupes sont révélées a 'AEC (3-amino-9-Ethgd@zole, Peroxidase substrate
kit, SK-4200, Vecto?) pendant 15 minutes et contre-colorées a I'hényditex Aprés un
montage a I'eau des coupes, I'immunoréactivitéegptorée au niveau du cytoplasme, de la

membrane et de la matrice extracellulaire.

2.2.1.2. Radiomarquage sur coupes

Le radiomarquage est effectué sur chaque coupeeadg@de la coupe préalablement
analysée en immunohistochimie. Les lames sont pgépaomme précédemment, c’est-a-dire
exposées a deux bains de xyléne (5 et 3 minutes) ré@hydratées (alcool 100°, 95°, 70°, 2 X
5 minutes) et enfin rincées a I'eau (2 x 5 minutes} coupes sont ensuite incubées durant 60
minutes en présence a température ambiante, sdit'da-DOTA-F3B, soit de la solution
d'**in-DOTA-contréle (15 kBg/40 pL). Le radioligand i est éliminé par des bains de
PBS-Tween 0,05 % (2 x 5 minutes), puis d’eau t#sti(2 x 5 minutes). La radioactivité fixée
sur les coupes est enfin visualisée et quantifieg-anageur 2000 (Biospace Lab) et au
micro-imageur (LIMAGER™, Biospace Lab).

2.2.2. Résultats

2.2.2.1. Analyse immunohistochimique sur coupes de tumeurs

L’expression de la métalloprotéase matricielle 8t@ explorée sur de nombreuses
coupes de mélanomes. Des lames de peau saine ti@dess comme témoin négatif.
L’anticorps ab58803, anti-hMMP-9 (Abcam) est capable cibler la forme active de
l'enzyme (hMMP9, 83 kDa), comme la pro-enzyme (pMMP-9, 92 kDa). L’étude

immunohistochimique témoigne de la surexpressiola d4&ViP-9 lors de mélanomes.
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Figure 48 : Détection de la MMP-9 sur coupes de maome A375. Des zones de nécrose de
coloration plus claires sont visibles

La mise au point de la technique sur lames de tsnmélaniques A375 permet
d’aboutir a un marquage spécifique et cytoplasmidiee fixation est homogéne sauf au
niveau des zones de nécrose, qui apparaissentlaites Figure 48).

Type s Mitose/ Breslow  Ganglio IRS
mélanome AJCC 2009 Stade Ulcération  Clark mm2 mm n/méta  MMP-9

2 SSM pTlb Ib non i 1 0,65 6

4 Dubreuilh pTla la non Il 0 0,5 6

6 ALM pT3b IIb oui v 8 3,6 6

8 nodulaire pT4bpN3Mla v oui \ 16 7 3

10 Dubreuilh pTlb Ib non \ 2 0,96 6

3en

12 nodulaire pT4a b non [\ 3 8 transit

14 ganglion 6

16 ALM pTla

S5

oui

A
=
©
(o]

18 SSM pTlla lla oui \

(&)]

19 6

20 SSM pT4b v oui v 6 6 6

Tableau 3 : Description et résultats IRS des diffénts types de mélanomes étudiés
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Figure 49 : Immunohistochimie d’un ganglion essengllement métastatique, peu de parenchyme
ganglionnaire résiduel. (A) Coloration HES (hématéie Eosine Safran), (B - D) Détection de la
MMP-9, marquage cytoplasmique (D), spécifique (roug) avec les lymphocytes (bleus) et le tissu
conjonctif (gris) négatifs (C)

L’étude de I'expression de la métalloprotéase estige appliquée aux différents
types de mélanomes présentés dans le table&igGré 49 - 53. Le calcul du score IRS
(Immuno Reactive Score) est effectué sur les r@sutf’immunohistochimie des différents
types et différents grades de mélanomes (SSM, Aldd, Dubreuilh, nodulaires et

métastases/ganglion)gbleau 4).

Pourcentage de cellules marquées  Intensité de marqua ge Score IRS (0-9) Classification
0 : pas de cellules positives 0 : pas de coloration 0 - 1: négatif ) )

" . . ) 0 - 3 : expression faible
1:< 10 % de cellules positives 1 : coloration faible 2 - 3 : faible
2 :10 - 49 % de cellules positives 2 : coloration modérée 4 : modéré 2 4 : expression forte
3:50 - 100 % de cellules positives 3 : coloration intense 2 6 : fortement positif

Tableau 4 : Immunoréactivité et classification IR§Immuno Reactive Score)

Les résultats obtenus confirment les marquageségedts sur lames A375. La
fixation de I'anticorps est a nouveau homogénénteacytoplasmique du fait de I'absence de
signal au niveau des espaces intercellulaifggute 49, D). L'expression de la hMMP-9 est

aussi retrouvée au niveau du cytoplasme des celedelothéliales des vaisseaux sanguins
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dans I'environnement tumoraFigure 50 F. L’analyse immunohistochimique présentée en
figure 50 montre une forte expression de la hMMBR&Osein de ce ganglion entierement
métastatique, alors qu’une absence de réactivitdbeervée dans le tissu conjonctif et les

cellules lymphocytaires saines.

Figure 50 : Mélanome SSM: (A, B) Coloration HES, € - F) marquage positif de I'anticorps
ciblant la MMP-9 au niveau des vaisseaux (C, F, fthe) et des glandes sébacées. Les noyaux des
adipocytes semblent également positifs. Les nerfg présentent pas de fixation de I'anticorps (F,
cercle)

Toutefois, I'expression ne semble pas corréléeradegde la pathologie. Le score IRS
est équivalent quel que soit le type et le gradademeur. L'immunofixation de la hMMP-9
est variable, mais peut-étre systématiquement wodsesur chaque type de tissu étudié
(mélanome SSM (pT1lb), mélanome ALM (pTla), mélanonmulaire (pT4N3M1),
ganglion/métastase). Cette identification de laaflagirotéase est plus facile en cas de tumeur
infiltrante. De plus, un bruit de fond réactionrest & noter. Non négligeable, il altere la
gualité de la détection, avec des fixations au auvde I'épiderme et des glandes sébacées

(Figure 50, Q. Cette fixation « parasite» complique l'ident#ton et la délimitation des
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tumeurs lorsqu’elles ne sont pas trés invasivesmbaequage de I'épiderme est par ailleurs

retrouvé sur des coupes saines de tissus inflanmesitt non inflammatoires.

G’ ‘ ke, D

Figure 51 : Mélanome de Dubreuilh: (A) Coloration HES, (C - D) marquage positif avec
'anticorps ab58803. (B, C) Mélanome devenu intraidermique car régression sous-jacente.
Mélanocytes tumoraux différenciables des kératinodgs. (D) Marquage nucléaire des adipocytes

Des tests comparatifs ont été pratiqués en uttlisanticorps LM609 anti-intégrine
ayB3 humaine. Une co-localisation des fixations a pe étrservée, méme si l'intensité de la
fixation de I'anticorps LM609 est plus faible. Patte étude, la technique d’identification de
l'intégrine utilisée a été modifiee par rapport@otocole précédemment décrit. En effet, la
dilution de I'anticorps primaire est réalisée ad&ade sérum de cheval, I'anticorps secondaire
est apporté par le kit InmPRESS (Ve8oret enfin la révélation est effectuée avec de la

DAB (3,3-DiAminoBenzidine) fraichement reconstieu@nnexe 5.

R . : A = L B

Figure 52 : Mélanome nodulaire : (A) Coloration HES (B) Détection de la MMP-9 au niveau du
mélanome nodulaire primitif et d’'un nodule en transt dans I'hypoderme
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2.2.2.2. Radiomarquage sur coupes

Figure 53 : Comparaison des résultats obtenus entldmmunohistochimie (anticorps ab58803
anti-MMP-9) et les radiomarquages a [*In-DOTA-F3B et in-DOTA-Ctl sur coupes de
mélanomes. (A) mélanome A375, (B) ganglion métasigte, (C) mélanome SSM, (D) mélanome
de Dubreuilh, (E) mélanome nodulaire. On observe un co-localisation entre
limmunohistochimie et le radiotraceur. L'intensité de fixation du "Min-DOTA-F3B est

supérieure au contrble
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Le radiomarquage des coupes adjacente$"#nfDOTA-F3B présente des résultats
similaires a ceux précédemment obtenus en immutoahisnie Figure 53). Ceci tend a
confirmer la spécificité du ciblage de notre radioeur. La localisation et l'intensité de la
fixation semblent correspondre a celles de l'amfiso Le radiomarquage périphérique des
lames A375 est vraisemblablement a relier aux zdeasacrose en position centrale. Comme
en immunohistochimie, le signal le plus importanst ecelui des coupes de
métastases/ganglions. L'aptameére induit un radigoege nettement supérieur a ce qu'il est
possible de visualiser avec le controle. Cetteetkffice est plus faible pour les tumeurs de bas

grade.
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Abgract

The human Matrix MetalloProtease-9 (hMMP-9) is ewgressed in tumors where it
promotes the release of cancer cells thus conindptd tumor metastasis. We raised aptamers
against hMMP-9, which constitutes a validated madfenalignant tumors, in order to design
probes for imaging tumors in human beings. A chathicmodified RNA aptamer (F3B),
fully resistant to nucleases was previously desckibhis compound was subsequently used
for the preparation of F3B-Cy5, F3B-S-acetylmeroapetyltriglycine (MAG) and F3B-
DOTA. The binding properties of these derivativesrevdetermined by surface plasmon
resonance. Optical fluorescence imaging confirmed binding to hMMP-9 in A375
melanoma bearing mice. Quantitative biodistributgdndies were performed at 30 min, 1h
and 2 h post injection of*"Tc-MAG-aptamer and*in-DOTA-F3B. *™Tc radiolabeled
aptamer specifically detected hMMP-9 in A375 meflaaotumors but accumulation in
digestive tract was very high. Following i.v. infiem of **in-DOTA-F3B, high level of
radioactivity was observed in kidneys and bladderdigestive tract uptake was very limited.
Tumor uptake was significantly (studertest, p<0.05) higher fotin-DOTA-F3B with 2.0
%ID/g than for the'*in-DOTA-control oligonucleotide (0.7 %ID/g) with mor to muscle
ratio of 4.0. Such difference in tumor accumulatibas been confirmed bgx vivo
scintigraphic images performed at 1h post injecdod by autoradiography, which revealed
the overexpression of h(MMP-9 in sections of humatamomas. These results demonstrate

that F3B aptamer is of interest for detecting hMBIPrmelanoma tumor.

