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« Tout obstacle renforce la détermination. Celui qui s’est fixé un but n’en change pas »

Léonard de Vinci

« J’ai appris que le courage n’est pas I’absence de peur, mais la capacité de la vaincre »

Nelson Mandela

« La liberté commence ou I'ignorance finit »

Victor Hugo
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Résumé

La radioimmunothérapie (RIT) est une stratégie théranostique associant la spécificité
de reconnaissance d’anticorps monoclonaux (AcMs) (ou de formes dérivées) vis-a-vis des
antigénes tumoraux et les propriétés des radionucléides (imagerie/thérapie). L’efficacité de
la RIT est cependant limitée sur les tumeurs solides a cause de la lente diffusion des AcMs et
de leur longue demi-vie plasmatique. Les approches de radioimmunothérapie préciblée
(PRIT), qui dissocient l'injection des AcMs de celle des radioligands constituent des
alternatives pertinentes envisagées pour diminuer ’"hématotoxicité et améliorer I'efficacité
thérapeutique de la RIT classique. Nous avons ainsi travaillé sur une stratégie de PRIT
utilisant la chimie bioorthogonale par interaction entre un trans-cyclooctene (TCO) et une
tétrazine (TZ), a la fois pour I'imagerie et pour la thérapie de la carcinose péritonéale (CP)
d’origine colorectale (modele A431-CEA-Luc/ AcM 35A7). Dans un premier temps nous avons
évalué a la fois in vitro et in vivo dans le modeéle de CP ainsi que dans un modéle sous-cutané
de cancer colorectal (modéle HT29/ AcM Ts29.2) I'effet des modifications apportées aux
AcMs. Nous avons ainsi montré que les modifications d’AcMs influencent I'interaction entre
les TCO et la TZ, sans pour autant altérer leur immunoréactivité. L’ajout d’espaceurs PEGylés
(polyéthyléne glycol) entre les AcMs et les TCO induit une diminution significative de
I'interaction TCO/TZ. De plus, nous avons montré que les TCO sont sujets a I'isomérisation en
cis-cyclooctenes, inactifs vis-a-vis de la TZ, et que la PEGylation aggrave ce phénomeéne. Ces
études ont ainsi montré a la fois que les AcMs-TCO ne contenant pas d’espaceur PEGylé
étaient les plus favorables pour le préciblage mais également, qu’il était primordial de
contrbler le taux d’isomérisation des TCO avant greffage aux AcMs pour ne pas altérer
I'interaction vis-a-vis des TZ. Dans un second temps nous avons effectué avec succes la
preuve de concept de I'imagerie SPECT de la CP par préciblage entre I’AcM 35A7-TCO et la
TZ-PEG4-DOTA-Y"7Lu (i.e. TZ-1). Un ciblage spécifique des tumeurs péritonéales a ainsi été
obtenu, avec un trés bon contraste. L'étude de PRIT effectuée avec cette méme sonde TZ-1 a
cependant échoué a mettre en évidence une amélioration des médianes de survie ou un
ralentissement de la croissance tumorale, nous amenant ainsi a reconsidérer la structure de
la TZ-1. Trois autres TZ (i.e. TZ-2-4) ont donc été évaluées par la suite, en biodistribution, afin
de déterminer la meilleure pour la PRIT de la CP. Ainsi, la TZ-3, qui comporte un espaceur
PEGylé plus long que la TZ-1, s’est avérée étre la plus favorable dans ce type de stratégie et
sera prochainement utilisée pour une nouvelle étude de thérapie.

En conclusion, ces travaux de thése ont permis de démontrer la faisabilité du concept
de préciblage par chimie bioorthogonale utilisant Iinteraction TCO/TZ pour I'imagerie de
tumeurs disséminées dans la cavité péritonéale. Cette stratégie reste néanmoins compliquée
a mettre en place du fait de l'instabilité des TCO et des problémes de réactivité de certaines
sondes TZ et nécessite encore de nombreuses optimisations avant de pouvoir envisager une
application thérapeutique.



Abstract

Radioimmunotherapy (RIT) consists to combine the specificity of monoclonal
antibodies (mAbs), or mAbs derived structures, towards tumor antigens with the
imaging/therapy properties of radionuclides, representing thus a theranostic strategy. RIT
efficiency in solid tumors is limited due to both mAbs slow diffusion and long blood
clearance. Pretargeted radioimmunotherapy (PRIT) appears as an alternative to circumvent
hematotoxicity and improve therapeutic efficacy. We have thus worked on PRIT based on
bioorthogonal click chemistry relying on the interaction between trans-cyclooctene (TCO)
and tetrazine (TZ). Application of this strategy was made for imaging and therapy of
peritoneal carcinomatosis (PC) from colorectal origin (A431-CEA-Luc model/ 35A7 mAb). We
have first assessed the influence of mAbs modifications, in vitro and in vivo experiments
made on both PC model and subcutaneous colorectal cancer (HT29 model/ Ts29.2 mAb). We
thus demonstrated that mAbs modifications influence the interaction between TCO and TZ
without decreasing their antigen binding capacities. Indeed, addition of PEGylated
(polyethylene glycol) linkers between mAbs and TCO induced a significant decrease of
TCO/TZ interaction. In addition, we also demonstrated that TCO moieties undergo severe
isomerization to cis-cyclooctene (CCO) moieties which are unreactive towards TZ. Addition of
PEG linkers also increased the isomerization rate of TCO to CCO. Our results highlighted that
a non PEGylated mAb should represent the best structure for PRIT to avoid isomerization
and consequently to control the ratio of CCO before mAbs coupling to maximize TCO/TZ
interaction. In disseminated PC, we have made for the first time the proof of concept of
SPECT imaging between 35A7-TCO and TZ-PEG4-DOTA-'"’Lu (i.e. TZ-1). We indeed obtained a
specific signal corresponding to PC tumors with a very good contrast. However, a PRIT
experiment using TZ-1 did not allow observing neither improvement of median survivals nor
tumor growth slow down. Those disappointing results led to reconsider the TZ-1 structure
and evaluate three new TZ (i.e. TZ-2-4). The TZ-3, bearing a longer PEG linker than TZ-1,
appears as the most appropriate for PRIT studies and will soon be considered for a new
therapy experiment.

In conclusion, we demonstrated the possibility to do pretargeted imaging of
peritoneal disseminated tumors using bioorthogonal click chemistry with TCO/TZ interaction.
Nevertheless, this strategy is quite complicated to do due to both TCO isomerization and
reactivity of radiolabelled TZ probes. Further optimizations will be mandatory before therapy
can be transferred to clinic.
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Introduction générale

L'usage de thérapies ciblées, notamment a base d’anticorps monoclonaux (AcMs) constitue
un complément ou une alternative aux traitements anticancéreux dits conventionnels. Parmi les
thérapies ciblées existantes, se trouve la radioimmunothérapie (RIT), une approche qui consiste a
cibler des antigénes (Ag) tumoraux spécifiques grace a des AcMs couplés a des radionucléides. Les
rayonnements émis par le radionucléide entrainent ainsi une irradiation des cellules tumorales, ce
qui va induire in fine la mort cellulaire. En clinique, la RIT a d’ores et déja démontré son efficacité
dans le traitement du lymphome non-Hodgkinien, par un ciblage du CD20 a l'aide d’un AcM
radiomarqué a I'Yttrium-90 (ibritumomab tiuxetan, Zevalin®, Bayer) mais se révele cependant
inefficace dans le traitement des tumeurs solides. En effet, la lente circulation des AcMs dans le
systeme sanguin, combinée a leur faible pénétration tumorale induit des risques a la fois de

radiorésistance et d’hématotoxicité, deux parametres qui limitent fortement son efficacité.

Afin de pallier les inconvénients de la RIT, différentes stratégies de préciblage ont été
développées, il s’agit alors de radioimmunothérapie préciblée (PRIT). La notion de préciblage
implique une stratégie qui s’effectue en deux temps en dissociant I'injection des AcMs de celle des
sondes radiomarquées. Les deux entités, préalablement modifiées de fagon a pouvoir se reconnaitre
spécifiquement dans I'organisme, vont ainsi se lier 'une a I'autre directement in vivo. Un délai de 24
a 72 h entre l'injection des deux composés favorise ainsi I'élimination des AcMs non fixés a la
tumeur, qui peut étre augmentée par l'utilisation d’agents de clairance. De plus, I'élimination
généralement rapide des sondes radiomarquées permet de réduire les risques d’hématotoxicité

assurant de fait I'innocuité de ce systeme.

La technique de PRIT la plus ancienne repose sur l'interaction de I'avidine —ou de son
analogue de synthése la streptavidine- avec la biotine. Malgré une réaction rapide a tres haute
affinité 'immunogénicité de I'avidine demeure un frein majeur pour étendre ce systéme a la clinique.
Puis, les anticorps bispécifiques (bsAcs), ont été construits avec une partie dirigée contre les Ag
tumoraux et une partie spécifique reconnue par un haptene radiomarqué. Ce systeme, le plus avancé
en termes d’études cliniques demeure tout de méme long et colteux a mettre en place du fait de la
lourde ingénierie des AcMs. Des essais ont par la suite été menés avec des Morpholinos, des AcMs
couplés a des fragments d’ADN ciblés avec des fragments ADNc radiomarqués. Ce systeme, soumis
aux risques de dégradations par les endonucléases nécessite encore de nombreuses optimisations.
Enfin, le systéme le plus récent, la chimie bioorthogonale repose sur l'interaction spécifique entre

deux molécules chimiques pour former une liaison covalente. Les deux entités chimiques utilisées



sont inertes envers les macromolécules biologiques assurant ainsi I'innocuité de cette stratégie in

vivo.

Le cancer colorectal est le troisieme cancer le plus répandu dans le monde et les chances de
survie a 5 ans dans le cas de tumeurs locorégionales avoisinent les 90 %. Cependant, a un stade
avancé de la maladie les cellules cancéreuses colorectales métastasent au niveau du foie, des
poumons ou bien encore de la cavité péritonéale, et on parle alors de carcinose péritonéale (CP)
d’origine colorectale pour laquelle les chances de survie a 5 ans ne dépassent pas 10 %. Bien que la
chirurgie, associée ou non a la chimiothérapie, soit actuellement le traitement de référence de la CP,
d’importants facteurs de morbidité associés a une forte mortalité postopératoire impliquent de

devoir développer de nouvelles thérapies, plus efficaces et moins toxiques pour les patients.

Ainsi, au cours de cette thése nous nous sommes focalisés sur I'étude de la PRIT par chimie
bioorthogonale appliquée au traitement de la CP d’origine colorectale. Au cours des dix dernieres
années, de nombreuses réactions de chimie bioorthogonale ont été décrites, variant principalement
en termes de stabilité et de vitesse d’interaction. Ainsi, nous nous sommes plus particulierement
intéressés a la réaction de Diels-Alder a demande électronique inverse (IEDDA) qui met en jeu un
AcM couplé a un trans-cyclooctene (TCO) d’'un cOté et une sonde tétrazine (TZ) radiomarquée de
I’autre. La faisabilité préclinique de I'interaction AcM-TCO/TZ a été démontrée ces derniéres années,
aussi bien en imagerie qu’en thérapie dans des modéles de xénogreffes sous-cutanées de cancer du
coOlon. La preuve de concept de cette approche sur des tumeurs disséminées n’a en revanche pas

encore été décrite a ce jour.

La premiére partie de ce manuscrit sera consacrée a une étude bibliographique avec une
partie clinique portant sur le cancer colorectal et la carcinose péritonéale d’origine colorectale, puis
en l'exposé des travaux relatifs a la radioimmunothérapie et aux différentes approches de
radioimmunothérapie préciblée et notamment la chimie bioorthogonale. Dans un second temps
seront exposés les objectifs de theses ainsi que les méthodes mise en place dans les expériences
pour y répondre. Les résultats seront par la suite présentés sous forme d’articles publiés ou soumis
avec une introduction spécifique a chacun. Enfin, la discussion des résultats obtenus ainsi que les

perspectives du projet viendront cloturer cette these.



Partie 1 : Données bibliographiques

Chapitre 1 : Le cancer colorectal (CCR)
. Epidémiologie

Le cancer est un probléeme de santé publique majeur et représente la deuxieme cause de
mortalité au sein des pays industrialisés. Dans le monde, le cancer colorectal (CCR) est I'un des
cancers les plus répandus avec une incidence d’1,4 millions de nouveaux cas par an et un nombre de
déces annuel de 694 000 personnes[1]. En France, le CCR occupe la seconde place chez la femme,
aprés le cancer du sein (1°") et devant celui du poumon (3¥™¢). Chez ’homme il se tient & |a troisiéme
place, derriére ceux de la prostate (1°") et du poumon (2%™¢). L’incidence du CCR en France est de
40 000 nouveaux cas par an (53 % chez les hommes et 47 % chez les femmes). En termes de
mortalité, il s’agit du cancer le plus meurtrier aprés celui des poumons avec 40 a 50 % de déces dus a

la maladie ou aux complications post-traitements|[2].

Environ 40 % des tumeurs colorectales sont localisées au niveau du rectum et 60 % dans le

colon, préférentiellement dans la partie sigmoidale (Figure 1).

Muqueuse

Sous-mugqueuse

Musculeuse

Figure 1 : Représentation schématique de I'épithélium du célon.

Le CCR se déclare généralement aprés 50 ans et un diagnostic précoce permet d’augmenter
tres nettement les chances de survie des patients. Les progres en termes de diagnostic in vitro et par
imagerie permettent de fait, la détection de plus en plus précoce des CCR. Ainsi, dans le cas de
tumeurs localisées dans le célon ou le rectum le taux de survie a 10 ans avoisine les 90 % apreés
résection. Dans le cas de tumeurs distantes, la survie a 5 ans passe en dessous des 50 % et pour des
tumeurs métastasées de grade IV les chances de survie a 5 ans chutent sous la barre des 10 %

(Tableau 1)[3], ce qui est le cas dans 25 % des patients diagnostiqués. Tous stades confondus, le taux



de survie a 5 ans du CCR se situe aux alentours des 60 %. De plus, environ 50 % des patients atteints
d’un CCR développeront des métastases au cours de I"évolution de leur maladie d’ou le fort taux de

mortalité observé pour ce type de cancer.

Tumeur Primitive (T)

Tx Tumeur primaire non-évaluée
T0 Aucune preuve de tumeur primaire
Tis Carcinome in situ : invasion intra-muqueuse
T1 Tumeur envahissant la sous-muqueuse
T2 Tumeur envahissant la musculeuse
T3 Tumeur envahissant la séreuse ou située dans I'espace péri-colique ou
péri-rectal non-péritonéal
T4 Envahissement des organes de voisinage ou perforation du péritoine
T4a Tumeur perforant le péritoine
T4b Tumeur envahissant directement d’autres organes
Ganglions lymphatiques régionaux (N)
Nx Ganglion lymphatique non-évalué
NO Absence d’atteinte ganglionnaire
N1 Meétastases dans 1 a 3 ganglions
Nila Métastases dans 1 ganglion
N1b Métastases dans 2-3 ganglions
Nic Dépo6ts tumoraux (satellites) dans la sous-séreuse ou dans I'espace
péri-colique ou péri-rectal non-péritonéal sans atteinte ganglionnaire
N2 Métastases dans 4 ganglions ou +
N2a Métastases dans 4-6 ganglions
N2b Métastases dans 7 ganglions ou +
Métastases distantes (M)
MO Pas de métastase distante
M1 Métastase distante
Mila Métastases confinées a un seul organe (foie, poumons, ovaire,
ganglion lymphatique non-régional) sans atteinte péritonéale
M1b Métastases dans plusieurs organes
Milc Métastases dans la cavité péritonéale avec ou sans atteinte d’autres
organes
Stade tumoral Score TNM Survie a 5 ans (%)
| T1-2, NO, MO >90
1A T3, NO, MO 80-85
]3] T4a, NO, MO 70-80
lic T4b, NO, MO 70-80
A T1-2, N1, N2a, MO 65-80
]]:3 T3-4a, N1, N2a-b, MO 50-65
nc T3-4a-b, N1, N2a-b, MO <50
IVA T1-4b, NO-2b, M1a 5-8
IVB T1-4b, NO-2b, M1b 5
IVC T1-4b, NO-2b, M1c <5

Tableau 1 : Classification TNM du cancer colorectal et survie a 5 ans des patients selon le stade tumoral.
Selon I'Union internationale contre le cancer (UICC), 8¢ édition[4].



De nombreux facteurs de risques sont associés a I'apparition d’un CCR[2]. Ainsi, I'dge est un
facteur de risque important. De plus, les hommes sont plus touchés que les femmes. Les maladies
inflammatoires intestinales, la prédisposition génétique, I'obésité, une exposition prolongée a des
contaminants chimiques (tabac, polluants) ou bien encore une consommation excessive d’alcool
augmentent de 20 a 50 % le risque de carcinome colorectal[5]. A l'inverse, une alimentation riche en
calcium (i.e. 300 mg par jour) ou en fibres (i.e. 10 g par jour)[6] ainsi que 30 minutes d’activité

physique par jour[7] permettent de diminuer d’environ 10 % les risques de développer un CCR.

Il. Tumorigénése adénome-carcinome

L'adéno-carcinogénese colorectale se développe de facon hétérogene selon des mécanismes
qui peuvent étre retrouvés a la fois dans des formes familiales et sporadiques (Figure 2)[8]. Les
altérations génétiques et épigénétiques des formes familiales sont également retrouvées dans 80 %
des formes sporadiques. Les premiers évenements moléculaires participant a la cancérogénése
colique ont été décrits en 1989 par Fearon et Vogelstein[9]. De nombreuses altérations génétiques

impliquées dans la formation du CCR ont depuis été largement décrites[10].
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Figure 2 : Carcinogéneése du cancer colorectal de forme sporadique. Modifié d’apres Bhalla et al.[10]
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Parmi les formes familiales, le cancer du cOlon héréditaire sans polypes, appelé également
syndrome de Lynch, est transmis selon le mode autosomal dominant avec une forte pénétrance. Le
syndrome de Lynch représente 80 a 90 % des cas de CCR héréditaires et 2 a 3 % de I'ensemble des
CCR. Il se produit suite a des mutations des genes codant pour les protéines de réparation des
mésappariements de I’ADN (systeme mismatch repair, MMR) (Figure 3)[11]. Ces mutations dans les
génes tels que MSH2, MSH6, PMS2 et MLH1 pourraient rendre compte des instabilités observées

dans les régions de séquences répétées que sont les microsatellites instables (MSI)[12].

Mutations acquises

Colon sain ou
mutations mismatch repair

MLH1
MSH2
MSH6
P5M1
PSM2
Adénome : Mutations secondaires
séreux : Instabilité des
sessile : microsatellites
v
TGFBRII
BAX
BRAF
TCF-4 Mutations des génes régulant
Carcinome IGF2R la croissance cellulaire, la

différenciation et I'apoptose

Figure 3 : Carcinogénése du cancer colorectal de forme héréditaire. Modifié d’aprés Bhalla et al. [10]

Le gene APC (Adenomatous Polyposis Coli) est lui aussi fortement impliqué dans les processus
néoplasiques avec plus de 700 mutations identifiées jouant un réle dans la formation de polypes
adénomateux familiaux (FAP) de CCR. APC est un gene suppresseur de tumeurs localisé sur le bras
long (g) du chromosome 5, entre les positions 21 et 22. La protéine APC régule la division cellulaire et
intervient dans la voie de signalisation des B-caténines. Si la protéine APC est tronquée, le complexe
dans lequel elle intervient (Axine-APC-GSK3) n’est plus fonctionnel et la B-caténine qui ne peut plus
interagir avec le complexe va alors étre transloquée au niveau du noyau et activer la transcription

des genes cycline D1 et MYC induisant in fine une augmentation de la prolifération cellulaire[9][13].



Le gene APC est également impliqué dans 80 % des CCR de forme sporadique par la présence
de mutations regroupées dans des régions précises (i.e. Mutation Cluster Region, MCR) et
éventuellement des délétions hors MCR. D’autres genes peuvent intervenir dans la formation
sporadique d’adénocarcinomes colorectaux avec des mutations dans les oncogénes (KRAS, PI3K et
BRAF) ou d’autres génes suppresseurs de tumeurs tels que p53, muté dans 70 a 80 % des CCR[8]. Les
mutations de type BRAF associées a des microsatellites stables (MSS) sont un facteur de mauvais
pronostic pour le patient[10]. Des mutations dans le facteur de transcription SMAD4, impliqué dans la
voie du TGF-B, sont également associées a de mauvais pronostics. Des pertes partielles de
chromosomes (5p, 17p, 18q, ...) participent a I'absence partielle des génes APC et Smad4. Par ailleurs,
des études montrent que le pattern de méthylation (i.e. CpG island methylator phenotype, CIMP) des
MSI dans le CCR est associé au mauvais pronostic des patients, les patients avec des mutations de
type MSI+/CIMP+ ayant des médianes de survie plus faibles que ceux ayant des mutations

MSI+/CIMP-[14].

Ill. Diagnostic du CCR

En cas d’apparition de signes cliniques (constipation, distension abdominale, perte de poids,
malaises, fievre, anémie, ...) le patient est soumis soit a un toucher rectal soit a une exploration par
imagerie des parois du colon et du rectum afin de vérifier la présence de tumeurs sur la muqueuse.
Le « gold standard » du diagnostic du CCR par imagerie est la colonoscopie, une endoscopie digestive
basse, qui permet I'exploration des parois du rectum a 'aide d’'une caméra possédant une sensibilité
de 90 % et une spécificité de 26 %[15]. Cette technique est associée a des biopsies en cas de
détection de masses néoplasiques et permet ainsi de dresser une confirmation histologique fiable du
stade tumoral. Les tumeurs qui sont localisées dans les 15 cm de la marge anale sont considérées
comme rectales et les masses proximales sont attribuées au colon. Le diagnostic du CCR prend

également en compte la taille et I’histopathologie des tumeurs (Figure 4).

Figure 4 : Néoplasme colorectal a différents stades. (a) Adénome sessile de petite taille. (b) Adénome sessile
de stade avancé. (c) Large carcinome sigmoide ulcéreux. Reproduit d’aprés Kuipers et al.[2]



La colonoscopie (ou coloscopie) est a ce jour la seule technique de diagnostic du CCR qui soit
également un outil de thérapie en permettant le retrait des lésions cancéreuses. Une imagerie
scanner peut également étre couplée a la coloscopie optique standard mais ne permet pas de
pouvoir effectuer de faire de biopsie[16]. L'imagerie nucléaire peut également étre préconisée en cas
de dissémination tumorale, pour la détection de métastases[10]. Le ¥F-FDG, qui est classiquement
utilisé en imagerie TEP peut ainsi étre combiné avec un CT ou IRM afin d’améliorer la détection mais

la sensibilité de ces méthodes demeure néanmoins faible dans le cas de CCR métastatique([17].

Une autre méthode de diagnostic, concerne la détection non-invasive de biomarqueurs
moléculaires. En effet, la présence de tumeurs primitives peut étre suggérée grace aux tests de
recherche de sang occulte dans les selles (iFOBT et FIT)[18]. La présence de sang dans les selles est
ainsi un indicateur de la présence de polypes ou de lésions (pré)cancéreuses. Le test Cologuard (Exact
Science Corporation, Madison, USA)[19], commercialisé depuis 2015 permet de détecter des polypes
ou des tumeurs par recherche d’anomalies de ’ADN dans les selles et aussi de mettre en évidence et
guantifier les mutations KRAS ou APC ainsi que la présence de biomarqueurs de méthylation de

I’ADN (NDRG4 et BMP3).

Malgré les importants progres obtenus ces dernieres années dans la détection précoce des
CCR, la meilleure option demeure néanmoins la coloscopie préventive des Iésions

précancéreuses[15].

IV. Traitements du CCR

Le traitement du CCR repose sur une approche multimodale qui prend en compte plusieurs
critéres tels que les caractéristiques intrinséques de la tumeur, sa localisation (tumeur locorégionale,
métastases), la présence ou I'absence de biomarqueurs spécifiques ou bien encore le pronostic des
patients (morbidité, risques de mortalité). De plus, le cancer du célon et celui du rectum étant deux

cancers distincts, le traitement appliqué peut étre différent, et adapté selon leur évolution[2].

Apres diagnostic, les patients sont classés en quatre groupes de risques allant de 0 a 3[20]. Le
groupe 0 correspond a des patients présentant soit une tumeur locorégionale soit des métastases
opérables, notamment au niveau du foie, et qui montrent une forte probabilité de rémission. Le
groupe 1 contient les patients avec des métastases hépatiques ou pulmonaires potentiellement
curables. Les groupes 2 et 3 correspondent tout deux aux patients atteints de tumeurs disséminées

dans la cavité péritonéale, les patients considérés comme incurables étant placés dans le groupe3.



Les patients présentant un CCR peuvent étre traités par chirurgie et/ou par chimiothérapie

ou bien encore par I'utilisation de thérapies ciblées (anticorps et protéines recombinantes).

a. Chirurgie

Jusqu’a la fin des années 1980 le traitement de référence du CCR consistait principalement
en une colectomie, c’est-a-dire en I'ablation chirurgicale par voie ouverte du segment de c6lon
envahi par les tumeurs. Le pronostic des patients était fortement corrélé a la qualité de la chirurgie,
elle-méme source d’un fort risque de résurgences locales ou distantes[21]. De nos jours, la chirurgie
par voie laparoscopique est privilégiée avec une contre-indication pour les patients obéses, ayant

déja subi des chirurgies abdominales ou bien ceux ayant une pathologie avancée[22].

b. Radiothérapies

Aucune thérapie néo-adjuvante n’est utilisée dans le traitement du cancer colique. En
revanche, pour le traitement du cancer du rectum, la radiothérapie externe (RTE), la chimiothérapie
ou encore la chimioradiothérapie (CRT) peuvent étre recommandées dans les stades intermédiaires a

avancés[2].

En 2011, les résultats d’'une étude clinique multicentrique randomisée, menée sur une
période de 12 ans, comparant |'efficacité de la RTE préopératoire a celle de la chirurgie seule ont été
publiés[23]. Ainsi, cette étude a démontré que la RTE appliquée en préopératoire diminue
significativement le taux de rechutes locales de plus de 50 % comparé a la chirurgie seule chez les
patients présentant des tumeurs locorégionales. En revanche, dans le cas de tumeurs distantes,
I'effet de la radiothérapie n’est pas significatif. Suivant la méme tendance, la médiane de survie est
augmentée de facon significative avec la RTE préopératoire dans le cas de tumeurs locorégionales
mais reste sans bénéfice dans le cas de tumeurs plus distantes. Enfin, la CRT a été considérée comme
traitement standard puis utilisée en néo-adjuvant pour le traitement du cancer du rectum[24]. Par la
suite, I'utilisation de la CRT néo-adjuvante a permis d’augmenter I'effet de la chirurgie en termes de
survie a 5-ans et de survie globale dans le cas de tumeurs locorégionales[25]. Si la CRT et la RTE sont a
I'origine d’un taux plus faible de rechutes locales[23], seulement 10 a 20 % des patients montrent une
réponse compléte a la CRT du fait de phénomenes de radiorésistances aux irradiations[26]. Des
stratégies de radio-sensibilisation sont de fait progressivement développées afin d’augmenter
I’efficacité de la RTE et de la CRT. La preuve de concept de I'efficacité de la radio-sensibilisation a
récemment été démontrée en préclinique dans un modele murin de tumeurs colorectales (cellules

CT-26)[27]. Le ginsenoside Rg3 a ainsi été utilisé pour potentialiser les effets de la RTE et a démontré



une diminution de la croissance tumorale associée a une augmentation de la survie des animaux

grace a l'inhibition du facteur de transcription NF-kB.

Récemment, une nouvelle approche de radiothérapie a été approuvée par la Food and Drug
Administration (FDA), la radiothérapie endorectale appelée également brachythérapie par rayons X
ou radiothérapie papillon[28][29]. Cette radiothérapie de contact consiste a envoyer des rayons X de
faible énergie (50 keV) a haut débit (15 Gy/min) au niveau du rectum (profondeur maximale de 15
cm). Ce traitement est appliqué en ambulatoire, en 3 ou 4 séances de 10-15 jours d’intervalle, et
permet d’améliorer de facon significative le taux de réponse clinique tout en permettant de
préserver I'intégrité de la fonction et des organes touchés[30][31]. Son indication est privilégiée dans
le cas de tumeurs TINO mais elle peut également étre appliquée sur des tumeurs rectales T2-T3 en

association avec la CRT préopératoire[32][33].

Les patients présentant des métastases colorectales au niveau hépatique qui sont
réfractaires aux thérapies conventionnelles peuvent étre traités par radioembolisation, ce qui
permet de ralentir la progression tumorale[34]. La radioembolisation est une technique de
radiothérapie interne sélective qui permet de cibler les métastases hépatiques par ciblage direct via
des microsphéres de résine radiomarquées avec de I'Yttrium-90. Cette approche permet de délivrer
une forte dose de radiations béta au niveau de la tumeur pendant environ 14 jours tout en évitant

d’exposer le foie a des niveaux de toxicité trop élevés([35].

c. Chimiothérapies

Pour les CCR de stade I/ll, seulement 5 % des patients recoivent une chimiothérapie
adjuvante mais cela fait en revanche partie du protocole de traitement standard pour les CCR
avancés (stade IlI/IV)[2]. Les protocoles de chimiothérapies reposent sur I'action d’agents
cytotoxiques tels que les fluoropyrimidines (capecitabine, 5-fluorouracil (5-FU), raltitrexed) qui
permettent d’inhiber la synthése d’ADN par blocage de I'enzyme thymidylate synthase et qui
s’'incorporent dans I’ARN (Tableau 2)[36]. Les fluoropyrimidines peuvent étre administrées par voie
systémique (5-FU) [37][38] ou orale sous forme d’un pro-médicament (Capecitabine, Xéloda®;
Roche)[39][40]. Elles peuvent étre utilisées seules ou en association a d’autres monothérapies telles
que l'oxaliplatine (Eloxatin®, Sanofi-Aventis) ou bien encore lirinotécan (Camptosar®, Pfizer)
(Tableau 2). L'oxaliplatine, un organoplatine proche du cisplatine, permet d’altérer a la fois la
réplication et la transcription de I'ADN en formant des mésappariements des bases
complémentaires, entrainant de fait la mort cellulaire[41][42]. L'irinotécan est un inhibiteur de la

topoisomérase |, une enzyme qui intervient au cours de la réplication de I’ADN. Il intervient soit en
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premiere ligne soit seconde ligne de thérapie et est activé en métabolite SN38 par des carboxylases,
pour induire de la cytotoxicité[43][44]. L'acide folinique, ou leucovorine (LV, Elvorine®, Pfizer) est
utilisé comme antidote du métothrexate et des fluoropyrimidines. Il est administré sous forme de
folinate de calcium en tant qu’adjuvant des chimiothérapies au sein des différents protocoles et

permet de réduire les effets toxiques des fluoropyrimidines.

Les patients résistants aux monothérapies recoivent des polythérapies combinant I'action de
plusieurs chimio-médicaments. |l s’agit des protocoles FOLFOX (5-FU/ LV/ oxaliplatine), CAPOX
(capecitabine/ LV/ oxaliplatine, appelé également XELOX) et FOLFIRI (5-FU/ LV/ irinotecan) (Tableau
2). Les protocoles FOLFIRI et FOLFOX induisent un taux de réponse globale significativement plus
important que les chimio-monothérapies (respectivement de 30 a 60 %) et permettent également
d’augmenter la médiane de survie des patients traités[45]. Une étude de phase Il a été réalisée sur
des patients présentant des métastases pulmonaires ou hépatiques inopérables en premiere ligne.
Ces patients ont ainsi recu un triple protocole de chimiothérapie associant 5-FU, oxaliplatine,
irinotécan et leucovorine (FOLFOXIRI) qui a obtenu un taux de réponse d’environ 60 % et un taux de

survie globale de 22,6 mois vs 16,7 mois pour FOLFIRI seul[46].

d. Thérapies ciblées

Dans le cas du cancer colorectal métastatique (CCRm), la prise en charge thérapeutique
repose sur I'action combinée de chimiothérapies et d’agents biologiques qui vont permettre de cibler
spécifiguement des mécanismes moléculaires tels que I'angiogénése ou la prolifération cellulaire.
L'immunothérapie, toujours associée aux protocoles de poly-chimiothérapies FOLFOX, FOLFIRI ou
CAPOX est utilisée chez les patients résistants aux chimiothérapies appliquées en 1% ligne. Ces
associations thérapeutiques augmentent ainsi la médiane de survie des patients, qui devient
supérieure a 20 mois[47]. Les immunothérapies utilisées pour le traitement du CCR ciblent les
récepteurs a I'EGF (EGFR) ou le vascular epidermal growth factor (VEGF). VEGF est exprimé dans de
nombreuses tumeurs et est impliqué dans la prolifération et la migration des cellules endothéliales.
Ce dernier est bloqué par un anticorps, le Bevacizumab (Avastin®, Genentech)[48][49][50] ou piégé
par la protéine recombinante Aflibercept (Zaltrap®, Sanofi-Aventis)[51] correspondant au récepteur
VEGFR couplé a une séquence Fc de type IgGl permettant de bloquer respectivement soit VEGF-A
soit VEGF-A et VEGF-B (Tableau 3).

A Vlinstar des anti-VEGF, les anti-EGFR (Cetuximab, Erbitux®, Imclone Systems;
Panitumumab, Vectibix®, Amgen) (Tableau 3) ne peuvent étre utilisés qu’en I'absence de mutations

KRAS et NRAS car ces mutations activent la GTPase de fagon constitutive et donc les voies des
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MAPKinases ainsi que de la Pi3K[52][53]. L'expression (ou surexpression) d’EGFR est retrouvée dans
environ 80 % des CCR. Elle est associée a un fort risque de développer des métastases entrainant de

fait une diminution de la survie des patients[2].

