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Les remerciements d’un p’tit gars en thése

Benjamin Poret

ARTICLE INFO ABSTRACT

Receveid 3 june 2018 Parce que les remerciements sont aussi 1’expression personnelle d’un doctorant
Accep ted 3 june 2018 5‘1 la fin d’u_n processus de travail et de_ fagonnage sur plus de 8 an’nées d’é_tudes2
il me paraissait important de pouvoir y exprimer tout le degré de folie qui
sommeille en moi dans ces prochaines lignes. La vie est faite de rencontres et de
passions, de découvertes et de dépassement. Je suis issu d’un milieu modeste,
Keyword : élevé par des parents qui m’ont appris le courage, la force et le travail, & aimer et
Merci a respecter mon prochain. J’ai eu (et j’ai encore) des amis fidéles, qui m’ont

Amis appris a étre curieux, a développer mon sens commun, a partager et a profiter des

Famille bons moments, j*ai une famille compréhensive et attentive et j"ai eu des collégues

Doctorants et amis patients, des rencontres incongrues et spontanées, des personnes qui
\ ceuvrent tous les jours pour rendre ce monde meilleur. Qui a donc cultivé ce grain

CO“egueS de folie ?

Les autres

Introduction

1. Au Centre Henri Becquerel

1l va sans dire que j’ai été grandement accompagné au CHB par
un nombre incroyable de professionnels aux diverses spécialités
aupres desquels j’ai pu tirer le meilleur. Toute ma sincére gratitude
pour toi Romain M pour m’avoir initié a la « bécane », ce fameux
micro-TEMP dernier cri et pour y avoir passé un grand volume
d’heures a expliquer (et ré-expliquer) au singe que je suis comment
fonctionne cette formidable technologie. Egalement, je souhaite
remercier Pierre D (encore un Pierre !), spécialisé dans le
développement d’outils d’analyses d’imagerie pour m’avoir initié,
le temps de quelques apres-midi, au développement de plugin
ImagelJ, qui aura permis de me sauver de quelques nuits blanches
(et d’heures de psychothérapie) a compter les cellules une a une...

Ces mots de sincéres gratitudes sont pour Joseph LC, qui lors de
notre virée a Vienne (pour le « plus grand congrés international de
médecine nucléaire »), m’a encouragé et appris beaucoup sur la
radioactivité, son histoire et ses mysteres. J’ai encore une pensée
émue pour cette génération d’enfants traités avec de la créme au
radium pour ses « effets purificateurs ».

Bien sdr, je ne pourrais pas évoquer toutes ces personnes sans
parler de Pierrick (bonne chance mec pour ce début de these, t’as
les reins pour faire ca, pssschhhh ondes positives !), Jean R pour
I’installation d’un multipasseur sur ’HPLC, la meilleure invention
de ’'Homme aprés le chocolat au riz soufflé et Isabelle G pour
avoir organisé les réunions scientifiques de Becquerel jusqu’a peu.

Enfin, dans ce méme batiment se cache Aurélie, la gentillesse
incarnée sur Terre, elle m’a couvert quand j’ai perdu
lamentablement mon badge VIP dans la nature et m’a aidé dans
mes démarches administratives. Le grand administratophobe que je
suis lui en est éternellement reconnaissant.

Evidemment, il serait étonnant de ne pas remercier toute 1’équipe
de préparateurs en médecine nucléaire qui m’ont quotidiennement
accueilli et aidé tout au long de cette thése. Le « racleur des fonds
de pot d’indium » comme je me suis auto surnommé vous est tres
reconnaissant. Sans étre exhaustif, j’aimerais tout de méme
nommer Arthur, Christéle, Delphine, Mireille, Raphaél,
Romain et Maxime.

Enfin, Becquerel ne serait pas le grand centre qu’il est sans son
service d’anapath du 2° étage et les personnes qui le composent.
Mes remerciements tout chaleureux a Jean Michel P (en qualité de
chef de ce service) qui, pendant ’été 2013 et les autres qui ont suivi
m’a initi¢ a I’orientation et a I’identification cellulaire de pic¢ces
anatomiques cancéreuses extraites de patients malheureusement
atteint de cancer. Je n’oublierai jamais votre accueil et la passion
que vous me transmettiez lors de nos rdv quotidiens pendant toute
la durée de mon master. Egalement, je souhaite remercier Marie et
«son » cryostat sur lequel je me suis entrainé a la coupe de tranches
sériées de 3 uM d’épaisseur, prouesse physique surtout lorsque la
clim tombait en panne. Elodie, pour m’avoir initié a la culture
cellulaire, technique qui deviendra ma principale activité de these.
Colas, notre rencontre chez Vadim et nos conversations
passionnées a coté de tubes tournant sur 20 000 g me manqueront.
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2. A Mont-Saint-Aignan
2.1 L’équipe 3 « Astrocyte et Niche Vasculaire »

C’est @ MSA que j’ai passé la majeure partie de ma thése et
notamment dans 1’équipe 3. Et je pense que je ne peux pas
commencer cette partie sans remercier Laurence D qui m’a accueilli
et aidé tout au long de cette thése. Tu portes a bout de bras tellement
d’activités — recherche — encadrement — commandes — mére pingouin
— que tu es ’un des principaux piliers de cette équipe. Il suffit que tu
s0is en vacances (ce qui arrive rarement, heureusement pour nous)
pour comprendre toute la charge de boulot que tu abats. Ma sincére
gratitude pour toute 1’aide que tu m’as apporté au cours de cette
aventure. J’espére pouvoir t’offrir un mojito dans Rouen un de ces
jours.

J’ai cependant une pensée un peu triste pour Fabrice : j’espere que
mon (ou ma) successeur aura des placards aussi bien garnis de
chocolats et de cochonneries que moi. Blague a part, merci pour
toutes ces années de patience et de pédagogie que tu m’as apporté en
cours magistraux ou en petites réunions individuelles. C’était un réel
plaisir d’échanger scientifiquement et humainement avec toi.

A Marie Christine, tu as quitté le laboratoire avant moi (mais bon,
tu y étais aussi depuis bien plus longtemps :D), je te dédie ces
maigres lignes pour te remercier : ta gentillesse, ta disponibilité,
I’aide que tu n’as jamais été avare de donner, je n’ai que de bons
souvenirs avec toi et je te souhaite encore de vivre cette deuxiéme
vie de retraite encore plus a fond que la premiere ! Et bien sir,
comment ne pas évoquer Martine dans la foulée, votre duo de
toujours. Je te remercie d’abord pour les nombreux animaux que tu
m’as fournis et la disponibilité dont tu as fait preuve a mon égard.
Ensuite, je voudrai remercier la personne gentille et rigoureuse que
tu es. Enfin, nouvelle arrivée dans cette grande famille, je te remercie
Oana pour le vent de fraicheur que tu as amené avec toi. J’ai hate
d’entendre parler de [’optogénétique et de patchclamp. Et
félicitations pour ta jolie Adele.

Material & Methods
1. Les doctorants de 1’équipe 3, passé — présent — futur

Surnommeés les pingouins — car se déplagant en groupe et ayant la
caractéristique de s’entraider en manip peu importe le jour et I’heure
de la journée — les doctorants de 1’équipe 3 — passés et présents —
représentent pour moi ce qui a été de meilleur dans cette thése : notre
complicité. Paul, tu es pour moi la personne qui regroupe le plus de
qualités humaines. Tu es un symbole de sagesse, tu as une incroyable
capacité de travail et tu concentres tout cela dans une téte bien faite.
Jamais un mot méchant, jamais un mot plus haut que I’autre, toujours
dans la raison et non dans la précipitation. Tu deviendras un grand
chercheur, sans aucun doute. Alexandre, tu es juste impressionnant.
C’est le mot. Ta curiosité infinie pour tout et ton courage de travail
font que tu dépasses largement le niveau d’un doctorant lambda. Je
ne doute pas un seul instant que tu seras prochainement a la téte
d’une startup de biotechnologie innovante et rentable. En tout cas,
Paul et Alex, laissez-moi vous exprimer tout I’honneur que cela a été
d’étre votre « collegue » pendant ces trois belles années.

Evidemment, Daniele, tu es le nouveau arrivé dans cette équipe et
tu présentes déja toutes les qualités requises pour devenir le super
chercheur que tu dois devenir. Au fait, t’as pensé au PSM ? :D

Comment ne pas évoquer le duo légendaire de chanteurs, danseurs
et artistes qui était composé de Pierre Michaél (danse) et de Jane
(voix). J’ai tellement appris a vos coOtés, en termes de science,
d’expériences et de brasserie. C’était juste génial de bosser avec vous
jusqu’a des heures improbables. Merci pour tout. Dans la foulée, on
n’oublie pas GAAEELLE (<3) qui a marqué son passage par sa bonne
humeur et son humour a toute épreuve.

Vadim, tout est de ta faute. Je me souviendrai toujours de t’avoir eu
pour « mentor » lorsque j’ai démarré mes premiers stages, ou le
Benjamin de ’époque ne se voyait pas faire de thése dans ’avenir. Tu
es tellement passionné parce que tu fais que c’est inévitablement
contagieux. Laure ne te remercie pas, mais elle t’aime bien quand
méme. Enfin, je n’énumeére pas tous les trés bons moments que I’on a
passé a tes coté : le rush corniche, le « ckinostim », la Finlande et les
sauna, I’histoire des babouk et nos parties de ballon volant dans le
tournoi irréel de 2004.

Et par ordre aléatoire, quelques mots pour les doctorants devenus
docteurs, les médecins et les post-doc et les pas docteurs mais c’est
tout comme : Céline, SACARIPAPOG, Perzowski, Cynthia, FX,
Victor (et les nouilles chinoises), Yann, Mélanie, Antoine, Céleste,
Emmanuel, Renaud, Nicolas, juste merci de rendre ou d’avoir rendu
le travail si agréable. Margaux, t’as géré !!!

2. Ceux qui ont connu le 4° étage et le 2° du Curib

J’aimerai également remercier chaleureusement Lucas et Alexis,
pour m’avoir fourni la dizaine de lignée cellulaire sur lesquelles j’ai
pu travailler tout au long de ma thése. C’est grace a des dons comme
cela que la recherche progresse. Ces quelques mots aussi pour
Christophe et toute 1’aide que tu m’as apporté pour maitriser les
arcanes de la microfluorimétrie, Maité, Anthony, Magali, Marjorie,
Benjamin, Marie, pour tous les échanges et I’aide que vous m’avez
apporté au cours de ma thése.

Aux doctorants ou anciens docteurs, a savoir Aurélien, Matthieu,
Fanny, Hugo, Sarah, Mahmmoud, Roxanne, Damien, Rhita,
Marion, Alexis, Alexandre, Julien, Hadrien, Mouna, Lisa (vous
I’avez ? :D), vous étes tous des champions et vous cotoyer a été un
plaisir pour moi.

Enfin, Catherine, merci pour ton aide précieuse et ta gentillesse,
Marine et Julia pour les bons moments a base de barres chocolatées
(et les tétes brdlées), Laurence M pour ta disponibilité, Nathalie pour
le formidable travail que tu accomplis quotidiennement dans ce
laboratoire sans jamais te plaindre (suivez I’exemple les autres =D).

3. The last but not least

Et pour terminer, Lina, Maria, Audrey, vous étes arrivées trop tard
dans ce labo, la prochaine fois, faites un effort pour arriver 1 voire 2
ans avant pour qu’on puisse profiter de bons moments ensembles.
Audrey, particuliérement, tu dois étre une sceur spirituelle si ¢a existe
quelque part. C’est d’ailleurs a toi que je dois cette mise en page si...
particuliere.



Remerciements

Remerciements (2018) 42-45

The Journal of Incredibles Thanks

Journal homepage : www.merci.fr

Results
1. TJTB

Une mention spéciale pour ce groupe composé d’Auriane,
Karima, Ophélie et Julie. C’était juste génial de vous rencontrer, de
devenir votre ami et de partager autant de choses avec vous. C’est
grace a ce genre d’amitié qu’une thése passe plus facilement, malgré
le travail, la pression et certaines difficultés liées aux expériences.
Merci pour le soutient que vous m’avez apporté tout au long de ces
3 années éprouvantes. Sans vous, ¢a n’aurait pas été pareil. Restez-
vous-méme.

2. NormaDoc

Je ne pourrai pas évoquer la these sans parler bien évidemment de
I’association NormaDoc et des membres qui I’ont composé et la
compose aujourd’hui. Marc, merci pour avoir été un président
exemplaire, Bérénice et Marie, merci pour votre énergie
communicative, Auriane, Nicolas, Thomas, Francois, merci pour
votre calme olympien, votre amitié et vos propositions toujours tres
mesurées. Et bien sir, merci aux nouveaux qui ont repris le flambeau,
Laétitia, Camille, Edouard, Sarah et Hugo, vous faites déja de
grandes choses avec cette association et je prie pour que cela donne
envie aux autres doctorants de continuer cette formidable aventure.

3. Les rencontres fortuites

Avec ces quelques lignes, je souhaite remercier les doctorants que
j’ai rencontré au hasard de la vie : Morgane, ne lache rien, tu as le
talent et I’intelligence d’y aller jusqu’au bout ; Pierre, tu as I’ame
d’un gagnant, grand magicien et marabout, tu deviendras
certainement I’une des grandes figures de ce pays ; Alexandre C, ta
gentillesse et ton humour m’ont toujours donné ’envie de vouloir te
croiser au premier étage de Martainville.

Discussion
1. Les amis pour la vie

On se fait beaucoup d’amis dans la vie, mais ceux qui restent pour
toujours peu importe les circonstances sont précieux et je voudrai
leur dédier aussi ce petit paragraphe : Thomas (peut étre le seul a
avoir lu cette thése en entier), Lucie, Pierre (et ses tajines de la
mortkitue), Eloise, Adeline, David (et moiléboules), Astroud,
Céline, Emmanuelle (LGEHDDSGSIDC, j’ai di en oublier... :D),
Lucas (et sa moustache), Guillaume (et la startup nation), Vincent
(et le procrastinateur), Aline, Romumu, Bérengere, Yanikou,
Antoinou, Thibal, Amandine, Nif, Fredo, Sarah et tous ceux que
j’ai certainement oublié. Je vous aime.

2. Mentions spéciales

Choses promises, choses due : voici un paragraphe honorable pour
_patrice_, _roberto_, _rudiger_ et la belle _celine_ : passer du
temps a vos cOté m’a aidé a surmonter toutes les épreuves, vous avez
été ma soupape de décompression lorsque les moments étaient
difficiles. Merci pour tout ¢a. Egalement, impossible de ne pas citer
la piaule d’Irony et tous ceux que j’y ai croisé. C’est un bon endroit
pour s’y détendre, débattre et échanger sur I’actualité du moment. Il
n’y a que des gens bons a ’intérieur.

Conclusion

Pour enfin terminer ces remerciements, je souhaite dédier ce
paragraphe & ma famille. Maman et Stéphane, merci de m’avoir
toujours tout donné afin que je puisse aller aussi loin que ce que je
voulais. Ce sont les valeurs que vous m’avez apprises qui m’ont
menées jusqu’ici. Mamie Frillay et Mamie Michel, pardon de ne
pas avoir pu passer plus de temps avec vous mais on se rattrapera
vite. Rébecca, Cyrille, Axelle, Gaélle, Cédric, Matthieu, Gaétan,
Nina, je vous aime trés fort, j’aurais aimé aussi passer plus de temps
avec vous, profiter de mes neveux et nieces, de mes cousins et petites
cousines, d’affronter les épreuves ensemble, de profiter de vous.
Jespére pouvoir me rattraper dans I’avenir. Chantal, Jeannot,
Stéphanie, Christophe, Nelly, Yannick, Jean Luc, Sylvie, Sylvie,
tonton, merci pour m’avoir toujours accueilli les bras ouverts, méme
quand je débarquais a I’improviste, méme quand je ne donne pas de
nouvelle. Thierry, Lucille, Noémie et Solene, merci d’étre ma super
belle famille, déja presque 10 ans qu’on se connait... Je vous aime
trés fort aussi.

Et Laure... Je termine par le paragraphe le plus dur a écrire. Tu
es juste incroyable. Enumérer tes qualités me ferait faire une liste
plus longue que cette these. Tu as toujours été disponible, attentive,
a mon écoute, tu as toujours compris mes doutes, tu m’as toujours
poussé vers I’avant, méme quand je devais décommander un week-
end pour une manip, rentrer a 2h du mat pour une présentation, méme
quand je passais mes soirées a analyser mes résultats, méme quand
il fallait encore passer au labo mes jours de vacances pour m’occuper
de mes cellules et de mes souris. J’ai sacrifié¢ une bonne partie de
notre temps en commun pour cette these et, pareil que pour les
autres : je compte bien me rattraper.

Big up aux a ceux qui ont donné le coup de main final : Laurence,
Paul, Audrey, Margaux, Ophélie, Karima, Alex et Laure.

A tous, merci pour tout.
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Résumé

RESUME

Avec plus de 900 membres connus chez I’Homme, les récepteurs couplés aux protéines
G (RCPG) représentent la plus grande famille de protéines membranaires (Lander et al., 2001).
Classiquement, les RCPG présentent une haute affinité pour leurs ligand(s) endogéne(s) et
activent une ou plusieurs protéines G qui interagissent avec des effecteurs membranaires et/ou
cytosoliques pour conduire a la réponse cellulaire. 1ls sont impliqués dans une grande diversité
de processus physiologiques et physiopathologiques, ce qui explique en partie, que prés d’un
tiers des traitements utilisés ciblent ces récepteurs (Rask-Andersen et al., 2011). Dans une
majorité des cas, ’activation d’un RCPG par son ligand entraine I’internalisation du complexe
ligand-récepteur qui se poursuit par sa dégradation ou son recyclage.La surexpression de RCPG
a été observée dans plusieurs types de tumeurs solides, avec généralement une corrélation avec
I’agressivité des cancers. A titre d’exemples, I’endothéline-1 (ET-1) est impliquée dans la
survie des cellules tumorales via les récepteurs ETa et ETg dans le cancer du colon, de la
prostate et dans le mélanome ; la thrombine participe a la migration cellulaire via son récepteur
protease activated receptor-1 (PAR-1) dans le cancer du sein, du colon et de la prostate ; le
stromal cell-derived factor-1 (SDF-1) est impliqué dans la néoangiogenese tumorale et
’apparition de métastases via son récepteur CXCR4 dans le cancer du sein, pulmonaire, de la
téte et du cou (Dorsam et Gutkind, 2007). Depuis plusieurs années, la surexpression de certains
RCPG variés dans des tumeurs solides est mise a profit pour développer des radioligands a des
fins diagnostiques, thérapeutiques voire théranostiques.

Synthétisé a partir d’un analogue de la somatostatine, un neuropeptide capable de lier
cing sous-types de RCPG (ssty a ssts), I'*'In-DTPA-octréotide (Octréoscan®) est couramment
utilisé pour le diagnostic de tumeurs neuroendocrines. Le chélateur DTPA couplé a I’octréotide
peut étre radiomarqué a 1’*!'In, émetteur de rayonnements y. Aprés interaction avec les
récepteur sstz, surexprimés dans ces tumeurs, I’internalisation du complexe ligand-récepteur

induit la rétention du radioisotope dans les cellules cibles, ce qui permet de visualiser la tumeur
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a1’aide de techniques d’imagerie adaptées (Jensen et al., 2000). D’autres chélateurs développés
plus récemment, comme le DOTA, sont capables de fixer des éléments émetteurs de
rayonnements vy, B, B- et o grace a une forte stabilit¢ thermodynamique et cinétique
plasmatique, offrant ainsi I’opportunité d une utilisation plus adaptée en imagerie et en thérapie
clinique (Breeman et al., 2005 ; Lacoeuille et al., 2018).

Acteurs majeurs des processus de la tumorigenése, les neuropeptides vasoactifs et leurs
récepteurs constituent des cibles a fort potentiel pour développer ce type de radioligands. Parmi
ces neuropeptides, 1’'urotensine Il (UIl), qui présente des homologies structurales avec la
somatostatine, interagit avec un RCPG nommé UT. Depuis une dizaine d’années, 1’équipe
« Astrocytes et Niche Vasculaire », dirigée par le Dr Héléne Castel, et dans laquelle j’ai préparé
en partie mon doctorat, concentre notamment ses recherches sur 1’étude du role et des
mécanismes d’action du systéme urotensinergique dans la tumorigenése gliale. Aprés avoir
caractérisé la présence de récepteurs fonctionnels de haute affinité sur les astrocytes (Castel et
al., 2006 ; Diallo et al., 2008 ; Jarry et al., 2010), I’équipe a démontré que le récepteur UT est
exprimé dans des extraits tumoraux d’astrocytomes et de glioblastomes de patients (Lecointre
et al., 2015 ; Le Joncour et al., soumis). In vitro, I’Ull exerce de puissantes activités
chimioattractantes sur les cellules U87-MG issues d’un glioblastome humain (Lecointre et al.,
2015). Concentrée dans des éponges de matrigel implantées sous la peau de souris C57BL/6,
I’UIl stimule I’invasion des éponges par des cellules pro-angiogéniques. De plus,
I’administration intratumorale quotidienne d’UIl chez des souris Nudes porteuses de
xenogreffes tumorales issues de cellules U87-MG, accélere drastiquement la croissance des
tumeurs tandis que le palosuran et I’urantide, antagonistes de I’UT, diminuent la croissance
tumorale et augmentent la survie des animaux. D’autres équipes ont observé que I’UT est
surexprimé dans une large variété de tumeurs solides (Takahashi et al., 2001 ; Kristof et al.,
2010 ; Balakan et al., 2014 ; Federico et al., 2014 ; Wei et al., 2017) et participent aux

mécanismes tumorigéniques tels que la migration et/ou la prolifération cellulaire(s). Ces
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données ont été rapportées dans le cas de cancers de la prostate (Grieco et al., 2011), de la
vessie (Grieco et al., 2014), du colon (Federico et al., 2014), du foie (Li et al., 2017b), ou encore
des poumons (Zhou et al., 2012). Récemment, Wei et coll. (2017) ont méme montré que
I’expression de I’'UT est un facteur de mauvais pronostic dans le cancer hépatocellulaire. Enfin,
I’internalisation du récepteur UT, mécanisme indispensable pour le développement d’un
radioligand a également été démontré aprés traitement avec 1’UII (Giebing et al., 2005 ; Proulx
et al., 2005) suggérant que ce RCPG constitue une cible intéressante pour la conception
d’analogues radioactifs dérivés de 1’UII pour le diagnostic ou la thérapie de certains cancers

solides.

Gréce a une collaboration avec le Dr Marc-André Bonin et le Pr Richard Leduc de
I’institut de pharmacologie de I’Université de Sherbrooke (Canada), deux analogues de 1’UII,
le DOTA-UIl (DOTA-Ahx-UIl) et le DOTA-urantide (DOTA-Ahx-[Pen®, D-Phe’,
Orn®]Ulls11) (Ahx : acide amino-hexanoique) ont été synthétisés. Les travaux présentés dans
cette these de doctorat avaient pour objectif d’évaluer ces deux analogues par des expériences
in vitro (cellules HEK-293 ou lignées tumorales exprimant I’UT) et in vivo (souris C57BL/6 ou
souris Nudes porteuses de xénogreffes) afin de mesurer leur potentiel pour le diagnostic de
tumeurs surexprimant le récepteur UT. Pour mener a bien ce projet, mes activités se sont
focalisées sur le radiomarquage de ces analogues a 1’**1In par un protocole que nous avons mis
au point dans le service de médecine nucléaire du Centre Henri Becquerel. La stabilité des
DOTA-peptides a été vérifié par incubation (3 h, 37°C) dans du plasma humain. Nous avons
également montré que le DOTA-UII et le DOTA-urantide sont tous deux capables de
reconnaitre sélectivement I’UT sur des cellules HEK-293 transfectées avec un ADNc codant
I’UT, avec une puissance et une efficacité similaires a celles obtenues avec les peptides de
référence. De maniére intéressante, nous avons observé sur ces mémes lignées que le DOTA-
UII, comme I’UII, entraine I’internalisation du complexe ligand-récepteur tandis que I’urantide

et le DOTA-urantide sont inactifs (Brulé et al., 2014).
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Ces résultats nous ont alors convaincu de tester dans un premier temps les
caractéristiques in vivo de I’*!In-DOTA-UIL Ainsi, nous avons montré, lors d’expériences de
biodistribution chez des souris C57BL/6 exprimant naturellement le récepteur UT sous la forme
murine (MUTS2R**), knock-out (MUTS2R") ou exprimant constitutivement la forme humaine
(MUTS2R™ hUTS2R**) que I’**In-DOTA-UII est capté par le systéme rénal et présente une
clairance trés rapide de I’organisme. Apres avoir vérifié qu’elles exprimaient fonctionnellement
I’UT, des cellules A549 (adénocarcinome pulmonaire humain) et DLD-1 (adénocarcinome
colorectal humain) ont été xenogreffées chez des souris Nudes. Aprés I’injection intraveineuse
d’*1In-DOTA-UII (15 MBq), aucun signal intratumoral n’a pu étre observé par imagerie
TDM/TEMP. Compte tenu de la stabilit¢ thermodynamique et plasmatique de
1"11In-DOTA-UII et de son potentiel a reconnaitre et a activer sélectivement I’'UT normalement
surexprimé dans ces tumeurs, il est vraisemblable que ces résultats décevants sont

principalement dus a une clairance rénale rapide du radioligand.

Ainsi, ce projet souléve certaines interrogations et plusieurs pistes mériteraient d’étre
explorées : augmenter la stabilité, la lipophilie et la taille de I'***In-DOTA-UII ; vérifier la
capacité de I''**In-DOTA-urantide a imager des tumeurs surexprimant I’UT ; développer et
tester de nouveaux ligands urotensinergiques optimisés et/ou synthétiser de nouveaux
radioligands porteurs de groupes prosthétiques fluorés dont les propriétés pharmacocinétiques,
i.e. haute lipophilie et meilleure absorption par les tumeurs, sont souvent supérieures au DOTA.
A terme, la poursuite de ces travaux devrait permettre de développer des analogues
urotensinergiques radiomarqueés, qui pourront étre exploités a des fins diagnostiques, voire

thérapeutique



Abstract

ABSTRACT

Overexpression of G protein-coupled receptors (GPCRS) in tumor is widely used to
develop GPCR-targeting radioligands for solid tumor imaging. For example, somatostatin
analogue labeled with **Indium (*'*In-OctreoScan) is used for the diagnosis of neuroendocrine

tumors.

The vasoactive neuropeptide urotensin Il (Ull), which shares structural analogies with
somatostatin, interacts with a single high affinity GPCR named UT. High expression of UT has
been reported in several types of human solid tumors from lung, gut, prostate or breast,
suggesting that UT is a valuable target to design radiolabeled Ull analogues for cancer

diagnosis.

Two urotensinergic analogues (DOTA-UII and DOTA-urantide) both containing the
DOTA chelating group capable of complexing radioactive metal isotopes have been synthetized
and radiolabeled with **Indium. Incubation of *In-DOTA-UII in human plasma revealed that
only 30% of the radioligand was degraded after a 3h incubation period. Administration of
graded concentrations of both DOTA-UII and DOTA-urantide in the vicinity of HEK293 cells
expressing UT induced a dose-dependent increase in cytosolic calcium concentration, with
similar potency and efficacy to that obtained with Ull and urantide. These results demonstrated
that conjugation of DOTA in urotensinergic analogues did not affect UT activation. DOTA-UII
was also able to promote UT internalization in HEK293 cells expressing UT, while DOTA-
urantide was ineffective. Intravenous injection of *In-DOTA-UII in C57BL/6 mice revealed
a slight signal mostly restricted in kidney, and similar results were obtained with knock-out
mice or constitutively expressing human UT mice. Finally, 1In-DOTA-UII was injected into
nude mice bearing heterotopic xenografts of human A549 cells (lung adenocarcinoma) or
DLD-1 cells (colorectal adenocarcinoma) both expressing functional UT. In both cases,
SPECT-CT imaging showed the absence of tumor uptake and significant renal and bladder

uptakes, suggesting fast tracer clearance from the organism.

However, further investigations will be necessary to decrease renal clearance and to

improve tumor imaging.
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Nom N° RRID | Espéce Type de cancer Référence
Modeles cellulaires du cancer de I’endométre

HEC-1-B CVCL_0294 Fogh et al., 1977
Hela CVCL_0030 Bang et al., 1952

KB CVCL_0372 | Homme | Adénocarcinome Eagle, 1955

KLE CVCL_1329 Richardson et al., 1984
RL95-2 CVCL_0505 Way et al., 1983
Modeles cellulaires du cancer du colon

AKATOL-1-71 n.d. Souris Manalov et al., 1979
AZ-521 CVCL_ Homme Takada et al., 2005
Caco-2 CVCL_0025 Adénocarcinome Foghetal., 1977
CT26 CVCL_7254 | Souris Brattain et al., 1980
CX-1 CVvCL_2011 Rowan et al., 2000
DiFi CVCL_6895 Carcinome Boman et al., 1990
DLD-1 CVCL_0248 Adénocarcinome Dexter et al., 1979
GW-39 n.d. Carcinome Goldenberg et al., 1974
HCA7 CVCL_0289 | Homme | Adénocarcinome Kirkland, 1985

HCT 116 CVCL 0291 Carcinome Brattain et al., 1981
HT-29 CVCL 0320 Fogh et Trempe, 1975
LoVo CVCL_0399 Drewinko et al., 1976
LS174T CVCL_D190 Tometal., 1976
MC-26 CVCL_0240 Souris Corbett et al., 1975
St-15 n.d. Adénocarcinome Sumiyoshi et al., 1984
SW403 CVCL_0545

SW480 CVCL_0546 Homme Leibovitz et al., 1976
SW620 CVCL_0547

WiDr CVCL 2760 Petricciani et al., 1974
Modeéles cellulaires du cancer de I’estomac

NUGC-3 CVCL_1612 Adénocarcinome Akiyama et al., 1988
MKN1 CVCL_1415 Carcinome Takeshima et al., 1991
MKN28 CVCL_1416 Homme

MKN45 CVCL_0434 Motoyama et al., 1986
MKN74 CVCL_2791 Adénocarcinome

SC-6-JCK CVCL_F953 Katoh et al., 1993
SLU-077 n.d. Souris Hudd et al., 1989
Modeéles cellulaires du cancer glial

8-MG CVCL_1052

12-MG CVCL 1798 Slioblastome Perzelova et al., 1998
GL15 CVCL_5H95 Bocchini et al., 1991
LN-18 CVCL_0392 Homme Diserens et al., 1981
LN-308 CVCL 0394 Astrocytome Studer et al., 1985
SW1088 CVvCL_1715 Foghetal., 1977
T98G CVCL_0556 Glioblastome Stein, 1979

Us7-MG CVCL _GP63 Ponten et Macintyre, 1968
Modeéles cellulaires du cancer du foie

BEL-7402 CVCL_5492 Chen et al., 1980

Hep 3B CVCL_0326 .

Hep G2 CVCL 0027 | Homme Carcinome Aden et al., 1979
MHCC97-H CVCL_4972 Lietal., 2001
SK-HEP-1 CVCL_0525 Adénocarcinome Fogh et Trempe, 1975
WB-F344 CVCL 9806 | Rat Néoplasme Tsao et al., 1984
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Modeles cellulaires du cancer de I’

ovaire

Caov-3 CVCL 0201 Adénocarcinome Buick et al., 1985
DOV13 CVCL 6674 Berchuck et al., 1992
HRA CVCL_U986 Homme Cystadénocarcinome Kajiyama et al., 2002
OV-1063 CVCL 4366 n.d. Horowitz et al., 1985
OVCAR-3 CVCL_0465 Adénocarcinome Hamilton et al., 1983
SK-OV-3 CVCL 0532 Cystadénocarcinome Foghetal., 1977
Modeles cellulaires du cancer du pancréas

AR42] CVCL_0143 | Rat Néoplasme Mickel et al., 1989
AsPC-1 CVCL_0152 Chen et al., 1982
Capan-1 CVCL_0237 Adénocarcinome Fogh et al., 1977
Capan-2 CVCL_0026 Wright et al., 1981
CFPAC-1 CVCL 1119 | Homme Schoumacher et al., 1990
Co-3 n.d. n.d. Sumiyoshi et al., 1984
HCG-25 CVCL_C827 Akagi et Kimoto, 1977
HPAF-II CVCL_0313 Kim et al., 1989

HT2 CVCL_S971 | Hamster | Adénocarcinome Townsend et al., 1982
MIA PaCa-2 CVCL_0428 Sumi et al., 1994
PANC-1 CVCL_0480 Homme Lieber et al., 1975
SLU-48 n.d. n.d. Hudd et al., 1989
SW1990 CVCL_1723 Adénocarcinome Kyriazis et al., 1983
Modeéles cellulaires du cancer de la prostate

DU145 CVCL_0105 Stone et al., 1978
LNCaP CVCL 0395 Homme | Carcinome Horoszewicz et al., 1980
PC-3 CVCL_0035 Kaighn et al., 1979
PPC-1 CVCL 4778 Brothman et al., 1989
Modeéles cellulaires du cancer des poumons

3LL CVCL_5653 | Souris n.d. Bertram et Janik, 1980
A-549 CVCL_0023 Adénocarcinome Giard et al., 1973
BEN CVCL_1082 Ellison et al., 1975
COR-L23 CVCL_1139

COR-L24 CVCL_2409

COR-L27 CVCL_D733

COR-L42 CVCL_D737 Carcinome Baillie-Johnson et al., 1985
COR-LA47 CVCL_2415

COR-L51 CVCL_2416

COR-L88 CVCL_1141 | Homme

COR-L103 CVCL_D744

MOR CVCL 2618 Adénocarcinome lbson et al., 1987
NCI-H69 CVCL_1579 Gazdar et al., 1980
NCI-H82 CVCL_1591

NCI-H345 CVCL_1558 Carcinome Morstyn et al., 1984
NCI-H446 CVCL_1562

NCI-H510A CVCL_1565 Carney et al., 1985
POC CVCL 0B89 Ibson et al., 1987
BT-20 CVCL_0178 Carcinome Lasfargues et Ozzello, 1958
BT-549 CVCL_1092 Lasfargues et Coutinho, 1981
HCC1428 CVCL_1252 Adénocarcinome Gazdar et al. 1998
HCC1500 CVCL_1254 B

Hs 578T CVCL_0332 | Homme Hackett et al., 1977
MCF-7 CVCL_0031 Carcinome Soule et al., 1973
MDA-MB-134-VI | CVCL_0617

MDA-MB-157 CVCL_3740 Cailleau et al., 1974
MDA-MB-231 CVCL_0062 Adénocarcinome
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MDA-MB-361 CVCL_0620 Foghetal., 1977
mgﬁmgjgg gxg:::gﬁg Homme | Adénocarcinome Cailleau et al., 1978
SK-BR-3 CVCL_0033 Fogh et Trempe, 1975
T-47D CVCL 0553 Carcinome Keydar et al., 1979
Modeéles cellulaires du cancer

BE(2)-C CVCL_V007 Neuroblastome Levchenko et al., 1996
IMR-32 CVCL 0346 Tumilowicz et al., 1970
SK-N-MC CVCL_0530 | Homme | Sarcome .

SK-N-SH CVCL 0531 Neuroblatome Biedler et al., 1973
SMS-KAN CVCL 7131 Reynolds et al., 1982
Modeles cellulaires du cancer de la téte et du cou

686LN-M3e-M3e CVCL_D099 Zhang et al., 2006
B88 n.d. Uchida et al., 2003
HNt n.d. Kawamata et al., 1997
JHU-022 CVCL_5991 Minhas et al., 2003
MDA-1483 CVCL_6980 Sacks et al., 1988
SCC-25 CVCL 1682 Homme | Carcinome Rheinwald et Beckett, 1981
UM-SCC-9 CVCL_7793 Baker 1985
UM-SCC-11B CVCL_7716 '

UvSCoB | CveL 7732 Bradford et 1991
T.Tn CVCL 3174 Takahashi et al., 1990
TSU CVCL_8763 Hayashi et al., 1995
Modeéles cellulaires du cancer de la vessie

HT-1376 CVCL_1292 Rasheed et al., 1977
RT-112 CVCL 1670 | Homme | Carcinome Marshall et al., 1977
T24 CVCL_0554 Bubenik et al., 1973
Modeles cellulaires d’autres cancers

BeWo CVCL_0044 | Homme | Carcinome du chorion Dawe et al., 1964

B16 CVCL_F936 | Souris Mélanome Silagi, 1969

M24met CVCL_3915 Mueller et al., 1991
SW13 CVCL_0542 | Homme | Adrénocorticocarcinome | Leibovitz et al., 1973
VMRC-RCW CVCL_1790 Carcinome rénal Jiaetal., 1997

RRID : Ressource Identification Native ; n.d. : non déterminé.
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CHAPITRE I — Intéréts du développement
de radioligands ciblant les RCPG impliqués
dans la tumorigenese

1. Généralités sur les RCPG

C’est vers la fin des années 70 que furent découvertes des structures protéiques
transmembranaires particulieres, constituant une interface entre 1’environnement extra- et
intracellulaire (Lefkowitz, 1975) et dont I’activation entraine une réponse cellulaire via des
voies de transduction associées. Appelées « récepteurs », ces protéines ont la capacité
d’interagir avec des facteurs endogénes (hormones, amines, peptides, etc.) et exogenes

(molécules odorantes, composes de synthése, etc.).

Aprés la caractérisation fonctionnelle de la composante noradrénergique dans le
systeme nerveux autonome, la premiére hypothése sur I’existence de récepteurs adrénergiques
nait dans les années 40. Elle repose sur la capacité de I’adrénaline et de la noradrénaline a
moduler des processus physiologiques variés, e.g. diamétre de la pupille ou diamétre des
vaisseaux sanguins (Ahlquist, 1948). Ce ne sera que dans les années 70 que 1’équipe de Robert
Joseph Lefkowitz caractérise deux types de récepteurs adrénergiques (a et B) grace a des études
de liaison réalisées & I’aide d’adrénaline radiomarquée au tritium (3H) (Mukherjee et al., 1975 ;
Lefkowitz, 1975 ; Williams et Lefkowitz, 1978). Ces récepteurs interagissent avec une protéine
de liaison au GTP, la guanine nucleotide regulator protein, ou protéine G (De Lean et al., 1980)
d’ou leur nom de récepteurs couplés aux protéines G ou RCPG. Chez ’Homme, on compte
actuellement plus de 900 RCPG, constituant ainsi la plus grande famille de récepteurs (Hopkins
et Groom, 2002 ; Gloriam et al., 2007 ; Lagerstrom et Schiéth, 2008). Ubiquistes, les RCPG

participent a de nombreux processus physiologiques et physiopathologiques, expliquant
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pourquoi plus d’un tiers des thérapies (actuelles ou en développement) ciblent ces récepteurs
(Lagerstrom et Schitth, 2008 ; Rask-Andersen et al., 2011). Les RCPG partagent une structure
globale incluant une extrémité N-terminale extracellulaire et C-terminale cytosolique et sept
domaines transmembranaires (DTM) organisés en hélices a et reliés entre eux par des boucles
extra- (e1-3) et intracellulaires (i1-3) (Palczewski et al., 2000 ; Cherezov et al., 2007 ; Rasmussen
et al., 2007 ; Heilker et al., 2009) (Fig. 1). L’interaction avec leur(s) ligand(s) au niveau d’une
poche de liaison induit un changement conformationnel conduisant généralement au
recrutement de protéine(s) G, elle(s)-méme(s) constituée(s) d’une sous-unité a (Go) et d’un
complexe hétérodimérique composé des sous-unités B et y (GPy) considérées comme
indissociables en conditions physiologiques (Gilman, 1987 ; Wall et al., 1995 ; Hubbell et al.,
2003). Ces sous-unités (o et Py) interagissent avec des effecteurs (enzymes, canaux ou
échangeurs), constituant ainsi les relais intracellulaires d’une grande variété de cascades de

signalisation (Sakmar, 2002 ; Cabrera-Vera et al., 2003 ; Kobilka, 2007) (Fig. 2).

Extracellulaire
€;

ou cytosoliques.  B-FNA

D’apres Manglik et al., 2012.

Intracellulaire

Figure 1. Structure cristallographique
du récepteur opioidergique p de Rat.
Les DTM du RCPG présentent une
conformation en hélices hydrophobes de
type a ancrées dans la membrane, assurant
le lien entre I’environnement extra- et
intracellulaire. Ils relaient, via des
changements de conformation induits par
la liaison du ligand (ici, la B-FNA en
vert/rouge), le  recrutement et/ou
I’implication de protéines membranaires

funaltrexamine ; DTM : domaine
transmembranaire  ; e :  boucle
extracellulaire ; i : boucle intracellulaire.
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Figure 2. Représentation schématique des
RTK RCPG Canaux ioniques| principaux effecteurs associés aux RCPG. Les

= récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) sont
associes a de nombreuses voies de signalisation
intracellulaires relayées par une sous-unité a ou le
complexe By. La phosphorylation du RCPG par
les GRK entraine sa désensibilisation et la
signalisation spécifique via les B-arrestines. Ils
peuvent ainsi agir également directement et/ou
indirectement sur 1’activation d’autres RCPG, de
RTK, ou l'ouverture de canaux ioniques par
exemple. B-ARR : B-arrestine ; DTM : domaine
transmembranaire ; e : boucle extracellulaire ;
GRK : G-protein coupled receptor kinase ;
i : boucle intracellulaire ; RTK : récepteur
tyrosine kinase.

Selon leur homologie de séquences et leur régulation sélective d’effecteurs, les Ga sont
classées en quatre grandes familles, i.e. Gas, Gain, Gogi1, et Goiziz (Simon et al., 1991 ;
Rosenbaum et al., 2009 ; Hazell et al., 2012). Les Gas stimulent les adénylates cyclases (AC)
qui convertissent I’adénosine triphosphate en adénosine phosphate monocyclique (AMPc)
(Camps et al., 1992 ; Hazell et al., 2012). Une élévation du taux cytosolique d’AMPc augmente
le niveau d’activit¢ de la protéine kinase A (PKA) responsable notamment de la
phosphorylation du facteur de transcription cAMP response element-binding protein (ou
CREB), permettant ainsi de réguler 1’expression de genes cibles (Bers, 2002). Inversement, les
Gai réduisent la production d’AMPc en inhibant ’activité des AC (Neer et al., 1984). Les Gay,
peuvent réguler I’ouverture de canaux calciques et potassiques et la voie de transduction des
mitogen-activated protein kinases (MAPK) (Clark et al., 2003 ; Jiang et Bajpayee, 2009 ;
Bratton et al., 2012). Les Gag recrutent une phospholipase C de type  (PLCg) responsable de
I’hydrolyse du phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP.) en diacylglycérol (DAG) et en
inositol triphosphate (IP3). Le DAG active une protéine kinase C (PKC) responsable de la
phosphorylation d’effecteurs intracellulaires, tandis que 1’IP3 interagit avec un récepteur canal

localisé sur la membrane du réticulum endoplasmique, dont 1’ouverture entraine une élévation
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de la concentration cytosolique de calcium ([Ca?*]c) (Neylon et al., 1992). Les Gog peuvent
également recruter différentes MAPK telles que la c-Jun N-terminal kinase (JNK), MAPK p38,
ou I’extracellular signal-regulated kinase (ERK) de type 5, responsables de I’activation du
promoteur c-jun (Marinissen et al., 2003). Enfin, les Gaai2/13s0nt les principaux modulateurs de
I’activité de Rho GTPases qui, via I’activation de la voie Rho/ROCK (Rho-associated protein
kinase), jouent un role important dans la constitution des fibres de stress d’actine et de points

focaux d’adhésion (Buhl et al., 1995) (Fig. 3).
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Figure 3. Représentation schématique des principales voies de signalisation liées aux sous-unités
Go. L’activation des protéines Gos, Gain, Goga1, et Goiznz est impliquée dans le recrutement de
nombreux seconds messagers participant aux cascades de signalisations et a la régulation de certains
génes impliqués dans un grand ensemble de réponses cellulaires, allant de la prolifération, de la
migration ou encore de I’angiogenése cellulaire. AC : adénylate cyclase ; Akt (ou PKB) : protéine kinase
B ; AMPc : adénosine monophosphate cyclique ; DAG : diacylglycérol ; ERK : extracellular signal-
regulated kinase ; IPs : inositol triphosphate ; MAPK : mitogen-activated protein kinase ;
mMTOR : mammalian target of rapamycin ; PI3K : phosphoinositide 3-kinase ; PIP,: phosphatidylinositol
4,5-biphosphate ; PKA : protéine kinase A ; PKC : protéine kinase C ; PLC : phospholipase C ;
ROCK : rho-associated protein kinase ; SRF : serum response factor.
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D’abord considérées comme une interface protéique nécessaire au rapprochement de
Ga avec le RCPG, les sous-unités B et y forment un complexe stable pouvant étre considéré
comme une méme sous-unité fonctionnelle GBy. Une premiére étude avait montré que
I’acétylcholine (en interagissant avec les récepteurs muscariniques de type 2, ou M») entraine
le recrutement de GBy qui i) provoque I’ouverture d’un canal potassique (Logothetis et al.,
1987) responsable d’une hyperpolarisation (Schoots et al., 1999) via un efflux de K* et ii) inhibe
I’activité de canaux calciques voltage-dépendants (pour revue, Currie, 2010). Le complexe Gfy
peut aussi réguler ’activité de certaines enzymes comme i) la PLCg, conduisant a une élévation
de [Ca?*]c au méme titre que les Gog (Boyer et al., 1992), et ii) certaines isoformes d’AC
responsables de la réduction ou de I’augmentation de I’AMPc selon les isoformes (Wittpoth et
al., 1999 ; Diel et al., 2006). D’autres protéines interviennent dans la signalisation des RCPG.
Parmi elles, les G-protein coupled receptor kinases (GRK) sont une famille de protéines kinases
comprenant sept membres (GRK1-7) capables de phosphoryler un RCPG, activé par un
agoniste, sur des residus sérines et thréonines presents au niveau de la boucle i2 et/ou de
I’extrémité C-terminale du récepteur (Palczewski et al., 1991 ; Krupnick et al., 1997 ; Krasel et
al., 2005). Cette phosphorylation entraine le recrutement des B-arrestines (B-ARR), favorisant
I’arrét de la signalisation (désensibilisation) par encombrement stérique du RCPG (Lohse et al.,
1992 ; Mukherjee et al., 1999 ; Millman et al., 2008 ; Gurevich et al., 2012) (Fig. 4A) et son
internalisation (Nobles et al., 2011) (Fig. 4B). Ces B-ARR servent de plateformes protéiques
permettant i) le recrutement de la protéine adaptatrice de type 2 (adaptor protein-2) et de la
clathrine pour former le complexe d’endocytose avec le RCPG (Luttrell et al., 1999),
i) I’invagination de la membrane plasmique puis le détachement de la vésicule intracellulaire
dynamine-dépendante (Laporte et al., 1999 ; Daaka, 2012), iii) I’adressage de cette vésicule a
la membrane pour le recyclage du récepteur ou vers les endosomes tardifs pour sa dégradation

par les liposomes (Oakley et al., 1999 ; 2000). Les B-ARR sont également responsables du
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recrutement de la proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src (c-Src) facilitant 1’activation des
MAPK telles que ERK1/2 (Wei et al., 2003 ; Barthet et al., 2007), les INK (McDonald et al.,

2000) ou encore de la kinase p38 (Sun et al., 2002) (Fig. 4C).

A. Désensibilisation B. Internalisation C. Voie de signalisation

Dégradation

Figure 4. Effets des B-arrestines dans la signalisation des RCPG. L’activation d’un RCPG conduit
au recrutement des p-arrestines impliquées dans différents processus cellulaires.
A. Désensibilisation des RCPG par découplage des protéines G di a I’encombrement stérique induit par
la liaison des B-arrestines. B. Internalisation du complexe RCPG/B-ARR suite au recrutement de la
protéine adaptatrice AP-2 et de la clathrine participant a la formation de la vésicule d’endocytose.
L’internalisation entraine soit le recyclage du récepteur a la membrane soit sa dégradation. C. Activation
de la voie des MAPK impliquées dans de nombreux processus cellulaires via le recrutement des
B-arrestines. AMPc : adénosine monophosphate cyclique ; AP-2 : adaptor protein-2 ;
B-ARR : B-arrestine ; ERK : extracellular signal-regulated kinase ; MAPK : mitogen-activated protein
kinase.

Certains RCPG sont capables d’activer eux-mémes d’autres récepteurs membranaires,
recrutant ainsi les voies de signalisation qui leur sont associées. Cette « transactivation » a été
mise en évidence pour la premicére fois dans des fibroblastes ou ’activation de RCPG entraine
la phosphorylation de résidus tyrosines de 1’epidermal growth factor receptor (EGFR), un
récepteur a activité tyrosine kinase (RTK) (Daub et al., 1996), avec une efficacité similaire a
celle obtenue avec le ligand naturel de I’EGFR (Leserer et al., 2000). Ce processus entraine par
exemple ’activation de métalloprotéases matricielles (MMP) (Prenzel et al., 1999 ; Leserer et
al., 2000) ou d’effecteurs tels que les PLC, ’élévation de la [Ca?*]c ou encore le recrutement
de RCPG (Andreev et al., 2001 ; Esposito et al., 2011 ; Gesty-Palmer et al., 2013). C’est le cas
notamment avec le récepteur B-adrénergique de type 2 (B2) qui transactive le récepteur protease-

activated receptor de type 1 (PAR-1) via I’action des MMP de type 13 (Jaffré et al., 2012).
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De plus, certains RCPG tels que le récepteur de type B du gamma aminobutyric acid
(Kaupmann et al., 1998) ou de récepteurs métabotropiques du glutamate (Pin et al., 2004),
collaborent dans leurs voies de signalisation au cours d’une interaction physique de type di- ou

oligo-mérisation (pour revue, Franco et al., 2016).

Suite a des études cristallographiques et pharmacologiques réalisées sur des récepteurs
cholinergiques métabotropiques, il est admis que certains agonistes de RCPG peuvent
privilégier une voie de signalisation par rapport a une autre ; ces composés sont alors appelés
agonistes biaisés (Kenakin, 1995 ; Jarpe et al., 1998 ; Violin et Lefkowitz, 2007 ; Violin et al.,
2014). Ce phénomeéne a été largement étudié avec le propanolol, qui agit sur le récepteur
adrénergique 2 comme un agoniste inverse dans la signalisation de I’AC/AMPc, et comme un
agoniste partiel dans la voie ERK1/2 relayée par les B-ARR (Azzi et al., 2003). En plus de ces
observations, des biais de signalisation ont été constatés avec récepteur de type 1 (AT1) de
I’angiotensine II (Angll), dont ’activation entraine classiquement I’hydrolyse de PIP; en IP3 et
DAG, I’activation de la voie MAPK ainsi que I’internalisation du complexe ligand-récepteur,
alors qu’un analogue de 1’AnglI, le [Sar!, Ile*, lle®]Angll, n’a pas d’effet sur la production d’IP3

mais est capable de recruter les autres voies (Holloway et al., 2002 ; Costa-Neto et al., 2016).

2. Principaux mécanismes cellulaires et moléculaires de
la tumorigenese

Au travers des protéines G et leurs voies de signalisation associées, les RCPG sont
impliqués dans presque tous les processus biologiques, ce pourquoi leur dérégulation est
généralement liee a de nombreuses pathologies allant de I’hypertension (Sun et al., 2015) a
certaines maladies neurodégenératives (Melancon et al., 2012 ; Nickols et Conn, 2014). Par

leur implication dans la régulation de la prolifération (Gutkind, 1998 ; Rozengurt, 1999 ; Voisin
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et al., 2011), de la migration (Rozengurt et al., 2002), de I’adhésion, de 1’invasion (Dorsam et
Gutkind, 2007) et de I’angiogenese cellulaires (Overington et al., 2006 ; Spiegelberg et Hamm,
2007), les RCPG et leur(s) ligand(s) associé(s) jouent aussi un role important dans ’initiation
et/ou le développement de tumeurs. A 1’appui de cette hypothése, nombre de ces RCPG
deviennent pro-oncogéniques lorsqu’ils sont surexposés a leur ligand tels que le gastrin-
releasing peptide (GRP), I’endothéline-1 (ET-1), la bradykinine ou encore I’ Angll (Dorsam et
Gutkind, 2007 ; Lappano et Maggiolini, 2011 ; Martini et al., 2014) (Tab. 1). De plus, des
centaines de mutations sont responsables de la mise en place de boucles autocrines et paracrines
impliquées dans de nombreux types de cancers (Bar-Shavit et al., 2016 ; Liu et al., 2016). En
effet, une importante étude d’association génétique pangénomique (GWAS pour genome-wide
association study) menée par Easton et coll. en 2007 a notamment révélé 1’existence de
polymorphismes mononucléotidiques sur les génes codants les RCPG dont la présence est
corrélée a une ¢lévation du risque d’apparition de cancers. A titre d’exemple, le polymorphisme
du récepteur de type 1 de la mélanocortine (MC1R) est associé a une augmentation de la
prolifération de cellules tumorales de cancer de la peau (Demenais et al., 2010).