Key words: MMP-9, aptamer, melanoma, extracellofatrix.
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| ntroduction

Among oncological physiopathologic processes, ajagiesis appears to be a promising way
for targeted therapies [1]. In this process, matnitalloproteinases (MMP) are one of main
actors of degradation of the extracellular matrixd dasement membrane, facilitating tumor
cell invasion [2]. Among them, MMP-9 is over-expsed in numerous malignant tumors [3]
and particularly in cutaneous malignant melanong[4-

Malignant melanoma is a tumor that arises from nmadgtic cells and primarily involves the
skin but it can also arise in the eye, meninges @amdvarious mucosal surfaces. It can
metastasize either by the lymphatic or haematogemay. Distant metastases have a poor
prognosis with no long-term curative treatment 46 with a median survival in untreated
patients being only 6-9 months. Efficient and aatrdiagnosis is highly needed for this
pathology. In high-risk patients, computerized tgmaphy with or without FDG-positron
emission tomography (FDG-PET) and magnetic resanaintaging may be indicated
depending on the clinical findings. Nevertheledmse techniques lack specificity with
relatively high false-positive rate and a low sty for the detection of occult regional
nodal metastases. Molecular imaging techniquesguspecific target marker, are needed for
invivo mapping and measuring pathological processedlatazeor even molecular levels.
Developped in the early 1990s [7-9], aptamers lareetdimensional oligonucleotides, either
with a deoxy- (DNA) or a ribo-scaffold (RNA). Theyind with high affinity and high
specificity to a large variety of targets rangimgni small organic molecules to viruses and
live cells [10-12], by interaction optimized by g®a complementarity. Aptamers are
generated by an iterative processinfvitro selection and amplification called SELEX
(Systematic Evolution of Ligands by EXponential iehment) [13] and can be chemically-

modified thus generating powerful tools for biormeadiapplications [14]. Particular interest is
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being paid to aptamers obtained by cell-SELEX, ga&ming membrane proteins and
receptors [15-17]. A number of reports describeagtrs specific of tumor markers [18-19].
Such aptamers are used for many different purpgsgs as biosensing [20], delivery [21-22],
flow-cytometry [23], diagnostics [24-25Jand therapeutics [21, 26]. The binding
characteristics of aptamers, namely high affinitd apecific recognition of the target as well
as their easy of synthesis made them excellentidates for imaging. Aptamer-based probes
have been engineered for monitoring several tumarkers: nucleolin [27], tenascin [28],
PSMA [29], PTK7 or MUC1 glycoprotein [30-31], annexA2 [32] or MMP-9 [33]. The
versatility of oligonucleotide synthesis allows theemical modifications od aptamers at
defined positions without effect on their bindingoperties. Indeed different imaging
modalities were implemented with aptamer probesgidtic Resonance Imaging (MRI) [34],
optical imaging [30; 35] or nuclear imaging prol86{37]. Promising results are available
notably for thein vivo detection in animal models of tenascin [28], eoth [27] or MUCL1

glycoprotein [31].

The F3B aptamer that we previously raised agahesthuman MMP-9 exhibits the desired
properties for an imaging agent: affinity in thevwlaanomolar range, high specificity of
binding and full nuclease resistance due to a cotaligi modified backbone [33]. We
previously demonstrated its interest &arvivo imaging sections of human brain without any
furtherin vivo evaluation. In the present study, we evaluateattvevo andin vivo melanoma
tumor targeting efficiency of F3B towards hMMP-t&in using a fluorescent or isotope

labelled aptamer.
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M aterials and M ethods

Oligonudeatide Synthess

F3B and the control sequence, bearing dexylamino function, were synthesized on a 1
umol scale with an ABI Expedite 8909 synthesizeringisconventional -cyanoethyl
phosphoramidite chemistry (2'0OMe-purine and 2'Fipydine). Once purified
(electrophoresis on denaturating gels: 20 % (18rylamide/bis-acrylamide), 7M urea, Tris-
Borate-EDTA buffer), oligonucleotides were conjugghatto DOTA or Cy5, according to a
previously described protocol for MAGoupling [33].Briefly, 20 nmol of oligonucleotide
were suspended in 1QQ of binding buffer (sodium bicarbonate/sodium aarhte 0.25 M,
pH 8.3, sodium chloride 1 M, sodium ethylenediartetraacetate 1 mM) and gently stirred at
room temperature. DOTA-NHS (Chematech®) or Cy5-NH&erchim®) (3 mg, in 3QL of
DMF) was added in portions at room temperature @dr. After complete addition, the
suspension was stirred for an additional hour, tvedcrude was directly purified by HPLC
(Macherey-Nagel Nucleodur column, 0.1 M triethylaomium acetate, pH 7.0,
(acetonitrile/0.1 M triethylammonium acetate, pH0:7.80/20) gradient) to afford the
oligonucleotide conjugates in 50-90% vyield. Conjegaharacterization was performed
through MALDI-ToF mass spectrometry (Reflex Ill,uBer) or Electrospray ionization (LCT

Premier, Waters).
Pratein.

The human MMP-9 was purchased from Calbiochem; mmpere checked for purity by

SDS polyacrylamide gel electrophoresis.

Spedfidty Assays
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The specificity of F3B-DOTA and F3B-Cy5 derivativies hMMP-9 was determined through
competition with the F3B unmodified aptamer morgtbrby surface plasmon resonance
(BiaCore 3000 apparatus, BiaCore AB, Sweden). &fibi F3B and its control were
immobilized on a Xanté SAD 200m chip (50 pL of 50 nM solution in PBS terffat a rate
of 20 puL/min). hMMP-9 (50 nM in PBS buffer) was utmated with F3B or with the control
lavelled derivatives (200 nM in PBS buffer) anceted on chip (80 L, 20 pL/min) at 23°C.
The complexes were dissociated with a pulse ofi@isa containing 40% formamide/3.6 M

urea/30 mM EDTA.
Oligonudeotide sequences

2'0OMe-R; 2'F-Y; X= hexylamino phosphate; Y = hexageneglycol phosphate
F3Bomf-NH. 5’-XY UGC CCU GCC CUC ACC CGU UAG CCU GAG CGC CQHECA-3

Control-NH,. 5'-XY UGC CAA ACG CGU CCC CUU UGC CCG GCC UCC GQECA-3’
Oligonudecatides Radiolabelling

Technetium 99m labelling

F3B-MAG3-aptamer and MAG3-control-sequence wereellad by modifying an existing
protocol. Briefly, the oligonucleotides (20 pg) wedissolved in phosphate buffer saline
(PBS, 20 pL) in a sterile vial. Then 20 pL of a tabe of sodium tartrate (50 mg/mL) in
sterile 0.5 M sodium bicarbonate, 0.18 M ammoniwdrbxide, 0.25 M ammonium acetate
were added to the vial following by immediately sdgd 2 pL of a freshly prepared
SnCh.2H,0 solution in HCI 0.1 N (1 mg.nit). ®*™TcO, was eluted as a physiological saline
solution from a commercidPMo/**™Tc generator obtained from Cisbio-internationalc{Sg,

France). 74 MBq of*"TcO, was then added to the mixture, which was incubatecin at

6
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room temperature. The radiolabeling mixture was therified from radiochemical impurities
by steric exclusion chromatography through a PBedllmn (GE Healthcare Bio-Sciences
AB, Uppsala, Sweden) as follows. The column wast firashed with 15 mL of isotonic saline
and the mixture solution was then loaded on theroal followed by elution with isotonic
saline. The radiochemical purity (RCP) was assayiéd a gamma isotope TLC analyzer
(Raytest, Courbevoie, France) using ITLC-SG (Biodiex-control black, Biodex, NY, USA)
and methyletylcetone (MEK) as mobile phase. Finatlye fractions with the highest

radiochemical purities were pooled.
Indium 111 labelling

F3B-DOTA-aptamer and DOTA-control-sequence (20\wepe labelled by adding 300 pL of
acetate buffer 0.1 M pH5 and 30-70 MBq of high puttin-chloride at room temperature
for 45 min. Free indium 111 was removed using al®Deolumn. The column was first
washed with 15 mL of acetate buffer 0.1 M, then fdigelled mixture was loaded on the
column and eluted using acetate bufféfin-DOTA-F3B or **Yin-DOTA-control were first

eluted. RCP of each 0.5 mL fraction was evaluateiigu ITLC-SG (biodex, Tec-control
black) and citrate buffer 50 mM (pH 5) as mobileaph. *In-DOTA-F3B or control

remained at the origin whereas unbound indium ligtated with an Rf of 0.9-1. The highest

radiochemical purity fractions were pooled.
Stability tegting

For stability testing, an aliquot of the purified™Tc-MAG3-F3B, **in-DOTA-F3B and
labelled control-aptamer were incubated at 37 °@ mL phosphate buffer saline (pH 7.4)

and radiochemical purity was evaluated as descibede.
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Biodigribution sudies