Une étude clinique de phase Il a par ailleurs été menée sur I'association néo-adjuvante de
bevacizumab, capecitabine et radiothérapie chez des patients atteints d’un cancer rectal locorégional
avancé (lI-1l1)[26]. Les résultats ont ainsi montré qu’il était possible de combiner les effets de
I'immunothérapie a ceux de la chimioradiothérapie afin d’obtenir une meilleure efficacité

thérapeutique, avec des niveaux de toxicité comparables a ceux précédemment décris.

Enfin, dans le cas de foyers multi-métastatiques inopérables, les patients présentant des
symptomes séveres et un pronostic trés sombre (i.e. patients classés en groupe 3), la prise en charge
consiste a administrer des traitements palliatifs ayant pour but de réduire I'avancée du CCRm mais

surtout de diminuer les symptomes associés.
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Chapitre 2 : La carcinose péritonéale
I. Epidémiologie et tumorogéneése

Le stade correspondant a la dissémination tumorale a la surface du péritoine et des organes
abdominaux est appelé carcinose péritonéale (CP) et ses origines sont multiples. En effet, si les
tumeurs primitives du péritoine sont rares (moins de 5 % des cas annuels)[58] les cancers gastriques,
intestinaux, de I'appendice, des ovaires ou encore du cOlon-rectum peuvent évoluer en CP

secondaire par extension locorégionale ou métastatique dans leur stade avancé[59].

A un stade avancé le CCR forme des métastases, soit par dissémination hématogéne, soit via
le systéme lymphatique ou bien encore par colonisation directe des organes adjacents. De nombreux
mécanismes tels que la prolifération cellulaire, I'invasion ou la transition épithélio-mésenchymateuse
sont impliqués[60]. Parmi les différents sites de colonisation des métastases colorectales le foie est le
plus touché (i.e. environ 40 % des cas) mais I'on peut également observer un envahissement au
niveau des poumons (i.e. environ 25 a 35 % des cas) ainsi que dans la cavité péritonéale chez 15 a 25

% des patients atteints d’un CRC de grade IV[59].

La CP d’origine colorectale se produit soit directement par invasion des parois adjacentes de
I'intestin, soit en cas de rupture séreuse ou de perforation de la tumeur primitive (T4 sur I'échelle
TNM)[61]. Ce dernier phénomene, qui intervient principalement de fagon iatrogéne, au moment de la
résection chirurgicale, entraine une migration des cellules dans le systéeme lymphatique, dans le sang

ou bien encore via les parois du lumen jusqu’a la cavité péritonéale.

L'age des patients (> 59 ans), la présence de tumeurs T4 -signifiant un envahissement des
organes avoisinants ou une perforation de la tumeur- ou bien encore une augmentation du taux de
CA 19-9 sont décrits comme facteurs de risques dans le développement de la CP d’origine

colorectale.

La prévalence de nouveaux cas par an reste stable, avec 120 864 cas diagnostiqués ces 5
dernieres années[62], et les progres médicaux ainsi que des campagnes de dépistages plus précoces
ont permis de diminuer significativement le taux de mortalité du CCR. Cependant, le diagnostic d’une
CP d’origine colorectale demeure un facteur de faible pronostic avec une médiane de survie des

patients non-traités ne dépassant pas les 6 mois[63].
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Il. Dépistage

a. Imagerie et marqueurs sanguins

Le diagnostic de la CP est plus complexe que celui du CCR. Un diagnostic erroné sur I'état
d’avancement de la pathologie peut alors conduire a une prise en charge inadaptée du patient,
impactant négativement sa survie globale. L’antigéne carcino-embryonnaire (ACE), une protéine
membranaire glycosylée (cf. page 47), est I'un des principaux marqueurs tumoraux de la CP et est
impliqué dans la progression et la dissémination des CCR. Un taux sérique élevé d’ACE permet ainsi
de suspecter la présence de métastases, examen diagnostic qui est par la suite complété par de

I'imagerie.

La méthode d’'imagerie la plus utilisée pour les CP d’origine colorectale est la
tomodensitométrie (TDM) dont la sensibilité varie de 60 a 90 %[64]. Cet examen peut étre complété
par d’autres méthodes d’imageries exploratoires (coloscopie, laparoscopie) ou fonctionnelles, plus
sensibles, telles que I'imagerie par résonnance magnétique (IRM), le scan CT ou la tomographie par
émission de positons au fluorodeoxyglucose (FDG-TEP)[45]. Une étude histopathologique de la
tumeur primaire intervient en complément de I'imagerie et constitue un pré-requis indispensable a

tout prise en charge thérapeutique.

Un diagnostic précoce est d’autant plus important que la survie des patients a 5 ans dépend

fortement de la charge tumorale détectée[65].

b. Evaluation de I’envahissement péritonéal per opératoire

Parallélement a I'exérése chirurgicale les patients atteints d’'une CP sont, dans la majorité des
cas, soumis a une laparotomie exploratoire de la totalité de la cavité abdominale en vue de mesurer
I’étendue de la maladie. Au cours de cette exploration peu invasive, les chirurgiens déterminent
I'indice de carcinose péritonéale (PCl), mis au point par Sugarbaker et son équipe en 1996, qui
permet d’estimer la charge tumorale dans la cavité péritonéale[66]. Le PCl peut également étre

déterminé de facon non-invasive par scanner CT ou IRM mais avec plus de risques d’erreurs.

La méthode de Sugarbaker consiste en premier lieu a subdiviser les zones abdominales et
pelviennes en 13 régions (Figure 5). A chacune des zones est alloué un score allant de 0 a 3 suivant le
nombre et la taille des tumeurs repérées, le PCl total allant donc de 1 a 39 (0= absence de tumeur ;
1= tumeur < 0,5 cm; 2= 0,5 < tumeur < 5 cm et 3= tumeur > 5 cm ou a confluence). Plus le PCl est

faible moins la cavité péritonéale est envahie par les métastases et plus le pronostic est favorable.
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Ainsi, pour un PCl inférieur a 6 la survie globale a 5 ans est d’environ 44 %, entre 7 et 12 elle est de

22 % et pour un score supérieur a 19 celle-ci chute a 7 %[65]. Il existe donc une corrélation linéaire

entre le PCl et la survie globale a 5 ans, permettant d’effectuer une sélection des patients pour les

diriger ensuite vers une prise en charge adaptée a I'évolution de leur maladie[67]. Enfin, une

détermination du PCl effectuée pré et post-traitement permet d’évaluer la réponse thérapeutique

des chimiothérapies administrées.

Régions :

0 Abdomen central

1 Quadrant haut droit

2 Région épigastrique

3 Quadrant haut gauche

4 Quadrant du milieu gauche
5 Quadrant bas gauche

6 Région pubienne

7 Quadrant bas droit

8 Quadrant du milieu droit
9 Jéjunum proximal

10 Jéjunum distal

11 Iléum proximal

12 Iléum distal

Score :

0 Absence de tumeur

1 Tumeur<0,5cm

2 Tumeurde0,5a5cm

3 Tumeur > 5 cm ou a
confluence (plus de 10)

Figure 5 : Détermination du score de carcinose péritonéale (PCl). Modifié d’aprés Sugarbaker et al.[68]

Un autre indicateur de pronostic introduit en 2009 par Pelz et al. associe I'estimation du PCl a

un scan CT de la région abdominale ainsi qu’aux symptomes cliniques et histopathologiques pour

allouer aux patients un score de 2 a 22 points permettant de les classer dans des catégories allant de

I 3 IV selon la gravité de leur maladie (Tableau 4)[69].
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Symptomes cliniques PCl Histologie des tumeurs primitives
Bien différenciée
Aucun <10
Modérément différenciée/ NO
0 Point 1 Point
1 Point
Modérés [10-20] Modérément différenciée/ N1 ou N2
1 Point 3 Points 3 Points
Séveres >20 Toutes mal différenciées
6 points 7 Points 9 Points
Score Stade
2-3 I
4-7 I
8-10 11
>10 v

Tableau 4 : Estimation du score de Peritoneal Surface Disease Severity (PSDSS) des patients atteints de
carcinose péritonéale d’origine colorectale. Le symptome modéré est défini par une perte de poids < 10 % du
poids total, des douleurs abdominales modérées et des ascites asymptomatiques. Un symptome sévere est
déclaré pour les patients qui ont une perte de poids > 10 %, des douleurs persistantes, une occlusion intestinale
ou des ascites symptomatiques. PCl : indice de carcinose péritonéale (de 0 a 39). N : ganglion, classification
TNM. D’apres Pelz et al.[69]

Plus récemment, en 2013, un nouveau score de pronostic a été proposé par Cashin et al. afin
d’identifier des patients présentant des chances de survie faibles (< 1 an) et donc susceptibles d’étre
exclus des protocoles de thérapie classiques de la CP[70]. Ainsi, un score colorectal péritonéal
(COREP) = 6 montre une spécificité comprise entre 92 et 100 % et une sensibilité de 75 a 80 % pour
I'identification de ces patients. Le COREP attribue un score allant de 0 a 18 apres étude
histopathologique des tumeurs et examens biologiques (dosage de divers marqueurs sériques (ACE,

CA125, CA 19-9 et CA 15-3), comptage des globules blancs, mesure de 'hémoglobine).

Aprés exérese chirurgicale, deux autres outils prédictifs peuvent étre utilisés pour évaluer les
chances de survie du patient, a savoir le score de cytoréduction compléte (CC) et le score R. Le CC
peut étre mesuré de deux facons différentes et permet d’estimer la quantité de tumeurs résiduelles
apres chirurgie. La méthode originale de Sugarbaker mesurait le CC sur une échelle allant de 0 a 3
avec un CC-0 indiquant qu’il n’y a plus de nodule tumoral visible a I'ceil du chirurgien, un CC-1
correspondant a des tumeurs résiduelles de taille inférieure a 2,5 mm, CC-2 pour des tumeurs
résiduelles de 2,5 mm a 2,5 cm et CC-3 pour toutes les tumeurs de taille supérieure a 2,5 cm[71].

Une simplification de cette méthode de classification a été apportée il y a quelques années en
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classant les patients soit en catégorie CC-0 soit CC1 avec un CC-0 indiquant que tous les nodules
tumoraux visibles (= 2,5 mm) ont été retirés par le chirurgien tandis qu’un CC-1 témoigne d’une
ablation incompléte des tumeurs (tumeurs résiduelles < 2,5 mm)[72]. Le score R est plus répandu,
avec RO signifiant une cytoréduction compléte avec des marges négatives, R1 indiquant des marges
positives mais sans tumeur résiduelle apparente et R2 la présence d’importantes masses tumorales.
Le niveau R2 peut étre subdivisé en trois catégories (a, b et c) selon la taille des tumeurs visibles

restantes (<5 mm, entre 5 mm et 2 cm ou > 2 cm).

Ill. Traitements de la carcinose péritonéale d’origine colorectale

a. Exérese chirurgicale

Pendant des années les patients présentant une CP d’origine colorectale étaient considérés
comme incurables et seuls des traitements palliatifs de chimiothérapie injectées par voie systémique
étaient utilisés[73]. Les avancées médicales de ces dernieres années, développées non plus dans un
but palliatif mais a des fins curatives, ont permis d’améliorer la médiane de survie des patients

atteints d’une CP colorectale de 12 a 32 mois[74].

Initialement, I'ablation chirurgicale des tumeurs péritonéales était effectuée en routine dans
le cas de CP dérivant de I'appendice, de mésothéliomes ou de cancers ovariens. Aujourd’hui, la

chirurgie a été étendue aux CP d’origines gastriques et coléniques([75].

Ces dernieres années, le développement de sondes moléculaires destinées a I'imagerie en
fluorescence a connu un essor important et est apparu comme une stratégie potentielle dans les
techniques de chirurgies guidées par imagerie. En effet, la résolution de I'ceil humain est limitée et
peut étre source d’erreur au moment de la cytoréduction (CRS, cytoreductive surgery). Une aide a la
détection en temps réel des tumeurs microscopiques représente ainsi un atout certain dans la prise

en charge d’une pathologie comme la CP[64].

b. Chimiothérapies

La premiére chimiothérapie proposée aux patients ayant une CP d’origine colorectale
reposait sur l'injection néo-adjuvante en systémique de 5-FU, soit seul soit en association avec
d’autres agents cytotoxiques (protocoles FOLFOX et FOLFIRI) ainsi que sur I'utilisation combinée des
thérapies ciblées bevacizumab ou cetuximab (cf. chapitre 1)[76]. Par la suite les patients présentant
une CP de grade IVb, inéligibles aux protocoles classiques, ont été sélectionnés pour recevoir une

exérese chirurgicale combinée a I'injection intrapéritonéale de chimiothérapies.
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c. Chimio-hyperthermie intrapéritonéale (CHIP)

La forte récurrence des tumeurs cancéreuses aprés une CRS a cependant conduit au
développement de thérapies intrapéritonéales. La chimio-hyperthermie intrapéritonéale (CHIP) a
ainsi été proposée en complément de la CRS[74]. Deux critéres sont néanmoins essentiels pour
sélectionner des patients qui seront aptes a recevoir ces protocoles agressifs et invasifs : le premier
repose sur la capacité du malade a supporter la chirurgie tandis que le second concerne de fagon

prédictive la possibilité de réussir une CRS la plus compléte possible des tumeurs visibles.

L'efficacité de la combinaison de la CRS et de la CHIP a été évaluée pour la premiére fois en
2008 au cours d’une étude clinique randomisée. Les auteurs ont rapporté une augmentation
significative de la médiane de survie globale des patients de 12 a 40 mois et une augmentation de la
survie a 5 ans de 27 a 45 %[74, 76, 77]. Il a également été observé une survie a 5 ans de 43 % des
patients ol toutes les tumeurs macroscopiques avaient été retirées comparé a 0 % lorsque des
Iésions résiduelles supérieures a 2,5 mm subsistaient. Ces recherches mettent ainsi en évidence
I'importance d’'une CRS compléete des nodules tumoraux préalablement a tout traitement de
chimiothérapie. Bien que la CRS combinée a la CHIP soit efficace, une rechute de la maladie est

cependant observée chez 88 % des patients dans les 2 ans suivant la thérapie[78].

La CHIP peut étre effectuée selon deux méthodes, soit en circuit dit « ouvert » soit en circuit
« fermé ». La CHIP en circuit fermé s’effectue en per-opératoire, juste aprés |’ablation des tumeurs,
et consiste en I'injection d’irinotécan ou d’oxaliplatine (dose de 360 a 460 mg/m?2) dans un volume
compris entre 3 et 5 L, préalablement chauffé entre 42 et 43 °C pour une administration
locorégionale d’'une durée de 60 a 120 min effectuée directement dans la cavité péritonéale de facon
a ce que les tumeurs subsistantes soient immergées (Figure 6)[71]. L'approche en circuit ouvert,
technique dite du Colisée, qui est beaucoup moins répandue, implique que I'abdomen ne soit pas
refermé durant la procédure de CHIP et que le chirurgien manipule les organes internes afin
d’effectuer la CRS en paralléle et permettre que la chimiothérapie diffuse de facon plus homogéne.
La technique du Colisée ne représente aucun danger pour le patient ni le personnel soignant[79]. Une
étude rétrospective récente menée en 2017 sur 30 patients a démontré que méme si la technique en
circuit fermé permet un meilleur maintien de la température intra-abdominale que celle du Colisée il
n’y avait cependant aucune différence significative quant a I'efficacité thérapeutique[80] de chacune

des stratégies.
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Figure 6 : Principe général du fonctionnement de la chimio-hyperthermie intrapéritonéale (CHIP) en circuit
« fermé ».

Une variante des chimiothérapies utilisées dans le cadre des CHIP consiste en l'injection
intrapéritonéale de mitomycine C, a raison de 30 a 50 mg/m?, associée ou non a du cisplatine chauffé
entre 41 et 42,5 °C pendant une a deux heures. Ce protocole alternatif, trés répandu aux Etats-Unis,
est plus efficace que la CHIP a base d’irinotecan/oxaliplatine en termes de survie pour les patients
ayant une CP de PSDSS /Il (i.e. 54 mois vs 28 mois) mais est également responsable d’une forte

toxicité hématologique chez 20 % des patients[81][82].

L’hyperthermie seule est cytotoxique. Combinée a la chimiothérapie elle permet de
potentialiser son effet en induisant une augmentation de la perméabilité cellulaire[83]. De plus,
I'injection locorégionale permet d’administrer des doses de chimiothérapie 20 a 50 fois plus
concentrées qu’avec une injection systémique classique- tout en réduisant les risques de toxicité

hématologique.

La CHIP a été largement utilisée pendant des années dans le traitement des cancers ovariens
et des cancers de I'appendice. Si aucune étude clinique n’a été menée sur ces derniers du fait de leur
faible incidence, des études cliniques randomisées effectuées sur le traitement par CHIP des cancers

ovariens récidivant ont montré a la fois une amélioration de la survie a 5 ans et de la survie globale
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des patients traités comparés a ceux n’ayant recu qu’une injection systémique de chimiothérapie[84—

87].

Dans le cas d’une CP d’origine colorectale cette approche demeure actuellement associée a
une morbidité allant jusqu’a 62 % et a une mortalité de l'ordre de 10 %[88]. L'efficacité
thérapeutique de la CHIP se trouve ainsi limitée, a la fois par la faible diffusion du traitement dans
I’ensemble du péritoine —qui induit une irrigation incompléete des organes abdominaux ainsi qu’une
pénétration insuffisante du traitement a I'intérieur des lésions- mais aussi par la prise en charge des

patients, souvent tardive, du fait du difficile diagnostic de la maladie.

Ainsi, malgré 'avancée majeure que représente la CHIP en matiere de prise en charge de la
CP, la complexité de sa mise en ceuvre ainsi que les effets secondaires potentiellement associés
rendent son utilisation non-consensuelle dans le milieu médical. La CHIP n’est aujourd’hui proposée
que dans certains centres experts (i.e. Lyon, Nantes, Montpellier etc.) associée aux protocoles de
recherche cliniques. Néanmoins, a I’échelle mondiale, de plus en plus de centres hospitaliers mettent
en place cette thérapie. L'amélioration des processus de sélection et 'optimisation des délais

d’intervention est nécessaire pour augmenter les chances de survie des patients.

La prise en charge de la CP d’origine colorectale dépend de I'état général du patient, de
I'avancée de sa maladie et de son pronostic de survie, ce qui nécessite d’adapter le protocole de
thérapie au cas par cas. Cependant, au-dela de I'augmentation de la survie c’est I'amélioration de la
qualité de vie du patient qui prime aujourd’hui dans la prise en charge des cancers et cela nécessite

donc le développement de thérapies alternatives, moins toxiques, plus efficaces et moins invasives.

d. Thérapies expérimentales

La chimiothérapie intrapéritonéale pressurisée par aérosols (PIPAC), une technique récente
et peu invasive, est apparue en 2013 comme une alternative potentielle a la CHIP. L’ajout d’'un
nébuliseur permet de convertir la chimiothérapie liquide en aérosol. La PIPAC est ainsi appliquée par
voie laparoscopique, une chirurgie faiblement invasive qui permet un rétablissement plus rapide des
patients (Figure 7)[89]. Cette technique expérimentale n’est actuellement proposée que dans
quelques centres experts de cancérologie, tels que le centre hospitalier Lyon-Sud, et uniquement a
des patients inéligibles a la CHIP. La procédure consiste dans un premier temps a pressuriser la cavité
péritonéale a 12 mmHg a I'aide de deux trocarts insérés dans I'abdomen. Par la suite, une solution de
chimiothérapie, d’'un volume équivalent a 10 % d’une dose systémique classique, est administrée a
forte pression par I'un des trocarts, sous forme d’aérosol, pendant une durée de 30 min tandis que

les résidus d’aérosols restants sont quant-a-eux éliminés par le second trocart[89].
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Figure 7 : Principe général du fonctionnement de la chimiothérapie intrapéritonéale pressurisée par
aérosol (PIPAC). Modifié d’apres Solass et al.[89]

La PIPAC a été développée initialement dans le but de pallier les deux inconvénients majeurs
de la CHIP que sont la faible pénétration dans les nodules tumoraux et la distribution incompléte des
chimiothérapies a l'intérieur de la cavité péritonéale. L'étude de faisabilité de la PIPAC -réalisée par
Solass et al. en 2012 avec du bleu de méthyléne dans un modeéle préclinique porcin- a montré une
amélioration significative de la distribution et de la pénétration du produit dans la cavité péritonéale
comparé a la CHIP[89]. La méme équipe a par la suite fait la premiere démonstration de |'efficacité
de la PIPAC chez 'Homme en présentant deux avantages non négligeables, a savoir d’une part la
possibilité d’administrer localement de fortes doses et d’autre part d’induire une faible exposition
systémique[90]. En revanche, la PIPAC ne bénéficie pas de I'avantage indéniable qu’est
I’'hyperthermie. C'est pourquoi, en 2015, une équipe coréenne a proposé d’allier I'efficacité de
I’hyperthermie a la diffusion facilitée sous forme d’aérosol et a ainsi développé une procédure de
chimiothérapie intrapéritonéale hyperthermique pressurisée par aérosol (H-PAC)[91]. Une premiére
étude effectuée en préclinique a permis de démontrer la faisabilité et I'innocuité de cette approche
dans un modele porcin. De multiples optimisations restent cependant a faire avant que la H-PAC soit

transférée en clinique[91].

Enfin, une derniére stratégie expérimentale dans le traitement de la CP d’origine colorectale
repose sur la thérapie photodynamique. Dans cette approche, un photosensibilisateur est injecté et
s’accumule rapidement au niveau tumoral par diffusion passive. Le composé est ensuite excité par
une source d’énergie de forte intensité entrainant la formation de ROS (reactive oxygen species),

notamment d’ions peroxyde O ainsi que d’autres radicaux libres[92]. Bien que I'efficacité de cette
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technique ait été démontrée en préclinique depuis quelques décennies sur de petites tumeurs avec
un taux de réponse complete de 85 %, celle-ci demeure en revanche inefficace sur les tumeurs

solides de plus de 3 mm[93][94].

e. Indicateurs de pronostics

L'indicateur de prédilection pour évaluer la réponse aux thérapies dans les tumeurs solides
est le critere RECIST (response evaluation criteria in solid tumors) développé en 2000[95]. Les points
de critéres comportent ainsi la réponse (partielle et complete), la stabilité des tumeurs ainsi que la
progression de la maladie, et sont évalués sous formes de paliers d’observations. En 2009, une mise a
jour de cet indicateur a été effectuée (i.e. RECIST 1.1) afin d’augmenter le nombre d’observations de
chacune des caractéristiques, notamment au niveau du nombre de lésions évaluées ou de
I’évaluation des ganglions lymphatiques pathologiques[96]. Récemment, un nouvel outil d’évaluation,
I'imagerie PET au FDG-'®F, a été couplé a RECIST 1.1 pour donner PERCIST 1.0, permettant ainsi

d’ajouter une dimension quantitative a la mesure de la réponse au traitement[97][98].
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Chapitre 3 : Radioimmunothérapie des cancers

La radiommunothérapie (RIT) consiste a traiter des Iésions cancéreuses a I'aide d’anticorps
conjugués a des radionucléides. Les radiations émises par ce dernier induisent des Iésions au niveau

de I’ADN et des constituants de la cellule conduisant in fine a la mort cellulaire.
I. Anticorps intacts et formes dérivées

a. Immunoglobulines G : caractéristiques et production

Les anticorps intacts, ou immunoglobulines (lg), sont des structures protéiques d’environ
150-160 KDa composées de deux chaines lourdes (CH, = 50 KDa) et deux chaines légeres (CL, = 25
KDa). Les deux CH sont reliées entre elles par des ponts dissulfures et individuellement a une CL par
un autre pont dissulfure. Les deux CL et les deux CH d’un anticorps donné sont identiques, conférant
deux sites de liaison capables de se lier a deux antigénes (Ag). D’un coté de I'lg se trouvent ainsi les
domaines Fab (antigen-binding fragment), qui permettent de reconnaitre spécifiquement, via des
régions hypervariables appelées Complementarity determining regions (CDR), des séquences
polypeptidiques particuliéres (épitopes) sur les Ag. L'autre cOté est constitué d’'un fragment
cristallisable (Fc) contenant les domaines constants qui possedent la faculté d’interagir soit avec les
récepteurs situés a la surface des cellules immunitaires soit avec le récepteur Fc néonatal (FcRn)
impliqué dans la distribution et I'élimination de I’anticorps dans I'organisme. Enfin, les parties Fab et

Fc sont reliées entre elles via un ensemble de ponts disulfures. (Figure 8)[99].

|6
[oeR

Figure 8 : Structure d’un anticorps. Fab : fragment antigen binding. Fc : fraction constante. VH : chaine variable
lourde. VL : chaine variable légére. CH : chaine lourde constante. CL : chaine Iégere constante.
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Il existe cing grandes classes ou « isotypes » d’lg, qui sont répartis selon la structure des
domaines constants des chaines lourdes, et possedent des propriétés différentes (IgG, IgA, IgM, IgE
ou IgD). Les Ig circulants dans le sang, appartenant a la classe des immunoglobulines G, représentent
ainsi deux tiers de I'ensemble des anticorps présents dans I'organisme humain et sont donc des

vecteurs de choix pour 'immunothérapie.

Les 1gG peuvent étre produits par différents clones de plasmocystes et reconnaitre plusieurs
épitopes d’'un méme Ag, ce sont alors des anticorps polyclonaux. Les anticorps utilisés en thérapie
sont des anticorps monoclonaux (AcMs) qui reconnaissent un seul épitope spécifique de I’Ag et qui
sont produits par un seul clone de plasmocyste ou par un lymphoblaste. Les AcMs thérapeutiques
peuvent étre classés de différentes manieres, en fonction de leurs cibles, de leurs fonctions (thérapie
ciblée, inhibiteur checkpoint, cibles du microenvironnement tumoral, ...) et peuvent étre également
associés a des principes actifs[100]. Ainsi, des immunotoxines (e.g. diphteria), des radioisotopes (cf.
Il. Médecine nucléaire) ou bien des pro-médicaments peuvent étre combinés a des AcMs afin
d’induire ou d’augmenter la réponse thérapeutique. Les AcMs intacts humanisés ont ainsi montré
depuis deux décennies leur efficacité chez I'Homme par I'induction de I'apoptose cellulaire ou des
mécanismes de cytotoxicité dépendant de I'anticorps (ADCC, antibody-dependent cell-mediated

cytotoxicity).

Kohler et Milstein ont découvert une méthode fiable et rapide de production d’AcMs, grace a
I'utilisation d’hybridomes, des cellules résultant de la fusion d'un lymphocyte B et d’un
myélome[101]. Les hybridomes peuvent cependant se révéler génétiquement instables et donner de
faibles rendements. De plus, les séquences d’AcMs étant a l'origine produites dans des systémes
murins cela induit une réponse immunitaire chez 'Homme via la production d’anticorps humains
anti-lgG murine (réponse HAMA), réduisant de fait l'efficacité thérapeutique. Grace au génie
génétique, les AcMs ont par la suite pu étre humanisés allant des formes chimériques (Fab murins
couplés a des Fc humains) jusqu’a des formes humanisées dans lesquelles seuls les CDR sont murines

voire totalement humaines (Figure 9)[102).
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Figure 9 : Evolution des structures d’anticorps monoclonaux obtenues par ingénierie génétique.

b. Dérivés d’'IgG

Les récentes et importantes avancées cliniques en matieére d’utilisation d’AcMs
thérapeutiques dans le domaine de I'oncologie conduisent au développement de nouveaux dérivés
d’AcMs ou de protéines mimétiques d’anticorps [103]. Ces fragments d’AcMs sont aussi humanisés si
nécessaire afin d’éviter les risques d'immunogénicité. De la méme fagon que les AcMs intacts, les
dérivés d’lgG peuvent étre conjugués a des molécules cytotoxiques ou bien a des radionucléides (cf.

Il. Imagerie nucléaire), les rendant ainsi vecteurs d’agents d’imagerie et/ou de thérapie[104].

Les modifications apportées aux IgG affectent a la fois leur taille, leur charge, leur capacité
d’interaction avec la cible mais aussi leur biodistribution et donc directement la pharmacocinétique
de la protéine (Tableau 5)[105]. Ainsi, les AcMs intacts, ainsi que les dérivés d’AcMs de grande taille
(Poids moléculaire (PM) > 60-70 KDa) sont généralement éliminés par voie hépatique tandis que les
plus petits fragments < 60-70 kDa sont principalement éliminés par voie rénale leur conférant une
demi-vie plus courte pour les petites protéines diminuant leur temps d’exposition a la tumeur.
Cependant, les petits formats sont intéressants en vue d’améliorer la pénétration et la diffusion dans
les tumeurs solides, généralement faiblement vascularisées. La vascularisation anarchique et la
structure des tumeurs permettent cependant la diffusion de petites molécules sans que celles-ci ne
soient étiquetées. Cet effet, dit EPR (Enhanced Permeability Retention) peut ainsi augmenter la
concentration intra-tumorale des petites molécules anticancéreuses de 20 a 30 %[106]. La rapide
excrétion des petites protéines implique néanmoins de devoir réitérer plusieurs fois leur

administration afin d’obtenir un effet significatif sur le ralentissement de la croissance tumorale, ce
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qui peut a terme induire une importante toxicité. Ainsi, les recherches en termes de protéines
thérapeutiques doivent tenir compte d’'un bon compromis entre petite taille et longue demi-vie

plasmatique afin d’obtenir la meilleure réponse tumorale associée a une toxicité minimale[107][108].
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c. Anticorps monoclonaux conjugués

Les AcMs peuvent étre conjugués de facon covalente a des petites molécules cytotoxiques de
I’ordre de 300 a 1000 Da via 'insertion d’espaceurs synthétiques[128]. Ces antibody-drug conjugate
(ADC) sont particulierement intéressants car ils permettent de pouvoir augmenter l'index
thérapeutique de I'effecteur cytotoxique administré en le délivrant directement au niveau tumoral.
Les ADCs sont choisis pour leurs propriétés a étre internalisés et pénetrent dans les cellules
tumorales via la voie endosome-lysosome. L’agent cytotoxique se retrouve alors libéré soit par
clivage de I'espaceur chimique soit aprés que I’AcM ait été dégradé par le lysosome. Enfin, I'effecteur
cytotoxique diffuse dans le cytoplasme et/ou le noyau, lui permettant in fine d’aller jusqu’a sa cible,
majoritairement la tubuline ou ’ADN[129]. Les premiéres générations d’ADC conjugaient les AcMs a
des molécules déja utilisées en clinique telles que le 5-FU ou la mitomycine C[130]. Cette approche a
connu des problemes d’'immunogénicité dues aux AcMs murins, mais aussi des difficultés dans la
stabilité chimique de I'espaceur utilisé. Les générations suivantes ont tenté de pallier ces
inconvénients en utilisant des molécules plus spécifiques, des antimitotiques ou alkylants de I’ADN
de nouvelle génération (i.e. N-acétyl, auristatine, ...) ou de nouveaux AcMs. A ce jour, quatre ADC
approuvés par I’Agence du Médicament Européenne (AME) sont sur le marché et soixante-cing
autres sont en cours d’évaluation clinique (Tableau 6)[129]. Les ADC sont sujets a de nombreux
développements avec des recherches sur de nouveaux linkers et sites de fixation du principe
actif[131]. Parmi les essais cliniques en cours, on peut noter I'essai de phase 2 TRINITY testant le
rovalpitizumab tesirine sur des patients avec un cancer du poumon a petites cellules avec des taux de

réponse en survie globale de 6,7 mois (Essai Clinique : NCT02674568).
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ADC C IPI? Effecte.:ur AcM Application Année d’AMM | Références
antigénique | cytotoxique
2000
ii:‘t:r:\l:::?:: N-acétyl-yl- Leucémie myéloide Retiré en 2011
& ® CD33 calicheamici | hulgG4 (s Y Approuvé de [132]
(Mylotarg®, sévere
Pfizer) ne nouveau en
2017
L:zt:zmu:::; N-acétyl-y1- Leucémie
& D22 calicheamici | hulgG4 | lymphoblastique 2017 [133]
(Besponsa®, s
! ne sévere
Pfizer)
Trastuzumab
emtansine . .
134
(Kadcyla®, Her2/neu Mertansine | hulgG1 Cancer du sein 2013 [134]
Roche)
Brentuximab Lymph'orne
vedotine Hodgkinien
. CD30 Auristatine E | chlgG1 Lymphome 2011 [135]
(Adcetris®, anaplasique a large
Takeda) plasiq &
cellules

Tableau 6: ADC commercialisés dans le traitement des cancers. ADC: antibody-drug conjugate. AcM :
anticorps monoclonal. AMM : autorisation de mise sur le marché. hulgG : Immunoglobuline G humanisée.
chlgG : Immunoglobuline G chimérique.