Références
Beaino et al., 2015 ; Seong et al., 2016 ;

Récepteurs

Origine tumorale

a-MSH MSHR Peau Chou et al., 2013
Angiotensine 11 AT1 Sein, prostate, pancréas, ovaire, | Hoshino et al., 2011 ; Arrieta et al., 2015 ;
cerveau, colon Chen, 2017
GRPR; . , . .
Bombésine, GRP NMBR : Prostate, sein, pancréas, Zhang et al., 2007b ; Lee et al., 2010 ;
BBs poumon, colon, estomac Morgat et al., 2017
- . Seufferlein et Rozengurt, 1996 ; Yu et al,,
Bradykinine Bi2 Poumon, sein, prostate 2014a : Lin etal., 2015
CCK, gastrine, CCK Poumon, ovaire, pancréas, Rozengurt et al., 2002 ; Kaloudi et al., 2015 ;
pentagastrine 12 estomac, colon, glie cérébrale Smith et al., 2016
. R Muller et al., 2001 ; Balkwill, 2004 ;
CCL1 (IL-8) CCRS8 Sein, peau, téte et cou, peau Olkanud et al., 2009
CCL21 CCRY Sein, estomac, téte et cou Maller etal., 2001 ; Ishigami et al., 2007 ;
Basheer et al., 2018
CXCL1, CXCL2, R Keane et al., 2004 ; Unver et al., 2015 ;
CXCL3 CXCR2 Poumon, téte et cou, estomac Wang et al., 2015

CXCL12 (SDF-1) | CXCR4

Sein, prostate, poumon, colon

Pan et al., 2006 ; Domanska et al., 2013 ;
Amara et al., 2015

Endothéline 1 ETag

Prostate, colon, ovaire, estomac

Kim et al., 2005 ; Tsai et al., 2015
Rosano et al., 2017
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.. Porter et Ben-Josef, 2001 ; Ghinea et al.,
FSH FSHR Prostate, thyroide 2015 ; Pawlikowski et al., 2015
. R . He et al., 2009 ; Wei et al., 2014 ;
G-1, cestradiol GPER Endomeétre, prostate, sein Shang et al., 2015
. R Seufferlein et Rozengurt, 1996 ; Medeiros et
Galanine GAL-R13 Poumon, téte et cou al., 2015 : Yamamoto et al., 2017
. . Deivaraju et al., 2016 ; Gupta et al., 2017 ;
LHRH LHRHR Sein, prostate, ovaire Schally et al., 2017
. - Yang et al., 2005 ; Zhang et al., 2007a ;
LPA LPAR1-3 Colon, ovaire, prostate, sein Shida et al.. 2008
. . Sarvi et al., 2014 ; Li et al., 2015 ;
Neuropeptide Y Y15 Sein, prostate, poumon Galli et al., 2015 ;
Neurotensine NTR Peau, du cerveau, sein, Guhaetal., 2003 ; Liu et al., 2017 ;
13 pancréas, prostate, colon Qiuetal., 2017
. Récepteurs de R . Zhong et al., 2010 ; Jeon et al., 2016
Ocytocine Iocytocine Endometre, sein Xu et al., 2017 ;
Endorphine, . . e .
) - Récepteurs aux | Poumon, neuroblastomes, sein, | Zylla et al., 2013 ; Singleton et al., 2014 ;
enképhaline, ] ’
. opioides prostate Li et Low, 2017
dynorphine
Platelet- . Jongsma et al., 2011 ; Ong et al., 2017 ;
activating factor PTAFR Sein, du cerveau, poumon Serio et al., 2018
Prostaglandine E Ep Colon, sein, prostate, estomac, Mazhar et al., 2006 ; Prima et al., 2016 ;
9 2 24 téte et cou Wang et al., 2017
Somatostatine sstus TNE, TNE-GEP, TNE-B, Bagm et al., 2016 ; Ben-Shlomo et al., 2017 ;
cerveau, peau Reidy et al., 2017
. R Shida et al., 2008 ; Liu et al., 2012 ;
S1P S1P123 Colon, sein, prostate, téte et cou Bi et al., 2014
. Sein, colon, téte et cou, du rein, | Hernandez et al., 2009 ; McCoy et al., 2012 ;
Thrombine PAR-1 du cerveau, pancréas Shirai et al., 2017
. . Campling et al., 1995 ; Pifano et al., 2017 ;
Vasopressine V123 Poumon, prostate, sein Pifano et al., 2018
PACAP. VIP VPAC:12; Estomac, colon, pancréas, Gutiérrez-Cafias et al., 2003 ; Moody et al.,
! PAC:1 poumon 2003 ; Moody et Jensen, 2016

Tableau 1. Principaux couples RCPG/ligands surexprimés dans des tumeurs solides chez
I’Homme. Un nombre croissant de publications plaide en faveur de la surexpression de RCPG au sein
de tumeurs d’origines trés variées, suggérant leur recrutement dans 1’induction et/ou le développement
tumoral. a-MSH : a-melanocyte stimulating hormone ; AT1 : récepteur de type 1 de ’angiotensine 1I ;
B : récepteur de type 1 ou 2 de la bradykinine ; CCK3 : récepteur de type 1 ou 2 de la CCK ; CCL1
(IL-8) : interleukine-8 ; CCL21 : chimiokine au motif C-C 21 ; CCR7,8 : récepteur de type 7 ou 8 aux
chimiokines motif C-C ; CXCL1,2,3,12 : chimiokine de type 1, 2, 3 ou 12 motif C-X-C ;
CXCR2,4 : récepteur de chimiokines de type 2 ou 4 motif C-X-C ; ETag : récepteur de type A ou B de
I’ET-1; EP,4 : récepteur de type 2 ou 4 de PGE; ; FSH : follicle stimulating hormone ; FSHR : récepteur
de la FSH ; G-1: ligand du GPER ou GPR30 ; GAL-R1.3: récepteur de type 1, 2 ou 3 de la galanine ;
GPER : G-protein coupled estrogen receptor ; GRP : gastrin-releasing peptide ; GRPR : récepteur du
GRP ; LHRH : luteinizing hormone releasing hormone ; LHRHR : récepteur de la LHRH ; LPA : acide
lysophosphatidique ; LPAR13 : récepteur de type 1, 2 ou 3 du LPA ; NMBR : récepteur de la NMB ;
NTRi3 : récepteur de type 1, 2 ou 3 de la neurotensine ; MSHR : melanocyte stimulating
hormone receptor ; PACAP : pituitary adenylate-cyclase activating peptide ; PAC; : récepteur de type
1 du PACAP ; PTAFR : récepteur du PAF ; S1Pi,3 : récepteur de type 1, 2 ou 3 de la S1P ;
sstis : récepteur de type 1, 2, 3, 4 ou 5 de la somatostatine ; V123 : récepteur de type 1, 2 ou 3 de la
vasopressine ; VIP : vasoactive intestinal polypeptide ; VPAC: : récepteur de type 1 ou 2 du VIP ;
Y15 récepteur de type 1, 2, 4, ou 5 du NPY.
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2.1 La croissance et la prolifération tumorale induites par les
RCPG

Depuis une trentaine d’années, de nombreux RCPG et leur(s) ligand(s) associé(s) sont
connus pour avoir un réle pro-mitotique, en controlant le cycle cellulaire ou stimulant
I’expression de facteurs pro-oncogéniques, la synthése d’ADN et la prolifération cellulaire
(Chambard et al., 1987 ; Ghanemi et al., 2013 ; Singh et al., 2015). L’effet pro-mitotique du
sérum bovin feetal sur les cellules en culture est dans un premier temps expliqué par la présence
de I’acide lysophosphatidique (LPA) qui active la famille des lysophosphatidic acid receptors
(LPAR) et permet le recrutement de la voie Gas (Chambard et al., 1987 ; Pouysségur et al.,
1988 ; van Corven et al., 1989). Depuis ces travaux, I’implication de ligands de RCPG a été
mise en évidence dans le recrutement de cette voie, e.g. la substance P et la substance K (Nilsson
et al., 1985), la thrombine (Paris et Pouysségur, 1986 ; Vouret-Craviari et al., 1993) ou encore
la bombésine (BBN) (Rozengurt et Sinnett-Smith, 1983 ; Letterio et al., 1986). Classiquement,

ces mécanismes sont en partie relayés par les MAPK (Franco et al., 2017) (Fig. 5A).

Les MAPK constituent une famille de sérine/thréonine kinases impliquées dans la
transduction de signaux externes régulant la prolifération, la division et la différenciation
cellulaires, et ce, via la translocation nucléaire de certaines d’entre-elles conduisant a
I’activation de facteurs de transcription (Naor et al., 2000 ; Roux et Blenis, 2004). Les premieres
MAPK découvertes et les plus étudiées sont les ERK 1 et 2 (également appelées p44maPK et
p42maK respectivement), initialement connues pour étre activées par des facteurs de croissance
tels que I’epidermal growth factor (EGF), le platelet-derived growth factor (PDGF) ou le
fibroblast growth factor (ou FGF) dont les récepteurs appartiennent a la famille des RTK

(Pawson, 1995 ; Pandey et al., 2016 ; Imperial et al., 2017).
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Figure 5. Différentes voies associées a l’activation de RCPG dans la modulation de la
prolifération/survie cellulaire. A. Recrutement de facteurs de transcription associés a la prolifération
cellulaire. L’inhibition de GSK-3p via la voie PI3K/Akt permet de lever sa propre inhibition sur CREB.
B. La voie PI3K/Akt induit également I’inhibition de Bad normalement impliqué dans les mécanismes
apoptotiques, entrainant donc une diminution de 1’apoptose. C. De nombreux ligands et leurs RCPG
associés sont capables de recruter directement ou indirectement les MAPK impliguées dans la régulation
du cycle cellulaire et notamment dans le passage de la phase Go a la phase S correspondant a la
duplication du génome. Akt (ou PKB) : protéine kinase B ; AMPc : adénosine monophosphate
cycliqgue ; Angll : angiotensine Il ; Bad : Bcl-2-associated death ; B-ARR : B-arrestine ;
BBN : bombésine ; BDK : bradykinine ; Cas3,9 : caspase 3 ou 9 ; CCK : cholécystokinine ; CREB :
cAMP response element-binding protein ; CytoC : cytochrome C ; DAG : diacylglycérol ;
ET-1 : endothéline-1 ; EGFR : récepteur de ’EGF ; GSK-3B : glycogen synthetase kinase 38 ;
IP5 : inositol trlphosphate MAPK : mitogen-activated protem kinase ; mTOR : mammalian target of
rapamycin ; NF-kB : nuclear factor xB ; p70%K : ribosomal protein S6 kinase beta-1 ;
PI3K : phosphoinositide 3-kinase ; PIP, : phosphatidylinositol 4,5-biphosphate ; PLC : phospholipase
C ; PKA : protéine kinase A ; PKC : protéine kinase C ; PKD : protéine kinase D.
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Le lien entre les RCPG et I’activation des MAPK est cependant longtemps resté
incompris, mais il a été démontré a la fin des années 90 que nombre de ligands de RCPG sont
capables d’activer la voie ERK 1/2 dans certaines circonstances, via notamment la
transactivation de I’EGFR, dont la présence est parfois indispensable pour 1’activité pro-
mitotique des RCPG (Gutkind, 1998 ; Carpenter, 1999 ; Prenzel et al,. 1999). La transactivation
est rendue possible grace a I’augmentation rapide de 1’activité kinase de la famille c-Src induite
par des agonistes de RCPG, et liée au recrutement des B-ARR (Rodriguez-Fernandez et
Rozengurt, 1996 ; Luttrell, 1999 ; Cao et al., 2000) mais également via les voies Gas et Gai (Ma
et Pei, 2007). Cette derniére observation a été confirmée pour d’autres ligands, tels que 1’ AnglIl
(Sadoshima et al., 1995), I’ET-1 (Wang et al., 1992 ; Cazaubon et al., 1993), I’ocytocine
(Ohmichi et al., 1995), la BBN (Pang et al., 1993), la thyrotropin-releasing hormone (Ohmichi
et al., 1994) ou la gonadotropin-releasing hormone (Sim et al., 1995). Ces voies peuvent
également faire le relais de la voie phosphoinositide 3-kinase (PI3K) / protéin kinase B (Akt)
conduisant a I’inhibition de I’apoptose suite a I’activiation de certains RCPG (Sadoshima et al.,

1995 ; Pang et al., 1993) (Fig. 5B).

Plus classiquement, de nombreux neuropeptides mitotiques tels que 1’ Angll, la BBN ou
I’ET-1 sont capables de recruter la voie PLC/PIP2/DAG pour activer une protéine kinase C
(PKC), conduisant a la phosphorylation de la voie MEK/ERK (MEK : MAPK kinase) et du
complexe mTOR/p70%%K (MTOR : mammalian target of rapamycin), responsables de
I’augmentation de I’expression de génes de régulation du cycle cellulaire et de réponse précoce
(tels que FOS, JUN, MYC) (Rozengurt, 1986 ; 1998 ; 2002). Le DAG est également responsable
de I’activation de la protéine kinase D (PKD), notamment connue pour son rdle dans la
stimulation de la synthése d’ADN et dans la prolifération cellulaire (Zhukova et al., 2001) (Fig.

5C).
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Le mécanisme d’activation des MAPK est déterminé par le RCPG impliqué, le type de
sous-unités recrutées ainsi que par le type cellulaire concerné. C’est pourquoi certains génes
codant des RCPG (mutés ou non) et leurs protéines G associées ont été isolés a partir de tumeurs
humaines (Gutkind, 1998), dont les ligands jouent un réle majeur dans la mise en place de
boucles autocrines et/ou paracrines impliquées dans la croissance de tumeurs solides
(Rozengurt, 1999). Dans de nombreux carcinomes, la BBN, la bradykinine, la cholécystokinine
(CCK), la galanine, la gastrine, la neurotensine ou la vasopressine sont connues pour provoquer
une élévation de la [Ca®**]c et l’activation de la voie PKC/PKD, permettant directement le
recrutement de la voie Raf-1/Ras/ERK (Cai et al., 1997) et/ou indirectement via la guanine
nucleotide exchange factor (GEF) de type son of sevenless - growth factor receptor-bound

protein 2, conduisant a la prolifération cellulaire mais aussi a leur migration au travers de

I’activation de leurs RCPG respectifs (Rozengurt, 1999) (Tab. 2).

VBT Type de | Lignée
RCPG Ligand Fonction rincipales de . Références
9 principales cancer | cellulaire
signalisation
Récepteurs aux peptides ‘
EGFR, ERK1/2 Sein Primaire Greco et al. 2003
Ca?*, PKC, ERK2 MCF-7 Muscella et al., 2002 ; 2003
MAPK, STAT3 PC-3 Uemura et al., 2011
Prostate -
LNCaP Hoshino, 2010
. LN-18 Juillerat-Jeanneret et al.,
Gliome
L LN-308 2003
Prolifération 1 n.d.
PANC-1
AT1 Angll MIAPaCa-2 Fujimoto, 2001
Capan-2
HPAF-II
MAPK Pancréas AsPC-1
PANC-1
Amaya, 2004
HPAF-II
Apoptose | NF-xB AsPC-1
PANC-1
. LN-18 Juillerat-Jeanneret et al.,
. . n.d. Gliome
AT2 Angll Prolifération 1 LN-308 2003
MAPK Sein MCF-7 Greco et al., 2003
NCI-H345 .
B.. Bradykinine | Prolifération 1 PKC, ERK2 NCI-H69 Se”ﬁer'e'qgégozengurt'
Poumon NCI-510A
CCK, CcK Prolifération 1| "o PKDLEAK nd. Rozengurt et al., 2002
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AR42] (R) Blackmore et Hirst, 1992
Prolifération 1 SW 1990 Smith et al., 1990
H2T (H) Rehfeld et Solinge, 1994
Pancréas SLU-048 Hudd et al., 1989
Co-3 Sumiyoshi et al., 1984
CCK, CCK Prolifération = n.d. y
PANC-1
Hudd et al., 1989
MIAPaCa-2
SC-6-JCK Yasui et al., 1986
Proliférati N
roliferation | Estomac SL(UM())77 Hudd et al., 1989
Gastrine MNK45 Watson et al., 1989
AKﬁ;I’lOL Svet-Moldavsky et al., 1980
CCK; . Prolifération 1 n.d. CcX1
Pentagastrine Colon Smith et Solomon, 1988
X56
SW 403 Remy-Heintz et al., 1993
CT26 Szabo et al., 2000
Prolifération 1 WiDr Smith et al., 1993
MC 26 (M) Winsett et al., 1986
Pentagastrine AKﬁ;I;OL Svet-Moldavsky et al., 1980
CCK, nd. St-15 Sumiyoshi et al., 1984
Colon LoVo -
Prolifération ~ LS174T Mierkoster et al., 2005
HT-29
. Watson et al., 1989
Gastrine LoVo
MC 26 (M) Graffner et al., 1992
ET Prolifération 1 1 p-caténine, TCF-4 HT-29 Kim et al., 2005
? Apoptose = nd Primaires Nelson et al., 1996
h n.d. Nelson, 2003
IGF-I-11, PDGF, Primaires
ET-1 BFGF, EGF
ETa Prolifération 1 EGF. BFGF Prostate LNCaP
EGF. IGF-1.11 PPC-1 Nelson et al., 1996
IGF-1,11, PDGF PC-3
ETs Prolifération = n.d. Primaires
. e NCI-H69 Seufferlein et Rozengurt,
GAL-R;; Galanine Prolifération 1 n.d. Poumon NCI510 1996
MDA-1483
a Zhang et al., 2007b
Teteet T om-228 9
nd Primaire Lango et al., 2002
o Neuro- SK-N-SH Leeetal., 2013
blastome Primaire Lawlor et al., 1998
GRP Ovaire 0OV-1063 Sun et al., 2000
) ) n.d. Cuttitta et al., 1985
GRPR Prolifération 1
COR-L47
COR-L27
Boucle autocrine COR-L42
u utocri
COR-L103
MOR
COR-L88
GRP/NMB Poumon
NCI-H345 Cardona et al., 1991
COR-L51
NCI-H69
. . . POC
GRPR GRP/NMB Prolifération 1 Boucle autocrine
COR-L24
COR-L23
BEN
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Seufferlein et Rozengurt,

GRPR Bombésine PKC, ERK2 Poumon NCI-H345 1996
PANC-1
Prolifération CFPAC-1
GRPR/NMBR n.d. n.d. Pancréas Capan-1 Szepeshazi et al., 2005
Capan-2
Prolifération = MIAPaCa-2
ERK1/2 Pancréas PANC-1 Guha et al., 2003
. . n.d. Prostate PC-3 Seethalakshmi et al., 1997
NTR Neurotensine Prolifération 1 NCI-H345 Seufferlein et Rozengurt
PKC, ERK2 Poumon '
NCI-H69 1996
n.d. Sein MCF-7 Boire et al., 2005
1 B-caténine Primaire Yin et al., 2006
PAR-1 Thrombine Prolifération 1 HT-29
MEK, ERK1/2 Colon Darmoul et al., 2003
LoVo
MEK, ERK1/2 Colon HCT-116 Darmoul et al., 2003
PAR-1 Thrombine Prolifération 1 MAPK Téteet | 686LN-M3e Liu stal., 2001
n.d. cou JHU-22
Vi
Vs Boucle autocrine NCI-H82 North et al., 1998
Vo Vasopressine | Prolifération 1 Poumon
v PKC, ERK2 NCI-H345 Seufferlein et Rozengurt,
NCI-H510 1996

Récepteurs aux lipides bioactifs ‘

Hs 578T
COX-2 MDA-MB- Mazhar et al., 2006
. 231
Sein —
AMPc, PKA Primaire Chang et al., 2005
Prolifiration n.d. Mngle' Tjandrawinata et al., 1997
1 B-caténine, | APC Primaire Hull et al., 2004
LS174T Wright et al., 2000
EP, PGE, n.d. Colon HT-29 Colucci et al., 2005
DiFi Tjandrawinata et al., 1997
Apoptose | 1 Bel-2 HCA-7 Sheng et al., 1998
poprose n.d. CT 26 (M) Reinmuth et al., 2003
iférati COX PC-3 . .
Prolifération Prostate Tjandrawinata et al., 1997
1 n.d. LNCaP
Téte et .
Apoptose | 1 Bel-2 cou Echantillons Lin etal, 2002
AMPc, PI3K, PKA Estomac Hoshino et al., 2003
I Gupta et al., 2001
Prollf?ratlon AMPc, PI3K, Akt n.d. Hull et al., 2004
Sheng et al., 2001
EP, PGE; nd. LS174T Belley et Chadee, 1999
Apoptose | 1 Bel-2 HCA7 Sheng et al., 1998
AMPc, PI3K, PKA Echantillons Hoshino et al., 2003
iférati HCT-116
LPAR, Prolifération nd.
- LSL74T Yang et al., 2005
PKC, GSK-3B, B- Colon HCT-116 getal,
caténine LS174T
LPAR,
HCT-116
MAPK, PKC, KLF5
SW 480
LPA Zhang et al., 2007
Prolifération HCT-116
T LS174T
LPAR; nd.
SW 480
Yang et al., 2005
LoVo
. Ovaire n.d. .
LPAR 4. Boucle autocrine Mills et Moolenaar, 2003
Prostate n.d.
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Prolifération SphK1 Sein MCF-7 Shida et al., 2008
S1P; S1P 1
Apoptose | n.d. Colon LoVo Liu et al., 2012
Récepteurs aux protéines ‘
Survie
CXCR2 n.dt 1 LLC (M) Keane et al., 2004
n.d. Poumon
CXCR4 SDF-1 Prolifération NCI-H69 Kijima et al., 2002
T AMPc, PI3K, Akt,
FSHR FSH ERK1/2 Prostate n.d. Porter et Ben-Josef, 2001
Autres récepteurs ‘
Prolifération MAPK/ERK Endométre |—R=2>2 He et al., 2009
T KLE
GPER G-1 Prolifération ERK1/2, p21 Prostate PC-3 Chan et al., 2009
! Ras, Raf, ERK1/2 . MDA-MB- .
Sein Wei et al., 2014
Apoptose 1 p53, Cas3, Cas9 231

Tableau 2. Revue non exhaustive de ligands et de leur(s) RCPG associé(s) dans la modulation de
la prolifération et/ou de ’apoptose de lignées tumorales (humaines ou animales. A. Représentation
schématique des étapes de I’invasion et de la migration tumorales. En réponse a un gradient
chimioattractant, une cellule tumorale se détache et adhére a la MEC. La production de MMP et d’uPA
permet de dégrader la MEC pour progresser vers la source d’attraction. B. Représentation schématique
des étapes de la production de métastases. En réponse a un gradient chimioattractant, une cellule
tumorale est capable de migrer et de rejoindre un vaisseau sanguin par intravasation et de produire des
métastases. COX-2 : cyclooxygénase-2 ; CXCR4 : récepteur de chimiokines de type 4 motif C-X-C ;
EP, : récepteur de type 2 de PGE; ; GRP : gastrin-releasing peptide ; GRPR : récepteur du GRP ;
HIF-1a : hypoxia inducible factor-1a ; MEC : matrice extracellulaire ; MMP-2,9 : métalloprotéinase
matricielle de type 2 ou 9 ; NF-kB : nuclear factor «B ; PGE; : prostaglandine E2 ; SDF-1 : stromal-cell
derived factor 1 ; uPA : urokinase-type plasminogen activator.
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2.2 La migration et I’invasion tumorale induites par les RCPG

La migration est un processus qui peut se décomposer en cing étapes principales :
polarisation, apparition de protrusions a I’avant de la cellule, formation d’adhésions stabilisant
ces protrusions, contraction-traction a partir des adhésions, et rétractation du pdle arriére de la
cellule (Lauffenburger et Horwitz, 1996) (Fig. 6). Le Dictyostelium discoideum, un eucaryote
unicellulaire du groupe des amibes, a notamment servi de modéle pour étudier la migration
directionnelle en réponse a un gradient chimioattractant d’AMPc (Servant et al., 2000). La
migration cellulaire intervient dans plusieurs processus physiologiques et pathologiques tels
que I’embryogenese, la surveillance immunitaire, I’invasion tumorale ou [’apparition de

métastases (Chen, 2017 ; Nieto Gutierrez et McDonald, 2018).

Signal
Adhésions Q ™ ™ ()
MEC

1. Polarisation 2. Protrusion 3. Adhésion

4. Contraction et traction 5. Rétractation

Figure 6. Représentation schématique des cing principales étapes de la migration cellulaire. Suite
a la détection d’un signal, la cellule se polarise (1) et émet des protrusions a 1’avant (2). La formation
de nouvelles adhésions (3) permet la contraction (4) et la traction de la cellule suivie de la rétractation
(5) du pdle caudal. MEC : matrice extracellulaire.

L’ensemble des événements liés a la migration cellulaire a été regroupé dans le concept
du « directionnal sensing » (Meili et Firtel, 2003). Celui-ci implique la détection d’un signal
extracellulaire par des récepteurs membranaires tels que des RCPG et/ou RTK, permettant de
déclencher la polarisation des cellules. La stimulation focalisée de ces récepteurs entraine une

cascade de signalisation intracellulaire impliquant la PI3K, responsable de I’accumulation de
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phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate (PIP3) a I’avant de la cellule et I’activation de
guanosines GTPases de type Rho, Rac et cell division control protein 42 (Cdc42) via le
recrutement de GEF (Servant et al., 2000 ; Huang et al., 2003). Ces dernieres interagissent avec
des protéines effectrices, et sont responsables de la polymérisation de I’actine a I’avant de la
cellule (Takai et al., 2001). D’autres études ont par ailleurs montré que 1’activation de ces
GTPases ne dépend pas seulement du PIPs produit par la PI3K. En effet, Li et coll. ont montré
en 2003 que le complexe Py peut interagir avec la sérine/thréonine kinase p21 activated kinase
(PAK1) qui stimule la GEF PAK-associated guanine nucleotide exchange factor, elle-méme
responsable de I’activation de Cdc42. Rac permet quant a lui de favoriser la polymérisation de
I’actine a ’avant de la cellule (mécanisme indispensable a la mise en place des protrusions
cellulaires) et entraine une boucle de rétrocontrdle positive sur la PI3K (Etienne-Manneville et
Hall, 2002). Il existe par ailleurs un rétrocontrole négatif qui implique la phosphatase and tensin
homolog (PTEN), capable de réduire I’impact de la PI3K en hydrolysant le PIP3 en arriéere et
sur les faces latérales de la cellule polarisée (Sansal et Sellers, 2004). Des études ont ainsi révélé
que ’absence de PTEN dans certaines cellules entraine des défauts de polarisation et de
migration, faisant de PTEN un suppresseur de tumeurs majeur (Funamoto et al., 2002 ; lijima

et al., 2002).

Nécessaires a la migration cellulaire, les protrusions existent sous cing formes : les
lamellipodes, les filopodes, les blebs, les invadopodes et les podosomes (pour revue, Ridley,
2011). Les lamellipodes sont formés par la polymérisation continue des filaments d’actine a
I’avant des cellules ; les filopodes correspondent a des extensions exploratrices formées de
filaments paralléles d’actine ; les blebs sont des structures sphériques riches en myosine qui
apparaissent lors de la division ou de la migration ; les podosomes et invadopodes sont des

structures riches en actine situées a la membrane des cellules et qui ont un contact étroit avec
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la matrice extracellulaire (MEC). Pour rappel, la MEC est principalement composée de

protéoglycanes et de protéines fibreuses ; elle joue un réle crucial dans 1’adhésion des cellules

(Jarvel&inen et al., 2009) (Fig. 7).

Invadopode Podosome Lamellipode Filopode

Figure 7. Représentation schématique des différents types de protrusions cellulaires.
Les lamellipodes permettent la migration a 1’avant des cellules (1) (extrait de Nardo et al., 2005), les
filopodes correspondent a des extensions exploratrices (2) (extrait de Collart-Dutilleul et al., 2014), les
podosomes (3) (extrait de Luxenburg et al., 2007) et les invadopodes (4) (extrait de Schoumacher et al.,
2011) sont des structures riches en actine situées a la membrane ventrale des cellules trés au contact de
la MEC, les blebs apparaissent lors de la division cellulaire (5) (extrait de Paluch et al., 2006).
MEC : matrice extracellulaire.

Les podosomes et les invadopodes peuvent dégrader la MEC en régulant la sécrétion et
’activation de protéases telles que les MMP, permettant ainsi aux cellules de franchir la barriere
tissulaire dans un contexte physiologique ou physiopathologique (Sibony-Benyamini et Gil-
Henn, 2012). En effet, les podosomes sont des structures principalement présentes sur les
cellules saines a motilité potentiellement élevée, telles que les monocytes (Gaidano et al.,
1990), les macrophages (Linder et Kopp, 2005) ou encore les cellules endothéliales (Moreau et
al., 2003). Les invadopodes sont quant a eux présents sur les cellules cancéreuses, qu’elles
proviennent de mélanomes (Monsky et al., 1994) ou de carcinomes de sein (Coopman et al.,
1998). Ces deux protrusions apparaissent selon un processus similaire, en réponse a un stimulus

pro-migratoire.
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11 est aujourd’hui largement établi que de nombreux ligands de RCPG jouent un role
majeur dans la migration et I’invasion cellulaires liées a la tumorigenése, et dans les processus
de production de métastases. Parmi eux figurent par exemple le stromal cell-derivated factor-1

(SDF-1), I’ Angll ou encore la bradykinine.

Selon la nature et le mode d’action de ces molécules, on distingue notamment les
chimiokines et les lipides bioactifs. Les premiéres chimiokines deécrites, telles que
I’interleukine-8 (IL-8), se caractérisent par les propriétés pro-migratoires qu’elles exercent sur
des cellules du systeme immunitaire (Baggiolini et al., 1989). Les chimiokines et leurs
récepteurs sont impliqués dans de nombreuses pathologies, comme les maladies auto-immunes
(Godessart et Kunkel, 2001), les troubles cardiovasculaires (Charo et Taubman, 2004) et le
cancer (Vicari et Caux, 2002). Le couple SDF-1/ récepteur de chimiokine de type 4 motif
C-X-C (CXCR4) est I'un des plus étudiés dans la migration cellulaire et les processus
métastatiques de nombreux cancers a tumeurs solides, notamment dans le carcinome du sein
(Helbig et al., 2003 ; Lee et al., 2004), de poumon (Phillips et al., 2003), de rein (Pan et al.,
2006), de prostate (Taichman et al., 2002) et dans les processus invasifs des gliomes (Ehtesham
et al., 2006). Il a été observé par exemple que SDF-1/CXCR4 relaye I’invasion de cellules
tumorales en stimulant I’activation de molécules d’adhésion comme les intégrines ovp3 (Zheng

et al, 1999) (Fig. 8).

~ A4~
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Figure 8. Représentation schématique des différentes étapes clés de I’invasion, de la migration et
de la production de métastases au travers de l’implication des RCPG. A. Représentation
schématique des étapes de I’invasion et de la migration tumorales. En réponse a un gradient
chimioattractant, une cellule tumorale se détache et adhére a la MEC. La production de MMP et d’uPA
permet de dégrader la MEC pour progresser vers la source d’attraction. B. Représentation schématique
des étapes de la production de métastases. En réponse a un gradient chimioattractant, une cellule
tumorale est capable de migrer et de rejoindre un vaisseau sanguin par intravasation et de produire des
métastases. COX-2 : cyclooxygénase-2 ; CXCR4 : récepteur de chimiokines de type 4 motif C-X-C ;
EP, : récepteur de type 2 de PGE; ; GRP : gastrin-releasing peptide ; GRPR : récepteur du GRP ;
HIF-1a : hypoxia inducible factor-1a ; MEC : matrice extracellulaire ; MMP-2,9 : métalloprotéinase
matricielle de type 2 ou 9 ; NF-xB : nuclear factor B ; PGE; : prostaglandine E2 ; SDF-1 : stromal-cell
derived factor 1 ; uPA : urokinase-type plasminogen activator.
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Les lipides sont les constituants majeurs de la membrane cellulaire. Certains d’entre eux
sont appelés lipides bioactifs, car ils ont la particularité d’exercer des effets biologiques. C’est
le cas de la prostaglandine E> (PGE>) qui stimule la motilité de cellules de carcinome colorectal
(Sheng et al., 2001) via le récepteur de type 4 de PGE> (EP4), ou encore le platelet-activating
factor (PAF) qui stimule la migration de cellules issues de carcinomes du sein au travers du
PAF receptor (PTAFR) (Bussolati et al., 2000). De méme, le LPA exerce des effets pro-
migratoires sur des cellules souches mésenchymateuses (Pébay et al., 2007), des cellules
tumorales de prostate (Hao et al., 2007) et des cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV),
recrutées pour la néoangiogenese tumorale (Shahi et Pineda, 2008). Il a également été observé
que le sphingosine-1-phosphate (S1P) stimule la migration de cellules endothéliales vasculaires
(Okamoto et al., 2000) et de CMLYV (Fegley et al., 2003) par I’activation des récepteurs de type
1 et 3 de S1P (S1P1;3) (Kimura et al., 2000) tandis qu’il inhibe celle de neutrophiles (Kawa et
al., 1997) et de myoblastes (Becciolini et al., 2006) via I’activation du S1P> particulierement

exprimé dans ces cellules (Ryu et al., 2006 ; Arikawa et al., 2003).

Enfin, de nombreux peptides vasoactifs jouent aussi un rdle important sur la migration
cellulaire. 11 s’agit, sans étre exhaustif, de 1’Angll, de la bradykinine, de la substance P, du
vasoactive intestinal polypeptide (VIP), de la neurotensine, du neuropeptide Y (NPY), de
I’atrial natriuretic peptide, de 1'urotensine II (UIIl), de ’ET-1 ou de I’adrénomédulline.
Au-dela de leurs propriétés vasoactives, ces peptides modulent la migration des cellules
endothéliales, vasculaires lisses et/ou les cellules du systéme immunitaire, jouant ainsi un role
majeur dans les processus de tumorigenése (Bar-Shavit et al., 2016 ; Ouyang et al., 2017 ;
Nogues et al., 2018). A titre d’exemple, I’ AnglI agit sur la migration de CMLV (Mugabe et al.,
2010), ’ET-1 stimule la migration de cellules endothéliales (Daher et al., 2008), le NPY exerce

des effets pro-migratoires sur des cellules issues d’un carcinome du sein (Medeiros et al., 2012),
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tandis que la bradykinine agit sur I’invasion et la migration de cellules tumorales de prostate

(Yuetal., 2013).

Les données de la littérature montrent que la plupart des protéines G peuvent étre
sollicitées dans le mécanisme de migration cellulaire (Rozengurt et al., 2002 ; Cotton et Claing,
2009 ; Ganguly et al., 2011). Le recrutement de Gayq et de la voie PLC/PIP,/IP3/Ca?* permet
d’agir sur la calmoduline et sur le remodelage des filaments d’actine. C’est par exemple la voie
relayée par le récepteur de I’ocytocine pour stimuler la migration des cellules HUVEC (human
umbilical vein endothelial cell) (Cattaneo et al., 2008), tout comme le LPA permet la migration
de CMLV via la voie ERK1/2 recrutée par Gag (Kim et al., 2006). Cela a également été
démontré dans le cas de la liaison de la thrombine avec le protease activated receptor 1 (PAR-1)
(Austin et al., 2013), relayant I’invasion tumorale en favorisant le détachement et la migration
de cellules cancéreuses épithéliales, et I’implantation de métastases (Boire et al., 2005 ; Elste
et Petersen, 2010 ; McCoy et al., 2012). Enfin, le récepteur orphelin GPR116 joue un role
important dans la migration de cellules MDA-MB-231 (une lignée tumorale du cancer du sein),
au travers de ’activation de la voie Gag/p63RhoGEF-RhoA/Rac connue pour stimuler la voie

ROCK pendant le processus de migration tumoral (Tang et Han, 2013).

D’autres types de sous-unités Ga peuvent étre impliqués dans ces processus. C’est le
cas de Gas sollicitées par le GPR30 ou G-protein coupled estrogen receptor (GPER), un
médiateur de nombreuses réponses biologiques relayées par les cestrogeénes (Berger et al.,
2013). Son activation par le ligand G-1 entraine le recrutement de la voie
AC/AMPCc/PKA/Cdc42 impliquée dans la polarisation cellulaire via la polymérisation d’actine
et la formation de protrusions ; le lien entre la PKA et le Cdc42 reste encore discuté (Feoktistov
et al., 2000 ; Tatin et al., 2006 ; Prossnitz et Maggiolini, 2009). L’activation du GPER entraine

le recrutement de la sous-unité Gais associée a la migration et I’adhésion cellulaires des cellules
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SK-BR-3 (une lignée tumorale humaine issue d’un carcinome de sein), relayée en aval par
I’heparin-binding EGF induisant la transactivation de I’EGFR et de la libération de MMP dans
le microenvironnement tumoral (Ge et al., 2012). Cette transactivation de I’EGFR active la voie
MAPK/ERKZ1/2 qui dans ce cas précis freine la prolifération des cellules tumorales au profit de
la migration (Prossnitz et Barton, 2011 ; Filardo et Thomas, 2012). Le LPA précédemment
décrit peut lui-méme transactiver I’EGFR via la voie Gi/Src dans un modele de cancer ovarien
au travers de I’activation du LPAR de type 2 (LPAR-2). De plus, le LPA est capable de
promouvoir la migration et la formation de métastases via le LPAR-1 dans les cellules DLD-1
(lignée tumorale humaine colorectale) (Lee et al., 2006b), les cellules NUGC-3 (lignée
tumorale humaine d’adénocarcinome gastrique) (Shida et al., 2004), et les cellules BT-549,
Hs578T, MDA-MB-231, MDA-MB-157 et T47D (toutes des lignées tumorales humaines
d’adénocarcinomes du sein) (Witt et al., 2006 ; Chen et al., 2007). 1l a notamment été observé
dans ces lignées la formation de fibres de stress d’actine et 1’assemblage de points focaux

d’adhésion par le recrutement de la voie Gai2/13/RhoA/ROCK (Choi et al., 2010).

Dans le cas des peptides vasoactifs, I’AnglI est capable de coupler via AT1 la voie
Gag11, Garons et Gaio (Gasparo et al., 2000 ; Keys et al., 2002) dans plusieurs lignées tumorales
issues de carcinomes de prostate (LNCaP, PC-3) (Daaka, 2004 ; Hoshino et al., 2011 ; Uemura
etal., 2011), de pancréas (PANC-1) (Guha et al., 2003) et dans le cancer du sein (Ruiter et al.,
2011 ; Vinson et al., 2012). Ce couplage est suivi d’une élévation de la [Ca®*]c, du recrutement
de MAPK et de plusieurs tyrosines kinases telles que la Src ou la focal adhesion kinase (ou
FAK) impliquées dans la maturation des points focaux d’adhésion (Gasparo et al., 2000 ; Keys
et al., 2002). Comme plusieurs autres RCPG, AT1 peut stimuler des voies de signalisation
paralleles aux protéines G, par la phosphorylation du RCPG par les GRK et le couplage des

B-ARR qui conduit a I’activation de la voie MAPK, des janus kinases et/ou de signaux
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transducteurs et activateurs de transcription (STAT) impliqués dans I’angiogenése (Tang et al.,

2014 ; Zhao et al., 2014 ; Yu et al., 2015a) (Fig. 9) (Tab. 3).

EP, LPAR S1P, CXCR4
FSHR ET, cxcr4  EGFR - GpRriie

A2 S1p, LPAR, LPAR,

RhoGEF

) £

l Filament d’actine

¢ \4 JV \4
[ Migration cellulaire ]

Figure 9. Représentation schématique des principales voies de signalisation impliquées dans la
migration activées par les RCPG. Les RCPG et leur(s) ligand(s) sont impliqués dans le recrutement
de nombreuses voies de signalisation associées aux différentes sous-unités de protéines G. En modulant
les mécanismes intracellulaires associés, ces cascades d’activation jouent un role majeur dans la
migration et ’invasion cellulaires liées a la tumorigenése. A2 : récepteur de 1’adénosine de type 2 ;
AC : adénylate cyclase ; AMPc : adénosine monophosphate cyclique ; CaM : calmoduline ;
CXCRA4 : récepteur de chimiokines de type 4 motif C-X-C ; DAG : diacylglycérol ; EGFR : récepteur
de ’EGF ; EP4 : récepteur de type 4 de PGE; ; ERK : extracellular signal-regulated kinase ;
ETg : récepteur de type B de I’ET-1 ; FSHR : récepteur de la FSH ; IPs : inositol triphosphate ;
LPAR; : récepteur de type 2 du LPA ; PI3K : phosphoinositide 3-kinase ; PIP, : phosphatidylinositol
4,5-biphosphate ; PIP; : phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate ; PKA : protéine kinase A ;
PKC : protéine kinase C ; PLC : phospholipase C ; RhoGEF : rho guanine nucleotide exchange factor ;
ROCK : rho-associated protein kinase ; S1P1 : récepteur de type 1 ou 2 de la S1P.
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RCPG| Ligand | Fonction | Acteurs principaux

Récepteurs aux peptides

Cancer |

Lignée
cellulaire

Publication

Ovaire SK-OV-3 Suganuma et al., 2005
HCC1428
Invasion 1 . HCC1500
AT1 Angll n.d. Sein Rhodes et al., 2009
BT-549
Hs 578T
Métastases 1 Téte et cou T.Tn Kawamata et al., 2003
. N MDA1483
Invasion 1 n.d. Téte et cou Zhang et al., 2004
GRPR GRP . UM-228
. euro-
Métastases 1 FAK blastome BE(2)-C Kang et al., 2007
. MMP Sein MCF-7 Boire et al., 2005
Invasion 1 - f
MMP-2, MMP-9 Téte et cou 686LN-M3e Liu et al., 2001
MMP-2, PAR-2 Sein MDA-MB-231 Even-Ram et al., 1998
nd Mélanome M24met Shi et al., 2004
Migration 1 o Colon HT-29 Darmoul et al., 2003
PAR-1 COS7
Rho, ERK Rein 3 McCoy et al., 2012
Thrombine transfecte_zes (M) ,
n.d. Echantillons Hernéandez et al., 2009
MMP Sein Kang et al., 2003
. MDA-MB-231 .
Métastases T n.d. Even-Ram et al., 1998
PARD n.d. Mélanome M24met . 000
tal.
PAR-1 . . PC-3 e y
PAR-2 Migration 1 MMP Prostate DU-145

Récepteurs aux lipides

MMP-2, MMP-9, uPA

Métastases 1 COX-2 Poumon Echantillons Hida et al., 1998
. MMP-1, MMP-2 Caco-2 Tsujii et al., 1998
Invasion 1
EP, PGE LS174T Sheng et al., 2001
2 Métastases 1 n.d. CT26 (M) Reinmuth et al., 2003
Colon LS174T Sheng et al., 2001
EP, AMPc, PI3K, Akt n.d. Gupta et DuBois, 2001
DLD-1
NUGC-3 Shida et al., 2008
MKN1
BT-549°
LPAR; n.d. ~
Hs 578T
MDA-MB-157"
o MDA-MB-231"
Migration 1 - T47D"
RhoA Sein BT-20~ Chen et al., 2007
LPA -
MCF-7
MDA-MB-
453"
LPAR, MDA-MB-
nd. 468"
MKN28
Colon Shida et al., 2008
MKN74
LPAR; . Sein MDA-MB-157 Zhang et al., 2007a
Me¢étastases
LPARs Migration | nd. Mélanome B16 Jongsma et al., 2011
PTAFR PAF Migration 1 n.d. Sein n.d. Bussolati et al., 2000
MMP-2, MMP-9 Téte et cou SCC-25 Tamashiro et al., 2014
. | Cadhérine E
S1P, S1P Invasion 1 ERKL/2
’ Colon LoVo Liuetal., 2012
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MKN1
Colon
S1P, Migration 1 Expression de S1P; DLD-1 Shida et al., 2008
Sein MDA-MB-231
s1p S1P Invasion 1 MMP-9, NF-xB Prostate PANC-1 Bietal., 2014
’ Migration | n.d. colon AZ-521
. MKN1 Yamashita et al., 2006
S1P; Migration 1 ERK, Akt -
Pancréas HCG-27
Récepteurs aux protéines
Invasion 1 . MDA-MB-361
CCR7 CcCL21 —— n.d. Sein .
Migration 1 MDA-MB-231 Muller et al., 2001
Migration 1 nd Sein Primaire
- Mélanome n.d. Balkwill et al., 2004
CCR8 CCL1/IL8
Métastases T R UM-SCC-9
IL-1a, IL-6, IL-8 Téte et cou Ondrey et al., 1999
UM-SCC-11B
CCR8 CCL1/IL8 ) IL-1a, IL-6, I1L-8 Téte et cou UM-SCC-38 Ondrey et al., 1999
Meétastases T
CXCR2 n.d. Poumon 3LL (M) Keane et al., 2004
. HNt .
n.d. Téte et cou Almofti et al., 2004
B88
Invasion 1 Sein MDA-MB-361 Miller et al., 2001
ayBs Prostate PC-3 Zheng et al., 1999
n.d. Gliome n.d. Ehtesham et al., 2006
n.d. Smith et al., 2004
Sein MDA-MB-231 .
—— Mdiller et al., 2001
CXCR4 SDF-1 nd Primaire
Migration 1 o Prostate Phillips et al., 2003
Rein n.d. Pan et al., 2006
Prostate Taichman et al., 2002
HIF-1a, EGF Poumon A549 Phillips et al., 2005
Adhésion 1 Akt, kinase p70 S6 NCI-H446
ia lactivati Poumon Kijima et al., 2002
Motilité 1 via 1 actwanon_du NCI-H69 1]
récepteur c-Kit
n.d. n.d. Smith et al., 2007
. MMP, IL-6 Endomeétre RL95-2
Invasion 1 He et al., 2009
GPER G-1 n.d. KLE
Trans. EGFR
MCF-7 Shang et al., 2015
ERK, Akt Sein
Migrati
Gl'ig n.d. igration T RhoA, Rac, ROCK MDA-MB-231 Tang etal., 2014

Tableau 3. Revue non exhaustive de ligands et de leur(s) RCPG associé(s) dans la modulation de
Pinvasion/migration cellulaires et de la production de métastases a partir de lignées tumorales
(humaines ou animales). Les lignées tumorales marquées par (*) présentent un effet pro-migratoire a
0,1 uM et anti-migratoire a 1 uM tandis que les lignées tumorales marquées par (**) présentent un effet
pro-migratoire a 1 uM mais aucun effet a 0,1 uM. Les caractéristiques des lignées cellulaires citées sont
disponibles dans la liste des lignées cellulaires. Akt : protéine kinase B ; AMPc : adénosine
monophosphate cyclique ; Angll : angiotensine Il ; AT1 : récepteur de type 1 de I’Angll ;
CCRY : récepteur de type 7 aux chimiokines motif C-C ; CCL1,21 : chimiokines au motif C-C 1 ou 21 ;
CXCR2,4 : récepteur de chimiokines de type 2 ou 4 motif C-X-C ; EGFR : récepteur de I’EGF ;
EP,,4 : récepteur de type 2 ou 4 de PGE; ; ERK1/2 : extracellular signal-regulated kinases 1/2 ;
FAK : focal adhesion kinase ; G-1 : ligand du GPER ou GPR30 ; GPER : G-protein coupled estrogen
receptor ; GRP : gastrin-releasing peptide ; GRPR : récepteur du GRP ; GSK-3p : glycogen synthetase
kinase 38 ; IL-10,6,8 : interleukines-la, -6 ou -8 ; LPA : acide lysophosphatidique ;
LPAR1235 : récepteur de type 1, 2, 3 ou 5 du LPA ; MAPK : mitogen-activated protein kinase ;
MMP-1,2,9 : métalloprotéinase matricielle de type 1, 2 ou 9 ; NF-kB : nuclear factor kB ; PAF : platelet-
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activating factor ; PGE; : prostaglandine E; ; PI3K : phosphoinositide 3-kinase ; PAR-1,2 : protease-
activated receptor 1 ou 2 ; PTAFR : récepteur du PAF ; ROCK : rho-associated protein kinase ;
S1P : sphingosine-1-phosphate ; S1P123 : récepteur de type 1, 2 ou 3 de la S1P ; SDF-1 : stromal-cell
derived factor-1 ; Trans. : transactivation ; uPA : urokinase-like plasminogen activator. 1 :
augmentation ; | : diminution ; n.d. : non précisé / non observé. (M) : Souris.

2.3 La néoangiogenese induite par les RCPG

De nombreuses études précliniques ont démontré 1I’importance du microenvironnement
dans la tumorigenese (Olumi et al., 1999 ; Barcellos-Hoff et Ravani, 2000 ; Bhowmick et al.,
2004). 11 est constitué de cellules non tumorales, de fibroblastes, de cellules endothéliales, de
cellules du systeme immunitaire, de péricytes et de la MEC, participant au support de la

structure, la croissance et I’angiogenése tumorale (Olumi et al., 1999).

La néoangiogenese tumorale est une étape clé dans la progression de certains cancers
solides (Bello et al., 2004). 11 est aujourd’hui admis que le passage d’un néoplasme a une tumeur
maligne est lié au développement de plusieurs mécanismes comme la migration, 1’invasion et
la production de métastases, suivis de la formation d’un réseau vasculaire intratumoral. La
néoangiogeneése tumorale se distingue de la néoangiogenese physiologique par la présence de
capillaires anormaux et peu fonctionnels, et se caractérise par la surprolifération et la migration
de cellules composant les vaisseaux sanguins elle-méme attribuée a une sur-excrétion de
facteurs mitotiques et chimioattractants produits par les cellules tumorales (Tate et Aghi, 2009).
Cette néovascularisation est corrélée avec un mauvais pronostic chez les patients (Birlik et al.,
2006 ; Vuong et al., 2017). La croissance tumorale s’effectue en deux phases vasculaires, I.e.
I’exploitation de vaisseaux préexistants par les cellules tumorales, suivie de la formation de
capillaires de novo par angiogenése (remodelage des vaisseaux existants), par vasculogenése
(activation et recrutement de précurseurs endothéliaux) et/ou par intussusception (scission d’un

vaisseau préexistant) (Holash et al., 1999 ; Leenders et al., 2002).
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La surexpression d’angiopoiétine-2 par les cellules endothéliales perturbe les contacts
entre elles et les cellules péri-endothéliales (au contraire de I’angiopoiétine-1 produite par les
cellules tumorales qui favorise les contacts entre elles (Stratmann et al., 1998)), conduisant a la
régression des capillaires existants et a ’apparition d’'une zone hypoxique et nécrotique au
centre de la tumeur (Holash et al., 1999) (Fig. 10A et 10B). Par I’intermédiaire du complexe
hypoxia inducible factor-1 (HIF-1), cette hypoxie va entrainer la production de nombreux
facteurs pro-angiogéniques, de chimiokines et de protéases matricielles (Zagzag et al., 2005 ;
2006). Parmi ces facteurs, le SDF-1 et le vascular endothelial growth factor (VEGF) agissent
sur les vaisseaux sanguins distants via les récepteurs CXCR4 et le récepteur de type 2 du VEGF
(VEGFR2) respectivement, provoquant I’apparition de filopodes sur une cellule leader (Tip
cell) (Herbert et al., 2012). Des etudes in vitro et in vivo ont montré que 1’activation de 1’axe
SDF-1/CXCR4 est un événement majeur dans la vasculogenése au niveau du site tumoral,
permettant de recruter des précurseurs mesenchymateux qui se différencient en cellules
endothéliales (Aghi et al., 2006 ; Du et al., 2008). HIF-1 induit également 1’expression de MMP
(Pratt et al., 2016), de I’urokinase receptor (Lee et al., 2018) et du plasminogen activator
inhibitor-1 (PAI-1) (Liao et al., 2006) qui participent a la dégradation de la MEC, libérant ainsi
des facteurs de croissance et facilitant la progression de cellules endothéliales, amplifiant
I’angiogenése tumorale (Arai et al., 1998 ; Sandstrom et al., 1999 ; Gondi et al., 2004 ; Roy et

Marchetti, 2008) (Fig. 10C).