Biodistribution studies were performed in complianeith the French guidelines and Ethics
approval was obtained from the local animal comerittf University Claude Bernard Lyon 1.
Mice were obtained from Janvier labs (Saint-Berthe¥rance). All animals were housed
under standard environmental conditions at amb@mperature of 25°C and cared with free
access to water and food. For all experiments, mieee anaesthetized using a gaseous
protocol (isoflurane / oxygen (2.5%/2.5%). Melanorbearing mice were obtained by
subcutaneous injection of 3%6ells of human malighant melanoma A375 in thetritank

or in the paw of nude mice (6-8 weeks old, 20-25g).
Quantitative biodigribution sudies

1 to 10 MBq of radiolabelled aptamer in a maximustfume of 100 pL were intravenously
injected into mice bearing human melanoma tumors (@r 4 for each groups). Mice were
sacrificed at defined time points: 30 min, 2 andl 4fter injection by cervical dislocation.
Tissues of interest (blood, heart, lungs, spleddndys, muscles, brain, and skin) were
removed, weighted and radioactivity was countedsfonin in a gamma scintillation counter
(Wizard® gamma counter, Perkin Elmer, USA). Urinel geces were collected thanks to
individual metabolic cage for housing animals andris. Tissue distribution was expressed
as the percentage of injected dose per gram (%lMghal and hepatobiliary elimination
were expressed as cumulated radioactivity undat itgected activity. Tumor to muscle ratio

(TMR) was calculated using the following formul&lD/g tumor) / (%ID/g muscle).

Blood half-life of radiolabeled aptamer

After i.v. injection of 1-2 MBq of radiolabeled a@wher, blood samples were removed at

different time intervals : 2 min, 5 min, 10 min, &Bn, 30 min and 1 hour and were weighted
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and counted for 5 min in a gamma counter. Datatpoirere fitted to an exponential decay

function.

I maging protocol

Ex vivo planar scintigraphic imaging was performed on @ost paw being removed and
positioned over the collimator of a dedicated smatimal Nano-SPECT-CT system
(BIOSCAN™, Washington DC, USA) at 1 hour after i.v. injectiof radiolabeled**In-

aptamer. The acquisition was performed during 10utess with two 15% windows centered

on the two peaks 171 keV and 245 keV of indium 111.
Invivo and exvivo fluorescence imaging

Optical imaging was performed thanks to a backrbthCCD-cooled camera (ORCAIIBT-
512G, Hamamatsu phonics, Massy, France) using @etblglass long-pass RG 665 filter
(Melles Griot, Voisins les Bretonneaux, France),jolihcuts off all excitation light. Dorsal
images were acquired 1h after i.v. injection of 100of Cy5-F3B-aptamer or Cy5-control-
sequence (1 to 5 nmol) into mice bearing human moefea tumors. Mice were sacrificed at
1h post injection and tissues of interest (kidndiygr, brain, spleen, heart, lungs bone, skin

muscle, digestive tract and tumor) were imaged.

I mmunohigochemical analysis

Patients samples used in these studies were oBitafiter informed consent in accordance
with the Declaration of Helsinki and stored at tli&RB Cancer des Hopitaux de Toulouse”
collection. According to the French law, CRB Cancellection has been declared to the
Ministry of Higher Education and Research (DC-2@®3) and a transfer agreement (AC-

2008-820) was obtainedfter approbation by ethical committees. Clinicad ebiological
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annotations of the samples have been declarectG@MiL (Comité National Informatique et
Libertés).

Different types of well-characterized tumors wemgnfalin-fixed and paraffin-embedded
(Single Spread Melanoma, Nodular Melanoma, Acraitidgnous melanoma, Lentigo
Malignant Melanoma (Dubreuilh’s melanoma), nodesast@ses). Immunohistochemical
hMMP-9 detection was performed on serial sections in otdewalidate radiolabeling
analysis, using a purified anti-hMMP-9 mouse moanpal antibody (ab58803, Abcam).
Appropriate positive and negative controls omittthg primary antibody have been included
with every slide run.

Representative paraffin embedded 5 pm thick sectizere dewaxed with xylene, rehydrated
through a graded alcohol series, and washed wétiiled water. A blocking step is needed in
order to block endogenous peroxidase activity. Moee, antigen-unmasking procedure was
applied to achieve optimum staining.

After washing with TBS, the slides were saturatedd then incubated with the hMMP-9
antibody (ab588031:300 overnight in humidified atmosphere at room terapge. Sections
were washed twice with TBS tween 1%, and InmPRESSxydase Reagent kit (rabbit anti-
mouse antibody, ImmPRES% Vectof’) was then applied as the secondary antibody in
moist chamber for 30 min. Tissue sections werensthi with AEC (3-Amino-9-
EthylCarbazole, ab 64252, Abcam, Cambridge) for rbf and counterstained with
hematoxylin for examination. Immunoreactivity wasakiated in the cell cytoplasm,

cytoplasmic membrane, and in the extracellular matr

Radiolabeling of tumor tissue sections

10
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As for immunohistochemical analysis, binding stedieere performed using tumor sections,
but incubated in the presence of eithélin-DOTA-F3B aptamer or*in-DOTA-control
sequence. 5 um thick slices were deparaffinisedpagoiared as previously described.

These slices were incubated witin-DOTA-F3B aptamer and adjacent section withn-
DOTA-control-sequence for 60 min at room tempemtl5 kBq/40 pL). Unfixed
radioligand was removed with PBS-Tween 0.05 % dicéswere washed in distilled water.
Radioactivity was finally evaluated using a micnasaiger 2000 (Biospace Mesures, Paris,

France).

Reaults

Characterigicsof hM M P-9 aptamer and SPR results

The solid phase synthesis of oligonucleotides allothie controlled incorporation of
appending group anywhere into the aptamer sequémoagh phosphoramidite chemistry.
We opted for the 5" modification of aptamer, wittetdisplay of a reactive amino group, used
for conjugation with N-hydroxysuccinimide esteriaated labels. This amine function is
away from the oligonucleotide part through the hpomation during synthesis of various
spacers: a dimer of 2'deoxy-thymidine or a hexaetisglycol group. The first spacer was
used in the case of cyanine-5 incorporation, whetka second spacer was used for DOTA
ligation. Beside biodistribution modulation problgmwe had to firstly confirm that
5’appending groups are not disrupting the F3B-MMEednplex formation efficiency. For
this purpose, we settled a competition assay, m@dt by surface plasmon resonance.
Results are reported on Fig 1. A biotinylated R&Biant was loaded on the streptavidin
sensor chip. This variant was able to detect itgetaat a usual K of 10 nM. The pre-
incubation of the protein (50 nM) with F3B labelledher with cyanine-5 or DOTA group

(200 nM) led to the abolition of complex formatiam sensor chip. This result was not

11
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observed when the control oligonucleotide was used for pre-incubation. It confirms that
variants, F3B-Cy5 and F3B-DOTA, preserve three-dimensional features of the aptamer and

that the appending groups doesn’t interfere with the recognition region.

Fig 1. F3B-biotine was immobilized on streptavidin chip. MMP-9 (50 nM) was injected at
20 pL.mn™ alone (solid lines) or after pre-incubation with control conjugates (200 nM,
dashed lines) or F3B conjugates (200 nM, dot lines). Pre-incubation with control conjugates
(left panel: CyS5, right panel: DOTA) did not abolish complex formation. Whereas pre-
incubation with F3B conjugates (left panel: Cy5, right panel: DOTA) led to complex

abolition.

Radiolabelling and stability

After steric exclusion chromatography purification, radiolabeled aptamer were obtained with
radiochemical purity (RCP) exceeding 98% and 96% for technetium 99m and indium 111
respectively. Radiochemical yields were 70% for 99T e-MAG-aptamer and 15-20% for '''In-
DOTA-aptamer. For both radionuclides at 4 hours after incubation at 37°C in phosphate
buffer saline pH 7.4, RCP purity was still greater than 95% indicating a suitable kinetic

stability to perform in vitro and in vivo experiments.
Biodistribution of *™Tc- MAG-F3B and *™Tc¢-MAG-control

Biodistribution studies were performed in A375 melanoma bearing mice at 30 min, 1 h and 2
h post injection of radiolabeled oligonucleotides and are presented in Fig 2. After i.v. injection
of #™Tc-aptamer, high level of radioactivity were observed in kidneys and bladder with more
than 48.0 + 8.8 % ID and 60.6 + 7.7% ID eliminated through renal excretion for **Tc-MAG-
F3B and " Tc-MAG-control, respectively. High levels of radioactivity were also observed in

digestive tract and liver with value of 7.7 + 1.6 %ID/g and 13.5 + 1.6 %ID/g at 30 min post
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injection and 24.4 + 8.0 %ID/g and 5.75 + 2.7 %I@ig2h post injection for*™Tc-MAG-
F3B compared to 7.5 + 3.6 %ID/g and 12.5 + 1.7 99IBY 30 min post injection and 18.5 *
3.0 %ID/g and 6.0 + 0.8 %ID/g at 2 h post injectfon®*™c-MAG-control indicating also an
hepatobiliary clearance of tH&™Tc-aptamers. No significant accumulation in othegams
was observed for botf®™Tc-oligonucleotides at any time. The highest turaptake was
observed at 1h post injection for the aptamer dékies with values of 1.8 + 1.2 %ID/g
which was significantly higher (Studentest, P < 0.05) than for the control ones (0.15G8
%ID/g). The tumor to muscle ratio (TMR) value f6f"Tc-MAG-F3B was 7.6 at 1h post

injection respectively compared to 4.4 for 8T c-MAG-control.