De récentes avancées en termes de modifications d’AcMs ou de fragments d’AcMs mettent
en jeu des stratégies de conjugaison basées entre autre sur I’encapsulation de molécules
cytotoxiques dans des liposomes ou sur des toxines protéiques. Ainsi, les liposomes modifient la
cinétigue du complexe et permettent ainsi d’augmenter la perméabilité cellulaire, facilitant donc
I'accessibilité de I'agent anticancéreux aux cibles intracellulaires[136][137][138]. Les immunotoxines,
structures hybrides d’une IgG ou d’une petite protéine vectorisée soit avec la totalité, soit avec une
partie d'une toxine représentent également une stratégie potentielle de vectorisation dans le
traitement des cancers. A l'instar des molécules cytotoxiques, les toxines concernent des poisons
produits de fagon biologique au sein d’un organisme vivant, a savoir des substances issues de plantes
vénéneuses, de venins d’animaux ou bien encore des toxines bactériennes telles que le tétanos[139].
Les toxines portées par I’AcMs permettent ainsi d’affecter a la fois les cellules ciblées mais également
les cellules tumorales adjacentes du fait de leur diffusion passive au travers des membranes

endothéliales (effet EPR).
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Enfin, les ADEPT (antibody-directed enzyme prodrug therapy) sont une classe particuliére
d’ADC a la base d’une stratégie qui consiste a cibler dans un premier temps les antigénes tumoraux
par des AcMs couplés a une enzyme non-active. Dans un second temps, apres clairance des
complexes AcMs-enzymes circulants, un pro-médicament cytotoxique inactif et comportant une
entité clivable est administré. Le pro-médicament vient ainsi réagir avec I'enzyme qui clive alors la
partie protectrice de celui-ci entrainant son activation et permettant in fine d’enclencher I'effet
cytotoxique directement au contact des cellules tumorales[140]. Outre le fait que grace a la
vectorisation par I'AcM ce systéme soit hautement spécifique, I'autre avantage majeur est que le
pro-médicament étant généralement une petite molécule, celui-ci peut diffuser aisément au sein de
la tumeur. Ainsi, les ADEPT peuvent cibler des cellules indépendamment du niveau d’Ag exprimés via
un effet bystander. De plus, les pro-médicaments ont généralement une demi-vie plasmatique
courte, permettant ainsi d’éviter I'échappement dans le sang, ce qui assure une certaine innocuité

envers les tissus sains.

d. Anticorps bispécifiques

Pour augmenter la spécificité des traitements, les anticorps bispécifiques (bsAcs) ont été
construits par I'appariement de deux fragments Fab spécifiques de deux épitopes différents. Ces
nombreuses structures de bsAcs ont ainsi été développées au cours du temps, selon différentes
méthodes de fabrication (i.e. ingénierie biologique, chimique ou génétique). Le tableau 7 regroupe
une liste, bien que non-exhaustive, des principales structures de bsAcs ainsi que leurs
caractéristiques et leurs applications cliniques. Il existe trois approches pour préparer des bsAcs, a

savoir : par ingénierie biologique, chimique ou génétique.

Les bsAcs fabriqués par ingénierie biologique sont obtenus par fusion somatique de deux
hybridomes différents, qui sont choisis selon les propriétés des AcMs et la cible vers laquelle ils sont
dirigés. Cela donne lieu a une structure hybride appelée Quadroma qui est ainsi dirigée contre deux
types d’Ag différents. Ces bsAcs sont néanmoins difficiles a produire en grande quantité et la
présence de fragments d’origine murine, utilisés afin d’augmenter les rendements de production,
peuvent entrainer des risques d'immunogénicité chez les patients. Cependant, des études cliniques
menées dans le traitement d’ascites malins ou de cancer du sein ont démontré une bonne efficacité

du traitement (Tableau 7).

Concernant I'approche par ingénierie chimique, les bsAcs sont obtenus par formation de

liaisons covalentes entre deux AcMs différents. Le lot de bsAcs produit est cependant trés
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hétérogene du fait de la difficulté de séparer les hétérodiméres des homodimeéres et contient des

anticorps peu stables possédant une activité biologique diminuée.

L'ingénierie génétique permet d’obtenir des bsAcs recombinants, soit par mutations dans les
domaines Cus (knob-hole), par des constructions utilisant des fragments d’AcMs (scFvs, diabodies),
par I'assemblage spontané de différents hétérodiméres (leucine zipper) ou bien encore selon

I'interaction naturelle entre le complexe AMPc et la protéine kinase A (dock and lock).

Les bsAcs thérapeutiques sont regroupés dans 4 grandes classes, a savoir les ré-orienteurs de
cellules T, les ré-orienteurs de cellules natural killer, les cibles des immuno-modulateurs tumoraux et
les immuno-modulateurs[141]. Ainsi, I'une des parties du bsAcs est utilisée pour cibler I’Ag tumoral
d’intérét tandis que l'autre partie sert a lier des complexes protéiques particuliers qui vont
enclencher la réponse immunitaire. De nombreux bsAcs sont actuellement en cours d’étude clinique
et a ce jour, seuls deux d’entre eux sont commercialisés, a savoir le blinatumomab (Blincyto®,
Amgen) et le catumaxomab (Removab®, Neovii Biotech / Trion Pharma). Le blinatumomab est un
CD19 x CD3 approuvé depuis 2015 par I'AME pour le traitement de la leucémie lymphoblastique
sévere qui est de plus évalué dans d’autres pathologies hématologiques[142]. Le catumaxomab est
un quadroma tri-spécifique EpCAM x CD3, approuvé par I’AME en 2009 et utilisé dans le traitement

d’ascites malins[143].
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Il. Médecine nucléaire : imagerie et thérapie

La médecine nucléaire est une spécialité médicale développée depuis de nombreuses
décennies pour le diagnostic et la thérapie a I'aide de substances radioactives. Ces approches
permettent notamment d’obtenir une imagerie fonctionnelle et métabolique, et peuvent étre
complétées par I'imagerie morphologique traditionnelle (scanner ou IRM). L'imagerie nucléaire est
un outil de choix pour la détection et le suivi de lésions cancéreuses mais peut également étre
utilisée en per-opératoire afin de guider le geste chirurgical. L'administration de sources radioactives
non-scellées peut également étre réalisée a des fins thérapeutiques, et peut étre utilisée seule ou en
complément (néo et post adjuvant) des traitements anticancéreux conventionnels que sont la
chirurgie et la chimiothérapie. Son utilité est avérée a la fois pour les pathologies cardiaques,

neurologiques, endocrinologiques et en oncologie.

a. Radionucléides

Les radiopharmaceutiques utilisés en médecine nucléaire permettent soit le diagnostic par
imagerie scintigraphique (i.e. TEP, TEMP) soit le traitement des pathologies cancéreuses (i.e.
radiothérapie interne vectorisée). Les radiopharmaceutiques comportent (ou peuvent étre) des
radionucléides (isotopes radioactifs) qui peuvent étre administrés soit par voie orale (e.g.
curiethérapie a I'iode-131) soit par voie intraveineuse. Le radionucléide peut étre lié a un vecteur tel
gu’un AcM, un peptide, une hormone ou une petite molécule, qui va permettre de cibler une
caractéristique ou un antigéne tumoral. Le choix du vecteur s’effectue selon des criteres d’affinité et
de spécificité envers les cellules tumorales, pour permettre a la sonde radiomarquée de s’accumuler

en grande quantité dans les tumeurs.

Les radionucléides sont des atomes dont les noyaux sont enrichis en particules (i.e. protons
et/ou neutrons), ce qui rend la structure instable (ou métastable). Il est possible de les trouver a
I’état naturel mais également de les produire artificiellement par fission nucléaire. Les radionucléides
tentent de regagner leur état stable de départ par l'intermédiaire de désintégrations de particules

associées a I’émission de rayonnements électromagnétiques plus ou moins ionisants[156)].

Les propriétés de désintégrations sont propres a chaque radionucléide impliquant plusieurs
parameétres de calcul pour déterminer a la fois l'activité et la décroissance radioactive d’un
radiopharmaceutique. Ainsi, I'activité (A) est exprimée en Becquerel (Bqg) et est déterminée par le
nombre de désintégrations par unité de temps et peut étre rapportée au nombre de moles du

radiopharmaceutique donnant ainsi 'activité molaire (Am) de I’échantillon radioactif. Le temps
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nécessaire a la désintégration de la moitié des atomes radioactifs correspond a la demi-vie du

radioisotope, appelé aussi période radioactive (T1,).

Les divers radionucléides émettent des rayonnements de natures et d’énergies différentes
qui dépendent de leurs propriétés de désintégrations. Ainsi, pour I'imagerie seront utilisés des
radionucléides émetteurs de rayonnements y ou B*, de faible énergie, qui permettent de traverser le
corps humain sans induire de dommages ni de toxicité a long termes (Tableau 8). Les rayons y sont
des ondes magnétiques de faible énergie mais trés pénétrantes. lls sont produits par I'émission d’un
photon lors de la désintégration nucléaire du radioisotope et sont utilisés pour I'imagerie TEMP. Les
rayons B* résultent de I'émission de positons annihilés par des électrons induisant I’émission de deux
rayonnements de directions opposées. D’énergie plus élevée et moins pénétrants que les

rayonnements y, les rayons B* sont principalement utilisés pour I'imagerie TEP (Tableau 8).

Energie maximale (keV)
Radionucléide Demi-vie (Tz,) Emissions Imagerie
Abondance (%)
Cuivre-64 653,1 (17,9 %) B*
12,70 heures TEP
(®*Cu) 578,7 (39 %) B
Fluor-18 109,77
633,5 (96,9 %) B* TEP
(*8F) minutes
Gallium-68
1,13 heure 1899,1 (87,9 %) B* TEP
68,
(*Ga)
Indium-111 171,3 (90,6 %)
2,81 jours y TEMP
(*"In) 245,4 (94,1 %)
lode-123
(2 13,22 heures 159,0 (83,3 %) Y TEMP
|
Technétium-99m
6,02 heures 140,5 (88,5 %) y TEMP
(99mTC)

Tableau 8 : Exemples de radionucléides utilisables pour I'imagerie scintigraphique. Adapté d’apres Welch et

al.[157]

A l'inverse, les radionucléides utilisés pour la thérapie sont des émetteurs de particules a, de

rayonnements B~ ou des électrons Auger, qui different selon leurs énergies ainsi que par la distance
parcourue a travers la matiére. Ces parameétres sont définis par I'énergie de transfert linéique (TEL)
qui correspond a I’énergie moyenne délivrée par unité de longueur de la distance parcourue

(Tableau 9)[158].
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Distance Energie de transfert

Emission Nature Emin-Emax
parcourue linéique (TEL)
Particules a Noyaux d’Hélium 5-9 MeV 40-100 pm 80 keV/um
Electrons
Rayonnements f 50-2300 keV 0,05-12 mm 0,2 keV/um

énergétiques

) Electrons non-
Electrons Auger eV-keV 2-500 nm 4-26 keV/um
énergétiques

Tableau 9: Principales caractéristiques des différents rayonnements émis par les radionucléides
thérapeutiques. Reproduit d’apres Kassis et Adelstein.[159]

L'énergie élevée induite par les radionucléides thérapeutiques entraine ainsi des dommages
irréversibles a ’ADN (i.e. cassures simples et/ou doubles brins) conduisant in fine a la mort cellulaire

(Figure 10).

Figure 10 : Représentation schématique des ionisations induites sur ’ADN par les particules a, B et
des électrons Auger. Reproduit d’apres Kassis[158].

L'efficacité thérapeutique est dépendante de la dose de radionucléides injectée et donc de
I'activité molaire du produit administré. Les particules a sont chargées positivement et possédent
une énergie tres élevée, de I'ordre de 80 a 100 keV/um et ont un trés faible pouvoir pénétrant (= 50-
100 um dans les tissus biologiques) ce qui limite leur toxicité au niveau des tissus sains adjacents. A
I'inverse, les émetteurs B~ ont un pouvoir pénétrant dix a mille fois plus important (i.e. = 0,05-12 mm)
mais possédent une énergie plus faible, soit environ 0,2 keV/um. LUirradiation avec des
radionucléides émetteurs de particules B~ entraine notamment la formation de ROS au niveau
cellulaire[160]. Enfin, les électrons Auger ont une faible pénétration dans les tissus (i.e. = 2-500 nm)

mais induisent des clusters de forte ionisation lorsqu’ils sont a proximité de I’ADN (Tableau 10).
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Energie maximale (keV)
Radionucléide Demi-vie (T1,) Emissions
Abondance (%)
Actinium-225
10,00 jours 5830,0 (50,7 %) a
(225 )
Ac
Astate-211
7,21 heures 5870,0 (42,0 %) a
(211 )
At
Bismuth-213 5869,0 (2,0 %)
45,59 minutes a
(**3Bi) 1427,0 (66,0 %)
lode-131 606,3 (89,4 %) B
8,02 jours
(*34) 364,5 (81,2 %) v
Lutécium-177 498,3 (79,3 %) B
6,65 heures
(*7Lu) 208,4 (10,4 %) v
Rhénium-188 2120,4 (71,1 %) B
17,00 heures
(*22Re) 155, 0 (15,2 %) "
Yttrium-90
o) 2,67 jours 2279,8 (99,9 %) B
Y
93,3 (35,7 %)
Gallium-67 Y
3,30 jours 184,6 (19,7 %)
(°’Ga) Auger
300,2 (16,0 %)
Indium-111 171,3 (90,6 %) v
67,30 heures
(**41n) 245,4 (94,1 %) Auger

Tableau 10 : Exemples de radionucléides utilisés pour la radiothérapie. Modifié d’apres Welch et al.[157]

Enfin, certains radionucléides, tels que I'*3Yl, le 8Re ou bien encore le ’Lu émettent
différents types de rayonnements a la fois (i.e. B~ et y), ce qui leur confere la particularité de pouvoir

étre utilisés aussi bien pour I'imagerie que pour la thérapie, une propriété dite théranostique.

b. Imagerie nucléaire

L'imagerie nucléaire consiste en une exploration non-invasive des fonctions biologiques via
I'injection d’un radiopharmaceutique et permet d’obtenir des images quantifiables. Les images
scintigraphiques obtenues permettent ainsi a la fois de diagnostiquer certains cancers et d’évaluer
leurs progressions ainsi que la réponse thérapeutique. L'imagerie nucléaire est souvent couplée a un

scanner (ou tomodensitométre) afin d’avoir une détection anatomique en plus de la scintigraphie.
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Les deux types d’imageries scintigraphies sont : I'imagerie TEMP (Tomographie par Emission
Mono-Photonique ou SPECT en anglais Single Photon Emission Computed Tomography) et I'imagerie
TEP (Tomographie par Emission de Positons, ou PET en anglais, Positons Emission Tomography). La
TEMP peut s’effectuer en planaire ou bien en trois dimensions et repose sur I'émission de
rayonnements y[161]. Les photons émis par les rayonnements sont sélectionnés par un collimateur et

transmis sous forme de signal électrique. Un algorithme permet la reconstruction des images.

L'imagerie TEP nécessite |'utilisation d’émetteurs de positons B* et repose sur la détection
simultanée de deux photons y de 511 keV émis de deux directions diamétralement opposées. Le
collimateur détecte ainsi les coincidences produites par I'annihilation de la particule B* avec un
électron. Les coincidences permettent de reconstituer via les détecteurs la localisation précise du
radiopharmaceutique et posséde ainsi une meilleure sensibilité que la TEMP[162]. Le
radiopharmaceutique de référence pour la TEP est le Fluor-18, couplé a des molécules de glucose
(i.e. [*®F]-fluorodéoxyglucose) qui se fixent aux transporteurs GLUT des cellules cancéreuses, des

tissus gros consommateurs de sucre, et permet ainsi la détection de tumeurs.

c. Radioimmunothérapie

La radioimmunothérapie (RIT) utilise la conjugaison des radionucléides a des AcMs, ou a des
fragments d’AcMs afin d’irradier directement les tumeurs avec des rayonnements ionisants (Figure
11)[156]. La conjugaison de radionucléides peut également se faire sur des structures telles que les

peptides ou sur des dérivés d’AcMs.

La RIT induit la mort des cellules cancéreuses via la formation de radicaux libres qui vont
endommager a la fois 'ADN et les macromolécules composants la cellules (protéines, lipides)
permettant in fine soit un ralentissement de la prolifération cellulaire soit une régression, totale ou

partielle, des tumeurs[163].

Figure 11 : Principe général de la radioimmunothérapie des cancers dans le cas d’AcMs non-internalisants.
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Contrairement a la radiothérapie externe, 'avantage de la RIT est qu’elle permet de cibler
aussi bien les tumeurs locorégionales que celles qui sont plus distantes voire métastatiques. A ce jour
deux AcMs radiomarqués ont été approuvés par la FDA pour la mise sur le marché, & savoir I°°Y-
ibritumomab tiuxetan (Zevalin®, Biogen, USA) en 2002 et I’ *|-tositumomab (IgG2a, Bexxar®, Corixa
Corp., USA) en 2003, tout deux des anti-CD20 utilisés pour le traitement du lymphome non-
Hodgkinien (LNH) récidivant. Ainsi, des taux de réponses globales de 60 a 90 % ont été démontrés
pour I’*°Y-ibritumomab[164][165][166] contre 60 a 80 % pour I'**!-tositumomab[167][168] et des taux
de réponses compléetes comprises entre 15 et 40 % ont été obtenues pour les deux AcMs. Malgré une
efficacité avérée, la commercialisation du tositumomab-13!| a été arrétée en 2014 suite a sa trop

faible utilisation en comparaison des thérapies ciblées dont I'efficacité a largement augmenté[160].

Concernant le traitement des tumeurs solides de nombreuses études cliniques de phase I/l
ont démontré des réponses cliniques favorables, notamment chez des patients atteints de cancer du
sein avancé, et quelques études ont évolué jusqu’en phase lll concernant le traitement du cancer
ovarien (AcM *Y-HMFG-1/cible les motifs antigéniques spécifiques présents dans les sérums des
patients) [163]. D’autres études cliniques conduites avec des particules a (i.e. 2'3Bi et 2!'At) dans les
traitements du mélanome (?**Bi-9.2.27/ cible le glial-antigen-2) ou du cancer du cerveau (*'!At-
ch81C6/cible la Tenascine) ont permis des rémissions partielles dans 10 a 14 % des cas avec des

toxicités tolérables[160].

Bien que la RIT ait démontré son efficacité dans le cas des cancers hématologiques, avec
I’obtention de taux de réponses plus élevés que ceux observés avec les AcMs non radiomarqués, son
utilisation demeure cependant trés limitée dans le cas du traitement des tumeurs solides du fait de
plusieurs inconvénients majeurs. En effet, d’'une part les AcMs radiomarqués diffusent lentement au
sein des tumeurs solides, ce qui peut engendrer des phénomeénes de radiorésistance, et d’autre part,
ils ont une clairance lente (plusieurs jours) ce qui est source de toxicités hématologiques (i.e.
leucopénies, thrombopénies ou érythropénies). A cela, s’ajoutent des contraintes pratiques liées au
colt du traitement, aux mesures de radioprotection vis-a-vis du personnel soignant ainsi que la

gestion des déchets radioactifs, ce qui restreint le nombre d’études cliniques[169].

Face a la toxicité induite par les radiations au niveau des organes non-cibles, des études de
dosimétrie sont effectuées pour chagque AcM radiomarqué injecté chez 'Homme afin d’évaluer
précisément les risques. La dosimétrie, est évaluée grace a des algorithmes de calcul, définis par le
comité MIRD (Medical internal Radiation Dose), qui permettent de déterminer les doses de
radioactivité recues par chaque organe en fonction de I'activité qui a été injectée au départ[170]. La

dosimétrie, exprimée en Gray (Gy) correspond a la quantité d’énergie cédée a la matiére par unité de
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masse, et permet ainsi de mesurer la quantité de rayonnements ionisants absorbés par I'organisme.
Un Gray correspond a un rayonnement ionisant cédant 1 joule a 1 kilo de matiére (1 Gy = 1 J/kg de
matiere irradiée). Afin d’obtenir un effet thérapeutique, la quantité d’énergie absorbée par la(les)
tumeur(s) doit étre suffisamment importante mais la dose recue par les organes non-cibles doit
quant-a-elle étre la plus faible possible pour éviter d’induire des toxicités. Il est ainsi difficile
d’évaluer trés précisément la dosimétrie des radionucléides administrés en radiothérapie interne du
fait de nombreux facteurs propres a chaque administration (i.e. biodistribution du radionucléide,
clairance du vecteur, cible, volume des tumeurs et des organes). Des simulations Monte-Carlo GATE
permettent cependant d’obtenir une représentation relativement fiable des risques encourus ainsi

gue des doses délivrées.[171]

lll. Cibles d’intérét pour la RIT du cancer colorectal

Certains antigénes, tels que la tétraspanine 8 ou I'antigeéne carcino-embryonnaire, présents
ou surexprimés dans le CCR, représentent des cibles d’intérét dans les stratégies d'immunothérapie

et donc de radioimmunothérapie.

a. Tétraspanine 8

Les tétraspanines (TSPAN) constituent une famille de 34 protéines membranaires chez les
mammiféres et qui sont également présentes chez la drosophile et le ver C. Elegans. Elles sont en
trés grande majorité localisées au niveau membranaire et sont présentes a la surface de différents
types cellulaires a des niveaux variables[172]. D’autres sont aussi des constituants des exosomes. Les
tétraspanines interviennent dans les différents processus biologiques comme acteurs intégrant les
signaux extracellulaires vers la cellule ou permettant les interactions entre les cellules. Certaines sont
impliquées dans différents types de cancers pour leur capacité a agir sur la migration et I'invasion
cellulaire. Certaines TSPAN sont des suppresseurs de métastases, tels que les CD9 ou CD82, tandis
que le CD151 et la tétraspanine 8 (TSPANS8) sont pro-métastatiques[173][{174]. La TSPANS,
anciennement nommée Co-029, a été identifiée comme facteur pro-tumoral dans les cellules de
cancer du cb6lon[175] mais est également impliquée dans la diffusion métastatique du cancer du foie,
de I'cesophage, du mélanome et du célon (Figure 12)[176]. Son rble pro-métastatique serait di a des
interactions avec les intégrines, des molécules d’adhésion cellulaire, et elle aurait également un role

pro-angiogénique([177].
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Figure 12 : Structure de la tétraspanine 8 (TSPANS8). A, B et E: domaines extracellulaires. 1-4 : domaines
transmembranaires. Modifié d’apres Hemler et al.[174]

Les propriétés de la TSPANS ainsi que |'accessibilité de cette protéine a des AcMs ont suscité
le développement d’approches d’immunothérapie. Ainsi, le Ts29.2, un AcM dirigé contre la protéine
humaine, injecté a des souris porteuses de xénogreffes de célon HT29 induit un ralentissement
modéré mais significatif de la croissance tumorale[178]. Ce méme anticorps, radiomarqué avec du
Lutécium-177 conduit, sur des modeles précliniques, a un allongement de la survie des souris
porteuses de tumeurs HT29 associé a une réduction du volume tumoral[179]. Un autre AcM, dirigé
contre le domaine EC2, permet de diminuer les capacités invasives in vitro et in vivo sur des lignées
de cancers ovariens[180]. Ces observations conférent ainsi a la TSPAN8 un statut de cible

thérapeutique pour les tumeurs qui I'expriment.

b. Antigéne carcino-embryonnaire

L'antigéne carcino-embryonnaire (ACE) est une protéine membranaire glycosylée qui

appartient a la superfamille des immunoglobulines (Figure 13). C'est une protéine ubiquitaire
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exprimée au niveau des épithéliums du tube digestif, du colon, de la prostate ou bien encore des
glandes sudoripares. Au niveau du cOlon, 'ACE est exprimé par les cellules matures au niveau

supérieur des cryptes[181].
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Figure 13: Structure de [I'antigéne carcino-
embryonnaire (ACE). N : Domaines Ig variables. A-B :
Domaines Ig constants. SS : ponts disulfures. Modifié
d’apres Létourneau et al.[181]
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L’ACE est ancré a la membrane par un domaine hydrophobe contenant du phosphatidyl
inositol et est évacué a 90 % dans les selles, ce qui correspond a une quantité journaliere de 50 a 70
mg. Son expression est faible chez le sujet sain, avec un taux sérique inférieur a 2 pg/L, mais dans les
cellules cancéreuses colorectales I’'ACE se retrouve surexprimé jusqu’a 60 fois, principalement au
niveau de la surface membranaire. Cette importante augmentation se retrouve au niveau sérique
chez 30 a 40 % des patients atteints de CCR, ce qui permet d’en faire un marqueur fiable dans le
diagnostic et le suivi du CCR[181]. Cette surexpression et sa localisation ont suscité le développement
d’approche de radioimmunothérapie avec des AcM radiomarqués a I'lode-131 et différentes études
cliniques de phase I/1l ciblant ’ACE montrent également des efficacités modestes[163]. De nouveaux
AcMs, plus spécifiques de la protéine non sécrétée et couplée a des principes actifs sont en cours de
développement[182]. Le 35A7, AcM anti-ACE utilisé pendant cette these, a déja montré ses capacités
en préclinique dans le modele de CP apres radiomarquage avec un émetteur d’électrons Auger ou de

particules alpha[183][184].
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Chapitre 4 : La Radioimmunothérapie préciblée

La radioimmunothérapie préciblée (PRIT) consiste a dissocier I'injection des AcMs de celle
des sondes radiomarquées, en deux étapes disctinctes. Le délai entre les deux injections peut étre de
plusieurs jours et permet ainsi la clairance des AcMs non fixés sur les Ag tumoraux. De plus, la
biodistribution rapide des sondes radioactives permet de réduire I’'hématotoxicité engendrée par les
AcMs directement radiomarqués. De multiples stratégies de PRIT ont ainsi été développées au cours
de ces derniéres décennies, allant de l'interaction avidine-biotine aux anticorps bispécifiques, en
passant par les oligonucléotides ou bien encore par la chimie bioorthogonale. Chacun de ces quatres

principaux systemes sera détaillé par la suite, dans cette partie.

I. Systéme avidine-biotine
a. Ciblage direct

L'une des premieres stratégies de préciblage développées est basée sur la trés forte
interaction entre la biotine et I'avidine, ou son analogue bactérien la streptavidine[185]. La biotine
(connue également sous les noms de vitamine H, vitamine B7 ou coenzyme R) est une petite
coenzyme de 244 kDa indispensable pour I'activité de la carboxylase et des mécanismes de
transduction de I'énergie. L’avidine —que I'on retrouve a I'état naturel dans le blanc de I'ceuf- et son
analogue bactérien la streptavidine (produit par Streptomyces avidinii) sont des protéines
tétramériques d’environ 60 kDa, chargées positivement. Les 4 monomeéres composant la structure de
la (strept)avidine sont ainsi tous capables de fixer une molécule de biotine, une multivalence qui
représente un atout dans le préciblage, permettant d’amplifier le signal au niveau de la tumeur. La
liaison non-covalente qui se forme entre les deux entités (k¢ = 103-10"> M) en fait 'une des plus
fortes existantes en biologie rendant I'interaction (strept)avidine/biotine trés rapide et hautement
spécifique. De plus, la liaison formée entre les deux entités est hautement stable et résiste aisément
aux dégradations induites par des protéases, aux fortes concentrations d’agents dénaturants mais
aussi aux modifications physiologiques importantes de pH et de température[186]. La streptavidine
entraine moins de fixation non-spécifique que l'avidine. Cependant, contrairement a l'avidine, la
streptavidine n’est pas glycosylée, ce qui peut induire des différences de métabolisation in vivo et

notamment entrainer sa rétention au niveau hépatique[187].

La (strept)avidine non-vectorisée possede la particularité de pouvoir se lier aux lectines. Les
lectines sont des protéines permettant de fixer les sucres sur les glycoprotéines et les glycolipides et

sont présentes, en plus ou moins grande quantité selon le type de tissus tumoral, a la surface des
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cellules cancéreuses. Ainsi, la fixation aux lectines via les résidus manose et N-acétylglucosamine,
permet a la (strept)avidine de pouvoir s’accumuler dans des tissus tumoraux spécifiques, ce qui en
fait un vecteur potentiel en thérapie[188]. La faisabilité de ce concept a été évaluée en 2015 par Dong
et al. dans une étude préclinique menée sur des souris porteuses de tumeurs colorectales
intrapéritonéales humaines (cellules LS180)[189]. Les animaux ont recu dans un premier temps en
i.p. 200 pg d’avidine suivi 4 h aprés par une injection i.v. de 185 kBq de biotine-PEG4-lys(Cy5.5)-
HYNIC-*™Tc¢, une sonde multimodale permettant de réaliser a la fois des imageries optiques et
scintigraphiques (Figure 14). Le pourcentage d’activité injectée par gramme de tumeurs (% d’Al/g)
est d’environ 13 % a 2 h post-injection (p.i.) de la sonde biotine-PEGs-lys(Cy5.5)-HYNIC-*™Tc,
démontrant ainsi une fixation spécifique de I'avidine sur les tumeurs coliques. Cependant, une
importante fixation rénale, au-dela de 120 %, est néanmoins observée aprés l'injection de cette

sonde, questionnant ainsi sur la toxicité associée a cette méthodologie.

Figure 14 : Biodistributions du radioligand biotine-PEGs-lys(Cy5.5)-HYNIC-**"Tc dans un modéle de souris
porteuses de tumeurs colorectales LS180 disséminées dans le péritoine. (A-C) Localisations ex-vivo des
tumeurs péritonéales. (B-D-E) Imageries SPECT-CT. Les fleches blanches montrent la localisation des tumeurs.
Reproduit d’apres Dong et al.[189]

b. Ciblage indirect

Depuis la toute premiére évaluation du systéme (strept)avidine/biotine, différentes
approches de préciblage utilisant un AcM comme vecteur ont été testées afin de trouver la
configuration optimale (Figure 15)[186]. Ainsi, la premiére stratégie consistait a utiliser d’'un c6té un
AcM porteur d’une biotine et une streptavidine radiomarquée de I'autre (Figure 15.a) mais elle a
finalement été abandonnée en raison de deux inconvénients majeurs : le risque d’interaction non
négligeable de la (strept)avidine avec la biotine endogéne et la trés lente circulation systémique du

tétramere alors que le préciblage requiert une distribution rapide du radioligand.
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Figure 15: Les trois stratégies de préciblage par interaction non-covalente (strept)avidine/biotine. (a)
Stratégie en deux étapes: 1- injection d’un AcM-(strept)avidine, 2- injection de biotine radiomarquée. (b)
Stratégie inverse en deux étapes : 1- injection d’un AcM-biotine, 2- injection de (strept)avidine radiomarquée.
(c) Stratégie en 3 étapes : 1-Injection d’'un AcM-biotine, 2- Injection de (strept)avidine, 3- Injection de biotine
radiomarquée. Cette approche peut étre complétée par une ou deux étapes de clairance entre les étapes 1-2 et
2-3.

La seconde stratégie développée visait a faire I'inverse, a savoir utiliser d’'un c6té un AcM
couplé a une streptavidine et de "autre une biotine radiomarquée (Figure 15.b). Ainsi, dans leur
étude pionniére, Hnatowitch et al. démontrérent qu’une injection intraveineuse (i.v.) d’AcM-
(strept)avidine suivie par l'injection de sondes biotines radiomarquées était plus efficace que la
procédure inverse[185]. Cependant, les AcM-(strept)avidine peuvent se lier a la biotine endogene, et
la saturation des sites de la (strept)avidine peut réduire l'efficacité du préciblage. Une étude
préclinique a été réalisée en 2011 chez la souris, dans un modele de xénogreffe de leucémie humaine
(cellules HEL), afin d’évaluer la faisabilité de cette approche[190]. Les animaux ont préalablement été
soumis, pendant 5 jours, a un régime pauvre en biotine afin de réduire les risques de fixation non
spécifique de I’AcM-avidine. L'étude de biodistribution a ainsi montré une liaison rapide des biotine-
DOTA->'3Bi et biotine-DOTA-?°Y environ 45 min apreés injection avec un % d’Al/g mesuré entre 5 et 10
% dans les tumeurs (pourcentage variant selon le type de radionucléide utilisé : 10 % pour un
marquage a I'Yttrium-90, 5 % avec du Bismuth-213) (Figure 16) et qui se maintient pendant 72 h. Un
fort % d’Al (3-5 %) a néanmoins été retrouvé principalement dans le sang et les reins mais aussi dans

d’autres organes d’élimination tels que le foie et les poumons.
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Figure 16 : Biodistributions des biotines-DOTA-°°Y (A) et DOTA-213Bi (B) chez des souris porteuses de tumeurs
HEL préciblées avec I’AcM B(C8-Streptavidine. Les encadrés rouges montrent les % d’Al/g obtenues dans les
tumeurs. Blanc : 10 min ; noir : 45 min et rayé : 90 min apreés injection des conjugués. Reproduit d’aprés Pagel
et al.[190]

Des études de biodistribution (*!'In) et de thérapie (*°Y) ont été effectuées avec des
fragments scFv anti-CD20 fusionnés a des séquences streptavidine et caractérisés par des affinités
différentes envers la biotine sur des souris porteuses de xénogreffes de lymphomes non-Hodgkinien
(cellules RAMOS)[191]. Un % d’Al de 5 a 6 % a été mesuré dans les tumeurs pour les scFv-
(strept)avidine modifiés vs 2 % pour les scFv-(strept)avidine non modifiés. L'étude de thérapie a
corroboré ces données avec une réduction des volumes tumoraux d’un facteur 5 pour le meilleur

Scv-(strept)avidine.

Enfin, la derniere stratégie proposée s’effectue en trois, quatre ou cinq étapes (Figure 15.c).
En premier lieu un AcM biotinylé est injecté, suivi quelques heures apres par une injection de
(strept)avidine. Dans ce cas, la (strept)avidine va servir a la fois d’agent de clairance pour éliminer la
biotine endogéne et a la fois a se fixer sur I’AcM-biotine. Apres un délai permettant la clairance de la
(strept)avidine circulante, une biotine radiomarquée est a son tour injectée dans le but d’aller se
fixer au complexe AcM-biotine-(Strept)avidine. Dans la variante a 4 étapes, 'injection d’avidine est
suivie 24 h plus tard par une injection de streptavidine. La streptavidine ayant une demi-vie plus
longue que l'avidine, celle-ci va donc se lier a I'’AcM-biotine fixée sur le site tumoral tandis que
I'avidine aura servi d’agent de clairance des AcM-biotine en exces circulants dans le sang[192].
Concernant l'approche en 5 étapes, l'injection de streptavidine est suivie quelques heures apres par

celle de biotine couplée a de I'albumine et comporte plusieurs étapes de clairance.