Les cellules du systéme immunitaire qui envahissent la zone tumorale par un mécanisme
inflammatoire, telles que les leucocytes et les macrophages, liberent I’IL-8 capable d’interagir
avec CXCR1l et CXCR2 exprimés par les cellules endothéliales, participant ainsi a

I’augmentation de leur survie, de leur prolifération et de leur migration (Li et al., 2003). Cette
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cytokine est également sécrétée par les cellules tumorales pseudopalissadiques qui bordent la

zone nécrotique, dont I’hypoxie stimule son expression (Brat et al., 2005).

Cellules endothéliales

Microvaisseau

Facteurs pro-angiogéniques :
VEGF, SDF-1, Angll, etc.

VEGF, SDF-1
Protéases matricielles : MMP-2, MMP-9,
MMP-2, MMP-9, uPA, PAI-1 \ IL-8, etc.

L Filaments d'actine

Figure 10. Représentation schématique de ’initiation de la néoangiogenése tumorale induite par
des facteurs pro-angiogéniques. A. Apparition de cellules tumorales aux abords d’un vaisseau sanguin.
B. Déstabilisation des contacts entre les cellules endothéliales et les péricytes entrainant la régression
des microcapillaires sanguins. L’acteur majeur de ce processus est 1’Ang2 produite par les cellules
endothéliales. C. La destruction des capillaires sanguins par compression des cellules tumorales entraine
la formation d’une zone nécrotique au centre du foyer tumoral. Les cellules pseudopalissadiques en
hypoxie expriment en grande quantité le facteur HIF-1, qui est a I’origine de la production de nombreux
facteurs pro-angiogéniques et de chimiokines qui agissent sur un vaisseau sanguin distant. Des filopodes
sont formés sur une cellule leader capable de promouvoir la migration guidée de cellules endothéliales
vers la tumeur, et dont la progression sera facilitée par la production de protéases matricielles dans le
microenvironnement tumoral. Adapté de la thése de Céline Lecointre, 2014. Ang2 : angiopoiétine-2 ;
Angll : angiotensine Il ; Cdc42 : cell division control protein 42 ; CXCR4 : récepteur de chimiokines
de type 2 motif C-X-C ; HIF-1 : hypoxia inducible factor-1 ; HRE : hypoxia responsive elements ;
IL-8 : interleukine-8 ; MMP-2,9 : métalloprotéase matricielle de type 2 ou 9 ; p300/CBP : cAMP
response element-binding protein / CREB-binding protein ; PAI-1 : plasminogen activator inhibitor-1 ;
SDF-1 : stromal cell-derived factor-1 ; uPA : urokinase-type plasminogen activator ; VEGF : vascular
endothelial growth factor ; VEGFR2 : récepteur de type 2 du VEGF.
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Ce recrutement de la voie SDF-1/CXCR4 dans 1’angiogenése a été observé pour les
glioblastomes (Aghi et al., 2006), des neuroblastomes (Jodele et al., 2005 ; Jin et al., 2006 ; Du
et al., 2008 ), dans des modeles de carcinomes du sein et de la prostate (Olumi et al., 1999 ;

Orimo et al., 2005) ou dans le carcinome de rein (Harris, 2002).

D’autres RCPG et leurs ligands associés sont toutefois connus pour leurs effets pro-
angiogéniques. Dans le cancer du sein, le couple Angll/AT]1 est capable de transactiver ’EGFR
via la phosphorylation de ERK, STAT3 et de PKC (Ruiter et al., 2011 ; Vinson et al., 2012) et
de stimuler I’expression du VEGFR2 et de I’ Ang-2 dans les cellules endothéliales en migration
(Piastowska-Ciesielska et al., 2013 ; Mufioz-Espin et Serrano, 2014). AT1 est également
impliqué dans la néoangiogenese de lignées tumorales issues de modeles animaux de cancer
ovarien (SK-OV-3), colorectal (HRA) (Arafat et al., 2007) et hépatique (HepG2) (Yoshiji et
al., 2005). De plus, I’activation du récepteur AT1 induit I’inhibition de 1’activité caspase-3 et

de I’apoptose des cellules endothéliales vasculaires (Ohashi et al., 2004) (Tab. 4).



Introduction
Intéréts du développement de radioligands ciblant les RCPG impliqués dans la tumorigenése

RCPG Ligand Fonction A_\ctgurs Cancer ngne_e Publication
principaux cellulaire
Récepteurs aux peptides
SK-OV-3
Ovaire Suganuma et al., 2005
VEGF HRA
AT1 Angll Angiogenése 1 Pancréas Echantillons Arafat et al., 2007
Foie Hep G2 Yoshiji et al., 2005
n.d. imai
Rein Culture primaire Miyajima et al., 2002

Récepteurs aux |

(R)

EP; VEGF Colon HCT 116 Fukuda et al., 2003
. ) a3 CT26 (M) Reinmuth et al., 2003
Angiogenése 1 —
PGE, COX-2, PDGF . HNt Nishimura et al., 1999
EP, Téte et cou -
COX-2, VEGF Echantillons Gallo et al., 2001
Inflammation 1 1 IL-10, | TNFa Colon CT26 Kambayashi et al., 1995
. OVCAR-3
Ovaire
Angiogené HIF-1a, VEGFR Caov-3
giogenese T * Prostate PC-3
LPAR LPA - Lee et al., 2006a
Foie SK-Hep-1
. . Ovaire SKOV-3
Angiogenese ~ n.d. -
Foie Hep-3B
Plaquettes,
Invasion 1 fibroblastes, Pyne et Pyne, 2010
SphK1, Boucle neurotrophiles
S1P, sp1 autocrine, 1 S1P nd. CEV Okamoto et al., 2000
Vasculogeneése 1 CMVL Fegley et al., 2003
CE LaMontagne et al., 2006
Inflammation 1 IL-6, STAT3, SphK1 n.d. Nguyen et al., 2014

Récepteurs aux protéines

n.d. Poumon 3LL (M) Keane et al., 2004
. OVCAR-3
via LPA et S1P

CXCR2 CXCL1 . Caov-3

Angiogenése | Ovaire SK-OV3 Lee et al., 2006b
via LPA
DOV13
CXCR4 SDF-1 n.d. * n.d. Pour revue, Domanska et

al., 2013

Tableau 4. Revue non exhaustive de ligands et de leur(s) RCPG associé(s) dans la modulation de
I’angiogenése et de ’inflammation au niveau du microenvironnement tumoral. De nombreux
récepteurs exprimés par les tumeurs participent notamment au recrutement de cellules pro-
angiogéniques. Il est par ailleurs admis que le couple CXCR4/SDF-1 est particulierement impliqué dans
I’angiogenése intra/péritumorale (*). Les caractéristiques des lignées cellulaires citées sont disponibles
dans la liste des lignées cellulaires. Angll : angiotensine Il ; AT1 : récepteur de type 1 de I’AnglI ;
CE : cellule endothéliale ; CEV : cellule endothéliale vasculaire ; CMVL : cellule musculaire vasculaires
lisse ; COX-2 : cyclooxygénase 2 ; CXCR4 : récepteur de type 4 aux chimiokines C-X-C ;
EP1,2 récepteur de type 1 ou 2 de PGE; ; HIF-la hypoxia-inducible factor-/a ;
IL-6,10 : interleukine-6 ou -10 ; LPA : acide lysophosphatidique ; LPAR : récepteurs du LPA ; PDGF :
platelet-derived growth factor ; PGE, : prostaglandine E; ; S1P : sphingosine-1-phosphate ;
S1P; : récepteur de type 1 de la S1P ; SphK1 : sphingosine kinase 1 ; SDF-1 : stromal-cell derived
factor 1 ; STAT3 : signal transducer and activator of transcription 3 ; TNFa : tumor necrosis o ;
VEGF : vascular endothelial growth factor ; VEGFR : récepteur du VEGF. 1 : augmentation ;
| : diminution ; n.d. : non précisé / non observé. (M) : Souris ; (R) : Rat.
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3. Stratégies pour le développement de radioligands en
médecine nucléaire

Depuis plus de 40 ans, chercheurs et cliniciens développent de nouveaux outils pour
diagnostiquer et traiter les cancers solides a un stade précoce (Goldenberg et al., 1978 ; De
Jager et al., 1993 ; Reubi et al., 1995 ; Behr et al., 1998). Le recours a des anticorps
monoclonaux radiomarqués fut une piste prometteuse explorée, avec notamment un anticorps,
dirigé contre un antigéne surexprimé par la lignée GW-39 d’adénocarcinome de colon, et
marqué a 1’iode-131 (*3!I) grace & son addition simple et rapide (Primus et al., 1977 ;
Goldenberg et al., 1978). Cependant, en raison de leur masse moléculaire élevée (= 150 kDa),
de leur faible perméabilité membranaire et des réactions immunogéniques qu’ils peuvent
provoquer, ces anticorps radiomarqués restaient, jusque dans les années 2000, difficiles a
exploiter en médecine nucléaire (De Jager et al., 1993 ; Behr et al., 1998). Aujourd’hui, certains
anticorps sont utilisés en routine clinique, en particulier le **"Tc-sulesomab (Quigley et al.,
2008) ou le **™Tc-besilesomab (Richter et al., 2011) (**™Tc : technétium-99-métastable) qui
ciblent I’antigéne NCA90 présent a la surface des granulocytes, et qui participent au diagnostic
de I’ostéomyélite chez les patients. L’ibritumomab, marqué a 'yttrium-90 (*°Y) (Zévalin®)
permet quant a lui le traitement de lymphomes non Hodgkinien a cellules B positives au CD20
chez des patients en rechute ou refractaires au traitement par rituximab (Milenic et al., 2004 ;

Cheson, 2011).

A la fin des années 80, une alternative aux anticorps est mise au point avec le
développement de ligands radiomarqués (Krenning et al., 1989). Au-dela de leur taille réduite
(= 1,5 kDa), ces ligands combinent plusieurs avantages dont leur trés haute affinité et sélectivité
pour leur récepteur (Krenning et al., 1989 ; Reubi et al., 1995 ; Okarvi, 2004 ; Okarvi et Maecke,

2018). Parmi eux, de nombreux ligands (chimiokines, lipides bioactifs ou peptides vasoactifs)
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et leur(s) RCPG sont impliqués dans 1’induction et/ou le développement de cancers via le
recrutement et 1’activation d’une grande variété de voies de signalisations. Ces couples

RCPG/ligands font donc naturellement 1’objet de recherches intensives en cancérologie.

On sait aujourd’hui que la majorité des tumeurs neuroendocrines exprime une forte
densité de récepteurs somatostatinergiques (Reubi et al., 1995). Cette caractéristique a été mise
a profit pour cibler ces tumeurs aprés une injection par voie intraveineuse d’analogues
radiomarqués de la somatostatine (Krenning et al., 1989). La liaison et I’internalisation du
complexe ligand-récepteur permet ainsi d’identifier les foyers tumoraux et leurs métastases
(Hofland et al., 1995). Cette approche continue d’étre perfectionnée et de nouvelles stratégies
sont développées pour surmonter les défis liés a I’emploi de ces molécules chez ’Homme
(Reubi, 2003 ; Mariani, 2006 ; Charron et al., 2016). De nombreuses équipes ont connu ainsi
des échecs avant de parvenir a des réussites, et a titre d’exemples, il convient de citer les
radiotraceurs ciblant les récepteurs de la famille des NPY, de la BBN ou encore du SDF-1, qui

illustrent les différentes difficultés rencontrées pour générer des radioligands satisfaisants.

3.1 Radioligands ciblant les récepteurs du NPY

Cette famille regroupe trois neuropeptides de 36 acides aminés chez I’Homme, i.e. le
NPY (Tatemoto, 1982), le neuropeptide YY (PYY) (Tatemoto, 1982) et le polypeptide
pancréatique (PP) (Kimmel et al., 1975) qui interagissent avec une famille de RCPG nommés
Y14 Ys, tous négativement couplés a une AC (Larhammar et al., 2001). Le NPY est largement
exprimé chez les mammiféres, notamment dans le systéme nerveux central (SNC) au niveau du
striatum, du noyau accumbens, de ’amygdale, du cortex frontal, de I’hypothalamus ou de

I’hippocampe (Adrian et al., 1983 ; Michel et al., 1998).
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Il est impliqué dans une grande variété de processus physiologiques, tels que le
comportement alimentaire (c’est un peptide orexigene), I’apprentissage et la mémorisation, les
émotions, 1’homéostasie cardiovasculaire et la régulation du cycle circadien (Colmers et
Bleakman, 1994 ; Wettstein et al., 1995 ; Pedrazzini et al.,, 1998). Ce systeme
neuropeptidergique est également associé a plusieurs pathologies dont certaines d’ordres
neurologiques comme I’anxiété, la dépression ou 1’épilepsie (Heilig, 2004 ; Eva et al., 2006 ;
Enman et al., 2015). Exprimé aussi en périphérie, le NPY exerce de puissants effets
vasoconstricteurs (Pedrazzini et al., 1998), module la motilité et la sécrétion gastro-intestinale
(Playford et Cox, 1996), agit sur la libération de I’insuline (Wang et al., 1994) et participe & la

régulation de la fonction rénale (Pedrazzini et al., 1998).

Le NPY intervient dans plusieurs processus liés a la tumorigenese, comme la
prolifération et I’invasion cellulaires, 1’angiogenése tumorale ou la formation de métastases.
Ces activités ont notamment été observées dans les tumeurs endocrines, incluant le cancer du
sein, de I’ovaire et de la prostate, jusqu’aux tumeurs neuroendocriniennes, dont les
neuroblastomes ou bien encore les cancers gastroentéropancréatiques (Reubi et al., 2001 ;
2002 ; Korner et Reubi, 2007). Des analyses autoradiographiques réalisées sur plus de 100
échantillons tumoraux ont montré que le récepteur Y1 est exprimé de fagcon prédominante dans
85% de carcinomes primaires du sein et dans 100% des métastases situées dans les nceuds
lymphatiques (Reubi et al., 2001). Il est également retrouveé dans des lignées tumorales
d’origine prostatique (Magni et Motta, 2001) et dans les neuroblastomes, par exemple
(Zwanziger et al., 2008). Ce systeme peptidergique constitue ainsi une cible diagnostique ou

thérapeutique intéressante (Eva et al., 2006).
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A Neuropeptide Y (NPY)

Y4 %Y Ys\b Y2

Polypeptide pancréatique (PP) Neuropeptide YY (PYY)

B
BVD15 [Lys(DOTA)4BVD15
1 9
DOTA

Figure 11. Séquences peptidiques des neuropeptides de la famille du NPY et de deux analogues, le
BVD15 et le [Lys(DOTA)*IBVD15. A. L’étude des séquences peptidiques du NPY, du PYY et du PP
par Beck-Sickinger et coll. (1990) a permis de démontrer I’importance des résidus conservés Arg®,
Arg® et Tyr pour la liaison aux récepteurs Y1, Y2, Ys et Ys. En 2001, Langer et coll. montrent qu’il est
possible de greffer des chélateurs sur le résidu Lys en position 4 du NPY. Zwanziger et coll. (2008)
confirmera que cette Lys correspond a la position optimale pour ne pas altérer 1’affinité des analogues
pour le récepteur Y. B. Guérin et coll. (2010), sur la base du BVD15, un analogue tronqué stable du
NPY correspondant a I’extrémité C-terminale (1le?® a Tyr®), parviennent a greffer un DOTA en position
4 dont le résidu lle*est préalablement substitué par une lysine. Résidus en gras : résidus importants pour
la liaison au récepteur ou pour la greffe d’un chélateur. BVD15 : [Pro®, Tyr®2, Leu**]NPY (2s-36-NH; ;
DOTA : acide 1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1,4,7,10-tétraacétique ; NPY : neuropeptide Y ;
PP : polypeptide pancréatique ; PYY : neuropeptide YY.

Les acides aminés en position N-terminale du NPY jouent un role crucial dans la liaison
avec ses récepteurs, et plus particulierement les deux résidus Arg (positions 33 et 35) et le résidu
Tyr (position 36) (Beck-Sickinger et al., 1990 ; Kirby et al., 1993 ; Cox, 2007). Cette portion
est d’ailleurs hautement conservée entre le NPY, le PYY et le PP (Larhammar et al., 2004)

(Fig. 11A). Ces observations ont permis de faire une percée dans la conception de radioligands
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sélectifs de récepteurs de cette famille de neuropeptides (Daniels et al., 1995 ;

Balasubramaniam et al., 2001 ; Jois et Balasubramaniam, 2003 ; Koglin et al., 2002).

Les premiéres études ciblant Y1 ont principalement porté sur le radiomarquage du NPY
et de ses analogues par le ®"Tc, le gallium-68 (*®Ga) et I’indium-111 (**!In) pour permettre
I’imagerie sur des modeéles d’animaux porteurs de tumeurs solides (Soll et al., 2001 ; Langer et
al., 2001 ; Zwanziger et al., 2008 ; Guérin et al., 2010). Le radiomarquage au **™Tc a été rendu
possible griace a I’ajout d’un chélateur, ’acide [pyridine-2-yl-méthyl-amino]-diacétique
(PADA) sur une lysine en position 4 (Lys*) (notons que 1’His?® a été remplacée par une alanine
pour empécher la chélation du **™Tc). Les auteurs ont comparé la faisabilité du radiomarquage
avec ce radioisotope avec un analogue entier du NPY, le [Lys*([*®°"Tc]-(CO)s-PADA), Ala?]-
NPY, et avec un analogue tronqué (partie centrale) du NPY, le Ac-[Ahx>?4, Lys*([*MTc]-CO)s-
PADA), Ala?®]-NPY (Ahx : acide hexanoique), dont les modifications structurales ne semblent
ni altérer la liaison avec Y1 ni modifier ses fonctions biologiques, notamment 1’internalisation

du complexe ligand-récepteur (Langer et al., 2001).

Zwanziger et coll. ont quant a eux développé en 2008 des analogues du NPY couplés
au chélateur acide 1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1,4,7,10-tétraacétique (DOTA) pour le
radiomarquage avec le ®3Ga et 1’***In. Le DOTA offre ’avantage de pouvoir étre radiomarqué
avec des radioisotopes pour I’imagerie moléculaire mais également avec des radioisotopes
exploitables pour la thérapie. Les auteurs ont étudi¢ I’introduction du DOTA en position
N-terminale ou sur la chaine latérale de la Lys* du NPY, et sur I’affinité des ligands pour les
récepteurs. Les résultats obtenus sur des souris porteuses de xénogreffes tumorales de MCF-7
(une lignée tumorale humaine issue d’un cancer du sein) montrent que le [Lys(DOTA)*]NPY
radiomarqué a 1’***In permet de cibler Y1. Bien qu’une faible captation tumorale soit observée,

cette étude a permis d’ouvrir des applications potentielles avec des analogues du NPY,
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radiomarqués pour le diagnostic ou le traitement de tumeurs surexprimant Y1 (Zwanziger et al.,

2008).

Selon une approche similaire et a partir d’une série d’analogues du NPY tronqués
couplés au DOTA, le [Pro®, Tyr®?, Leu**]NPY (s.35-NH2 (BVD15) a été sélectionné pour sa
haute affinité pour Y1, mais aussi pour Y2 et Y4 (Daniels et al., 1995). L’analyse des propriétés
des analogues synthétisés avait révélé que la greffe du DOTA en position N-terminale altérait
grandement 1’affinité du peptide pour Y1, soulignant encore I’importance de la région
N-terminale dans I’interaction peptide-récepteur. L’analogue le plus affin pour Y1 est le
[Lys*(DOTA)]BVD15, basé sur le NPY tronqué. Facilement synthétisable et radiomarquable,
cet analogue est capable de cibler in vivo Y1 chez des souris porteuses de xénogreffes issues
des lignées de MCF-7 et T47D (Dumulon-Perrault et al., 2008 ; Guérin et al., 2010) (Fig. 11B).
Apres plusieurs études se focalisant sur I’affinité des analogues du NPY, il est admis que la
chaine latérale de la Lys* constitue le meilleur emplacement pour y greffer des chélateurs, mais

aussi des marqueurs de fluorescence (Zwanziger et al., 2008 ; Ahrens et al., 2011) (Tab. 5).

Aujourd’hui, la recherche se tourne principalement vers le développement d’analogues
du NPY radiomarqués avec le fluor-18 (*F) (Hofmann et al., 2015). En effet, la présence d’un

ou plusieurs atomes de fluor sur une molécule va généralement contribuer a diminuer sa

Figure 12. Images obtenues par micro-TEP chez des
souris Nudes porteuses de xénogreffes de cellules
tumorales MCF-7, apreés injection de ®F[Pra*(F-Glc),
Phe’, Pro*]NPY. Les images sont obtenues 45 — 60 min
aprés injection de 2 — 5 MBq de ®F[Pra*(F-Glc), Phe’,
Pro**INPY (1) ou co-injection avec 125 pg (4 mg/kg) (2)
ou 250 pg (8 mg/kg) (3) de [Phe’, Pro**]NPY non
radioactif. Les fleches rouges indiquent la position des
xénogreffes. %DI/g : pourcentage estimée de la dose
injectée par gramme de masse corporelle ;
F-Glc : fluoroglycosyle ; NPY : neuropeptide Y ;
MCF-7 : lignée tumorale humaine de cancer du sein
Pra : propargylglycine ; TEP : tomographie par émission

e de positons. 1®F : fluor-18. D’aprés Hofmann et al., 2015.
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métabolisation et augmenter sa lipophilie, conférant une meilleure absorption par les tumeurs

et un meilleur passage de barriéres physiologiques (Bégué et Bonnet-Delpon, 2008) (Fig. 12).

. . SMS-KAN
Lignées cellulaires
(Y2)
Ligands
NPY 95+0,1 95+0,1 88+0,1 82+0,1
[Phe’, Pro®*INPY 10,3+0,2 91+0,1 76+0,1 8,6+0,5
[AhXS2INPY 6,8+0,1 nd. 92403 n.d.
[Ahx8-2INPY 8,0x0,1 7,7+0,1 82+0,1 6,9+0,1
DOTA-NPY n.d. n.d. n.d. n.d.
[Lys(DOTA)*INPY n.d. n.d. n.d. n.d.
DOTA-[Phe’, Pro®|NPY 8,6 0,2 8,9+0,1 6,5+0,1 7,1+0,3
[Lys(DOTA)?, Phe’, Pro*|NPY 9,5+0,2 9,1+0,1 7,2+0,1 75+0,1
DOTA-[AhXE24|NPY n.d. n.d. 8,8+0,1 70£0,3
[Lys(DOTA)*, Ahx524INPY n.d. n.d. 85+0,1 6,8+0,2
[Lys(Ga-DOTA)*, Ahx&2INPY 8,8+0,1 n.d. n.d. n.d.
[Lys(In-DOTA)*, Ahx&2INPY 8,8+0,1 n.d. n.d. n.d.
BVD15 n.d. 39+34 n.d. n.d.
DOTA-BVD15 n.d. 4507 £ 1753 n.d. n.d.
[Lys(DOTA)*BVD15 n.d. 63 +25 n.d. n.d.
[Lys(Cu-DOTA)4BVD15 n.d. 29+ 15 n.d. n.d.
Ac[Lys(DOTA)*BVD15 n.d. 275+ 99 n.d. n.d.
[Phe’, Pro®INPY n.d. 9,0+0,2 n.d. n.d.
18F[Pra*(F-Glc), Phe’, Pro®*]NPY n.d. 8,5+0,1 n.d. n.d.

Tableau 5. Affinité du NPY et de plusieurs analogues développés pour le diagnostic tumoral, sur
les récepteurs de types 1, 2 et 5. Les modifications de la séquence du NPY, notamment le remplacement
d’acides aminés ou ’ajout de chélateurs tels que le DOTA, peuvent avoir un effet sur ’affinité des
analogues sur les différents sous-types de récepteurs. Les cellules SK-N-MC (lignée tumorale humaine
de cancer du neuroépithélium) et MCF-7 (lignée tumorale humaine de cancer du sein) expriment le
récepteur Y tandis que les cellules SMS-KAN (lignée tumorale humaine de neuroblastome) expriment
le récepteur Y et les cellules HEC-B1 (lignée tumorale humaine de cancer de I’endométre) expriment
le récepteur Y's. La constante de dissociation (Ki) et la S.E.M. sont calculées grace a 1’équation de Cheng-
Prusoff (Cheng, 2001) a partir de I’ICso obtenue par I’incubation des cellules avec le [*H]propionyl-
NPY ou le ®I-PYY. La mention n.d. (en noir) indique que les analogues n’ont pas été testés sur ces
lignées ; la mention n.d. (en rouge) indique que les analogues testés sont incapables de déplacer la
liaison. Adapté de Zwanziger et al., 2008 ; Guérin et al., 2010 ; Hofmann et al., 2015. BVD15 : [Pro®,
Tyr®2, Leu®*INPY (2s.35-NH2 ; DOTA : acide 1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1,4,7,10-tétraacétique ;
F-Glc : fluoroglycosyle ; NPY : neuropeptide Y ; Pra : propargylglycine ; PYY : neuropeptide YY.
Cu : cuivre ; F/*F : fluor-18 ; Ga: gallium ; 11 : iode-125 ; In/**!In : indium-111.
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3.2 Radioligands ciblant le GRPR

La bombésine, ou BBN, est un neuropeptide de 14 acides amines initialement isolé chez
les amphibiens (Anastasi et al., 1971). Son équivalent chez les mammiféres est le mammalian
gastrin-releasing peptide (GRP) qui est composé quant a lui de 27 résidus, dont le décapeptide
de larégion C-terminale présente une analogie presque parfaite avec la BBN (Slice et al., 1994).
Les récepteurs (cf infra) aux analogues de la BBN, tels que la GRP, la neuromédine B (NMB)
ou encore la neuromedine C (NMC) (Fig. 13) sont majoritairement présents dans le systéeme
digestif, en particulier au niveau du cdlon et de I’estomac, mais aussi dans le SNC et le SN
périphérique, exercant des effets variés comme la régulation de la satiété, de la
thermorégulation, de la sécrétion endocrine digestive (la gastrine ou encore la CCK), la
sécrétion exocrine pancréatique et la motricité digestive (Sunday et al., 1988 ; Lee et al., 1994 ;

Gonzalez et al., 2008).

Gastrin-releasing peptide (GRP) Bombésine (BBN)

Neuromédine C (NMC) Neuromédine B (NMB)
1
BEOHHERHROD' BRI BHEED

Figure 13. Séquences peptidiques de la GRP, de la BBN, de la NMC et de la NMB. La séquence
N-terminale des analogues de la BBN initialement isolée chez les amphibiens est trés conservée au cours
de I’évolution. L’équivalent de la BBN chez les mammiféres est le GRP avec lequel elle partage une
forte analogie dans la portion N-terminale. Sa partie N-terminale (Gly*8-Met?®) correspond a la séquence
de la NMC et, a quelques résidus prés, a la NMB. BBN : bombésine ; GRP : gastrin-releasing peptide ;
NMB : neuromédine B ; NMC : neuromédine C.

Parmi les quatre récepteurs identifiés, trois sont retrouvés chez I’Homme : le récepteur
de la NMB (NMBR), le gastrin-releasing peptide receptor (GRPR) et le BB3 (le récepteur

orphelin de la BBN). Le GRPR a été le plus étudié en raison de sa large distribution et de son
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implication dans une majorité d’effets physiologiques au travers de sa liaison au GRP, avec
lequel il présente une tres forte affinité, également partagée avec la BBN (Lin et al., 1995).
Cette liaison active plusieurs voies de signalisation, comme la voie PLC/PIP2/IP3 qui conduit &
une élévation de [Ca®']c, ainsi qu’a une activation de PKC, de MAPK et de plusieurs protéines
intervenant dans la formation des adhésions focales (Heslop et al., 1986 ; Frucht et al., 1992)

(Fig. 14).

BBN— _, , —— GRP

[ Prolifération | { Adhésion / Migration | Différenciation | [ Prolifération |

Figure 14. Représentation schématique des principales voies de transduction du GRPR. Comme
observé pour de nombreux RCPG, I’activation du GRPR par la bombésine (BBN) ou par le GRP permet
de recruter une grande diversité de voies de signalisation aboutissant a la modulation de la prolifération,
la migration et/ou la différenciation cellulaire. AC : adénylate cyclase ; AMPc : adénosine
monophosphate cyclique ; B-ARR : B-arrestine ; BBN : bombésine ; DAG : diacylglycérol ; FAK : focal
adhesion kinase ; GRP : gastrin-releasing peptide ; GRPR : récepteur du GRP ; IP; : inositol tri-
phosphate ; MAPK : mitogen-activated protein kinase ; mTOR : mammalian target of rapamycin ;
p70%K : ribosomal protein S6 kinase beta-1 ; PIP; : phosphatidylinositol 4,5-biphosphate ; PKA :
protéine kinase A ; PKC : protéine kinase C ; PKD : protéine kinase D ; PLC : phospholipase C.

Dans la mesure ou le GRPR est surexprimé dans une large variété de cancers, incluant
le cancer de la prostate, du sein, du pancréas, du cdlon, du poumon a petites cellules et les
gliomes (Moody et al., 1983 ; Frucht et al., 1992 ; Sharif et al., 1997 ; Lawlor et al., 1998 ;
Gugger et Reubi, 1999), plusieurs analogues radiomarqués de la BBN ont été développés pour

diagnostiquer et traiter les tumeurs (Boerman et al., 2000), en privilégiant des composés plus
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stables que le peptide naturel dont la demi-vie se limite & quelques minutes (Okarvi, 2004 ;
2008 ; Fani et al., 2012b ; Fani et Maecke, 2012 ; Charron et al., 2016). Les premiers essais ont
consisté a réduire la taille de la BBN pour ne conserver que la sequence 7-14 de la partie
C-terminale du peptide (GIn’-Trp8-Ala®-Val'®-Gly!!-His'?-Leu'3-Met'4-NH; ou BBN(7-14)) qui
conserve une haute affinité pour les récepteurs (Hoffman et al., 2003 ; Rogers et al., 2004 ;
Schuhmacher et al., 2005). Plusieurs chélateurs du %™Tc ont été greffés aux analogues de la
BBN tels que le diaminédithiol (ou DADT) (Baidoo et al., 1998 ; Lin et al., 2005), le
triaminédithiol (N3S) (Wiele et al., 2000 ; Liolios et al., 2012), le tétra-amine (ou N4) (Maina
et al., 2005), le mercapto-acétyltriglycine (ou MAGs) (Okarvi et al-Jammaz, 2003), I’acide
hydrazinonicotinique (HYNIC) (Ananias et al., 2013 ; Carlesso et al., 2015), I’acide diéthyléne-
triamine-penta-acétique (DTPA) ou le DOTA (Okarvi, 2004 ; Zhang et al., 2004 ; Smith et al.,
2005). Ananias et coll. ont été les premiers en 2013 a obtenir une autorisation pour un essai
clinique du **"Tc-HYNIC-(tricine/TPPTS)-BBN7-14) sur huit patients atteints d’un cancer de la
prostate. Malheureusement, et en raison de la trés faible stabilité plasmatique chez I’Homme,

aucune tumeur n’a pu étre visualisée chez les patients.

Bien que prometteuses, et ouvrant la voie pour le développement de radiotraceurs
ciblant le GRPR, les images obtenues a partir du *"Tc-DTPA-BBN(-14 Ou du
Un-DTPA-BBN7-14) sur des cellules tumorales exprimant le GRPR, présentent un bruit de
fond important et une faible captation tumorale (Breeman et al., 2002 ; Lin et al., 2005 ; Smith
et al., 2005). Des études précliniques utilisant différents chélateurs, espaceurs, analogues et
radioisotopes ont été réalisées, avec notamment le ®*Cu-CB-TE2A-8-Aoc-BBN(r-14), le
4Cu-DOTA-8-Aoc-BBNr-14) (Garrison et al., 2007), et le ®Ga/®*Cu-RGD-BBN (Liu et al.,
2009c ; Lears et al., 2011) (avec Aoc : acide octanoique ; ®*Cu : cuivre-64 ; RGD : tripeptide

Arg-Gly-Asp ; TE2A : 1,8-N,N"-bis-(carboxyméthyl)-1,4,8,11-tétraazacyclotétradécane) chez
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des modeles d’animaux porteurs de xénogreffes de cellules PC-3 (une lignée tumorale humaine
issue d’un carcinome de la prostate). Les résultats obtenus ont permis de montrer que
I’utilisation d’espaceurs composés d’acides glutamiques, chargés négativement, diminue
significativement 1’affinité et I’internalisation de ces analogues, préconisant de privilégier des
espaceurs non chargés voire chargés positivement. A partir d’une cohorte de 17 patients atteints
de cancers gastro-intestinaux traités auparavant avec le imatinib (une chimiothérapie inhibant
I’activité de certains RTK tel que le récepteur du PDGF), Dimitrakopoulou-Strauss et coll. ont
en 2007 injecté le ®Ga-DOTA-PEG-[D-Tyré-Alat’-Thi'®-Nle!*]-BBN.14) (¥Ga-BZH3, avec
Nle : norleucine ; PEG : polyéhyléne glycol ; Thi : thienylalanine). Le BZH3 est un analogue
capable de lier les trois récepteurs (Dimitrakopoulou-Strauss et al., 2011) dont les propriétés
pharmacologiques ont été comparées avec le ®F-FDG (FDG : fluoro-déoxy-p-glucose). Ce
dernier présente une meilleure captation tumorale que le %®Ga-BZH3, amenant les auteurs a
conclure que le %8Ga-BZH3 ne devait pas étre utilisé en routine pour les patients atteints par ces
tumeurs. La méme équipe a cependant démontré que le %8Ga-BZH3 était nettement supérieur
au BF-FDG dans I’imagerie des gliomes, et ce d’autant que le grade est élevé
(Dimitrakopoulou-Strauss et al., 2011 ; Strauss et al., 2012). Plus récemment, I’équipe de
Pujatti et coll. a réalisé en 2015 une étude comparative entre le BZH3 et un nouvel analogue, le
[Tyr-Glys,Nle'*]-BBNs-14) (BEYGsN) sur lequel est greffé le DOTA ou le DTPA, marqué a
’*In. Sur des modéles animaux porteurs de xénogreffes tumorales prostatiques (PC-3 et
LNCaP), le " In-DOTA-BEYGsN présente un ratio tumeur/muscle (T/M) deux a trois fois plus
grand comparativement aux ratios T/M obtenus pour I’***In-DPTA-BEYGsN et I'*In-BHZ3.
Les analogues conjugués au DOTA présentent donc de meilleures caractéristiques que les
analogues DTPA en termes de liaison spécifique, de stabilité thermodynamique et

d’internalisation tumorale (Fig. 15) (Tab. 6).
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Figure 15. Principaux analogues radiomarqués de la BBN et testés in vivo chez le petit animal.
Toutes les xénogreffes (A-E) sont obtenues par injection de cellules PC-3 (lignée tumorale humaine
issue d’un carcinome de prostate). A. Scintigraphie obtenue 90 min apreés injection intraveineuse de
3,7 MBq de *™Tc-HYNIC-BBN7-14) chez une souris Nude porteuse d’une tumeur (extrait de Faintuch
et al., 2008). B. Scintigraphie réalisée 60 min aprés injection intraveineuse de 7,4 MBq de *™Tc-N3S-
[Orn]5-BBNz-14y chez une souris SCID porteuse d’une tumeur (extrait de Liolios et al., 2012).
C. Imagerie TEP obtenue 60 min apres injection intraveineuse de 1,94 MBq de ®Ga-DOTA-PESIN
chez une Souris Nude porteuse d’une tumeur (extrait de Zhang et al., 2007b). D. Imagerie TEP obtenue
5, 60 et 120 min apres injection intraveineuse de 0,5 MBq de *Cu-DMPTACN-BBN7-14) chez une souris
NMRI Nude porteuse d’une tumeur (extrait de Bergmann et al., 2013). E. Imagerie TEMP obtenue 60
min apres injection intraveineuse de 27,75 MBq de }"’Lu-DOTA-GIu-BBN chez une souris balb/c Nude
porteuse d’une tumeur (extrait de Lim et al., 2015). BBN : bombésine ; DMPTACN : acide 2-[4,7-
bis(2pyridylméthyl)-1,4,7-triazacyclononan-1-yl] acétique ; DOTA : acide 1,4,7,10-tétra-
azacyclododécane-1,4,7,10-tétraacétique ; HYNIC : hydrazinonicotinamide ; NsS : triaminédithiol ;
PEG : polyéthylene glycol ; PESIN : PEG-BBN-14). #*Cu : cuivre-64 ; ®%Ga : gallium-68 ; Y"Lu :
lutécium-177 ; %°™Tc : tecnétium-99 métastable.

Dans la mesure ou la BBN possede des propriétés pro-mitotiques trés importantes,
méme a tres faibles doses, des antagonistes stables du GRPR ont été développés (Abiraj et al.,
2011 ; Majumdar et Weber, 2011). Leur principal intérét repose sur leur capacité a inhiber
I’expression de ’EGFR, la croissance tumorale et la néoangiogenése (Mansi et al., 2011 ;
2013). Le groupe de Mansi et coll. a ainsi testé en 2009 un antagoniste couplé au DOTA
(I’ In-DOTA-RM1) qui a montré des propriétés trés intéressantes pour le ciblage de tumeurs,
comparant les résultats obtenus avec 1’agoniste **In-DOTA-AMBA dans les PC-3 en culture

et dans un modéle animal de xénogreffes tumorales.
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. . Nom ICs0 | Ratio Modele "
Ligand Chélateur : Reférence
usuel (nM) | T/M animal
Composes non radiomarqués
BBN nd 79,0
LvsIBBN o n.d. q Baidoo et al., 1998*
[Lys’] DADT n.c.
BBN(7-14) DOTA-PEG DOTA-PESIN 9,5 Zhang et al., 2007b?
n.d. 67,9 .
BBN(7.14-RGD Liu et al., 2009¢?
NOTA 55,9
BBN2 NOTA 8.2 nd. nd. Richter et al., 20162
DOTA-(Gly)s 50
DOTA-Gly-(Ser), n.d. 3L7 Parry et al., 20072
DOTA-Gly-Ser- 82
BBN(7.14) Gly
NOTA-Bn-SCN- 2
Aoc 14 Craftetal., 2012
DMPTACN 28,7 Bergmann et al., 2013*
Analogues BBN radiomarqués au *m
[Lys]BBN DADT nd. Sain Baidoo et al., 1998
N(PNP6)-C 2,6 , .
( )-Cys 70 Xeénogreffes PC-3 Faintuch et al., 2008
n.d. Allogreffes tumorales
nd. 6,15 de prostate De Barros et al., 2010
HYNIC-B-Ala n.d. Xénogreffes Capan-1 Carlesso et al., 2015
BBN.19) Xénogreffes
6,0 MDA-MB-231 Barros et al., 2013
38 11,27 Xénogreffes HT-29 Shi et al., 20082
HYNIC- Etude préclinique sur
(tricine/TPPTS)- HABBN n.d. 0? 8 patients avec cancer Ananias et al., 2013
Aca de la prostate
N5S-[Arg]s 1,58 8,65 ] o
BBN2- n.d. Xénogreffes PC-3 Liolios et al., 20122
@1 NsS-[Orn]s 0,77 6,38 g
Analogues BBN radiomarqués au /%8Ga
DOTA-PEG DOTA-PESIN 6,6 208,80 Zhang et al., 2007b?
BBN(7-14) DOTA-Glu nd nd 7,96 Lim et al., 2015
RGD-NOTA o s 45 Xénogreffes PC-3 Liu et al., 2009¢
NOTA-PEG; NOTA-P2-RM2 0,9 n.d. Varasteh et al., 2013?
[o-Phe®, Sta®, 766
Leu™]BBNs.14) NOTA-PEG n.d. 32 ’ - Varasteh et al., 20142
56 Xénogreffes BT474
[o-Tyr®, B-Ala*t,
Thi®?, Nle]- DOTA-PEG, BZH3 n.d. 83 Xénogreffes AR42) | Schuhmacher etal.,
2005
BBN-14)
BBN2 NOTA nd. 46 2 Xénogreffes PC3__ | Richter et al., 20167
1.8 Xénogreffes LNCaP
Analogues BBN radiomarqués au *Cu
DOTA-Aoc n.d. 5 Xénogreffes PC-3 Rogers et al., 2003
DOTA-PEG; 39 nd. n.d. Rogers et al., 20042
DOTA-(Gly)s 20
DOTA-Gly-(Ser), 75 Parry et al., 20072
DOTA-Gly-Ser- n.d. 19
BBN(7_14) Gly n.d.
NOTAA%E'SCN' 23,7 Xénogreffes PC-3 Craft et al., 20122
DMPTACN 0,37 28,3 Bergmann et al., 2013*
DUPA-AhX- . R
NODAGA-5-Ava 111 n.d. Bandari et al., 2014
Aca-DOTA 18,4 3 Yang et al., 2005°
[Lys]BBN DOTA 2.2 6 Chen et al., 2004°
4 n.d. 2,2 n.d. Xénogreffes PC-3 h
BBN.13) NO2A-Ahx 6,1 61,3 Nanda et al., 20123
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Analogues BBN radiomarqués a 1’11
2
foPhe?,Sta®, | c?é)gﬁ, F;ES;;A NOTA-P2-RM2 Varasteh et al., 2013
Leu™|BBN-14) Ahx RM2 5,39 41,5 Xénogreffes PC-3 Reynolds et al., 20152
[Lys®, 2
Tyr]BBN .4 DTPA n.d. 1,05 3,12 Ho et al., 2009
Analogues BBN radiomarqués au ¥F
lathionine | e |
BBN i Carlucci et al., 20152
NOTA-2,6- n.d. 23 667 Xeénogreffes PC-3
lanthionine '
BBN(7.14) RGD-SFB 282 5 Li et al., 20082
Analogues BBN radiomarqués au '’Lu
DOTA-PEG DOTA-PESIN 6,1 147 xénoareffes PC-3 Zhang et al., 2007b
DOTA-Aoc n.d. n.d. n.d. g Johnson et al., 2006°
DO3A-GIV-A 0,53 52 Xénogreffes DU145 Maddal cal
-Gly-4- - addalena et al.,
BBN(.14 aminobenzoyl AMBA 0,65 41,5 Xénogreffes LNCaP 200956
1,02 113
DOTA-
DOTA-Glu- .
Lys(glucose)-4 BBN 4,67 nd. Xénogreffes PC-3 Lim et al., 2015°
aminobenzoate
[o-Phe®, ) 4
HMS“]|BBN .14 DOTA-PEG n.d. 2,4 384 Valverde et al., 2016
[o-Tyr®, B-Ala*?,
Thi®3, DOTA-PEG; BZH3 nd. 74 Xénogreffes AR42] SCh“hmz"g:(;‘Ser etal,
NIe14]BBN(6_14)
[Lys* (- i
folate)- DOTA Folate-BBN nd. 482 Xénogreffes TA7D Ara”dzo'-lagj etal,
LySa] BBN (1-14)
[o-Phe®, Sta®, RGD-GIlu-DO3A- . : 2
Leu|BBN(s.1s Ahx RM2 5,83 47,6 Xénogreffes PC-3 Reynolds et al., 2015
Analogue BBN radiomarqués au 8¢Y
[Pro*, Tyr4]- ) g Biddlecombe et al.,
BBN(.1 DOTA MP2346 n.d. 77,7 Xeénogreffes PC-3 2007

Tableau 6. Principaux analogues de la bombésine testés in vivo comme radioligands. De nombreux
radioligands basés sur la séquence de la bombésine ont été développés et présentent des affinités et des
ratio T/M trés hétérogénes en fonction de la lignée tumorale, des chélateurs et des radioisotopes
employés. En dépit de résultats prometteurs obtenus in vitro, les essais chez I’Homme se confrontent a
de nouvelles difficultés, en particulier a cause de la courte demi-vie des composés (Ananias et al., 2013).
Les valeurs de ratio T/M sont obtenues quatre heures aprés injection. !L’ICsp a été obtenue sur
membranes extraites de cerveaux de rats Sprague-Dawley, préalablement incubées avec le
[*°I-Tyr“]BBN. L 1Cso a été obtenue avec la lignée PC-3 préalablement incubée avec le [**I-Tyr*]BBN
ou la BBN. 3Les tumeurs n’ont pas pu étre visualisées chez les patients en raison d’une trop faible
stabilité plasmatique du radioligand chez les patients, malgré des résultats prometteurs obtenus chez le
petit animal. “L’ICso a été obtenue avec la lignée PC-3 préalablement incubée avec le GRP. SLes souris
traitées avec le radioligand présentent une diminution du volume tumoral par rapport au contrdle. L°1Cso
a été obtenue avec la lignée PC-3 préalablement incubée avec 1’analogue non radioactif du composé.
Aca : acide g-amino-caproique ; Ahx : acide amino-hexanoique ; AMBA : DO3A-G-4-aminobenzoyle-
BBN-14) ; Aoc : acide amino-octanoique ; Ava : acide amino-valérique ; BBN : bombésine ;
BBN2 :  Ava-GIn’-Trp8-Ala®-Val'%-Sar'*-His!2-FA01010%-Tle'* ; Bn-SNC :  S-2-(4-
isothiocyanatobenzyle) ; BZH3 : [D-Tyr®, B-Ala!, Thi3, Nle**]-BBN.14 ; DMPTACN : acide 2-[4,7-
bis(2pyridylméthyl)-1,4,7-triazacyclononan-1-yl] acétique ; DADT : diaminédithiol ; DO3A : acide
1,4,7-tris(carboxyméthyl)-1,4,7,10-tétraazacyclododécane ; DOTA aC|de 1,4,7,10-
tétraazacyclododécane-1,4,7,10-tétraacétique ; DUPA : acide (2-[3-(1,3-dicarboxypropyl)-
uréido]pentanedioique ; FA01010 : acide (4R,5S)-4-amino-5-méthylheptanoique ; GRP : gastrin-
releasing peptide ; HABBN : HYNIC-(tricine/TPPTS)-Aca-BBN¢-14y ; Hms : méthoxinine ;
HYNIC : hydrazinonicotinamide ; MP2346 : [Pro!, Tyr*]-BBNgu-14) ; NsS : triaminédithiol ;
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Nle : norleucine ; NO2A : acide 1,4,7-triazacyclononane-1,4,7-triacétique ; NODAGA : acide 1,4,7-
triazacyclononane-1-acide glutarique-4,7-diacétique ; NOTA : acide 1,4,7-triazacyclononane-N,N',N"-
triacétique ; P2 : PEG; ; PEG : polyéthyléne glycol ; PEG:; : diéthyléne glycol ; PESIN : PEG-BBN(7-14) ;
PNP6 : diphosphine ; RGD : tripeptide Arg-Gly-Asp ; RM2 : [D-Phe, Sta®®, Leu*]|BBN.14 ;
Sar : sarcosine ; SFB : N-succinimidyl-4-[*8F] ; Sta : statine ; Thi : thiénylalanine ; Tle : tert-leucine ;
TPPTS : triphénylphosphine-3,3>,3>’-trisulfonate trisodique. ®‘Cu : cuivre-64 ; ®F : fluor-18 ;
67/68Ga : gallium-67 ou 68 ; *In : indium-111; *’Lu : lutécium-177 ; ®*™Tc : tecnétium-99 métastable ;
Y : yttrium-86.

Ainsi, cet antagoniste présente de meilleures propriétés in vivo, i.e. une plus grande
captation et rétention tumorales et une plus faible captation rénale et pancréatique. La méme
équipe a ainsi démontré que la présence d’un espaceur chargé positivement entre le chélateur
et I’antagoniste améliore I’affinité et la stabilité de liaison. Appelé DOTA-RM2, ce nouvel
analogue radiomarqué avec le *8Ga a été récemment testé en étude clinique de phase 11 chez des
patients atteints de cancers de la prostate et se présente comme un radioligand tres prometteur
pour localiser les tumeurs (Minamimoto et al., 2016 ; 2018). D’autres antagonistes
radiomarqués au ®*Cu présentent des caractéristiques pharmacocinétiques trés intéressantes et
ont fait 1’objet d’une étude clinique de phase | (Durkan et al., 2014). Enfin, plusieurs
antagonistes marqués au 8F ont été développés, montrant généralement une haute et spécifique
captation tumorale et un meilleur ratio T/M par rapport aux autres radioligands (Honer et al.,
2011). Leur utilisation pourrait donc étre particuliérement intéressante dans 1’imagerie des
cancers de la prostate (Kumar et Ghosh, 2018). Malgré ces données encourageantes, assez peu
d’études cliniques ont été menées pour traiter des tumeurs surexprimant le GRPR. Quelques
groupes s’attachent toutefois a développer des analogues de la BBN radiomarqués avec i) des
émetteurs P tels que le Y ou le lutécium-177 (2'’Lu) (Zhang et al., 2004 ; Abiraj et al., 2011 ;
Morgat et al., 2014) ou ii) des émetteurs de particules a tels que le bismuth-213 (**Bi) (Wild
et al., 2011). Les études précliniques comparatives démontrent la supériorité des analogues
radiomarqués avec le 213Bi, notamment grace a sa meilleure efficacité de traitement des tumeurs
et a sa plus faible toxicité pour les tissus sains environnants (Lacoeuille et al., 2018 ; Marcu et

Bezak, 2018 ; Okarvi et Maecke, 2018).
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3.3 Radiotraceurs ciblant le CXCR4

Le recepteur de chimiokine de type 4 (CXCR4) est un RCPG qui joue un rble majeur
pendant I’embryogenése et dans 1’inflammation (Caruz et al., 1998 ; Nagasawa et al., 1998 ;
Kruizinga et al.,, 2009). Récemment identifié comme une cible prometteuse pour le
développement d’analogues radiomarqués pour I’imagerie et le traitement de tumeurs, le
CXCR4 est impligué dans des mécanismes importants de la tumorigenése, e.g.
prolifération/migration/invasion cellulaire et apparition de metastases (Burger et Kipps, 2006 ;
Wojcechowskyj et al., 2011). En accord avec ces observations, le CXCR4 est surexprimé dans
les tumeurs primaires et les métastases de cancer du sein (Muller et al., 2001 ; Huang et al.,
2009 ; Hassan et al., 2010), de la prostate (Taichman et al., 2002), de I’ovaire (Hall et Korach,
2012), de I’;esophage (Kaifi et al., 2005), du rein (Zagzag et al., 2005), du colon (Zeelenberg
et al., 2003) ou du poumon (Mdller et al., 2001). Enfin, cette surexpression intratumorale du
CXCRA4 est généralement associée a une forte agressivité et une résistance aux chimiothérapies,
et donc malheureusement a un mauvais pronostic pour les patients (Scala et al., 2005 ; Yopp et
al., 2011). Ainsi, plusieurs agents pharmacologiques dirigés contre le CXCR4 ont été testés
pour empécher la formation de métastases chez des patients, mais en raison des réles cruciaux
auxquels participe le CXCR4 dans de nombreux processus biologiques, d’importants effets
secondaires et déléteres limitent leur utilisation (Kuil et al., 2012 ; Weiss et Jacobson, 2013 ;
Philipp-Abbrederis et al., 2015). Le développement de nouveaux outils pour I’imagerie du
CXCR4 permettrait i) d’affiner le pronostic des patients surexprimant le récepteur dans les
foyers tumoraux, ii) I’emploi de radioligands thérapeutiques et iii) de déterminer les doses

optimales d’agents anti-métastatiques & injecter chez un patient.