Figure 2. Quantitative biodistribution of™Tc-MAG-aptamer and®*™Tc-MAG-control
aptamer as function of post i.v. injection delayrssed as % of injected dose per gram of

tissue.
Biodigribution of 1 n-DOTA-F3B and !In-DOTA-control

In order to evaluate the influence of the chelatothe aptamer biodistribution and the tumor
targeting, biodistribution studies were performe@@min, 1 h and 2 h post injection'din-
DOTA-F3B and*in-DOTA-control. The results are presented in Fid38th aptamers were
rapidly cleared from the blood pool (average blbatf-life: 11 min) and demonstrated low
uptake in normal organs and tissues except fromelisl and liver. The uptake of radiolabeled
DOTA aptamers in the digest tract was very lowhwialue of 0.9 + 0.6 %ID/g and 0.7 + 0.1
%ID/g at 30 min and 1 h post injection, respectividr **in-DOTA-F3B and 0.6 + 0.2
%ID/g and 0.6 + 0.2 %ID/g for*in-DOTA-control at 30 min and 1 h post injection,
respectively. Tumor uptake was significantly (stidetest, p<0.05) higher farin-DOTA-

F3B with values of 2.0 + 1.1% ID/g at 1 h post atjen than for thé*'in-DOTA-control (0.7
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+ 0.2 %ID/g). TMR were 4.0 at 1 h post injectiorr f3In-DOTA-F3B and 0.3 for*!in-

DOTA-control, respectively.

Fig 3. Quantitative biodistribution dt'in-DOTA-F3B-aptamer andin-DOTA-control-
aptamer as function of post i.v. injection delapmssed as % of injected dose per gram of

tissue
I maging sudies

In vivo fluorescent images acquired 1 h after i.v. inctof Cy5-F3B or Cy5-control-

sequence into mice bearing human melanoma tumerprasented in Fig 4. Fluorescence
staining allowed visualizing the kidneys and theetiand identifying the tumor with Cy5-

F3B. Fluorescence imaging of the dissected orgadstamor tissues acquired 1 h after i.v.
injection of Cy5-F3B-aptamer revealed well the lighfluorescent organs (i.e.: liver and
kidneys) and revealed a moderate signal in the tuwch difference in tumor accumulation
between F3B and its control has been confirmedxbyvo scintigraphic images performed at

1 h post injection (Fig 5).
Fig 4.

(A) Ventral planar fluorescence reflectance imaagguired at 1h post injection of Cy5-F3B-

aptamer (1, 2) or Cy5-control-sequence (3) intoenfiearing human melanoma tumors.
(B) Fluorescence reflectance imaging of organg aftesection of mice 2.

Fig 5.
Ex vivo scintigraphic planar image of posterior path after i. v. injection of 111In-DOTA-

F3B-aptamer and 111In-DOTA-control-aptamer.
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I mmunohistochemigry and autoradiography

MMP-9 expression was first investigated in sevehalman tumors from skin by
immunohistochemistry using a specific hMMP-9 antijpoHealthy skin was used as MMP-9
negative control. The antibody was able to targétv@ hMMP-9 (83 kDa) and pro-hMMP-9
(92 kDa). Immunohistochemical study revealed th&M#P-9 was overexpressed in
melanomas. Strong reactivity was mainly observetthéncytoplasm of numerous tumor cells
(Fig 6E). Immunopositivity was also present in #reothelial cells of blood vessels in the
tumor environment and disturbing background wa® abserved in epidermis and in
sebaceous glands (Fig 6D). As shownFig 6, the hMMP-9 expression, monitored by
immunohistochemical analysis, showed an importtaihisag in metastasis nodes whereas no
immunoreactivity was detected either in conjunctigsue or in healthy lymphocytes.

For the others primary tumors explored (superfigptead melanoma (pT1b), lentiginous
malignant melanoma (pTla), nodular melanoma (pTaklY, nodes/metastases), hMMP-9
immunostaining showed a variable but positive esgim and the observation was easier in
case of infiltrative tumors. The labelling of thejacent slices of melanoma usiftfin-
DOTA-F3B or control aptamer tended to confirm thesults previously obtained in
immunostaining. Micro-imager analysis showed adaireement with the interaction of the h-
MMP-9 monoclonal antibody. The radiolabefdn-DOTA-F3B aptamer induced a strong
signal compare t&"In-DOTA-control (Fig 7). One can notice that théetience was weaker
for low-grade melanomas. Moreover, in accordandd iwmmunohitochemical analysis, the
highest signal was obtained with nodes/metastabes. merger of the obtained images
revealed a good colocalization on this sample afuler melanoma between the binding of
the antihMMP-9 antibody and the labeling of the tracer (Fig 8). I8nding intensities

seemed to well correlate with the amount of hMM&egected by immunohistochemistry.
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Fig 6. Immunostaining using anti-hMMP-9 murine roolonal antibody.

The antibody ab58803 localizing area of high exges of the integrin in respectively (A)
Superficial Spread Melanoma, (B) Metastatic nod€3,Lentigo Malignant Melanoma. (D)
Background in the immunohistochemical analysis apeficial Spread Melanoma with
staining of epidermis, endothelial cells and sebasalands. Immunohistochemical detection
of hMMP-9 using ab58803 antibody in a mostly metéstnode, with specific cytoplasmic
immunoreactivity in tumor cells (E) and negativeuks for conjunctive tissue and normal

lymphocytes (F).
Fig 7.

Comparison of the results obtained by radiolabebhgepresentative tumor tissue sections
with **in-DOTA-F3B aptamer (left image) arldin-DOTA-control sequence (right image).

The difference of activity seems to increase inradr grade-dependent manner.
(A) Lentigo malignant melanoma, (B) Nodular melarmoifC) Mostly metastatic node.

Fig 8.

(A) Immunostaining of nodular melanoma using aMiMiP-9 murine monoclonal antibody
ab58803. Radiolabeling of adjacent tissue sectwhnsodular melanoma witt*!in-F3B-
DOTA (B), and™in-DOTA-control sequence (C). Comparison of theulssobtained by
radiolabeling with **In-DOTA-F3B and by immunostaining. The results of
immunohistochemical images corresponded with aigraligh activity. (D) Immunostaining
of nodular melanoma with ab58803 murin monoclongibady anti-human MMP-9. It's
possible to identify the primitive nodular melanoaral an intrahypodermic node (E) Merged

Images. (F) Radiolabeling with'in-DOTA-F3B.
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Discusson

In the field of diagnostic imaging, aptamers haveven great promise as recognition units for
tumor targeting [27; 29; 37Due to the advantage of their structure and pragse(te. small
size, non-immunogenic, similar binding affinity thantibodies), aptamers binds to their
targets with high affinity and specificity. Up tat@, limited studies have been performed for
in vivo tumor targeting using an aptamer labelled withP&ST radionuclide. In a previous
study, our group has demonstrated that radiolabi€BRi aptamer was able to targetvitro
hMMP-9 protein, a tumor biomarker over-expressediimerous various malignant tumor.
In this study, we go a step further trying to eadex vivo andin vivo melanoma tumor
targeting using fluorescent or isotope labelledcEjmeaptamer directed against hMMP-9

protein.

Due to the instability of small oligonucleotides hiplogical fluids, a specific aptamer has
been truncated down to 36 nucleotides by subsitutf RNA residues by 2'-O-methyl

derivatives to increase Rnase/nuclease resistarmeér to be able to perforim vivo studies.