Malgré les succes obtenus dans les différentes études cliniques, la forte augmentation des
taux d’anticorps humains anti-(strept)avidine observée chez les patients traités démontre une

réaction immunitaire conséquente et associée a une importante morbidité. L'immunogénicité
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engendrée par la (stretpt)avidine est ainsi un facteur limitant pour la généralisation de I'approche

(strept)avidine/biotine en clinique.

Il. Anticorps bispécifiques

La seconde approche de préciblage, développée quelques mois apres celle du couple
(Strept)avidine/biotine, repose sur I'utilisation d’anticorps bispécifiques (bsAcs) modifiés pour fixer

d’un coté les Ag tumoraux et de I'autre un haptéene radiomarqué[193].

Dans les premieres évaluations de la PRIT utilisant des bsAcs, la sonde radiomarquée était
reliée a un hapténe. Des problémes d’affinité du fragment Fab anti-hapténe se sont alors posés selon
le radioélément utilisé, ce qui a eu pour conséquence de fortement limiter les possibilités de cette
approche[194]. Pour gagner en modularité, les hapténes ont par la suite été reliés a une séquence

histamine-succinyl-glycine (HSG) (Figure 17)[195].
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Figure 17 : Structure du ligand HSG-hapténe divalent. M* : métal radioactif. D’apres Janevik-lvanovska et
al.[195]

Une variante a consisté a utiliser d’un coté les bsAcs et de I'autre des sondes radiomarquées
bivalentes permettant ainsi de lier deux bsAcs adjacents sur la tumeur. Des études d’imageries et de
biodistributions ont été menées chez des souris porteuses de tumeurs NU-12, implantées en sous-
cutanées et exprimant I’Ag renal cell carcinoma (RCC), préciblées avec un bsAcs anti RCC x anti- acide

diethylénetriamine pentaacétique (DTPA)[196].
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Les auteurs ont ainsi montré un % Al/g de tumeur supérieur a 50 % 1 h post injection (p.i.) de
la sonde radiomarquée bivalente (i.e. diDTPA-'*!In) tandis qu’avec la sonde monovalente DTPA-1In
un % Al/g inférieur 3 10 % 1 h p.i. a été obtenu. Comparé au DTPA-'!!In la sonde bivalente a montré
une accumulation rapide dans la tumeur (78 % d’Al/g a 4 h p.i.) atteignant son maximum autour de
90 % a 72 h p.i. avec des ratios tumeur/sang favorables (3500)[196]. Une seconde étude a été menée
chez des souris porteuses de xénogreffes colorectales LS174T préciblées avec un bsAcs anti-ACE x
anti-DTPA et traitées avec du diDTPA radiomarqué a l'iode-131[197]. Une incrémentation de dose, de
75 4 112 MBq, a été effectuée afin d’évaluer le potentiel thérapeutique du diDTPA-31I. Les auteurs
ont ainsi démontré qu’en RIT conventionnelle —injection d’un bsAcs directement radiomarqué a I''3}|-
une forte toxicité corrélée a une importante mortalité était observée, tandis qu’en préciblage avec
les sondes diDTPA-13!|, les animaux ont pu tolérer une dose maximale de 96 MBq sans toxicité
hématologique fatale, avec un tiers d’entre eux en rémission totale. Enfin, une étude clinique de
phase | utilisant des bsAcs anti-ACE hMN14 x m734 et du diDTPA-'31] menée sur des patients atteints
de différents types de cancer (c6lon, rectum, poumons, plévre ou carcinome médullaire de la
thyroide)[198] montre une réponse plus favorable avec un délai de 5 jours entre I'injection de I'AcM

et celle du radioligand. (Figure 18). Cette approche donne ainsi des résultats tres encourageants pour

les patients porteurs d’'un cancer médullaire de la thyroide.

A

PP DD

é é
i
N

Ve vl
-

B
* # ’
W " =
L L L
Day 3 Day 6 Day 8 Day 10

Figure 18 : Suivi de la distribution du di-DTPA-'3!| chez des patients atteints soit (A) de cancer médullaire de
la thyroide soit (B) de carcinome pulmonaire a petites cellules par imagerie scintigraphique réalisées sur
plusieurs jours. Reproduit d’apres Kraeber-Bodéré et al.[198].
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Bien que cette étude démontre chez I'Homme [Iefficacité des sondes radiomarquées
bivalentes pour le préciblage par bsAcs, elle met également en évidence la nécessité d’optimisation

de ce systeme de préciblage, notamment au niveau de I'ingénierie des bsAcs.

Une derniere approche, probablement la plus prometteuse, a été évaluée avec la mise au
point du systeme dock and lock, aboutissant a la formation d’un bsAcs trivalent[199]. Cette entité est
formée via une liaison non-covalente entre le domaine de dimérisation et de docking (DDD) du
complexe AMPc et celui du domaine d’ancrage de la protéine kinase A (AD) par la formation de ponts
disulfures entre les résidus cystéines. La liaison de la séquence DDD induit une dimérisation
spontanée qui donne un fragment Fab divalent. La séquence AD est par la suite liée a un fragment
Fab anti-hapténe donnant un bsAcs trivalent. Ainsi, deux fragments Fab sont dirigés contre les Ag
tumoraux tandis qu’un troisieme est capable de fixer un HSG-haptéene. La modularité apportée par
les groupements HSG liés aux hapténes permet I'ajout d’une grande variété de chélateurs et de
groupements prosthétiques différents pour former aussi bien des sondes radiomarquées
monovalentes que bivalentes[200]. Une preuve de concept préclinique a ainsi été effectuée sur des
souris porteuses de tumeurs MDA-MB-468[201]. Les cellules tumorales ont dans un premier temps
été ciblées avec un bsAcs anti-Trop-2 x anti-HSG (TF12) puis 16 h apres avec un HSG-hapténe
divalent, IMP228-11!In. Malgré I'obtention d’une faible internalisation du TF12, 10 & 15 % d’Al/g a été
mesurée dans les tumeurs avec des ratios tumeur-sur-sang allant jusqu’a 1000 pour 1. Diverses
études d’imagerie ciblant I’Ag TROP-2 (i.e. glycoprotéine surexprimées dans différents cancers)
effectuées avec le TF12 et I'lMP228-'*1In ou de I'lMP228-DOTA-%8Ga dans le proche infrarouge ont
montré de bons résultats en termes de biodistribution sur les modeéles précliniques de prostate[151].
Enfin, une étude de survie menée sur des souris greffées avec des cellules de prostate PC3 (cible I’Ag
Trop-2/épithélial glycoprotéine 1) a démontré I'efficacité thérapeutique du TF12 associé au ligand
IMP228-7Lu induisant une augmentation significative de la médiane de survie (90 vs 67 jours) [202].
En revanche, aucune amélioration thérapeutique n’a été observée en comparaison avec la RIT

conventionnelle (survies et toxicités hématologiques similaires).

Une premiéere évaluation clinique (phase I) a été effectuée en 2013 sur le préciblage avec le
TF2, un bsAcs humanisé trivalent anti-ACE CAM5 x anti-HSG et le radioligand IMP288-"7Lu pour des
patients atteints d’un cancer colorectal métastatique inéligibles aux thérapies conventionnelles[203].
L'intervalle de 5 jours entre I'injection du bsAcs et celle du radiopeptide effectuée dans la premiére
cohorte de test a montré une rapide clairance du TF2 chez 'Homme impliquant de réduire I'intervalle
d’injection a 24 h pour la seconde cohorte testée. Une importante toxicité hématologique a
néanmoins été retrouvée a des doses élevées. En revanche, pour des doses comprises entre 2,5 et

7,4 GBg la PRIT TF2/IMP288-Lu s’est avérée peu toxique. L'injection d’HSG pouvant
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potentiellement induire des réactions allergiques, une injection préalable d’antihistaminiques et de
corticostéroides a été effectuée chez les patients traités. La PRIT TF2/IMP288-/Lu a montré une
fixation rapide et spécifique au niveau tumoral (maximum a 6 h p.i. du ligand radiomarqué) mais son
efficacité thérapeutique reste encore a démontrer. De plus, des anticorps anti-TF2 ont été retrouvés
chez plus de la moitié des patients traités démontrant une potentielle immunogénicité du

traitement.

En vue d’optimiser les délais d’injection ainsi que les doses de TF2 et de ligand IMP288 a
injecter, une étude clinique de phase | a été menée sur des patients atteints de cancer des poumons
métastatiques exprimant I’ACE[204]. Ainsi, un court délai entre les injections de TF2 et de radioligand
(24 h) associé a de fortes doses molaires de TF2 sont apparus comme les parameétres les plus
favorables pour la PRIT. De plus, une faible toxicité a été observée et les auteurs ont mis en évidence
la possibilité d’effectuer plusieurs traitements successifs en vue d’améliorer ['efficacité
thérapeutique. Enfin, la faisabilité du préciblage TF2/IMP288-%%Ga a été récemment démontrée en
clinique pour l'imagerie scintigraphique de patients souffrant de carcinomes médullaires de la

thyroide (Figure 19)[205],[206].

i

Figure 19 : Acquisitions TEP du préciblage TF2/IMP288-%3Ga chez différents patients (A, B et C) atteints de
cancer médullaires de la thyroide. Reproduit d’aprés Bodet-Milin et al.[205]
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Ill. Oligonucléotides

Une autre stratégie de préciblage repose sur la complémentarité des bases nucléotidiques.
Les bases de I’ADN et de ’ARN étant soumises a I'action de dégradation des nucléases, des analogues
synthétiques résistants aux nucléases, tels que les oligoméres morpholino phosphorodiamidate
(MOREFs) ou les acides peptido-nucléiques (PNAs), ont été développés pour le préciblage[207]. Ainsi,
les oligomeres de synthése MORFs sont composés d’un squelette morpholino phosphorodiamidate
qui remplace le motif (désoxy)ribose-phosphodiester présent dans ’ADN et ’ARN (Figure 20). Cette
substitution les rend non-seulement inertes vis-a-vis des endo et exo-nucléases mais leur confére

également une excellente stabilité chimique et solubilité aqueuse[207].
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Figure 20 : Structures de I’ADN, de I’ARN et des dérivés d’oligonucléotides MORF et PNA. Modifié d’apres
Altai et al.[208]

Une premiére étude de préciblage utilisant des MORFs a été menée en 2002 sur des souris
porteuses de tumeurs LS174T[209]. Ainsi, un 18-mer MORF a été conjugué chimiquement sur un AcM
anti-ACE (MN14) tandis que le 18-mer MORFc a été conjugué avec du N-hydroxysuccinimide-
mercaptoacétyltriglycine (MAGs) afin d’étre radiomarqué au **"Tc. La biodistribution du radioligand,
évaluée par l'injection de 7,4 MBq de MORFc-MAG3-*™Tc 48 h aprés I'injection de 50 ug de MN14-
MORF, a montré une rapide élimination rénale du radioligand MORFc-MAG;-*™Tc ainsi qu’un %
d’Al/g dans les tumeurs de I'ordre de 2 %. Ces données ont été corroborées par un suivi en imagerie

gamma notamment au niveau tumoral (Figure 21).
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Figure 21: Imageries gamma du préciblage MN14/MORFc-MAG:-°"Tc sur des souris porteuses de
xénogreffes sous-cutanées LS174T. (A) 3 h p.i. du radioligand. (B) 3 h p.i. apres retrait de I'urine et (C) 24 h p.i.
du radioligand. Les fleches rouges indiquent I’'endroit ol se trouve la tumeur. Les souris portant des tumeurs
exprimant la protéine MN14 sont situées a gauche, celles portant des tumeurs n’exprimant pas MN14 sont a
droite. Reproduit d’apres Liu et al.[209]

Par la suite, les auteurs ont mis au point avec succes, dans le méme modele, des MORFs-
MAG3 bivalents (Figure 22) et radiomarqués au *™Tc avec un % Al dans les tumeurs supérieur a celui
mesuré auparavant avec des MORFs monovalents (3,64 vs 1,65 %)[210]. En 2011, la méme équipe
rapporte une étude de préciblage avec des MORFs couplés a des AcMs anti-CC49 et des radioligands
MORFc-DOTA-*Y[211]. La biodistribution montre un % d’Al dans les tumeurs supérieur a celui obtenu
dans I'étude précédente (13,1 vs 3,64 %) et des ratios tumeur/sang supérieurs a 25 pour 1.
L'utilisation de structures MORF bivalentes et dendrimériques est actuellement en cours d’étude
pour tenter d’amplifier le signal dans les tumeurs[212] (Figure 22). Pourtant, a notre connaissance,

aucune autre publication décrivant ces structures n’est parue ultérieurement dans la littérature.
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Figure 22 : Les trois stratégies de préciblage utilisant des Morpholinos (MORFs) actuellement en
cours de développement. (A) Approche de PRIT classique en deux temps par interaction MORF/MORFc. (B)

Utilisation de MORFc bivalents radiomarqués. (C) Amplification du signal via des sondes MORFs
dendrimériques. Modifié d’aprés Liu et Hnatowich.[212]
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Concernant les PNAs, les bases azotées sont conjuguées a un pseudo-peptide constitué de
motifs N-(2-aminoéthyl)glycine répétés et reliés par des liaisons amides résultant en une molécule
flexible, non-chirale et non chargée (Figure 20). Leurs propriétés intrinseques en font de bons
candidats pour l'imagerie moléculaire ou le ciblage de séquences d’ARNm. Ainsi, la preuve de
concept de I"hybridation in vivo des PNAs a été effectuée en 1997 par I'équipe de Hnatowich([213].
Cette approche a finalement été démontrée avec succes en 2015 en termes d’imagerie sur des
tumeurs A431 (carcinome épidermoide humain) avec une étape d’élimination par des agents de
clairance (Figure 23)[214]. Malgré des résultats encourageants, la PRIT a base d’oligonucléotides

nécessite encore de nombreuses optimisations avant de pouvoir envisager un transfert clinique.
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Figure 23 : Aquisitions SPECT-CT du préciblage cetuximab/PNA-PEG10-Cys-Dpa-°*"Tc sur des souris porteuses
de tumeurs sous-cutanées A431. (A) 1 h p.i. du radiotraceur. (B) 1 h p.i. du radiotraceur, le PNA-PEG10-Cys-Dpa-
9mTc ayant été administré 24 h aprés I'injection d’un agent de clairance. Reproduit d’aprés Leonidova et
al.[214]

IV. De la chimie « click » a la chimie bioorthogonale

En 2001, Kolb, Finn et Sharpless ont défini pour la premiére fois le terme de chimie « click »
qui désigne une réaction dont les caractéristiques, retranscrites ici de facon littérale sont les
suivantes: « The reaction must be modular, wide in scope, give very high yields, generate only

inoffensive byproducts that can be removed by nonchromatographic methods, and be stereospecific
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(but not necessarily enantioselective). The required process characteristics include simple reaction
conditions (ideally, the process should be insensitive to oxygen and water), readily available starting
materials and reagents, the use of no solvent or a solvent that is benign (such as water) or easily
removed, and simple product isolation »[215]. D’apres cette définition la réaction chimique
développée doit étre rapide, se réaliser sans solvant (excepté I'eau) et générer des sous-produits
inoffensifs pouvant étre éliminés aisément.

En 2009, Sleten et Bertozzi, aprés avoir exploré une multitude de réactions pouvant
correspondre a ces critéres, ont ajouté une nouvelle condition en instaurant le principe de
« bioorthogonalité » qui impose en plus des autres regles de la click classique le fait que les
molécules chimiques utilisées dans la réaction soient totalement inertes vis-a-vis des
macromolécules biologiques[216]. Au cours des derniéres années, une douzaine de réactions de
chimie bioorthogonale ont été rapportées (Figure 24). Seront détaillées dans la suite de ce
paragraphe dédié a la chimie click et a la chimie bioorthogonale uniqguement les réactions les plus
utilisées, a savoir la réaction de Staudinger, la cycloaddition [3+2] azoture-alcyne catalysée par le
cuivre (l) (Cugy-catalysed [3+2] azido-alkyne cycloaddition ou CUAAC), la cycloaddition azoture-alcyne
non-catalysée par le cuivre () (strain-promoted azide-alkyne cycloaddition ou SPAAC) et enfin la
cycloaddition de Diels-Alder a demande électronique inverse (inverse electron-demand Diels-Alder

cycloaddition ou IEDDA).

Figure 24 : Stratégie générale de préciblage par chimie bioorthogonale.

Les applications reliées a la chimie bioorthogonale sont nombreuses, aussi bien dans la
chimie des polyméres, le développement de nouveaux médicaments qu’en biochimie[217][218].
Cependant, I'application la plus prometteuse demeure en radioimmunothérapie, pour le
développement de nouveaux radiopharmaceutiques. Effectuer de la chimie bioorthogonale sur des
anticorps monoclonaux est ainsi possible, et représente un enjeu majeur dans |'exploration de
thérapies ciblées tout en permettant de diminuer les risques de toxicité sanguine induits par les AcM

directement radiomarqués en RIT.
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a. Réaction de Staudinger

La réaction de Staudinger, décrite en 1919 par Herman Staudinger et Jules Meyer, s’effectue
entre un azoture et une phosphine[219]. La réaction conduit a la formation d’un iminophosphorane
couplé a un dégagement de diazote. L'iminophosphorane est un intermédiaire qui peut par la suite,
s’hydrolyser pour donner une amine et un oxyde de phosphine. Ce fut la premiére réaction de chimie
bioorthogonale étudiée dans les systemes biologiques, permettant la formation d’une liaison
irréversible[220]. Cette réaction remplit ainsi les critéres de bioorthogonalité de par son interaction
spécifique, son irréversibilité et sa biocompatibilité. La vitesse réactionnelle représente cependant un
critére limitant la généralisation de cette approche avec une constante de l'ordre de 1,5 x 103 M.
(mesurée dans un mélange acétonitrile/eau; 1/1, v/v), ce qui est trés faible en vue d’applications
biologiques[221]. Ainsi, différentes réactions dérivées ont été mises au point par I'équipe de Bertozzi
en vue de pallier cet inconvénient. Dans la version dérivée de Saxon et Bertozzi, un piege électrophile

de type ester méthylique est introduit dans la phosphine afin de former un amide, augmentant ainsi

sensiblement la vitesse de la réaction (Figure 25)[222].

0]
OCH,4
PPh, 0] . Figure 25: Réaction dérivée de
RN, Triphénylphosphine R H/ Staudinger. D’apres Saxon et
PPh, Bertozzi[222].
o)
Azoture Amide

_(avec oxyde de
triphénylphosphine)

La majorité des réactions de préciblage utilisant les dérivés de Staudinger a par la suite été
réalisée sur des couplages avec des protéines, de 'ADN ou des lipides via I'intermédiaire d’'une
biotine[220]. Une démonstration a dans un premier temps été effectuée in vitro pour la visualisation
de la Cathepsine B intracellulaire. Cette observation a été rendue possible via le couplage d’un
inhibiteur de la protéase cystéine Cathepsine B E64 modifié par un azoture avec une sonde P-biotine,
une triphénylphosphine fonctionnalisée par de la biotine (Figure 26). La visualisation de Cathepsine B

intracellulaire a ensuite été possible suite a I'addition d’une sonde streptavidine fluorescente[223].
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Azido-E-64

Streptavidin

Figure 26 : Analyses d’immunofluorescence du préciblage de la Cathepsine B active dans des cellules de
moelle osseuse BMM@s avec I'azoture-E64. Echelle : 10 um. Reproduit d’aprés Hang et al.[223]

Les applications biologiques de ces phosphines fluorescentes concernent principalement des
études in vitro au niveau de la détection de biomolécules[224]. Une étude a notamment permis la
visualisation de glycoprotéines membranaires[225]. Les auteurs se sont ainsi basés sur la réaction
entre une cétone et un azoture, I'azoture étant placé sur les récepteurs d’acide sialique ou des
résidus N-acétylgalactosamine tandis que les phosphines sont quant-a-elles couplées a différents

fluorophores (Cy5,5, fluorescéine ou rhodamine) (Figure 27).

Figure 27 : Visualisation des glycoprotéines membranaires de cellules CHO par interaction bioorthogonale de
Staudinger. (A) Cellules CHO préciblées avec le précurseur de I'acide sialique couplé a I'azoture suivi de la
révélation avec une phosphine-Cy5,5. (B) Cellules CHO controles, non préciblées avec l'azoture. Bleu:
coloration des noyaux au DAPI. Rouge : Cy5,5. Echelle : 20 um. Reproduit d’apres Chang et al.[225]

Dans l'optique d’optimiser cette réaction de Staudinger, une version dite « Staudinger sans

traces» a été développée. La réaction s’effectue ainsi entre un phosphinothioester (ou
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phosphinoester) et un azoture. Apres hydrolyse de I'iminophosphorane, un groupement acyle est
transféré de la phosphine au composé portant initialement |'azoture pour former une liaison

peptidique entre deux molécules sans incorporation de I'oxyde de triphénylphosphine[226] (Figure

28).
X R’
(0]
CCy .

R-N; - ©i + R Mg 3 .
PPh, H R' = protéine, peptide, etc.

X =S : phosphinothioester
X = O : phosphinoester o)

Azoture Oxyde de Produit final
triphénylphosphine (amide)

Figure 28 : Réaction de « Staudinger sans traces ». D’apres Saxon, Armstrong et Bertozzi[226]

Cette approche alternative a permis entre autres d’effectuer des couplages entre peptides,
de marquer de I’ADN ou bien encore de déterminer les conformations structurales de protéines[220].
La cinétique trop lente des réactions de Staudinger et « Staudinger sans traces » (i.,e.=1a 7 x
103 M1.s1)[220] ainsi que les risques d’oxydation des phosphines demeurent néanmoins un frein
pour des applications in vivo telles que la PRIT et ont donc nécessité la mise au point de réactions

alternatives, plus rapides.

b. Cycloaddition azoture-alcyne catalysée par le cuivre (1) (CUAAC)

La cycloaddition [3+2] entre un azoture et un alcyne a été décrite en 1963 par le Pr. Huisgen
(Figure 29)[227]. Les applications de cette cycloaddition dans les systémes biologiques sont
cependant trés limitées du fait que la réaction s’effectue soit a haute température soit a pression
élevée, deux pré-requis inadaptés aux études in vivo. Ces obstacles ont cependant pu étre surmontés
via le développement de la Cuy-catalysed azido-alkyne cycloaddition (CuAAC), ou cycloaddition
azoture-alcyne catalysée par le cuivre (l), publiée simultanément en 2002 par deux équipes

différentes[228][229].

' N
. R Cu(l) RON“ SN
I T
Azoture Alcyne Triazole

Figure 29 : Réaction de cycloaddition azoture-alcyne catalysée par le cuivre (1). D’aprés Huisgen [227].

La CuAAC a une cinétique bien plus rapide que la réaction de Staudinger (i.e. k; = 10* M5!

vs 102 Mls1) dans les conditions physiologiques de température (ie. 37 °C) et & pression
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atmosphérique. Cette réaction s’est ainsi avérée compatible pour une utilisation dans des systemes
biologiques, avec la possibilité de greffer les composants bioorthogonaux sur des protéines, mais ses
applications in vivo sont restées relativement limitées en raison d’'une importante toxicité induite par
le cuivre (I). En effet, les cellules procaryotes et eucaryotes ne peuvent tolérer que des doses de
cuivre inférieures a 500 UM conduisant ainsi a des réactions CUAAC de tres faibles rendements[216].
Afin d’améliorer la biocompatibilité de la réaction CuUAAC, des ligands du cuivre solubles dans I'eau
ont été développés dans le but de chélater le cuivre (I) empéchant ainsi tout risque de relargage
d’ions Cu (1) libres générateurs de ROS[230]. L'un de ces ligands, le tris(triazolylméthyl)amine (BTTES)
a ainsi été évalué dans des embryons de Zebrafish pour I'imagerie de glycanes fucosylés et a
démontré avec succes la possibilité d’effectuer la CUAAC a vitesse élevée, in vivo et sans toxicité

apparente (Figure 30)[231].

e

BTTES-Cu(l)
—_— W ey
3 min
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Figure 30 : Imagerie in vivo de glycanes fucosylés d’embryons de Zebrafish durant I'embryogénése via le
préciblage par réaction CuAAC-BTTES. (A) Plan expérimental, micro-injections différées de GDP-FucAl et de
BTTES-Cu(l) pour le préciblage des glycanes fucosylés par CuAAC. (B-D-E) Images confocales d’embryons de
Zebrafish préciblés par BTTES-CUAAC a différents stades de développement. (C) Image confocale d’'un embryon
contrdle non préciblé. Echelle : 100 pm. Reproduit d’aprés Soriano Del Amo et al.[231]

c. Réaction de cycloaddition [3+2] azoture-alcyne non catalysée par le cuivre

(SPAAC)
La réaction de cycloaddition [3+2] azoture-alcyne non catalysée par le cuivre (SPAAC, strain-
promoted [3+2] azide-alkyne cycloaddition) a été développée en 2004 par I'équipe de Bertozzi[232].
La SPAAC met en réaction des cyclooctynes contraints, beaucoup plus réactifs que des alcynes vrais,

avec des azotures pour former des triazoles stables (Figure 31).
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Figure 31 : Réaction de cycloaddition azoture-alcyne non catalysée par le cuivre (SPAAC). D’aprés Bertozzi.

[232]

La SPAAC est ainsi apparue comme une alternative potentielle a la CuAAC du fait qu’elle
s’effectue dans les conditions physiologiques de température, de pH et sans aide de catalyseur au
cuivre (I). La cinétique de réaction de la SPAAC est certes inférieure a celle de la CuAAC mais cette
derniére a pu étre améliorée suite a la mise au point de nouveaux analogues de cyclooctynes tels que
les DIBO, DIFO ou BCN.

Actuellement, seules trois publications démontrent la faisabilité de la PRIT pour I'imagerie ou
la thérapie via la réaction SPAAC. Ainsi, la premiere étude a été réalisée en 2013 par Lee et al. sur
I'imagerie des souris porteuses de gliomes malins U87[233]. Ainsi, les cellules tumorales ont dans un
premier temps été ciblées par des nanoparticules (NPs) de silice (de 100 a 150 nm), fonctionnalisées
par I'ajout de chalnes PEG portant a leur extrémité du 5-(11,12-didéhydrodibenzo(b,f]lazocin-5(6H)-
yl)-5-oxopentanoate de méthyle (DIBAC). Aprés un délai de 24 h permettant I'accumulation des NPs
dans la tumeur via I'effet EPR -la présence intra-tumorale des NPs ayant été contr6lée au préalable
par imagerie optique fluorescente- 2,6 MBq d’azoture glycolique fluoropentaéthylene radiomarqué
au Fluor-18 ont ensuite été injectés. Le % d’IA/g dans les tumeurs est ainsi de 1,1 %, avec un pica 1,4
% lorsque la dose de NPs-DIBAC a été augmentée[233].

Par la suite, une seconde étude a été réalisée par van Den Bosh et al. utilisant d’un c6té du
rituximab fonctionnalisé avec des azotures et de I'autre des cyclooctynes radiomarqués et a conduit,
a l'inverse de I'étude de Lee et al., a I'’échec de la SPAAC in vivo[234]. Les deux études ont cependant
utilisé des conditions expérimentales totalement différentes, tant en termes d’activités injectées,
qgue d’unités réactives greffées sur les vecteurs ou de délai entre les deux injections (24 h vs 5 min).
De plus, les vecteurs choisis pour chacune de ces deux études ont des pharmacocinétiques
totalement différentes (AcMs vs NPs), autant de raisons peuvent expliquer ces résultats
contradictoires.

Trés récemment, en 2018, une étude de thérapie a évalué I'efficacité de la SPAAC dans un
modele murin de lymphome non-Hodgkinien[235]. Ainsi, des souris xénogreffées avec des cellules
Raji ont regu une premiére injection de rituximab, un AcM anti-CD20, fonctionnalisé avec du
dibenzylcyclooctyne (DBCO) suivie 24 h aprés par l'injection des sondes azotures dendrimériques

conjuguées a du poly(amidoamine) (PAMAM) et radiomarquées a I'Yttrium-90.
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La combinaison d’un AcM thérapeutique avec une sonde radiomarquée a ainsi démontré une

amélioration significative des médianes de survie (survie au-dela de 150 jours post greffe vs 42 jours

pour les non traitées) ainsi qu’une absence de croissance tumorale dans le groupe traité par rapport

aux controles (Figure 32)[235]. Enfin, les auteurs de cette étude ont montré que la constante

d’association augmentait de plus de 100 fois avec la structure dendrimérique comparé au monomere

analogue (k= 232 M1s?t vs 2,1 Mts?!) démontrant ainsi I'intérét de l'utilisation de la SPAAC

dendrimérique dans les approches de préciblage.
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Figure 32 : Efficacité de la PRIT a-CD20-DBCO/PAMAM(D-°°Y) sur des souris
porteuses de xénogreffes de lymphomes non-Hodgkinien. (b) Courbes de
croissances tumorales des animaux soit non traités (i), traités avec l'a-
CD20/PAMAM non radiomarqué (vi) ou bien traités avec I'a-CD20-DBCO/
PAMAM(D-%9Y) (ix). (c) Courbes de survie. *P < 0,05. Les injections des AcMs a-
CD20-DBCO et des sondes PAMAM (radiomarquées ou non) sont décalées de 24
h. Reproduit d’apres Au et al.[235]
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d. Réaction de cycloaddition [4+2] de Diels-Alder a demande électronique inverse
(IEDDA)

i. Généralités et applications pour I'imagerie du petit animal

La réaction de cycloaddition [4+2] de Diels-Alder a demande électronique inverse (IEDDA) se
produit entre un diene appauvri en électron, tel que la 1,2,4,5-tétrazine (TZ), et un diénophile plus
riche en électrons (alcéne), principalement de type trans-cycloocténe (TCO) ou norbornene (NB)
(Figure 33). Dans la majorité des publications, les TCOs ou les NBs sont greffés sur les résidus lysine
des anticorps tandis que les TZ sont reliées a un agent chélatant permettant de complexer des
isotopes radioactifs, principalement ceux du groupe des lanthanides. L'IEDDA s’effectue directement
in vivo, de facon sélective, sans catalyseur et dans les conditions physiologiques (pH = 7,4 ; 37 °C).
L'IEDDA se distingue des autres réactions de chimie bioorthogonales de par son excellente cinétique
de réaction (i.e. k2 de 10° a 10° M.s?) se traduisant par une liaison TCO-TZ totale en moins de 5
min[236]. Un autre avantage de la réaction IEDDA entre les groupements TCO et TZ réside dans son
adaptabilité car ce systeme est facilement transposable a de multiples vecteurs, aussi bien des AcMs
(ou fragments d’AcMs) que des peptides, des sucres ou bien également de petites molécules[237].
C’est donc une réaction bioorthogonale robuste qui a fait I'objet de nombreuses études précliniques.
Bien que trés rapide et facilement transposable a divers vecteurs et sondes, I'lEDDA peut cependant
étre sujette a une possible isomérisation des TCO en dérivés cis-cycloocténes (CCO), molécule certes

plus stable mais chimiquement inerte vis-a-vis de la TZ.
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Figure 33 : Cycloaddition de Diels-Alder a demande électronique inverse entre un trans-cycloocténe (TCO) et
une tétrazine (T2).

La premiére application préclinique de la cycloaddition IEDDA a été décrite par Rossin et al.
en 2010[238]. D’une part, un AcM CC49 anti-glycoprotéine 72 non-internalisant a été fonctionnalisé
avec des TCO (environ 7,4 TCO par AcM) comportant un espaceur de type dodécaéthyléene glycol (i.e.
PEG12) pour cibler des cellules de célon LS174T implantées en sous-cutanées chez la souris (Figure
34). D’autre part, aprés un délai de 24 h, 20 a 50 MBq d’une sonde TZ conjuguée a un PEG1,-DOTA et

radiomarquée a I'lndium-111 a été injectée a son tour (3,4 équivalents par rapport au nombre de
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TCO). L'imagerie SPECT-CT des animaux, réalisée 3 h p.i. de la TZ-PEG1,-DOTA-!In, a montré une
rapide accumulation au niveau tumoral avec un faible % d’Al/g dans les organes non-cibles (sang,

foie) associé a un ratio tumeur sur muscle de 13 pour 1.
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Figure 34 : Preuve de concept par imagerie SPECT-CT du préciblage de tumeurs de coélon LS174T par AcM
CC49-PEG12-TCO suivi 24 h aprés par l'injection de TZ-PEG1,-DOTA-'!In. (A) Structure de la TZ-PEG12-DOTA-
111In. (B) Imagerie SPECT-CT 3 h p.i. de la TZ-PEG1,-DOTA-1n. La fléche rouge indique 'emplacement de la
tumeur. Reproduit d’apres Rossin et al.[238]

Afin d’éliminer le bruit de fond en imagerie généré par la présence d’AcM-TCO circulants, ces
mémes auteurs ont procédé a l'injection d’un agent de clairance, composé de TZ couplées a du
galactose et de I'albumine sérique, 30 h avant l'injection de la TZ-PEG1,-DOTA-!In. Cet agent de
clairance interagit avec les AcM-TCO non fixés a la tumeur et permet de les éliminer en amont de

I'injection de la sonde radiomarquée, augmentant ainsi le contraste d’imagerie[239].