L’une des premieres études pour la détection du CXCR4 dans les tumeurs a employé un

antagoniste radiomarqué du récepteur, le 1**In-DTPA-TZ14011 (Hanaoka et al., 2006). Bien
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que les expériences de binding avec ce radioligand aient été prometteuses (ICso de 7,9 nM,
similaire a celui du SDF-1), les résultats obtenus dans un modéle animal de xénogreffes
tumorales ont été cependant décevants, probablement en raison d’une clairance rénale rapide.
Plusieurs autres radioligands ont donc été synthétises au cours de ces derniéres années, mais
aucun ne remplit in vivo toutes les exigences nécessaires, en termes de sélectivité et de
propriétés pharmacocinétiques. A titre d’exemple, le **Cu-AMD3100, pourtant rapidement et
facilement radiomarqué, présente chez des souris saines une clairance rénale rapide et une
accumulation importante dans le foie et la moelle épiniere (Nimmagadda et al., 2010 ; Weiss et
Jacobson, 2013). Similaire au TZ14011 mais contenant un groupement fluorobenzoyle en
position N-terminale pour fixer le 8F, un autre antagoniste du CXCR4 a été synthétisé
(Jacobson et al., 2010). Nommé 8F-T140, ce nouveau radioligand présente une accumulation
dans les tumeurs exprimant le CXCR4 mais marque également les hématies. De plus, son
radiomarquage est long avec un rendement faible. D’autres radioligands ont alors été congus
sur la base du T-140, comme le T-140-2D, avec I’incorporation de deux molécules de DOTA
sur les résidus lysines en position 7 et 8, et présentent également de mauvaises caractéristiques,
i.e. une accumulation dans les hématies, un mauvais rendement de marquage avec le **Cu ou le
®8Ga, et une trés faible spécificité tumorale (Jacobson et al., 2010). Malgré ces résultats
décevants, I’utilisation de chélateurs DOTA ou NOTA (acide 1,4,7-triazacyclononane-N,N’,N"-
triacétique), fixés en position N-terminale du T-140 en remplacement du groupement
fluorobenzoyle, permet de réduire la liaison non spécifique sur les hématies sans altérer
significativement la liaison au récepteur du CXCR4 dans les tumeurs (Weiss et al., 2012 ; Weiss

et Jacobson, 2013) (Fig. 16).
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Stromal cell-derived factor 1 (SDF-1) TZ14011

FC131

1EDEIEIECY 5

CPCR4.2 (Pentixafor®)

DOTA — Amb

Figure 16. Séquences peptidiques du SDF-1 et de trois analogues. A partir de I’isoforme § du SDF-1,
qui compte plus de 90 acides aminés, Hanaoka et coll. (2006) se sont intéressés a la synthese du TZ14011
(un analogue de 14 acides aminés antagoniste du CXCR4) sur lequel est greffé un chélateur DTPA sur
une Lys® en position D. Thiele et coll. (2014) ont développé le FC131 dont la stabilité plasmatique est
grandement améliorée et le marquage avec I’iode-124 (*241) permet non seulement de visualiser des
tumeurs exprimant le CXCR4 mais également de mettre en évidence la présence de métastases du cancer
de poumon dans un modele animal. En 2011, Gourni et coll. (2014) développent également un
pentapeptide basé en partie sur la séquence C-terminale du TZ14011 dont la structure permet la greffe
d’un chélateur DOTA, le CPCR4.2, commercialisé sous le nom de Pentixafor® et utilisé pour le
diagnostic de tumeurs solides exprimant le CXCR4. Amb : acide aminométhylbenzoique ; Cit : N°-
aminocarbonylornithine ; CXCR4 : récepteur de chimiokines de type 4 motif C-X-C ; DOTA : acide
1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1,4,7,10-tétraacétique ; DTPA : acide diéthyléne-triamine-penta-
acétique ; Me : méthyl ; Nal : 3-napthyalanine ; SDF-1 : stromal cell-derived factor-1.

Ces nouveaux radiotraceurs couplés au ®4Cu présentent d’intéressantes caractéristiques
in vivo, telles qu’une accumulation spécifique dans les tumeurs exprimant le CXCR4, un ratio
tumeur sur bruit élevé, un temps de radiomarquage faible et un rendement important. Sur la
base de ces résultats probants et de la séquence du T-140, un nouveau pentapeptide cyclique a
été synthétisé, le FC131 (D-Tyr!, Arg?, Arg®, Nal*, Gly®) (Thiele et al., 2014). Testé sur modéle
animal, sa stabilité plasmatique est grandement améliorée et son marquage avec I’iode-124
(*2*1) permet non seulement de visualiser des tumeurs exprimant le CXCR4 mais également de
mettre en évidence la présence de métastases du cancer de poumon. Dans le but de concevoir
des analogues radiomarqués avec le ®Ga, produits via un générateur (cf chapitre 111 - 1.2.1), et
sur la base du pentapeptide cyclique, le FC131, le CPCR4-2 (p-Tyr!, [N-Me]p-Orn?, [4-acide
aminométhylbenzoique-DOTA]JArg?, 2-Nal*, Gly®) a été développé. Les résultats montrent que

chez des souris porteuses de tumeurs surexprimant le CXCR4, le %Ga-CPCR4-2 présente les
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meilleures propriétés pharmacodynamiques, avec une forte captation tumorale, un ratio T/M
tres élevé, une excrétion rapide par les reins. Ce composé est maintenant commercialisé sous le
nom de %®Ga-Pentixafor® pour I’imagerie de cancers et de maladies inflammatoires (Gourni et

al., 2011 ; Herrmann et al., 2015 ; Bouter et al., 2017) (Fig. 17).

D’autres molécules sont encore en phase d’étude telles que le %8Ga-CCIC16 qui présente
de bonnes propriétés pour I’imagerie de tumeurs issues de cellules U87-MG (lignée tumorale

humaine issue d’un glioblastome) (George et al., 2014).

Figure 17. Imageries TEP/TDM de patients atteints de tumeurs aprés injection de
8Ga-Pentixafor. A. Gauche, vue « corps entier » TEP/TDM d’un patient, une heure aprés injection de
8Ga-Pentixafor (60 min post-injection) atteint par de multiples myélomes surexprimant le CXCR4.
Droite, section tomographique du pelvis avec trois foyers tumoraux (fleches, rouges et blanches). Extrait
de Buck et al., 2017. B. Projections d’intensités maximales « corps entier » TEP/TDM de patients
atteints d’un lymphome diffusant a grandes cellules B (LDGCB), de leucémie prolymphocytique a
cellules T (LPL-T), d’un carcinome adrénocortical (CAC) et d’un cancer pulmonaire a petites cellules
(CPPC). Extrait de Walenkamp et al., 2017. CXCR4 : récepteur de chimiokines de type 4 motif
C-X-C ; TDM : tomodensitométrie ; TEP : tomographie par émission de positons. ®Ga : gallium-68.



Introduction
Intéréts du développement de radioligands ciblant les RCPG impliqués dans la tumorigenése

3.4 Radioligands ciblant les récepteurs SST:-5

Cette famille comporte deux peptides de 14 (SST-14) et 28 (SST-28) acides aminés
issus d’un méme précurseur. s possédent tous deux un cycle di a la présence d’un pont
disulfure qui abrite quatre acides aminés conservés jouant un role essentiel dans 1’activité
biologique, i.e. Phe”?, Trp®2?, Lys®?® et Thri%?* (Patel et al., 1999). Isolés pour la premiére
fois en 1972 a partir d’extraits d’hypothalamus de Mouton par Guillemin et coll., les peptides
somatostatinergiques sont largement exprimés aux niveaux central et périphérique, e.g. dans
certaines aires cérébrales, 1’axe hypothalamo-hypophysaire, le tractus digestif, le pancréas
endocrine et exocrine ou encore le systeme immunitaire (Brazeau et al., 1973 ; Dasgupta, 2004 ;
Pawlikowski et al., 2007 ; Watt et al.,, 2008). Sur le plan fonctionnel, le systeme
somatostatinergique exerce classiguement une action inhibitrice, notamment sur la sécrétion de
I’hormone de croissance et de la thyrotropine par I’hypophyse (Patel et al., 1999 ; Pawlikowski
et al., 2007 ; Barbieri et al., 2013), de I’insuline par le pancréas (Dasgupta, 2004), du VIP, de
la gastrine, de la CCK et de la sécrétine au niveau gastro-intestinal (Evangelista, 2009 ;

Schubert, 2009).

Les activités de la somatostatine sont relayées par une famille de RCPG de trés haute
affinité, constituée de cing membres bien caractérisés, sst1 a ssts (Hoyer et al., 1995 ; Reisine
et Bell, 1995 ; Patel et al., 1999 ; Lamberts et al., 2002 ; Jacobs et Schulz, 2008). Comme pour
une nette majorit¢ de RCPG, la liaison avec la somatostatine entraine I’internalisation du
complexe ligand-récepteur (Majumdar et Siahaan, 2010 ; Raza Naqvi et al., 2011). Les voies
de couplage sont bien identifiées et les sst1.5 sont négativement couplés a I’AC. L’activation de
ces récepteurs peut entrainer la modulation de I’ouverture de canaux potassiques (Patel, 1999),
le recrutement de la phospholipase A2 (Schweitzer et al., 1990) ou de phosphatases (Colas et

al., 1992). Les propriétés anti-mitotiques de la somatostatine ont été observées dans de
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nombreux cancers, e.g. carcinomes du sein (Watt et al., 2008), tumeurs neuroendocrines (Reubi
et Maecke, 2008). La somatostatine est également capable d’induire ’apoptose via les
récepteurs sst. et sstz (Sharma et al., 1997 ; Guillermet-Guibert et al., 2005), suggérant que ce
neuropeptide joue un réle clé dans la modulation de la tumorigenése (Reubi et al., 1991). A
I’appui de cette hypothése, de nombreuses études ont démontré la présence d’une densité élevée
de récepteurs somatostatinergiques dans des tumeurs neuroendocrines, avec toutefois une
prédominance nette pour sst2 (Atkinson et al., 2013). Il s’agit par exemple d’adénomes de la
tige hypophysaire (Reubi et Landolt, 1984 ; Moyse et al., 1985 ; Reubi et al., 1987a ; 1987b)
et gastroentéropancréatiques (TNE-GEP) (Reubi et al., 1990a), de phéochromocytomes
(Epelbaum et al., 1995 ; Reubi et al., 1990a), de neuroblastomes (Moertel, 1994 ; Prévost et
al., 1996), de cancers médullaires de la thyroide (Reubi et al., 1991) ou encore de cancers
pulmonaires a petites cellules (Sagman et al., 1990). D’autres données plus récentes révelent
que certaines TNE bronchiques (TNE-B) expriment préférentiellement sst; (Kaemmerer et al.,
2015). Les récepteurs somatostatinergiques sont également surexprimeés dans des tumeurs non-
neuroendocrines, telles que les méningiomes, les médulloblastomes et les gliomes (Reubi et al.,
1986 ; 1987a ; Fruhwald et al., 1999 ; Friihwald, 2011), ainsi que dans les carcinomes du sein
(Reubi et al., 1990a ; Srkalovic et al., 1990), rénaux (Reubi et al., 1992), prostatiques (Fekete
et al., 1988 ; Reubi et al., 1995 ; Halmos et al., 2000), ovariens (Reubi et al., 1991 ; Halmos et

al., 2000), gastriques (Miller et al., 1992) et hépatocellulaires (Kouroumalis et al., 1998).

Sur la base de ces observations, des radioligands ont été développés pour cibler des
récepteurs somatostatinergiques chez les patients porteurs de tumeurs, avec en premier lieu le
marquage des deux peptides naturels avec 1’iode-125 (*?°I) (Bodei et al., 2003b). Les résultats
obtenus ont révélé que 1’expression des sst differe considérablement selon les patients et le type

de tumeurs. A titre d’exemples, les méningiomes et les médulloblastomes présentent des taux
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élevés de récepteurs, tandis que les lymphomes en expriment relativement peu (Reubi, 2003).
Il convient aussi de noter que de nombreuses tumeurs, dont la plupart des tumeurs
neuroendocrines, ont un profil d’expression trés hétérogeéne avec des densités tres variables
d’une région a I’autre (Reubi et al., 1990b). En plus de ces observations, il apparait que la demi-
vie plasmatique de SST-14 et SST-28 (= 1 a 3 minutes) est difficilement compatible avec des
applications in vivo (Appetecchia et Baldelli, 2010). Heureusement, la réduction de la partie
C-terminale et du cycle aux quatre acides aminés biologiquement actifs, ainsi que le
remplacement du Trp® par son énantiomeére, permettent d’augmenter la stabilité des analogues
et implicitement leurs applications (Veber et al., 1981 ; Breeman et al., 2001 ; Okarvi et al.,
2004). Quatre analogues somatostatinergiques ont ainsi été développés : 1’octréotide,
I’octréotate, le lanréotide et la vapréotide, encore utilisés aujourd’hui pour le diagnostic et le
traitement de divers cancers (Bauer et al., 1982 ; Pawlikowski et al., 2007 ; Appetecchia et
Baldelli, 2010 ; Strosberg et Kvols, 2010). Les affinités différentielles des analogues
somatostatinergiques, e.g. liaison privilégiée de 1’octréotide pour sst> et ssts (Barbieri et al.,
2013), ainsi que des variations dans le trafic et I’internalisation des récepteurs, ont aussi été
mises a profit pour caractériser d’autres composés au potentiel diagnostic et/ou thérapeutique

(Nouel, 1997 ; Patel et al., 1999).

En 1989, Krenning et coll. ont été les premiers a réaliser des scintigraphies de récepteurs
somatostatinergiques a I’aide de ’octréotide modifié par ’insertion d’un résidu tyrosine (Tyr*-
octréotide) permettant la greffe d’iode-123 (*2%I). Cependant, en raison de la faible stabilité in
Vivo et d’une captation non spécifique trop importante, le DTPA a été conjugué a 1’octréotide
via I’ajout d’un résidu D-Phe dans la partie N-terminale, pour étre radiomarqué a I’**1In (Bakker
et al., 1991a ; 1991b). Appelé DTPA-octréotide (DTPA-OC), ce nouvel analogue obtient en

1994 une autorisation de mise sur le marché aux Etats-Unis sous le nom d’Octreoscan® | il
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permet de visualiser principalement les TNE, mais aussi les méningiomes, les cancers du sein

et les lymphomes (Krenning et al., 1992 ; 1993 ; Kwekkeboom et al., 1993).

Somatostatine 14 (SST-14) Somatostatine 28 (SST-28)

e

/ Octréotide \ / Octréotate \ / \ / \

Vapréotide

Figure 18. Ligands somatostatinergiques et principaux analogues développés. Le systéeme
somatostatinergique comporte deux peptides de 14 (SST-14) et 28 (SST-28) acides aminés, qui
interagissent avec cing types de récepteur (sstis). Ils possedent un cycle qui abrite quatre résidus conservés
(Phe, Trp, Lys, Thr) au cours de I’évolution, jouant un role essentiel dans la liaison aux cinq récepteurs.
En raison de leur courte demi-vie, plusieurs analogues stables ont été développés (octréotide, octréotate,
lanréotide et vapréotide) sur la base d’un octapeptide composé d’un cycle de quatre résidus impliqués
dans la liaison aux sst (les affinités de chaque analogue pour les récepteurs sont disponibles dans le
tableau 7). La greffe d’un chélateur, tel que le DTPA ou le DOTA permet I’incorporation d’un
radioisotope (*!!In, ®8Ga, *Y ou ""Lu) dont I’activité sera exploitée pour le diagnostic ou le traitement
des tumeurs neuroendocrines. DOTA : acide 1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1,4,7,10-tétraacétique ;
DOTA-LAN : DOTA-lanréotide ; DOTA-OC : DOTA-octréotide ; DOTA-TATE : DOTA-octréotate ;
DOTA-TOC : DOTA-Tyr3-octréotide ; DOTA-VAP : DOTA-vapréotide ; DTPA : acide diéthyléne-
triamine-pentaacétique ; DTPA-OC : DTPA-octréotide ; DTPA-TATE : DTPA-octréotate ;
DTPA-TOC : DTPA-Tyr3-octréotide ; Nal : 3-napthyalanine ; ssty.s : récepteur de type 1, 2, 3, 4 ou 5 de
la SST. %Ga : gallium-68 ; *In : indium-111 ; ¥7Lu : lutécium 177 ; *°Y : yttrium-90.
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Sur la base de I’octréotide, d’autres dérivés ont été développés, avec toujours une
affinité préférentielle pour ssty. 11 s’agit du DTPA-Tyr-octréotide (DTPA-TOC) et du DTPA-
Tyr3-octréotate (DTPA-TATE) (De Jong et al., 1998) (Fig. 18). L’addition du résidu Tyr en
position 3, déja utilisée par Krenning et coll. (cf supra), et le remplacement du thréoninol en
position C-terminale par un résidu thréonine permet d’augmenter i) la stabilité des radioligands
et ii) leur affinité pour sst> (Reubi et al., 2000 ; De Jong et al., 2001). De nouveaux analogues
utilisent préférentiellement le DOTA en lieu et place du DTPA, ce qui permet la chélation de
radioisotopes tels que I’*12In ou le ®8Ga pour I’imagerie de tumeurs surexprimant les récepteurs
somatostatinergiques, ou par des radioisotopes tels que 1'*®Y et le ’Lu pour leur action
thérapeutique sur les tumeurs. Ainsi furent développés le DOTA-octréotide (DOTA-OC)
(Heppeler et al., 1998), le DOTA-Tyr3-octréotide (DOTA-TOC) (Otte et al., 1997 ; Heppeler
et al., 1998) et le DOTA-Tyr3-octréotate (DOTA-TATE) (Heppeler et al., 1998) (Fig. 19). La
sensibilité, qui correspond a la capacité a imager une tumeur, dépasse généralement 75% pour
les TNE-GEP, les TNE-B mais également pour les paragangliomes (Gabriel, et al., 2007), ce
qui contribue a la sélection efficace de la ou des futures thérapies a mettre en ceuvre

(Kwekkeboom et al., 2010). (Tab. 7).
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Figure 19. Scintigraphies de patients porteurs de TNE aprés injection d’analogues
somatostatinergiques. A. Scintigraphies réalisées une heure apres injection chez un méme patient de
'*In-DTPA-OC (gauche) ou du %Ga-DOTA-TOC (droite). Extrait de Fani et Maecke, 2012.
B. Scintigraphies « corps entier » 24 heures ou quatre heures aprés injection du *’Lu-DOTA-TATE chez
un patient atteint d’'une TNE rectale métastasant au niveau du foie. Extrait de Duijzentkunst et al., 2017.
DOTA : acide 1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1,4,7,10-tétraacétique ; DOTA-TOC : DOTA-Tyrs-
octréotide ; DTPA : acide diéthylénetriamine-pentaacétique ; DTPA-OC : DTPA-octréotide ;
TNE : tumeur neuroendocrine. ®8Ga : gallium-68 ; 1**In : indium-111 ; ¥"Lu : lutécium-177.

Récepteur sst1
Ligands naturels
SST-14 0,93 0,15 0,56 15 0,29 nd.
SST-28¢ 52+0,3 2,7+0,3 7,7£0,9 56+04 40+0,3 n.d.
Octréotide! >10000 (5) 2+0,7 187 +55 >1000 (4) 22 +6 (5) n.d.
Lanréotide 180 0,54 14 230 17 n.d.
Vapréotide >1000 54 31 45 0,7 n.d.
DTPA-OC! >10000 12+2 376 £ 84 >1000 299 + 50 n.d.
DTPA-TATE! >10000 39+1 >10000 >1000 >1000 n.d.
DOTA-OC! >10000 14+3 279 >1000 103 39 n.d.
DOTA-TOC! >10000 14+26 880 £ 324 >1000 393 +84 n.d.
DOTA-TATE! >10000 15+04 >1000 453 + 176 547 £ 160 n.d.
DOTA-LAN! >10000 2634 771 %229 >10000 73+£12 n.d.
DOTA-VAP! >10000 2917 419 + 104 743 £190 80+19 n.d.
In-DTPA-OC! >10000 22+3,6 182 +13 >1000 237 £ 52 Commercialisé
In-DTPA-TATE? >10000 1,3+0,2 >10000 433+ 176 >1000 n.d.
Ga-DOTA-OC! >10000 73+19 120 + 45 >1000 60+ 14 n.d.
Ga-DOTA-TOC! >10000 2505 613 £ 140 >1000 7321 Etude phase 2
Ga-DOTA-TATE? >10000 0,2+0,04 >1000 300 £ 140 377+18 Commercialisé
Ga-DOTA-NOC? >10000 19+04 40,0+£5,8 260+ 74 72+16 Etude phase 2
Y-DOTA-OC? >10000 202 27+8 >10000 57 £22 n.d.
Y-DOTA-TOC! >10000 11+17 389 £ 135 >10000 114 + 29 Etude phase 2
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Y-DOTA-TATE! >10000 16+04 >1000 523 + 239 187 +50 n.d.

Y-DOTA-VAP!? >10000 12+2 102 £ 25 778 225 20+23 n.d.

Y-DOTA-LAN! >10000 23+5 290 + 105 >10000 16+£34 n.d.
Lu-DOTA-TATE? >1000 20+08 162 + 16 >1000 >1000 Etude phase 2
In-DOTA-sstz-ODN* >1000 >1000 52+13 >1000 >1000 Etude pilote
In-DOTA-sst-ANT# >1000 15+04 >1000 287 £ 27 >1000 Etude pilote
In-DOTA-JR11° >1000 3,8+07 >1000 >1000 >1000 Etude pilote
Ga-DOTA-JR115 >1000 29+27 >1000 >1000 >1000 Etude pilote
Ga-NODAGA-JR115 >1000 1,2+0,2 >1000 >1000 >1000 Etude phase 2
Lu-DOTA-JR115 >1000 0,73+0,15 >1000 >1000 >1000 Etude pilote

Tableau 7. Principaux ligands a haute affinité pour les récepteurs somatostatinergiques utilisés
ou testés en médecine nucléaire. De nombreux radioligands ont été développés sur la base de
I’octréotide et sur leur capacité a reconnaitre et induire ’internalisation du complexe ligand-récepteur.
Depuis 2006, plusieurs équipes ont testé le potentiel de certains antagonistes pour diagnostiquer les
tumeurs neuroendocrines. 'Reubi et coll. en 2000 ont déterminé 1’ICso de leurs composés sur des
fractions cellulaires de CHO-K1 (exprimant stablement sst; et ssts) ou de CCL39 (exprimant stablement
ssty, Ssts et ssts) préalablement incubées avec 1I’*21-[Leu®, p-Trp??, Tyr?®]SST-28. 2Schottelius et coll. en
2015 ont déterminé 1’ICso du LUu-DOTA-TATE sur des fractions cellulaires d’AR42J préalablement
incubées avec le traceur équivalent non radioactif. *Antunes et coll. en 2007 ont déterminé 1’ICso du
Ga-DOTA-NOC sur des fractions cellulaires de CHO-K1 (exprimant stablement sst; et ssts) ou de
CCL39 (exprimant stablement le ssty, le sst et ssts) préalablement incubées avec 1’*?°1-[Leu®, p-Trp?,
Tyr?®]SST-28. “Ginj et coll. en 2006 ont déterminé 1’ICso de leurs composés sur des fractions cellulaires
d’HEK-293 exprimant stablement sst; préalablement incubées avec le traceur équivalent non radioactif.
SFani et coll. en 2012b ont déterminé 1’ICso de leurs composés sur des fractions cellulaires de CHO-K1
(exprimant stablement sst; et ssts) ou de CCL39 (exprimant stablement ssty, ssts et ssts) préalablement
incubées avec 1'*?°I-[Leu, o-Trp??, Tyr®]SST-28. L affinité est indiquée par la valeur de I'ICso + SEM
exprimée en nM. Agl : acide a-glutamique ; ANT : NO,-Phe!-(D-Cys?-Tyr3-p-Trp*-Lys®>-Thré-Cys’)-D-
Tyr® ; Cbm : acide D-4-amino-Phe-carbamoyle ; Cpa : acide y-amino-p-hydroxy-cyclo-
hexanepentanoique ; DOTA : acide 1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1,4,7,10-tétraacétique ; DOTA-
LAN : DOTA-lanréotide ; DOTA-NOC : DOTA-[Nal']-octréotide ; DOTA-OC : DOTA-octréotide ;
DOTA-TATE : DOTA-Tyr3-octréotate ; DOTA-TOC : DOTA-Tyr3-octréotide ; DOTA-VAP : DOTA-
vapréotide ; DTPA : acide diéthyléne-triamine-penta-acétique ; DTPA-OC : DTPA-octréotide ; DTPA-
TATE : DTPA-octréotate ; DTPA-TOC : DTPA-Tyr®-octréotide ; Hor : acide amino-Phe-
hydroorotique ; JR11 : Cpal-[D-Cys?-Hor®-D-Cbm®*-Lys®>-Thré-Cys’]-D-Tyr® ; Nal : 3-napthyalanine ;
NODAGA : acide 1,4,7-triazacyclononane-1-acide glutarique-4,7-acétique ; ODN : NH,-CO-(D-Cys!-
Phe?-Tyr3-D-Agl(Me-2-naphthoyl)*-Lys®-Thré-Phe’-Cys®) ; SST-14,28 : somatostatine 14 ou 28. Ga :
gallium ; In : indium ; Lu : lutécium ; Y : yttrium. n.d. : non déterminé.
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La possibilité de modifier la partie N-terminale sans altérer les propriétés biologiques
des analogues somatostatinergiques a permis de mettre au point d’autres radioligands couplés
par exemple avec le chélateur HYNIC, facilitant la chélation du **™Tc, trés utilisé et étudié pour

les scintigraphies tumorales (Maresca et al., 2010 ; Bigott-Hennkens et al., 2011) .

Grace aux succes diagnostiques obtenus avec les dérivés somatostatinergiques, peu
d’essais ont été réalisés pour élaborer des analogues radiomarqués au *8F, couramment utilisé
en médecine nucléaire sous la forme ®F-FDG pour le diagnostic de tumeurs. Quelques
laboratoires ont toutefois développé des radiotraceurs fluorés (Laverman et al., 2010 ; 2012),
avec notamment la greffe d’un groupe aryltrifluoroborate (ammoniométhyl-BFs, AMBF3) sur
le Tyr3-octréotate, ce qui permet la complexation avec le *F (Liu et al., 2014). Le composé
ainsi généré (*8F-AMBF;-TATE) présente une activité spécifique plus élevée que les autres
analogues somatostatinergiques, ce qui contribue a limiter fortement le bruit de fond en essai
préclinique (Liu et al., 2014). Sur la base de ces résultats, I’équipe de Niedermoser et coll., a
utilisé en 2015 le groupement SiFAlin (accepteur a base de fluorure de silicone ou Sllicon-
based fluoride Acceptors) incluant une charge positive permanente qui présente des
caractéristiques prometteuses in vivo. En effet, on observe chez la Souris une biodistribution
similaire a celle du %8Ga-DOTA-TATE mais les images obtenues avec le dérivé fluoré sont de
meilleures qualité, avec une résolution et une captation tumorales plus importantes ; ces

résultats prometteurs sont dus a la plus faible énergie émise par le 8F.

Depuis 2006, I'utilisation d’antagonistes somatostatinergiques est explorée. Deux
antagonistes ont notamment été étudiés : le tIn-sst,-ANT et le *1In-sst-ODN-8, qui fixent
sst et sstz, respectivement (Ginj et al., 2006). Les études in vivo ont montré que ces Composés
présentent une plus grande captation et rétention tumorales que certains agonistes, et ce malgré

I’absence d’internalisation du complexe ligand-récepteur, pourtant considéré comme un
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processus indispensable pour le développement de radiotraceurs ciblant les RCPG (Lamberts
et al., 2002). Ces résultats ont par la suite été expliqués in vitro par la trés grande accessibilité
des sites de liaison par ces antagonistes (comparés aux agonistes), associée a leur lente
dissociation du récepteur (Cescato et al., 2008 ; Fani et al., 2017). Des antagonistes ont par la
suite ét¢ optimisés par 1’addition/modification d’acides aminés et par le remplacement de
résidus par leur énantiomere (Cescato et al., 2008). Ils sont encore en phase d’évaluation avec
les radioisotopes tels que %8Ga, 54Cu, 1In et 1"Lu (Fani et al., 2011 ; Fani et al., 2012 ; 2017 ;
Radford et al.,, 2017). A titre d’exemple, ’antagoniste /’Lu-DOTA-JR11 présente une
meilleure efficacité de traitement que le "Lu-DOTA-TATE chez des patients atteints de
métastases issues de tumeurs neuroendocrines, avec i) une plus forte captation tumorale, ii) un
meilleur ratio tumeur/rein et iii) une meilleure stabilité in vivo (Wild et al., 2014) (Fig. 20). Ce
radioligand est actuellement évalué par une étude multicentrique de phase 1/2
(identifiant Clinical-Trials.gov : NCT02592707) et théranostique (identifiant Clinical-

Trials.gov : NCT02609737).
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Figure 20. Comparaison des images obtenues chez un méme patient avec le ¥’Lu-DOTA-JR11
(A) et le '"Lu-DOTA-TATE (B). A. Scintigraphie planaire obtenue 24 heures apres injection du
177Lu-DOTA-JR11 (antagoniste de sstz) chez un patient atteint de plusieurs TNE-GEP (fléches noires
et blanches). La fléche du haut indique un possible méningiome.
B. Scintigraphie planaire réalisée chez le méme patient injecté avec le 1’Lu-DOTA-TATE (agoniste du
sstp) dont 1’analyse indique une captation tumorale deux a quatre fois inférieure a celle mesurée avec le
17Lu-DOTA-JR11, pour une méme dose injectée. Extrait de Fani et al., 2017. DOTA : acide 1,4,7,10-
tétra-aza-cyclododécane-1,4,7,10-tétraacétique ; DOTA-TATE : DOTA-Tyr*-octréotate
JR11 : Cpa'-[D-Cys?-Hor3-D-Cbm?*-Lys®-Thré-Cys’]-D-Tyr® ; sst; : récepteur de type 2 de la
somatostatine ; TNE : tumeur neuroendocrine ; TNE-GEP : TNE gastroentéropancréatique.
YL : lutécium-177.
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CHAPITRE II : le systeme urotensinergique

1. Généralités sur le systéme urotensinergique

Isolée a la fin des années 60 par Howard Bern de 1’Université de Berkeley (Californie,
Etat-Unis) et Karl Lederis de 1’Université de Calgary (Alberta, Canada) a partir d’urophyses de
poissons téléostéens de la famille des Gobiidés, ’urotensine Il (UIl) est un neuropeptide
capable de stimuler la contraction de muscles lisses (Bern et Lederis, 1969). L’UII a ensuite été
caractérisée chez de nombreuses especes de poissons (Pearson et al., 1980) et sa présence a été
démontrée dans des motoneurones de la moelle épiniére et du tronc cérébral d’un tétrapode, la
Grenouille verte Rana ridibunda (Conlon et al., 1992). Le gene codant I’UII a été identifié chez

plusieurs mammiféres y compris chez I’Homme (Coulouarn et al., 1998 ; Ames et al., 1999).

1.1 Homologies structurales entre I’UII, I’URP et la somatostatine

L’UII est un peptide de 11 acides aminés chez les primates, 14 chez le Rat et 17 chez la
Souris. Au cours de 1’évolution, la structure peptidique de I’UII est trés bien conservée,
notamment dans sa partie C-terminale, i.e. un hexapeptide cycliqgue (CFWKYC) formé par un
pont disulfure entre deux résidus cystéines. Cette séquence n’a pas évolué depuis la Lamproie
jusqu’a I’Homme, suggérant la grande importance de ce cycle dans les activités biologiques
exercées par I’UII (Coulouarn et al., 1998). En 2003, Sugo et coll. ont isolé, a partir d’extraits
de cerveaux de rats, un paralogue de I’UII, I’urotensin-ll-related peptide (URP), dont la

séquence (Ala*-hUll4.11) est conservée chez tous les mammiféres (Fig. 21) (Tab. 8).
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Urotensine Il (Ull) Urotensin-Il-related peptide (URP) Somatostatine 14 (SST-14)

Figure 21. Séquences de I’UII, de I’URP et de la SST-14. Les séquences courtes de I’UII et I’'URP
partagent d’importantes similitudes structurales avec la SST-14 au niveau de la région cyclique
biologiquement active. SST-14 : somatostatine 14 ; Ull : urotensine Il ; URP : urotensin-I1 related
peptide.

: Nom de I’espéce Séguences
Famille ——
Scientifique Commun
Pelophylax ridibundus Grenouille rieuse AGNLSECFWKYCV
Hyla arborea Grenouille verte AGNLSECFWKYCV
Xenopus laevis Xénope lisse GNLSECFWKYCV ACFWKYCV
Gallus gallus Poulet GNLSECFWKYCV ACFWKYCI
Taeniopygia guttata Mandarin diamant GNLSECFWKYCV ACFWKYCI
Felis catus Chat GSPSECFWKYCV
Sus scrofa Sanglier d’Europe GPPSECFWKYCV
Ovis aries Mouton GPSSECFWKYCV
Bos taurus Taureau GPSSECFWKYCV ACFWKYCV
Rattus norvegicus Rat QHGTAPECFWKYCI ACFWKYCV
Tétrapodes Mus musculus Souris QHKQHGAAPECFWKYCI | ACFWKYCV
Otolemur garnettii Otolemur GTPSECFWKYCV ACFWKYCV
Callithrix jacchus Marmouset ETPDCFWKYCV
Papio anubis Babouin olive ETPDCFWKYCV ACFWKYCV
Macaca mulatta Macaque rhésus ETPDCFWKYCV ACFWKYCV
Macaca fascicularis Macaque crabier ETPDCFWKYCV
Nomascus leucogenys Gibon ETPDCFWKYCV
Pongo abelii Orang-outan ETPDCFWKYCV ACFWKYCV
Gorilla gorilla Gorille ETPDCFWKYCV ACFWKYCV
Homo sapiens Homme ETPDCFWKYCV ACFWKYCV
Pan paniscus Bonobo ETPDCFWKYCV ACFWKYCV
Pan troglodytes Chimpanzé ETPDCFWKYCV ACFWKYCV
Danio Rerio Poisson zébre GGGADCFWKYCV DDTCFWKYCV
Téléostéens Gillichtys mirabilis Gobie AGTADCFWKYCV
Takifugu rubripes Tétrodon TGNNECFWKYCV SEPCFWKYCV
Agnate Lethenteron camptschticum | Lamproie NNFSDCFWKYCW

Tableau 8. Comparaison des séquences de I’UII et de PURP au cours de I’évolution. La partie
cyclique des peptides urotensinergiques (en rouge) est hautement conservée. Hormis quelques infimes
variations du peptide en partie C terminale, seule la partie N-terminale varie entre les espéces.
Cependant, la séquence ETPD semble commune a tous les primates, dont Homo sapiens. Extrait et
adapté de Castel et al., 2017. Ul : urotensine 11 ; URP : urotensin-1I related peptide.
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Partageant d’importantes similitudes structurales avec la somatostatine au niveau de la
région cyclique biologiquement active (Conlon et al., 1997 ; Tostivint et al., 2006), I’UII a
d’abord été décrite comme un peptide somatostatin-like (Pearson et al., 1980). Cette hypothése
fut ensuite abandonnée dans la mesure ou les précurseurs de I’UII et de la somatostatine ne
présentent quasiment aucune idendité de séquence (Conlon et al., 1997). Chez ’Homme, les
genes codant I’UII et la SS2 (variant de la somatostatine) sont localisés dans la région p36 du
chromosome 1 alors que ceux codant I’'URP et la somatostatine sont localisés dans la région
028 du chromosome 3 (Sugo et al., 2003 ; Tostivint et al., 2006). La comparaison des positions
relatives des génes codant I’UIL, I’'URP et la somatostatine chez le Poisson zébre, le Poulet et
I’Homme a permis de mettre en évidence deux génes ancestraux, le protoUll et le protoSS qui
auraient conduit, par duplication segmentaire au cours de I’évolution, aux génes codant le
couple UII/SS2 et URP/SS (Tostivint et al., 2006) (Fig. 22). Toutefois, I’UII et I’'URP sont tous
deux capables a concentrations relativement élevées de reconnaitre et d’activer les récepteurs

sst, et ssts (Malagon et al., 2008).
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Figure 22. Représentation schématique de I’évolution des génes codant la somatostatine, I’UII ou
I’URP chez les tétrapodes. La comparaison des positions relatives des génes codant I’UIL, I’'URP et la
somatostatine chez le Poisson zebre, le Poulet et ’Homme, a permis de mettre en évidence deux genes
ancestraux, le protoUl| et le protoSS qui auraient conduit aux génes codant le couple UI1/SS2 et URP/SS
par duplication segmentaire au cours de I’évolution. Les croix représentent les génes perdus au cours de
I’évolution. Adapté de Tostivint et al., 2014. UlI : urotensine Il ; URP1/2 : urotensin-11 related peptide
1let2; SST1/2: somatostatine de types 1 et 2.

1.2 Localisation de I’UII

La présence de I’UII a initialement été observée dans le SNC de poissons téléostéens
(Yulis et Lederis, 1986) puis au niveau des motoneurones de la Grenouille verte (Chartrel et
al., 1995). Par la suite, plusieurs équipes ont montré que I’UII est exprimée dans une sous-
population neuronale chez le Rat, dans les noyaux des nerfs craniens abducens, facial, trijumeau
et hypoglosse et ceux de la partie caudale de la moelle épiniére (Coulouarn et al., 1999 ; Dun
et al., 2001). Des observations similaires sont rapportées chez la Souris (Coulouarn et al.,

1999 ; Egginger et al., 2006) et chez ’Homme (Coulouarn et al., 1998 ; Ames et al., 1999).
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En périphérie, ’UIl est largement distribuée, en particulier dans les systémes

cardiovasculaire, digestif et rénal. A titre d’exemple, des niveaux élevés d’UII sont relevés dans

le cceur chez I’Homme (Douglas et al., 2002), le Rat (Ames et al., 1999 ; Sugo et al., 2003) et

la Souris (Elshourbagy et al., 2002 ; Dubessy et al., 2008). Chez I’Homme, une forte expression

d’UII est aussi retrouvée dans les surrénales (Maguire et al., 2004), le pancréas (Totsune et al.,

2001), les reins (Langham et al., 2004) ou encore les poumons (Kristof et al., 2010). Plus

récemment, une é¢tude a démontré que I’UII est également présente dans le sang ombilical de

femmes enceintes, indiquant que ce peptide peut empreinter la voie sanguine pour exercer ses

fonctions biologiques (Zhang et al., 2017) (Tab. 9).

Tissus |

Homme

Systeme nerveux central

Cerveau

Ames et al., 1999 ;
Totsune et al., 2001 ;
Sugo et al., 2003

| Singe

Elshourbagy et al., 2002

Sugo et al., 2003 ;
Bucharles et al., 2014

Souris

Elshourbagy et al., 2002

Hypothalamus

Totsune et al., 2001

Egginger et al., 2006

Dubessy et al., 2008

Tronc cérébral

Coulouarn et al., 1998 ;
Ames et al., 1999 ;
Totsune et al., 2001 ;
Ng et al., 2002

Coulouarn et al., 1999 ;
Dun et al., 2001 ;
Pelletier et al., 2002

Moelle
épiniére

Coulouarn et al., 1998 ;
Ames et al., 1999 ;
Sugo et al., 2003

Coulouarn et al., 1998 ;
Elshourbagy et al., 2002

Coulouarn et al., 1998 ;
Dun et al., 2001 ;
Pelletier et al., 2002 ;
Sugo et al., 2003

Coulouarn et al., 1999 ;
Pelletier et al., 2002 ;
Dubessy et al., 2008 ;
Egginger et al., 2011

Cervelet

Sugo et al., 2003

Systeme cardiovasculaire

Coulouarn et al., 1998 ;
Ames et al., 1999 ;
Totsune et al., 2003 ;
Sugo et al., 2003 ;

Maguire et al., 2004

Elshourbagy et al., 2002

Ames et al., 1999

Coulouarn et al., 1999

Ames et al., 1999 ;
Sugo et al., 2003

Dubessy et al., 2008

Elshourbagy et al., 2002 ;
Dubessy et al., 2008

Myocarde

Douglas et al., 2002

Nakayama et al., 2008 ;
Hirose et al., 2009

Oreillettes

Matsushita et al., 2001 ;
Douglas et al., 2002 ;
Dschietzig et al., 2002 ;
Maguire et al., 2004

Elshourbagy et al., 2002

Sugo et al., 2003

Ventricules

Totsune et al., 2003 ;
Dschietzig et al., 2002 ;
Tzanidis et al., 2003 ;
Maguire et al., 2004

Elshourbagy et al., 2002

Nakayama et al., 2008 ;
Hirose et al., 2009

Aorte
thoracique

Matsushita et al., 2001

Elshourbagy et al., 2002

Maguire et al., 2008

Elshourbagy et al., 2002

Veines
saphénes

Matsushita et al., 2001 ;
Dschietzig et al., 2002 ;
Maguire et al., 2004

Plasma

Lapp etal., 2004 ;
Joyal et al., 2006 ;
Zhang et al., 2017

Song et al., 2006 ;
Wang et al., 2011
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Systéme endocrinien

Coulouarn et al., 1998 ;
Totsune et al., 2001

Hypophyse

Le systéme urotensinergique

Sugo et al., 2003

Dubessy et al., 2008

Coulouarn et al., 1998 ;
Totsune et al., 2001 ;
Sugo et al., 2003

Pancréas

Sugo et al., 2003 ;
Silvestre et al., 2004

Coulouarn et al., 1998 ;
Totsune et al., 2001 ;
Maguire et al., 2004

Surrénales

Sugo et al., 2003 ;
Albertin et al., 2006

Testicules Sugo et al., 2003

Sugo et al., 2003

Elshourbagy et al., 2002 ;
Dubessy et al., 2008

Coulouarn et al., 1998 ;

Ovaires Sugo et al., 2003

Sugo et al., 2003

Totsune et al., 2001 ;

Placenta Sugo et al., 2003

Maguire et al., 2004
Systeme uro-génital et gastro-i

Matsushita et al., 2001 ;
Totsune et al., 2003 ;
Sugo et al., 2003 ;

Langham et al., 2004

ntestinal

Elshourbagy et al., 2002

Song et al., 2006 ;
Tian et al., 2008 ;
Mori et al., 2009

Elshourbagy et al., 2002

Shenouda et al., 2002 ;
Maguire et al., 2004 ;
Balat et al., 2007

Tube
contourné

Song et al., 2006 ;
Tian et al., 2008

Shenouda et al., 2002 ;
Maguire et al., 2004 ;
Balat et al., 2007

Glomérules

Adebiyi et al., 2014

Tube
collecteur

Shenouda et al., 2002 ;
Maguire et al., 2004

Song et al., 2006

Coulouarn et al., 1998 ;

Prostate Sugo et al., 2003

Sugo et al., 2003

Coulouarn et al., 1998 ;

Estomac Sugo et al., 2003

Sugo et al., 2003

Dubessy et al., 2008

Coulouarn et al., 1998 ;

DS Suqo et al., 2003

Sugo et al., 2003

Dubessy et al., 2008

Coulouarn et al., 1998 ;
Sugo et al., 2003

Autres tissus

Coulouarn et al., 1998 ;
Sugo et al., 2003

Foie

Thymus

Sugo et al., 2003 ;
Wang et al., 2011

Sugo et al., 2003

Elshourbagy et al., 2002

Coulouarn et al., 1999

Coulouarn et al., 1998 ;

Rate Sugo et al., 2003

Elshourbagy et al., 2002

Sugo et al., 2003

Elshourbagy et al., 2002

Sugo et al., 2003 ;
Maguire et al., 2004 ;
Kristof et al., 2010

Poumons

Sugo et al., 2003

Qi etal., 2004

Muscles
squelettiques

Elshourbagy et al., 2002

Elshourbagy et al., 2002 ;
Dubessy et al., 2008 ;
Wang et al., 2009

Sugo et al., 2003 ;
Bousette et al., 2004 ;

Cellules
immunitaires

Kristof et al., 2010

Tableau 9. Localisation centrale et périphérique de I’UII chez ’Homme, le Singe, le Rat et la
Souris. Les références en noir sont issues de travaux ayant démontré la présence d’ARNm de I’UII ; les
références en rouge rapportent la présence d’une immunoréactivité Ull-like. UII : urotensine I1.
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2. Le récepteur de I'urotensine II

2.1 Découverte et structure

Initialement découvert a partir d’extraits de tissus sensoriels de rats (Tal et al., 1995) et
par I’analyse d’une banque de données génomiques (Marchese et al., 1995), le récepteur de
I’UII fut respectivement nommé dans le premier cas sensory epithelium neuropeptide-like
receptor (SENR) et dans le second cas GPR14 selon la nomenclature en vigueur des récepteurs
orphelins. Aprés désorphanisation du GPR14 comme RCPG de I’UII (Ames et al., 1999 ; Liu
etal., 1999 ; Mori et al., 1999 ; Nothacker et al., 1999), ce récepteur fut renommeé urotensin-II
receptor ou UT par I’Union Internationale de la Pharmacologie de Base et Clinique (IUPHAR)

(Douglas et Ohlstein, 2000).

Appartenant a la classe A des RCPG, I’'UT posseéde a ce titre deux sites de
N-glycosylation dans sa region N-terminale, un motif NLxxxD (ou « x » est un résidu
guelconque) dans son DTM2, ainsi qu’un pont disulfure entre les boucles extracellulaires e1 et
€2. La structure de I’UT comporte aussi un motif d’interaction aux protéines G a la jonction du
DTMS et de la boucle intracellulaire i2, et des sites potentiels de phosphorylation par des PKA,
PKC et glycogen synthetase kinases-34 au niveau des boucles iz et is (Marchese et al., 1995 ;
Tal et al., 1995 ; Proulx et al., 2008). Des séquences présentes dans les DTM 3, 4 et 5 sont
responsables de la formation d’une « poche » permettant la liaison du ligand (Sainsily et al.,
2013), et une séquence de localisation nucléaire présente sur la boucle iz induit I’adressage du
récepteur dans le compartiment nucléaire (Doan et al., 2011) (Fig. 23). Ce processus
d’internalisation a été décrit pour plusieurs couples de ligands/récepteurs tels I’Angll/AT1
(Kule et al., 2004), ’ET-1/ETs (Wu-Wong et al., 1995), la vasopressine/VV> (Bowen-Pidgeon

et al., 2001) ou la thrombine/PAR-1 (Mirza et al., 1996).
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Figure 23. Représentation schématique de la structure de I’UT. Les acides aminés représentés en
orange sont les résidus hautement conservés au sein de la classe A des RCPG : deux sites de
N-glycosylation dans la partie N-terminale extracellulaire, un motif NLxxxD dans le DTM2, un pont
disulfure entre la 1% et la 2°™ boucle extracellulaire e; et e, un motif ERY d’interaction aux protéines
G a la jonction entre le TDM3 et la boucle i, et un motif NPxxY dans le DTM7. L’UT présente
également des sites de phosphorylation (en vert) et deux motifs polyprolines | et Il (en jaune) dans sa
portion C-terminale. Une séquence de localisation nucléaire a été identifiée dans la boucle iz (en rose).
Extrait et adapté de la thése de Jane-Eileen Joubert (2016). C-term : extrémité C-terminale ;
DTM1-7 : domaines transmembranaires 1 a 7 ; eis : boucles extracellulaires 1 & 3 ; iw.3 : boucles
intracellulaires 1 a 3 ; N-term : extrémité N-terminale.

2.2 Localisation du récepteur UT

Se superposant en partie avec ce qui est observé avec I’UIL les ARNm codant I’UT sont
présents a un niveau élevé dans le SNC, notamment dans le tronc cérébral et la moelle épiniere
(Totsune et al., 2001 ; Maguire et al., 2008 ; Doan et al., 2011). En fonction des espéces
étudiées, ’'UT est peu exprimé dans le cortex, I’hippocampe et le thalamus. Il a également été

retrouvé dans les cellules endothéliales des microvaisseaux cérébraux (Spinazzi et al., 2006).

En périphérie, ’UT est fortement exprimé dans le systéme cardiovasculaire chez

I’Homme, notamment dans le myocarde (Douglas et al., 2002), les oreillettes (Leonard et al.,
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2009), les ventricules (Totsune et al., 2001), ou I’aorte thoracique (Leonard et al., 2009). On le

retrouve aussi en grande quantité dans le systeme endocrinien, en particulier dans les surrénales

(Giuliani et al., 2009), I’hypophyse (Totsune et al., 2001) ou le pancréas (Douglas et al., 2004).

Les reins (Langham et al. 2004), les muscles squelettiques (Maguire et al., 2008) et les cellules

du systéme immunitaire (Segain et al., 2007) expriment également ce récepteur (Tab. 10).