First of all, F3B-DOTA and F3B-Cy5 affinity to hMMP were evaluated using surface
plasmon resonance experiments. Functionalized apta@mained able to bind to hMMP-9
and its pro-form with a strong avidity since coniti@t experiments performed with
unmodified aptamer F3Bonf immobilized on the chipghe presence of F3B-DOTA or F3B-
Cy5 conjugates with MMP-9 lead to abolish the SRjRa. When optical tagged, the intra-
venous injection of Cy5-F3B-aptamer in mice bearinglanoma increased fluorescence
signal inside the tumor. This demonstrates an adtvgeting to hMMP-9 since Cy5-control-
sequence did not allow us to localize the tumorweleer, since penetration of near infrared
light in tissues is limited to a few centimet¢®8] with low spatial resolutiofi39] and

limited ability to performin vivo quantitative biodistribution, precise biodistritmut of
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specific aptamer directed against hMMP9 and corapthmer was performed thanks to the
immobilization of technetium 99m inside a chelaAG3). The use of technetium 99m
isotope for radiolabeling aptamer has several adgen including a suitable half-life,
appropriate gamma photon energy, availability amd tost. In this study, we efficiently
labelled®™Tc-MAG3-aptamer with high radiochemical purity ayidid. MAG3 chelator is of
particular interest as a bifunctional technetiunelator because it allows forming stable
%MTcO core efficiently and rapidly and reduces seqimteins binding [40]Due to their
small size, blood clearance of both aptamers wag fast with a rapid diffusion leading to a
maximal tumor uptake of 1.8 %ID/g at 1h with a turtm blood ratio of 9 for*™Tc-MAG-
F3B-aptamer. Nevertheless, accumulation and reteriti digestive tract at different time
points of both®*™Tc-MAG3-aptamer were very high (more than 18 %ID/ag frequently
observed in previous reports [37; 41]. This impottaiptake was probably due to the
lipophilicity of the radiolabeled compounds [42}. $uch context, the detection of melanoma
tumor and their metastases would be particularficdit in the digestive and abdominal
region leading us to envisage the use of a moreopyrlic and anionic chelate (i.e. DOTA)
which is able to complex a wide variety of imagiog therapeutic radiometals including
indium 111 witch could label DOTA at high radiochiead purity in mild condition. In
contrast t0%°™Tc-MAG3-aptamer, the use of DOTA chelator conjugate the aptamer
decrease dramatically the digestive tract uptak@%x ID/g at any time points) fof!in-
DOTA-F3B aptamer and"in-DOTA-control-aptamer. The biodistribution study **in-
DOTA-F3B revealed a slightly tumor uptake at 30 mimd 1h post injection compared to the
99MTc-MAG-F3B-aptamer. These results support previmsks confirming that various
chelators could significantly affect the vitro andin vivo biodistribution of the radiolabeled

target.
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The highest A375 human melanoma tumor uptak€'bf-DOTA-F3B aptamer compared to
the ™in-DOTA-control-sequence was confirmeek vivo by autoradiographyand by
scintigraphic images. Nevertheless, even if human tumor cell lines tréargp in athymic
mice are widely used for evaluating the targetifficiency of a potential probe, the murine
xenograft model has some limitations for represgnthe physiopathology and many aspects
of human real cancer. In such contest,\vivo imaging of human slice of various grade of
melanoma tissues have been performed usitigpDOTA-aptamer and compared to h(MMP-9
expression by immunostaining. This is an importap to obtain a preliminary indication of
the relevant use of indium 111 labelled hMMP-9 apaon clinical neoplasms. First of all,
our results confirmed the over expression of hMM+9nelanoma tumors and were well
correlated with the binding intensities &fin-F3B-DOTA even if the anti-hMMP-9 antibody
used for immunostaining was raised against the mdudIP-9 with lower specificity
compared to the aptamer F3Bomf. Moreover, hMMP-@ression and*in-F3B-DOTA
binding corroborated to the grade of malignancy nele the radiolabeled control sequence
induced a weaker signal confirming the binding #jmty of *In-DOTA-F3B to its target.
The presence of DOTA, which is known to be a stronglator for a variety of beta- or alpha
metals such as Lutetium 177, Yttrium 90 or Bism21#8 allows us to envisage their use in
radionuclide therapy. To reach this goal, we ameerily investigating the use of a dendritic
structure bearing 2 F3Bomf aptamer since our groap recently demonstrat@di3] that
multivalency on a single dendron structure coulghhji increase tumor targeting thanks to

their cooperative effect [44].
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Figure 1.

F3B-biotine was immobilized on streptavidin chipM®R9 (50 nM) was injected at 20 pL.mn
1 alone (solid lines) or after pre-incubation wittntrol conjugates (200 nM, dashed lines) or
F3B conjugates (200 nM, dot lines). Pre-incubatigtih control conjugates (left panel: Cy5,
right panel: DOTA) did not abolish complex formatioVhereas pre-incubation with F3B
conjugates (left panel: Cy5, right panel: DOTA) teccomplex abolition.
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Figure 2. Quantitative biodistribution of™Tc-MAG-aptamer and®*™Tc-MAG-control
aptamer as function of post i.v. injection dela@ Bin, 1h and 2h) expressed as % of injected

dose per gram of tissue.
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Figure 3. Quantitative biodistribution 8fin-DOTA-F3B-aptamer anin-DOTA-control-
aptamer as function of post i.v. injection dela§ (8in, 1h and 2h) expressed as % of injected
dose per gram of tissue

Figure 4. A: Ventral planar fluorescence refleceaimages acquired at 1h post injection of
Cy5-F3B-aptamer (1, 2) or Cy5-control-sequenceif® mice bearing human melanoma
tumors. B: Fluorescence reflectance imaging of msggfter dissection of mice 2.
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111 11
In-DOTA-control In-DOTA-F3-Baptamer

Figure 5.Ex vivo scintigraphic planar image of posterior paw agfter i. v. injection of
1Yn-DOTA-F3B-aptamer aniin-DOTA-control-aptamer.
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Figure 6. Immunostaining using antiMMP-9 murine monoclonal antibody. The antibody
ab58803 localizing area of high expression of thiegrin in respectively (A) Superficial

Spread Melanoma, (B) Metastatic nodes, (C) Lerfigéignant Melanoma.

(D) Background in the immunohistochemical analysiSuperficial Spread Melanoma with

staining of epidermis, endothelial cells and sebasealands.

Immunohistochemical detection of hMMP-9 using alEB&ntibody in a mostly metastatic
node, with specific cytoplasmic immunoreactivitytimor cells (E) and negative results for
conjunctive tissue and normal lymphocytes (F).
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Figure 7. Comparison of the results obtained byotabeling of representative tumor tissue
sections with'*in-DOTA-F3B aptamer (left image) artdin-DOTA-control sequence (right

image). The difference of activity seems to incegiasa tumor grade-dependent manner.

(A) Lentigo malignant melanoma, (B) Nodular melaroifC) Mostly metastatic node.
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Figure 8. (A) Immunostaining of nodular melanoma using anti-hMMP-9 murine monoclonal
antibody ab58803. Radiolabeling of adjacent tissue sections of nodular melanoma with '"'In-
F3B-DOTA (B), and '''In-DOTA-control sequence (C)

Comparison of the results obtained by radiolabeling with '''In-DOTA-F3B and by
immunostaining. The results of immunohistochemical images corresponded with area with
high activity. (D) Immunostaining of nodular melanoma with ab58803 murin monoclonal
antibody anti-human MMP-9. It’s possible to identify the primitive nodular melanoma and an

intrahypodermic node (E) Merged Images. (F) Radiolabeling with " M-DOTA-F3B.
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Les gliomes malins font partie des tumeurs priregivu cerveau les plus agressives,
avec un taux de survie particulierement faiblejreimportant risque de récidive, et ce malgré
'agressivité des traitements utilisés [176,200].

Le diagnostic du mélanome repose essentiellemantasclinique. Les techniques
actuellement proposées pour la caractérisation stadification de cette pathologie manquent
de spécificité, et présentent un taux relativendéémté de faux positifs et une faible sensibilité
pour la détection de métastases et d’atteintesligangires. La prise en charge thérapeutique
du mélanome requiert une détection précoce, pasétpent, il apparait nécessaire de
développer de nouveaux traceurs, qui pourront sgaveéapable de fournir une information
diagnostique rapide et fiable [182,179,183,201,202]

L’objectif de ce travail est donc d’évaluer et deactériser différents traceurs de la
néoangiogenése tumorale >¥8Tc-DTPA-bis-c(RGDfK), et I€®F-ribofuranose-RGD, pour le
ciblage de lintégrinen,ps, et I''*in-DOTA-F3B pour la détection de la métalloprotéase
matricielle 9. Ce projet s’inscrit dans une persipec de développement de
radiopharmaceutiques et constitue une étape esberdgh vue de permettre une potentielle
utilisation clinique des radiotraceurs. A cette, fies peptides contenant la séquence RGD,
sont utilisés pour I'imagerie moléculaire non invasde I'expression de l'intégringfs. Ces
traceurs constituent des outils intéressants stibtepde répondre au besoin d’information
précoce et de suivi de I'efficacité des traitemeamgagés. Le traceur technétié, au-dela de son
intérét évident en imagerie, s’est également révééessaire pour la mise au point de
'ensemble des techniques d’analyse, pour desresitée radioprotections et de disponibilité
du radionucléide notamment. Le traceur fluoré, psarpart, a rapidement été étudié chez
'animal, comme c’est souvent le cas avec ce typéraceurs. Le concept de bivalence a été
appliqué au développement fI'Tc-DTPA-bis-c(RGDfK), un dimére RGD, afin d’accneit
ses capacités de ciblage de l'intégrine en comguamailes dérivés monomériques. Le bis-
anhydride de DTPA a été choisi comme chélateur peardeux sites réactifs potentiels. En
effet, la conjugaison de peptide RGD est possilada formation d'un pont amide entres¥
amine de la lysine et une fonction anhydride dulateé Cette structure permet aussi la
formation de complexe avec seulement un chélatatpane métallique, ce qui est nécessaire

pour la stabilitén vivo et la préservation de I'activité biologique.