En 2015 Zeglis et al. a effectué la preuve de concept de I'lEDDA via 'interaction TCO/TZ, en
imagerie TEP sur un modeéle de carcinome colorectal implanté en sous-cutané chez la souris[240].
Plusieurs structures de TZ ont été comparées en vue de trouver la sonde radiomarquée optimale
pour ce type d’imagerie. Ainsi, le conjugué AcM huA33-TCO (= 5 TCO/ AcM) a été injecté en i.v., suivi
24 h apreés par l'injection i.v. de 10-12 MBq de TZ-NOTA-%Cu, TZ-PEG;-NOTA-%Cu ou TZ-SarAr-%*Cu

puis les animaux ont été imagés a différents temps p.i. (Figure 35).
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Figure 35: Imageries TEP de la TZ-PEG;-NOTA-%¥Cu sur des souris porteuses de tumeurs sous-cutanées
SW1222. (A) Structure de la TZ-PEG7-NOTA-%*Cu. (B) Imageries TEP a différents temps p.i. de la TZ. Délai de 24 h
entre I'injection des AcMs huA33-TCO et TZ-PEG;-NOTA-%4Cu. Les fléches rouges indiquent 'emplacement des
tumeurs. Reproduit d’aprés Zeglis et al.[240]

Ces études de biodistribution ainsi que les imageries TEP ont montré un % d’Al/g dans les
tumeurs d’environ 5,6 % a 1 h p.i. associé a une rapide élimination urinaire et gastro-intestinale du
radioligand. Cette derniére observation représente cependant un frein dans I'imagerie de tumeurs
abdominales ou coliques, nécessitant de fait de devoir améliorer le profil pharmacocinétique de la
TZ. Par la suite, la méme équipe a démontré la possibilité d’utiliser I'interaction TCO/TZ pour
effectuer des imageries TEP sur petit animal dans un modele de cancer pancréatique en ciblant des
antigenes sécrétés prompts a l'internalisation (i.e. CA19.9)[241]. Un AcM anti-CA19.9 (i.e. 5B1)
conjugué avec des TCO a été injecté en i.v. chez des souris porteuses de tumeurs BxPC3 ou Capan-2

suivie 72 h aprés par celle du radioligand TZ-PEG;-NOTA-%Cu (= 15 MBq / souris) (Figure 36).
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Figure 36 : Imageries TEP et TEP/CT du radioligand TZ-PEG7-NOTA-%“Cu a 20 h p.i. chez des souris porteuses
de tumeurs sous-cutanées Capan-2. Les TZ ont été injectées 72 h apres I'administration i.v. de ’AcM 5B1-TCO.
(A) Imagerie TEP en coupes axiales et longitudinales, % ID/g signifie % d’Al/g. (B) Imagerie TEP projetées aux
intensités maximum et minimum. (C) TEP/CT de la méme souris. (C, gauche, haut) Immunohistochimie de la
tumeur. (C, gauche, bas) Autoradiographie de la tumeur. Les fleches rouges indiquent I'emplacement des
tumeurs. Reproduit d’aprés Houghton et al.[241]

Les biodistributions ainsi que les imageries TEP/CT ont ainsi démontré la faisabilité de ce
concept de préciblage sur des antigénes internalisant via I'obtention d’une fixation spécifique au
niveau des tumeurs pancréatiques, avec un % d’Al/g atteignant un maximum de 8,2 % 20 h apreés

injection de la TZ-PEG;-NOTA-%*Cu associé a de faibles activités dans les organes non-cibles[241].

ii. Chimie-bioorthogonale inversée

Si la majorité des études publiées mettent en jeu d’un c6té des AcMs-TCO et de 'autre des
sondes TZ radiomarquées, la réciproque est tout a fait possible. La preuve de concept in vitro de
cette stratégie inversée a été réalisée en 2013 avec des sondes TCO fluorescentes. Ainsi, du
trastuzumab a été conjugué avec des TZ (= 8 TZ / AcM) tandis que les TCO ont été couplés avec de la
fluorescéine ou de la cyanine3 (Cy3)[242]. Des cellules de carcinome ovarien (SKOV-3, Her2/neu
positives) ont dans un premier temps été incubées 45 min avec le trastuzumab-TZ puis apres lavage,
traitées avec deux différentes concentrations de TCO-fluorescéines, i.e. 0,5 et 10 uM (Figure 37.i-iii).
Méme a faible concentration de la sonde TCO-fluorescéine, le signal fluorescent demeure détectable.
Afin de vérifier la colocalisation de I’AcM et la liaison TZ/TCO sur les cellules, le trastuzumab a été
doublement marqué a la TZ et a la fluorescéine. Aprés incubation des cellules SKOV-3 par I’AcM-TZ,
ces derniéres ont été traitées avec une sonde TCO-Cy3 (Figure 37.iv-vi). La superposition des signaux

de la fluorescéine et de la Cy3 dans les images d’épifluorescence démontre a la fois la reconnaissance
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spécifique des antigénes Her2/neu par la sonde AcM-TZ ainsi que la liaison spécifique TZ/TCO et donc

in fine la faisabilité du préciblage inversé.

'.™
iv v vi

Figure 37 : Images de cellules SKOV-3 ciblées avec du trastuzumab-TZ pendant 45 min puis incubées avec les
sondes TCO-Fluorescéines. Cellules SKOV-3 traitées du trastuzumab-TZ (0,005 uM) puis avec deux
concentrations différentes de TCO-fluorescéine, i.e. 0,5 uM (i) ou 10 uM (ii) (signal vert). (iv-vi) Cellules SKOV-3
traitées avec du trastuzumab-TZ fluorescéine (iv) puis incubées avec le TCO-Cy3 (v) (signal rouge). Le signal
orange montre la superposition du signal du trastuzumab-TZ-fluorescéine avec celui de I'adduit TZ-TCO-Cy3
formé. Echelle : 50 um. reproduit d’apres Maggi et al.[242]

Une seconde étude parue en 2017, utilisant différentes sondes TCO radiomarquées pour
I'imagerie TEP vient conforter les résultats de I'équipe précédente[243]. Les différents diénophiles
synthétisés ont ainsi été conjugués a un PEG, puis radiomarqués a du Fluor-18. Les études de
biodistributions et les imageries micro-TEP effectuées avec ces structures ont été réalisées sur un
modele murin de cancer de la prostate (cellules LnCaP) avec injection dans un premier temps de I'Ag
membranaire spécifique de la prostate (prostate-specific membrane antigen ou PSMA) conjugué a
des TZ-CFs, en intra-tumoral (i.t.), suivie 10 min aprés par l'injection i.v. de la sonde TCO-PEG,-8F. Les
résultats obtenus dans cette étude démontrent ainsi la possibilité de visualiser des tumeurs via
I'interaction inversée PSMA-TZ/TCO-PEG;-'8F avec cependant un trés faible pourcentage dans la
tumeur (< 1 % a 2 h p.i.) associé a un bruit de fond important, d’olu la nécessité d’optimiser cette

approche (Figure 38).
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Figure 38 : Préciblage PSMA-TZ/TCO-PEG:-'®F sur des souris porteuses de tumeurs LNCaP. (A-B) Structures des
composés bioorthogonaux PSMA-TZ (A) et TCO-PEG4-*8F (B). (C) Imageries TEP du TCO-PEG4-*¥F 2 h aprés
injection i.v. préciblées 10 min auparavant avec du PSMA-TZ. Reproduit d’apres Billaud et al.[243]

Tomographic slices

iii. Radioimmunothérapie préciblée de tumeurs sous-cutanées

Face aux résultats encourageants obtenus en imagerie, des études de thérapie ont par la
suite été réalisées chez la souris. La premiere étude de PRIT utilisant le systéme TCO/TZ a été publiée
en 2017 par l'équipe de Zeglis, sur un modéle de cancer pancréatique (5B1/BxPC3) décrit
précédemment dans la partie imagerie[244]. Dans cette étude, '’AcM 5B1 a été modifié par I'ajout
d’environ 7,4 TCO/AcM puis injecté a raison de 200 pg par souris suivi 72 h aprés par I'injection de
différentes doses de TZ-PEG;-DOTA-’Lu (10, 21 ou 32 MBq). Des biodistributions ont également été
réalisées en parallele avec la plus forte dose de radioligand (i.e. 32 MBq) et ont montré un % d’Al

dans les tumeurs d’environ 20 % 120 h aprés injection de la sonde radiomarquée (Figure 39).
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Figure 39 : PRIT de tumeurs pancréatiques sur des souris porteuses de xénogreffes BxPC3. (A) Structure de la
TZ-PEG7-DOTA-Y7Lu. (B) Biodistributions de la TZ-PEG;-DOTA-'"’Lu injectée en i.v. a 32 MBq 72 h apreés
injection i.v. du 5B1-TCO. (C) Courbes de croissances tumorales de I'étude de thérapie. Les souris ont regues
200 pg de 5B1-TCO suivi 72 h par 10, 21 ou 32 MBq de TZ-PEG7-DOTA-'"’Lu. Reproduit d’aprés Houghton et
al.[244]

Cette méme équipe a par la suite publié une étude de biodistribution et thérapie sur un
modele de xénogreffe de cancer colorectal SW1222 implanté en sous-cutané utilisant un AcM
huA33-TCO (= 7,4 TCO/AcM) et la TZ-DOTA-PEG;-Y"’Lu décrite ci-dessus. Les auteurs ont démontré
gu’un intervalle de 24 h entre I'administration de I’AcM-TCO et celle du radioligand donnait un %
d’Al/g de tumeur (i.e. 21,2 % a 120 h p.i.) significativement plus élevé qu’avec les délais d’injection
plus longs (i.e. 48 h et 72 h). (Figure 40.A). Dans I'approche thérapeutique, les souris ont recu 18,7,
37 ou 55,5 MBq de TZ-PEG,-DOTA-Y7Lu 24 h aprés une premiére injection de 100 pg d’huA33-TCO.
Ce protocole induit une diminution spectaculaire de la taille des tumeurs dans les trois groupes
traités associée a une augmentation significative de la survie par rapport aux groupes contrdles

(Figure 40.B).
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Figure 40 : (A) Biodistributions de la TZ-PEG7-DOTA-"’Lu a différents intervalles d’injection par rapport au
huA33-TCO. (B) Courbes de croissance tumorale et de survie Kaplan-Meier correspondantes. Reproduit
d’apres Membreno et al.[245]

L'utilisation de radionucléides émetteurs de particules alpha est en pleine expansion en
médecine nucléaire et vient d’étre récemment testée dans la PRIT utilisant la chimie bioorthogonale.
En effet, une étude réalisée sur des souris porteuses d’un carcinome colorectal implanté en sous-
cutané (cellules LS174T) a démontré I'efficacité de la PRIT CC49-TCO/TZ-PEG1o-DOTA-?12Pb[246]. Ainsi,
des activités croissantes de radioligand (i.e. 2,78 MBq, 2 x 2,78 MBq et 4,63 MBq) induisent un
ralentissement de la croissance tumorale associée a une amélioration significative de la survie des
animaux de respectivement 26, 35 et 39 jours comparé au groupe contréle ayant recu un placébo
(médiane de survie a 20 jours) (Figure 41). Par ailleurs, la RIT a 0,55 MBq est associée a une
importante hématotoxicité induisant une mortalité similaire a celle du groupe controle. Cette étude
prouve donc l'intérét de la PRIT par rapport a la RIT en termes de réduction de la croissance

tumorale, d’amélioration de la survie et de limitation de I’'hématotoxicité.
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Figure 41 : Alpha-PRIT de tumeurs colorectales implantées en sous-cutanées chez la souris par interaction
CC49-TCO/TZ-DOTA-?*2Ph. (A) Structure de la TZ-DOTA-2'?Pb. (B) Courbes de croissance tumorale. La fléche
noire indique le jour du traitement. (C) Courbes de survie Kaplan-Meier. Légende identique entre (B) et (C).
Reproduit d’aprés Shah et al.[246]

iv. Stabilité et réactivité des composants bioorthogonaux

Le greffage des unités TCO (ou TZ), sous forme d’ester activité NHS, sur les AcMs est réalisé
sur les chaines latérales amines des résidus lysines selon une réaction de type substitution
nucléophile. Ce couplage aux résidus lysines situés aussi bien sur la partie variable que constante est
non sélectif, ce qui peut conduire a modifier I'affinité de I’AcM pour son antigene, diminuant in fine
I'efficacité de la PRIT. La spectrométrie de masse MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization-Time of flight), permet de déterminer le nombre moyen de TCO greffés par
AcM tandis que des analyses par cytométrie en flux quantitative, permettent notamment de vérifier
I’affinité de ces AcMs modifiés pour leurs cibles. Ces controles doivent étre réalisés préalablement a
chaque expérience afin de vérifier la steechiométrie de la réaction engagée, du moins pour la partie
concernant l'anticorps. Une méthode alternative de couplage AcM/TCO a été décrite en 2008
permettant de conjuguer les TCO a des endroits spécifiques sur I’AcMs. Cette approche consiste ainsi
a modifier les AcMs en substituant des acides aminés spécifiques par des résidus cystéines,
aboutissant ainsi a des THIOmab™[247]. La preuve de concept de cette approche a été réalisée

récemment chez la souris pour I'imagerie SPECT de cancer du sein avec d’un c6té un THIOmab anti-
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Her2/neu conjugué a un nombre variable de TCO-PEGs-maléimide (i.e. 2, 4 ou 6 résidus) et de l'autre
co6té une TZ-DOTA-1In[248]. Les résultats encourageants obtenus dans cette étude laissent envisager
que le contréle des sites de conjugaison pourrait étre une stratégie potentielle dans I'optimisation de

la PRIT.

Un autre parametre important concerne la fonctionnalité des TCO. Une fois ceux-ci couplés
sur les AcMs il devient impossible d’évaluer de fagon absolue s’ils sont encore réactifs envers la TZ.
Les dérivés du trans-cyclooctene TCO sont obtenus initialement par conversion photochimique de
dérivé cis-cyclooctene (CCO) et sont stables dans le temps lorsqu’ils sont stockés a — 20 °C[249]. En
revanche, une fois exposés a la lumiére ou a une source de chaleur, le TCO s’isomérise alors en CCO,

qui est quant-a-lui non réactif envers la TZ (Figure 42).

_— > Figure 42 : Isoméres du cycloocténe.
Trans-cycloocténe Cis-cycloocténe

En 2013, Rossin et al. ont étudié, in vitro et in vivo au sein du modele CC49/LS174T, a la fois
I'influence de la longueur de I'espaceur PEG dans le conjugué AcM-TCO ainsi que l'influence de la
conformation du TCO (transcycloocténol avec I'hydroxyle en position équatoriale vs axiale) sur la
réactivité TCO/TZ. lls ont ainsi tout d’abord constaté une importante isomérisation des TCO liés par
un espaceur PEG:; aux AcMs dans les 72 h apres injection, comparé aux conjugués non-PEGylés.
Cette isomérisation serait corrélée a une réaction croisée avec des métaux de transition tels que le
cuivre (Il) présent dans des protéines du sérum[239]. Concernant les conjugués AcM-TCO non-
PEGylés, leur stabilité résulterait de I'encombrement généré par I'AcM qui empécherait de fait
I'interaction des TCO avec le cuivre (ll) sérique. Par ailleurs, les isoméres axiaux du TCO seraient

jusqu’a 10 fois plus réactifs que les isomeres équatoriaux vis-a-vis des TZ (Figure 43).
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Figure 43 : Isomeéres axiaux et équatoriaux du trans-cycloocténol. D’apres Rossin et al. [239]

Une étude contradictoire, parue en 2015, a démontré que l'inactivation des TCO n’était pas
induite par I'isomérisation trans-cis ou par un encombrement stérique a la surface de I'’AcM mais

plutdt par des phénomenes d’interactions hydrophobes entre ces TCO et I’AcM les rendant de ce fait
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inaccessibles aux sondes TZ[250]. La PEGylation des protéines est connue pour réduire leur
immunogénicité et améliorer leur solubilité sans altérer leurs propriétés pharmacodynamiques
[251][252]. Les auteurs de cette étude se sont donc basés sur cette observation et ont ainsi évalué
I’effet de I'ajout de chaines PEG de différentes longueurs (i.e. PEG4 et PEG24) sur I'interaction avec les
TZ. lls ont montré dans leur modele, que l'insertion de chaines PEG, méme courtes (i.e. PEG,),
permettait d’éloigner les TCO hydrophobes de la structure de I'AcM et était par conséquent
favorable a I'interaction TCO/TZ[250]. Ces études ont cependant été effectuées uniqguement in vitro,
en fluorescence, et sur des modeles différents de ceux de I'équipe précédente (cellules, AcMs, TZ).
Face a ces dissensions, l'influence de la longueur du PEG entre I'AcM et le TCO demeure ainsi non-
consensuelle. Cependant, il est intéressant de noter que la grande majorité des études de PRIT
TCO/TZ publiées par la suite ont été réalisées avec des conjugués AcMs-TCO ne contenant pas

d’espaceur PEGylé.

La structure de la TZ est également un parametre important pouvant influer sur la réactivité
avec les TCO et donc in fine impacter I'efficacité de la PRIT. Différentes structures de TZ ont ainsi été
caractérisées in vitro a la fois en termes d’hydrophobicité, de réactivité mais également de stabilité
(PBS et sérum de souris) puis comparées in vivo dans des études de biodistributions[253]. Les sondes
TZ les plus lipophiles ont montré une stabilité significativement moindre associée a une élimination
hépatique plus importante que les sondes hydrophiles et une rétention tumorale plus faible. Une
seconde étude a comparé in vitro, par des analyses de résonance plasmonique de surface (SPR), et in
vivo, par imagerie SPECT-CT, l'influence de la nature des TZ, des espaceurs entre la TZ et le
radionucléide ainsi que des macrocycles chélateurs[254]. Cette étude a ainsi démontré une
importante corrélation entre la structure du cycle TZ et la nature de I'espaceur sur l'interaction
TCO/TZ. Ainsi, une TZ liée a un phényle et reliée a un PEG (i.e. TZ-2) semble plus réactive qu’une TZ

entourée de pyridines (i.e. TZ-4) et donc plus favorable a la PRIT (Figure 44).
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Figure 44 : Structures des 4 TZ les plus décrites dans les publications portant sur la PRIT par chimie
bioorthogonale. La TZ-2 est utilisée dans les études de I'équipe de Zeglis alors que la TZ-4 est notamment
employée dans les études de I'équipe de Rossin et Robillard. Adapté d’apres Meyer et al.[254]
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V. Bilan, derniéres avancées dans la PRIT et perspectives

Les quatre grands systemes de PRIT démontrent la progression des concepts thérapeutiques
pour le traitement ciblé des tumeurs solides. Si certaines de ces techniques demeurent au stade
expérimental (MORFs/PNAs, chimie bioorthogonale) d’autres ont en revanche atteints avec succés le
cap des études cliniques (avidine-biotine, bsAcs). La majorité des systémes de radioimmunothérapie

préciblée nécessite cependant d’étre optimisée.

Le préciblage par réaction de chimie bioorthogonale représente un intérét dans les stratégies
de PRIT du fait qu’il s’affranchit des problemes d’immunogénicité et de I'ingénierie complexe pour
les MORFs, PNAs et bsAcs, tout en permettant une interaction rapide, spécifique et réalisable sans
catalyseur dans les conditions physiologiques (Tableau 12). La vitesse de réaction (k>) fait ainsi partie
des parametres importants a prendre en compte pour lI'exploitation de ces réactions au sein des
systemes biologiques. Les réactions s’effectuant a faible vitesse, telles que la CuAAC, sont donc
inadaptées pour de la PRIT (Tableau 13). Des réactions de cycloaddition mettant en jeu de nouveaux
analogues sont régulierement évaluées, soit par chimie computationnelle -une approche de
modélisation moléculaire qui permet de prédire la réactivité de nouveaux analogues via I'utilisation
de modéles mathématiques (modeéles distorsion/interaction)[255][256]- soit directement par voie

expérimentale.
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En 2016, I'’équipe de Rossin a décrit expérimentalement une nouvelle réaction de chimie
click-to-release, nommée IEDDA par élimination pyridazine, consistant a libérer un principe actif d’'un
conjugué AcM-ADC lié a une tumeur[260]. Dans cette stratégie, les AcMs sont conjugués avec des
TCO eux-mémes déja liés a un pro-médicament ou a une toxine via un linker de type carbamate. La
réaction d’IEDDA entre le TCO et la sonde TZ entraine la formation du cycloadduit 1,4
dihydropyridazine qui subit un réarrangement en pyridazine avec formation de N,. Mais ce
réarrangement déclenche la libération du carbamate, suivie immédiatement d’'un dégagement de
CO; et de la libération du composé cytotoxique ou de la toxine accrochée au carbamate au niveau de
la tumeur. La découverte de cette réaction ainsi que la preuve de concept in vivo de cette approche
ont été réalisées par cette méme équipe, dans un modele de cancer colorectal implanté en sous-
cutané chez la souris, avec un conjugué AcM-ADC de type CC49-TCO-Doxorubicine. Les résultats de
biodistribution de la sonde TZ-DOTA-’Lu montrent un faible % d’Al dans les tumeurs, entre 1 et 2 %,
indiquant que cette approche nécessite d’étre optimisée avant d’envisager des études de thérapie

(Figure 45).
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Figure 45: Activation de I'antibody-drug conjugate (ADC) via la réaction IEDDA d’élimination pyridazine
(click-to-release). Modifié d’aprés Rossin et al.[260]
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Partie 2 : Objectifs de la these

La radioimmunothérapie (RIT) permet d’irradier de fagon spécifique des tumeurs a I'aide
d’AcMs conjugués a des radionucléides. Son efficacité thérapeutique est cependant entravée sur les
tumeurs solides, de par la faible pénétration des AcMs au sein des tumeurs et est associée a une
importante toxicité hématologique du fait de la lente clairance des AcMs radiomarqués. Dissocier
I'injection des AcMs de celle du radioligand semble donc pertinent pour réduire cette hématotoxicité
et améliorer l'indice thérapeutique de la RIT: il s’agit des approches de radioimmunothérapie
préciblée (PRIT). La stratégie de PRIT la plus récente met en jeu l'interaction entre deux especes
chimiques trés réactives que sont le trans-cycloocténe (TCO) et la tétrazine (TZ) au travers d’une

réaction rapide et biocompatible.

Ainsi, les études effectuées au cours de ma these se sont articulées autour de deux axes, I'un
consistant a étudier les conséquences des modifications d’AcMs suite au greffage avec les unités TCO
et 'autre concernant I'étude de différentes sondes TZ radiomarquées dans le but de déterminer la

configuration optimale pour la PRIT de la carcinose péritonéale(CP) (Figure 46).

Dans un premier temps, nous avons effectué des études de pharmaco-modulation des AcM-
TCO en variant a la fois le nombre d’unités TCO greffées par AcM puis en modulant la longueur de
I’espaceur situé entre I’AcM et le TCO par 'insertion de chaine polyéthyléne glycol (PEG). Nous avons
ainsi évalué l'influence de ces modifications d’AcM sur I'efficacité de la PRIT, a la fois in vitro et in
vivo au sein de deux modeles de CCR différents, implantés soit en sous-cutané soit en orthotopique
dans la cavité péritonéale de facon a reproduire la CP. De méme ont été étudiées in vitro la stabilité
des composants TCO ainsi que l'influence de I'isomérisation des TCO dans leur forme inactive cis-

cyclooctene (CCO).

Dans une seconde partie nous avons évalué in vivo, au travers d’études de biodistributions,
différentes structures de TZ radiomarquées au Lutécium-177 afin de déterminer laquelle pourrait
permettre d’obtenir le plus fort pourcentage d’activité dans les tumeurs. Enfin, des études de survie
ont été réalisées afin d’évaluer I'efficacité thérapeutique de la PRIT par chimie bioorthogonale sur

des tumeurs disséminées.
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Figure 46 : Schéma présentant les deux axes d’études de la stratégie de radioimmunothérapie préciblée
utilisant la chimie bioorthogonale.
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Partie 3 : Matériels et Méthodes

I. Lignées cellulaires et anticorps

Les études de préciblage ont été effectuées sur deux lignées de cancer colorectal. (Tableau

14). Ces deux lignées cellulaires sont cultivées dans un milieu supplémenté avec 10 % de SVF et sont
maintenues a 37 °C avec 5 % de CO, dans une étuve humide.

HT29 A431-CEA-Luc

Morphologie

Origine cellulaire

Adénocarcinome de célon humain Carcinome eplth(.ellal de colon
humain
. Dr. Pouget
Dr. Bouch
Provenance L ol souene IRCM U1194
Hopital Paul Brousse, Villejuif .
Montpellier
Milieu de culture DMEM DMEM-F12
A . 1 % pénicilline
0,
Antibiotiques 1 % gentamycine 1% streptomycine
Oui
Transfection Non ACE et Luc
Effectué par I'lRCM
Oui
Pression de sélection Non ACE : généticine (1 %)
Luc : hygromycine (1%)
. sy s TSPANS
ACE
Antigene ciblé Exprimé de fagon constitutive ¢
. Ts29.2[178 35A7[184
Anticorps monoclonal > Igng ] [184]

IgG1
Tableau 13 : Conditions de culture et caractéristiques des lignées de célon. DMEM : Dulbecco’s Modified

Eagle Medium (Invitrogen, Cergy Pointoise, France). ACE (ou CEA) : Antigéne carcino-embryonnaire. TSPANS :
Tétraspanine 8. Luc : Luciférase.

Il. Pharmaco-modulation des anticorps

a. Variation du nombre de TCO

L'efficacité de la chimie bioorthogonale dépend entre autres paramétres du nombre de TCO

greffés a I’AcM. Ces TCO se greffent sur les résidus lysine des AcMs et leur nombre doit étre choisi de

facon a induire une réponse optimum, c'est-a-dire permettre de fixer un maximum de TZ. En
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revanche les modifications apportées ne doivent pas étre trop importantes au risque de dénaturer la
structure de base de I’AcM, ce qui aurait pour conséquence de diminuer la fraction immunoréactive.
Ainsi, il est possible de moduler le nombre de TCO greffés sur les AcMs en augmentant le nombre
d’équivalents mis dans le mélange réactionnel. Pour les expériences in vitro, 100 pg de Ts29.2 ou de
35A7 ont été modifiés avec des quantités croissantes de TCO, soit 0, 5, 15, 20 ou 30 équivalents de

TCO pour 1 équivalent d’AcM.

b. Variation de la longueur de I’espaceur PEG

La distance entre I'AcM et le TCO a été pharmaco-modulée par linsertion de chaines
polyéthyléne glycol (PEG) de différentes longueurs (PEG, et PEG;;). De la méme fagon que pour
I’AcM-TCO ne contenant pas de PEG (AcM-PEG,-TCO), les AcMs PEGylés ont été modifiés par I'ajout
de quantités croissantes d’unités PEG,-TCO, allant de 0 a 30 équivalents pour 1 équivalent d’AcM

(Tableau 14).

Equivalents de PEG,-

0 5 10 15 20 30
TCO mis en réaction
0 1,8 3,5 4,6 5,3 6,4
Ts29.2-PEG,-TCO
[0-0] [2-3] [1-6] [2-7] [3-8] [4-9]
Ts29.2-PEG,-TCO 0 13 2.9 41 >6 ND
S - -
N [0-0] [0-2] [1-5] [2-6] [4-7]
29 2.PEGTCO 0 1,3 3,0 7,4 11,3 16,0
: - [0-0] [1-2] [2-4] [7-8] [10-13] [14-17]
Equivalents de PEG,.
0 5 10 15 20 30
TCO mis en réaction
S ATPEG.TCO 0 0,6 1,6 2,2 3,0 3,7
0 [0-0] [0-1] [1-2] [1-3] [2-4] [3-4]
S AT-PEG.TCO 0 1,7 3,7 5,7 7,6 11,6
N [0-0] [1-2] [3-4] [5-7] [6-9] [10-13]
S ATPEC.TCO 0 1,2 2,8 6,3 8,8 13,0
- [0-0] [1,1-,3]  [2,5-3,1] [6-7] [8-9] [12-14]

Tableau 14 : Nombre moyen de PEGh-TCO greffés par AcM en fonction des différents équivalents mis en
réaction. ND : non déterminé.
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Il. Sondes tétrazines

a. Tétrazines fluorescentes

p Poids
Emission Absorption
Composés Structures moléculaire
(nm) (nm)
(8/mol)
TZ-5-FAM
3-(p-benzylamino)-
492 517 545,50
1,2,4,5-tetrazine-5-
fluorescein
Tz-Cy3
3-(p-benzylamino)-
550 570 908,07

1,2,4,5-tetrazine-

cyanine3

L
TZ-Cy5 ‘“)\QJ\/L
H

3-(p-benzylamino)-
649 670 826,00
1,2,4,5-tetrazine-
CH;
cyanine5 + ,f

om0
H, H

d ° %% oH

Tableau 15 : Structures et caractéristiques des différentes tétrazines fluorescentes utilisées.

Afin d’obtenir un signal optimal pour chacune des expériences de préciblage menées en
fluorescence plusieurs TZ fluorescentes ont été utilisées. Bien que les propriétés physicochimiques
des fluorophores organiques couplés a ces TZ soient différentes, cela n’altere pas l'interaction
TCO/TZ du fait de la trés forte affinité et spécificité entre ces deux molécules. Cependant, au cours
d’'une méme expérience, un seul type de sonde fluorescente a été utilisé pour comparer les
différents AcMs-PEG,-TCO entre eux et cela afin d’éviter d’introduire un quelconque biais. Les TZ

fluorescentes ont toutes été achetées chez JenaBioscience (Allemagne). Ainsi, la 3-(p-benzylamino)-
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1,2,4,5-tetrazine-5-fluorescein (TZ-5-FAM) et la 3-(p-benzylamino)-1,2,4,5-tetrazine-cyanine3 (TZ-
Cy3) ont été utilisées pour les expériences in vitro tandis que la 3-(p-benzylamino)-1,2,4,5-tetrazine-
cyanine5 (TZ-Cy5) a été quant-a-elle injectée chez les souris du fait de son émission dans le proche

infrarouge qui permet de visualiser plus profondément dans les tissus mous (Tableau 15).

b. Tétrazines radiomarquées

Trois sondes TZ ont été explorées au travers d’études de biodistribution et de thérapie
préciblée dans le modéle de CP (Tableau 16). Ainsi, les TZ-PEG4-DOTA-'""Lu (i.e. TZ-1), TZ-PEGs-DOTA-
7Ly (i.e. TZ-3) et TZ-PEG1,-DOTA-Y7Lu (i.e. TZ-4) ont été synthétisées et radiomarquées directement
par les radiochimistes de I'unité tandis que la TZ-PEG;-DOTA-"Lu (i.e. TZ-2) a été fournie par I'équipe
du P" B. Zeglis (Memorial Sloan Kettering Cancer Center, New York, USA)[244],[245]. Les structures de
ces TZ different en plusieurs points. Ainsi, les TZ-1,3,4 possedent un cycle tétrazine avec deux
pyridines de part et d’autre tandis que la TZ-2 posséde un cycle tétrazine relié uniquement a un
phényle en position para. La seconde différence provient de la longueur de I'espaceur PEG qui varie
entre les 4 composés (longueurs 4, 7, 8 et 12). Enfin, le macrocycle DOTA est légérement différent
entre les TZ-1,3,4 et la TZ-2 permettant une coordinance soit de 7 soit de 9 vis-a-vis du métal

radioactif.
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I1l. Etudes moléculaires par SDS-PAGE

La migration sur gel SDS-PAGE d’AcMs modifiés et la révélation de ces gels nous ont permis a
la fois de vérifier la réactivité et la stabilité des conjugués AcM-TCO et également de réaliser des

études sur I'isomérisation des TCO conjugués.

Ainsi, aprés ajout de Laemli 4X, une quantité de 1-5 pg de Ts29.2-PEG,-TCO ou de 35A7-PEG,-
TCO a été déposée -sans réduction préalable au B-mercaptoéthanol- sur gel de polyacrylamide a 4-15
% (Biorad, France). Le gel est ensuite rincé 5 min sous agitation dans 100 mL d’H,O Milli-Q (Millipore,
France) pour Oter les traces de SDS puis a été incubé 10 min sous agitation lente, dans le noir, a TA
dans un bain d’H,O Milli-Q contenant 0,02 mM de TZ-5-FAM. Aprés un nouveau ringage 5 min sous
agitation avec 100 mL d’H,O Milli-Q le gel a été imagé au Chemidoc (Biorad, France). La quantité
totale de protéines déposée a ensuite été mise en évidence par coloration du gel au SimplyBlue™
SafeStain (ThermoFisher Scientific, France). Un ratio entre I'intensité de fluorescence et la quantité
totale de protéine déposée a été effectué pour la bande majoritaire de I'AcM (située a = 130 KDa)

afin de comparer les interactions des différents AcM-PEG,-TCO entre eux.