Tissus

Cerveau

Amygdale

Bulbe olfactif

Cortex

Hippocampe

Hypothalamus

Tronc cérébral

Moelle
épiniére

Cervelet

Coeur

Myocarde

Oreillettes

Ventricules

Aorte
thoracique

Artere
basilaire

| Homme
Systeme nerveux central

| Singe

Nguyen et al., 2012

| Rat

Clark et al., 2001 ;
Jégou et al., 2006 ;
Maguire et al., 2008 ;
Nguyen et al., 2012

| Souris

Jégou et al., 2006

Gartlon et al., 2001 ;
Jégou et al., 2006

Maguire et al., 2000 ;
Totsune et al., 2001

Gartlon et al., 2001 ;
Jégou et al., 2006 ;
Maguire et al., 2008 ;
Nguyen et al., 2012

Gartlon et al., 2001 ;
Jégou et al., 2006 ;
Nguyen et al., 2012

Totsune et al., 2001

Gartlon et al., 2001 ;
Lin et al., 2003 ;
Jégou et al., 2006 ;
Nguyen et al., 2012

Totsune et al., 2001

Lin et al., 2003 ;

Jégou et al., 2006 ;
Zhang et al., 2008 ;
Nguyen et al., 2012

Totsune et al., 2001

Elshourbagy et al., 2002 ;
Nguyen et al., 2012

Gartlon et al., 2001 ;
Jégou et al., 2006 ;
Maguire et al., 2008 ;
Nguyen et al., 2012

Liu etal., 1999

Systeme cardiovasculaire

Ames et al., 1999 ;
Totsune et al., 2003 ;
Douglas et al., 2004

Gartlon et al., 2001 ;
Jégou et al., 2006 ;
Maguire et al., 2008 ;
Nguyen et al., 2012

Tzanidis et al., 2003 ;
Gong et al., 2004 ;
Maguire et al., 2008 ;
Doan et al., 2011

Liuetal., 1999 ;
Elshourbagy et al., 2002

Douglas et al., 2002

Ames et al., 1999 ;

Matsushita et al., 2001 ;

Totsune et al., 2003 ;
Leonard et al., 2009

Elshourbagy et al., 2002

Zhang et al., 2007 ;
Hirose et al., 2009

Ames et al., 1999 ;
Maguire et al., 2000 ;
Totsune et al., 2001

Elshourbagy et al., 2002

Johnsetal., 2004 ;
Zhang et al., 2007c ;
Maguire et al., 2008 ;
Hirose et al., 2009

Ames et al., 1999 ;

Matsushita et al., 2001 ;

Leonard et al., 2009

Elshourbagy et al., 2002

Maguire et al., 2008 ;
Hirose et al., 2009

Elshourbagy et al., 2002

2014

Porras-Gonzalez et al.,
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Hypophyse

Totsune et al., 2001
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Jégou et al., 2006

Pancréas

Ames et al., 1999 ;
Douglas et al., 2004

Elshourbagy et al., 2002 ;
Nguyen et al., 2012

Nguyen et al., 2012

Elshourbagy et al., 2002

Surrénales

Takahashi et al., 2003 ;
Morimoto et al., 2008 ;
Giuliani et al., 2009

Nguyen et al., 2012

Albertin et al., 2006 ;
Nguyen et al., 2012

Testicules

Douglas et al., 2004

Gartlon et al., 2001

Placenta

Systéme uro-génital et gastro-i

Reins

Totsune et al., 2001

Maguire et al., 2000 ;
Matsushita et al., 2001 ;
Totsune et al., 2003 ;
Langham et al., 2004

ntestinal

Nguyen et al., 2012

Tianetal., 2008 ;
Hirose et al., 2009 ;
Mori et al., 2009 ;

Nguyen et al., 2012

Adebiyi et al., 2014

Vessie

Liu et al., 1999
Elshourbagy et al., 2002

Estomac

Elshourbagy et al., 2002

Foie

Autres tissus

Rate

Gartlon et al., 2001 ;
Wang et al., 2011 ;
Nguyen et al., 2012

Gartlon et al., 2001

Poumons

Kristof et al., 2010

Elshourbagy et al., 2002

Gartlon et al., 2001 ;
Nguyen et al., 2012

Muscles

squelettiques

Douglas et al., 2004 ;
Qietal., 2005 ;
Maguire et al., 2008

Nguyen et al., 2012

Maguire et al., 2008 ;
Nguyen et al., 2012

Elshourbagy et al., 2002 ;
Wang et al., 2009

Cellules
immunitaires

Bousette et al., 2004 ;

Segain et al., 2007

Segain et al., 2007

Tableau 10. Localisation centrale et périphérique du récepteur UT chez ’Homme, le Singe, le Rat
et la Souris. Les ARNm codant I’UT sont présents dans le SNC, plus particuliérement dans le tronc
cérébral et la moelle épiniére. En périphérie, I’'UT est majoritairement retrouvé dans le systéme
cardiovasculaire et le systéme endocrinien, ou il y exerce de nombreuses activités biologiques.
SNC : systeme nerveux central ; UIl : urotensine Il ; UT : récepteur urotensinergique.
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3. Réles physiologiques et physiopathologiques du
systeme urotensinergique

3.1 Effets physiologiques

En raison des niveaux élevés d’expression de I'UT relevés dans le systéme
cardiovasculaire des mammiféres, de nombreuses equipes ont recherché de potentielles
activités vasoactives de I’UIL 1l a ainsi été démontré que ce neuropeptide provoque une
vasoconstriction dose-dépendante sur des anneaux désendothélialisés d’aorte de Rat (Chatenet
et al.,, 2004) ou d’Homme (Maguire et al.,, 2008). Actif dés les concentrations
infrananomolaires, I’UII est a ce jour considérée comme le peptide vasoactif naturel le plus
puissant, dépassant largement les effets de I’ Angll, de la vasopressine, ou de I’ET-1 (Douglas
et al., 2000). Cette vasoconstriction est relayée par la voie PLC/PIP2/IPs responsable de la
mobilisation du calcium qui permet de recruter la calmoduline puis la myosin light chain kinase
(MLCK), provoquant ainsi la contraction musculaire (Tasaki et al., 2004). Cet effet contractile
peut également étre sous-tendu par les voies PKC/ERK ou RhoA/ROCK (Russell et Molenaar,
2004) (Fig. 24.A). Administrée sur des arteres pulmonaires humaines intactes, I’UII induit, a
des concentrations encore plus faibles, une vasodilation via la libération de monoxyde d’azote
(Stirrat et al., 2001 ; Bianca et al. 2012 ; Porras-Gonzalez et al., 2014). Plus récemment, il a été
montré que I’administration d’UII chez le Rat entraine une augmentation transitoire de la
pression artérielle lorsque 1’apport en sodium est suffisant, et ce, avec une fonction rénale qui
reste normale (Caroccia et al., 2017). Ces mémes auteurs ont toutefois observé une
augmentation progressive de la pression artérielle chez des animaux uni-néphrectomisés, 1’UTI
apparaissant impliquée dans la régulation de la synthése de I’aldostérone, inhibant sa

suppression normalement induite par la rénine lors d’un apport normal en sodium.
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L’UII est par ailleurs connue pour stimuler la prolifération et I’hypertrophie cellulaires.
Observé sur de nombreuses lignées issues de plusieurs espéces, notamment sur des
cardiomyocytes de Rat, cet effet stimulant est relayé par la voie Gag (Tzanidis et al., 2003), la
transactivation de ’EGFR (Onan et al., 2004 ; Liu et al., 2009a), la voie PI3K/Akt (Gruson et
al., 2010) ou la voie nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (ou NADPH) oxydase (Chao
etal., 2014). Chez le Rat, I’UII est aussi capable d’augmenter la prolifération de CML aortiques
via la transactivaiton de ’EGFR (Tsai et al., 2009), d’astrocytes via la voie PLC/[Ca?*]c (Jarry
et al., 2010), ou de fibroblastes via la voie MAPK (Song et al., 2012). Chez I’Homme, des
effets mitogenes de 1’UII ont été observés sur des CML pulmonaires (Djordjevic et al., 2005 ;

Diebold et al., 2011) et sur des cellules endothéliales ombilicales (Lee et al., 2014) (Fig. 24.B).

Depuis une décennie, un nombre croissant de publications rapportent que 1I’UII posséde
des propriétés chimioattractantes sur des cellules natives, par exemple sur des progéniteurs
endothéliaux murins (Zhang et al., 2011 ; Yi et al., 2012) ou des monocytes humains (Segain
et al., 2007) (Fig. 24.C). Cet effet est également rapporté sur des lignées tumorales humaines
issues de cancers prostatiques et colorectales via un mécanisme autocrine/paracrine de 1’UII
(Griecoetal., 2010 ; Federico et al., 2014), ou encore sur des lignées d’astrocytomes (Lecointre
et al., 2015). Les propriétés pro-mitogenes et pro-migratoires de 1’UII, notamment sur les
cellules endothéliales, suggérent une implication du systeme urotensinergique dans la
néoangiogenése. De fait, il a été montré in vitro, sur des cellules endothéliales humaines, que
I’UIl induit I’expression de molécules d’adhésion (Cirillo et al., 2008) et participe aux
processus liés a I’angiogeneése (Diebold et al., 2012) tels que la prolifération (Lee et al., 2014),

la migration cellulaire (Guidolin et al., 2010) ou encore la tubulogenése (Albertin et al., 2009).
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Figure 24. Représentation schématique des principales voies de signalisation associées au
récepteur UT. A. Voies de transduction associées aux effets vasoactifs de I’UIIL. La vasoconstriction
est relayée par la voie PLC/PIP,/IP; responsable de la mobilisation du calcium qui permet de recruter la
calmoduline puis la myosin light-chain kinase (MLCK), provoquant ainsi la contraction musculaire.
B. Voies de transduction associées aux effets de 1’UII sur la prolifération, la survie et I’hypertrophie
cellulaires. Observées sur de nombreuses lignées issues de plusieurs especes, cet effet stimulant est
relayé par la voie Gog, la transactivation de I’EGFR et la voie PI3K/Akt. C. Voies de transduction
associées aux effets de 1’UII sur la migration cellulaire. Depuis une décennie, un nombre important de
publications rapportent que 1I’UIl posséde des propriétés chimioattractantes, relayées par la voie
Rho/ROCK. Cet effet est également observé sur des lignées tumorales humaines issues de cancers
prostatiques et colorectales via un mécanisme autocrine/paracrine de I’'UIL. AA : acide arachidonique ;
Arg : arginine ; B-ARR : p-arrestine ; CaM : calmoduline ; COX : cyclooxygénase ;
DAG : diacylglycerol ; EGFR : récepteur de I’EGF ; eNOS : endothelial nitric oxyde synthase ;
ERK : extracellular signal-regulated kinase ; GC : guanylate cyclase ; GMPc : guanosine
monophosphate cyclique ; 1Pz : inositol triphosphate ; MLCK : myosin light-chain kinase ;
NO : monoxyde d’azote ; NOX : NADP oxydase ; PGE: : prostaglandine E; ; PI3K : phosphoinositide
3-kinase ; PIP; : phosphatidylinositiol 4,5-biphosphate ; PKC : protéine kinase C ; PLA: : phospholipase
A, ; PLC : phospholipase C ; PTPN11 : tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 11 ;
Rho : ras homolog gene family ; ROCK : rho-associated protein kinase ; ROS : reactive oxygen
species ; Ul : urotensine 1l ; UT : récepteur urotensinergique.
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Sur des cultures de CML humaines, 1’UII provoque un remodelage vasculaire (Diebold
et al., 2011). Ces observations ont notamment donné lieu a d’intenses recherches dans le cadre
de la compréhension du développement de pathologies cardiaques telles que 1’athérosclérose
ou I’hypertension artérielle (Chen et al., 2008 ; Diebold et al., 2011 ; Porras-Gonzalez et al.,

2014) (Tab. 11).

Principaux mécanismes / voies

. . Références
de signalisation

Type cellulaire Espéce ‘

Prolifération

Cardiomyocytes

Hypertrophie

CMLV Lapin PKC, MAPK Watanabe et al., 2001
Rat RhoA, ROCK Sauzeau et al., 2001
CHO-UT Hamster Guir, PI3K, PLC, calmoduline, MEK, Ca? Ziltener et al., 2002
Cellules épithéliales rénales | Porc Ca®, PKC, MAPK, ERK Matsushita et al., 2003
CML des voies aériennes PKC, MAPK, Ca*, calcineurine Chen et al., 2001
Fibroblastes cardiaques Transactivation d‘EGFR, ERK, ROS Chen et al., 2008
Cellules tubulaires Rat ROS, transactivation EGFR via HB-EGF Sue et al., 2009
CML Ca?, CaMK, ERK, PKD Iglewski et Grant, 2010
Précurseurs endothéliaux ERK, p3gMAPK Xu etal., 2012
. ERK, TGFp Zhang et al., 2012
CML pulmonair
P ares Homme NOX4, ROS, Fox3, INK, MMP-2 Diebold et al., 2011
Astrocytes PLC, Ca®, IP3, Gaypo Jarry et al., 2010
. MAPK, expression de VEGF, production de .
Fibroblastes Rat collagéne Zhang et al., 2008 ;
. L R Zhang et al., 2007c ;
CML aortiques ROS, transactivation ’EGFR Hirose et al., 2009
Cellules endothéliales Homme p38MAPK ERK Lee et al., 2014
ombilicales
CML Homme ERK, ROS Kim et al., 2017
Précurseurs cardiaques Souris Inhibition via INK Chenetal., 2013
Cellules glomérulaires Ca*, CaMKIl, AMPc, CREB Soni et Adebiyi, 2017
Survie
CMLV Rat Transactivation d’EGFR via B-arrestine Esposito et al., 2011

PI3K, ERK

Chen et al., 2012

Gay, Ras Tzanidis et al., 2003
Cardiomyocytes-UT ivation d’ i _
yocyt ggzr&sAag:K’uvatlon d’EGFR via HB-EGF, ERK, Onan et al., 2004
Rat ROS, transactivation d’EGFR Liu et al., 2009b
PI3K, Akt, GSK-3p Gruson et al., 2010
Cardiomyocytes ROS, NADPH oxydase, Akt, PTEN Chao et al., 2014
Homme PKA, AMPc, Ca?* Johns et al., 2004
Souris n.d. Ohetal., 2017

Migration et motilité

Progéniteurs endothéliaux

Monocvies Homme RhoA, ROCK Segain et al., 2007

e MCP-1, TGF-B Huang et al., 2017
Progéniteurs endothéliaux Rat RhoA, ROCK Xu etal., 2009
CML vasculaires Homme MEK %%tgusaka et Wakabayashi,
Fibroblastes vasculaires Rat PKC, ROCK, MAPK Zhang et al., 2011

n.d.

Yietal., 2012
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Perméabilité vasculaire Gendron et al., 2004
Rat Tubulogeneése, angiogenése Spinazzi et al., 2006
Migration via RhoA, ROCK Xu et al., 2009
Migration via ERK, p38MA°K ERK1/2 Xu etal., 2012
Libération d’ADM, MAPK, p38MAPK Shi et al., 2005
Expression de molécules d’adhésion, RhoA Cirillo et al., 2008
Cellules endothéliales Prolifération, tubulogenése Albertin et al., 2009
o Eﬂé?éellilzo’nézj}gulogenese, PLC, PKC, PI3K, Guidolin et al., 2010
Expression VEGF, ET-1, ADM Albertin et al., 2011
Tubulogenese, angiogenése, HIF-1, ROS, NOX2 Diebold et al., 2012
Prolifération, libération I1L-8, p38MAPK ERK Leeetal., 2014
TEM Zhang et al., 2017
Lapin Prolifération, Gog, PKC, MAPK Watanabe et al., 2001
Souris Egrggdelage vasculaire, ROS, transactivation Papadopoulos et al., 2008
Prolifération, contractilité, RhoA Sauzeau et al., 2001
CML Rat Prolifération, expression ET-1 Tsai et al., 2009
F'\’;(K/Illge:';atlon, remodelage vasculaire, FoxO3, Diebold et al., 2011
ztroclg‘cl:zrétlon par I’augmentation de [Ca?*]c, AMPc Rodriguez-Moyano et al., 2011
Inflammation via ERK, IL-1B et | ABCA-1 Kim et al., 2017
Homme Lo Segain et al., 2007
Migration, RhoA, ROCK -
Monocytes / Macrophages _ i Loirand et al., 2008
Activation, expression ACAT-1, PKC, MEK,
ROCK Watanabe et al., 2005
VCAM-1, IL-1B, IL-6 Park et al., 2013
Prolifération, transactivation EGFR, ERK, ROS Chen et al., 2008
Production de collagene, ERK1/2 Dai et al., 2011
Sécrétion TGF-B Zhang et al., 2009
Fibroblastes vasculaires Rat Migration, PKC, ROCK, calcineurine, MAPK Zhang et al., 2011
Sécrétion VEGF, Angll, MAPK Song et al., 2012
Expression MCP-1, Rho, MAPK, Ca?* Zhang et al., 2014
Expression ADL via MAPK, Rho, PKC, Ca? Lietal., 2017a

Tableau 11. Voies de transduction associées a I’activation du récepteur UT et impliquées dans les
effets mitogénes, hypertrophiques, pro-migratoires et/ou angiogéniques de I’UIl. ABCA-1 : ATP-
binding cassette 1 ; ACAT-1 : acétyl-CoA acétyltransférase de type 1 ; ADL : aldostérone ;
ADM : adrénomédulline ; Akt : protéine kinase B ; Angll : angiotensine Il ; CaMK : calmoduline kinase ;
CaMKII : calmoduline kinase Il ; CHO-UT : lignée chinese hamster ovary transfectée avec la forme
humaine du récepteur UT ; CML : cellule musculaire lisse ; CMLV : cellule musculaire lisse vasculaire ;
EGFR : récepteur de I’EGF ; ERKI/2 : extracellular signal-regulated kinases 1/2 ;
ET-1: endothéline-1 ; FAK : focal adhesion kinase ; FoxO3 : forkhead box O3 ; GSK-3p : glycogen
synthetase kinase 3f ; HB-EGF : heparin-binding EGF ; HIF-1 : hypoxia-inducible factor-1 ;
IL-1B,6,8 : interleukine-1B, -6 ou -8 ; IPs : inositol triphosphate ; JNK : c-Jun N-terminal kinase ;
MAPK : mitogen-activated protein kinase ; MCP-1 : monocyte chemoattractant protein-1 ;
MEK : MAPK kinase ; MLC : myosin light chain ; MLCK : myosin light chain kinase ;
MMP-2 : métalloprotéase matricielle de type 2 ; NOX2 : NADPH oxydase de type 2 ; p38MAPK : mitogen-
activated protein kinase p38 ; PI3K : phosphoinositide 3-kinase ; PKC : protéine kinase C ;
PKD : protéine kinase D ; PLC : phospholipase C ; PTEN : phosphatase and tensin homolog ;
ROCK : rho-associated protein kinase ; ROS : reactive oxygen species ; TEM : transition épithélio-
mésenchymateuse ; TGF-p : transforming growth factor-g ; VCAM-1 : vascullar cell adhesion
molecule-1 ; VEGF : vascular endothelial growth factor. n.d. : non précisé / non observé.
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3.2 Effets sur le développement tumoral

En 2001, Takahashi et coll. montrent que le récepteur UT est exprimé dans de
nombreuses lignées tumorales, notamment issues de glioblastomes, de neuroblastomes, de
cancers colorectaux, de la corticosurrénale, de 1’utérus et du chorion (membrane extérieure de
I’embryon). La présence du récepteur est également retrouvée dans des extraits tumoraux de
patients, dans la zone périnécrotique de gliomes (Lecointre et al., 2015), de neuroblastomes
(Takahashi et al., 2003), de foie (Yu et al., 2014b ; Wei et al., 2017), de colon (Federico et al.,
2014), mais aussi au niveau de cellules endothéliales et de CMLYV péritumorales dans le cancer
pulmonaire (Kristof et al., 2010) et au niveau de la veine porte dans le cancer hépatique (Wei

etal., 2017).

Ces observations, en grande partie récentes, plaident en faveur d’un role du systéme
urotensinergique dans I’induction et/ou le développement de tumeurs. En accord avec cette
hypotheése, il a été démontré que I’UII, a trés faibles concentrations/doses, stimule in vitro et in
vivo la prolifération de cellules A549 (lignée tumorale humaine pulmonaire non a petites
cellules) (Wu et al., 2010). Ce méme constat est rapporté sur la lignée WB-F344 (lignée
tumorale humaine hépatique) ou I’activation de I’UT est responsable de 1’accélération de la
transition de la phase G1 a la phase S et de I’augmentation de I’expression de la cycline E et de
la cyclin-dependent kinase 2 (CDK2) (Yu et al., 2015b). Plusieurs autres équipes ont mis en
évidence une activité pro-mitogéne de 1I’UIl, notamment dans les carcinomes rénaux et
corticosurrénaliens (Takahashi et al., 2003), de la vessie (Franco et al., 2014) et du colon

(Federico et al., 2014).

Par ailleurs, il a ét¢ montré que I’UII favorise la migration de cellules tumorales via le
recrutement de la voie RhoA/ROCK et participe au remodelage cellulaire, notamment sur des

lignées humaines d’astrocytomes (SW1088) et de glioblastomes (U87-MG) (Lecointre et al.,
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2015 ; Castel et al., 2017). Cet effet pro-migratoire a également été observé sur d’autres lignées,
issues d’adénocarcinomes de la prostate (Grieco et al., 2010), colorectaux (Federico et al.,
2014) et hépatiques (Li et al., 2017b ; Wei et al., 2017). Par ailleurs, une étude réalisée au sein
de I’équipe « Astrocyte et Niche Vasculaire», a montré que 1’activation de I’UT sur les cellules
U87-MG inhibe la biogenése des autophagosomes, favorisant ainsi la formation de complexes
d’adhésion et la migration cellulaire (Coly et al., 2016). Enfin, ’UT est présent au niveau de
CMLYV péritumorales, et son activation serait li¢e a I’infiltration de macrophages (Zhou et al.,
2012) et au remodelage vasculaire au travers de cellules endothéliales au sein de tumeurs
pulmonaires (Lee et al., 2016), confirmant le réle important du systéme urotensinergique dans

la néoangiogenése tumorale (Tab. 12).
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Tissus ou lignées

Origine
tumorale

Introduction

Processus

Commentaire
(effecteurs, processus
impliqués, etc.)

Référence

SW1783 Expression 1 Haut niveau d’expression d’UT
SW1083 Astrocytome Migration Rho, ROCK _ _ Lecointre et al., 2015
Remodelage gollymerﬁ?atlgn dfe 1 actlpe et formation
cellulaire e lamellipodes, or,rr_matlon et
maturation des adhésions focales
T98G Niveau d’expression d’UT élevé Takahashi et al., 2001
Echantillons tumoraux Zones périnécrotiques et périvasculaires
u87-MG E .
8-MG . Xpression 1 Lecointre et al., 2015
Glioblastome nd.
42-MG
GL15
Primaire Prolifération 1 n.d. Takahashi et al., 2001
u87-MG Migration 1 Rho, ROCK Lecointre et al., 2015
IMR-22 Takahashi et al., 2001

Echantillons tumoraux

Neuroblastome

Echantillons tumoraux

Expression 1

Niveau d’expression d’UT élevé

Takahashi et al., 2003

Kristof et al., 2010

CMLYV péritumorales Niveau d’expression d’UT élevé
A549 e A faibles et fortes concentrations, in Wu et al., 2010
Poumon 2 )
Prolifération 1 vitro et in vivo chez le petit animal
Macrophages Infiltration 1 TNFo, IL-6, MMP-9, NF-xB Zhou et al., 2012
Cellules endothéliales 5:;28& ?::ge 1 TNFa, NF-«xB Leeetal, 2016
Echantillons tumoraux Sein Expression 1 dC;)T’r%l?Itmn entre expression I"UT et Balakan et al., 2014
Veine porte (péritumoral)
Echantillons tumoraux Wei et al. 2017
BEL-7402 b
Expression 1 Niveau d’expression d’UT élevé
MHCC-97H
Echantillons tumoraux Yuetal. 2014b
BEL-7402 b
Echantillons tumoraux nd Wei et al. 2017
MHCC-97H Foie Migration 1 _ ;
BEL-7402 & MMP-2, ROS, NADPH, JNK
HepG2 MMP-2, MMP-9, ROS, NADPH, JNK Li et al., 2016
BEL-7402 Prolifération 1 n.d.
PKC, ERK, p3gMAPK Yu et al., 2014b
I NADPH, ROS, NOX2, accélération de
WB-F344 Prolifération 1 la transition G1/S et augmentation de Yu etal., 2015b
I’expression de la cycline E/CDK2
BEL-7402 Motilité 1 Polymérisation de I’actine, fascine Li et al., 2016
DLD-1 Takahashi et al., 2001
LoVo
HT-29
Niveau d’expression d’UT élevé
SW620
CoLo
Expression 1
WIDR
Colon Inversement proportionnelle avec le

Echantillons tumoraux

HT-29

LoVo

WIDR

grade tumoral

ARNmM peu exprimés dans les adénomes
mais tres exprimés dans les
adénocarcinomes

Prolifération 1

A faible concentration (10 nM), mais
inhibition a haute concentration (1 pM)

Federico et al., 2014
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HT-29
LoVo Colon Migration 1 n.d. Federico et al., 2014
WIDR

Inversement proportionnelle avec le

Echantillons tumoraux
grade tumoral

RT112 Expression 1 ] _ o
Niveau d’expression d’UT élevé
T24
Echantillons tumoraux Expression ~ Niveau d’expression d’UT modéré
T24 )
RT112 Vessie Prolifération 1 Franco et al., 2014
HT-1376
T24 o nd.
Motilité 1
RT112
T24 ;
Invasion 1
RT112
VMRC-RCW _ Prolifération 1 | "OHfération a faibles concentrations, | .\ oaohi et al., 2003
Rein cytotoxique a fortes concentrations
Echantillons tumoraux . . . o Shenouda et al., 2002
Expression 1 Niveau d’expression d’UT élevé -
SW-13 Takahashi et al., 2001

Corticosurrénale | Prolifération 1 nd.

Takahashi et al., 2003

Echantillons tumoraux

Médullosurrénale | Expression 1 Niveau d’expression d’UT élevé

LNCaP Migration 1 FAK, ayvfs

Invasion 1 Ras, RhoA, ROCK

E jon =
DU145 Prostate X_pres,swn Grieco et al., 2010

Migration =~ . . .

- Faible niveau d’expression d’UT

Expression =
PC-3 —

Migration =
Echantillons tumoraux Corrélation avec le grade tumoral
Hela Endométre E i .

- xpression 1 Niveau d’expression d’UT élevé Takahashi et al., 2001

BeWo Chorion

Tableau 12. Implication du systéme urotensinergique dans la tumorigenése. Ce tableau récapitule
les données disponibles de la littérature montrant I’expression du récepteur UT et ’implication
du systeme urotensinergique dans la modulation de processus de prolifération, migration et
angiogenese dans plusieurs cancers solides. Les caractéristiques des lignées cellulaires citées sont
disponibles dans la liste des lignées cellulaires. CDK2 : cyclin dependant kinase 2 ; CMLV : cellule
musculaire lisse vasculaire ; ERK : extracellular signal-regulated kinase ; FAK : focal adhesion
kinase ; IL-6 : interleukine-6 ; JNK : c-Jun N-terminal kinase ; MAPK : mitogen-activated protein
kinase ; MMP-2,9 : métalloprotéase matricielle de type 2 ou 9 ; NADPH : nicotine adénine dinucléotide
phosphate ; NOX2 : NADPH oxydase de type 2 ; NF-xB : nuclear factor kB ; p38MAPX . mitogen-
activated protein kinase p38 ; PKC : protéine kinase C ; ROCK : rho-associated protein kinase ;
ROS : reactive oxygen species ; TNFa : tumor necrosis a ; Ull : urotensine Il ; UT : récepteur
urotensinergique. 1 : augmentation ; | : diminution ; n.d. : non déterminé.
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3.3 Pharmacologie du récepteur UT

Les puissants effets vasoactifs du systéme urotensinergique ont conduit plusieurs
laboratoires a développer des analogues (agonistes ou antagonistes) de I’UT pour essayer de les
exploiter dans le traitement de pathologies cardiovasculaires, comme 1I’hypertension artérielle,
les troubles du rythme ou encore I’insuffisance cardiaque. Dans un premier temps, les travaux
se sont focalisés sur la caractérisation de la sequence minimale biologiquement active des deux
ligands naturels de I’UT, i.e. I’UII et I'URP. La substitution de la Cys® par une alanine conduit
a la destruction du cycle et entraine la perte fonctionnelle, confirmant I’importance de la portion
cyclique dans les deux peptides (Labarrere et al., 2003 ; Chatenet et al., 2004 ; Guerrini et al.,
2005). De fait, le maintien de cette structure par une liaison alanyl-alanyl a la place des résidus
Cys permet de conserver les propriétés agonistes des analogues (Foister et al., 2006). En 2002,
Grieco et coll. ont montré que I’échange de la Cys® par une pénicillamine (Pen) génére un
« super agoniste », i.e. un composé avec une affinité supérieure au ligand naturel. D’autres
études ont d’ailleurs montré que le motif Phe®-Lys®S-Tyr% est essentiel pour I’activité
biologique de I’UTI et de I’"URP et que la substitution du Trp”* par son énantiomére n’a aucun
impact sur cette derniére (Flohr et al., 2002 ; Brkovic et al., 2003 ; Labarrere et al., 2003 ;

Chatenet et al., 2004 ; Guerrini et al., 2005).

D’autres groupes se sont penchés sur les portions C- et N-terminales en dehors du cycle,
soit les résidus Glul-Asp? et Val'!, respectivement. De maniére intéressante, le remplacement
des quatre premiers acides aminés par un résidu Ala ne modifie pas les propriétés biologiques
de ’UII (Flohr et al., 2002 ; Kinney et al., 2002 ; Labarrére et al., 2003), tandis que le
remplacement de la Val! par une p-Val divise par deux sa puissance contractile, indiquant
I’importance de I’orientation de la partie N-terminale pour son activité biologique (Kinney et

al., 2002 ; Labarreére et al., 2003).
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Une meilleure compréhension des modalités fonctionelles de I’UII et de I’'URP a permis
de développer des antagonistes (peptidiques ou non) de I’UT. Les premiers analogues testés ont
été obtenus par la substitution de la Lys®® par une ornithine, dont la chaine latérale est
1égérement plus courte, ce qui a pour conséquence d’agir sur le site d’occupation du récepteur
(Vergura et al., 2004 ; Guerrini et al., 2005). L’[Orn®]-Ull se comporte & la fois comme un
antagoniste, notamment sur la contraction d’anneaux aortiques, et comme un agoniste puisqu’il
peut induire la mobilisation du calcium intracellulaire sur des cellules exprimant 1I’UT, faisant
de cet analogue un agoniste biaisé (Camarda et al., 2002). Fait intéressant, I’[Orn®]-URP
conserve une activité antagoniste sur I’UT de Rat (Diallo et al., 2008) alors qu’il exerce une

activité d’agoniste partiel chez ’Homme (Desrues et al., 2012).

Sur la base de ces travaux, I’analogue [Pen®, D-Phe’, 0rn®]-Ulla.11, ou urantide, a été
développé (Patacchini et al., 2003). Ce peptide agit comme un puissant antagoniste sur des
modeles aortiques de rats (Camarda et al., 2004), mais comme un agoniste partiel sur des
cellules HEK-293 exprimant le récepteur UT, notamment sur la mobilisation calcique via la
sous-unité Gayg, ainsi qu’au travers de Goo, Gai, Gaiz et I’AMPc (Brulé et al., 2014). Sur ces
mémes cellules, les auteurs ont observé que 1’urantide n’est pas capable d’induire le recrutement
de la B-ARR 2, nécessaire a I’internalisation du complexe ligand-récepteur. Enfin, ’urantide
réduit la motilité¢ et I’invasion de cellules LNCaP (cellules tumorales humaines issues d’un
adénocarcinome de prostate) (Grieco et al., 2010), et retarde la croissance de xénogreffes
tumorales de cellules U87-MG (cellules tumorales humaines issues d’un glioblastome) en

altérant la néoangiogeneése et le remodelage vasculaire (Le Joncour et al., soumis) (Tab. 13).
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Activité

Introduction

Espéce

cible Modele expérimental

Peptidique

Références

[Pen®]Ull,1; (P5U) Agoniste Rat Contraction d’aorte Carotenuto et al., 2014
. Homme o .
Agoniste Mobilisation calcique
[orméuUIl Camarda et al., 2002
Antagoniste
- Contraction d’aorte
Agoniste Chatenet et al., 2004
[Orn’JURP ) Mobilisation calcique
Antagoniste
Contraction d’aorte .
- Rat — - Diallo et al., 2008
Agoniste Mobilisation calcique
[D-Phe*]URP ) ]
Antagoniste Contraction d’aorte
Chatenet et al., 2004
Agoniste Mobilisation calcique Diallo et al., 2008
[D-Phef]JURP -
Antagoniste Contraction d’aorte Chatenet et al., 2004
o . Camarda et al., 2006
Homme Mobilisation calcique
) Brulé et al., 2014
Agoniste
Chat Contraction d’aorte et d’artére fémorale
- Behm et al., 2006
Singe Contraction d’arteres rénales
Motilité et invasion de LNCaP Grieco et al., 2011
Homme —
Internalisation sur HEK-293 Brulé et al., 2014
[Pen®, D-Phe’, Om®UlI4.1; Contraction d’aorte Behm et al., 2006
(urantide) Sécrétion de TGF-B Dai et al., 2007
Mobilisation calcique Camarda et al., 2004
Antagoniste Rat Phosphorylation d’ Akt et ERK Chen etal., 2012
Sécrétion d’insuline Marco et al., 2008
Synthese et sécrétion de collagene Zhang et al., 2008
Hypertrophie de cardiomyocytes Esposito et al., 2011
Lapin Rigidité des muscles papillaires du Fontes-Sousa et al., 2007
myocarde
Agoniste o ) Camarda et al., 2004
Mobilisation calcique
Homme
[Pen®, D-Phe”, Dab®Ullus: Contraction d’aorte Camarda et al., 2006
(UFP-803) Antagoniste Rat Mobilisation calcique
@ Sécrétion de neurotransmetteurs
(dopamine, glutamate, sérotonine et Ono et al., 2008
histamine)
Souris Extravasation de plasma Camarda et al., 2006
Contractlor,l d’a{tt‘?res rénales et Behm et al., 2006
Agoniste Singe mésentériques
Formation d’IP; Behm et al., 2004
Contraction d’aorte Behm et al., 2006
SB-710411 Formation d’IP; Behm et al., 2004
) Rat Prolifération de cellules hépatiques
Antagoniste - - .
Fibrose hépatique Liu et al., 2009a
Sécrétion TGF-B
Chat Contraction de I’artére fémorale Behm et al., 2006
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Agoniste Rat Contraction d’aorte
Singe Contraction d’artéres rénales et
GSK-248451 . mesenteriques Behm et al., 2006
Antagoniste Rat Contraction d’aorte
Chat Contraction d’aorte et d’artére fémorale
Urocontrine Antagoniste Rat Contraction d’aorte Chatenet et al., 2012
Non-peptidique
Homme : >t ar £4 >
GSK1562590 Contraction d’artére fémorale et d’aorte Behm et al., 2010

Chat thoracique

Mobilisation calcique

Phosphorylation de MAPK

Clozel et al., 2006

Homme Excrétion urinaire d’albumine Sidharta et al., 2006

Spinazzi et al., 2006

Angiogenése

ACT-058363 Albertin et al., 2009
(Palosuran) 1 flux sanguin rénal Clozel et al., 2006
Excrétion de sodium Trebicka et al., 2008
Rat Fibrose pulmonaire Onat et al., 2012
Hypertension artérielle pulmonaire Onat et al., 2013
Antagoniste Contraction d’aorte Clozel et al., 2004
Homme
Singe Mobilisation calcique
SB-706375 Douglas et al., 2005
Rt Contraction d’aorte
Souris Mobilisation calcique
| pression diastolique et systolique
(Edeéme pulmonaire
Hypertrophie de cardiomyocytes Bousette etal, 2006a
SB-611812 Rat Dilation ventriculaire

Prolifération de fibroblastes

Fibrose myocardique Bousette et al., 2006b

Expression de collagéne

Tableau 13. Principaux agonistes et antagonistes du récepteur UT. Les puissants effets vasoactifs
du systéme urotensinergique ont encouragé plusieurs équipes de recherche a développer des agonistes
ou antagonistes de I’UT pour les exploiter dans le traitement de pathologies cardiovasculaires, e.g.
hypertension artérielle, troubles du rythme et/ou insuffisances cardiaques. Ces analogues peuvent aussi
étre mis a profit dans le développement de radioligands ciblant I’UT. Akt : protéine kinase B ;
Dab : acide 2,4-diaminobutyrique; ERK : extracellular signal-regulated kinase ; IP3 : inositol
triphosphate ; MAPK : mitogen-activated protein kinase ; TGF-p : transforming growth factor-f ;
UT : récepteur urotensinergique.
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CHAPITRE III : modalités d’emploi
de radioligands en médecine nucléaire
pour le diagnostic et/ou le traitement

de tumeurs solides

1. Développement d'un radioligand

1.1 Généralités

Depuis plusieurs années, des ligands naturels radiomarqués de RCPG (ou leurs dérivés
synthétiques) suscitent un grand intérét en clinique, principalement en médecine nucléaire, pour
le diagnostic et le traitement de certains cancers (Charron et al., 2016 ; Okarvi et Maecke, 2016).
Les RCPG constituent des cibles moléculaires de choix puisque I’interaction avec leur ligand
entraine 1’internalisation du complexe ligand-récepteur. Ce processus permet une rétention
suffisante de la radioactivité au sein des cellules tumorales surexprimant les RCPG pour les
détecter et/ou entrainer leur mort (Reubi, 2003 ; Hillyar et al., 2014 ; Pae et Pooga, 2014).
Faisant écho a des données déja évoqueées (cf chapitre 1-3.4), il convient de préciser que cette
stratégie, longtemps considérée comme indispensable au développement de radioligand, peut
étre contournée par le développement de certains antagonistes radiomarqués, qui peuvent offrir
I’avantage d’avoir une plus forte accessibilité et une dissociation plus lente pour leur(s)

récepteur(s) (Ginj et al., 2006 ; Fani et al., 2017) (Fig. 25).

L’autre composante fondamentale pour le développement de radioligands repose sur la
combinaison i) d’une faible expression et une densité limitée du RCPG ciblé en conditions
physiologiques dans I’ensemble des organes et ii) d’une surexpression et haute densité de ces

récepteurs dans les cellules tumorales (Mariani et al., 2006 ; Dorsam et Gutkind, 2007 ; Okarvi
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et Maecke, 2016). Le premier radioligand a obtenir une autorisation de mise sur le marché cible

le récepteur sst2, mais de nombreuses équipes de recherche ont développé des outils pour le

1.Liaison 2. Phosphorylation 3. Recrutement 4. Recrutement 5. Fission membranaire 6. Endocytose
du ligand du récepteur des B-arrestines de la clathrine dynamine-dépendante

par les GRK et de AP-2

ﬁ | ‘ @ , % 6% § Cybpl;me
2 St

& AP-2 e 6
CClathrine : ..‘ .
&

Recyclage /

Ubiquitination du récepteur

ou dégradation ’b & 4
3 ‘ 6 R

, Accumulation tumorale Dénaturation de ’ADN
6 Radioligand Diagnostic / Thérapie

Figure 25. Représentation schématique de I’internalisation du complexe ligand-récepteur
exploitée en médecine nucléaire dans le cas d’un ligand radiomarqué. La fixation d’un radioligand
sur un RCPG (1) entraine sa phosphorylation par les GRK (2), responsable du recrutement des B-ARR
(3). L’assemblage du manteau de clathrine a la membrane grice a la formation de complexes
clathrine/AP-2 (4) et la fission membranaire dynamine dépendante (5) permettent 1’internalisation du
complexe ligand-récepteur (6). Ce processus favorise une rétention suffisante de la radioactivité au sein
des cellules tumorales surexprimant des RCPG pour les détecter et/ou entrainer leur mort par
dénaturation de ’ADN. AP-2 : adaptor protein-2 ; B-ARR : B-arrestine ; GRK : G-protein coupled
receptor kinase ; GTP : guanosine triphosphate.

diagnostic et la thérapie de cancers solides surexprimant d’autres RCPG (cf chapitre 1.3).

Les caractéristiques attendues des ligands naturels ou synthétiques pour le
développement de radioligands sont résumées dans le tableau 14. Briévement, ils doivent
atteindre rapidement et lier sélectivement leur cible d’intérét, s’accumuler au niveau tumoral,
avoir une haute stabilité in vivo, tout en présentant une clairance et élimination relativement

rapide par les urines (Okarvi et Maecke, 2016). Bien que les facteurs qui influencent les
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caractéristiques pharmacocinétiques d’un radioligand soient encore relativement mal connus, il
s’avere que la taille, la charge et la lipophilicité de la molécule aient un impact significatif sur

la visualisation de la cible (Hofmann et al., 2015 ; Marcu et al., 2018).

Principales caractéristiques attendues d’un radioligand

Faible poids moléculaire

Synthese chimique rapide et aisée
Structure bien caractérisée

Facilement radiomarquable

Flexible aux modifications moléculaires
Tolérant aux conditions rudes de radiomarquage
Propriétés pharmacocinétiques favorables
Haute sélectivité pour la cible moléculaire
Haute pénétration tumorale

Faible accumulation dans les tissus sains
Clairance rapide de I’organisme

Haute affinité de liaison pour le récepteur
Faible toxicité

Possibilité d’y greffer un chélateur
Distribution spécifique in vivo

Tableau 14. Caractéristiques essentielles au développement de radioligands. Pour étre exploités en
médecine nucléaire, les radioligands doivent répondre a plusieurs critéres pharmacologiques essentiels,
notamment un faible poids moléculaire, un radiomarquage aisé, une haute sélectivité pour la cible
endogeéne et présenter une faible toxicité. D’aprés Okarvi et Maecke, 2018.

1.2. Radiomarquage
1.2.1 Choix du radioisotope

Il existe deux principales méthodes de marquage en médecine nucléaire : la méthode
directe ou I’isotope radioactif est fixé au vecteur et la méthode indirecte qui utilise un chélateur
bifonctionnel, capable de lier le ligand et le radioisotope. Dans les deux cas, le protocole de
radiomarquage doit étre simple (une ou deux étapes maximum) et rapide (en adéquation avec
la demi-vie du radioisotope utilisé), et une pureté radiochimique supérieure a 90% est visée

(Fani et al., 2012).
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La sélection du radioisotope pour le développement d’un radioligand dépend
essentiellement du type de rayonnement, lui-méme est fonction de son utilisation. Pour le
diagnostic, les radioisotopes les plus employés émettent des rayonnements gamma (y) et des
positons (B*). Les rayonnements y sont des ondes électromagnétiques trés pénétrantes et
d’énergies trés variables (Schibli et Schubiger, 2010) tandis que les B* parcourent quelques pm
voire quelques mm, et produisent deux photons d’annihiliation de 511 keV chacuns, qui sont
percus par des détecteurs situées autour du sujet (Griffiths, 2008 ; Treglia et al., 2012). Pour la
thérapie, les rayonnements les plus utilisés sont les électrons () et les particules alpha (o), ces

dernieres étant en pleine émergence (Kratochwil et al., 2014 ; Lacoeuille et al., 2018).

La demi-vie d’un radioisotope doit étre suffisamment i) longue pour lui permettre
d’atteindre sa cible et ii) courte pour ne pas irradier I’organisme et limiter les effets secondaires.
Enfin, ces composés doivent pouvoir étre produits a partir d’un réacteur nucléaire, d’un
cyclotron ou d’un générateur, ce dernier permettant d’obtenir un isotope & moindre colt

directement sur le lieu de son utilisation (pour revue, Okarvi et Maecke, 2018) (Tab. 15).
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Demi- | Emission Mode de Chélateur(s) . Modalité
. L . - Application(s) | ,,. .
vie (h) | principale | production associé(s) d’imagerie
lode-123 L2 13,2 Y Cyclotron SIB, SIPC Diagnostic TEMP
Tecnécium- 99m Générateur HYNIC, MAG;, . .
99m Tc 6,02 Y N0/ ¢ GGC Diagnostic TEMP
Gallium-67 ¥Ga 78,2 Y Cyclotron NOTA, DOTA Diagnostic TEMP
lode-120 1201 14 B Cyclotron SIB, SIPC Diagnostic TEP
Fluor-18 BE 1,83 B* Cyclotron SFB Diagnostic TEP
Gallium-66 6Ga 9,5 B* Cyclotron NOTA, DOTA Diagnostic TEP
Gallium-68 Ga 1,13 B %fgg;;tggf NOTA, DOTA Diagnostic TEP
P 64, +ope TETA, DOTA, Diagnostic,
Cuivre-64 Cu 12,7 B*; B Cyclotron NOTA, ATSM thérapie TEP
Indium-111 uip 67,9 v e Auger Cyclotron DTPA, DOTA D;ﬁg?;;itefc’ TEMP
Lutécium-177 | 7Lu 160 By Réacteur DOTA (}herap"?' TEMP
|agnost|c
Yitrium-90 oy 64,1 B Gfoger;;}g“f DOTA Thérapie TEMP/TEP
Bismuth-212 | 22Bj 1 w; B gfggﬁffg; DOTA Thérapie TEMP
Bismuth-213 | 29Bj 0,75 a By ngi;";‘}f;i' DOTA Thérapie TEMP
Lo Générateur .
Actinium-225 25M¢ 240 o 29725 DOTA Thérapie n.d.

Tableau 15. Caractéristiques des principaux radioisotopes utilisés et/ou développés en médecine
nucléaire. La sélection du radioisotope pour le développement d’un radioligand repose essentiellement
sur le type de rayonnement (en fonction de son utilisation) et sur sa disponibilité (en fonction de son
mode de production). ATSM : diacétyl-bis(N(4)-méthylthiosemicarbazone ; DOTA : acide 1,4,7,10-
tétraazacyclododécane-1,4,7,10-tétraacétique ; DTPA : acide diéthyléne-triamine-penta-acétique ;
GGC : Gly-Gly-Cys ; HYNIC : acide hydrazinonicotinique ; MAGs : mercapto-acétyltriglycine ;
NOTA : acide 1,4,7-triazacyclononane-N,N',N"-triacétique ; SFB : N-succinimidyl-4-[*®F] ; SIB : N-
succinimidyl-3-iodobenzoate ;  SIPC  :  N-succinimidyl-5-iodo-3-pyridinecarboxylate  ;
TEMP : tomographie par émission monophotonique ; TEP : tomographie par émission de positons ;
TETA : acide 1,4,8,11-tétraazacyclotétradécane-1,4,8,11-tétraacétique. 2Ac : actinium-225 ;
2121213Bjjs : pismuth-212 ou -213 ; 54Cu : cuivre-64 ; ®%8Ga : gallium-64 ou -68 ; 8Ge : germanium-68 ;
1BF - fluor-18 ; MIn : indium-111 ; 9123 : jode-120 ou -123 ; YLu : lutécium-177 ;
Mo : molybdene 99 ; ??Ra : radium-224 ; °°Sr : strontium-90 ; ®™Tc : tecnécium-99 métastable ;
229Th : thorium-229 ; Y : yttrium-90. n.d. : non déterminé.
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1.2.2 Choix du chélateur

Dans la mise au point de radioligands, un chélateur permet de faire le lien (= la
conjugaison) entre le radioisotope sélectionné, 1’espaceur (le linker) et le ligand. Sa sélection et
son design sont tres importants puisque son incorporation modifie la taille, la charge et le poids
moléculaire du ligand finalement obtenu (Fani et al., 2012b ; Fani et Maecke, 2012). Une
grande variété de chélateurs et de méthodes de conjugaison a été testée au cours de ces dernieres
années (Okarvi, 2008 ; Niedermoser et al., 2015). La méthode la plus couramment utilisée,
appelée méthode de post-conjugaison, consiste a greffer le chélateur sur le ligand, puis a
incorporer le radioisotope (Fani et al., 2012b). A ce jour, aucun radioisotope ne remplit toutes
les exigences espérées pour le diagnostic et le traitement de tous les cancers ; ce constat est le
méme pour les chélateurs. Ainsi, plusieurs molécules basées sur une structure aliphatique, telles
que le DTPA, ou macrocyclique telles que le DOTA, ont été développées pour étre
radiomarquées avec divers radioisotopes, chacun avec leurs avantages et leurs inconvénients

(Fani et al., 2012b ; Fani et Maecke, 2012).

Les chélateurs aliphatiques ont des propriétés cinétiques favorables pour la plupart des
radioisotopes utilisés en clinique (Charron et al., 2016). Les radioligands utilisant le DTPA
présentent I’avantage d’€tre rapidement disponibles (incubation pendant 10 a 15 min) et d’offrir
un rendement treés important. Pour autant, leur stabilité thermodynamique pose probleme
lorsque leur rétention dans le sang est longue, comme cela a été observé dans le cas du
Un-DTPA-OC (Fani et Maecke, 2012). Plusieurs études ont montré la supériorité
thermodynamique de nouveaux chélateurs cycliqgues comme le DOTA ou le NOTA, améliorant
ainsi les performances des radioligands greffés sur ces chélateurs (Kwekkeboom et al., 2010 ;

Weiss et Jacobson, 2013).
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Plus stables que les chélateurs aliphatiques (comme le DTPA), le DOTA et le NOTA
peuvent également chélater un plus large panel de radioisotopes. La lente cinétique de
conjugaison avec les radioisotopes peut étre améliorée par chauffage (90°C — 100°C) (Okarvi,
2008). Le DOTA est utilisé en médecine nucléaire avec le *"Lu et le %8Ga pour traiter ou mettre
en évidence la présence de tumeurs, et parmi les traceurs utilisés, figurent le ®Ga-DOTA-TOC
(Morgat et al., 2016) et le Y"Lu-DOTA-TATE qui interagissent avec les récepteurs sst;

(Garske-Roman et al., 2018).

D’autres types de chélateurs ont été développés, tels que les groupes prosthétiques,
capables de fixer les radioisotopes de faible masse moléculaire comme le 8F (Honer et al.,
2011 ; Liu et al., 2014b ; Niedermoser et al., 2015). Cependant, cette conjugaison nécessite
plusieurs étapes difficiles pour obtenir un radioligand avec un grand rendement et une haute
pureté. En effet, le principal défi, avec 1’ajout d’un groupement prosthétique sur des analogues
de synthese, est d’obtenir un site spécifique de radiomarquage sans altérer les fonctionnalités
des chaines latérales du peptide contenant des amines, des amides ou des acides carboxyliques
qui se trouvent sur la plupart des séquences et qui sont souvent perturbées lors de la conjugaison
(Kostikov et al., 2012 ; Charron et al., 2016). Comme évoqué précédemment, les ligands
marqués au 8F présentent toutefois de meilleures caractéristiques pharmacocinétiques avec une
meilleure perméabilité tissulaire et une rétention plus grande au sein des tumeurs (Niedermoser

et al., 2015 ; Charron et al., 2016).
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1.3. Evaluation in vitro / in vivo d’un radioligand

Une fois préparé, I’'un des premiers tests soumis au radioligand consiste a mesurer sa
stabilité plasmatique. Bien que ces expeériences apportent des informations cruciales avant de
passer aux ¢études chez I’animal, elles ne permettent toutefois pas de mimer pleinement les

conditions expérimentales cliniques (Charron et al., 2016).

L’affinité du radioligand pour son/ses récepteur(s) est ensuite a déterminer a 1’aide
d’approches complémentaires (études de liaison, mesure d’activités biologiques, incluant
I’internalisation du récepteur) sur divers types de modeles (cellules intactes, préparation de
membranes, cellules natives ou tumorales, etc.) (Reubi, 1995 ; Reubi et al., 2000). Si les
résultats sont probants (haute affinité et sélectivité, internalisation du complexe ligand-
récepteur), il est possible de passer aux expériences in vivo (pour revue, Okarvi et Maecke,
2018). Elles consistent dans un premier temps a mesurer la biodistribution du radioligand chez
le petit animal, afin d’évaluer sa captation dans 1’organisme, en particulier dans les organes
critiques, tels que le foie et les reins (Valkema et al., 2005 ; Imhof et al., 2011). Ces mesures
impliquent I’euthanasie des animaux a différents temps post-injection et la collecte des organes
d’intérét pour mesurer la radioactivité retenues en leur sein. Ces données permettent notamment
de connaitre la pharmacodynamie du radioligand, apportant de précieuses informations pour
opérer d’éventuelles modifications de la molécule susceptibles d’améliorer ses propriétés
(Okarvi et Maecke, 2016). Dans un deuxiéme temps, le radioligand est injecté chez des animaux
transplantés par des cellules tumorales (xénogreffes) pour étudier la captation dans la tumeur et
les organes. Afin d’apporter la preuve de la spécificité du radioligand testé, il est possible de
bloquer les récepteurs in vivo en utilisant un exceés de ligand non radioactif. Des expériences
complémentaires peuvent enfin étre réalisées sur des animaux de grande taille avant de passer

a des essais chez I’Homme (pour revue, Okarvi et Maecke, 2018).
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1.4. Agonistes ou antagonistes ?

Il est admis que ’internalisation du complexe ligand-récepteur, généralement induite
par un agoniste, justifie leur utilisation pour diagnostiquer la présence d’une tumeur, grace a
I’accumulation du radioligand dans les cellules tumorales (Langer et al., 2001 ; Mankoff et al.,
2008). Cependant, une premiére étude menée en 2006 a révélé que I’ In-DOTA-sst,-ANT et
’In-DOTA-sstz-ODN-8, deux antagonistes somatostatinergiques, sont capables de
s’accumuler dans des cellules HEK-293 transplantées chez des souris et exprimant sst> ou ssts,
respectivement (Ginj et al., 2006). Ces résultats ont par la suite été expliqués in vitro par la tres
grande accessibilité des sites de liaison par ces antagonistes (comparés aux agonistes), associée
a leur tres lente dissociation du récepteur, ouvrant ainsi la voie au développement d’analogues

antagonistes radiomarqués (Cescato et al., 2008 ; Fani et al., 2017 ; Radford et al., 2017).

Alors que les chélateurs et radioisotopes utilisés pour le développement d’agonistes
radiomarqués modifient peu 1’affinité de liaison, plusieurs études ont démontré que I’affinité
des antagonistes est particulierement dépendante du chélateur et du radioisotope utilisés. En
effet, I’antagoniste somatostatinergique LM3 couplé avec ’acide 1,4,7-triazacyclononane-1-
acide glutarique-4,7-diacétique (NODAGA) (®Ga-NODAGA-LMB3) présente une affinité dix
fois supérieure a celle du ¥Ga-DOTA-LMS3 et cing fois supérieure a celle du **Cu-NODAGA-
LM3 (Eisenwiener et al., 2002 ; Fani et al., 2011). En marge de ces expériences, plusieurs
études in vivo ont montré qu’une absence ou une faible internalisation est parfois corrélée a une
trés grande rétention tumorale (Ginj et al., 2006 ; Fani et al., 2012a ; 2017 ; Radford et al.,
2017). Aujourd’hui encore, cette ambivalence est largement discutée et n’est pas entiérement

élucidée (Nicolas et al., 2018).
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2. Recours a I’imagerie moléculaire pour le diagnostic de
tumeurs solides

2.1 Généralités

L’imagerie moléculaire regroupe différentes techniques d’imagerie employées en
recherche ou en clinique pour visualiser de fagon non-invasive des structures ou des
mécanismes biologiques (Massoud et Gambhir, 2003). Ces techniques associent plusieurs
domaines scientifiques, allant, sans y étre limité, de la biologie cellulaire, la pharmacologie, la
physiologie, la bio-informatique, jusqu’a I’ingénierie, la physique et les mathématiques (James
et Gambhir, 2012). Le principal intérét de 1’imagerie moléculaire est de pouvoir réaliser des
études spatio-temporelles et d’obtenir des résultats longitudinaux chez un méme sujet
(Willmann et al., 2008). Quel que soit son domaine d’application, I’imagerie moléculaire offre
des propriétés tres intéressantes pour le diagnostic, le développement de nouveaux traitements,
la compréhension des interactions protéines-protéines a 1’échelle nanoscopique ainsi que le

suivi thérapeutique (Weissleder, 2006 ; Lecchi et al., 2007).