Concernant 1€°™Tc-DTPA-bis-c(RGDfK), il s’est avéré nécessairenslain premier
temps, d’optimiser la purification du traceur avkss techniques d’extraction en phase solide
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a l'aide de cartouche Sep-Pak C18 Waters. Le raraplant de cette derniere par une
cartouche Oasis HLB a permis d’augmenter consiteradnt le rendement de marquage, qui
est désormais de l'ordre de 45 %. Celui-ci est Bnéoaméliorer car reste faible pour un
radiotraceur technétié. Diverses hypothéses ontéét&ses afin d’expliquer les valeurs
obtenues. L'une d’entre elles porte sur un encombnrg stérique des cycles RGD limitant le
phénomene de chélation entre le technétium et IPATPar conséquent, une des pistes
envisagées est la mise en place de « linker » & dagriglycine ou de polytéthylene glycol
afin d’augmenter la distance entre le DTPA et lgslas RGD et donc de limiter cette
potentielle interaction. Les exemples de la litiéma tels que la comparaison d&'Tc-
HYNIC-RGD et ®’Cu-DOTA-RGD a différents substituants PEG ou tigle (&)
soulignent I'intérét de ces espaceurs. lls témaigaessi d'une augmentation de l'affinité de
liaison chez les cellules de gliomes U87MG due @rksence de 3PEGt G [114]. Par
ailleurs, I'étude de t?3-c(RGDyK) versusl’**I-RGD-PEG a montré une rétention tumorale

accrue et une clairance sanguine accélérée detldipdérivé pegylé [75].

La spécificité du ciblage di™Tc-DTPA-bis-c(RGDfK) vis-a-vis de 'intégrine,fs a
été démontréén vitro par I'inhibition de son interaction lors d’analgseellulaires et sur
récepteurs. Le test de binding a confirmé la va#i€s, de I'échistatine avancée par la
littérature, et témoigne de la forte affinité detreotraceur technétié pour l'intégringps.
Cette affinité a ensuite été confirmée par desiessdlulaires conduisant a une excellente
valeur de Kd [75]. Les résultats obtenus sont ldais meilleurs que ceux du contréle positif
c(RGDfK). Ceci confirme l'intérét de l'utilisatiorde dimére RGD pour le ciblage de
l'intégrine o,Pf3. De plus, seuls les dérivées RGD sont entrés ermpébtition et ont déplacée
I'interaction de I'échistatine avec les récepteufls. Ce phénomeéne n’a pas été observeé avec
le peptide cyclique c(RADfK), ce qui confirme enearne fois I'implication de la séquence
RGD dans la liaison a I'intégrirgfs et participe a la validation de nos technid2és].

En ce qui concerne la détermination de l'affinité peptide, différents parametres
doivent étre pris en compte. Tout d'abord, le gélae la tumeur et les résultats des tests
d’affinité dépendent de la quantité d’intégrine ex@e au niveau cellulaire et du réseau
vasculaire de la tumeur, ainsi que des conditidgiis@ées pour I'expérience, comme la nature
du milieu réactionnel. Des études présentent délenes résultats sur cellules entiéres, que
sur récepteurs purifiés. Il n'est donc pas possthéclure le fait que les peptides RGD

puissent se lier de fagcon non spécifique aux autkégrines. Ces tests permettent néanmoins
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de conclure sur les excellences aptitudes de ti@ceur, c’est a dire une forte affinité et

spécificité potentielle pour le ciblage de l'intégra,f3[2,75,176].

Pour faciliter l'interprétation des expérimentasiém vivo et in vitro, I'expression de
lintégrine o,p3 a été évaluée sur nos différentes lignées cealbdaet sur des coupes
histologiques a notre disposition. Les résultats @deliomarquages cellulaires et sur coupes
ont ensuite pu étre compareés a ceux des technigumesnologiques servant de référence, afin
de relier I'intensité du signal du radiotraceur raueau d’expression de sa cible. En outre,
l'utilisation de contrbles positifs et négatifs dodes tests cellulaires et tissulaires nous a
permis de valider la spécificité de la liaison“dlTc-DTPA-bis-c(RGDfK). Aussi, lors de la
validation de nos modeles cellulaires et de cowgessus humains quant a I'expression de
l'intégrine, les cellules SKMEL28, B16F10 et U87Mf@t confirmé I'expression degps. Les
cellules C6 ont révélé I'absence de surexpressinette intégrine. Les cellules SF188 ont,
pour leur part, montré un marquage limité en imnoytachimie. Ces derniers résultats
priori contradictoires avec les données connues ontotirroés par la faible fixation de
radiotraceur observée sur ce type cellulaire. Uteation du phénotype cellulaire est peut
étre a l'origine de ces observations.

Quant aux différents types de mélanomes étudigs,dapes de mélanomes SSM et de
Dubreuiln se sont révélées positives en immunotiistoie et témoignent d'une
surexpression de I'intégringfs. Les premieres lames de mélanomes ALM et nodslaee
sont pour leur part révelées négatives. La secandb/se immunohistochimique réalisée en
paralléle de l'exploration de I'expression de la MM a permis de visualiser une
surexpression de l'intégrine,ps sur tous les types de mélanomes. Ceci témoigneed’u
certaine hétérogenéité de la présence de cettgimaéa la fois tumeur et patient dépendante.
Ce constat renforce lintérét clinique de l'utilisa de radiotraceur de la néoangiogenése
tumorale pour la prise en charge diagnostique éfffeutique de patients atteints de telles

pathologies.

La co-localisation des marquages de I'anticorps ontmmale LM609 et du®™Tc-
DTPA-bis-c(RGDfK), de méme que les études de dépt@nt en présence d’'un exces de
ligand froid (c(RGDfK), 1 mM), confirment la spéicité de la fixation. Afin d’optimiser les
conditions opératoires, et d’atteindre un état dildgre, un temps d’incubation de 90 minutes

est requis pour le radiomarquage.

178



La valeur du LogP est en accord avec le temps de rétention obtenGL&P, et
souligne les propriétés hydrophiles du traceur, eggi elles demeurent moins avantageuses
que certaines références, comm&m&c-HYNIC-RGD (LogP = - 3,5) [95].

L'imagerie TEMP témoigne de limportance de la fisa du traceur sur les
récepteurso,ps des tumeurs surexprimant l'intégrine, en comparaisotamment avec
'absence de fixation sur les témoins négatifs géeibés. Ceci confirme encore une fois la
spécificité de la fixationn vivo médiée par ce récepteur. Les tumeurs sont doirerolent
identifiées en TEMP-TDM et ce avec un bon contraStd’on considére les propriétés de
'expression de lintégrinen,ps, il n'est pas surprenant de retrouver une fixatimom
négligeable dans les poumons de I'animal [117,204].forte spécificité et sélectivité en
termes de fixation et de distribution ont été aonéis sur des modeles animaux avec et sans

co-administration d’une dose de compétition (c(RIDf

Du fait de la grande variété d’éléments de liaisan « linkers » et de chélates
disponibles pour les traceurs technétiés, il efficiti d’établir une véritable comparaison
entre les peptides RGD radiomarqués. Toutefoigsil possible de noter que le ciblage
tumoral du®™c-DTPA-bis-c(RGDfK) est comparable & celui obsepatir le ¢(RGDfK)-
(Orn)3-[CGG-""Tc] (3,32 + 0,09 % ID/g & 30 min p.i.), ou pourt&Tc-AuNP-RGD (3,65 +
0,19 % ID/g & 60 min p.i.). Il s'avére supérieuk @aractéristiques di™Tc-PGC-c(RGDyK)
dont la fixation tumorale est de 1,38 + 0,30 % IB/g.20 min p.i. ou & celles dd™ Tc-
DKCK-RGD (1,1 % ID/g dans le mélanome, 2,2 % IDfpl'ostéosarcome, a 240 min p.i.)
[205—208].

Les peptides monomériques peuvent se révéler ss@né pour limagerie de
'expression tumorale de I'intégring33, mais une amélioration de leur pharmacocinétique
s’avere nécessaire en vue d’une utilisation enqelm En effet, ils présentent en générale une
fixation tumorale limitée et une excrétion hépaliabe non favorable a I'imagerie. Donc
pour améliorer a la fois les qualités de ciblagéagbharmacocinétique de ces traceurs, la
multimeérisation a été explorée ainsi que l'usagditférents types de linkers. L’incorporation
de composé sucré aboutit par exemple a une plusigraydrophilie et oriente vers une

élimination rénale [112,209].

Les propriétés pharmacocinétiques favorables de migtceur dimérique s’expliquent
par sa taille réduite et son caractére hydrophila. voie d'élimination est alors

majoritairement rénale. L'utilisation de composééiique semble étre un bon compromis
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entre affinité, fixation tumorale et bruit de foret,colt de la molécule. Les résultats obtenus
par Chen et al avec des peptides RGD cycliques tétramérigafs-[c(RGDyK)],]. et
octamérique<E[E[E-[c(RGDfK)].]-]> marqués ad®F et ®*Cu, et deLiu et al avec le FE-
[c(RGDfK)]5], marqué au’®™Tc et au®'Cu confirment ce choi§210,211] En effet, les
composés multimériquesse caractérisent par une accumulation tumoraleruacc
comparativement aux diméres, mais comme c’est $epoar la plupart des tétrameres, ils
s’accumulent aussi de fagcon non négligeable dafsideet les muscles, rendant le ratio de
fixation tumeur/bruit de fond similaire a celui démeres.Ceci souligne la nécessité de

trouver un équilibre entre densité des épitop¢sikd de la molécule traceuse.