IV. Etudes in vitro
a. Culture cellulaire en 3D

Dans un premier temps, différentes quantités de cellules HT29 (1000, 3000 ou 6000) ont été
ensemencées dans du DMEM contenant 0,5 % de méthylcellulose (R&D Systems, USA) dans des
plagues 96 puits a fonds coniques (ThermoFisher Scientific). Les sphéroides ont ensuite été incubés
dans les conditions de culture standard, a 37 °C (5 % de CO;) dans un environnement humide. Les
agrégats de cellules ont commencé a se former aprés 24 h d’incubation, les sphéroides ayant ainsi
été obtenus 48 h apres ensemencement. L’évolution de leur taille et de leur morphologie a été suivie
tous les jours a la méme heure par imagerie a I'aide d’'un microscope inversé a contraste de phase
(Eclipse TS100, Nikon). Le suivi a été effectué jusqu’a I'observation d’un détachement de cellules
(dissociation du sphéroide). Afin d’évaluer la croissance, 3 sphéroides ont été choisis aléatoirement
pour chacune des conditions d’ensemencement pour étre imagés puis analysés avec le logiciel
Imagel®. Le diamétre a ainsi été calculé a partir des images 2D en déterminant I'aire (S) par les
formules du rayon (R=\/S/_n) et du volume (V=4/3nxR3). La circularité (C) des sphéroides a été
mesurée avec la formule C=4S/n et la densité (D) a été obtenue par comptage des cellules (Lame de
comptage FAST READ 102, Biosigma D.R.L, Italie) aprés dissociation des sphéroides a la trypsine
(Figure 47).
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b. Cytométrie en flux

1. Evaluation de la reconnaissance AcM-PEG,-TCO/Antigénes par

cytométrie en flux quantitative

Le nombre d’antigenes (Ag) TSPAN8 et ACE reconnus par les différents AcMs modifiés a été
mesuré par cytométrie en flux quantitative a I'aide d’un kit de diagnostic in vitro (Cellquant
Calibrator®, Biocytex, France) et du cytométre BD-LSRII (BD Biosciences, logiciel FACSDiva). Cette
technique est proche de la cytométrie en flux classique, exceptée qu’elle utilise des billes de
calibration recouvertes de quantités croissantes d’IgG de souris qui permettent ainsi d’obtenir une
droite étalon. Le nombre d’Ag reconnus a donc été calculé avec les valeurs d’intensité de

fluorescences moyennes mesurées et grace a I'équation de la droite obtenue a 'aide des billes.

2. Etude de I'interaction AcM-PEG,-TCO/ TZ-5-FAM

L'interaction AcM-PEG,-TCO et TZ-5-FAM a été évaluée dans un premier temps par
cytométrie en flux classique. Le méme protocole a été utilisé sur les deux lignées cellulaires HT29 et
A431-CEA-Luc. Les cellules ont été au préalable trypsinées et réparties a 1.10%/50 uL par condition
puis incubées 30 min a 4 °C avec 0,03 nmol de Ts29.2-PEG,-TCO ou de 35A7-PEG,-TCO. Les cellules
ont ensuite été centrifugées 5 min a 461 g, les surnageants éliminés et les culots lavés 2 fois dans du
DPBS puis de nouveau incubées 30 min a 4 °C, dans le noir avec 10-14 équivalents de TZ-5-FAM
(respectivement au nombre de TCO par AcM) ou avec une solution 1/1000 d’AclI-FITC (donkey anti-
mouse, ThermoFisher Scientific, France). Apres lavage au DPBS, les culots sont repris dans 1 mL de

DPBS pour étre analysés au cytometre (BD-LSRII, BD Biosciences, logiciel FACSDiva).

¢. Immunofluorescence
1. Sur cellules en monocouches (2D)

L'interaction AcM-PEG,-TCO et TZ-Cy3 a été évaluée par immunofluorescence (IF) sur les
deux modeles cellulaires HT29 et A431-CEA-Luc suivant le méme protocole. Ainsi, des chambres de
culture 8 puits (Labteks, Sigma Aldrich, France) ont dans un premier temps été incubées 1 h a TA avec
du collagéne de queue de rat (Corning, USA) a 5 pg/cm? afin de permettre une meilleure adhérence
des cellules durant le protocole d’IF. Une quantité de 1.10° de cellules HT29 ou A431-CEA-Luc a été
ensemencée avec le milieu de culture adéquat et réparti de fagon homogéne sur toute la surface du
puits. Les chambres de culture ont ensuite été placées 48 h dans un incubateur humide (37 °C, 5 % de

CO,) avant les immunomarquages. Les AcMs-TCO, Acll et les TZ-Cy3 sont dilués dans du DPBS-2,5 %
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BSA. Les cellules ont tout d’abord été incubées 30 min a TA avec 5 % de BSA-DPBS (saturation) puis
1h30 a 37 °C avec 0,03 nmol de Ts29.2-PEG,-TCO ou de 35A7-PEG,-TCO. Le tapis cellulaire a ensuite
été rincé 2 fois avec 200 pL de DPBS en prenant garde de ne pas le décoller puis de nouveau incubé a
37 °C pendant 45 min dans le noir avec 1/500™ d’anticorps secondaire polyclonal (Acll donkey anti-
mouse — Cyanine3 ou FITC, Jackson Immunoresearch, USA) dilué dans du DPBS contenant 2,5 % de
BSA ou ont été incubées avec 10 a 14 équivalents de TZ-Cy3 (respectivement au nombre de
TCO/AcM). Des co-incubations Acll et TZ-Cy3 ont également été réalisées suivant les mémes
concentrations qu’énoncées ci-dessus afin de montrer la co-localisation des deux signaux. En fin de
protoccole, les cellules sont fixées 10 min a TA avec 10 % de formaline (Sigma Aldrich, France) puis
les chambres retirées et les lames avec du Vectashield®-DAPI. Les lames ont été observées 24 h apres

au microscope confocal (Leica SPE/LSI, plateforme CLIC, Clermont-Ferrand).

2. Sur sphéroides (3D)

Pour chaque condition testée une dizaine de sphéroide de 5 jours ont été récoltés
précautionneusement avec un embout de cone de 200 pL préalablement coupé a son extrémité et
déposés délicatement dans des tubes de 5 mL. Le protocole d’IF est identique a celui appliqué sur les
cellules en monocouches. Pour améliorer la pénétration du DAPI dans la structure 3D, celui-ci a été
dilué au 1/500%™ et co-incubé en méme temps que I'Acll et la TZ-Cy3. Aprés fixation a la formaline
(10 %, 15 min a TA) les sphéroides ont subi un protocole de clarification dans le but d’améliorer leur
indice de réfraction et ainsi pouvoir observer et imager les couches Z situées en profondeur (Figure

48).

Ce protocole de clarification, adapté du protocole ClearT? de Boutin et al.[261] a consisté a incuber
les sphéroides successivement 15 min a TA avec une solution contenant 25 % de formamide/10 % de

PEGsono (Sigma-Aldrich, France) puis 1h30 avec 25 % de formamide/ 10 % de PEGgooo.

Apreés clarification les sphéroides ont été montés entre lame et lamelle dans du Vectashield®-DAPI en
prenant bien garde de ne pas les écraser. Pour éviter toute dégradation des sphéroides ou perte de
fluorescence, I'observation en microscopie confocale a systématiquement été réalisée 24 h aprés les

immunomarquages.
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3. Parametres d’acquisition en microscopie confocale

La totalité des acquisitions a été réalisée sur un microscope confocal Leica SPE-LSI
(Plateforme CLIC, Clermont-Ferrand, France). Les mémes réglages et les mémes intensités de laser
ont été appliqués sur I'ensemble des images 2D ou 3D de facon a pouvoir comparer les différentes
conditions entre elles. Trois lasers ont été utilisés : 405 nm pour le canal du DAPI, 488 nm pour celui
du FITC et enfin 532 nm pour la cyanine3. Les images 2D et 3D ont ainsi été prises avec une
résolution de 1024 x 1024 pixels, un zoom de 1, un gain de 950, un offset a -0,5 -ce qui permet
d’éliminer le bruit de fond parasite- et enfin une correction de phase a -36,92. Les images ont été
réalisées en mode bidirectionnel avec des acquisitions de I'ensemble des couches Z tous les 2 um.
Pour les cellules en 2D, 3 champs aléatoires par puits ont été imagés pour chaque expériences. Pour
les sphéroides, les acquisitions ont été menées jusqu’a la profondeur Z maximum détectable, sur une

quantité de 3-4 sphéroides par condition testée.

4. Quantification des signaux membranaires fluorescents

Les signaux fluorescents membranaires de la TZ-Cy3 et de I'Acll-FITC ont été quantifiés a

I'aide de plusieurs algorithmes fonctionnant avec le logiciel Fiji (Imagel®).

Brievement, pour l'algorithme utilisé sur les cellules en monocouches 2D une série de
calques a été appliqué sur I'image de départ de fagcon a discriminer le signal membranaire du vide
(cytoplasme) et du signal du DAPI (noyaux) (Tableau 17). Une projection en Z a ensuite été réalisée
sur I'ensemble des images (I'ensemble des couches Z imagées) afin d’obtenir un signal médian de
I’ensemble de I'image. Une valeur de l'intensité moyenne de fluorescence a donc finalement été
calculée par l'ordinateur permettant ainsi d’effectuer des comparaisons statistiques entre les

différentes conditions de test.

. titleO=getTitle();

. run("Reduce Dimensionality...", "slices keep");

. close(title0);

. title=getTitle();

.run("Z Project...", "projection=[Average Intensity]");

. selectWindow(title);

. run("Z Project...", "projection=[Max Intensity]");

. setOption("BlackBackground", true);

. setAutoThreshold("Huang dark");

10. run("Convert to Mask");

11. run("Options...", "iterations=4 count=4 black pad do=Open");
12. run("Measure");

13. imageCalculator("AND create", "MAX_"+title,"AVG_"+title);

14. run("Measure");

O 0O NOOUD WN R
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15. RID1 = getResult("RawlIntDen", 0);
16. RID2 = getResult("RawIntDen", 1);
17. print(255*RID2/RID1);

18. I).deleteRows(0, 1);

19. close("Results");

Tableau 17 : Algorithme de quantification du signal membranaire fluorescent utilisé sur les images en
confocal réalisées sur les cellules 2D.

Concernant les quantifications des signaux membranaires fluorescents réalisées sur les sphéroides
HT29, deux algorithmes différents ont été utilisés. Le premier a consisté a quantifier le signal en 2D a
une profondeur Z donnée par zones concentriques allant du bord jusqu’au centre du sphéroide

(Tableau 18).

. title=getTitle();

. getPixelSize(unit, pixelWidth, pixelHeight);
mean_pix_size = (pixelWidth + pixelHeight)/2;

. intensity_threshold = 0;

. waitForUser("Go to the slice and channel you want to process.");
. Stack.getPosition(channel, slice, frame);

. waitForUser("Go to the channel with the nuclei.");
. Stack.getPosition(nuclei, slice2, frame2);

. Stack.setPosition(nuclei, slice, frame);

10. setBatchMode(true);

11. run("Duplicate...", "title=dup");

12. setAutoThreshold("Huang dark");

13. setOption("BlackBackground", true);

14. run("Convert to Mask", "method=Huang background=Dark black");
15. run("Fill Holes");

16. run("Exact Euclidean Distance Transform (3D)");
17. rename("Distance");

18. close("dup");

19. selectWindowf(title);

20. Stack.setPosition(channel, slice, frame);

21. run("Duplicate...", "title=Intensity");

22. row=0;

23. w=getWidth();

24. h=getHeight();

25. for(x=0;x<=w;x++)

26.

27. for(y=0;y<=h;y++)

28.{

29. selectWindow("Distance");

30. d=getPixel(x,y);

31. selectWindow("Intensity");

32. v=getPixel(x,y);

33. if(v>intensity_threshold)

34.{

35. setResult("X",row,x);

36. setResult("Y",row,y);

37. setResult("Distance (pixels)", row, d);

38. setResult("Distance", row, d*mean_pix_size);
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39. setResult("Intensity", row, v);

40. row++;

41.}

42.}

43.}

44. updateResults();

45. close("Intensity");

46. close("Distance");

47. setBatchMode(false);

48. l).renameResults(title+"-results");

49. xValues=Table.getColumn("Distance");
50. yValues=Table.getColumn("Intensity");
51. Plot.create("Spheroid Intensity profile", "Distance from border ("+unit+")", "Intensity");
52. Plot.setColor("#00BA38");

53. Plot.add("circles", xValues, yValues);

Tableau 18 : Algorithme 2D de quantification du signal membranaire fluorescent pour les sphéroides imagés
en microscopie confocale.

Le second algorithme a consisté a quantifier le signal en 3D sur toutes les couches du sphéroide par
zones concentriques allant de la surface jusqu’au centre et prenant ainsi en compte les 3 axes (X, Y et

Z) (Tableau 19).

1. title=getTitle();

2. getDimensions(w, h, channels, slices, frames);

3. getVoxelSize(pw, ph, pd, unit);

4. mean_pix_size = (pw + ph)/2;

5. interp_ratio = pd/mean_pix_size;

6. intensity_threshold = 0;

7. waitForUser("Go to the channel you want to process.");

8. Stack.getPosition(channel, slice, frame);

9. waitForUser("Go to the channel with the nuclei.");

10. Stack.getPosition(nuclei, slice2, frame2);

11. Stack.setPosition(nuclei, slice, frame);

12. setBatchMode(true);

13. run("Duplicate...", "title=dup duplicate channels="+nuclei);

14. setAutoThreshold("Huang dark stack");

15. setOption("BlackBackground", true);

16. run("Convert to Mask", "method=Huang background=Dark black");
17. run("Fill Holes", "stack");

18. run("Scale...", "x=1.0 y=1.0 z="+interp_ratio+" width="+w+" height="+h+"
19. depth="+round(interp_ratio*slices)+" interpolation=None process");
20. rename("interp");

21. close("dup");

22. run("Exact Euclidean Distance Transform (3D)");

23. rename("ISODistance");

N
S

. close("interp");

25. run("Scale...", "x=1.0 y=1.0 z=- width="+w+" height="+h+" depth="+slices+" interpolation=None 26.
process");

27. rename("Distance");

28. close("ISODistance");

29. selectWindowf(title);
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30.
31.
32.
33.
34,
35.

36
37
38

. setSlice(z);

. selectWindow("Intensity");
. setSlice(z);

39.
40.
41.
42.
43,
44,
45,
46.
47.
48.
49,
50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.
58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.

Stack.setPosition(channel, slice, frame);

run("Duplicate...", "title=Intensity duplicate channels="+channel);
row=0;

for(z=1;z<=slices;z++)

{

selectWindow("Distance");

for(x=0;x<=w;x++)

{

for(y=0;y<=h;y++)

{

selectWindow("Distance");
d=getPixel(x,y);
selectWindow("Intensity");
v=getPixel(x,y);
if(v>intensity_threshold)

{

setResult("X",row,x);
setResult("Y",row,y);
setResult("Z2",row,z);
setResult("Distance (pixels)", row, d);
setResult("Distance", row, d*mean_pix_size);
setResult("Intensity", row, v);
row++;

}

}

}

}

close("Intensity");

close("Distance");

setBatchMode(false);

updateResults();

lJ.renameResults(title+"-results-3D");

xValues=Table.getColumn("Distance");

yValues=Table.getColumn("Intensity");

Plot.create("3D Spheroid Intensity profile", "Distance from border ("+unit+")", "Intensity");
Plot.setColor("#00BA38");

Plot.add("circles", xValues, yValues);

Tableau 19 : Algorithme 3D de quantification du signal membranaire fluorescent pour les sphéroides imagés
en microscopie confocale.

IV. Etudes in vivo

a. Modeéles animaux

Les études in vivo ont été réalisées sur des souris NMRI Nude femelles, de génotype

Foxn1™/Foxn1l™ ou NMRI Nu/Nu, dgées de 5 semaines, et proviennent respectivement des

laboratoires Janvier Labs (Le Genest St Isle, France) et Charles River (L’arbresle, France). Les animaux

ont été hébergés dans des conditions standard, a 5 par cage, sur des portoirs ventilés, a une
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température comprise entre 21 et 24 °C et une hygrométrie de 60 %, suivant un cycle jour/nuit de 12
h/ 12 h et avec un accés a I'eau et a la nourriture ad libitum. Les souris ayant recu des injections de
radioligands sont placées dans des armoires plombées, hébergées soit a 3 individus par cage soit en
cage individuelle le temps de la décroissance radioactive. L'ensemble des expérimentations a été
effectué en conformité avec les recommandations du guide pour les soins et 'utilisation des animaux
de laboratoire et a été validé par le comité d’éthique local (CEMEAA n°002) ainsi que par le Ministére
de I'Enseignement et de la Recherche (saisine n® 5103-20160420120209100). Les imageries in vivo
ont été effectuées au sein du laboratoire, sur la plateforme IVIA : les imageries optiques ont été
réalisées a l'aide d'un imageur IVIS Spectrum (Perkin Elmer) tandis que les acquisitions

scintigraphiques ont été obtenues par imagerie SPECT-CT (Mediso, RS2D).

B. Xénogreffes

Les cellules HT29 ou A431-CEA-Luc ont été trypsinées, comptées a I'aide d’une cellule de
Malassez, centrifugées 8 min a 461 g a TA. Les culots HT29 sont ensuite repris dans du DPBS tandis
que les culots A431-CEA-Luc sont repris dans du DMEM supplémenté avec 1 %
pénicilline/streptomycine pour avoir une concentration finale respectivement a 3.10%/150 pL et
1.10%/250 pL. Les souris ont été anesthésiées a l'isoflurane (2,5 % de gaz, 2 :3 d’oxygéne) puis
injectées soit en sous-cutané dans le flanc droit (modeéle HT29), soit en i.p. dans le cadrant inférieur
droit (modele orthotopique A431-CEA-Luc). Dans le modele HT29, la croissance tumorale a été
mesurée 3 intervalles réguliers a I'aide d’un pied a coulisse. Le volume tumoral (en mm?3) est calculé
selon la formule V= (L x 12)/2, avec L correspondant a la longueur (en mm) et | la largeur (en mm).
Pour des raisons éthiques, lorsque le volume tumoral atteint 2000 mm?, soit environ 10 % du poids
de la souris, les animaux sont alors sacrifiés. Dans le modéle orthotopique A431-CEA-Luc, la prise
tumorale est vérifiée 24 h aprés la greffe par imagerie en bioluminescence puis suivie a intervalles
réguliers. Les animaux vigiles sont ainsi injectés en i.p. avec 15 mg/mL, soit 250 uL, de luciférine
(Perkin Elmer, France). Aprés 10 min de métabolisation du substrat, les souris sont anesthésiées (2,5
% d’isoflurane, 2 :3 d’oxygéne) et imagées. En complément de I'imagerie les animaux ont également
été pesés a intervalles réguliers afin de controler leur état général. En cas de perte de poids

supérieure a 20 % les animaux sont alors sacrifiés.
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c. Modeéle sous-cutané HT29
1. Evaluation de l'interaction Ts29.2-PEG,-TCO / TZ-Cy5

Aprés 7 jours de pousse tumorale, 24 souris ont été réparties aléatoirement dans deux
conditions de tests subdivisées en 4 groupes chacune (n=3 souris par groupe) (Tableau 20). Dans la
premiere condition les souris ont été injectées en intraveineuse (i.v.) avec 0,3 nmol de Ts29.2-0-3
préalablement incubés avec de la TZ-Cy5 (4 a 8 équivalents, respectivement au nombre de TCO
portés par '’AcM) pendant 30 min a TA dans un tube. Cette partie des groupes correspond a la
condition dite de ciblage direct des tumeurs. Dans la seconde condition, dite de préciblage, les 4
groupes ont quant-a-eux été injectés dans un premier temps en i.v. avec 0,3 nmol de Ts29.2-0-4 suivi
24 h aprés par l'injection i.v. de la TZ-Cy5 (4 a 8 équivalents, respectivement au nombre de TCO
portés par I’AcM). Les AcMs et la TZ-Cy5 ont été dilués respectivement dans du sérum physiologique
et dans du sérum physiologique contenant 0,5 % de DMSO. Pour évaluer l'interaction Ts29.2-0-4/TZ-
Cy5 les souris ont été imagées 2 h, 4 h,6 h, 24 h, 48 h, 72 h et 120 h aprés injection de la TZ-Cy5 et le
signal fluorescent localisé dans les tumeurs a été quantifié. La TZ fluorescente étant peu soluble,
celle-ci s’est accumulée au moment de l'injection i.v. dans le systéme lymphatique des souris. De fait,
le signal fluorescent présent au niveau des ganglions axillaires a également été quantifié afin de
vérifier si la quantité de TZ-Cy5 perdue était la méme entre les différents AcMs testés. Les animaux

ont été sacrifiés 7 jours apres injection de la TZ-Cy5.

Condition Groupe Abréviation Effectif
Controle
Ts29.2-0 3
Ts29.2 sans TCO
Ciblage direct Ts29.2-PEGo-TCO Ts29.2-1 3
Ts29.2-PEG4-TCO Ts29.2-2 3
Ts29.2-PEG12-TCO Ts29.2-3 3
Controle
Ts29.2-0 3
Ts29.2 sans TCO
Préciblage Ts29.2-PEGo-TCO Ts29.2-1 3
Ts29.2-PEG4-TCO Ts29.2-2 3
Ts29.2-PEG12-TCO Ts29.2-3 3

Tableau 20 : Les différents groupes de test pour les études d’interaction Ts29.2-PEG,-TCO / TZ-Cy5 sur le
modele HT29 selon la condition évaluée.

97



2. Biodistributions de la TZ-1

Aprés 7 jours de croissance tumorale, les animaux ont été répartis de facon aléatoire
dans les différents groupes de test (Tableau 21). Pour cette étude, deux quantités de Ts29.2-TCO ont
été évaluées pour voir si cela avait un impact sur le pourcentage d’activité injectée (% d’lA) au niveau
de la tumeur. Le groupe contréle (n=6) a ainsi été injecté en i.v. uniguement avec 10 MBq de TZ-1.
Les deux autres groupes (n=15 par groupe) ont quant a eux été injectés en i.v. avec respectivement
soit 50 pg soit 200 pg de Ts29.2-1 (6-8 TCO par Ts29.2) suivis 24 h apres par l'injection i.v. de 10 MBq

de TZ-1. (Résultats non montrés)

Condition Groupe Dose Effectif Prélévements
Contréle
Controle 10 MBq 6 4het24h
TZ-1
50 pg 4h,24h,48h,
PRIT Ts29.2-1 15
10 MBq de TZ-1 72hetl44 h
200 pg 4h,24h,48h,
PRIT Ts29.2-1 15
10 MBq de TZ-1 72het144h

Tableau 21 : Les différents groupes de test pour I’étude de biodistribution de la TZ-1 dans le modele HT29.

3. Imageries SPECT-CT

Aprés anesthésies a l'isoflurane (2,5 %, 2 :3 d’oxygéne), deux animaux de chague groupe ont
été imagés, en corps entiers, par tomographie a émission monophotonique couplée a un scanner
(SPECT-CT, nanoScan SM, Mediso, RS?D, France) a 1 h, 24 h, 48 h, 72 h et 144 h post injection de la
TZ-1. Les acquisitions et le traitement d’images ont été réalisés grace au logiciel InterView Fusion

(Nucline, France).

4. Sacrifices et prélevements

Les sacrifices et prélevements ont été réalisés 4 h et 24 h p.i. pour le groupe contréle et 4 h,

24 h,48 h, 72 h et 144 h p.i. de la TZ-1 pour les groupes ayant regu le Ts29.2-TCO.

Dans tous les groupes la quasi-totalité des organes (i.e. sang, urine, coeur, poumons, foie, reins,
pancréas, estomac, intestin, caecum, rate, c6lon, ovaires, muscle gastrocnémien, os de la patte,
thyroide, ganglions lymphatiques axillaires, cerveau et la queue) ont été pesés et mis dans des tubes

a scintillation pour étre comptés dans un compteur gamma (Wizard, Perkin Elmer, France).
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d. Modele orthotopique A431-CEA-Luc
1. Evaluation de Vinteraction 35A7-PEG,-TCO / TZ-Cy5

Aprés 11 jours de croissance tumorale, 12 souris ont été réparties aléatoirement dans 4
groupes (n=3 souris par groupe) (Tableau 22). Les souris ont dans un premier temps été injectées en
i.v. avec 0,3 nmol de 35A7-0-4 suivi 24 h aprés par une injection i.p. de TZ-Cy5 (4 a 8 équivalents,
respectivement au nombre de TCO portés par ’AcM). De la méme fagon que pour le modele sous-
cutané, les 35A7-0-4 et la TZ-Cy5 ont été dilués respectivement dans du sérum physiologique ou dans
du sérum physiologique contenant 0,5 % de DMSO. Des imageries en bioluminescence et en
fluorescence ont été réalisées sur chaque animal respectivement soit a 2 h et 4 jours apres injection
soit a 2 h, 4 h et tous les jours pendant 4 jours. Au 4™ jour p.i. de la TZ-Cy5 les souris ont été
sacrifiées et leurs tumeurs prélevées pour étre imagées successivement en bioluminescence et en

fluorescence.

Condition Groupe Abréviation Effectif
Controle
35A7-0 3
35A7 sans TCO
Préciblage 35A7-PEGo-TCO 35A7-1 3
35A7-PEG4-TCO 35A7-2 3
35A7-PEG12-TCO 35A7-3 3

Tableau 22: Les différents groupes de test pour les études d’interaction 35A7-PEG,-TCO / TZ-Cy5 en
préciblage sur le modele A431-CEA-Luc.

2. Biodistributions des TZ-1-4

Dans une premiére étude de biodistribution deux conditions ont été évaluées. Les animaux
ont tout d’abord regus 50 pg de 35A7-1 soit en i.v. soit en i.p. suivi 24 h aprées par une injection i.p. de

10 MBq de TZ-1 (Tableau 23).

Mode d’injection 35A7-

Condition Effectif Doses
TCO
Controle 12 i.p. 3 MBqg de TZ-1
50 pg de 35A7-1
9 i.v
10 MBq de TZ-1 (24 h apres)
Préciblage
50 ug de 35A7-1
9 i.p.

10 MBq de TZ-1 (24 h aprés)

Tableau 23 : Répartition des groupes pour I'étude de biodistribution n°1 portant sur la TZ-1 dans le modéle
de carcinose péritonéale d’origine colorectale. |.v. : intraveineuse. |.p. : intrapéritonéale.
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Une seconde étude a par la suite été menée, afin de comparer les biodistributions de différentes
structures de TZ-1-4. Les souris ont ainsi recu dans un premier temps 50 ug de 35A7-1 en i.v. puis 10
MBq de TZ-1-4 en i.p. 24 h aprés (Tableau 24). Par ailleurs, les TZ-1-4 ont été administrées en i.p.
sans injection préalable de 35A7-1 afin d’effectuer un suivi de biodistribution par imagerie SPECT-CT,

aux temps 4 h et 24 h post injection avec des préléevements d’organes au temps 24 h (n=3 par

groupe).
Activité molaire
Tétrazine Effectif Dose
(GBg/ umoles)
TZ-1 12 10 MBq 12,2
TZ-2 12 10 MBq 13,9
TZ-3 12 10 MBq 9,3
TZ-4 12 10 MBq 7,4

Tableau 24 : Répartition des groupes pour I'étude n°2 comparant les biodistributions des TZ-1-4 dans le
modeéle de carcinose péritonéale d’origine colorectale.

3. Imageries SPECT-CT

Aprés anesthésie a I'isoflurane (2,5 %, 2 :3 d’oxygéne), 2 a 3 animaux de chaque groupe ont
été imagés, en corps entiers, par SPECT-CTa 2 h, 24 h, 48 h et 72 h p.i. des TZ-1-4. Le temps 144 h n’a
pas pu étre réalisé du fait d’'un trop faible signal restant en lutécium (demi-vie: 6,8 jours). Les
acquisitions et le traitement d’'image ont été réalisés grace au logiciel InterView Fusion (Nucline,

France).
4. Sacrifices et prélevements

Concernant la premiere étude de biodistribution, dans le groupe contréle, les animaux ont
été sacrifiés et leurs organes prélevés aux temps précoces 5 min 1 h et 3 h p.i. et a un temps plus
tardif de 24 h p.i. de la TZ-1. Dans les groupes de PRIT les sacrifices et préléevements ont eu lieu aux

temps 24 h, 48 h et 144 h p.i. de la TZ-1.

Pour la seconde étude de biodistribution les sacrifices et préléevements ont eu lieu a 24 h, 48 h et 144

h p.i. des TZ-1-4.

Pour les deux études la quasi-totalité des organes (i.e. sang, urine, coeur, poumons, foie, reins,

pancréas, estomac, intestin, caecum, rate, colon, ovaires, muscle gastrocnémien, os de la patte,
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thyroide, ganglions lymphatiques axillaires, cerveau et la queue) ont été pesés et mis dans des tubes

a scintillation pour étre comptés dans un compteur gamma (Wizard, PerkinElmer, France).

5. Détermination du score de carcinose péritonéale (PCl) post-mortem

Le score de carcinose péritonéale (PCl) a été mesuré au cours de la nécropsie selon la
méthode mise au point par Sugarbaker[66]et adapté chez le rongeur par Klaver et al.[262] (Figure 49).
Ainsi, I'abdomen de la souris a été subdivisé en 13 régions et pour chacune d’entre elles un score
allant de 0 a 3 a été attribué. Un score de O correspond a une absence de nodule tumoral visible dans
la zone inspectée, 1 équivaut a de petits nodules de 1 a 2 mm localisés sur 1 ou 2 sites, 2 équivaut a
des nodules de 2 a 4 mm localisés la encore sur 1 ou 2 sites et enfin un score de 3 met en évidence
des tumeurs de taille supérieures a 4 mm ou bien des nodules plus petits mais qui sont localisés sur

plus de 10 sites.

Régions : Score :
0 Abdomen central 0  Aucune lésion visible
1 drant haut droit = . .
an. rar,l . au . ro! 1 Lésionde 1a2mm (surlou 2 sites)
2 Région épigastrique
3 Quadrant haut gauche 2 Lésionde 2 a4 mm (surlou 2 sites)
4 drant du mili h =
Quadrant du milieu gauche 3 Lésion de plus de 4 mm
5 Quadrant bas gauche .
. . (ou sur plus de 10 sites)
6 Région pubienne
" 9 7 Quadrant bas droit
8 Quadrant du milieu droit
12 10 9 Jéjunum proximal

10 Jéjunum distal
11 Iléum proximal
12 lléum distal

Figure 49 : Détermination de l'index de carcinose péritonéale (PCl). Selon la méthode de Sugarbaker[66]
adaptée chez le rongeur par Klaver et al.[262]

6. Dosimétrie

Afin d’évaluer la dosimétrie au sein des tumeurs péritonéales et dans les organes situés a
proximité, un panel de cing tumeurs a été prélevé de fagon aléatoire sur chaque animal. Ces tumeurs
ont été placées sur du papier millimétré, portant l'indication de la zone dans laquelle elles ont été
prélevées, puis ont été photographiées afin de pouvoir mesurer les volumes tumoraux (Figure 50).
Par la suite, chaque tumeur a été placée dans un tube de comptage indépendant afin de mesurer

I'activité propre a chacune d’entre elles.
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Figure 50 : Exemple de fiche de mesure de tumeurs péritonéales utilisée pour le calcul de dosimétrie. Le nom
de I'organe ou la tumeur a été prélevée ainsi que la zone PCl correspondante (entre parenthéses) sont indiqués
en dessous de chaque tumeur. Le quadrillage millimétré permettrait d’évaluer les volumes tumoraux. La
photographie montre comment la cavité péritonéale a été virtuellement divisée (en suivant la méthode de
Klaver et al.[262]). A noter que les zones 9 a 12 ne sont pas notées sur la photographie car elles se trouvent sur
des segments d’intestin et de c6lon non visibles dans le cas présent.

7. Radioimmunothérapie préciblée de la carcinose péritonéale
i. Répartition des groupes de thérapie

L'étude de radioimmunothérapie préciblée de la carcinose péritonéale par chimie
bioorthogonale a été effectuée en aveugle (i.e. I'expérimentateur principal ignorait la composition
des groupes et ne savait donc pas si la cage observée avait regu un traitement ou un placébo). Ainsi,
36 souris ont été réparties de facon aléatoire dans 8 groupes de test a raison de 6 animaux par
groupe (Tableau 25). Douze souris ont regu une injection placébo de NaCl, 6 ont été injectées
uniquement avec 50 pg de 35A7-TCO, 6 uniqguement avec 40 MBq de TZ-1 en i.p. et 18 souris ont
recu dans un premier temps en i.v. 50 ug de 35A7 suivi 24 h aprés par l'injection i.p. de 10, 20 ou 40
MBq de TZ-1 (i.e. PRIT 10 MBq, PRIT 20 MBq ou PRIT 40 MBq).