Grace a ces techniques, 1’injection chez un sujet vivant de molécules capables de cibler
sélectivement des processus moléculaires, constitue une approche qui s’est considérablement
développée, en combinant potentiellement plusieurs outils comme I’imagerie par résonnance
magnétique (IRM), les ultrasons, I’imagerie photoacoustique ou la tomodensitométrie (TDM).
En particulier, le développement de la tomographie par émission monophotonique (TEMP) et
de la tomographie par émission de positons (TEP), combiné avec la synthese de molécules
radiomarquées, permet de suivre des processus biologiques impliqués dans certaines
pathologies (dont le cancer) habituellement diagnostiquées de maniére invasive par une biopsie

et/ou une chirurgie exploratoire (Pomper et Lee, 2005). Ces approches sont généralement
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couplées a la TDM, faisant ainsi entrer la médecine nucléaire dans une nouvelle ére du

diagnostic et du traitement (Weissleder et Pittet, 2008) (Fig. 26).

TEP-TDM
TEP/TEMP TEMP-TDM

IRMN

TEP/TEMP

Ultrasons
d'intervention

Rayons X

Ultrasons

-~
©
(=]
o

1990

Diaphanoscopie  Fibre opthue

Fond clair Fond clair Epifluorescence

Macroscopie

Tomographie

Microscopie

Figure 26. Développement des techniques d’imagerie utilisées en oncologie. Depuis la fin des années
90, la recherche s’est intensifiée dans le développement de techniques d’imagerie pour le diagnostic, le
traitement et la compréhension des cancers. Extrait et adapté de Weissleder et Pittet, 2008.
IBL : imagerie par bioluminescence ; IRF : imagerie par réflexion de fluorescence ; IRF-HR : IRF a
haute résolution ; IRM : imagerie par résonnance magnétique ; IRMD : IRM de diffusion ; IRMN : IRM
avec nanoparticules ; MPM : microscopie a multiphotons ; TCO : tomographie a cohérence optique ;
TDM : tomodensitométrie ; TDM-MC : TDM a multicoupes ; TDO : tomographie par diffusion optique
; TEMP : tomographie par émission monophotonique ; TEP : tomographie par émission de positons ;
TFM : tomographie par fluorescence moléculaire ; TFP : tomographie par fluorescence.
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2.2 Techniques d’imagerie
2.2.1 La tomodensitométrie

C’est au debut des années 1970 que les ordinateurs deviennent suffisamment puissants
pour réaliser les calculs nécessaires a la reconstruction des images, rendant possible la création
des premiers imageurs a rayons X couplés au traitement informatique. Cette technique

d’imagerie est appelée la TDM (Raynaud et al., 1989)

A la différence des techniques d’imagerie exploitant les caractéristiques des rayons X,
la TDM utilise le principe de la tomographie pour reconstruire le volume d’un objet ou d’un
sujet a partir d’images obtenues par sections anatomiques. Grace a ['unité numérique
Hounsfield (HU), inventée par Godfrey Newbold Hounsfield et Allan MacLeod Cormack (prix
Nobel 1979 de physiologie/médecine), la TDM met en évidence des différences de
composition, de densité et/ou d’atténuation des rayons X entre les tissus. Les tissus denses (qui
absorbent fortement les rayons X) apparaissent en blanc tandis que les tissus moins denses et
les liquides (qui absorbent moins fortement les rayons X) apparaissent en noir, permettant ainsi

de créer des images a trés fort contraste qui reflétent fidélement 1’anatomie du sujet.

Au-dela de sa relative simplicité d’utilisation, la TDM offre pour les cliniciens plusieurs
avantages précieux, comme une résolution spatiale élevée (de I’ordre de 0,5 a 1 mm) et un faible
cott d’utilisation. La TDM est notamment appropriée pour diagnostiquer et évaluer certaines
pathologies dont les anévrismes de 1’artére splénique (Vlychou et al., 2008), les ischémies
(Mallo et al., 2005), les Iésions cerébrales (Dubroff et Newberg, 2008), I’embolie pulmonaire

(Stein et Hull, 2007) ou encore les tumeurs solides (Vivanti et al., 2017).

La mise au point dans les années 2000 d’une version miniaturisée de la TDM,

exploitable sur animaux de petite taille, a permis d’accélérer la recherche dans de nombreux
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domaines (Kennel et al., 2000 ; Broeckhoven et al., 2017). Le modéle murin est
particulierement exploité dans 1’étude en temps réel de certaines pathologies, incluant le cancer
et la réponse aux thérapies associées, grace a une production d’images anatomiques de trés
haute résolution, comme par exemple la mesure du volume tumoral pulmonaire aprés une

thérapie aux radiations (Kirsch et al., 2010 ; Bainbridge et al., 2017).

Bien que les récentes avancées technologiques aient contribué a augmenter la résolution
et la sensibilité des détecteurs tout en diminuant la quantité de radiations regues par le sujet,
I’une des principales limitations techniques est liée a la haute exposition du patient aux rayons
X, réduisant ainsi le nombre d’acquisitions pouvant étre réalisées (Gervaise et al., 2016).
L’imagerie TDM présente également comme inconvénient une faible qualité de contraste des
tissus mous, obligeant de recourir au couplage TDM/IRM avec des agents de contraste iodés
(Massoud et Gambhir, 2003), connus pour leur potentielle toxicité rénale (Solomon et al., 1994 ;

Barrett et al., 2006), limitant ainsi 1’'usage de cette technique (James et Gambhir, 2012).

En dépit des informations qu’elle apporte sur les caractéristiques morphologiques du
sujet (patient ou modéle animal), la TDM n’est pas adaptée pour observer les mécanismes
moléculaires. La TDM est donc généralement couplée a d’autres outils complémentaires
d’imagerie comme la TEP ou la TEMP, mettant ainsi a profit les propriétés de la radioactivité
pour atteindre et observer des cibles moléculaires, avec une tres haute spécificité et une grande
résolution spatiale, propriétés indispensables dans le diagnostic et le traitement de certaines

pathologies.
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2.2.2 La tomographie par émission de positons

La TEP est actuellement la technique la plus répandue dans les services de médecine
nucléaire. Elle exploite les propriétés des isotopes radioactifs (radioisotopes) couplés ou non a
des traceurs (molécules vectrices), qui fixent spécifiquement des cibles moléculaires d’intérét
chez le sujet vivant (Portnow et al., 2013). Par rapport a d’autres technologies disponibles, la
TEP et la TEMP (cf infra), qui sont des méthodes d’imagerie dites d’émission (par opposition
a la méthode d’imagerie dite de transmission, cf la TDM), ne sont pas limitées par la profondeur

de pénétration, contribuant a I’imagerie de processus moléculaires avec une haute sensibilité.

Le fonctionnement de 1’imagerie TEP repose sur 1’émission d’un B* issu de la
désintégration d’un radioisotope dont le noyau est instable en raison d’un excés de protons.
L’interaction du B* avec un électron environnant engendre la création de deux photons
d’annihilation (rayonnement y) d’énergie égale a 511 keV, chacun émis a 180 degrés 1I’un de
I’autre (Sodickson et al., 1961 ; Griffiths, 2008). Ces photons sont détectés par des capteurs
situés autour du sujet, rendant possible la déduction du site d'émission du radioisotope (Sweet,
1951 ; Brownell, 1968 ; Phelps, 2000). Les événements d’annihilation sont ensuite convertis en
signaux électriques puis en sinogrammes qui peuvent étre reconstruits en images

tomographiques (Wernick et Aarsvold, 2004) (Fig. 27).

Bien que le principe de la TEP soit connu depuis les années 1950, avec un premier essai
de diagnostic de tumeurs cérébrales (Sweet, 1951), ce n’est que plusieurs décennies plus tard
que les premiers imageurs multi-modalités TEP/TDM voient le jour, combinant efficacement
la grande sensibilité de la TEP avec I’imagerie morphologique hautement résolutive de la TDM

(Beyer et al., 2000, Maurer et al., 2017).
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L’imagerie TEP/TDM offre un large champ d’applications en clinique et en recherche
préclinique. Grace a I’utilisation des radioisotopes, elle peut en particulier étre exploitée pour
I’analyse et la compréhension de mécanismes cellulaires et moléculaires caractéristiques de
certaines pathologies. Cela suppose d’avoir développé en amont des agents radiomarqués

capables d’interagir sélectivement avec des cibles d’intérét.

détecteur

noyau | 1800 Sujet
source

radioactive

Radioisotope émetteur p*: 511 keV
désintégration

d neutron ‘ proton électron —MWW> photon gamma ()

Figure 27. Principe de fonctionnement de I’imagerie TEP. A. Appareil servant a la tomographie par
émission de positons dans un service de médecine nucléaire. B. Imagerie TEP réalisée chez un patient
injecté avec le 8F-FDG une heure apres injection. Extrait de www.cancer.org. C. Gauche, la TEP utilise
I’émission de deux photons d’annihilation d’énergie 511 keV émis dans deux directions diamétralement
opposées, faisant suite a I’annihilation d’un électron (e”) par un positon (B*). Droite, ces photons y sont
captés par des détecteurs situés autour du sujet qui permettent la déduction du site de désintégration du
B*. Un traitement informatique reconstitue les images de la répartition du traceur a 1’aide d’algorithmes
de reconstruction d’images. FDG : fluoro-déoxy-D-glucose ; TEP : tomographie par émission de
positons. 8F : fluor-18.

Appelés radiotraceurs ou radioligands, ces agents peuvent étre injectés par voie
intraveineuse en dose infime (de I’ordre de la nanomole) chez le sujet. La radioactivité se

distribue ensuite dans I’organisme et la biodistribution est mesurée a I’aide d’un imageur
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TEP/TDM. En clinique, et grace a I’utilisation d’agents radiomarqués au ‘®F tel que le [*8F]-2-
fluoro-désoxy-glucose ([*®F]JFDG), cette approche est principalement mise a profit pour le
diagnostic de cancers tel que le cancer pulmonaire non a petites cellules ou le cancer du sein
(Fowler et Ido, 2002 ; Almuhaideb et al., 2011 ; Abouzied et al., 2017 ; Caresia et al., 2017).
Le [*®F]FDG emprunte le transporteur du glucose (GLUT) membranaire puis est phosphorylé
au méme titre que le glucose par I’héxokinase dans le compartiment cytoplasmique. Ce nouvel
analogue non hydrolysable du glucose s’accumule dans les cellules a haute activité métabolique

comme les cellules tumorales (Malik et al., 2014 ; Beichel et al., 2016 ; Rowe et al., 2016).

D’autres molécules ont ¢été développées a partir du 8F, comme le
[*8F]-fluoromisonidazole (ou FMISO) ou le [*®F]-azomycine arabinoside (ou FAZA), utilisés
comme marqueurs des tissus hypoxiques généralement présents au ceeur des tumeurs solides
(Fujibayashi et al., 1997 ; Rajendran et al., 2006 ; Postema et al., 2009). Plusieurs analogues
fluorés sont également en phase d’essai clinique, tels que le [®F]-AV-1451 (Mishra et al., 2017)
ou le [*®F]-Thk5351 (Lee et al., 2017 ), capables de quantifier I’agrégation de la protéine tau,
ou encore le 8F-Florbetapir (AV-45) (Akhtar et al., 2017) qui met en évidence les plaques
B-amyloides, une des caractéristiques de la maladie d’ Alzheimer (Christen, 2000 ; Folch et al.,

2017 ; Goedert et al., 2017).

Comme pour la tomodensitométrie, les imageurs TEP/TDM ont été miniaturisés pour
s’adapter aux problématiques de la recherche préclinique chez le petit animal (Chatziioannou,
2002 ; Shibutani et al., 2017). Leur résolution spatiale est souvent plus grande que ceux
employés en clinique (1 & 2 mm) avec une sensibilité plus importante (1012 a 10°** M vs 107
M en clinique) (Rowland et al., 2002 ; Pomper et Lee, 2005 ; Sossi et Ruth, 2005). En fonction
du radioélément utilisé (émetteur de B* ou de rayonnomments v), le systéme d’acquisition sera

différent et demandera de recourir a la TEMP (cf infra).

~ 126~



Introduction

2.2.3 La tomographie par émission monophotonique

La TEMP est une technique d’imagerie de médecine nucléaire (Lecchi et al., 2007).
Comme pour la TEP, cette approche est généralement couplée a la TDM pour combiner la

puissante sensibilité¢ de la TEMP a I’imagerie morphologique hautement résolutive de la TDM.

Le principe de la TEMP est en partie similaire a la TEP, avec i) ’utilisation de
radioisotopes et ii) des photons vy issus de la désintégration qui sont captés par des détecteurs
externes places autour du sujet (Mariani et al., 2010). A la différence de la TEP, ou la
désintégration produit I’émission d’un positon B* puis I’émission de deux photons
d’annihilation (chacun envoyés dans une direction diamétralement opposés), les radioisotopes
utilisés en TEMP sont émetteurs d’ un rayonnement y lors de leur désexcitation possédant une
énergie propre (Jaszczak et al., 1980). Ces propriétés impliquent une méthode différente de
collection et de reconstruction des données. En pratique, un détecteur tourne autour du sujet
pour capter les rayonnements y avant une reconstruction tomographique (Bocher et al., 2000)
(Fig. 25). Alors que la TEP produit une image a partir de I’ensemble des désintégrations, la
TEMP doit utiliser un collimateur pour exclure les rayonnements y qui ne sont ni émis dans le
bon angle ni de la bonne énergie d’émission, ne conservant ainsi que ceux dont I’origine de
I’émission est connue. Comme une trés grande partie des rayonnements y issus de la
désexcitation sont ignorés, la sensibilité de la TEMP est souvent inférieure & la TEP (Parker et
al., 2012). Cependant, les récents progres réalisés dans la fabrication de collimateurs de type
« multi-pinhole » contribuent aujourd’hui a augmenter cette sensibilité (Beekman et al., 2005)

(Fig. 26).
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Figure 29. Principe de fonctionnement de I’imagerie TEMP. A. Appareil servant a la tomographie
par émission monophotonique, extrait du catalogue Siemens Healthineers. B. Imagerie TEMP réalisée
chez un patient une heure aprés injection d’*'In-DTPA-octréotide (Octréoscan). La cible montre une
tumeur neuroendocrine localisée dans le pancréas. Extrait du site www.image.ch. C. Gauche, la TEMP
exploite I’émission de rayonnements y faisant suite a une transition nucléaire au sein d’un atome. Droite,
la TEMP utilise une gamma-caméra, constituée d’un détecteur de photons y et d’un collimateur
permettant la sélection angulaire des photons. Le détecteur tourne autour du sujet pendant 1’acquisition,
collecte les émissions vy, dont I’origine de 1’émission est connue, et exclut celles qui ne sont pas émises
dans le bon angle. DTPA : acide diéthyléne-triamine-penta-acétique ; TEMP : tomographie par émission

monophotonique. **In : indium-111.
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Figure  28. Principe  de
fonctionnement des micro-TEMP
modernes. Les  micro-TEMP
modernes utilisés en recherche
cliniqgue corrigent la perte de
sensibilit¢ due a I’exclusion des
photons y émis dans un mauvais
angle en utilisant plusieurs
détecteurs surmontés de
collimateurs avec de multiples
pinholes (= téte d’épingle)
permettant ainsi la collection d’un
nombre plus important de photons
y. TEMP tomographie par
émission monophotonique.
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A I’instar de la TEP, les applications de la TEMP reposent sur I’identification de cibles
moléculaires pour développer des agents radiomarques liant sélectivement ces cibles. A ce jour,
’un des radioligands le plus utilisé en médecine nucléaire est 1’**1In-DTPA-OC, qui fixe le
récepteur sstz, surexprimé dans les tumeurs neuroendocrines (Reubi et al., 2000 ; Brabander et
al., 2015 ; Kjaer et Knigge, 2015 ; Brabander et al., 2016 ; Deppen et al., 2016). D’autres
radiotraceurs exploitables en TEMP ont été développés tels que le **™Tc-MIP1404 (Reinfelder
etal., 2017) ou le 121-M1P1072 (Hillier et al., 2011) qui ciblent le prostate specific membrane
antigen (PSMA), une protéine transmembranaire surexprimée et exploitable dans le diagnostic

du cancer de la prostate (Gandhi et al., 2017).

La technologie TEMP a également été miniaturisée pour s’adapter a I’imagerie du petit
animal et a I’investigation préclinique (Acton et Kung, 2003 ; Meikle et al., 2005). Cette
stratégie est également mise a profit pour étudier la biodistribution de nouveaux radiotraceurs
pour I’imagerie de xénogreffes tumorales. C’est le cas notamment avec le 12°I-c-Met-binding
peptide qui reconnait c-Met, un RTK recruté dans les mécanismes liés a la croissance,
I’invasion, les métastases et I’angiogenése (Kim et al., 2009), et qui est surexprimé dans
certaines tumeurs solides (Woodhouse et al., 1997 ; Ma et al., 2003 ; Boccaccio et Comoglio,
2006 ; Sierra et al., 2011 ; Marano et al., 2015). Ce récepteur est également impliqué dans la
transition épithélio-mésenchymateuse observée dans les tumeurs gliales humaines (Kim et al.,
2011). Le recours des radiotraceurs est aussi appliqué aux tumeurs surexprimant les RCPG,
avec le développement par exemple du **™Tc-HABN ou du **™Tc-BBN ciblant tous deux le
GRPR dont la densité est elevée dans les cellules tumorales de prostate (Ananias et al., 2011)

et dans le cancer du sein (Aranda-Lara et al., 2016a).

Malgre une résolution spatiale plus faible (5-7 mm vs 8-10 mm) et une sensibilité

moindre (10! 4 10°° M vs 102 4 10! M) par rapport a ’imagerie TEP, la TEMP est bien
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adaptée pour la mise au point de nouveaux radiotraceurs (Bernsen et al., 2014 ; De Jong et al.,
2017). Comme évoqué précédemment, ces deux technologies offrent 1’avantage de pouvoir
injecter de tres faibles doses de radiotraceur pour réaliser le suivi de processus biologiques,
limitant ainsi I’impact d’effets potentiellement toxiques sur le sujet, tout en exploitant ’affinité

¢élevée d’un récepteur pour son ligand (Phelps et al., 2000 ; Franc et al., 2008).

En conclusion, les techniques TEP/TDM et TEMP/TDM permettent, en plus de poser
un diagnostic et d’évaluer le pronostic tumoral d’un patient, d’évaluer des radiotraceurs a visée

thérapeutiques, voire théranostiques (cf infra).

3. Les thérapies par radionuclides

3.1 La curiethérapie et la radiothérapie externe

Marie Sklodowska-Curie (premiére femme ayant le grade de docteur en science en
Europe) obtient le Prix Nobel de Chimie (1911) pour la découverte du radium en 1898 et de ses
propriétés ionisantes : des sources scellées de radium sont placées a proximité des tumeurs a
traiter, technique qui prendra le nom de curiethérapie (ou brachythérapie) (Reed, 1898 ; Sweet,
1951 ; Brucer, 1958 ; Gupta, 1995). En 1903, les docteurs Allen Senn et Nicholas Pusey mettent
au point les prémices de la radiothérapie externe (RTE) en démontrant que les rayons X
(découverts par Wilhelm Rontgen en 1895) sont capables de réduire le volume de ganglions
tumoraux dans la maladie de Hodgkin (Capps et Smith, 1904 ; Pusey, 1904). Les premiers
cancers accessibles en surface sont ainsi traités au radium dans le début du XX® siécle (Kusama,
1919), tandis qu’au méme moment la RTE se généralise dans les années 30 avec le traitement

locorégional des cancers en utilisant des rayonnements ionisants, tels que des électrons et des
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photons, pour éliminer les cellules tumorales (Barney et Churchill, 1939 ; Taussig, 1940 ; Keall
etal., 2001 ; Baumann et al., 2008 ; Weichselbaum et Hellman, 2011). En traversant la matiére,
ce type de rayonnement entraine la production de reactive oxygen species (ROS) qui induisent
des cassures simples et/ou double-brin de I’ADN. En fonction de la position de la cellule dans
son cycle cellulaire, ces lésions pourront étre partiellement réparées (ou non), et les anomalies
ainsi génerées seront susceptibles de provoquer la mort cellulaire (Dillon et al., 2014 ; Hubenak

etal., 2014).

Les techniques de RTE ont évolué ces 30 derniéres années pour devenir le précurseur
du traitement oncologique personnalisé, basé sur des informations anatomiques associées a des
parameétres cliniques (Bernier et al., 2004 ; Verellen et al., 2007 ; Baumann et al., 2016). Les
images en deux dimensions ont été progressivement remplacées par des images en trois
dimensions avec pour principal objectif d’augmenter I’efficacité et la précision de la RT, tout
en réduisant la toxicité sur les tissus normaux et les organes vulnérables. La RT
conformationnelle 3D (RTC3D) est aujourd’hui la technique la plus utilisée (Zou et al., 2014 ;
Yuetal., 2015c). Pour autant, de nouvelles approches sont en cours d’optimisation : la RT avec
modulation d’intensité (RTCMI) qui doit moduler la forme et la puissance du faisceau en
fonction du volume tumoral (Hall, 2006) ; la RT stéréotaxique (RTS), qui peut cibler les petits
volumes avec une trés haute précision, trés utile dans le traitement des métastases (Palma et al.,
2015) ; la protonthérapie ou hadronthérapie, qui au contraire de la RT classique qui produit des
faisceaux de photons ou d’¢€lectrons, utilise les protons et permet ainsi de réduire les doses

déposées et de cibler précisément la zone a traiter (Loeffler et Durante, 2013).

Cependant, I’hypoxie intratumorale, caractéristique des tumeurs solides, induit la
formation de nouveaux vaisseaux sanguins, le développement de métastases et augmente la

résistance des cellules tumorales aux radiations et aux chimiothérapies (Gray et al., 1953 ;
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Rohwer et Cramer, 2011 ; Wilson et Hay, 2011). Cette hypoxie diminue la production de ROS
induite par les radiations et réduit ainsi les cassures de I’ADN. Il faudrait par exemple
augmenter de deux a trois fois la dose de radiations sur cellules hypoxiques pour obtenir le
méme taux de mortalité cellulaire que chez les cellules non hypoxiques (Jain, 2005). L’hypoxie
va également i) provoquer la régulation négative de Bad (pour Bcl-2-associated death) et de
Bax (pour Bcl-2-associated X) (Semenza, 2000), diminuant ainsi 1’apoptose (Wang et Ohh,
2010) et ii) promouvoir la sélection de cellules résistantes (Hill et al., 2009 ; Kioi et al., 2010)

empéchant la radiothérapie d’étre efficace et augmentant la tumorigenése dans certains cas.

L’intensification de la radiothérapie, ou IRT, qui consiste a augmenter les doses de
radiations envoyées sur les tumeurs solides en fonction de leur résistance, n’améliore
malheureusement pas toujours le contréle locorégional des tumeurs ni le taux de survie des
patients. Des études récentes montrent que I’IRT i) a un effet positif sur le contréle locorégional
et sur la survie des patients dans le cancer du poumon, de la téte et du cou, ii) a un effet positif
seulement sur le contréle locorégional dans le cancer du sein et de la prostate, iii) n’a aucun
effet sur les cancers primaires du SNC, colorectaux et de 1’cesophage (pour revue, Yamoah et
al., 2015). Cependant, lorsque 1’état du patient et la localisation tumorale le permettent,
Iefficacité de la RT est largement améliorée avec un traitement multimodal des tumeurs
solides, notamment avec I’exéreése tumorale, le recours aux chimiothérapies ou a une thérapie
ciblée (Wilson et Hay, 2011 ; Vanneman et Dranoff, 2012 ; Scott et al., 2012 ; Hassan et al.,

2014).
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3.2 La radiothérapie interne

La radiothérapie interne consiste a injecter des molécules radioactives chez des patients
dans 1’objectif de traiter une pathologie. Elle existe sous plusicurs formes, telle que la
radiothérapie interne libre qui utilise les propriétés naturelles de certains éléments radioactifs a
aller se fixer sur un organe cible, comme 1’**!I qui fixe naturellement la thyroide, pour traiter
les tumeurs thyroidiennes (Jeong et al., 2014 ; Gruber et Colevas, 2015). La radiothérapie
interne est également employée sous forme vectorisée, exploitant les propriétés des anticorps
ou des peptides pour cibler les tumeurs (Baum et al., 2016 ; Rahbar et al., 2017). Les thérapies
par peptides radiomarqués (PRRT, pour peptide receptor radionuclide therapy), exploitent les
propriétés pharmacobiologiques de radiotraceurs capables de reconnaitre sélectivement, et a
tres faibles concentrations, les récepteurs localisés a la surface des cellules tumorales (Sgouros
et al., 2010 ; Strosberg et al., 2013). La liaison entre le radiotraceur et son récepteur va
généralement entrainer 1’internalisation du couple ligand-récepteur, permettant alors au

radioisotope de provoquer la mort cellulaire (Kwekkeboom, 2005).

Le développement de la PRRT est étroitement liée avec celui d’analogues
somatostatinergiques radiomarqués, e.g. 1’*!In-DTPA-TOC, initialement utilisé pour le
diagnostic des TNE puis pour leur traitement de tumeurs inopérables et/ou métastasées
(Krenning etal., 1992 ; Krenning et al., 1994 ; Valkema et al., 2002). Bien qu’une augmentation
de I’espérance de vie ait été observée chez 62% des patients traités (Anthony et al., 2004), le
nombre de patients avec une réponse complete (RC, disparition des lésions quatre semaines
apres traitement, équivalent a une rémission) ou partielle (RP, diminution de 30% du volume
tumoral confirmée quatre semaines apres traitement) reste faible. Cependant, avec I’arrivée de
nouveaux chélateurs tels que le DOTA, 1'**1In-DTPA-TOC est progressivement délaissé au

profit d’autres radiotraceurs somatostatinergiques capables de lier stablement des radioisotopes
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émetteurs de f~ possedant les propriétés favorables pour une utilisation en thérapie (Druce et
al., 2010). La PRRT continue d’étre développée dans le traitement des TNE et d’autres
pathologies positives aux sst avec deux principaux radioisotopes faisant 1’objet d’essais

cliniques, I'°°Y et le Y'’Lu (Essen et al., 2006 ; Teunissen et al., 2006 ; Marincek et al., 2015).

Aprés les essais avec I'''In-DTPA-TOC, la premiére PRRT a employé le
OY-DOTA-Tyr-octréotide (**Y-DOTA-TOC) chez des patients atteints de TNE-GEP et de
TNE-B (Waldherr et al., 2002). Les résultats obtenus montrent que 2% et 22% des patients
traités, respectivement, ont une RC et une RP, soit une réponse globale (RG) de 24%. Chez
49% des patients, le volume tumoral n’a ni progressé, ni diminué (SD pour stable disease)
contre 15% chez lesquels le volume tumoral a augmenté (PD pour progressive disease) (Tab.
16). Des travaux plus récents ont apporté des résultats similaires concernant la SD et la RG de
patients traités (Valkema et al., 2006 ; Forrer et al., 2006 ; Bushnell et al., 2010 ; Imhof et al.,
2011). Testé chez des malades atteints de TNE-GEP, le ®°Y-DOTA-TATE, un autre analogue
somatostatinergique, a permis d’atteindre une RG de 23% (Cwikla et al., 2010), valeur similaire
a celle obtenue par Waldherr en 2001 portant sur le °Y-DOTA-TOC. D’une maniére générale,
les études employant I’°Y-DOTA-TOC et le I’°Y-DOTA-TATE ont montré que le volume
tumoral diminue de 30% chez plus de 30% progressivement, tandis qu’il est stable ou augmenté

chez plus de 50% et 20% d’entre eux, respectivement.

Les résultats prometteurs obtenus avec le *°Y en ont fait, entre 1995 et 2005, le
radioisotope le plus testé en PRRT (De Jong et al., 1998 ; Otte et al., 1998 ; Paganelli et al.,
2001 ; Waldherr et al., 2001 ; Valkema et al., 2006 ; Bushnell et al., 2010, Cwikla et al., 2010)
(Tab. 16). Cependant, la forte toxicite rénale et hématologique provoquée par les radiotraceurs
incluant 1’°°Y a encouragé le développement de radiotraceurs avec le ’Lu (Bernard et al.,

1997 ; Otte et al., 1998 ; Paganelli et al., 2001 ; Waldherr et al., 2001 ; Cybulla et al., 2001).
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La premiére PRRT exploitant les propriétés du "’Lu couplé a 1’octréotate (*’’Lu-DOTA-
TATE) est realisée en 2003 par Kwekkeboom et coll. pour traiter des patients atteints de TNE-
GEP. Les traceurs au ’Lu libérent moins de radioactivité dans les tissus sains environnants
(Bodei et al., 2014) grace a une énergie plus faible et une distance d’émission moins importante,
diminuant ainsi les effets secondaires liés au traitement (Bodei et al., 2014 ; Sabet et al., 2016 ;

Kwekkeboom et Krenning, 2016).

Des travaux prometteurs ont par la suite révélé que ce traitement augmente la médiane
de survie des malades, qu’ils soient porteurs d’'une TNE-GEP, d’une TNE pancréatique (TNE-
P) ou d’une TNE de I’intestin moyen (TNE-IM) (Kwekkeboom et al., 2008 ; Ezziddin et al.,
2014 ; Sabet et al., 2015). Comme 1’ont récemment démontré Strosberg et coll. (2017) dans une
étude de phase Il du programme NETTER-1 dans le traitement des TNE-GEP, la médiane de
survie des patients traités avec le ’Lu-DOTA-TATE et le %Y-DOTA-TATE est
significativement plus longue chez les premiers. Chez les patients atteints de TNE évolutives
apres traitement avec des analogues somatostatinergiques radiomarqués, la médiane est
sensiblement identique a celle des patients atteints de TNE non évolutifs et le taux de patients
pour lesquels la pathologie a ét¢ contrélée (RC + RP + SD) est de 62%, allant jusqu’a 95% dans
certains essais cliniques (Kwekkeboom et al., 2008 ; Cwikla et al., 2010 ; Bodei et al., 2011 ;

Vinjamuri et al., 2013 ; Duijzentkunst et al., 2017).

D’autres radiotraceurs en cours d’études cliniques emploient des radioisotopes tres
ionisants, comme 1’actinium-255 (***Ac) ou le ?1*Bi, émetteurs de particules o, mais dont la

distance d’émission est relativement courte (100 pm pour les a VS quelques mm pour les B).
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Modalitées d’emploi de radioligands en médecine nucléaire pour le diagnostic
et/ou le traitement de tumeurs solides

Nom_bre Type de RG RC RP PD SD MDS MDS
de patients | tumeurs (%) | (%) | (%) | (%) | (%0) SP
Mn-DTPA-Tyr3-octréotide (*1*In-DTPA-TOC) (Octréoscan®)
Anthony et al., 2002 27 TNE-GEP 7 0 7 11 78 18 n.d.
Valkema et al., 2002 26 TNE 19 0 19 12 42 n.d. n.d.
yri-octréotide
Waldherr et al., 2001 41 eSS | 2 2 22 15 49 | nd | nd
Valkema et al., 2006 58 TNE-GEP 9 0 9 29 50 37 n.d.
Forrer et al., 2006 116 TNE 27 4 23 11 62 n.d. n.d.
Imhof et al., 2011 1109 TNE; TNE-B | 35 1 34 60 5 n.d. n.d.
Bushnell et al., 2010 % TNESER | 4 0 4 17 70 27 | nd
Waldherr et al., 2002 39 eSS | 2 5 18 8 69 | nd | nd
Cwikla et al., 2010 60 TNE-GEP 22 0 22 5 73 22 17
Savelli et al., 2012 38 TNE-GEP 45 0 45 29 26 n.d. n.d.
Paganelli et al., 2001 26 TNE 23 n.d. n.d. 13 64 n.d. n.d.
Bodei et al., 2004 43 TNE ; TNE-B 20 n.d. n.d. 33 46 n.d. n.d.
VY-DOTA-Tyr3-octréotate (*°Y-DOTA-TATE)

Cwikla et al., 2010 60 TNE-GEP 23 0 23 5 77 22 n.d.
Vinjamuri et al., 2013 59 TNE ; TNE-B 25 0 25 n.d. 47 n.d. n.d.

7Lu-DOTA-Tyr3-octréotide

Baum et al., 2016 56 TNE 34 16 18 34 32 34 17
Pfeifer et al., 2011 75 TNE ; TNE-B 24 8 16 15 62 29 nd.
Horsch et al., 2016 468 TNE ; TNE-B n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 59 41
7Lu-DOTA-Tyr3-octréotate
Kwekkeboom et al., 2008 310 TNE-GEP 30 2 28 20 35 46 33
Bodei et al., 2011 51 Tumeurs sst* 29 2 27 18 26 n.d. n.d.
Ezziddin et al., 2014 68 TNE-P 60 0 60 15 12 53 n.d.
Sabet et al., 2015 61 TNE-IM 44 0 44 8 47 61 n.d.
Sansovini et al., 2013 51 TNE-P 29 8 21 19 52 nd. 29
Paganelli et al., 2014 43 TNE-GI 7 7 0 16 77 n.d. 36
Delpassand et al., 2014 37 TNE-GEP 24 0 24 24 38 n.d. 16
Sward et al., 2010 310 TNE-GEP 30 2 28 nd. n.d. 46 n.d.
Garkavij et al., 2010 26 TNE-GEP 38 n.d. n.d. 13 50 n.d. n.d.
Danthala et al., 2014 44 TNE ; TNE-B 32 0 32 20 22 nd. n.d.
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Tableau 16. Principaux essais cliniques de phase 1/2 ou phase 3 exploitant les analogues
somatostatinergiques pour la thérapie par peptides radiomarqués (PRRT). Le développement de
la PRRT est étroitement liée a celui d’analogues somatostatinergiques radiomarqués, e.gd.
I’*In-DTPA-TOC, initialement utilisé pour le diagnostic des TNE puis pour le traitement de tumeurs
inopérables et/ou métastasées. MDS et MDS-SP sont exprimées en mois. DOTA : acide 1,4,7,10-
tétraazacyclododécane-1,4,7,10-tétraacétique  ; DOTA-TATE : DOTA-Tyr’-octréotate
DOTA-TOC : DOTA-Tyr-octréotide ; DTPA : acide diéthyléne-triamine-pentaacétique ;
DTPA-TOC : DTPA-Tyr3-octréotide ; MDS : médiane de survie ; MDS-SP : médiane de survie sans
progression ; RC : réponse compléte ; RG : réponse globale ; RP : réponse partielle ; PD : progressive
disease, tumeur progressante ; PRRT : peptide receptor radionuclide therapy ; SD : stable disease,
tumeur stable ; sst* : tumeurs surexprimant les récepteurs somatostatinergiques ; TNE : tumeur
neuroendocrine ; TNE-B : TNE bronchique ; TNE-GEP : TNE gastroentéropancréatique ;
TNE-GI : TNE gastro-intestinale ; TNE-IM : TNE de I’intestin moyen ; TNE-P : TNE pancréatique.
Wn s indium-111 ; Y7Lu : lutécium-177 ; Y : yttrium-90. n.d. : non déterminé.

C’est le cas notamment avec 1’>>Ac-DOTA-TOC (Miederer et al., 2008 ; Nayak et al.,
2007) ou avec le 2Bi-DOTA-TOC dont les premiers résultats semblent prometteurs chez les
sept patients inclus, atteints de TNE métastasées au foie et ne répondant pas au traitement par

radiotraceurs émetteurs de B~ classiques (Kratochwil et al., 2014).

En regle générale, la PRRT permet de diminuer le volume tumoral, d’augmenter
I’espérance et la qualité de vie des patients (Teunissen et al., 2004 ; Khan et al., 2011 ; Traub-
Weidinger et al., 2011). Généralement bien toléré chez les malades, la totalité du traitement est
habituellement administré en 3 a 4 fractions par intervalles de 6 a 12 semaines, n’excédant pas
les doses potentiellement a risque pour I’intégrité des organes (Garkavij et al., 2010 ; Larsson
et al., 2012). Cependant, la PRRT provoque également plusieurs types d’effets secondaires de
plus ou moins grande importance liés & la toxicité des rayonnements ionisants. La toxicité aigué
et 1égere, la plus frequemment retrouvée, se traduit par des nausées, des vomissements et/ou
des douleurs abdominales (Kwekkeboom et al., 2008). La toxicité hématologique légére et
transitoire se caractérise par une baisse du nombre de plaquettes et de cellules lymphocytaires
B et T et intervient chez 88% des patients traités par PRRT, mais une rémission totale intervient
généralement 60 jours apres traitement (Sierra et al., 2009). D’autres effets secondaires, rares

mais sévéres et au long terme liés a des atteintes de la moelle osseuse et des reins par les
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radiations, limitent les doses a injecter. En effet, il a été observé des toxicités hématologiques
séveres de grades 3 & 4 chez 3 & 14% des patients (Bodei et al., 2014 ; Bergsma et al., 2016),
des insuffisances rénales chroniques (Imhof et al., 2011) ou bien I’apparition de
myeélodysplasies et de leucémies aigues chez 1 a 2% des patients (Kesavan et al., 2014 ;
Kesavan et Turner, 2016). Ces deux derniéres complications sont genéralement liées a
I’adjonction de chimiothérapies (en amont de la PRRT) et a I’invasion tumorale de la moelle
osseuse (Bodei et al., 2015a), mais elles peuvent également étre dues aux propriétés biologiques
et physiques de I’°°Y (Bodei et al., 2008 ; Sierra et al., 2009 ; Imhof et al., 2011 ; Bodei et al.,
2015b). Cependant, il est admis que ces toxicités séveres et persistantes sont trés rares et il est
possible de réduire de plus de 40% la dose absorbée par les reins en co-infusant des acides
aminés chargés positivement durant le traitement (Bodei et al., 2003a ; Rolleman et al., 2003 ;

Menda et al., 2018).

Aujourd’hui, la PRRT exploite les informations données par I’imagerie moléculaire afin
de déterminer le traitement optimal pour les patients (Bentzen et al., 2005). Ce n’est qu’en 2005
que le mot « théranostique » est employé pour la premiére fois pour prédire les doses absorbées
par les tumeurs et par ’organisme, afin de réduire les effets secondaires et d’augmenter
I’efficacité de la radiothérapie interne. Appelée « dosimétrie pré-thérapeutique », cette
technique consiste a analyser I’énergie déposée par unité de masse par un rayonnement ionisant,
soit de comprendre le comportement d’un radiotraceur émetteur de photons gamma pour
adapter la dose injectée de radiotraceur émetteur de positons chez un patient (Eberlein et al.,
2017). Les paires d’isotopes les plus freguemment employés pour évaluer la dosimétrie chez
un patient sont 1’*%I avec I'**!I (Luster et al., 2008), le %8Ga avec le *"Lu ou encore 1’*!In avec
le %Y (Zaknun et al., 2013), estimées sur leurs propriétés physiques et biologiques (Bodei et

al., 2008). Dans le cadre des TNE, les composés théranostiques utilises actuellement en PRRT
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profitent de la polyvalence des nouveaux chélateurs tel que le DOTA pour complexer des
radioisotopes  capables d’émettre des vy, des PB* ou des B, tels que
'1In-DOTA-TOC/*®Y-DOTA-TOC, le Wn-DOTA-TATE/’Y-DOTA-TATE, le
8Ga-DOTA-TOC/*""Lu-DOTA-TOC et le ®8Ga-DOTA-TATE/*"Lu-DOTA-TATE (llan et al.,
2015 ; Ljungberg et al., 2016 ; 2018). Kwekkeboom et coll. ont également montré en 2008 que
le couple M In-DTPA-OC/*YLu-DOTA-TATE est associé a une trés bonne réponse globale
chez des patients porteurs de tumeurs sst positives. La multiplication d’outils
radiopharmaceutiques et leur affinage en fonction des patients et des pathologies a permis de

faire entrer la PRRT dans I’ére de la médecine personnalisée.
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OBJECTIFS DE THESE

L’implication du systéme urotensinergique dans le contrdle de la prolifération/migration
cellulaires et dans les processus pro-angiogéniques, et la surexpression de son récepteur UT
dans plusieurs types de tumeurs solides, nous ont conduits a émettre 1I’hypothése selon laquelle
I’UT pourrait constituer une cible prometteuse pour le développement de radioligands utilisés
dans le diagnostic voire le traitement de tumeurs. Les travaux présentés dans ce manuscrit de
thése s’articulent autour de 1’évaluation in vitro et in vivo de deux analogues urotensinergiques
radiomarquables, le DOTA-Ahx-Ull (DOTA-UII) et le DOTA-Ahx-urantide (DOTA-

urantide).
Les objectifs de ce travail de thése étaient les suivants :

1) comparer et vérifier les activités biologiques de ces deux analogues avec les peptides
de référence, notamment sur leur capacité a reconnaitre, activer et internaliser le
récepteur UT ;

2) mettre au point un radiomarquage simple et efficace des deux analogues avec
I’indium-111 ;

3) analyser la biodistribution in vivo de 1'**'In-DOTA-UII dans plusieurs modéles
animaux d’expression du récepteur UT ;

4) étudier la capacité de 1'***In-DOTA-UII a imager des tumeurs qui surexpriment le

récepteur UT.

Ces expériences permettront de mieux appréhender, d’affiner et d’optimiser les
propriétés pharmacodynamiques de ces deux analogues pour la détection de tumeurs

surexprimant le récepteur UT.
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MATERIELS ET METHODES

1. Matériels

1.1 Réactifs et consommables

Les milieux Dubelcco’s Modified Eagle Medium (DMEM), Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) 1640, Opti-MEM®, les solutions tryspine-éthyléne diamine tétra-acétique
(EDTA), d’antibiotiques/antifongique (AA) (pénicilline 10000 U/mL ; streptomycine 10000
U/mL ; fungizone 25 U/mL), de sodium pyruvate (Na-P), le Dubelcco’s phosphate-buffered
saline (DPBS), les tampons Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) (1,26 mM CaCl, ; 0,50
mM MgCl: ; 0,40 mM MgSOs ; 5,33 mM KCI ; 4,16 mM NaHCOs ; 5,55 mM D-Glucose), le
kit de révélation ELISA Pierce sont commercialises par ThermoFisher Scientific (Montigny-
le-Bretonneux, France). Le Mowiol 4-88 solide est commercialisé par Calbiochem (Meudon,
France). La fibronectine humaine, la poly-L-ornithine, le tampon phosphate buffered saline
(10X), P’HEPES, I’eau Ultrapure, le Triton X-100, le 4,6-di-amidino-2-phényl indole (DAPI),
I’acide chlorhydrique (HCI), I’acide citrique monohydraté, le citrate de sodium dihydraté, la
probénécide, le tris-HCI, la tricine, la glycine, le sodium dodecyl sulfate (SDS), le sodium
deoxycholate, le cocktail d’inhibiteurs de protéases et de phosphatases, I’amonium persulfate
(APS), le Nonidet P40 (NP40), le Tween-21, le réactif WST-1, le paraformaldéhyde, le
phénylméthylsulfonyl fluoride (PMSF), le normal donkey serum (NDS), I’hématoxyline et le
chlorure d’indium (InCl2) en poudre sont commercialisés par Sigma Aldrich (Saint-Quentin-
Fallavier, France). Les chambres de Boyden modifiées (Transwell) et les plaques de culture 24
et 96 puits proviennent de Corning (Bagneaux-Sur-Loing, France). Le sérum de veau bovin
(SBF) décomplémenté et le kit de transfection Amaxa® Cell Line Nucleofector® kit V sont

fournis par Lonza (Levallois-Perret, France). L’acrylamide 30%, le N,N,N’,N’-tétra-méthyl-

~ 143~



Matériels et Méthodes

éthylene-diamine (TEMED), le kit de révélation pour western-blot (péroxydase et luminol) et
le matériel de transfert Mini-PROTEAN Tetra Cell System sont commercialisés par Bio-Rad
(Marnes-la-Coquette, France). Le kit de transfection FuGene® HD est distribué par Promega
Corporation (Southampton, Royaume-Uni). Les membranes de transfert de polyvinylidene
difluoride (PVDF), I’isopentane, 1’éthanol et le méthanol proviennent de Merk Millipore
(Guyancourt, France). L’urotensine II humaine (UII) est synthétisée par Polypeptides
Laboratories (Strasbourg, France). L’urantide est distribuée par Peptide International
(Louisville, Etats-Unis). Le SDF-1 est produit par Bio-Techne (Abindton-on-Thames,
Royaume-Uni). Le DOTA-Ahx-Ull (DOTA-UII) et le DOTA-Ahx-urantide (DOTA-urantide)
sont synthétisés par le Pr R. Leduc et le Dr M.A. Bonin de I’Institut de Pharmacologie de
I’Université de Sherbrooke (Canada). Les anticorps anti-MYC (sc-40), anti-UT (H-90), anti-p
actine (sc-47778), le goat anti-mouse couplé horseradish peroxydase (GAM-HRP) et le goat
anti-rabbit-HRP (GAR-HRP) sont commercialisés par Santa Cruz Biotechnology (Paso
Robles, Etats-Unis). Les anticorps Alexia Fluor 488-conjugated donkey anti-mouse (DAM488)
et Alexia Fluor 594-conjugated donkey anti-rabbit (DAR594) sont fournis par Invitrogen

(Paris, France). L’anticorps anti-CD34 est distribué par Abcam (Cambridge, Royaume-Uni).

1.2 Construits plasmidiques

L’ADN complémentaire (ADNc) codant la forme humaine du récepteur UT est inséré
dans le vecteur pPCMV-MYC-N (UT-MYC) ou pEGFP-N2 (UT-GFP) en phase avec 1’épitope
MY C ou GFP, respectivement. Ces construits ont été générés et validés par le Dr L. Desrues au

sein de I’équipe « Astrocytes et Niche Vasculaire ».
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1.3 Cultures cellulaires et transfections

Lalignée cellulaire A549 d’adénocarcinome pulmonaire humain provient de /’American
Type Culture Collection (ATCC, CCL-185™) : la lignée cellulaire HEK-293 (ATCC,
CRL1573™) nous a été offerte par les Dr L. Prézeau, C. Barrére et I. Bidaud (IGF, Montpellier,
France) ; la lignée cellulaire DLD-1 d’adénocarcinome colorectal (ATCC, CCL-221™) nous a

été fournie par le Dr L. Grumolato (Inserm 1239, DC2N, Mont-Saint-Aignan, France).

Les cellules HEK-293 d’une part et les cellules A549 et DLD-1 sont d’autre part
maintenues dans un milieu de culture DMEM et RPMI 1640 respectivement. Les milieux sont
complémentés avec 10% de SBF et 1% de sodium-pyruvate, et les cellules sont cultivées en
atmosphére humide (37°C, 5 % de COy) et repiquées lorsqu’elles atteignent entre 85 et 95 %
de confluence. Les cellules sont utilisées 24 ou 48 h apres les transfections transitoires réalisées

a I’aide du kit Amaxa ou du kit FuGene, en suivant les instructions des fournisseurs.

1.4 Animaux

Pour les expériences de biodistribution, des souris C57BL6/J femelles (Janvier
Laboratories, Saint-Berthevin, France) mUTS2R** (wild-type, exprimant le récepteur UT
murin), mUTS2R™" (knock-out pour le récepteur UT murin), mUTS2R™” hUTS2R** (knock-out
pour le récepteur UT murin mais knock-in pour le récepteur UT humain) agées de 8 semaines
sont gardées a 23°C dans des cages collectives filtrées et maintenues dans une armoire ventilée

avec une photopériode de 12h/12h, nourriture et eau ad libitum.

Pour les expériences d’imagerie, des souris Swiss Nude (nu/nu) femelles (Charles River
Laboratories, L’ Arbresle, France) agees de 8 semaines sont gardées a 23°C dans un box de type

EOPS (exempt de tout organismes pathogenes spécifiques) dans des cages collectives filtrées
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et maintenues dans une armoire ventilée avec une photopériode de 12 h/12 h, nourriture et eau

ad libitum.

1.5 Analyse des données

Les analyses statistiques sont effectuées a 1’aide du logiciel GraphPad PRISM 6
(GraphPad Software Inc, La Jolla, Etats-Unis). Les résultats sont exprimeés en moyenne +
I’erreur standard moyenne (SEM). Les tests U de Mann-Whitney (non paramétrique) sont
appliqués pour les comparaisons de variables deux a deux. Les analyses de variance multiple
sont réalisées a 1’aide d’une one-way ANOVA. Les données présentées dans la partie
« Résultats » sont considérées significatives d’un point de vue statistique lorsque la p-value est

au moins inférieure a 0,05.

2. Expériences in vitro

2.1 Radiomarquages et analyses HPLC

Le DOTA-UII ou le DOTA-urantide sont mis en solution (0,05 mM) dans un tampon
isocitrate (6 mM acide citrique, 20 mM citrate de sodium, 0,02 N acide chlorhydrique, pH = 4).
Cette solution est longuement vortexée puis portée 20 min a 100°C au contact de 30 MBq de
chlorure d’indium radioactif (***InCls) (Mallinckrodt, Staines-upon-Thames, Royaume-Uni).
Aprés refroidissement, la complexation de 1'**In avec les DOTA-peptides est vérifiée par un
systéeme HPLC Ultimate 3000 sur une colonne C18 Kromasil® KR100-5-C18-4,6X250 grace
aun gradient d’eau (A) et d’acétonitrile (B) ; couplé & un détecteur Radio-HPLC FlowRam. La
séquence utilisée est la suivante : 0-15 min 5 % B, 15-25 min 5-95 % B, 25-30 min 95 % B, 30-

40 min 95-5 % B, 40-45 min 5 % B. La solution est ensuite conservée a 4°C jusqu’a son
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utilisation. La stabilité de 1’***In-DOTA-UII est analysée a I’issue de 3 h d’incubation dans du
plasma humain frais a 37°C. Les échantillons de serum sont centrifugés (18000 g ; 3 min) et
quelques gouttes de surnageant sont déposées sur une membrane. La pureté radiochimique est

déterminée par chromatographie sur couche mince couplée a un compteur d’émissions gamma.

2.2 Mesure de la mobilisation du calcium par Flexstation

Des plaques 96 puits préalablement coatées a la poly-L-ornithine (100 pug/mL, 1 h, 37°C)
sont ensemencées avec 50 000 cellules HEK-293 transfectées avec le vecteur UT-MYC dans
un milieu de culture complémenté. Le lendemain, les cellules sont rincées avec un tampon
HBSS (20 mM HEPES ; 0,5 mM MgCl; ; 2,6 mM CaClz ; 7,7 mM Na.COz ; 1,4 mM MgSOs ;
5,3 mM KCI ; 138 mM NaCl ; 0,1% BSA ; 5,5 mM glucose ; 2,5 mM probénécide ; pH = 7,4)
puis incubées avec le méme tampon contenant 0,02 % d’acide pluronique et 2 uM de la sonde
Fluo-4 A.M. Les cellules sont rincées au tampon HBSS puis laissées au repos (1 h, 37°C, 5 %
COy). Les cellules sont placées dans un lecteur de plaque Flexstation® (Molecular Devices,
Rebecg-Rognon, Belgique) dans lequel I’intensité de fluorescence est mesurée en continu (300
secondes ; A = 480 nm) avant et aprés application de concentrations croissantes (10! 4 10 M)

des peptides d’intérét (Ull, DOTA-UII, urantide ou DOTA-urantide).