La liaison aux protéines plasmatiques et la lipligphiarie considérablement entre les
différents conjugués existants, ce qui conduit @ mrefils de biodistribution et des capacités
de fixation tumorale profondément différents (027 % ID/g). Néanmoins, d’autres dérivés
RGD, tels que le®*™Tc-EDDA-HYNIC-RGD, le c(RGDfK)-(Orn}[CGG-?"Tc], le
9MrcO(MAG,-3Gs-dimer), ou 1€*°™Tc-RAFT-RGD, présentent aussi une voie d’éliminatio
majoritairement urinaire et dans une moindre mesune |égere excrétion hépatobiliaire
[95,205,212,213].

L’élimination rapide du traceur des organes saiemide liée a la densité en
intégrines. L’'imagerie précoce est facilitée pateceapide réduction du bruit de fond au sein
de l'organisme. Mais a des points d’évaluation pghrslifs, la qualité de I'image est encore

améliorée par une diminution accrue du signal idesi$ environnants [208].

Toujours dans cet objectif d'offrir un nouvel oufilerformant pour la détection
précoce de tumeur, de suivi et d’optimisation dethérapeutique, la TEP-TDM est une
modalité d’imagerie particulierement attractiveff@ients traceurs ont été décrits, comme par
exemple le'®F-galacto-RGD. Méme si la biodistribution de cecénar est prometteuse, sa
radiosynthese demeure un probleme. Ainsi, il estesgnire d'optimiser la stratégie de
marguage en utilisant par exemple la formation i@xou la « chimie click ».

Au sein de ce travail impliquant notre équipe déiaehimie, I'lSM et le CRCT, nous
avons établi I'intérét de l'imagerie TEP de l'intég o,pf3 a I'aide d’un nouveau traceur
fluoré. Le *F-ribofuranose-RGD a en effet permis d'étudier fitefcité d’'un nouveau
traitement anti-angiogénique sur un modele tumiomatin de mélanome xénogreffé chez la
souris C57Black/6.
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La technique de radiomarquage direct de ce tracmmstitue une véritable
amélioration par rapport au procédé de marquagjsauti des groupements prosthétiques. Ces
derniers impliquent de multiples étapes, et nétmisbeaucoup de temps. Notre stratégie
permet de facon facile, de produire ce traceumusuautomate disponible dans le commerce,
selon les conditions requises pour les médicanradispharmaceutiques utilisés en clinique
(en partant d’une activité de 100 GBq). ’E-ribofuranose-RGD est obtenu avec un meilleur
rendement de marquage et une meilleure activitéifgpée que ses concurrents, méme ceux
qui, actuellement, font I'objet d’essais cliniquyesur I'imagerie de I'expression de I'intégrine
ayPB3[191].

La pharmacocinétique de notre monomere RGD doit patre@tre améliorée. Une
nouvelle génération de traceurs est en cours diéébn. Les deux principaux objectifs sont,
d’'une part le développement d’une structure dimrign vue d’accroitre I'affinité du traceur
pour sa cible, et d’autre part, la modification ldecomposante sucrée pour augmenter la
balance hydrophile/lipophile et donc permettreidatér I'élimination hépatobiliaire au profit

d’une excrétion rénale (structure Di-RGD-E).

De ce fait, il est intéressant de noter que ceetra®ffre une grande flexibilité
d’évolution de sa structure, avec une possible fivadion indépendante de chaque bloc. De
plus, le ribofuranose est plus facilement subdtikigue d’'autres sucres comme le galactose,
ce qui offre des perspectives d’évolution strudeuran vue d’améliorer les propriétés
pharmacocinétiques du radioligand. La structuresterie favorise également l'introduction
d’'un second cycle RGD, toutefois afin de limiterigque d’interaction stérique et permettre
une synthése facilitée et un ciblage optimal dadgrinea,fs, le remplacement du sucre par

un espaceur PEG est aussi évalue.

D’autres pistes sont envisagées en vue de foundrimagerie de la néoangiogenese
tumorale. Le ciblage de la MMP-9 en fait partie.dlwix a été fait d’utiliser des aptameres
qui constituent une piste intéressante en imagkaignostique. Leur taille et leurs propriétés
(petite taille, molécule non-immunogénique, affngimilaire a celle des anticorps, etc) font
de ces oligonucléotides des traceurs de hautetafin spécificité [214-216]. Du fait de la
faible stabilité de ces petits oligonucléotidessain des liquides biologiques, un aptamere
modifié a été élaboré a I'aide de dérives 2'O-mktBeci permet d’accroitre la résistance a

I'égard de 'action des Rnases/nucléases.
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L’ *n-DOTA-F3B est donc évalué en collaboration awecdquipes de I'lLM, I'ISM
et de 'ARNA. Nos partenaires ont vérifié que l'aptere restait capable aprés synthése de se
lier a la hMMP-9, ainsi qu’'a sa pro-forme avec forée avidité. lls ont pu déterminer que ce
traceur présente une forte affinité vis-a-vis ddP-9, avec un Kd de 10 nM. L'étude de
biodistribution, réalisée par I'équipe lyonnaisémbigne d’une faible rétention au sein des
tissus sains, a I'exception des reins et du fogefixation tumorale évaluée chez I'animal est
significativement plus importante pour le traceue gour le contréle (testde Student, p <
0,05), avec un ratio de fixation tumeur/muscle @ 4 heure apres injectio@rsus0,3 pour
le ratio du controle. L'expérience dii™Tc-MAG-aptamére, nous a indiqué la nécessité
d’améliorer le caractére hydrophile du traceur dnlimiter un bruit de fond digestif délétére
pour l'imagerie [199]. Pour ce faire, les chimistast fait le choix d'introduire dans la
structure un DOTA. Ce chélate présente de multipeentages. D’'une part, il permet de
réaliser un radiomarquage dans des conditions daanec de nombreux radionucléides dont
lindium 111, et avec une importante pureté radimifjue. De plus ses propriétés
hydrophiles et anioniques orientent vers une bidbdigion favorable, et conduisent a une
diminution de I'élimination digestive en comparaisavec €*™Tc-MAG-aptamére (< 2 %
ID/g a chaque temps). Le traceur a été évaluémypes humaines de mélanomes. Différents
types de mélanomes ont été explorés en radiomagquaiyg parallele de tests
immunohistochimiques évaluant la présence de la MMEes résultats ont alors confirmé la
surexpression de la MMP-9 dans le cadre des mélesiomt ont présenté une bonne
correspondance entre la fixation dé'ih-DOTA-F3B et celle de I'anticorps. Les résultets
radiomarquage et de I'immunohistochimie permettéétablir une relation entre I'expression
de la MMP-9, la fixation du radiotraceur et le grade la pathologie. En outre, la spécificité
de la réaction est validée par un signal plus éatliitenu avec 'oligonucléotide contrdle. Nos
échantillons ne sont néanmoins pas de taille statement significative, il conviendrait donc
dans de futurs travaux de les valider a plus gr&atielle. Une étude immunohistochimique a
été menée sur quelques coupes afin de comparelesuames adjacentes I'expression de la
MMP-9 et celle de lintégrinexps. Pour I'essentiel des lames testées une adéqudéon

I'expression de ces deux cibles est retrouvée.

La présence du DOTA au sein du composeé offre dafpossibilité de le conjuguer a
de nombreux métaux, émetteurs de rayonnementsagiagues , ), comme le gallium 68
en TEP-TDM, ou thérapeutiquef,(a) comme le lutétium 177, I'yttrium 90 ou le bismuth

213 ce qui ouvre la porte a une application thésagoe. En vue d’améliorer les propriétés du
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traceur, qu'il s’agisse a la fois de la pharmacétgue et du ciblage, des évolutions de la
structure sont d’ores-et déja envisagées au seiltédeipe avec par exemple la synthése
d’'une forme dimérique, et I'introduction d’'un moBEG [217].

Notre travail a donc conduit a la caractérisatienraidioligands spécifiques de cibles
moléculaires intervenant lors de la néoangiogenésgrésence de lintégrine,33 et de la
MMP-9 ne se cantonne pas au compartiment vasculanesffet, comme le soulignent les
résultats d'immunohistochimie et de radiomarquage ®upes, leurs expressions sont
retrouvées a la fois dans I'environnement vasallarais aussi au niveau des cellules
tumorales. Par conséquent, les radioligands étymkémettent une imagerie non pas de la

néoangiogenése mais de la tumeur angiogéniquesdarensemble.