102



Groupe Effectif Condition Injections

NaCl 12 Controle 200 pL Nacl
35A7-TCO 6 Controle 50 pg de 35A7-TCO
TZ-1 40 MBq 6 Contréle 40 MBq de TZ-1
50 pg de 35A7-TCO
PRIT 10 MBq 6 Traitée
10 MBq de TZ-1 (24 h apres)
50 pg de 35A7-TCO
PRIT 20 MBq 6 Traitée
20 MBq de TZ-1 (24 h apreés)
50 ug de 35A7-TCO
PRIT 40 MBq 6 Traitée

40 MBq de TZ-1 (24 h apres)

Tableau 25 : Répartition des groupes pour I'étude de thérapie préciblée de la carcinose péritonéale d’origine
colorectale par chimie bioorthogonale. Les injections sont toutes réalisées en i.p. PRIT : Radioimmunothérapie
préciblée.

ii. Mesure de la toxicité sanguine

La toxicité sanguine a été évaluée suivant deux parametres : la variation de I’'hématocrite et
la baisse du nombre de leucocytes. Pour les mesures d’hématocrites, les souris ont tout d’abord été
incisées a la pointe la queue puis 50 a 60 uL de sang ont été prélevés a I'aide d’un capillaire hépariné
(Hirshmann, Allemagne). Les capillaires ont par la suite été centrifugés 15 min a 5000 g et mesurés
pour faire le ratio du plasma sur le sang total. Le nombre de leucocytes a quant-a-lui été déterminé a
I'aide d’un kit in vitro (Leuko-Tic, Bioanalytic, France). En bref, 20 uL de sang ont été prélevés au
niveau de la veine caudale et ont été plongés dans une solution de bleu de Turquie pour entrainer

I’'hémolyse. Les leucocytes ont ainsi pu étre comptés par microscope inversé a contraste de phase.

iii. Evaluation de la survie

Plusieurs criteres concernant la physiologie, I'aspect et le comportement des animaux ont
été sélectionnés pour mener a bien cette évaluation. lls ont été choisis suivant les recommandations
européennes en vigueur et sont en conformité avec les régles d’éthique du Ministére de
I’Enseignement Supérieur et de la Recherche. Parmi les différents parametres appliqués, trois d’entre
eux ont été considérés comme « état critique » nécessitant I'euthanasie immédiate des animaux.
Ainsi, une perte de poids supérieurs a 20 %, des tumeurs visibles et palpables sur I'abdomen
entrainant une déformation de celui-ci ou bien encore la léthargie de I'animal figuraient parmi ces
points limites. Des criteres secondaires tels que I'aspect de la peau (signe d’anémie quand elle
devient grise), I'aspect des yeux, le comportement social ou bien encore la réponse aux stimuli ont

été utilisés en complément de cette mesure. Les animaux ont de fait été sacrifiés quand I'un des
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points limites a été atteint ou bien lorsque le score total de I'ensemble des points de controle
atteignait la somme de 9. Au sacrifice, une nécropsie a été réalisée sur chaque animal et une partie
des tumeurs a été récupérée dans des zones aléatoires de la cavité péritonéale puis ont été soit
fixées dans I’AFA soit congelées dans |'azote liquide pour d’éventuelles études histologiques ou

biochimiques.

e. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées avec les logiciels StatView 2012 et XLSTAT. Sauf
mention autre, les données continues sont exprimées par la moyenne + écart moyen (SEM). Les
valeurs obtenues in vitro ont été analysées soit par ANOVA soit via un test de Student apparié. Pour
les données in vivo, les analyses ont été effectuées soit par ANOVA, soit via un test de Tukey, les
survies étant réalisées quant-a-elles avec un test de Kaplan-Meier. Une valeur de p < 0,05 a été

considérée comme statistiquement significative.
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Partie 4 : Résultats

Au cours de cette thése nous nous sommes intéressés a la mise en application de la PRIT par
chimie bioorthogonale pour le traitement de la CP d’origine colorectale. Ces dix dernieres années, de
nombreuses réactions de chimie bioorthogonale ont été décrites, se distinguant principalement par
leur stabilité et leur vitesse d’interaction. Nous nous sommes plus particulierement focalisés sur la
réaction de Diels-Alder a demande électronique inverse (IEDDA) qui met en jeu un AcM couplé a un
trans-cyclooctene (TCO) d’une part et une sonde tétrazine (TZ) radiomarquée de I'autre. La faisabilité
préclinique de l'interaction AcM-TCO/TZ a été démontrée ces derniéres années, en imagerie[238]
ainsi qu’en thérapie[244][245] dans des modeles de xénogreffes sous-cutanées de cancer du cblon. La
preuve de concept de cette approche sur des tumeurs disséminées n’a en revanche pas encore été

décrite a ce jour.

Les études que nous avons menées se sont articulées autour de deux axes, I'un consistant a
étudier les conséquences des modifications d’AcMs sur leur immunoréactivité et I'autre portant sur
la sélection de la meilleure sonde TZ radiomarquée dans le but de déterminer la configuration

optimale pour la PRIT de la carcinose péritonéale.

Dans un premier temps nous nous sommes concentrés sur les modifications apportées aux
anticorps, notamment en étudiant I'influence de la distance entre les AcMs et les TCO, a la fois sur la
reconnaissance antigénique et sur l'interaction TCO/TZ (Publication 1). Pour cette étude des TZ
fluorescentes ont été utilisées et la distance AcM-TCO a été pharmacomodulée par l'insertion
d’espaceurs polyéthylenes glycol (PEG) de différentes longueurs (i.e. PEGo, PEG, et PEGi;) afin
d’étudier I'impact de ces modifications, in vitro et in vivo, dans deux modeles de CCR différents (sous-
cutané et orthotopique). Nous avons ainsi montré que I'ajout de chaines PEG sur I’AcM induit une
baisse significative d’interaction TCO/TZ bien gu’elle n’entraine pas de perte de reconnaissance
antigénique. L’hypothése avancée pour expliquer cette perte d’interaction TCO/TZ est qu’il y a un
phénomeéne d’isomérisation de la double liaison trans pour former le composé cis-cyclooctene qui a

une réactivité quasi nulle vis-a-vis de la TZ.

La seconde publication a porté sur I'étude in vitro de I'isomérisation trans-cis et a permis de
démontrer que les AcM-PEGo-TCO incubés dans du plasma murin subissaient une isomérisation de
I'ordre de 90 % au bout de 5 h a 37 °C. Ce taux augmente parallélement a la longueur de I'espaceur
PEGylé (Publication 2). Une derniére approche sur un modeéle cellulaire de sphéroides a permis

d’évaluer l'influence du nombre de TCO greffés par AcM sur leur diffusion dans une structure 3D.
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Dans la derniere partie seront exposés les études de biodistribution (élimination et fixation
aux organes et aux tumeurs) des différentes sondes TZ radiomarquées ainsi que les essais de

thérapie de la CP (Publication 3).

NB-1 : Les renvois aux tableaux et figures pour les résultats présentés sous formes d’articles font

référence aux numéros de figures (et tableaux) dans I'article en question.

NB-2 : Dans les publications 2 et 3 les données de caractérisation des molécules (supplementary

informations) ne sont pas fournies.
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L’étude de la pharmaco-modulation des AcMs dans le préciblage par chimie bioorthogonale
sera présentée de facon détaillée dans le cadre de plusieurs articles (Publications 1 et 2, pages 113 a
144, publication 3, pages 154 a 168) ainsi que sous forme de résultats annexes (pages 145 a 148).
Chaque article sera précédé d’une présentation synthétique de I'étude telle que réalisée ainsi que

d’une synthése des résultats obtenus.

I. Influence in vitro et in vivo de la PEGylation des AcMs-TCO sur deux

modeéles de cancer colorectaux (Publication 1)

1. Résumé de I’article

La stabilité des composants bioorthogonaux utilisés dans la réaction IEDDA est un pré-requis
indispensable pour que la PRIT soit efficace. Si les TZ sont des composés stables, il n’en est pas de
méme pour les TCO. En effet, en 2013 I'équipe de Rossin a montré que les TCO conjugués aux AcM
étaient désactivés progressivement dans les 72 heures suivant leur injection selon un phénomeéne
d’isomérisation conduisant a la formation du composé CCO, inactif envers la TZ[239]. Cela a été
démontré en comparant la réactivité vis-a-vis de la TZ d’AcMs-TCO contenant des espaceurs PEGylés
—I'ajout des PEG étant supposée permettre une meilleure solubilité des conjugués ainsi qu’une
meilleure accessibilité des TCO pour les TZ- a des AcMs-TCO sans PEG. Les auteurs ont ainsi mis en
évidence que l'isomérisation des TCO en CCO était proportionnelle a 'ajout d’'un espaceur PEG;;
entre I'’AcM et les TCO, les rendant ainsi propices a réagir avec le cuivre (ll) présent dans le sérum. lls
ont donc conclu que l'utilisation d’AcM-TCO sans espaceur PEGylé permettait de préserver la stabilité
des TCO et était donc préférentielle pour des applications en PRIT. Une autre équipe a cependant
montré en 2015 —in vitro, dans des modeles de cellules, d’AcM et de TZ différents- que les TCO ne
subissaient pas d’isomérisation trans-cis mais étaient plutét le siege de phénomenes d’interaction
hydrophobes avec I’AcM, les rendant de fait inaccessibles aux sondes TZ, et que I'ajout d’espaceurs
PEGylés, méme de courte longueur permettait d’y remédier[250]. Face a ces résultats contradictoires
concernant l'influence de la PEGylation des AcMs sur I'isomérisation nous avons jugé pertinent
d’explorer ce premier point avant d’effectuer des évaluations avec les TZ radiomarquées. Les AcMs
Ts29.2 et 35A7 ont été conjugués soit avec des TCO comportant des espaceurs PEGylés de
différentes longueurs (i.e. PEG,; et PEG1;) soit avec des TCO ne contenant pas de PEG (i.e. PEGo). A

I'aide de sondes TZ fluorescentes nous avons évalué l'influence de la PEGylation sur l'interaction
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TCO/TZ in vitro et in vivo dans deux modéles de CCR différents, soit implanté en sous-cutané soit en
orthotopique pour induire une dissémination péritonéale. Nous avons démontré, in vitro et in vivo
dans les deux modeles, que I'ajout d’espaceurs PEGylés sur les AcMs diminue significativement

I'interaction TCO/TZ.

2. Résultats : in vitro
a. Fraction immunoréactive

Nous avons tout d’abord vérifié la capacité des AcMs-PEG,-TCO a reconnaitre leurs cibles
antigéniques par cytométrie en flux quantitative. Ainsi, nous avons pu observer qu’il n’y avait pas de
différence significative dans le nombre d’Ag reconnus par les conjugués AcM-PEG,-TCO, démontrant
ainsi que les modifications apportées aux anticorps ne sont pas délétéres pour l'interaction AcM/Ag.
Cependant, les importantes modifications apportées par l'insertion du PEGi; tendent a réduire la
fraction immunoréactive de I'AcM-PEG1,-TCO, mais n’atteignent pas le seuil de significativité (Fig. 3a-

b).

b. Interaction TCO/TZ

L’interaction entre les AcMs-PEG,-TCO et les sondes TZ fluorescentes a été évaluée a la fois
par cytométrie en flux et par immunofluorescence. Les résultats obtenus par cytométrie montrent
que l'intensité de fluorescence est significativement plus faible avec les conjugués PEGylés qu’avec

les AcMs-PEG,-TCO (Fig. 5).

Les images confocales obtenues a l'aide des différents conjugués AcMs-PEGN-TCO ont permis
de visualiser un signal au niveau membranaire, qui est absent dans la condition controle
correspondant a l'incubation des cellules avec un AcM non-conjugué, confirmant ainsi I'interaction
spécifique entre les AcMs-PEG,-TCO et les sondes TZ fluorescentes. Le signal membranaire a par la
suite été quantifié a I'aide d’un algorithme fonctionnant avec le logiciel Fiji® (Imagel). Par ailleurs, le
nombre moyen d’unités PEG,-TCO greffés par AcM a été quantifié par MALDI-TOF et nous nous
sommes apergus que le nombre de groupement conjugués était sensiblement différent d’un PEG a
I'autre. De fagon a pouvoir comparer les conjugués AcM-PEGNn-TCO entre eux, les intensités de
fluorescence mesurées ont donc été normalisées par le nombre moyen de groupements greffés de
facon a obtenir une valeur par TCO. Aprés normalisation, nous avons mis en évidence une diminution
significative de I'intensité moyenne de fluorescence pour les AcMs-TCO PEGylés en comparaison avec

celle des AcMs-PEGo-TCO, la plus forte diminution étant obtenue pour I’AcM-PEG1,-TCO (Fig. 4).
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3. Résultats : imageries en fluorescence in vivo

Deux modeles de CCR ont été utilisés pour évaluer I'interaction des conjugués AcM-PEG,-TCO
in vivo: un modele de xénogreffe implanté en sous-cutané (i.e. cellules HT29) et un modéle
orthotopique implanté en i.p. (i.e cellules A431-CEA-Luc) permettant de reproduire la carcinose
péritonéale. Une sonde TZ couplée a de la cyanine5 (Cy5) a été utilisée pour interagir avec les

conjugués Ts29.2-PEG,-TCO et 35A7-PEG,-TCO.

a. Modeéle sous-cutané HT29

Deux conditions de test ont été effectuées dans ce modele. Dans la premiére, dite de ciblage
direct, 50 pg de Ts29.2-PEG,-TCO et 0,3 nmoles de TZ-Cy5 fluorescente ont été préalablement
incubés 10 min dans un tube avant d’étre injectés en i.v. chez la souris. Dans la seconde modalité
testée, les injections i.v. de 50 pg de Ts29.2-PEG,-TCO et de 0,3 nmoles de TZ-Cy5 ont été espacées
de 24 h, ce qui correspond ainsi au délai du préciblage. Dans les deux conditions les souris ont été
imagées a l'aide d’un IVIS Spectrum (Plateforme IVIA, Clermont-Ferrand) a différents temps post
injection (p.i.) de la TZ-Cy5 (i.e. 24 h, 48 h, 72 h et 144 h). Les animaux ont été sacrifiés au 7°™ jour
p.i. et les organes principaux ainsi que les tumeurs ont été prélevés pour étre imagés. En ciblage
direct, les images obtenues ont montré un fort signal fluorescent au niveau tumoral, confirmant la
capacité de reconnaissance spécifique des antigénes par les conjugués Ts29.2-PEG,-TCO/TZ-Cy5 (Fig.
6.a). En préciblage, un signal fluorescent spécifique a été observé au niveau tumoral, démontrant
I'interaction Ts29.2-PEG,-TCO/TZ-Cy5 in vivo mais le signal obtenu était d’une intensité environ deux
fois plus faible qu’en ciblage direct (Fig.6.b-c). Par ailleurs, un signal non spécifique a été observé au
niveau des ganglions lymphatiques axillaires, dans les deux conditions de test, d(i aux propriétés
intrinseques de la TZ-Cy5, un composé peu soluble dans le sang qui s’est retrouvé capté dans la
lymphe au moment de l'injection i.v. Les images ex vivo des tumeurs et des organes sains a confirmé
I'interaction spécifique entre les conjugués Ts29.2-PEG,-TCO et les sondes TZ-Cy5 (Fig. 6.d). Les
intensités de fluorescence mesurées au niveau tumoral et rapportées par le nombre de TCO greffé

par AcM a démontré que la PEGylation des Ts29.2-TCO diminuait 'interaction TCO/TZ.

b. Modeéle orthotopique disséminé A431-CEA-Luc

Les cellules A431-CEA-Luc sont co-transfectées pour exprimer a la fois I'antigéne carcino-
embryonnaire (i.e. ACE ou CEA) et la luciférase, ce qui permet de pouvoir effectuer un suivi de ces
cellules une fois injectées chez I'animal grace a l'injection de luciférine, un substrat détectable par

bioluminescence. Ainsi des images ont été effectuées a intervalles réguliers a partir de 24 h post
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xénogreffe jusqu’au jour du sacrifice et ont permis de confirmer la prise de greffe tumorale au sein
de la cavité péritonéale, validant ainsi le modéle orthotopique (Fig. 7.a). Vingt-et-un jours apres la
xénogreffe, les souris ont recu une premiére injection i.v. de 50 pug de conjugués 35A7-PEG,-TCO
suivie 24 h par l'injection i.p. de 0,3 nmoles de TZ-Cy5 (Fig. 7.b). Les images obtenues montrent une
interaction spécifique des 35A7-PEG,-TCO et de la TZ-Cy5 au niveau péritonéal, confirmée par
I'imagerie ex vivo des tumeurs a la fois en bioluminescence et en fluorescence (Fig. 7.d). La
quantification de la fluorescence a été réalisée sur 'ensemble de la cavité péritonéale et a démontré

la encore que la PEGylation des 35A7-TCO était délétére pour I'interaction TCO/TZ (Fig. 7.c).

4, Discussion

L’objectif de cette étude était d’évaluer I'influence de la PEGylation des AcMs-TCO a la fois
sur la reconnaissance des antigénes et sur I'interaction TCO/TZ. La conjugaison des PEG,-TCO sur les
AcMs s’effectue de fagon aléatoire sur les résidus lysine des parties constantes et variables des IgG,
risquant potentiellement de diminuer I'affinité des AcMs pour leurs antigénes respectifs, ce qui
réduirait a termes I'efficacité thérapeutique de la PRIT. L'évaluation in vitro des conjugués AcMs-
PEG,-TCO a ainsi démontré que ni les conditions de couplage et de purification des AcMs ni I’addition
d’un grand nombre de groupements PEG,-TCO n’altérait de fagon significative la fraction
immunoréactive des AcMs conjugués. De plus, la PEGylation des AcMs-TCO a induit une diminution
significative de l'interaction TCO/TZ sur les deux modéles cellulaires, suggérant la formation
d’isoméres CCO comme décrits par I'équipe de Rossin[238]. Les résultats contradictoires avec ceux
obtenus in vitro par I'équipe de Rahim[250] pourraient s’expliquer par les modeles utilisés, qui sont
différents, et également par le fait que nous ayons normalisé les intensités de fluorescence par le
nombre moyen de PEG,-TCO conjugué. L'isomérisation TCO/CCO est supposée étre rapide dans les
systemes biologiques du fait de l'interaction des TCO avec le cuivre (ll) sérique qui induirait un
changement de conformation[238]. Nous avons ainsi comparé in vivo deux conditions différentes (i.e.
ciblage direct vs préciblage) afin d’évaluer I'impact des interactions biologiques sur la réactivité des
PEG,-TCO. Il en résulte qu’en ciblage direct aucune différence statistique n’a été retrouvée entre les
intensités de fluorescence des différents conjugués Ts29.2-PEG,-TCO tandis qu’en préciblage la
PEGylation a induit une perte d’interaction entre les Ts29.2-PEG,-TCO et la TZ-Cy5 confortant ainsi
I’hypothése de I'isomérisation des TCO en CCO. Par ailleurs, les mémes observations ont été réalisées

sur le modele orthotopique disséminé.
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5. Conclusion

Nous avons démontré a la fois in vitro et in vivo, sur deux modeéles de CCR différents que la
PEGylation des conjugués AcMs-TCO était délétére pour I'interaction TCO/TZ induisant probablement
une isomérisation des TCO en composé CCO non réactif. Le conjugué 35A7-PEG,-TCO a donc été
sélectionné comme étant le plus approprié pour les études de biodistributions et de PRIT de la

carcinose péritonéale qui ont été effectuées par la suite avec les sondes TZ radiomarquées.
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Antibody PEGylation in
bioorthogonal pretargeting with
trans-cyclooctene/tetrazine
cycloaddition: in vitro and in vivo
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Aurélie Rondon'3, Nancy Ty?, Jean-Baptiste Bequignat®, Mercedes Quintana?, Arnaud Briat?,
Tiffany Witkowski', Bernadette Bouchon?, Claude Boucheix?, Elisabeth Miot-Noirault?,
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Bioorthogonal chemistry represents a challenging approach in pretargeted radioimmunotherapy
(PRIT). We focus here on mAb modifications by grafting an increase amount of trans-cyclooctene (TCO)
derivatives (0 to 30 equivalents with respect to mAb) bearing different polyethylene glycol (PEG) linkers
between mAb and TCO (i.e. PEG, (1), PEG, (2) and PEGg;, (3)) and assessing their functionality. We used
colorectal xenograft (HT29/Ts29.2) and peritoneal carcinomatosis (A431-CEA-Luc/35A7) as tumor cells/
mAbs models and fluorescent tetrazines (TZ). MALDI-TOF MS shows that grafting with 2,3 increases
significantly the number of TCO per mAb compared with no PEG. In vitro immunofluorescence showed

thatTs29.2 and 35A7 labeling intensity is correlated with the number of TCO when using 1,3 while

signals reach a maximum at 10 equivalents when using 2. Under 10 equivalents conditions, the capacity
of resulting mAbs-1-3 for antigen recognition is similar when reported per grafted TCO and comparable

to mAbs without TCO. In vivo, on both models, pretargeting with mAbs-2,3 followed by TZ injection

induced a fluorescent signal two times lower than with mAbs-1. These findings suggest that while PEG
linkers allow a better accessibility for TCO grafting, it might decrease the number of reactive TCO. In
conclusion, mAb-1 represents the best candidate for PRIT.

Radioimmunotherapy (RIT) consists in targeting specific antigens overexpressed by cancer cells with radiolabe-
led monoclonal antibodies (mAbs), ensuring selective tumor irradiation.

Some preclinical studies on colorectal cancer (CRC) and peritoneal carcinomatosis (PC) demonstrated that
RIT approaches induced a significant effect alone or combined with either mAbs targeting transmembrane pro-
teins'~ or chemotherapy*°. PC is a common evolution in patients with CRC and often leads to a poor survival
prognosis®. Last years, current PC treatment, cytoreductive surgery combined with intraperitoneal chemotherapy,
has notably improved the 5-year overall survival rate that still remains below 50% and strongly depends on the
peritoneal carcinomatosis index (PCI) - from 44% if PCI < 6 to 7% if PCI > 177, The limitation of current PC
treatments thus supports the development of new targeted therapies such as RIT.
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Although RIT presents good efficiency in the treatment of non-Hodgkin lymphomas’ it still remains not
favoured in clinics for the treatment of solid tumors. Some practical points (cost, required radiopharmacy, arising
of specific chemotherapies) limit the generalization of RIT, but the main problem lies in bone marrow toxicity.
Indeed, the long half-life of radiolabeled mAbs in blood can induce hematotoxicity especially for solid tumors,
which can be less sensitive as the mAbs diffuse poorly'®'!. Thereby, some strategies including pretargeting (PT)
have been developed to overcome these drawbacks. PT consists in delaying the injection of radioactivity from
that of the mAb. This should allow higher activities injected leading to higher tumor dosimetry'?. Several PT
systems have been investigated since the last decades, such as streptavidin-biotin'® or bispecific antibodies'?,
all with some disadvantages, like immunogenicity or engineering difficulties respectively. Recently, a different
PT system based on bioorthogonal chemistry features has been developed: mAbs’ lysine residues are modified
by addition of trans-cyclooctene (TCO) moieties that can be specifically recognized by a radiolabeled tetrazine
(TZ) probe'®. This system leads to low mAb modifications by addition of small chemical groups inert towards
macrobiological molecules thus decreasing immune system activation'®. Through an inverse electron-demand
[4 4 2] Diels-Alder (IEDDA) cycloaddition, TZ bind covalently to TCO with fast reaction kinetics (k, =2000
M~!s~! methanol/water (9:1))"* allowing to use low concentrations of conjugated mAbs. The feasibility of [EDDA
cycloaddition in vivo was first demonstrated by Rossin and co-workers with imaging of colon cancer xenografts'”.
Mice bearing tumors first received CC49-TCO mADb followed by !!In-DOTA-TZ one day later. These approaches
were then developed for PET imaging on mice bearing SW1222 colorectal carcinoma xenografts by pretargeting
with huA33-TCO mAb followed by ®*Cu-DOTA-PEG,-TZ or **Cu-SarAr-TZ 24, 48 or 120h later, revealing high
specific tumor targeting and very good contrasts'®. Recently, pretargeting-radioimmunotherapy (PRIT) in pre-
clinical murine models of pancreatic cancer, using an anti-CA19.9 mAb, 5B1-TCO, induced a rapid and persistent
uptake in tumors from 4h to 120 h after injection of 7’Lu-DOTA-PEG;-TZ probe having a rapid clearance from
non-targeted tissues'’. This approach resulted in significant growth delay and regression of BxPC3 xenografts for
a single dose injected higher to 29.6 MBq thus demonstrating the efficiency of PRIT system".

This efficient strategy may however suffer from some drawbacks on the modified mAb especially the potential
isomerization of functional TCO to more stable but inactive cis-cyclooctene (CCO)?, the capacity of modified
antibody to react with cognate antigens, and finally the availability of TCO-mAb conjugates towards TZ. Indeed,
it was recently highlighted that TCOs could possibly be masked by hydrophobic interactions with mAb*! and
that insertion of polyethylene glycol (PEG) linkers between mAb and TCO increased more than 5-fold the ability
for TZ to bind TCO moieties without altering mAb binding. Moreover, for hydrophobic fluorophores, addition
of short PEG linkers has been shown to reduce aggregation of mAb conjugates*’. Furthermore, PEGylation of
drugs and proteins is well known to increase water solubility, to reduce immunogenicity and to improve both
pharmacokinetics and pharmacodynamics properties**~>°. While addition of PEG linkers on TCO-mAbs may
improve their solubility and increase their tumor uptake, the rational concerning the appropriate length of PEG
remains unclear.

We here address the consequences of mAbs modifications by PEG,-TCO, on both antigen and TZ recognition
to determine the best one for PRIT. First, modified mAbs harbouring a growing number of PEG,-TCO,, were
compared according to grafting yield, recovery rate and in vitro functionality as alkylation can induce protein
aggregation. Secondly, as PEGylated linkers on mAb-TCO can influence the reactivity of TCO toward TZ probes,
three PEG lengths (PEG,-TCO (1), PEG,-TCO (2) and PEG,,-TCO (3)) were studied both in vitro and in vivo on
Ag recognition in direct targeting and pretargeting experiments.

We focused our work on two different non-internalizing mAbs, anti-TSPAN8 mAb (Ts29.2)*° and anti-CEA
mADb (35A7)%, harbouring 1-3 structures. Studies were either performed on a xenograft model -HT29 cells
expressing TSPANS- and on an orthotopic peritoneal carcinomatosis model -A431-CEA-Luc expressing CEA-.
Assessments were made using fluorescent TZ probes -allowing optical investigations- and represent the first step
for further PRIT studies on disseminated tumors.

Results

Modifications of mAbs: number of TCO grafted, reactivity and stability. ~Assessment of mAbs-1-3
(Fig. 1a) masses (m/z) by MALDI-TOF MS allowed determining the number of TCO,-PEG, moieties grafted
on mAbs (Fig. 2 and Supp. Fig. S1). This number was similar among the experiments (n > 3) and ranged from
1.3 to 16.0 for Ts29.2 and from 0.6 to 13.0 for 35A7. Interestingly, for the same number of equivalents of 1,3 the
number of moieties grafted on mAbs increased significantly with the longest PEG spacer for both mAbs. All
mAb-1-3 were recovered with good yields after grafting and size exclusion chromatography, except Ts29.2-2
for which there was a significant decrease when using 15, 20 and 30 equivalents of NHS ester 2 (62, 40 and 11%
respectively).

We quantified the membrane fluorescence intensity with a home designed algorithm (Supp. Methods). The
measured immunofluorescence intensity values for Ts29.2-1-3 on HT29 (Fig. 2) increased with PEG0 and PEG12
according to the number of TCO grafted. In contrast, with PEG, the signal reached a maximum intensity at 10
equivalents before decreasing. The same observation was made with 35A7-1-3 (Supp. Fig. S1) on A431-CEA-Luc
cells with lower signal intensity than TS29.2. According to these data, we have chosen to test mAbs modified with
10 equivalents of 1-3 for future experiments. However, as the number of 1,2 or 3 grafted may vary, we then nor-
malized signal intensities by the mean of TCO engrafted. We have also assessed that mAbs-1-3 were stable and
still reactive either after freezing at —20 °C or storage at 4 °C over at least a month (Supp Fig. S2).

Antigen recognition by modified mAbs. In our conditions, about 150,000 TSPANS membrane antigens
were recognized by Ts29.2 mAbs (Fig. 3a). There is no significant difference in the number of TSPANS antigens
recognized by the unprocessed Ts29.2 (Stock), Ts29.2 processed without TCO addition (TCO 0) and the modified
Ts29.2-1-3. Concerning the A431-CEA-Luc cells, nearly 80,000 CEA antigens were recognized by 35A7 mAbs
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Figure 1. Pretargeting components. (a) Ts29.2 and 35A7 mAbs conjugates 1-3. (b) Structures of TCO1b 1 and
TCO-NHS esters derivatives 2-3.

(Fig. 3b). As obtained with Ts29.2 there was no significant difference in the number of CEA antigens recognized
by 35A7-1-3 compared to the unprocessed or unmodified one. However, there was a decrease for mAbs-3 inten-
sities which may be due to some aggregations already described with highly modified mAbs.

In vitro functional assessment of mAbs-1-3. Targeting of Ts29.2-1-3 on HT29 cells (Fig. 4a) and 35A7-
1-3 on A431-CEA-Luc cells with both fluorescent TZ-Cy3 and polyclonal anti-mouse Ab-FITC showed an over-
lay of fluorescent membrane signal (merged images), demonstrating a specific interaction between TCO groups
and TZ. This comforts that modifications of mAbs-1-3 did not alter their antigen recognition. Absence of signal
with TZ-Cy3 in control cells incubated with unmodified mAbs confirmed the specificity of TCO/TZ interaction.
Same observations were made with 35A7-1-3 on A431-CEA-Luc cell model (Supp. Fig. S3). Intensity signals
obtained with mAb-2,3 on both cell lines showed a decrease of fluorescence compared to non-PEGylated mAbs
(Fig. 4b). ROI quantification was made on the entire image and was reported per TCO (Fig. 4c, D). We observed a
significant decrease of signal intensity with mAbs-2 and mAbs-3 compared to mAbs-1, for both Ts29.2 and 35A7.
Results showed that the longer the PEG, the lower the signal. In addition, MFI assessed by flow cytometry using
TZ-5-FAM (Fig. 5a, b) also showed a significant decrease according to the PEG linker length when normalized
with the number of TCOs.

In vivo functional assessments of mAbs-1-3 pretargeting. HT29 xenograft model. Tumors were
located in the right flank and were all homogeneous in size and shape. Direct targeting (DT) of modified Ts29.2
(Fig. 6a and Supp Fig. S4) showed a specific signal in tumors persistent up to 7 days post injection. ROI aver-
age radiance reported to the number of TCO grafted on mAbs (Fig. 6¢) demonstrated no significant difference
between PEGylated mAbs and the non-PEGylated one. In pretargeting (PT) groups (Fig. 6b) we first obtained
for each mAb a significant signal in lymph nodes (LN), which progressively diminished over time after TZ-Cy5
injection. The same observation was made in the control group and in DT groups 24 h post injection (Supp
Fig. S4) suggesting some venous extravasation phenomenon due to the TZ-Cy5 hydrophobic structure. After
quantification of ROI signal in LN (Supp. Fig. S5) we found that the venous extravasation of TZ-Cy5 in PT groups
was similar with all mAbs and therefore had no impact on the interpretation of the results.

In vivo fluorescent imaging of PT groups also showed a specific signal located in the tumor (Fig. 6b and Supp.
Fig. S6) visible on imaging up to 3 days after TZ-Cy5 injection and quantifiable until the 7 day of experimen-
tation. ROI average radiance per TCO (Fig. 6¢c) demonstrated that the signal is significantly higher for Ts29.2-1
than with PEG, and PEG,,. In addition, signal intensity in PT is two times lower than in DT, which could be
attributable to the bioavailability of the hydrophobic TZ-Cy5 when injected separately from mAbs-TCO.

Peritoneal carcinomatosis model.  Bioluminescence imaging during 14 days demonstrated that A431-CEA-Luc
cells have gradually invaded the entire peritoneal cavity, thereby validating PC model (Fig. 7a). Mice necropsy
allowed scoring the peritoneal carcinomatosis index (PCI) (Supp. Fig. S7), with a mean value around 8.9+ 0.6
(TCOy: 9.0+ 0; PEG: 9.3+ 0.9; PEG,: 9.3+0.9; PEG,: 8.0 £ 0.7). Homogeneity of PCIs ensured a good
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Figure 2. Relation between the number of TCO grafted on Ts29.2 mAbs and their functionality. Number

of TCO grafted was determined by MALDI-TOF MS and is expressed as mean values [min-max], n =3
independent experiments. Yields correspond to the mAbs recovery after grafting process. All IF imaging were
made with the same settings. White numbers are mean fluorescence intensity quantified on the corresponding
IF imaging. Scale bar: 50 um.
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Figure 3. (a-b) Functionality of mAbs-1-3 towards their cognate antigens. Number of TSPANS (a) or CEA
(b) antigens detected by Ts29.2 or 35A7 mAbs conjugates 1-3. All samples were made in triplicates in three
independent experiments. Statistical analyses were made using 2-paired Student T-test. P-value < 0.05 was
considered significant.

repeatability of PC xenografts among the different groups, consolidating the obtained results. I vivo fluorescent
imaging of PT of 35A7 modified mAbs 24 h, 48 h and 72 h after TZ-Cy5 labeling resulted in a specific signal
in PC tumors (Fig. 7b and Supp. Fig. S8). In addition, quantification of ROI average radiance per TCO on the
entire peritoneal cavity (Fig. 7c) demonstrated a significant higher fluorescent signal with 35A7-1 compared to
35A7-2,3 as obtained with Ts29.2 modified mAbs on HT29 model. Representative ex vivo imaging of PC tumors
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Figure 4. (a) Reliability of Ts29.2-1-3 to recognize their target and assessment of their interaction with TZ-
Cy3 using confocal microscopy. HT29 cells were first incubated with 10 ug/mL of Ts29.2 processed without
TCO addition (TCO 0), Ts29.2-1 (PEG,), Ts29.2-2 (PEG,) or Ts29.2-3 (PEG,,) and then with both 1/500 AbII-
FITC 495 519nm) and 0.02 mM TZ-Cy3 559 579 m)- Control condition corresponds to incubation without T529.2.
Green signal corresponds to AbII-FITC labeling and red signal to TZ-Cy3 labeling. Green and red images were
merged to show signal co-localization. Scale bar: 30 um. (b-d) Quantification of mean fluorescence intensity
per TCO for mAb-1-3. (b) Immunofluorescence of HT29 or A431-CEA-Luc cells incubated with mAbs-1-3 and
TZ-Cy3(550_570nm)- Merged images of red: TZ-Cy3 cell membrane signal and blue: nucleus stained with DAPL
Same settings were applied for all images. Scale bar: 50 um. Each well was imaged 3 times at random locations;
all Z sections every 2 um per field were imaged. (c-d) Graphs of fluorescent signal intensity obtained after ROI
quantification by Image]J software on HT29 (¢) (n =3 different experiments), or A431-CEA-Luc (d) (n=4
different experiments). ROI were 3D-automatically computerized on the entire image and were then reported
per TCO. Statistical analysis was made using two-paired Student T-test. *P < 0.05: PEG, vs PEG, and PEG,,,
##P < 0.01: PEG, vs PEG, and PEG, vs PEG,,, *#*P < 0.0002: PEG, vs PEG,..
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Figure 5. (a-b) Assessment of mAbs-1-3 capacity to interact with TZ-5-FAM using flow cytometry. Values
are mean fluorescence intensity (MFI) £ SEM reported per the number of TCO grafted on each mAb (n=3
independent experiments). Statistical analysis was made using two paired Student T-test. P < 0.05 was
considered significant. *P < 0.05: PEG, vs PEG, and PEG,, and PEG, vs PEG,,; **P < 0.01: PEG, vs PEG, and
PEG,,.