2.3 Mesure de I’internalisation par la méthode ELISA

Des plaques 96 puits préalablement coatées a la poly-L-ornithine (100 pug/mL, 1 h, 37°C)
sont ensemencées la veille avec 10 000 cellules HEK-293 transfectées avec le vecteur UT-
MYC, dans un milieu de culture complémenté (10 % SBF). Les cellules sont ensuite rincées au

PBS, incubées (1 h) avec un milieu de culture minimum, puis traitées (1 h) avec I’UII, le
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DOTA-UII (10 & 10 M, chacun), I’urantide ou le DOTA-urantide (10° & 10 M, chacun).
Les cellules sont ensuite rincées au PBS puis fixées au PFA (4 %, 10 min), perméabilisées ou
non avec du Triton X-100 (0,05 %, 10 min) et incubées dans une solution de blocage (PBS,
SBF 1 %, 1 h). L’anticorps primaire anti-MYC (1/300°) est appliqué (1 h, = 20°C) sur les
cellules dans la solution de blocage, puis les cellules sont rincées et incubées (1 h, = 20°C) avec
I’anticorps secondaire GAM-HRP (1/1000°) dans la solution de blocage. Les cellules sont
rincées au PBS et incubées (5 min) avec le kit de révélation ELISA Pierce. L’intensité
biolumineuse est déterminée a I’aide du lecteur de plaques TECAN® (Life Science, Neuville-
sur-Grouette, France) sur 12 points différents dans chaque puits. Les données sont exprimées
par le ratio entre I’intensité mesurée sur les cellules perméabilisées et celle mesurée sur les

cellules non perméabilisées, comparé a la valeur contréle moyenne (Fig. 30).

O O

%o o

O O

o o

&

O S
O
O Lah )
Membranes non perméabilisées Membranes perméabilisées
‘0‘ anticorps anti-MYC O ligand (UIl, urantide, DOTA-Ull, DOTA-UR) récepteur UT-MYC

Figure 30. Analyse de I’internalisation du complexe ligand-récepteur par la méthode ELISA. Des
cellules HEK-293 transfectées avec le vecteur UT-MY C sont ensemencées dans des plaques 96 puits et
traitées le lendemain avec de 1’UII, du DOTA-UII (1 h, 10® a 10"® M, chacun), de ’urantide ou du
DOTA-UR (1 h, 10 a 101° M, chacun). Les cellules sont ensuite rincées au PBS puis fixées au PFA,
perméabilisées ou non au Triton X-100 (0,05% ; 5 min ; 20 °C), et incubées avec 1’anticorps primaire
anti-MYC puis avec I’anticorps secondaire. Les cellules sont rincées au PBS et incubées avec le kit de
révélation ELISA Pierce. L’intensité de bioluminescence est déterminée a I’aide du lecteur de plaque
(TECAN®) sur 12 points différents dans chaque puits. Les résultats sont exprimés par le rapport entre
I’intensité mesurée sur les cellules perméabilisées et celle mesurée sur les cellules non perméabilisées,
comparé a la valeur contréle moyenne. DOTA : acide 1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1,4,7,10-
tétraacétique ; PFA : paraformaldéhyde ; UIl : urotensine Il ; UR : urantide ; UT : récepteur
urotensinergique.
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2.4 Etude de I’internalisation par cytochimie

Les cellules HEK-293 transfectées avec le vecteur UT-GFP sont ensemenceées (70 000
cellules) sur des lamelles de verres pré-coatées (fibronectine humaine, 25 pg/mL, 4°C, 12 h) et
placées dans une plagque 24 puits. Les cellules sont rincées au PBS, incubées (1 h) avec un
milieu de culture minimum, puis traitées avec 1I’UIIL, le DOTA-UII, ['urantide ou le
DOTA-urantide (10" M chacun, 1 h). Les cellules sont ensuite fixées au paraformaldéhyde (4
%, 10 min), rincées au PBS puis marquées avec du DAPI (1pg/mL, 5 min) pour visualiser les
noyaux. Les lamelles sont montées sur lames de verre avec du Mowiol, puis examinées a I’aide

un microscope confocal a balayage laser (Leica TCS SP8, Le Pecq, France).

2.5 Etude de ’expression de I’UT par Western Blot

Des flasques 25 cm? sont ensemencées avec 500 000 cellules A549 ou DLD-1. Aprés
environ 48 h, lorsque les cultures atteignent 75 a 80 % de confluence, les cellules sont rincées
au PBS froid puis grattées dans du tampon de lyse RIPA (25 mM Tris HCI pH 7,6 ; 150 mM
NaCl ; 1 % NP40 ; 1 % sodium déoxycholate) contenant un cocktail d’inhibiteurs de protéases
et de phosphatases. Les lysats cellulaires sont homogénéisés par des passages successifs dans
une aiguille creuse puis centrifugés (12000 g, 30 min, 4°C) et la concentration protéique du
surnageant est déterminée par la méthode de Bradford (Bradford, 1976). Les échantillons
protéiques sont mélanges avec un volume égal de tampon de Laemmli (120 mM Tris HCI ; pH
= 6,8, 20 % glycérol ; 4 % SDS ; 0,02 % bleu de bromophénol ; 10 % B-mercaptoéthanol) puis
soumis a une électrophorése sur gel SDS-PAGE contenant 12 % d’acrylamide. Les protéines
sont transférées sur une membrane PVDF a I’aide du Mini-PROTEAN Tetra Cell System. Les

sites non-spécifiques sont bloqués avec du lait écrémé (5 % ,~ 20 °C, 1 h) dans un tampon TBS
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(50 mM Tris HCI pH 7,5 ; 150 mM NaCl). Les membranes sont ensuite incubées sous agitation
lente avec I’anticorps primaire anti-UT (1/300° 12 h, 4°C). Apres plusieurs ringages, les
membranes sont incubées avec 1’anticorps secondaire GAR-HRP (1/1000°, = 20°C, 2 h) dirigé
contre les 1gG de Lapin. Aprés plusieurs rincages, les bandes immunoréactives sont visualisées
aI’aide du kit ECL Western blotting substrate et du systéme d’imageric ChemiDoc. L anticorps

anti-P actine est utilisé pour vérifier I’homogénéité des dépots protéiques.

2.6 Etude de la croissance cellulaire

Des plaques 96 puits préalablement coatées a la poly-L-ornithine (100 pug/mL, 1 h, 37°C)
sont ensemencées avec 5 000 cellules A549 ou DLD-1 avec le milieu de culture complémenté
(10 % SBF). Aprés 24 h, les cellules sont rincées au PBS, puis traitées (24 ha 72 h, 37°C, 5 %
CO) avec I’UII (10° a 10”7 M, recharge toutes les 24 h) dans un milieu de culture minimum.
L’incubation de cellules en présence de SBF (10 %) ou de SDF-1 (101° & 108 M) sert de
contréle positif. Les cellules sont ensuite incubées (1 h) avec le kit WST-1. La densité cellulaire
est déterminée a I’aide du lecteur de plaque TECAN® (A = 450 nm) sur 12 points différents

dans chaque puits.

2.7 Etude de la migration cellulaire

Des transwells (24 puits, pores @ = 8 um) préalablement coatés a la fibronectine
humaine (25 pg/mL, 4°C, 12 h) sont ensemencées avec 50 000 cellules A549 ou DLD-1 dans
la chambre supérieure dans un milieu de culture minimum. Le gradient est généré par 1’ajout
d’UII (10° ou 107 M) dans la chambre inférieure et les cellules sont incubées pendant 24 h
(37°C, 5 % COy). Elles sont ensuite rincées avec du PBS et les cellules encore présentes sur la

membrane supérieure sont éliminées a 1’aide d’un batonnet ouaté. Les cellules ayant migré,
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situées a la surface de la membrane inférieure, sont fixées grace a des bains successifs de
méthanol (50, 70, 90 et 100 %), colorées avec I’hématoxyline puis montées sur une lame de
verre a I’aide de Mowiol. Elles sont alors photographiées a 1’aide d’un microscope Nikon a
raison de 60 a 80 champs par membrane. Pour chaque champ, le nombre de cellules par image
est déterminé par ImageJ a 1’aide d’un plug-in développé par le Dr P. Decazes (Laboratoire

QuantlF, Centre Henri Becquerel).

Chambre supérieure

Figure 31. Test de migration en chambre de Boyen (transwells). Les cellules sont ensemencées dans
la chambre supérieure du transwell, sur une membrane poreuse pré-coatée a la fibronectine. La chambre
inférieure contient de I’UII (107 ou 10° M) qui attire les cellules de la chambre supérieure par un
gradient de concentration. Apres fixation et coloration, les cellules ayant migré sont comptées. Ul :
urotensine 1.

2.8 Etude de ’expression de I’UT au sein des xénogreffes
tumorales

Trois semaines aprés la greffe tumorale (5.10° de cellules A549 ou DLD-1, 100 pL PBS)
au niveau du flanc droit, les animaux sont anesthésiés par une bréve exposition a 1’isoflurane
(5 %) et euthanasiés par décapitation. Les xénogreffes tumorales sont réséquées et congelées
dans de [l’isopentane (-50°C) puis conservées a -80°C. Pour les expeériences
d’immunohistochimie, des tranches microscopiques (10 pum) sont réalisées a I’aide d’un

Cryostat CM1950 (Leica, Le Pecq, France).
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Pour les expériences d’immunohistochimie, les coupes histologiques sont rincées au
PBS (3 x 5 min, 4°C), fixées au PFA (4 %, 10 min, = 20°C), a nouveau rincées au PBS (3 x 5
min) puis perméabilisées au Triton X-100 (0,3 % ; 7 min). Apres rincage, les coupes sont
incubées avec une solution de blocage (Triton X-100 0,03 % ; SBF 10 % ; NDS2 % ;1h ;=
20°C) servant également a la dilution des anticorps primaires et secondaires. Les coupes sont
alors incubées (12 h, 4°C) avec les anticorps primaires anti-UT (1/200°) et anti-CD34 (1/100°).
Aprés plusieurs ringages, les membranes sont incubées (2 h, = 20°C) avec les anticorps
secondaires DAR488 (1/1000°) et DAR594 (1/1000°). Aprés ringage et incubation au DAPI
(1/1000°, 5 min, = 20°C), les lames sont lavées une derniére fois au PBS en vue du montage
réalisé avec du Mowiol, et conservées dans une boite noire a 4°C jusqu’a leur observation au

microscope confocal a balayage laser (Leica TCS SP8).

3. Expériences in vivo

3.1 Biodistribution de ’'"In-DOTA-UII

Des souris C57BL/6 mUTS2R**, mUTS2R” et mUTS2R” hUTS2R** (Janvier
Laboratories, Saint-Berthevin, France) femelles agées de 8 a 10 semaines sont gardées dans un
box de type conventionnel par groupe de cing animaux dans des cages collectives filtrées et
maintenues dans une armoire ventilée (23°C, photopériode 12 h/12 h) avec nourriture et eau ad
libitum. Les souris recoivent une injection de 3 MBq d’*'!In-DOTA-UII (200 pL) par voie
intraveineuse (dans la veine caudale latérale droite). Apreés 4, 24, 48 et 72 h, elles sont ensuite
euthanasiées sous anesthésie gazeuse (isoflurane, 5 %) et le sang et les organes (reins, foie,
estomac, rate, poumons, os, peau, colon, intestin gréle, glandes parotides, coeur, muscle,

cerveau) sont prélevés pour mesurer 1’émission de rayonnements y a 1’aide d’un compteur
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gamma (Berthold Technologies, Thoiry, France). Les données sont exprimeées en pourcentages

estimés de la dose injectée rapportés au poids de 1’échantillon (Fig. 32.A).

3.2 Xénogreffes tumorales pour I’imagerie micro-TEMP

Des souris Swiss Nudes (Charles River Laboratories, L’ Arbresle, France) femelles agees
de 8 a 10 semaines sont gardées dans un box de type EOPS (exempt d’organismes pathogenes
spécifiques) par groupe de cing animaux dans des cages collectives filtrées et maintenues dans
une armoire ventilée (23°C, photopériode 12 h/12 h) avec nourriture et eau autoclavée ad

libitum.

Les souris sont préalablement anesthésiées dans une chambre d’inhalation par isoflurane
(3 %) et la peau de la zone d’injection (flanc droit) est aseptisée a 1’aide de Bispetine jaune.
Une suspension de cellules A549 ou DLD-1 (5.10° cellules dans 100 pL de PBS) est injectée
de maniére sous-cutanée a 1’aide d’une seringue stérile Myjector (Terumo Europe, Saint-
Quentin-en-Yvelines, France). Tous les deux jours, les animaux sont pesés et le développement
tumoral est suivi a I’aide d’un pied a coulisse (Fisher Scientific SAS, Illkirsh, France) sur
animal vigile. Le volume tumoral (V) est estimé avec 1’aide de la formule suivante (avec a et

b : longueur et largeur de la masse tumorale apparente, respectivement) :

1
V= (E>ab2

Lorsque les tumeurs atteignent un volume de 250 mm?® (+ 10 %), les animaux
préalablement anesthésiés (isoflurane 3 %) recoivent une injection de 15 MBq
d’In-DOTA-UII (200 pL) par voie intraveineuse (veine caudale latérale droite) et sont
observés 1 h et 24 h post-injection par micro-TEMP couplé a un TDM. Les acquisitions sont

réalisées pendant 1 h sur animal anesthésié avec collection des émissions y a 171 et 245 KeV
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(= 20 %) sur 35 secondes par projection. Ces observations ont été conduites avec 1’aide du Dr

R. Modzelewski, responsable du micro-TEMP/TDM du Centre Henri Becquerel (Fig. 32.B).

A C57BL/6 / mUTS2R** \
\ i Préléevement Mesure des =
——> mUTS2R —> d —
AN es organes rayonnementsy |
i N LUTS2R mMUTS2R: :
4 heures 24 heures 48 heures 72 heureé
Injection Euthanasie Euthanasie Euthanasie Euthanasie
111 n-DOTA-UII
B
=., |
"‘ S - -~
'\ . J+21 %
W 'i‘b 250 mm@
' _ s
Croissance tumorale Images TEMP/TDM Exéréses et
Xénogreffes Injection Euthanasie
tumorales 1n-DOTA-UII
A549 DLD-1

Figure 32. Protocoles d’études de la biodistribution et de la captation tumorale avec
1 In-DOTA-UII. A. Des souris C57BL/6 mUTS2R**, mUTS2R" et mUTS2R” hUTS2R*"* recoivent
une injection intraveineuse (veine caudale latérale droite) d’!**In-DOTA-UII (3 MBq, 200 uL). Aprés
4,24,48 ou 72 heures, le sang et les organes (reins, foie, estomac, rate, poumons, os, peau, colon, intestin
gréle, glandes parotides, coeur, muscle, cerveau) sont prélevés et les rayonnements y sont mesurés par
un compteur gamma. B. Des souris Swiss Nudes recoivent une suspension de cellules A549 ou de DLD-1
(5.10° cellules, 100 L) de maniére sous-cutanée au niveau du flanc droit. Lorsque les tumeurs atteignent
un volume de 250 mm?3 (£ 10 %), les animaux recoivent une injection d’**In-DOTA-UII (15 MBq, 200
pL) par voie intraveineuse (veine caudale latérale droite) et une observation est réalisée 1 h et 24 h post-
injection par micro-TEMP couplé a un TDM. Les acquisitions sont effectuées pendant une heure sur
animal anesthésié avec collection des émissions y a 171 et 245 KeV (+ 20 %) sur 35 secondes par
projection. Ces observations ont été menées avec 1’aide du Dr R. Modzelewski, responsable du micro-
TEMP/TDM du Centre Henri Becquerel. Les xénogreffes tumorales sont ensuite réséquées et congelées
pour analyses. DOTA : acide 1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1,4,7,10-tétraacétique ;
mUTS2R*"* : souris exprimant le récepteur UT murin ; mMUTS2R™ : souris n’exprimant pas le récepteur
UT murin (knock-out) ; mUTS2R” hUTS2R*"* : souris n’exprimant pas le récepteur UT murin mais
exprimant la forme humaine ; TDM : tomodensitométrie ; TEMP : tomographie par émission
monophotonique ; Ul : urotensine Il ; UT : récepteur urotensinergique. '!In : indium-111.
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Abstract

Overexpression of G protein-coupled receptors (GPCRs) in tumor is widely used to
develop GPCR-targeting radioligands for solid tumor imaging. For example, somatostatin
analogue labeled with 1Indium (*'!In-OctreoScan) is used for the diagnosis of
neuroendocrine tumors. The vasoactive neuropeptide urotensin Il (Ull), which shares
structural analogies with somatostatin, interacts with a single high affinity GPCR named UT.
High expression of UT has been reported in several types of human solid tumors from lung,
gut, prostate or breast, suggesting that UT is a valuable target to design radiolabeled Ull
analogues for cancer diagnosis. Two urotensinergic analogues (DOTA-UIl and DOTA-urantide)
both containing the DOTA chelating group capable of complexing radioactive metal isotopes
have been synthetized and radiolabeled with !Indium. Incubation of '!In-DOTA-UII in
human plasma revealed that only 30% of the radioligand was degraded after a 3h incubation
period. Administration of graded concentrations of both DOTA-UIl and DOTA-urantide in the
vicinity of HEK293 cells expressing UT induced a dose-dependent increase in cytosolic calcium
concentration, with similar potency and efficacy to that obtained with Ull and urantide. These
results demonstrated that conjugation of DOTA in urotensinergic analogues did not affect UT
activation. DOTA-UIIl was also able to promote UT internalization in HEK293 cells expressing
UT, while DOTA-urantide was ineffective. Intravenous injection of *!In-DOTA-UIl in C57BL/6
mice revealed a slight signal mostly restricted in kidney, and similar results were obtained with
knock-out mice or constitutively expressing human UT mice. Finally, *!In-DOTA-UIl was
injected into nude mice bearing heterotopic xenografts of human A549 cells (lung
adenocarcinoma) or DLD-1 cells (colorectal adenocarcinoma) both expressing functional UT.
In both cases, SPECT-CT imaging showed the absence of tumor uptake and significant renal
and bladder uptakes, suggesting fast tracer clearance from the organism. However, further

investigations will be necessary to decrease renal clearance and to improve tumor imaging.

~ 158~



Résultats

~ 159~



Résultats

INTRODUCTION

Urotensin Il (Ull) is a conserved cyclic peptide originally isolated from urophysis of a teleostean
fish (Pearson et al., 1980), which shares sequence homologies with somatostatin (Tostivint et
al., 2006). This neuropeptide interacts with a G protein coupled receptor (GPCR) named UT,
classically coupled to the PLC/IP3/Ca?* pathway (Tasaki et al., 2004; Desrue et al., 2008; Jarry
et al., 2010). Ull and its receptor are broadly expressed in peripheral organs and more
especially in the cardiovascular system, and historically Ull is considered as the most potent
vasoactive neuropeptide (Douglas et al., 2000; Camarda et al., 2002). Ull also participates in
the modulation of endocrine functions, such as steroid production (Albertin et al., 2006) or
insulin secretion (Silvestre et al., 2009), and Ull likely behaves as a chemokine (Castel et al.,
2017).

More recently, the presence of high density UT has been reported in various tumor cell lines
(Takahashi et al., 2001; Takahashi et al., 2003; Balakan et al., 2014) as well as in human tumor
extracts from lung (Kristof et al., 2010), liver (Wei et al., 2017) and colon (Federico et al., 2014).
It has also been demonstrated that Ull, at very low concentrations, stimulates cell
proliferation and/or cell migration from human tumors, e.g. lung (Wu et al., 2010), colon
(Federico et al., 2014), adrenal (Takahash et al., 2003), cancers or gliomas (Lecointre et al.,
2015). Moreover, the UT receptor is present in peritumoral vascular smooth muscle cells, and
its stimulation is linked to macrophage infiltration (Zhou et al., 2012) and vascular remodeling
through endothelial cells (Lee et al., 2016). These observations strongly suggest that the

urotensinergic system plays a major role in induction and/or development of solid tumors.
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Over-expression of GPCRs in tumors was used to develop radiotracers for the diagnosis of
solid cancers in patients. Among the radiolabeled GPCR ligands developed so far,
somatostatinergic analogues are employed for imaging neuroendocrine tumors (Krenning et
al., 1989; Reubi et al., 2000; Wild et al., 2010). Since expression of UT appears as a pejorative
factor in tumorigenesis, the aim of this study was to develop urotensinergic analogues,
conjugated with DOTA, to image solid tumors. More precisely, two candidates have been
tested, DOTA-Ull and DOTA-urantide. This choice was motivated by the fact that Ull binds
tightly to UT in a quasi-irreversible manner (Qi et al., 2005) and that urantide exhibits dual

activity (antagonist/biased ligand) on UT (Brulé et al., 2014).
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MATERIALS AND METHODS

Products and reagents

Human urotensin-Il (Ull) was obtained from Polypeptides Laboratories (Strasbourg, France)
and urantide was from Peptide International (Louisville, USA). The analogs DOTA-UIl and
DOTA-UR were generously provided by Pr. R. Leduc and Dr. M.A. Bonin from the
Pharmacology Institute of Sherbrooke University (Canada). The mouse monoclonal anti-MYC
(sc-40), the rabbit monoclonal anti-UT (H-90) and the secondary antibody goat anti-mouse
HRP (GAM-HRP) were purchased from SantaCruz Biotechnology (Paso Robles, USA). The
mouse monoclonal anti-CD34 was obtained from Abcam and the secondary antibodies Alexia
Fluor 488-conjugated donkey anti-mouse (DAM488) and Alexia Fluor 594-conjugated donkey
anti-rabbit (DAR594) were provided from Invitrogen (Paris, France). Human UTS2R cDNA is
inserted into the pCMV-MYC-N (UT-MYC) and pCMV-EGFP (UT-GFP) vectors. All constructs

were previously verified in our team by sequencing.

Cell lines culture and transfections

Human lung adenocarcinoma A549 cell line was obtained from American Type Culture
Collection (ATCC, CCL-185™). Human colorectal adenocarcinoma DLD-1 (ATCC, CCL-221™) cell
line was gracefully offered by Dr L Grumolato (DC2N laboratory, Inserm U1239, Mont-Saint-
Aignan, France) and human embryonic kidney HEK-293 (ATCC, CRL1573™) cell line was
generously given by Dr Prézeau (IGF laboratory, Montpellier, France). All cell lines were
routinely maintained according to the instructions from ATCC. More precisely, A549 and DLD-

1 cells were cultured with RPMI 1640 media and HEK-293 cells were cultured with DMEM
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media, all supplemented with 1% sodium pyruvate (ThermoFisher Scientific, Montigny-Le-
Bretonneux, France) and 10% fetal bovine serum (FBS, Lonza, Levallois-Perret, France).
Transient transfections were performed using either Amaxa® Cell Line Nucleofactor® Kit V
(Lonza, Levallois-Perret, France) or FuGene® HD (Promega Corporation, Southampton, UK)

according to the manufacturer’s protocol.

Calcium assay

HEK-293 expressing UT-MYC were plated at 50,000 cells/well into clear-bottom, black, 96-well
plates (Corning, Bagneaux-sur-Loing, France), previously coated with poly-L-ornithine (100
pug/mL, 1h, 37 °C) and incubated overnight with media only. After 24h in culture, cells were
rinsed twice with HBSS buffer (20 mM HEPES, 0.5 mM MgCl,, 2.6 mM CacCly, 7.7 mM NaCOs,
1.4 mM MgS0a, 5.3 mM KCI, 138 mM NaCl, 0.1% BSA, 5.5 mM glucose, 2.5 mM probenecid,
pH 7.4) (Sigma Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France) and loaded (40 min at 37 °C) with the
calcium-sensitive dye fluo-4 AM (ThermoFisher Scientific, Montigny-Le-Bretonneux, France)
containing 20% pluronic F-127 in DMSO. The effects of graded concentrations of Ull, DOTA-
Ull, urantide and DOTA-urantide (10! to 10® M, each) on [Ca?']. were measured with a
fluorometric imaging plate reader FlexStation Il (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Data

were expressed as the ratio of maximum response to the average control value.

Internalization assay
For ELISA experiments, HEK-293 cells expressing UT-MYC were plated at 10,000 cells/well into
white, 96-well plates (Corning, Bagneaux-sur-Loing, France), previously coated with poly-L-

ornithine (100 pug/mL, 1 h, 37 °C), and incubated overnight with media only. Cells were treated
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or not for 1 h with increasing concentrations of Ull, DOTA-UII, urantide, or DOTA-urantide (10
10 to 10 M, each), washed with PBS and fixed with paraformaldehyde (4%, 10 min, 20°C).
Cells were permeabilized or not with Triton X-100 (0.05%, 5 min). Non-specific binding sites
were blocked with FBS (10%) and normal donkey serum (NDS, 2%, 1 h). Cells were incubated
with anti-MYC antibody (1 h, 20°C) followed by incubation with GAM-HRP (1 h, 20°C). After
washes, chemoluminescence was detected with an ELISA kit (ThermoFisher Scientific,
Montigny-Le-Bretonneux, France) and the InfinitePro200 plate reader (TECAN FRANCE, Lyon).
Data are expressed as the ratio between intensity measured on the permeabilized cells and
that measured on the non-permeabilized cells, compared to the average control value.

For cytochemistry experiments, HEK-293 cells expressing UT-GFP were seeded at 70,000
cells/well into transparent, 24-well plates (Corning, Bagneaux-sur-Loing, France), previously
coated with human fibronectin (25 pg/mL, overnight, 4 °C), and incubated overnight with
media only. Cells were treated for 1 h with Ull, urantide, DOTA-UIl or DOTA-urantide (107 M,
each). Cells were rinsed with PBS before fixation with paraformaldehyde (4%, 10 min) and
counterstaining with DAPI (1 pg/mL, 5 min) to label nuclei. Cells were imaged by confocal

microscopy (Leica TCS SP8 confocal laser scanning microscope).

Cell migration assay

DLD-1 and A549 cell lines were seeded (50,000 cells) on transwell filters with 8 um pores
previously coated with human fibronectin (25 pg/mL, 4°C, overnight) in serum-free medium
on the upper chamber. A chemotaxic diffusion was generated through the microporous
membrane by filling the lower chamber with Ull (107 M or 10° M). After 24 h incubation

period at 37°C, filters were rinsed with PBS and non-migrating cells were removed from the
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upper surface by using a cotton-swab. Migrating cells were fixed in successive baths of
methanol (50, 70, 90 and 100%), stained with eosin and hematoxylin and filters were mounted
on glass slides with Mowiol. Random phase contrast images of filters were then recorded,
using a digital camera connected to a Nikon microscope (Eclipse TS-100) and image analysis
was performed by using Image J's Cell Counter. The data were represented as the ratio of

treatment chemoattraction normalized to control.

Radiolabeling

For labeling with *'In, DOTA-UIl or DOTA-urantide was dissolved at 0.05 mM in 1 mL of
isocitrate buffer (6 mM citric acid, 20 mM sodium citrate, 0.02 N chlorhydric acid, pH 4).
11InCl; (30 MBq) was added to the vial and the solution was incubated at 100 °C for 20 min.
The radiochemical purity of the radiolabeled peptides was determined by high performance
liquid chromatography (HPLC, Thermofisher Ultimate 3000) equipped with a column
(Kromasil® KR100-5 C18 (250 x 4.6 mm, 5um), and monitored with ultraviolet detector
(wavelength: 254 nm) and with Gabi radioactivity detector from Elysia. Solvent A was water
for HPLC and solvent B was acetonitrile. Separation of compounds was achieved using the
following conditions: (i) isocratic elution with 5% B from the injection time until 15 min, (ii) a
gradient from 5% to 95% B over the next 10 min, (iii) an isocratic elution with 95% B for 5 min,
another (iv) linear gradient from 95% to 5% B over 10 min and finally (v) isocratic elution with
5% B for 5 min. The column temperature was set at 25°C and the injection volume was 20 pl.
The stability of radiolabeled peptides was assessed by incubation of *1In-DOTA-UII in fresh

human serum at 37 °C for up to 3 h. The serum samples were centrifuged (18,000 x g, 3 min)
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and the supernatant was collected to determine the radiochemical purity by thin layer

chromatography.

In vivo assay

For biodistribution studies, C57BL6/6 wild-type (mUTS2R*/*), KO (mUTS2R7"), and KI (mUTS2R-
-~ hUTS2R**) mice were injected with In-DOTA-UII (3 MBq, 100 pL) into tail vein. Mice were
sacrificed at 4, 24, 48 and 72 h post-injection and blood and organs were collected. All samples
were analyzed with a gamma counter and the data presented were calculated as the percent
injected dose per gram of tissue (% ID/g).

For Micro-SPECT/CT studies, inocula (100 pL) containing a suspension of 5.10° freshly
harvested A549 or DLD-1 cells in phosphate buffered-saline were injected subcutaneously into
the right flank in Swiss (nu/nu) mice. When the tumor size reached 250 mm?3 (approximatively
3-weeks), 15 MBq of '1In-DOTA-UIIl were injected into tail vein. Images were performed 24 h
post-injection with micro-SPECT/CT (1 h acquisition, images at 35-s intervals). After analysis,
animals were sacrificed, and tumors were collected, directly frozen in isopentane (-50 °C) and

stored at -80 °C.

Immunochemistry

A549 or DLD-1 tumor cryostat sections (10 um in size) were processed in a Leica CM1950
Cryostat, mounted directly on slides and then fixed in 4% paraformaldehyde (10 min, 20°C),
permeabilized with Triton X-100 (0.05%, 5 min) and non-specific sites were blocked with FBS
and NDS (10% and 2%, respectively, 1 h). Slices were incubated overnight at 4 °C with primary
antibodies (anti-UT and anti-CD34) followed by incubation for 2 h at 20°C with appropriate

secondary antibodies (DAR594 and DAMA488, respectively). Slices were counterstained with
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DAPI (1 pg/mL, 10 min) to label nuclei, and imaged by confocal microscopy (Leica TCS SP8

confocal laser scanning microscope).

Animal models

Animal procedures were carried out in accordance with recommendations of the French
Ethical Committee and under the supervision of authorized investigators. For biodistribution
studies, 8-week-old female C57BL6/6 mUTS2R** (wild-type), mUTS2R”" (KO), mUTS2R”
hUTS2R*/* (KI) (René Janvier Laboratories) were used. For imagery studies, 8-old-week female
Swiss (nu/nu) mice (Charles River Laboratories) were used. Mice were acclimated and housed
in sterile cages in groups of 5, in a temperature-controlled room with a 12-hours light/12-

hours dark schedule, and fed with autoclaved food and water ad libitum.

Statistical analyzes

Data were expressed as mean = SEM and analyzed with GraphPad Prism (version 6, GraphPad
Software, Inc). Mann-Whitney U test was used for non-parametric comparisons, and
multivariate analysis were done with ANOVA one-way test. All reported P values were two-

sided and considered to be statistically significant at P < 0.05.
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RESULTS

Recognition and activation of UT receptor by DOTA-UIl and DOTA-urantide

We first evaluated the ability of DOTA-UIl and DOTA-urantide to functionally interact with UT.
This receptor is classically associated with the phospholipase C/IP3/Ca%* pathway (Castel et al.,
2006; Diallo et al., 2008; Douglas et al., 2014). We thus compared the ability of Ull, urantide
and their DOTA analogues to mobilize calcium in HEK-293 cells expressing UT receptor. We
found that exposure of graded concentrations of DOTA-UIl or DOTA-urantide (10! to 10® M,
each) induced a transient and dose-dependent increase in [Ca®*]c. (ECso : 2.60 10 M + 0.47 ;
9.75 10° M # 2.44, respectively) with a potency and efficacy similar to that obtained with Ull
and urantide (ECso : 1.89 10® M + 0.97; 2.45 10® M + 1.3, respectively), indicating that the
coupling of DOTA at the N-terminal extremity of Ull or urantide, did not alter interaction and

activation of UT.

Internalization of UT evoked by urotensinergic DOTA analogues

Development of GPCR DOTA-radioligands to image solid tumors requires internalization of the
receptor/complex, allowing radioactivity accumulation in tumor cells (Tatsi et al., 2014). The
ability of urotensinergic DOTA analogues to provoke UT internalization was first evaluated by
using an ELISA approach on HEK-293 cell line transfected with cDNA encoding human UT
tagged MYC receptor. We showed that application for 1 h of Ull (10 to 10® M) induced a
dose-dependent increase in internalization rate of UT, starting from picomolar concentrations

and with a plateau reached between 10° and 10 M (Fig. 3A). As expected, DOTA-UIl exerted
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similar effects, with very close potency and efficacy. In contrast, both urantide and its DOTA
analog failed to provoke UT internalization, even at high concentrations (Fig. 3B).

These results were confirmed by confocal microscopy within HEK-293 cells expressing human
UT-GFP. In control conditions, UT is mostly located at the plasma membrane level (Fig. 3B).
Application of Ull or DOTA-UII (107 M, each) for 1 h promoted a strong accumulation of UT

into cells, while urantide and DOTA-urantide were both ineffective (Fig. 3B).

UT expression and activity of Ull on DLD-1 and A549 cells

Previous studies have clearly reported the presence of UT on several human cell lines,
including DLD-1 and A549 (Takahashi et al., 2000; Wu et al., 2010), originally isolated from
colorectal adenocarcinoma and lung adenocarcinoma, respectively. By a Western blot
analysis, we first verified the presence of UT in both cell lines, and we observed a major band
at the expected molecular mass (= 65 kDa) (Fig. 4A, left). To make sure that the expression of
UT is preserved in the tumor microenvironment, immunohistochemistry studies were then
carried out from xenografts obtained after injection of DLD-1 or A549 into nude mice. The
receptor was mostly located around pro-angiogenic regions expressing CD34 (Fig. 4B, right).
We also verified the ability of Ull to promote migration and/or proliferation in these cell lines.
As illustrated in Fig. 4B, Ull stimulated migration in DLD-1 (and A549 cells, with a more potent
activity observed on DLD1 cells. Furthermore, Ull provoked an increase in proliferation rate in

both cells, observed after 48 h period incubation, at low and high concentrations (Fig. 4C).
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Radiolabeling and stability

Radiolabeling of DOTA-UIl or DOTA-urantide with '!In was achieved by 20 min incubation
with 11InCls in isocitrate buffer (pH 4) at 100 °C. For both analogues, the incorporation in the
DOTA chelator was >99%, as demonstrated by radioanalytical HPLC (Fig. 5). Stability of *lIn-
DOTA-UIl was tested by incubation in human serum at 37 °C. After 1 and 3 h spent in human

plasma, we found more than 80 and 70% of intact radiopeptide, respectively (Table 1).

Biodistribution studies with 1! In-DOTA-UII

The biodistribution of 1In-DOTA-UIl was studied in 8-old-weeks female C57BL6/6 mice
expressing UT (WT), not expressing murine UT (mUTS2R7-, KO) or expressing human UT
(mUTS2R-; hUTS2R*/*, KI). Our results were calculated as mean %ID/g value + SD at 4, 24, 48
and 72 h post-injection, and are summarized in Table 2 (WT), Table 3 (KO) and Table 4 (KI).
11n-DOTA-UII displayed a rapid clearance from blood and background tissues predominantly
via the kidneys. More precisely, more than 90% of radioactive peptide was eliminated from
animals over 4 h post-injection, and no significantly differences were observed between the

three groups.

Tumor imaging studies with '1In-DOTA-UII

Heterotopic xenografts were obtained by injection of A549 cells (from human lung
adenocarcinoma) or DLD-1 cells (from human colorectal adenocarcinoma) in nude mice.
When tumors size reach 250 mm?3, 1In-DOTA-UIIl was injected into tail vein and acquisitions
were performed 24 h pi with a micro-SPECT/CT. We found that *!In-DOTA-UI!I failed to image

A549 (Fig. 5A) or DLD-1 tumors (Fig. 5B).
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DISCUSSION

GPCRs play a major role in the initiation and progression of cancers. Several of them, such as
AT1, ETB or CXCR4, involved in a wide range of biological mechanisms, participate in the
modulation of proliferation/migration and/or angiogenesis, three fundamental processes
involved in tumorigenesis (Charron et al., 2016; Hauser et al., 2017; Nohata et al., 2017). Some
of these GPCRs are over-expressed in tumor cells, constituting interesting targets for the
diagnosis and/or treatment of solid tumors. For example, somatostatinergic radiolabeled
analogues have been developed to visualize neuroendocrine tumors, which contain high
density of sst, receptors (Krenning et al., 1989). Therefore, the discovery of new GPCR over-
expressed in tumors, is a promising way to develop new radioligands (Reubi, 2003; Smith et
al., 2005; Mariani et al., 2006).

Considered as the most potent vasoactive compound identified so far, the neuropeptide Ull
also participates in critical tumorigenic mechanisms, such as cell migration and/or
proliferation (Segain et al., 2007; Lecointre et al., 2015; Kim et al., 2017) and tumor
angiogenesis (Guidolin et al., 2010; Le Joncour et al., submitted). Recent reports have clearly
demonstrated that the urotensinergic receptor UT is present at the membrane level of
tumoral cells from lung (Kristof et al., 2010), breast (Balakan et al., 2014), colon (Federico et
al., 2016) or prostate cancer (Grieco et al., 2018). Taken together, the aim of this study was to
develop DOTA-urotensinergic analogues able to selectively interact with UT, and to investigate
their ability to target UT-expressing solid tumors.

For the first time, two DOTA urotensinergic analogues (DOTA-UIl and DOTA-urantide) have
been synthesized. DOTA chelating agent was chosen because of the better thermodynamic

stability of the final complex compared to DTPA complexes. (Breeman et al., 2003; Deppen et
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al., 2016). In addition, DOTA can also incorporate a wide range of radioisotopes used for
diagnosis, such as !In and %Ga (Breeman et al., 2003; Forrer et al., 2004), or therapy, such
as %Y and Y7Lu (Waldherr et al., 2001; Bodei et al., 2011). The addition of DOTA in a peptide
sequence may alter affinity and binding to the receptor and receptor-induced cellular
response, as previously described with NPY (Tatsi et al., 2014). Thus, to verify that conjugation
of DOTA in Ull and urantide did not alter their selectivity for UT, we have tested their ability
to activate the Gog/PLC/PIP2/IP3 pathway, classically associated with UT (Douglas et al., 2004;
Diallo et al., 2008; Jarry et al., 2010). We found that application of DOTA-UIl and DOTA-
urantide in the vicinity of HEK-293 cells expressing UT led to a dose-dependent increase in
[Ca?*]., with similar potency and efficacy to those obtained with Ull and urantide. These results
demonstrated that conjugation of a DOTA with Ahx linker at the C—terminal sequences of Ull
or urantide did not impair UT activation. We also raised the question whether DOTA
urotensinergic peptides were able to provoke UT internalization, a key mechanism for the
development of tumoral radiotracers. By combining two experimental approaches (ELISA and
immunocytochemistry) we showed that a 1 h period incubation of HEK-293 cells expressing
UT with Ull or DOTA-UII induced an intracellular accumulation of the receptor. In contrast,
urantide and DOTA-urantide were both ineffective. These results are in accordance with
previous studies demonstrating that urantide is unable to recruit f—arrestine 2, a GPCR
protein partner which plays a crucial role in receptor internalization. Accordingly, it seems that
urantide behaves as a biased UT ligand, capable of selectively stimulating certain intracellular

cascades with more or less intensity (Brulé et al., 2014)

Currently, Indium—111 is used for imaging tumor in patients or animals, mainly through its

interesting characteristics, e.g. compatibility with many chelator including DOTA, emission of
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y rays detectable with a gamma camera, relatively long half-life compared with other
radioisotopes, thus offering a reasonable time to perform in vivo experiments requiring late
imaging (Okarvi and Maecke, 2016; 2018). The radiolabeling protocol developed in this study
consisted in incubation of urotensinergic DOTA—peptides with InCl; at 100°C for 20 min. We
obtained a labeling yield of more than 99% of *1In-DOTA-UIl or 1In-DOTA-urantide. The
plasma stability of the compounds at 37°C was evaluated for 3 hours and led to an acceptable
result unlike some DTPA tracers (Kwekkeboom et al., 1999), confirming that DOTA-peptides
may be used for the development of GPCR-targeting radioligands. These results are also
consistent with previous studies indicating that peptides containing a Met, Ser, Ala, Thr, Gly
or Val residue in the N—terminal extremity, such as DOTA-UIl or DOTA—-urantide, possess a
longer biological half-life in plasma than other compounds (Werke and Bernkop-Schniirch,
2006). To verify that the high temperature (100°C) adopted for the peptide radiolabeling did
not cause a denaturation of the DOTA-UII, and in particular cleaving the disulfide bridge
essential for the biological activity of the peptide (Labarrére et al., 2003; Chatenet et al., 2004;
Guerrini et al., 2005), 1In has been replaced by stable Indium. We found that In—DOTA-UII
conserved a potent stimulatory effect on calcium mobilization in HEK—293 cells expressing UT
showing that the labeling protocol used for urotensinergic analogues did not alter their
biological properties. As a comparison, the somatostatinergic analog octreotide, which
contains a disulfide bridge, also retains its biological properties after chelation of

radioisotopes under high temperature (Breeman et al., 2003; Tatsi et al., 2014).

It is commonly accepted that the internalization of the ligand—receptor complex induced by a
DOTA—peptide justifies, in part, its potential exploitation to diagnose the presence of a tumor,

allowed by accumulation of the agonistic radioligand in tumor cells (Langer et al., 2001;
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Mankoff et al., 2008). Thus, we decided to focus in vivo experiments with DOTA-UII. Injected
into C57BL6/6 mice, 1In-DOTA-UII is rapidly eliminated by renal filtration as early as 4 h
post-injection. The uptake of *1In-DOTA-UIll was low in almost all organs except the kidneys.
Furthermore, the estimated amount of radioactivity collected in the blood and organs was
two to three times lower than that involving other 'In-DOTA-ligands (Chen et al., 2001;
Decristofo et al., 2008), suggesting that *1In-DOTA-UII was rapidly filtered and eliminated in
urine. Consistent with this hypothesis, analysis of the biodistribution of 1'In-DOTA-UII in
mUTS2R7~ mice did not reveal any decrease in systemic uptake. Since interspecies
incompatibility problems cannot be excluded between *In-DOTA-UIl (human form) and the
mouse receptor, we studied the biodistribution of 1} In-DOTA-UIl in C57BL/6 mice whose UT
receptor gene was invalidated in favor of the human form (mUTS2R™~ hUTS2R**). No
difference was observed in the biodistribution of radioligand, confirming an important renal

metabolism or clearance.

Finally, A549 cells (from human lung adenocarcinoma) or DLD-1 cells (from human colorectal
adenocarcinoma) were injected in nude mice to generate heterotopic tumors. The presence
of functional UT was previously verified in both cell lines, and expression of the receptor was
also confirmed in xenografts, mainly in pro-angiogenic regions. These results are in
accordance with recent data obtained from human glioblastomas (Le Joncour et al.,
submitted). After tumor growth, *1In-DOTA-UII was intravenously injected for SPECT-CT
imaging. Unfortunately, no intratumoral signals was detected 24 h post-injection. The absence
of signal was probably due to a stronger clearance of peptide which was not compatible with

the accumulation of the radiotracer in tumor cells.

In conclusion, we have developed for the first time two DOTA-urotensinergic peptides. While

conjugation of DOTA in the N-terminal extremity of Ull or urantide did not alter UT activation,
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we did not observe signal in tumor xenografts expressing UT. Thus, in further studies, we will
try to increase the stability, lipophilic properties and the size of !In-urotensinergic peptides,

to optimize tumor absorption.
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LEGENDS TO FIGURES

Fig 1. Chemical structure of urotensin Il (Ull), urantide and their DOTA analogues.

(A, B) structure of Ull (ETPD[CFWKYC]V) and DOTA-Ull (DOTA-Ahx-ETPD[CFWKYC]V). (C, D)
structure of urantide (C, D[Pen-F-W-Orn-YC]V) and DOTA-urantide (D, DOTA-Ahx-D[Pen-F-W-
Orn-YC]V).

Fig 2. Effects of Ull, urantide and their DOTA analogues on [CaZ*]. in HEK-293 cells expressing
UT.

(A) Representative recording of [Ca?*]c in HEK-293 cells exposed (arrow) to graded
concentrations of Ull, DOTA-UII, urantide or DOTA-urantide (10! to 10® M, each). (B)
Quantification of the effects of the peptides on [CaZ?*]c in HEK-293 cells. The results are
expressed as percentages of the corresponding control values in the absence of the peptides.

Data are mean £ SEM of three independent experiments.

Fig 3. Effects of UIl, urantide and their DOTA analogues on UT internalization in HEK-293
cells.

(A) Quantification of internalization rate of UT in HEK-293 cells exposed for 1 h to graded
concentrations of Ull or DOTA-UII (left, 10> M to 10® M, each) and urantide or DOTA-urantide
(right, 101 M to 10® M, each). (B) Representative confocal microscopy images of HEK-293
cells expressing UT-GFP (green) treated for 1 h with Ull or DOTA-UII (left, 10”7 M, each) and
urantide or DOTA-urantide (right, 10”7 M, each). Data are mean = SEM of three to six

independent experiments.

Fig 4. UT expression in DLD-1 and A549 cell lines and effect of Ull on cellular migration and
proliferation.
(A) Left, Western blot analysis of membranes isolated from DLD-1 and A549 cells. The gel was

calibrated with stained proteins of known molecular mass (kDa). Right, Representative
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confocal microscopy images of DLD-1 and A549 xenografts labelled with UT-GFP (green,
arrows) and CD34 (red) antibodies. (B) Upper panel, Effect of Ull (10° or 107 M, 24 h) on
migration of DLD1 and 549 cells in modified Boyden chambers. (B) Upper panel, Effect of Ull
(10° or 107 M, 24 h to 72 h) on proliferation of DLD1 and 549 cells. Data are mean + SEM of
six independent experiments. Mann and Whitney test: *: p <0.05; **: p <0.01; ***: p <0.001;

n.s: not significant.

Fig 5. Radiolabelling of DOTA-UIl and DOTA-urantide with 1*In.
High performance liquid chromatography (HPLC) profiles of 11In-DOTA-UII (A) and '*!In-DOTA-
urantide (B). The retention time of DOTA-UIl and DOTA-urantide, was 22.14 and 22.03 min,

respectively.

Fig 6. Three-dimensional SPECT/CT images of Swiss nude mice xenografted with A549 cells
or DLD-1 cells.

Images were obtained at 24 h post-injection of 1In-DOTA-UII (15 MBq, 200 pL) into Swiss
nude mice bearing A549 (A) or DLD-1 tumor (B). White arrows (A and B, right panel) delimited

by staple lines indicate the tumor site.

Table 1. Stability of *In-DOTA-UIl in human plasma.
After incubation in human plasma (until 3 h, 37°C), the stability of radiolabeled DOTA-UIl was
analyzed by HPLC.

Table 2. Biodistribution of 1!In-DOTA-UIl in C57BL6/6 wild mice (mUTS2R*/*).
Data are expressed as the percent %ID/g after intravenous injection of 1*1In-DOTA-UII (3 MBq,

100 pL) at 4, 24, 48 and 72 h. Data are mean + SEM obtained from five animals.
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Table 3. Biodistribution of !'In-DOTA-UIl in C57BL6/6 mice non-expressing murine UT
(mUTS2R7"). Data are expressed as the percent %ID/g after intravenous injection of 1!In-
DOTA-UII (3 MBq, 100 pL) at 4, 24, 48 and 72 h. Data are mean + SEM obtained from five

animals.

Table 4. Biodistribution of 'In-DOTA-UIl in C57BL6/6 mice expressing human UT
(mUTS2R”- ; hUTS2R*/*). Data are expressed as the percent %ID/g after intravenous injection
of 1In-DOTA-UII (3 MBgq, 100 pL) at 4, 24, 48 and 72 h. Data are mean + SEM obtained from

five animals.
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Time spent in plasma

Peptide stability

Oh
1h
3h

98 % (+ 2%)
82 % (+ 2%)
71 % (£ 4%)
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Estimated percentage of injected dose per gram (%ID/g)

Organs
4 hours 24 hours 48 hours 72 hours

Kidney 5.762 + 0.374 2.173 £0.255 1.442 £ 0.166 1.166 £ 0.162
Liver 0.038 + 0.004 0.037 + 0.004 0.031 £ 0.008 0.022 + 0.002
Stomach 0.052 + 0.007 0.021 £ 0.003 0.019 £ 0.003 0.006 + 0.001
Spleen 0.034 + 0.003 0.025 + 0.002 0.024 + 0.004 0.024 £ 0.005
Lung 0.034 + 0.005 0.020 + 0.002 0.016 £ 0.003 0.012 £ 0.003
Bone 0.019 £ 0.001 0.020 + 0.003 0.022 + 0.005 0.019 £ 0.003
Skin 0.022 + 0.006 0.019 £ 0.002 0.023 + 0.004 0.018 + 0.005
Colon 0.029 + 0.001 0.015 £ 0.002 0.015 £+ 0.003 0.010 £ 0.002
Mid intestine 0.027 £ 0.003 0.020 + 0.006 0.012 £ 0.002 0.009 + 0.002
Parotid 0.014 £ 0.002 0.011 £ 0.002 0.014 £ 0.003 0.013 £ 0.003
Heart 0.016 £ 0.002 0.009 + 0.001 0.009 + 0.001 0.010 £ 0.002
Pancreas 0.040 + 0.005 0.009 + 0.001 0.007 £ 0.001 0.008 + 0.002
Blood 0.030 + 0.003 0.006 + 0.001 0.004 + 0.000 0.003 £ 0.000
Muscle 0.007 + 0.001 0.004 £ 0.001 0.014 £ 0.001 0.005 + 0.002
Brain 0.003 £ 0.000 0.001 £ 0.000 0.001 £ 0.000 0.001 £ 0.000
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Estimated percentage of injected dose per gram (%I|D/!

—

Organs
4 hours 24 hours 48 hours 72 hours

Kidney 5.400 + 0.392 2.340 £ 0.101 1.266 + 0.122 1.010 £ 0.086
Liver 0.047 + 0.004 0.027 + 0.003 0.020 + 0.003 0.020 + 0.002
Stomach 0.025 + 0.004 0.006 + 0.001 0.008 + 0.001 0.006 + 0.002
Spleen 0.036 + 0.002 0.028 + 0.002 0.022 + 0.004 0.023 + 0.004
Lung 0.039 + 0.002 0.014 + 0.001 0.013 £ 0.002 0.011 £ 0.002
Bone 0.016 + 0.001 0.008 + 0.001 0.007 + 0.002 0.008 + 0.002
Skin 0.019 + 0.003 0.014 + 0.001 0.007 + 0.002 0.007 + 0.003
Colon 0.038 + 0.004 0.026 + 0.007 0.011 £ 0.003 0.014 + 0.004
Mid intestine 0.026 + 0.003 0.016 + 0.002 0.010 + 0.002 0.005 + 0.001
Parotid 0.022 + 0.003 0.012 £ 0.001 0.009 + 0.002 0.008 + 0.001
Heart 0.016 + 0.002 0.007 + 0.001 0.004 + 0.001 0.004 + 0.001
Pancreas 0.019 £ 0.004 0.011 £ 0.003 0.006 + 0.001 0.006 + 0.002
Blood 0.022 + 0.003 0.006 + 0.001 0.003 + 0.000 0.003 + 0.000
Muscle 0.006 + 0.000 0.003 + 0.000 0.002 + 0.001 0.003 + 0.000
Brain 0.002 + 0.000 0.001 + 0.000 0.000 + 0.000 0.001 + 0.000
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Estimated percentage of injected dose per gram (%ID/

g

—

Organs
4 hours 24 hours 48 hours 72 hours

Kidney 7.283 + 0.431 2.919 + 0.246 1.616 + 0.145 1.383+0.115
Liver 0.056 + 0.002 0.035 + 0.001 0.025 + 0.002 0.024 + 0.001
Stomach 0.022 + 0.004 0.022 + 0.006 0.012 + 0.005 0.009 + 0.002
Spleen 0.042 + 0.002 0.027 + 0.002 0.021 £ 0.002 0.019 £ 0.002
Lung 0.050 + 0.004 0.025 + 0.002 0.012 + 0.002 0.010 + 0.001
Bone 0.023 + 0.004 0.009 + 0.001 0.008 + 0.001 0.007 + 0.001
Skin 0.030 + 0.004 0.019 + 0.001 0.012 + 0.002 0.009 + 0.002
Colon 0.035 + 0.002 0.019 £ 0.001 0.016 + 0.003 0.009 + 0.001
Mid intestine 0.024 + 0.004 0.013 + 0.001 0.009 + 0.001 0.007 + 0.001
Parotid 0.028 + 0.005 0.017 £ 0.002 0.012 £ 0.002 0.013 £ 0.002
Heart 0.015 + 0.000 0.007 + 0.001 0.005 # 0.001 0.005 + 0.000
Pancreas 0.025 + 0.005 0.010 + 0.001 0.009 + 0.002 0.006 + 0.000
Blood 0.030  0.002 0.005 + 0.001 0.003 + 0.000 0.002 + 0.000
Muscle 0.012 + 0.002 0.005 + 0.001 0.003 + 0.000 0.003 + 0.000
Brain 0.003 + 0.001 0.001 + 0.000 0.000 + 0.000 0.000 + 0.000
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La prise en charge des patients atteints d’un cancer constitue un enjeu majeur de santé
publique. D’aprés les données de I’OMS (2015), le cancer du poumon (+12,7%) est le plus
fréquent, suivi par ceux du sein (+10,9%), du colon (+9,4%) et de la prostate (+6,9%). Grace a
I’amélioration des outils de diagnostic, a une meilleure prise en charge des malades et une
adaptation de leur(s) traitement(s), le taux de mortalité a sensiblement diminué ces dernieres
années. Pour autant, la dégradation de I’environnement de la population dans les pays
industrialisés ou en voie de développement (pollution de I’air par exemple) fait craindre une
augmentation de I’incidence des cancers (Ferlay et al., 2014 ; Guo et al., 2016 ; Zhao et al.,
2017). Dans la mesure ou le diagnostic précoce est essentiel pour favoriser I’efficacité des
traitements, de nombreux laboratoires de recherche s’attachent a développer et/ou perfectionner

des dispositifs variés pour améliorer le diagnostic.