Malgré I'apport indéniable de cette imagerie dgdémése des néovaisseaux, d’'autres
mécanismes peuvent compléter voire affiner lesrobtiens. Certains de ces parameétres sont
par exemple évalués a I'aide d’autres modalitémakjerie comme, pour le gliome, I'IRM de
perfusion. Cette technigue effectuée a l'aide dégele contraste est susceptible de fournir
des renseignements tant sur le volume de la tumeersur le volume sanguin régional et la
densité vasculaire. L'IRM de perfusion est patreaits utilisée pour son intérét diagnostique et
pronostique dans la classification de Sainte ARweir ce qui est de I'imagerie TEP, certains
traceurs peuvent apporter des informations compiéires. Le®F-FDG évalue I'activité du
métabolisme glucidigue, et malgré certaines limifggsente un intérét notamment dans le
suivi de tumeurs de bas grades pour diagnostigesr dégénérescences anaplasiques
[218]. La*'C-méthionine, 1d°F-DOPA ¢F-fluoro-L-dihydroxyphénylalanine) et IF-FET
(*®°F-fluoroéthyltyrosine) témoignent de I'augmentatitun transport d’acides aminés dans les
cellules tumorales, liée a la surexpression desp@rteurs mais aussi aux modifications de la
vascularisation et de la prolifération tumoralealllifes traceurs sont envisageables, c’est le
cas du®*F-MISO (®F-Fluoromisonidazole) qui détecspécifiquement I'hypoxie tumorale, et
de la*®-FLT (*®F-fluorothymidine) indicateur de la prolifératiomreélé au Ki-67. Enfin
I'utilisation de fusion multimodale est susceptilll@ccroitre la sensibilité et la spécificité
globale de ces techniques d’'imagerie.

Le **™c-DTPA-bis-c(RGDfK), le *®F-ribofuranose-RGD et {In-DOTA-F3B ont
ainsi tous présenté leur intérét dans le ciblagpegtivement de l'intégrine,s; et de la
MMP-9. Il convient de poursuivre I'exploration dedonnées pharmacocinétiques et

d’appréhender la dosimétrie liée a 'usage de amatmices radiotraceurs afin de permettre
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I'élaboration d’essais cliniques et leur usage rfudiniez I'Homme.Ces traceurs nécessitent
encore d’'étre améliorés et caractérisés mais ¢oestiune piste intéressante pour I'imagerie
de I'expression de marqueurs de la néoangiogenésarale. Leurs transpositions en clinique
présentent de multiples perspectives avec par deemaprecherche et I'exploration de
l'expression de lintégrinea,Bs préalable a ladministration d'un traitement a éas
d’antagonistes ciblant cette intégrine. Ceci aurauge pour but la sélection des patients
potentiellement répondeurs notamment afin d’endi@ns les essais cliniques de nouvelles
molécules anti-angiogéniques, mais aussi afin diévaleur efficacité thérapeutique et de
permettre I'ajustement de la posologie au contekteque et a la physiologie du patient.
Enfin, le r6le central de la MMP-9 et de l'intégrin,3; offre la possibilité d’acquérir une
information précoce sur les processus de néoanugsgetumorale et de développement
métastatique.
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CONCLUSION GENERALE
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L’objectif est désormais de cibler le mécanisme mé&u processus oncogénique et
les modalités de dissémination de la maladie. Glage s'avére étre d’un grand intérét pour
la détection précoce, la stadification, I'évaluatide I'agressivité et la sélection de patients
répondeurs aux nouvelles thérapies. Notre laboeatsiest donc intéressé a I'étude de
différents traceurs pour I'imagerie de I'expressitenl’intégrinea,3; et de I'enzyme MMP-9.
La mise au point et la caractérisation de ces ligdimdsin vitro etin vivo chez I'animal, a
nécessité l'usage de modeéles tumoraux pour lesdaetsoangiogenése est cruciale au
développement de la maladie. Le mélanome malineegliome malin ont donc été

sélectionnés pour fournir les supports cellulagtesssulaires nécessaires a notre projet.

Les traceurs ont présenté une forte affinité paurd cibles et une importante
efficacité dans leurs détections. lls requierentoem de nouvelles investigations mais
présentent déja un grand intérét pour l'imagerielémdaire TEMP et TEP de la

néoangiogenése tumorale.

La néoangiogenése joue un rOle essentiel dansolasance des tumeurs et leur
dissémination métastatique. Elle constitue un padmportant dans le contrdle de la
progression de cancers. Une meilleure connaissdacee processus offre désormais la
possibilité d’'une prise en charge thérapeutiquepa#isologies cancéreuses avec actuellement
un véritable essor des traitements anti-angiogé@siqdirigés notamment contre les protéines
d’adhésion ou les facteurs de croissance et lenies\de signalisation cellulaire. Il est alors

nécessaire de disposer de techniques d’'imagernsasta

Ainsi, notre étude a démontré lintérét dt"Tc-DTPA-bis-c(RGDfK), du *°F-

ribofuranose-RGDet del’ *in-DOTA-F3B pour I'imagerie de tumeurs angiogéniques.
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Annexe 1:

Schémas des différents chélateurs habéilement utilisés pour
radiomarquage de peptides RGD cycliques au®*™Tc,

le

%Ga, et %Cu. DADA

(diamidodithiol), MAMA (mono-amine-mono-amidedithiol), MADT (diaminedithiol),
MAG2 (2-mecaptoacetylglycylglycyl), et HYNIC sont tilisés pour le technétium.

DOTA, NOTA, CB-TE2A et leurs dérivés interviennentpou
du cuivre.
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Annexe 2: Tableau indiquant I'ensemble des parameds ajustés afin d’accroitre la

pureté radiochimique et le rendement de marquage di*™Tc-DTPA-bis-c(RGDfK).
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Annexe 3 : Schéma de synthese du précurseur ribofamose-c(RGDfK)

Préparation du motif c(RGDfK®)

. . 1. Cleavage
Solid-phase synthesis ———

H-Asp(OtBu)-DPhe-Lys(Z)-Arg(Pbf)-Gly-OH

1. Cyclization o\ sio(-Arg(Pbf)-Gly-Asp(OtBu)-DPhe-Lys-)
2. Deprotection
of Lys(2)

One step deprotection
of Asp(OtBu) and Arg(Pbf)

1. CuS04.5H,0 tBuOH-H,0 (1:1)
pH adjusted 10 (1 N NaOH)

cyclo(-Arg-Gly-Asp-DPhe-Lys(N3)-)

2.

Préparation du motif ribose-SiH
o Motif SiH

cyclo(-Arg-Gly-Asp-DPhe-Lys-)
TfN3 in CH20|2, RT

HO [e] OH
H BzCl, Pyridine
p | 4 RT /tBU
Br Bu-Si-'Bu 48 % H\/Si
1. NaH, THF, 45°C /7 \/ \ DEAD, PPhg tBU \©\
—_—m
2. tBuLi, THF, -65°C *HO 0 OBz refiux O 082
3. tBupSIHCI, THF, -65°C to RT 85 %
OH OH )
82%
MeONa, MeOH
RT
H /’Bu H /’Bu 74 %
Si Si
g \©\ 1. NaH, THF, reflux g,/ \©\
/ i
0 le) = 2. Propargyl bromide 0 OH
NN 7 THF, reflux NN TN
72%
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Annexe 3 : Schéma de synthese du précurseur ribofamose-c(RGDfK) (suite)

- Couplage des deux motifs c(RGDfK{)lNet ribose SiH par chimie « click »

cyclo(-Arg-Gly-Asp-DPhe-Lys(N3)-) + /\ o 0

OH OH
CuSO, (20 mol%)
Sodium ascorbate (60 mol%)
HN {BUOH/H,0 (3/1)
/ENH 100 °C (microwave radiation 50 W), 10 min
1Arg HN 0
'R { 90 %
' t
. 0 Bu 4

HN " N=N ©
HOzC\\vx , < OH OH
/\N \
Asp D 9/ H o\
-7 \
Ph" pphe
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Annexe 4 : Tableau présentant les conditions et rébats de radiomarquage du

¥ _ribofuranose-RGD

Fluoration HPLC PREP Rendement

Vial 4 T°C Temps Cals[‘lge Phase mobhile Cyclo Classe A Ralt %%
5.0mg RGD ;T\'j’;‘g SaLiLé’t?;Ld: 110°¢ 15min  |Luna 250x10 Ac;; ‘;S;ii'l‘:_:f’ﬂ‘ 145951 24 306 16,65
3 Emg RGD ;i:’;‘g SEL:Lé’;;Ld: 110°C 15min  |Lunz 250%10 Ac;;f;ii’:_::’é‘ 216928 10135 4,67
3,7mg RGD ;ida;g 3;:22;:’: 110°C 15min  |Lunz 250%10 ACS'\;‘;SS"I?“E:'I‘:_I:A 108506 16 635 15,27
4,6mg RGD ;T\'j’;‘g SaLiLé’t?;Ld: 110°¢ 15min  |Luna 250x10 Ac;; ‘;S;ii'l‘:_:f’ﬂ‘ 115941 14746 12,72
4,8mg RGD ;i:’;‘g SEL:Léi;Ld: 120°C 15min  |Lunz 250%10 ACSI'; ‘;S;ii'l‘:_::’ﬂ‘ 135324 15 160 10,88
4,1mg RGD ;iﬁ;‘g SaLéLé’:i;Ld: 110°¢ 15min  |Luna 250x10 Ac;; ‘f;iLl;’:_IfA 115941 4752 4,10
4,1mg RGD ;i:’;‘g SEL:Lé’;;Ld: 110°C 1Smin  |Lunz 250x10 ACSI'; ‘;S;ii'l‘:_::’ﬂ‘ 133717 5431 6,30
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Annexe 5 : Coloration HES et immunohistochimie (IH)comparative de I'expression de
la MMP-9 et de l'intégrine a,f3 (Coloration HES, IH a,f3, IH MMP-9, non spécifique)
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Annexe 5 : (suite) Immunoshistochimie de I'expressn de la MMP-9 (IH anti-MMP-9,
non spécifique)
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