Les RCPG jouent un réle majeur dans I’initiation et la progression des cancers. Plusieurs
d’entre eux, tels que EP2, AT1, ETg, CXCR4, GRPR, CCK1 ou encore LPAR, impliqués dans
un large panel de mécanismes biologiques, participent a la modulation de la
prolifération/migration cellulaires et/ou a la néoangiogenese, trois processus fondamentaux
pour la tumorigenése (Chen, 2017 ; Hauser et al., 2017 ; Nohata et al., 2017). Souvent
surexprimeés a la surface des cellules tumorales, ces RCPG constituent ainsi des cibles

intéressantes pour le diagnostic et/ou le traitement des tumeurs solides (Insel et al., 2017).

Dés 1989, Krenning et coll. ont élaboré des analogues radiomarquables de la
somatostatine, a partir de 1’octréotide (Veber et al., 1981 ; Bauer et al., 1982), pour visualiser
des tumeurs neuroendocrines, connues pour surexprimer les récepteurs somatostatinergiques,

et en particulier sst2. Avec la découverte de nouveaux récepteurs surexprimés et impliqués dans
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la tumorigenése, ces travaux précurseurs ont ouvert la voie pour développer/optimiser de

nouveaux radioligands (Reubi, 2003 ; Mariani, 2006 ; Liu et al., 2009a ; Charron et al., 2016).

Depuis une dizaine d’années, I’équipe « Astrocytes et Niche Vasculaire », dirigée par le
Dr Héleéne Castel, et dans laquelle j’ai préparé en partie mon doctorat, concentre notamment
ses recherches sur 1’étude du role et des mécanismes d’action du systéme urotensinergique dans
la tumorigenése gliale. Apres avoir caractérisé la présence de récepteurs fonctionnels de haute
affinite sur les astrocytes (Castel et al., 2006 ; Diallo et al., 2008), 1’équipe a démontré que le
récepteur UT est exprimé dans des extraits tumoraux humains d’astrocytomes et de
glioblastomes (Lecointre et al., 2015 ; Le Joncour et al., soumis). In vitro, I’'UII exerce de
puissantes activités chimioattractantes sur les cellules U87-MG (glioblastome humain)
(Lecointre et al., 2015) (Fig. 33.A). Des études réalisées par le Dr Le Joncour ont démontré que
I’UII, concentrée dans des éponges de matrigel implantées sous la peau de souris C57BL/6,
entraine 1’invasion dans le gel de macrophages et de cellules pro-angiogeniques, i.e. cellules
endothéliales et musculaires lisses (Fig. 33.B). De plus, ’administration intratumorale
quotidienne d’UII chez des souris Nudes porteuses de xénogreffes issues de cellules U87-MG
accélere drastiquement la croissance des tumeurs tandis que le palosuran et 1’urantide,
antagonistes de I’UT, diminuent la tumorigenese et augmentent la survie des animaux.
L’analyse histologique des xénogreffes traitées a I’UIl a révélé la présence d’une
néoangiogenése intratumorale anarchique et peu fonctionnelle, et de zones hypoxiques et/ou
nécrotiques (Fig. 33.C). Toujours au sein de 1’équipe, le Dr Coly a quant a lui récemment
démontré que D’activation de 1I’UT sur des cellules U87-MG ralentit la biogenese des
autophagosomes en inhibant la formation d’endosomes pré-autophagiques émanant de la
membrane plasmique, ce qui aurait pour conséquence 1’accumulation de phospholipides et de
protéines impliquées dans la réorganisation du cytosquelette d’actine, nécessaires pour une

migration directionnelle efficace (Coly et al., 2016). En parall¢le, d’autres laboratoires ont
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observé que I’UT et/ou I’UII sont surexprimés dans une large variété de tumeurs solides (Kristof
etal., 2010 ; Balakan et al., 2014 ; Federico et al., 2014 ; 2017 ; Wei et al., 2017) et participent
aux mécanismes tumorigéniques telles que la migration et/ou la prolifération cellulaire(s). Ces
données ont été rapportées dans le cas de cancers de la prostate (Grieco et al., 2010), du colon

(Federico et al., 2014), du foie (Li et al., 2017b), ou encore des poumons (Zhou et al., 2012)

(cf tab. 12).
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Figure 33. Role du systéme urotensinergique dans la migration cellulaire, I’angiogenése et le
développement tumoral. A. Gauche, des expériences en chambre de Boyden modifiées (Transwell®)
ont permis de montrer que 1’UII stimule la migration de cellules SW1088 et de U87-MG, lignées
tumorales issues d’un astrocytome et d’un glioblastome humain, respectivement. Droite, expériences
similaires réalisées avec le palosuran ou I'urantide, deux antagonistes capables de freiner la migration
des cellules U87-MG (d’aprés Lecointre et al., 2015). B. L’analyse immunohistochimique d’éponges
de matrigel préalablement chargées en Ull et implantées de maniére sous-cutanée chez des souris
C57BL/6 a permis de mettre en évidence I’invasion de cellules dérivant de 1’hote impliquées dans la
néoangiogeneése, i.e. cellules endothéliales (marquage collagene 1V, rouge), cellules musculaires lisses
(marquage o-SMA, vert) et macrophages (marquage F4/80, rouge), démontrant le caractére pro-
angiogénique du systéme urotensinergique (d’apres Le Joncour et al., soumis). C. Gauche, des
injections quotidiennes d’UII ou d’urantide (10 M, 20 L, chacun) au sein de xénogreffes tumorales
issues de cellules U87-MG accélérent ou freinent drastiquement le développement tumoral,
respectivement. Droite, macrophotographies de tumeurs U87-MG injectées quotidiennement avec 1’UII
ou I’urantide prises au méme jour (d’aprés Le Joncour et al., soumis).
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Le projet de recherche qui m’a été confié pour la préparation de mon doctorat a consisté
a évaluer la capacité d’analogues urotensinergiques a cibler sélectivement I’UT surexprimés
dans des tumeurs solides. Pour mener a bien ce projet, mes activités se sont focalisées sur le
radiomarquage de ces analogues, et sur leur évaluation in vitro (cellules HEK-293 ou lignées
tumorales exprimant I’UT) et in vivo (souris C57BL/6 ou souris Nudes porteuses de xénogreffes

hétérotopiques) (Fig. 34).

Processus biologique

Diagnostic et/ou
thérapie

Etapes clés dans la conception

Analyses in vivo d’un radioligand Modalité d’'imagerie (’_{sn ,.

o3

DOTA-UII

DOTA-
urantide

Développement

Radiomarquage d’analogues

Analyses in vitro

Figure 34. Représentation schématique des étapes clés dans la conception d’un radioligand
capable de cibler des tumeurs solides. La premiére étape consiste a identifier un processus biologique
lié a la tumorigengse, et d’en extraire une ou des cible(s) moléculaire(s) exploitable(s) avec différentes
modalités d’imagerie, telles que la TEP ou la TEMP. Ensuite, il convient de développer des analogues
radiomarquables d’évaluer leurs caractéristiques in vitro et in vivo, pour définir d’éventuelles
applications chez ’Homme. Adapté de James et Gambhir, 2012. TEMP : tomographie par émission
monophotonique ; TEP : tomographie par émission de positons.
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1. Développement du DOTA-UII et du DOTA-urantide

Bien qu’il soit courant de mettre a profit la présence d’un résidu tyrosine pour y greffer
directement un atome d’iode radioactif, la stabilité de cette liaison est tres faible (Krenning et
al., 1989 ; Bakker et al., 1991a ; 1991b). De plus, la séparation du radioisotope et du ligand
provoque une irradiation des organes fixant naturellement 1’iode, telle que la thyroide, la moelle
épiniere et les os (Holm et al., 1991). Aussi, cette approche est-elle privilégiée pour des études
de liaison in vitro sur le récepteur d’intérét (Carlucci et al., 2015 ; Reynolds et al., 2015 ; Richter
et al., 2016). En médecine nucléaire, il est donc essentiel de développer des ligands conjugués
avec des chélateurs capables de lier stablement les radioisotopes afin de confiner la radioactivité

au microenvironnement tumoral (Okarvi et Maecke, 2018).

L’existence d’un unique récepteur urotensinergique connu a ce jour, constitue une
singularité (avec le récepteur OT de I’ocytocine, par exemple) dans le domaine des
neuropeptides. A titre de comparaison, le NPY et la somatostatine fixent chacun cing RCPG
distincts. Il est couramment observé qu’un analogue donné présente une plus grande affinité
pour un sous-type de récepteur. C’est notamment le cas de l’octréotide qui interagit
préférentiellement avec sstr, ssts et ssts (cf tab. 7). Cette caractéristique du systeme
urotensinergique est donc un avantage non négligeable puisqu’elle peut étre mise a profit pour

le développement d’analogues optimisés pour les tumeurs surexprimant le récepteur UT.

Grace a une collaboration avec le Dr Marc-André Bonin et le Pr Richard Leduc de
I’Institut de pharmacologie de I’Université de Sherbrooke (Canada), deux analogues de I’UII,
le DOTA-UII (DOTA-Ahx-UII) et le DOTA-urantide (DOTA-Ahx-[Pen®, o-Phe’, Orn®]Ul14.11)
(Ahx : acide amino-hexanoique) ont été synthétisés. Il s’agit des premiers essais de conjugaison
d’un chélateur sur I’UII ou I’urantide a des fins diagnostiques (voire thérapeutiques) pour le

cancer. L’approche choisie pour greffer le DOTA s’appuie sur I’homologie structurale entre
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I’UII et I’octréotide, ce dernier ayant permis de développer plusieurs radioligands, tels que le
DOTA-OC, le DOTA-TOC ou le DOTA-TATE (Kwekkeboom et al., 1999 ; Kwekkeboom et

Krenning, 2016) (Fig. 35).

Urotensine-Il (Ull) Urantide Octreotide

Figure 35. Séquences de I’UII, de I’urantide, de I’octréotide et de leurs analogues conjugués avec
le chélateur DOTA. La forte homologie de structure entre I’UIIL, 1’urantide et 1’octréotide, i.e. une
séquence courte, un pont disulfure et un hexapeptide cyclisé, nous a convaincu de tester dans un premier
temps le DOTA-UII et le DOTA-urantide a des fins diagnostiques (voire thérapeutiques). DOTA : acide
1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1,4,7,10-tétraacétique ; DOTA-OC : DOTA-octréotide ; DOTA-
Ull : DOTA-urotensine Il ; DOTA-UR : DOTA-urantide ; Ull : urotensine I1.

Le choix du DOTA pour la conception des analogues urotensinergiques a été motiveé par
ses meilleures propriétés thermodynamiques vis-a-vis du DTPA, et par la possibilité
d’incorporer un plus large panel de radioisotopes. En effet, le DOTA est capable de former des
complexes stables avec des radioisotopes communément utilisés pour le diagnostic, tels que
I’%In ou le %8Ga, mais également avec des radioisotopes employés pour la thérapie, tels que
1"°%Y, le Y"Lu et, plus récemment testé en recherche préclinique, le 2*Bi (Lacoeuille et al.,
2018) (cf tab. 15). De fait, le nombre important de radioisotopes pouvant étre couplés au DOTA
rend son exploitation possible en théranostique (Wulfert et al., 2014 ; Herrmann et al., 2016 ;
Lapa et al., 2017). Il convient de préciser que le NOTA serait un autre chélateur intéressant,
notamment en raison des complexes formés avec les radioisotopes tels que le ®3Ga ou le ®Cu,

thermodynamiquement stables, mais le nombre limité de radioisotopes exploitables avec ce

~ 204~



Discussion

chélateur rend son utilisation encore difficile pour la théranostique, comparativement au DOTA

(Drude et al., 2017 ; Guleria et al., 2018).

Enfin, les études structures/activités, réalisées sur des modeles in vitro (lignees
cellulaires transfectées avec I’ARNm codant I’UT) et ex vivo (anneaux d’aortes de Rat, par
exemple) ont permis d’orienter le développement des DOTA-analogues urotensinergiques
(Chatenet et al., 2004 ; Guerrini et al., 2005). Puisque I’ajout d’'un DOTA dans I’hexapeptide
cyclique biologiquement actif pourrait induire une baisse d’affinit¢ des analogues
urotensinergiques (voire empécher la liaison avec le récepteur), les séquences C-terminales de
I’UII et de I’urantide constituent les sites optimaux pour la conjugaison du chélateur. En outre,
I’ajout d’Ahx, qui joue le role d’espaceur situé entre le chélateur et les analogues
urotensinergiques, évite I’encombrement stérique en éloignant le chélateur du site actif des
peptides, permettant ainsi de ne pas altérer le site d’interaction ligand-récepteur (Bandari et al.,
2014 ; Reynolds et al., 2015) tout en augmentant sensiblement leur lipophilie, améliorant -
théoriquement- les propriétés pharmacodynamiques des composés (Guo et al., 2011 ; Liu et al.,

2014).

2. Capacités des analogues a reconnaitre et induire
’internalisation du complexe ligand-récepteur

Sur des cellules HEK-293 exprimant le récepteur UT humain, nous avons montré que
le DOTA-UII et le DOTA-urantide sont capables d’entrainer une augmentation dose-
dépendante de la [Ca?*]c, avec une puissance et une efficacité similaires a celles obtenues pour
I’UII et I’'urantide. Bien que nous n’ayons pas caractérisé la voie recrutée par les DOTA-
peptides urotensinergiques, il est vraisemblable que ces analogues activent 1’axe

Gag/PLC/PIP2/1P3 responsable d’une libération de calcium par le réticulum endoplasmique,
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comme cela a été démontré pour I’UII (Chatenet et al., 2004 ; Tasaki et al., 2004 ; Castel et al.,

2006) et I’'urantide (Camarda et al., 2004 ; Brulé et al., 2014).

Il est admis que I’ajout d’un chélateur sur un peptide peut grandement impacter ses
propriétés biologiques. A titre d’exemple, la conjugaison du DOTA sur des analogues du NPY,
dans leur partie N-terminale (pourtant située en dehors du site de liaison), perturbe le repliement
des peptides et diminue ainsi leur affinité pour les récepteurs Y1, Y2 et Y5 (Guérin et al., 2010).
Plus classiquement, les analogues de 1’octréotide, le DTPA-OC ou le DOTA-OC, ont une
affinité 6 a 7 fois moins grande pour sstz, probablement en raison d’un encombrement stérique
(Reubi et al., 2000). Aussi, il est particulierement intéressant de constater que 1’ajout d’un
DOTA sur I’UII ou I"urantide ne diminue par leur affinité pour I’UT. Ces résultats renforcent
aussi I’hypothése selon laquelle la séquence C-terminale Glu!-Asp* de I’UII joue un rdle mineur

dans la liaison ligand-récepteur (Flohr et al., 2002 ; Kinney et al., 2002 ; Labarrére et al., 2003).

Toujours sur des cellules HEK-293 transfectées avec I’ADNc codant I’'UT, nous avons
montré que le DOTA-UIIL, comme I’UII, sont capables d’entrainer I’internalisation du complexe
ligand-récepteur. Cette autre approche dans la caractérisation des DOTA-peptides compléte les
¢tudes de microfluorimétrie calcique pour s’assurer que la greffe du chélateur ne perturbe pas
les propriétés de 1’urotensine via un repliement de la chaine Ahx ou par 1’encombrement
stérique du peptide. L’efficacit¢ et la puissance du DOTA-UII pour I’internalisation du
complexe ligand-récepteur semblent identiques a celles de 1’UIIL, alors que 1’ajout d’un
chélateur est susceptible d’entrainer une baisse d’affinité pour le récepteur, altérant ou inhibant
la capacité des analogues a internaliser le récepteur par encombrement stérique (Tatsi et al.,
2014 ; Charron et al., 2016). Contrairement a 1’UII et le DOTA-UII, le DOTA-urantide et
I’urantide ne provoquent pas I’internalisation de I’'UT. Ces résultats sont en accord avec de

précédentes études qui ont montré que 1’urantide est incapable de recruter la B-arrestine 2 (Brulé
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etal., 2014), protéine nécessaire a I’internalisation pour de nombreux RCPG (Jala et al., 2005 ;
Latorraca et al., 2018) (cf fig. 25). Ces résultats ne doivent toutefois pas obérer les propriétés
agonistes de I’urantide, qui présente par exemple les mémes activités que 1’UII sur la migration
et I’adhésion de cellules HEK-293 exprimant le récepteur UT (Brulé et al., 2014) (Fig. 36). En
fait, I’urantide doit étre class¢ parmi les ligands biaisés de 1’UT, capables de stimuler
spécifiquement certaines cascades intracellulaires avec plus ou moins d’intensité (Violin et al.,

2014 ; Smith et al., 2018).

ull Migration Gaq
URP
Ulls44 1 \ B-arrestine 2 IP4
Ga13 Gao

Apoptose Adhésion

AMPc Gai

Figure 36. Effets cellulaires et voies de signalisation recrutées par quelques analogues de 1’UII.
Gauche, effets de I’UII, de I’'URP et d’autres analogues sur la migration, I’adhésion et 1’apoptose cellulaires.
Droite, partenaires cellulaires recrutés par ces mémes analogues, pouvant étre classés parmi les ligands biaisés
de I'UT, i.e. capables d’activer certaines cascades intracellulaires avec plus ou moins d’intensité. L’urantide ne
recrute pas la B-arrestine 2, protéine importante pour I’internalisation du complexe ligand-récepteur. D’aprés
Brulé et al, 2014. AMPc : adénosine monophosphate cyclase ; IP1 : inositol monophosphate ;
UlI : urotensine Il ; urantide : [Pen®, D-Trp’, Orn®]UII4.11 ; URP : urotensin-I1 related peptide ; UT : récepteur
urotensinergique.

Il est communément admis que I’internalisation du complexe ligand-récepteur induite
par un DOTA-peptide justifie, en partie, son exploitation potentielle pour diagnostiquer la
présence d’une tumeur, grace a I’accumulation du radioligand dans les cellules tumorales
(Langer et al., 2001 ; Mankoff et al., 2008). Parallélement, plusieurs études in vivo ont montré
qu’une absence ou une faible internalisation est parfois corrélée a une trés longue rétention
tumorale (Fani et al.,, 2012a ; 2017 ; Radford et al., 2017). Aujourd’hui encore, cette
ambivalence est largement discutée et n’est pas enticrement élucidée (Nicolas et al., 2018).

C’est pourquoi, en plus du nombre trés important de publications plaidant en faveur de
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I’exploitation du processus d’internalisation dans le diagnostic tumoral, nous avons décidé de

nous focaliser dans un premier temps sur 1’étude du DOTA-UII pour les expériences in vivo.

3. Mise au point du radiomarquage a I’indium-111 avec des
DOTA-peptides

Dans une perspective d’exploiter les DOTA-peptides in vivo, nous avons dans un
premier temps mis au point un protocole de marquage a 1’aide d’***In. Ce radioisotope est un
candidat « idéal » puisqu’il i) est compatible avec de nombreux chélateurs, dont le DOTA
(Lacoeuille et al., 2018), ii) dispose de propriétés favorables pour le diagnostic grace a ses
émissions de particules y détectables avec un micro-TEMP, iii) posséde une demi-vie
relativement longue (67,9h) par rapport a d’autres radioisotopes offrant ainsi un temps

raisonnable pour réaliser les expériences (Okarvi et Maecke, 2016) (cf tab. 15).

Commercialisé pour les radiomarquages, 1’*'!In se présente sous la forme d’indium-
chlorure (InCl3). Alors qu’une incubation a température ambiante pendant un temps
relativement court est suffisant pour la chélation de I’*'!In avec le DTPA, la force protonique
du tampon, le temps et la température élevée de la solution sont des paramétres importants pour
la chélation avec le DOTA (Smith-Jone et al., 1999 ; Liu et al., 2002, Breeman et al., 2003).
Ainsi, il est nécessaire d’employer un tampon acide (pH 4 — 4,5) chauffé pendant 20 minutes a
80°C minimum pour 1Y et le Y"Lu, et chauffé a 100°C pour I'''!In, afin d’obtenir une
chélation optimale dans le DOTA (Breeman et al., 2003). Selon les données de la littérature, ce
radiomarquage est tres classiquement opéré avec des températures équivalentes ou proches de
95°C (Brom et al., 2012 ; Tatsi et al., 2014). D’autres équipes ont par ailleurs montré que
I’utilisation d’un tampon de type acide 4-(2-hydroxyethyl)-1-pipérazine éthane sulfonique

(Hépes, pH 5,5) permet de diminuer le temps d’incubation et d’améliorer I’activité spécifique
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des radioligands marqués, en réduisant la compétition de chélation avec le cadmium produit par

la décroissance de 1’**In, et avec lequel il entre en compétition (Brom et al., 2012).

En pratique, le protocole de marquage que nous avons adopté consiste a incuber les
DOTA-peptides urotensinergiques avec 1’InClz pendant 20 minutes a 100°C dans un tampon
isocitrate (pH 4). Une expérience de dégradation forcée par la chaleur (100 °C pendant 8 heures)
n’a permis de séparer que 2% d’*'!In du DOTA-UIL. En outre, plus de 99% de 1’***In-DOTA-
UlI est retrouvée en solution trois jours apres le marquage (& température ambiante). Ces
résultats différent de ce qui est couramment observé avec les radioligands couplés au DTPA,
qui sont moins stables en solution (Kwekkeboom et al., 1999 ; Béhé et al, 2003 ; Visser et al.,
2003). L’In-DOTA-UII est également relativement stable dans le plasma humain puisque,
aprés quatre heures, 30% seulement de 1’**In est décomplexé du DOTA-UII, ce qui offre une
fenétre de temps confortable pour les expériences in vitro et in vivo (Roosenburg et al., 2014 ;
Orkavi et Maecke, 2018). Ces résultats sont globalement en accord avec la littérature qui
indique que les peptides contenant un résidu Met, Ser, Ala, Thr, Gly ou Val en position N-
terminale, comme le DOTA-UII ou méme le DOTA-urantide, ont une demi-vie plus longue que

les autres composés (Woodley, 1994 ; Werle et Bernkop-Schnuerch, 2006).

La température élevée (100°C) que nous avons adoptée pourrait provoquer une
dénaturation du DOTA-UII, et notamment la rupture du pont disulfure, indispensable pour
I’activité biologique du peptide (Labarrere et al., 2003 ; Chatenet et al., 2004 ; Guerrini et al.,
2005). L’octréotide, qui contient également un pont disulfure, semble conserver ses propriétés
biologiques malgré une possible dénaturation de ce dernier par les fortes températures
employees lors de la chélation des radioisotopes (Reubi et al., 2000 ; Tatsi et al., 2014). Nous
avons donc voulu Vérifier la viabilité du DOTA-UII en suivant le méme protocole mais en

substituant 1’***In par de I’In non radioactif. Appliquée sur des cellules HEK-293 exprimant
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I’UT, I’In-DOTA-UII induit de fagon dose-dépendante une augmentation de la [Ca®']c et
entraine I’internalisation du complexe ligand-récepteur. Ces résultats démontrent que nos

conditions de marquage n’altére en rien les propriétés biologiques du peptide (Fig. 37).

1001 o In-DOTA-UII *
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[Ca2*]. (% du contréle)
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Figure 37. Caractéristiques fonctionnelles de I’'In-DOTA-UII sur des cellules HEK-293 exprimant
la forme humaine de ’UT. Malgré les conditions difficiles employées lors du marquage du DOTA-
UII avec de I’indium (100°C, 20 min, pH 4), I'In-DOTA-UII induit de fagon dose-dépendante une
augmentation de la [Ca?"]. (droite) et I’internalisation du complexe ligand-récepteur (gauche). [Ca?*]. :
concentration cytosolique de calcium DOTA : acide 1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1,4,7,10-
tétraacétique ; DOTA-UII : DOTA-urotensine Il ; Ull : urotensine 1. In : indium.

4. Evaluation in vivo de la biodistribution de
1’In-DOTA-UII

Les expériences in vivo ont dans un premier temps consisté a mesurer la biodistribution
du radioligand chez le petit animal, permettant ainsi d’apprécier sa captation dans 1’organisme,
en particulier dans les organes critiques, tels que le foie et les reins (Valkema et al., 2005 ;
Imhof et al., 2011). La souris C57BL/6, dont le fond génétique a été trés étudié, est un modéle
couramment utilisé en laboratoire grace a sa disponibilité, sa reproduction facile et sa robustesse
en conditions d’élevage standart (Battey et al., 1999). Nous avons observé que
1" In-DOTA-UII est rapidement éliminé par filtration rénale chez les souris dés quatre heures
post-injection, avec une captation que nous avons considéré comme résiduelle dans la majorité

des organes étudiés.
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Les études de distribution de I’UT chez la Souris, moins nombreuses que celles menées
chez I’Homme ou le Rat, montrent une expression importante du récepteur au niveau du coeur
(Liu et al., 1999 ; Elshourbagy et al., 2002), du pancreas (Elshourbagy et al., 2002) et des reins
(Adebiyi et al., 2014). Pour autant, I’analyse de la captation de 1’**!In-DOTA-UII a révélé un
faible signal dans ces organes. Par ailleurs, la quantité estimée de radioactivité retrouvée dans
le sang, le systéeme digestif (foie, intestins, etc.) et les autres organes est deux a trois inférieure
a celles retrouvées pour des *'In-DOTA-ligands testés par d’autres équipes, suggérant que le
Un-DOTA-UII serait rapidement filtré et éliminé dans les urines (Tsai et al., 2000 ; Schmitt

et al., 2005 ; Wei et al., 2018).

En accord avec cette hypothése, I’analyse de la biodistribution de I’**In-DOTA-UII
dans des souris C57BL/6 n’exprimant pas le géne codant le récepteur UT murin (mUTS2R™)
n’a révélé aucune diminution de la captation générale. Dans la mesure ou des problémes
d’incompatibilités inter-espéces ne peuvent étre exclues entre 1’*'In-DOTA-UII (forme
humaine) et le récepteur murin, nous avons étudié la biodistribution de 1’**'In-DOTA-UII chez
des souris C57BL/6 dont le geéne codant le I’'UT a été invalidé au profit du géne codant la forme
humaine du récepteur (MUTS2RhUTS2R*"*). La encore, aucune différence de biodistribution
du radioligand n’a été relevée, plaidant ainsi en faveur d’une métabolisation ou d’une clairance

rénale importante.

A ce stade des expériences, cette élimination pourrait limiter 1’utilisation de
"*1In-DOTA-UII qui ne semble pas avoir le temps de rejoindre et fixer suffisamment ses

cibles, compromettant ainsi I’emploi du radioligand pour détecter les foyers tumoraux.
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5. Evaluation in vivo de la captation tumorale de I’'"'In-
DOTA-UII

Le recours en recherche préclinique a des souris immunodéprimées porteuses de
xenogreffes de cellules tumorales humaines permet de tester de nouveaux composés a potentiel
diagnostic et/ou thérapeutique (Tentler et al., 2012). Ce modéle murin recrée les conditions
nécessaires a la formation d’une masse tumorale, présentant les caractéristiques fondamentales
des tumeurs solides, i.e. un index de prolifération élevé, des zones hypoxiques et nécrotiques

intratumorales et une néoangiogenése en dérivation du réseau vasculaire de 1’hote.

Des xénogreffes hétérotopiques de cellules A549 (issues d’un adénocarcinome
pulmonaire humain) et DLD-1 (issues d’un adénocarcinome colorectal humain) ont été
réalisées chez des souris Nudes. Au préalable, I’expression de I’UT dans ces lignées avait été
vérifiée par Western Blot et par immunohistochimie, ainsi que son activité au travers de tests
de prolifération et de migration cellulaires. Aprés apparition des tumeurs (200-250 mm?),
"' In-DOTA-UII (15 MBq) a été injecté par voie intraveineuse. Aprés 24 heures, aucun signal
intratumoral n’a pu étre observé par imagerie TDM/TEMP. Méme si une internalisation (et une
accumulation aprés 24 heures) du radioligand au sein des tumeurs surexprimant le récepteur
pouvait étre espérée, ces résultats font écho a ceux de la biodistribution du radioligand chez les
souris C57BL/6. En effet, d’autres études réalisées avec le ®°™Tc-TP3654 (Thakur et al., 2000),
" In-DTPA-octréotide (Bombardieri et al., 2010) ou encore le ®*Cu-DOTA-TATE (Pfeifer et

al., 2015) avaient permis, avec des conditions similaires, de visualiser les tumeurs ciblées.

Compte tenu de la stabilité thermodynamique et plasmatique de I’*'*In-DOTA-UII et de
son potentiel a reconnaitre et a activer sélectivement I’UT normalement surexprimé dans ces
tumeurs, il est vraisemblable que ces résultats decevants sont principalement dus a une clairance

rénale rapide du radioligand. A partir d’un constat identique avec d’autres traceurs, plusieurs
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laboratoires ont trouvé plusieurs alternatives potentielles pour surmonter ces difficultés. La
premiére consiste a augmenter le nombre de carbones entre le ligand et le chélateur pour
améliorer les propriétés pharmacodynamiques des analogues, comme i) I’emploi de chaines
polyéthylene glycol (PEG) (Johnson et al., 2006 ; Guo et al., 2013 ; Valverde et al., 2016), ou
ii) ’ajout de macromolécules telles que le glucose, le folate, les IgG ou des molécules de
reconnaissance a I’albumine (Lim et al., 2015a ; Aranda-Lara et al., 2016a). La deuxiéme piste
repose sur la substitution d’acides aminés naturels par des formes peu communes, telles que la
norleucine (Nle), I’ornithine (Orn) ou la pénicillamine (Pen), par leur énantiomeéres dextrogyres
(Ginj et al., 2006 ; Reynolds et al., 2015) ou encore ’utilisation d’antagonistes (Biddlecombe
et al., 2007 ; Fani et al., 2012 ; 2017). La troisiéme consiste a combiner les analogues avec
d’autres ligands, tels que le RGD, pour générer des radioligands bi-fonctionnels ciblant
I’intégrine pro-angiogénique ovfp3 généralement surexprimée par les cellules endothéliales dans
les foyers tumoraux. Ces différentes stratégies pourraient donc étre explorées pour optimiser
les DOTA-peptides urotensinergiques afin de les rendre opérationnels dans la détection de

tumeurs surexprimant le récepteur UT.

Les modifications de séquences entre le chélateur et le ligand permettent généralement
d’améliorer les propriétés pharmacodynamiques des composés. C’est le cas par exemple de
1"*1n-DOTA-Ahx-(D-Lys®-GnRH) qui présente seulement, quatre heures post-injection, un
ratio tumeur/muscle de 1,25 et une clairance rénale proche de 90% (Guo et al., 2011a ; 2011b).
De fagon tout a fait intéressante, I’ajout du résidu D-Phe dans la séquence (***In-DOTA-Ahx-
D-Phe-(D-Lys®-GnRH)) permet d’améliorer ses propriétés pharmacodynamiques et le ratio
T/M chez des animaux porteurs de xenogreffes de cellules MDA-MB-231 (issues d’un
adénocarcinome de sein) (Guo et al., 2013). Les données de la littérature indiquent également
que les peptides hydrophiles, avec un poids moléculaire compris entre 2 et 25 kDa, sont

susceptibles d’étre rapidement filtrés au niveau rénal par les glomérules et rarement réabsorbés
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dans tubules (pour revue, Di et Kerns, 2015). L’une des stratégies employée consiste a
augmenter le poids moléculaire des radioligands par I’addition de polymeres entre le chélateur
et le ligand, tels que des chaines PEG (cf supra), limitant ainsi leur filtration rénale tout en
augmentant leur stabilité plasmatique. Validé pour la premiére fois par 1I’Agence Nationale de
Sécurité du Médicament (ANSM) pour I’amélioration des propriétés pharmacodynamiques des
peptides dans le traitement des anémies associees a une maladie chronique rénale (Levin et al.,
2007), cette technique est aujourd’hui assez largement appliquée aux radioligands (pour revue,
Okarvi et Maecke, 2018). A titre d’exemple, 1’ajout d’une chaine PEG dans la séquence du
DOTA-BBN ou du NOTA-BBN a permis de multiplier le ratio T/M par environ 26 et 38,
respectivement (Zhang et al., 2007b ; Varasteh et al., 2014 ; Lim et al., 2015b). Dans certains
cas, I’ajout de polymeres restaure 1’affinité du ligand pour son récepteur, en éloignant le
chélateur du site actif du peptide, diminuant ainsi I’encombrement stérique (Bandari et al.,
2014 ; Valverde et al., 2016). Il serait donc intéressant de développer et d’évaluer les propriétés

pharmacodynamiques de 1'***In-DOTA-PEG-UII.

Une autre piste a explorer consisterait a conjuguer I’*'In-DOTA-UII avec des
molécules capables de lier I’albumine. Ce procédé pourrait diminuer la filtration glomérulaire,
augmenter la stabilité plasmatique et prolonger incidemment la demi-vie du radioligand
combiné a I’albumine (Pollaro et al., 2015 ; Sun et al., 2017). Pour illustrer cette hypothese de
travail, nous pouvons citer le cas du glucagon-like peptide-1 (GLP-1) dans le traitement du
diabéte, avec 1’ajout d’un résidu d’acide gras a 16 carbones. En effet, cette stratégie a fait
progresser de 8 heures la demi-vie du composé apres son injection intraveineuse (Marre et al.,
2008 ; Lindgren et al., 2014). Cette technique a par ailleurs été mise a profit pour améliorer les
propriétés pharmacodynamiques de plusieurs radioligands, tels que le 1"’Lu-phosphoramidate-
CTT1298 (Choy et al., 2017) ou le **Cu-DOTA-F56-CM (Feng et al., 2018) respectivement

exploités dans un modele préclinique du cancer de la prostate et du célon. En raison de leur
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plus faible filtration, ces radioligands permettent généralement d’augmenter la captation
tumorale et de diminuer la toxicité rénale (Vegt et al., 2010). Encore en phase expérimentale,
ces nouveaux composés ouvrent également la voie aux molécules bi-fonctionnelles, capables
de reconnaitre plusieurs cibles tumorales, caractéristique qui peut s’avérer essentielle au vue de

I’hétérogénéité d’expression au sein des cellules tumorales (Zhai et al., 2015).

Depuis une vingtaine d’années, le récepteur UT, I’UII et I’'URP suscitent 1’intérét de
plusieurs équipes de recherche pour leurs propriétés vasoactives. A ce titre, un nombre
relativement important d’analogues urotensinergiques ont d’ores et déja été criblés dans le but
de traiter I’hypertension artérielle, les troubles du rythme ou les insuffisances cardiaques. Parmi
ces composés, certains pourraient présenter des caractéristiques intéressantes pour le
développement de radioligands ciblant le récepteur UT. Dans le cas de la forme humaine de
I’UII, les modifications structurales sont en partie limitées par la petite taille du peptide (11
acides aminés). Les études de relations structure-activité montrent que i) la modification du
résidu Val*! en position N-terminale, ou son remplacement par son équivalent dextrogyre, altére
significativement son affinité pour le récepteur (Labarrére et al., 2003), et ii) la substitution
d’un acide aminé dans la partie cyclique entraine généralement la perte d’activité biologique
(Brkovic et al., 2003 ; Labarrére et al., 2003 ; Chatenet et al., 2004). Dans la mesure ou des
modifications de la partie C-terminale Glu*-Asp* n’ont pas d’impact significatif sur la capacité
des analogues a interagir avec I’UT (Flohr et al., 2002 ; Kinney et al., 2002), cette portion
peptidique pourrait étre le siege de modifications biochimiques susceptibles de produire des

radioligands urotensinergiques satisfaisants.

Les premiers analogues de 1’UII qui exploitent sa forme courte, 1’Ull4-11, possedent les
mémes propriétés biologiques que ce dernier (Labarrere et al., 2003). Le remplacement de la

Cys® par un résidu Pen augmente significativement I’affinité de I’analogue pour I’'UT (Grieco
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et al., 2002a ; 2002b). Une étude plus récente a révélé que la substitution du Trp’ par son
énantiomere améliore les propriétés pharmacodynamiques du peptide, conduisant a une
augmentation de sa stabilite et sa de lipophilie (Billard et al., 2018). L’URP, le paralogue de
’UII (Sugo et al., 2003), présente également une séquence plus courte ([Alal]-Ulls-11) limitant
théoriquement sa protéolyse enzymatique. Le remplacement du Trp* par sa forme dextrogyre
(Diallo et al., 2008), par un résidu bisphénylalanine (Bip) ou phényléthynylphénylalanine (Pep)
(Chatenet et al., 2012), modifie trés peu 1’affinité et augmente la stabilité plasmatique et la
lipophilie des analogues ainsi générés. Chatenet et coll. ont également montré en 2004 que la
substitution de 1’Ala® par une D-Ala n’impacte pas les propriétés biologiques mais augmente
significativement la demi-vie du peptide. D’autres équipes ont observé que le changement du
résidu lysine de I’UII (Lys®) ou de I'URP (Lys®) par une ornithine génére un ligand biaisé
capable d’une part d’inhiber la contraction d’anneaux d’aorte et d’autre part d’induire une
élévation de la [Ca®*]c (Camarda et al., 2002 ; Chatenet et al., 2004 ; Diallo et al., 2008).
L’ensemble de ces données a été mis a profit pour le développement de I’urantide ([Pen®, D-
Trp’, Or®]-Ulls11), dont I’affinité pour 1’UT et la stabilité plasmatique sont meilleures que
celles de I’UII (Patacchini et al., 2003). Enfin, la substitution de la Phe® par une 3-
cyclohexyalanine (Cha) génére un antagoniste avec une affinité élevée pour ’'UT, a condition
encore de remplacer la Cys® par un résidu Pen (Chatenet et al., 2006). Le développement
d’analogues antagonistes avec une forte affinité est encouragée en raison des résultats

prometteurs obtenus avec ce genre de radioligands (Fani et al., 2017 ; Radford et al., 2017)

Ainsi, il serait intéressant de développer et d’analyser plusieurs analogues possibles
pour I’emploi de radioligands urotensinergiques combinant -théoriquement- une affinité, une
stabilité et une lipophilie élevées : un agoniste pur, le [D-Alal, Pen?, D-Trp*]-URP ; un ligand
biaisé, le [D-Alal, Pen?, D-Trp* Orn®]-URP ; un antagoniste pur, le [D-Alal, Pen? Cha3,

D-Trp* Orn®]-URP (Tab. 17).
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Analogue Sequence | Références
ull Glu | Thr | Pro Asp Cys | Phe Trp Lys Tyr Cys | Val | Coulouarn et al., 1998

[D-Trp]-UlI Glu | Thr | Pro Asp | Cys | Phe | D-Trp | Lys Tyr Cys | Val Billard et al., 2018
Ulls1g Asp Cys | Phe Trp Lys Tyr Cys | Val | Labarrereetal., 2003
P5U Asp | Pen | Phe Trp Lys Tyr Cys | Val | Carotenuto et al., 2014

URP Ala Cys | Phe Trp Lys Tyr Cys | Val Sugo et al., 2003

[D-Tyr®]-URP Ala Cys | Phe Trp Lys | D-Tyr | Cys | Val Diallo et al., 2008

[Bip®]-URP Ala | Cys | Phe Trp Lys Bi Cys | Val )

[Phe®]-URP Ala | Cys | Phe | Phe | Lys Ty': Cys | Val Billard etal., 2017
[D-Trp*l-URP Ala Cys | Phe | D-Trp | Lys Tyr Cys | Val Diallo et al., 2008
[D-Ala*]-URP D-Ala | Cys | Phe Trp Lys Tyr Cys | Val Chatenet et al., 2004

Urocontrine Ala Cys | Phe Bi Lys Tyr Cys | Val
Urocontring A Ala Cis Phe Perr)) Lzs Tzr Czs Val Chatenet et al., 2012

[Or’]URP Ala Cys | Phe Trp Orn Tyr Cys | Val Diallo et al., 2008

Urantide Asp Pen | Phe | D-Trp | Orn Tyr Cys | Val | Patacchini et al., 2003

UFP-803 Asp | Pen | Phe | D-Trp | Dab Tyr Cys | Val | Camardaetal., 2006
[Cha®]-Ullyq; Asp Cys | Cha Trp Lys Tyr Cys | Val

[Pen®,Cha®]-Ulls1 Asp | Pen | Cha | Trp Lys | Tyr | Cys | Val Chatenet et al., 2006
[D'A.}I?;;]F_)En;’la b D-Ala | Pen | Phe | D-Trp | Lys | Tyr | Cys | Val

[D-Alal, Pen?, D-
Trp*, Orn®]-URP
[D-Alal, Pen?, Cha®,
D-Trp*, Orn®]-URP

Tableau 17. Principaux analogues urotensinergiques développés pour le diagnostic et le traitement
de certaines pathologies. Basés sur la structure de 1’UII ou de I’URP, plusieurs analogues présentent
des caractéristiques intéressantes. L’ajout d’un résidu Pen en lieu et place d’une cystéine confére une
plus grande affinité pour le récepteur UT, alors que toute substitution de la séquence Phe-X-Lys-Tyr par
un énantiomeére altére fortement 1’affinité du ligand. Le remplacement de la lysine par un résidu Orn ou
Dab ou de la phénylalanine par un résidu Cha entraine systématiquement la formation d’un ligand biaisé
voire un antagoniste pur. En jaune : acides aminés non-essentiels a I’activité des analogues ;
en gris : acides aminés qui peuvent étre substitués par leur énantiomere ; en bleu : acides aminés entrant
dans la formation du pont disulfure, indispensable a I’activité biologique du peptide ; en rouge : acides
aminés essentiels a I’activité biologique du peptide ; en vert : valine dont I’orientation est primordiale
pour la reconnaissance du récepteur ; en orange : acides aminés entrainant la formation d’un analogue
biaisé ; en gras : acides aminés modifiés dans la séquence d’origine. Bip : biphénylalanine ;
Cha : 3-cyclohexyalanine ; Dab : acide 2,4-diaminobutyrique ; Orn : ornithine ; Pen : pénicillamine ;
Pep : phényléthynylphénylalanine ; Ull : urotensine Il ; URP : urotensin-I1 related-peptide.

D-Ala | Pen | Phe | D-Trp | Orn Tyr Cys | Val

D-Ala | Pen | Cha | D-Trp | Orn Tyr Cys | Val

La présence de nombreux marqueurs différents a la surface des cellules tumorales est le
point de départ essentiel pour le développement de radioligands bi-fonctionnels, combinant
deux peptides. Reynolds et coll. ont synthétisé en 2015 le RGD-Glu-DO3A-Ahx-RM2 capable
de se lier au GRPR et a I’intégrine avf33 participant a la néoangiogenése tumorale (Malric et al.,
2017 ; Tabatabai, 2017 ; Taggart et al., 2017). Administré chez des souris porteuses de
xenogreffes de cellules PC-3 (issues d’un adénocarcinome de prostate), ce radioligand se
caractérise par un ratio T/M proche de 50, une captation limitée dans les autres organes

(notamment le foie et les reins) et une clairance rénale rapide. L’implication du systéme
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urotensinergique dans le remodelage vasculaire au travers des cellules endothéliales, sa
surexpression au niveau de CMVL péritumorales, et sa capacité a stimuler I’infiltration de
macrophages au sein des tumeurs (Lee et al., 2016 ; Le Joncour et al., soumis) laissent a penser
que le développement d’analogues RGD-DOTA-peptides urotensinergiques serait donc aussi

une stratégie prometteuse pour la suite de ce projet.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Depuis une trentaine d’années, de nombreux travaux portent sur la mise au point de
radioligands capables de fixer des RCPG surexprimeés au sein des tumeurs solides. Plusieurs
radiotraceurs sont aujourd’hui couramment utilisés pour diagnostiquer certains cancers, comme
c’est le cas pour les tumeurs neuroendocrines dont la présence peut étre diagnostiquée grace a

I’Octréoscan® qui fixe les récepteurs sst..

Aprés avoir été largement étudié pour son implication dans des pathologies
cardiovasculaires, le systéme urotensinergique fait depuis quelques années 1’objet d’intenses
recherches sur ses propriétés pro-mitogenes, chimioattractantes et pro-angiogéniques, et
incidemment, sur son rdle potentiel dans 1’induction et/ou le développement de tumeurs. En
particulier, I’équipe « Astrocytes et Niche Vasculaire » a récemment démontré que le systeme
urotensinergique participe a la tumorigenése gliale. Il est dorénavant acquis que I’UT est
surexprimé dans plusieurs types de cancers solides, faisant de ce récepteur une cible

diagnostique voire pronostique prometteuse.

Sur la base de ces données, nous nous étions fixés comme objectif de développer des
analogues urotensinergiques couplés au DOTA pour évaluer leur capacité a imager des tumeurs
solides surexprimant le récepteur UT. Les travaux rapportés dans ce manuscrit montrent qu’en
dépit des propriétés prometteuses du DOTA-UII et du DOTA-urantide observées in vitro,
1"*1In-DOTA-UII peine a détecter ses cibles d’intérét lorsqu’il est injecté chez des souris
porteuses de xénogreffes tumorales. Il est relativement classique que des peptides aux
propriétés pharmacologiques prometteuses in vitro se révélent décevants in vivo, en raison
notamment d’une demi-vie tres courte. Les données que nous avons obtenues chez la Souris
avec 1'*"In-DOTA-UII, suggérent une clairance rénale importante. Parmi les modifications

structurales qui pourraient augmenter la stabilité, la lipophilie et la taille des peptides, figurent
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I’acétylation ou I’amidation de I’extrémité N- ou C-terminale, le remplacement d’un acide
aminé par sa forme dextrogyre, la substitution d’un acide aminé naturel par un équivalent
dextrogyre ou de synthése ou leur conjugaison avec des macromolécules, augmentant ainsi leur

demi-vie (Adessi et Soto, 2002 ; Werle et Bernkop-Schnirch, 2006).

Ce projet souleve toutefois plusieurs interrogations et/ou perspectives de recherche.
Afin d’optimiser nos résultats, plusieurs pistes seraient & explorer : vérifier la capacité de I’***In-
DOTA-urantide a imager des tumeurs surexprimant I’UT, développer et tester de nouveaux
ligands urotensinergiques tels que I’URP ou d’autres analogues optimisés comme le [D-Alal,
Pen?, D-Trp*]-URP, le [D-Alal, Pen?, D-Trp* Orn°]-URP, ou encore le [D-Alal, Pen?, Chad,
D-Trp*, Orn®]-URP et/ou synthétiser de nouveaux radioligands porteurs de groupes
prosthétiques fluorés dont les propriétés pharmacocinétiques, i.e. haute lipophilie et meilleure
absorption par les tumeurs, sont souvent supérieures au DOTA (Bégué et Bonnet-Delpon,

2008 ; Hofmann et al., 2015).

Enfin, il serait judicieux de profiter des propriétés pro-angiogéniques du systéme
urotensinergique afin de chercher a combiner ces peptides avec d’autres ligands, tel que le RGD

pour le développement de radioligands bi-fonctionnels ciblant a la fois I’UT et I’intégrine avfs.
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RESUME

La surexpression de récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) dans certains cancers
est mise a profit en médecine nucléaire pour développer des radioligands capables de
diagnostiquer la présence de tumeurs. A titre d’exemple, des analogues de la somatostatine
marqués a I’indium-111 (*'!In-OctreoScan) sont utilisés pour le diagnostic de tumeurs
neuroendocrines. L’urotensine II (UII), qui présente des homologies structurales avec la
somatostatine, est considérée comme le neuropeptide vasoactif le plus puissant découvert a ce
jour. L’UII interagit avec un unique RCPG de trés haute affinité appelé UT, classiquement
couplé & la voie Gag/PLC/IP3/Ca?*. L’UII exerce notamment des activités pro-mitotiques et
chémoattractantes et une expression eleveée de I'UT a été rapportée dans plusieurs types de
tumeurs solides humaines provenant des poumons, de l'intestin, de la prostate ou du sein. Ces
données suggeérent que I'UT pourrait étre une cible prometteuse pour concevoir des analogues
urotensinergiques radiomarqueés a finalités diagnostiques voire thérapeutiques. Deux analogues
urotensinergiques capables de lier des isotopes radioactifs (le DOTA-UII et le DOTA-urantide)
ont été synthétisés et radiomarqués avec succés avec 1’*11In. L'incubation de 1I’*'In-DOTA-UII
dans du plasma humain a révélé que seulement 30% du radioligand étaient dégradés aprés 3
heures d’incubation. L'administration de concentrations croissantes de DOTA-UII et de
DOTA-urantide sur des cellules HEK-293 exprimant I'UT induit une augmentation dose-
dépendante de la concentration cytosolique de calcium, avec une puissance et une efficacité
similaires a celles obtenues avec I'UIl (ECso: 1,26 108 M et 2,09 108 M, UII et DOTA-UII,
respectivement) et urantide (ECso: 1,82 10® M et 1,52 10® M, urantide et DOTA-urantide,
respectivement). Alors que la fixation sur I’UT du DOTA-UII ou I’UII entraine l'internalisation
du complexe ligand-récepteur (ELISA et immunocytochimie) dans les cellules HEK-293
exprimant I'UT, I’urantide et le DOTA-urantide restent inactifs.

L'injection intraveineuse de 1'***In-DOTA-UII chez des souris C57BL/6 a révélé un
léger signal principalement restreint dans les reins, indiquant une clairance rapide du peptide.
Des résultats similaires ont été obtenus avec des souris dont le géne codant I’UT a été invalidé
(mMUTS2R™) ou des souris exprimant constitutivement la forme humaine de I'UT (mUTS2R”-
hUTS2R**). Enfin, I’*"In-DOTA-UII a été injecté chez des souris Nudes porteuses de
xénogreffes hétérotopiques de cellules humaines A549 (adénocarcinome pulmonaire) ou
DLD-1 (adénocarcinome colorectal), exprimant fonctionnellement I’UT, comme nous 1’avons
préalablement vérifié par analyses western blot, par immunohistochimie et par des tests de
migration/prolifération cellulaire. Dans les deux cas, I'imagerie TEMP/TDM n'a toutefois pas
réveélé de signal exploitable dans les tumeurs, suggérant que la clairance du radioligand est trop
importante pour permettre I'accumulation du radiotraceur et la détection des tumeurs.
L’ensemble de nos résultats démontre que la conjugaison de DOTA dans les analogues
urotensinergiques n'altere pas l'activation de I'UT. Cependant, d'autres investigations sont
nécessaires pour diminuer la clairance rénale et améliorer I'imagerie tumorale et ainsi permettre,
a terme, de concevoir des radioligands urotensinergiques a finalités diagnostiques voire
théranostiques.

Mots clés : Urotensine Il ; Récepteur UT ; RCPG ; Cancer ; Radioligand ; DOTA-analogues.
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