(Fig. 7d) assessed successively by bioluminescence and fluorescence showed an overlay of signals thus confirming
the specific targeting of tumor antigens by the different modified 35A7 mAbs as observed using in vivo imaging.

Discussion
The aim of this study was to evaluate the effects of mAb modifications on both antigen recognition and their abil-
ity to be recognized following binding. These modifications were introduced randomly on lysine residues presents
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Figure 6. In vivo assessments of Ts29.2-1-3 on HT29 xenograft model. Figures represent in vivo imaging 48h
post TZ-Cy5 or mAb-TCO/TZ-Cy5 injections. Red arrows show the location of the tumor. (a) Direct targeting
with Ts29.2 without TCO (Control) or Ts29.2-1-3 after preliminary incubation 30 min with TZ-Cy5 in tube. (b)
Pretargeting with Ts29.2 without TCO (Control) or Ts29.2-1-3, TZ-Cy5 was injected 24 h after mAbs. (c) Graph
of ROI average radiance reported per the number of TCO of each mAb. Results are expressed as mean + SEM
(n=23). Statistical analysis was made using one-way ANOVA. *P < 0.01: PEG, PT vs PEG, PT; **P < 0.005:
PEG, PT vs PEG, PT. (d) Representative ex vivo imaging of tumors between other tissues. The scheme shows
the repartition of the organs in the Petri box. Lymph nodes were sampled in the axillary region. Muscle
corresponds to the left gastrocnemius.

all along the two IgG chains. This should therefore modify their capacity to recognize the targeted protein or to
be recognized by antibodies or ligands.

First, we found that addition of PEG spacers on mAbs-TCO enhanced the number of moieties grafted on
mADbs, especially for the longest PEG with significant higher values for both Ts29.2 and 35A7. One explanation
might be the steric hindrance caused by TCO1b 1 which could hamper the accessibility to lysines while the
TCO-PEG,-NHS alkyl chain structure could reduce this effect between adjacent groups in the folded protein.
The yields of 35A7-1-3 conjugates were stable while those of Ts29.2-1,3 generally ranged at 70-90%. Surprisingly,
yield of Ts29.2-2 fell around 10% suggesting an aggregation of mAbs. It would be interesting to determine pre-
cisely on which lysine activated esters 1, 2 and 3 are grafted in order to assess if that would influence mAbs
functionality, contributing to the knowledge of grafting mechanisms. This question will be explored in further
experiments.

In vitro evaluation using quantitative flow cytometry demonstrated on both models that purification process
and mAbs’ modifications by addition of 1-3 do not alter their ability to recognize cell membrane antigens. In both
immunofluorescence and CMF experiments PEGylated mAbs presented signal intensities significantly lower than
the non-PEGylated one, especially for the longest PEG. This suggests that the interaction between TCO and TZ
was altered by PEGylation. In contrast, Rahim and his team demonstrated in vitro that 90% of TCOs grafted on
mAb were unreactive due to hydrophobic interactions with mAb, a phenomenon which could be overcome by
increasing the distance between TCO and mAb through addition of several PEG units (PEG, and PEG,,), there-
fore demonstrating the longer the PEG the higher the signal®'. This discrepancy can be explained by the difference
in the mAb/TCO structures used and quantifications based on the global signal (for Rahim and his team) com-
pared with normalized intensity to TCO (our study). However, addition of PEG linkers between mAb and TCO
(PEG,,) was suggested to increase CCO isomer formation* supporting our observations.

Near infrared (NIR) fluorescence imaging on mice bearing human HT29 xenograft showed a specific signal
localized in tumors which confirmed the ability of TZ-Cy5 to bind TCO directly in vivo as previously reported
with radiolabeled TZ probes'”!*2%*_ The high signal in axillary LN -regardless of the mAb tested- after TZ-Cy5
IV injection can be explained by extravasations in lymphatic system due to the lipophilic properties of Cy5-TZ
conjugates leading to a poor solubility. On A431-CEA-Luc model indeed there was no TZ-Cy5 signal located
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Figure 7. (a) Bioluminescence imaging of PC tumor xenografts. PC induced by IP xenografts with 1.10° A431-
CEA-Luc cells. Imaging was made 10 min post IP injection of 300 uL of luciferin (15 mg/mL). Representative
mouse imaging from day 1 post cell engraft to sacrifice. (b-d) 35A7-1-3 pretargeting on PC tumors. (b)
Pretargeting with 35A7-1-3. Figure represents fluorescent in vivo imaging 24 h post IP injection of TZ-Cy5.
Imaging for 48 h and 72 h after IP injection of TZ-Cy5 are in supplementary data S8. (c) In vivo ROI average
radiance of the entire peritoneal cavity, reported to the number of TCO of each modified mAb. Statistics were
made using one-way ANOVA. *P < 0.05: PEG, vs PEG, and PEG,,. (d) Ex vivo bioluminescent and fluorescent
imaging of PC tumors. White numbers represent the 9 main peritoneal regions, as reported by Klaver et al.*.

in LN after IP injection of the TZ probe highlighting the importance of the injection mode. To our knowledge,
none of the other imaging or PRIT studies made using the TCO/TZ cycloaddition detected any signal in LN. This
confirms that the LN signal in our NIR fluorescence imaging is not specific and was due to the organic cyanine
fluorophore, not to the TZ itself.

Comparison between DT and PT experiments demonstrated a two times lower signal for PT, which can be
caused by TZ availability. Interestingly, this was reported in another pretargeting approach of LS-174T colon xen-
ografts imaging with anti-CEA x anti-hapten mAb using the TF2 dock and lock system™. Biodistribution studies
highlights that PT induced a lower tumor uptake and resulted in specific tumors targeting and minimal toxicity in
bone marrow compared to DT. However, this PT system caused some nephrotoxicity which would imply to limit
the dose injected for therapy in clinic. Nephrotoxicity was also observed in other PRIT strategies using the avidin/
biotin system on colon PC tumors with a dual probe?™Tc-HYNIC-lys(Cy5.5)-PEG4-biotin for SPECT/CT and
ex vivo NIR fluorescence imaging’'. The high % of ID in kidneys observed in this PT approach can be acceptable
for imaging but is pejorative for RIT. In contrast, in our models, we did not notice any fluorescence in vital organs
(except the LN) thus reinforcing the safety of bioorthogonal PRIT strategy. In addition, other studies using TCO/
TZ cycloaddition with radiolabeled TZ have demonstrated a rapid renal clearance of the TZ probe in few hours
and residual radiation doses in kidneys comparable with the other non-targeted organs, thus comforting our NIR
fluorescence imaging results'”'**2,

Some TCO moieties could be deactivated in vivo through isomerization to the unreactive cis-cyclooctene
(CCO) isomer due to its interactions with copper-containing proteins***. Shortening the distance between mAb
and TCOs was proposed and shown an increase of the steric hindrance which impeded TCOs to react with serum
protein-bound copper®’. We thus compared DT and PT using mAbs-1-3 with the aim to determine the in vivo
influence of the biological medium on antigen recognition and TZ interaction. Considering that the number of
TCO grafted on mAbs was variable between 1, 2 and 3 we reported the signal intensities per the mean number
of TCO as we previously made for in vitro studies. Thereby, in PT, when normalized, PEGylation of mAbs led, in
both in vivo models, to a diminution of the signal intensity. In addition, in DT experiments on HT29 model, we
found that there was no significant difference between PEGylated and non-PEGylated Ts29.2. In those groups
mAbs-1-3 were first incubated 10 min with TZ-Cy5 and then injected in mice. Considering the fact that signal
intensity is identical for the three mAbs we could confirm that PEGylation did not alter the antigen recognition.
Without normalizing by TCO number (Supp. Fig. S10), the DT signal radiance significantly increased with PEG
length especially with PEG,,. The PT signal intensity also increased with 3 compared to 1 but without reaching
statistical significance.

We thus demonstrated in in vivo pretargeting experiments that with or without normalizing the signal inten-
sity by the number of TCO, the addition of PEG linkers should decrease the interaction between TCO moieties
and TZ. Indeed, ligation between TCO and TZ leads irreversibly to a covalent cycloadduct'® and when incubated
in saline the interaction between the two entities was complete and stable. Indeed, stability studies demonstrated
that isomerization of grafted TCO moieties into the cis derivative is limited in the interval of time. This highlights
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that functional TCOs could be deactivated in vivo by isomerization to the unreactive CCO when they are distant
from the mAb and/or that the alkyl chain could be folded against mAb and impede the access of the TZ?'.

For our applications, PEGylation of mAbs-TCO thus do not represent an interest as it did not improve the
interaction with TZ. We now planned to test the influence of PEGylation on the physicochemical properties,
reactivity and stability of the TZ probes. Indeed, TZ-DOTA is a lipophilic molecule and addition of PEG linkers
between DOTA chelator macrocycle and TZ should improve its solubility, thus allowing accelerating renal clear-
ance without altering the ability of the radioligand to bind TCO-mAbs'°.

In conclusion, we optimized an efficient process for addition of TCO and PEG-TCO on mAb by adding moi-
eties containing few trans/cis-isomerization and with a reproducible number of TCO grafted per mAb. We high-
lighted the importance of the TCO’s number engrafted on mAbs as it can modify the interaction with TZ or
antigens through in vitro and in vivo experiments. Finally, mAb-1 containing no PEG linker represents the best
candidate for next bioorthogonal PRIT experiments on disseminated tumors in peritoneal cavity. To our knowl-
edge, this is the first demonstration of TCO/TZ IEDDA pretargeting system on PC model using NIR fluorescence
imaging. The high specificity of the TCO/TZ interaction and the safety of organic dyes could enable this system to
be applied in a first step for imaging guiding cytoreductive surgery of PC thus helping the surgeon to locate pre-
cisely small size tumors. In a second step, the high tumor detection we observed suggests that with appropriated
therapeutic radioisotopes, PRIT could represents an alternative to conventional PC therapies.

Methods
Cell lines and antibodies. HT29 cell line, colon adenocarcinoma expressing TSPANS, were provided by
Dr. C. Boucheix (Inserm, Villejuif, France) as the non-internalizing murine anti-TSPAN8 monoclonal antibody
(mAb) Ts29.2 (IgG2b)**. The cell line was maintained in Dulbecco’s Modified Eagle Medium supplemented with
10% foetal serum, 1% gentamycin and was incubated at 37 °C with 5% CO, in humidified environment.
A431-CEA-Luc cell line, epithelial colon carcinoma transfected with constructs encoding both CEA and lucif-
erase, were provided by Dr. J-P. Pouget and Dr. I. Navarro-Teulon (IRCM, Inserm, Montpellier, France) as well
as the non-internalizing murine anti-CEA mAb 35A7 (IgG1)*. The cell line was cultured in Dulbecco’s Modified
Eagle F12 Medium supplemented with 10% foetal serum, 1% penicillin/streptomycin, 1% geneticin, 1% hygro-
mycin and was incubated at 37 °C with 5% CO, in humidified environment.

Synthesis of pretargeting components. Procedure detailed in Supplementary methods.
mAb modifications. Procedure detailed in Supplementary methods.

Determination of the number of 1,2 and 3 moieties per mAb. For the range experiments 100 pg
of mAbs were functionalized with different equivalents of TCO and the corresponding mean numbers of TCO
grafted determined using MALDI-TOF MS were reported in Fig. 2 (Ts29.2) and Supplementary Figure 2 (35A7).
For in vitro and in vivo studies 500 ug of mAbs were used for TCO grafting at 10 equivalents of PEG,-TCO.
The mean number of moieties grafted per mAb was the following: Ts29.2-1 (3.3 PEG,-TCO), Ts29.2-2 (4.2
PEG,-TCO), Ts29.2-3 (5.2 PEG,,-TCO); 35A7-1 (2.1 PEG,-TCO), 35A7-2 (3.3 PEG,-TCO) and 35A7-3 (4.3
PEG,,-TCO). The procedure for MALDI-TOF MS analysis is detailed in Supplementary methods and a typical
quantification is reported in Supplementary Figure S9.

mAb-1-3 stability. Procedure detailed in Supplementary methods.

Tetrazines. For the different experiments three fluorescent TZ probes were purchased at JenaBioscience,
Germany, namely: 3-(p-benzylamino)-1,2,4,5-tetrazine-5-Fluorescein (TZ-5-FAM) absorbance/emission lengths
492/517 nm, molecular weight (MW) 545.50 g/mol, 3-(p-benzylamino)-1,2,4,5-tetrazine-cyanine3 (TZ-Cy3)
absorbance/emission at 550/570 nm, MW 908.07 g/mol and 3-(p-benzylamino)-1-2-4-5-tetrazine-cyanine 5
(TZ-Cy5) absorbance/emission at 649/670 nm, MW 826.00 g/mol. Those different fluorophores do not alter the
ability of TZ to bind TCO moieties due to the high affinity and specificity of TZ with TCO and due to the ability
of organic dyes to not interfere with biological function. In addition, in the same experiment we always compared
mAbs labeled with the same fluorophore-TZ -i.e the most adapted to obtain significant signal detection according
to laser capacity of the device we used- in order to avoid an introduction of any bias into the experiments.

Flow cytometry. Determination of antigen level on cell surface. The number of TSPANS and CEA anti-
gens respectively present on HT29 and A431-CEA-Luc cells’ surface was quantified using an in vitro kit assays
(CellQuant Calibrator®, Biocytex, France) and a flow analyser (BD-LSRII flow cytometer with FACSDiva
Software (BD Biosciences)). All experiments were made according to the manufacturer instructions and in
triplicates. The statistical significance was tested with a PLSD Fisher test and considered to be significant when
p < 0.05.

Assessment of the interaction between TCO and TZ.  After trypsinization 1.10° HT29 or A431-CEA-Luc cells
were incubated 30 min at 4 °C with 0.03 nmol of Ts29.2-1-3 or 35A7-1-3 then washed in Dulbecco’s phosphate
buffered saline (DPBS), centrifuged 5min at 461 g and supernatants were removed to avoid unspecific ligation.
Cells were finally incubated 30 min at 4°C in dark with 10-14 equivalent of TZ-5-FAM with respect to the num-
ber of TCO or with 1/1000 donkey anti-mouse antibody labeled with AlexaFluor 488 (ThermoFisher Scientific,
France). After washing and centrifugation cells pellets were resuspended in 1 mL DPBS and samples were ana-
lysed using flow analyser.
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Immunofluorescence assays. 1.10° HT29 or A431-CEA-Luc cells were incubated in 8 well labtek cham-
bers (Sigma Aldrich, France) beforehand coated 1h at RT at 5ug/cm? with rat tail collagen I (Corning, USA).
Before tests, cell layers were incubated 30 min with DPBS-BSA 5% at RT and then 1h30 at 37°C / 5% CO, with
0.03 nmol Ts29.2-1-3 or 35A7-1-3 diluted in DPBS-BSA 2.5%. In a second step, cells were incubated 45 min at
37°C/ 5% CO, with 1/1000 donkey anti-mouse labeled with Cyanine 3 (Jackson ImmunoResearch, USA) diluted
in DPBS-BSA 2.5% or 10-14 equivalent of TZ-Cy3 with respect to the number of TCO diluted in DPBS-BSA 2.5%
- DMSO 0.5%. Cells were then fixed with 10% formalin (Sigma Aldrich, France). Chambers were finally removed
from the labteks and blades were mounted in vectashield-DAPI mounting medium then observed using a con-
focal imager (Leica SPE, ICCF platform, Clermont-Ferrand, France). Region of interest (ROI) was quantified on
the entire image using Image] software. Three fields per well, all Z-sections every 2 um, were randomly imaged
and quantified with an automated 3D-strategy. Imaging settings and quantification procedure were detailed in
supplementary methods.

Animals. This investigation is conforms to the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals pub-
lished by the US National Institutes of Health (NIH Publication n°85-23, revised 1996). All experiments were
made in accordance with the relevant guidelines and regulations and were approved by both the local Ethic
committee of Clermont-Ferrand (CEMEAA n°002) and French Ministry of Education and Research (approval
n°5103-2016042010209100). Twenty four female mice (Nude NRMI Foxn1™/Foxn1™) from Janvier Labs, (Le
Genest-Saint-Isles, France) and 12 female mice (Nude NMRI Nu/Nu) from Charles River (UArbresle, France)
were used for colon adenocarcinoma and peritoneal carcinomatosis models, respectively. Mice (5 weeks old,
median weight 22 g) were housed in standard conditions (n =5 per cage on ventilated racks, temperature
21-24°C, 60% humidity, 12h light/ 12 h dark cycle) with free access to standard food and water.

Intravenous (IV) injections were all made in lateral tail vein of vigil mice. In vivo imaging was made under
general anesthesia using isoflurane gas 2.5 per cent and 2:3 oxygen. Euthanasia was made by cervical disloca-
tion after isoflurane gas overdose. Near infrared (NIR) fluorescence imaging was made using an IVIS fluores-
cent imager (IVIA platform, Clermont-Ferrand, France) at 640-680 nm wavelengths. Imaging procedures were
detailed in supplementary method.

Colon adenocarcinomamodel.  Experimental design. 24 female mice anesthetized with 2% isoflurane gas
were subcutaneously (SC) xenografted with 3.10°/100 uL HT29 cells in the right flank. Then, mice were randomly
divided into 8 groups (n =3 per group). In four groups, mice were both IV injected with 0.3 nmol of Ts29.2-1-3 or
without TCO (control group) and 4-8 equivalents of TZ-Cy5 with respect to TCO. Antibodies and TZ-Cy5 were
previously incubated 30 min at RT in eppendorf tube. Those groups correspond to the direct targeting groups.
The four other groups were first IV injected with 0.3 nmol of Ts29.2-1-3 or without TCO (control group) followed
24h later by IV injection of 4-8 equivalents of TZ-Cy5 with respect to TCO, corresponding to the pretargeting
groups. Antibodies and TZ-Cy5 dilutions were made in saline solution and saline with DMSO 0.5% respectively.

In vivo imaging. In both DT and PT conditions mice were imaged 2h, 4h and 6 h after TZ-Cy5 injections and
once a day during 7 days. Mice were sacrificed at day 7.

Peritoneal carcinomatosis model.  Experimental design. 12 female mice were intraperitoneally (IP)
xenografted with 1.105/250 uL A431-CEA-Luc cells. Tumor growth was followed using bioluminescence imaging
through IP injections of 15 mg/mL of luciferin two times per week during 11 days. Then, mice were randomly
allocated to the different groups (n=3 per group: control, PEG,, PEG, and PEG,,) and were first IV injected
with 0.3 nmol of 35A7 without TCO (Control) or 35A7-1-3 followed 24 h later by IP injection of 4-8 equivalents
of TZ-Cy5 with respect to TCO number. Dilutions of all mAbs and TZ-Cy5 were in saline solution and saline
solution-DMSO 0.5%, respectively.

PCI determination. Peritoneal carcinomatosis index (PCI) is a gold-standard reference quantifying the number
of peritoneal tumors ranging from 1 to 39 indicating the degree of severity*. We determined PCI using the sum of
the score adapted for rodent by Klaver and co-workers®®. Briefly, mice abdomen was divided into 13 regions and
tumors observed in each region were scored semiquantitatively according to 0: no macroscopic lesions; 1: limited
lesions from 1 to 2 mm; 2: moderate lesions from 2 to 4 mm and 3: abundant lesions (more than 10 sites or lesions
over 4mm) (Supplementary Figure S8).

Mice imaging.  For all mice, bioluminescence imaging was made 2h after TZ-Cy5 injection and 4 days later,
10 min after IP luciferin injection. In all groups, fluorescence imaging was made 2h and 4 h after TZ-Cy5 injec-
tion and daily during 4 days. At day 4, mice were sacrificed and tumors were imaged by bioluminescence and
fluorescence successively.

Statistical analysis. Statistical analysis was performed using XLSTAT 2012 software. Continuous data were
expressed with the mean and standard deviation (SEM). To compare continuous values of the different modi-
fied antibodies a one-way ANOVA or two-paired Student T-test were used. We considered p < 0.05 statistically
significant.
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Il. Influence du taux d’isomérisation TCO/CCO sur I'interaction AcMs-PEGn,-
TCO/TZ (Publication 2)

1. Résumé de I’article

Du fait du risque d’isomérisation des TCO en CCO inactifs envers les TZ, décrits par I'équipe
de Rossin[239] et sur la base de nos résultats antérieurs[263], nous avons décidé d’évaluer in vitro
I'impact de la pureté des solutions de TCO utilisées avant conjugaison aux AcMs sur le processus
d’isomérisation. Ainsi, les AcMs Ts29.2 et 35A7 ont été conjugués avec des solutions de groupements
PEG,-TCO (i.e. PEGo, PEG,4 et PEG1,) contenant différents ratios TCO/CCO (i.e. 90-10 %, 50-50 % ou 10-
90 %).

Les ratios TCO/CCO des solutions ont été déterminés par HPLC avant couplage aux AcMs et le
nombre de groupements PEG,-TCO (ou CCO) finalement greffé sur les AcMs a été évalué par MALDI-
TOF. La réactivité des AcMs-PEG,-TCO(*/. CCO) a ensuite été évaluée a la fois par

immunofluorescence (sur cellules HT29 et A431-CEA-Luc) et sur gel d’acrylamide.

Nous avons ainsi montré que les TCO conjugués aux Ts29.2 et au 35A7 subissaient une
isomérisation rapide dans le plasma, d’autant plus importante que le taux d’isomeres CCO de départ
était élevé. De plus, la PEGylation des AcMs-TCO semble augmenter ce phénomeéne. Cette étude

démontre donc I'importance du contréle des solutions de TCO utilisées pour la conjugaison.

2. Résultats
a. Immunofluorescence

Les cellules HT29 ont été incubées dans un premier temps avec les différents conjugués
Ts29.2-PEG,-TCO contenant */. d'isomeres CCO puis ont été incubées avec de la 0,3 nmoles de TZ-
Cy3. L'observation au microscope confocal démontre un marquage membranaire fluorescent qui
diminue significativement de fagon linéaire, entre les Ts29.2-PEG,-TCO conjugués avec des ratios
TCO/CCO de 90/10, 50/50 et 10/90 confirmant ainsi une perte d’interaction avec la TZ-Cy3. Des
résultats identiques ont été obtenus dans le modeéle A431-CEA-Luc. Les 35A7-PEG,-TCO(*/. CCO)

n’ont en revanche pas encore été évalués (Supplementary Fig).
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b. Incubations et dépots sur gel d’acrylamide

Pour évaluer précisément I'impact de la présence des isomeéres CCO sur l'interaction TCO/TZ
nous avons incubé chaque conjugué soit dans du PBS soit dans du plasma-50 % PBS, a 37 °C pendant
24 h. Des aliquots de ces solutions ont été prélevés au bout d’'une 1 h, 5 h et 24 h et déposés sur gel
d’acrylamide. Les résultats de trois expériences indépendantes confirment que plus le taux de CCO
est important, plus I'interaction TCO/TZ-5-FAM est faible. De plus, I'interaction TCO/TZ-5-FAM est
stable en PBS pendant 24 h pour les conjugués Ts29.2-PEGy 4 contenant des ratios TCO/CCO de 90/10
% (Fig. 3). En revanche, a partir de 50 % de CCO, une diminution significative et progressive au cours
du temps de l'interaction TCO/TZ-5-FAM est observée. Pour le conjugué Ts29.2-PEGi,, le signal

diminue a partir de 5 h d’incubation, quelque soit le ratio d’isomeres de départ.

Lorsque les conjugués Ts29.2-PEGo4-TCO(*/. CCO) sont incubés dans du plasma-50 % PBS, une
rapide isomérisation, a hauteur de 90 % apres 5 h, est observée pour les ratios TCO/CCO de 90/10 et
50/50 % (Fig. 4). Le conjugué Ts29.2-PEG1, subit en revanche une isomérisation de 100 % a partir de 5
h d’incubation. De plus, le ratio TCO/CCO de 10/90 % induit une isomérisation totale dés 5 h

d’incubation, quelque soit la longueur de I'espaceur PEGylé du conjugué Ts29.2-TCO.

3. Discussion

Les résultats obtenus par immunofluorescence démontrent que l'interaction TCO/TZ est
significativement réduite lorsque les solutions de TCO utilisées pour le couplage aux AcMs ne sont
pas pures (i.e. 90-100 % d’isoméres TCO). Cette diminution a ainsi été quantifiée par électrophorése
sur gel d’acrylamide en réalisant des incubations de conjugués */. isomérisés, soit dans du PBS, soit
dans du plasma- 50 % PBS. Ainsi, les conjugués greffés avec des solutions contenant 50 % ou plus
d’isomeres CCO subissent une isomérisation drastique au cours du temps. Plus le taux de CCO mis en
réaction est important plus le conjugué s’isomérise, ce qui tend a montrer que la présence de CCO
augmente le taux d’isomérisation des TCO conjugués. Cette observation met ainsi en évidence pour
la premiere fois I'importance de contréler les taux d’isomérisation des solutions de TCO utilisées afin
d’utiliser des lots le plus purs possible pour la conjugaison AcMs-TCO. De plus, cette propension a
I'isomérisation est aggravée par la présence d’espaceurs PEGylés sur les AcMs-TCO, ce qui conforte
les résultats précédemment publiés montrant que la PEGylation était délétere pour l'interaction

TCO/TZ[263].

Les résultats obtenus concernant le Ts29.2-PEGo-TCO conjugué avec un ratio TCO/CCO de
90/10 % montrent que 10 % de molécules réactives subsistent au bout de 24 h. Des études de

biodistribution qui comparent l'influence de différents délais (i.e. 24, 48 et 72 h) entre les injections
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des AcMs-TCO et des sondes TZ radiomarquées montrent que le délai le plus court (i.e. 24 h) est le
plus favorable[245]. Ces observations in vivo sont en totale adéquation avec les résultats obtenus in

vitro.

4, Conclusion

Dans cette étude nous avons évalué in vitro I'intérét du contréle de I'isomérisation des TCO
en CCO, inactifs envers la TZ. Celle-ci se produit rapidement, a hauteur de 90 % dans les 24 h post-
incubation dans du plasma-50 % PBS. De plus, nous avons confirmé le role prépondérant de la
PEGylation dans l'induction de cette isomérisation et donc la nécessité d’utiliser des AcMs-TCO non-
PEGylés dans les stratégies de PRIT. Nos travaux suggerent la possibilité d’'une isomérisation en
chaine des résidus réactifs, ce qui consitue un risque non négligeable d’altérer in fine I'efficacité de la

PRIT.
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Abstract

During the last decade, the pretargeting approach using the inverse-electron demand Diels-Alder
(IEDDA) cycloaddition has been proposed as a theranostic tool for many cancers. However, to the
best of our knowledge, pretargeted radioimmunotherapy (PRIT) has not yet been transferred to
clinical trials. This study is based on one major limitation of the IEDDA strategy relying on trans-
cyclooctene (TCO) stability. Indeed, TCO may isomerize into its more stable but unreactive cis-
cyclooctene (CCO) isomer form. We have therefore developed reproducible methods for both TCO
and PEGylated TCO derivatives syntheses and analytical follow up, leading to high purities in TCO
isomer form (i.e. superior or equal to 94 %). We therefore design TCO/CCO mixtures of 90/10 %,
50/50 % and 10/90 % in order to evaluate in vitro the influence of TCO solutions purity on the IEDDA
efficiency with fluorescent tetrazine (Tz). As expected, high ratios of CCO led to a decrease in
fluorescence intensities in both immunofluorescence and acrylamide gels assays. Furthermore,
PEGylated mAbs-TCO conjugates led to higher isomerization compared to the non-PEGylated ones
and surprisingly, the presence of a high rate of CCO isomers induced quicker inactivation of TCO than
the purest TCO/CCO ratio. In conclusion, we have developed efficient and reproducible purification
methods for TCO precursor and TCO derivatives, obtaining TCO compound with less than 5 % of CCO

isomers leading to more reactive TCO/Tz in vitro interaction.
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Highlights

1. AgNOssilica gel column allows obtaining TCO1b with 100 % of isomeric purity.

2. Chain reaction: high rate of CCO before mAbs’grafting inactivates quickly TCO moieties
3. PEGylation of mAbs-TCO increases TCO to CCO isomerization

4. HPLC methods allows controlling the rate of CCO before mAbs’grafting
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Introduction

Radioimmunotherapy (RIT) consists of treating tumors using radiolabelled monoclonal
antibodies (mAbs). Radioimmunoconjugates were developed on the basis of prosthetic groups i.e
small molecules radiolabeled linked to lysine using N-hydroxysuccinimidyl (NHS) esters and on
cysteines using Michael additions with maleimides. Efficiency of RIT is well establish in hematological
diseases, such as non-Hodgkin lymphoma (NHL) with the approval in 2002 of the ibritumomab
tiuxetan (Zevalin®, Bayer), an anti-CD20 radiolabelled with Yttrium-90. However, clinical trials of RIT
of solid tumors face some major drawbacks as mAbs diffusion in tumors and hematotoxicity caused
by the long clearance of mAbs [1]. Thereby, strategies delaying the injection of mAbs and
radiolabelled probe in two distinct steps were developed and called pretargeted

radioimmunotherapy (PRIT).

Different PRIT approaches were developed since the last 30 years, such (strept)avidin/biotin,
bispecific antibodies or oligonucleotides [2-6]. The most recent approach uses bioorthogonal click
chemistry and led to several reactions with different kinetic profiles. Taking into account the physical
decay of radionuclides during the radiosynthesis process, the click chemistry offers/supports an
attractive paradigm due to its selectivity, rapidity, ease and modularity of ligation. Not surprisingly,
the classical CuAAC ligation leads the pack as it was the first click chemistry reaction described.
However, the coordination of the oxidative Cu(l) can also dramatically alter the chelating amino acid
residues [7] Thereby, researches were oriented to a “second generation” of catalyst-free click
reactions such as Staudinger ligation, Strain-Promoted Alkyne-Azide Cycloaddition (SPAAC) or Inverse
Electronic-Demand Diels-Alder (IEDDA) cycloaddition [8, 9, 10]. The quickest bioorthogonal click
reaction occurs between a trans-cyclooctene (TCO) and a tetrazine (Tz). TCO moieties are generally
linked to mAbs lysine residues, through nucleophilic substitution, while Tz were bound to chelator
macrocycles via polyethylene glycol (PEG) linkers. TCO and Tz react directly in vivo, very quickly, (k>=
103-10% M1.s?1) [11] through an inverse electron demand Diels-Alder cycloaddition, in physiologic
conditions of pH and temperature and without risk of non-specific interaction on biological

macromolecules.

In 2010, Rossin et al. have first demonstrated the feasibility of IEDDA on living system
through in vivo SPECT-CT imaging of mice bearing colon cancer subcutaneous xenografts [12] They
have used an anti-TAG72 mAb CC49 modified by about 7 TCO/mAb and a !In-DOTA-Tz probe. Then,
several teams have developed pretargeting using TCO/Tz interaction either in fluorescence assays,
mice PET imaging or therapy preclinical studies [13-15] SPECT and PET imaging studies demonstrated

the possibility to use IEDDA to specifically target tumors with low background noise and high tumor
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to non-target organs ratios [16]. In addition, dosimetry calculations comforts that the dose received
by non-targeted organs was significantly lower for PRIT compared to traditional RIT [17].
Furthermore, preclinical studies made recently demonstrated impressive results of PRIT efficiency in
mice bearing colorectal subcutaneous tumors by showing a total regression of tumors associated
with a long survival of treated mice compared to control groups [18]. However, to the best of our
knowledge, there was no clinical transfer of bioorthogonal chemistry using IEDDA cycloaddition,
neither for imaging nor PRIT. One difficultly may rely on numerous pitfalls, such as TCO stability
and/or Tz reactivity. Preclinical optimizations of TCO/Tz interaction thus seem mandatory before
clinical translation. Some studies were already published dealing with the reactivity of the
radiolabelled Tz probe which correlated the pharmacokinetic of the molecule with IEDDA efficiency
[15]. Thereby, new series of radiolabelled Tz probes were assessed and the more lipophilic showed a

loss of reactivity.

Conversely, the impact of mAbs modifications on both antigen recognition and TCO reactivity
was poorly documented. Indeed, Rossin and co-workers demonstrated first, in vivo, that CC49-TCO
bearing a PEG; linker was less reactive than the corresponding non-PEGylated one [19]. The loss of
reactivity was potentially due to isomerization of TCO to the inactive cis-cyclooctene (CCO) isomer
form. Indeed, TCO to CCO isomerization is known to occurring when the compound is exposed to
light or heat but in vivo conversion is difficult to evaluate. However, Rossin et al. described that
PEGylation of CC49-TCO induces interactions between TCO and copper (Il) contained in serum which
increases TCO to CCO isomerization, compared to the non-PEGylated CC49-TCO which remained
stable during 72 h. The position of the hydroxyl group was also responsible, as axial position
increased 10-fold reactivity compared to the equatorial position. Another study, made in vitro using
fluorescent Tz probes, suggested that there was no TCO to CCO isomerization but hydrophobic
interactions between mAbs and TCO impeding the access to Tz probes [21]. The authors thus
demonstrated that insertion of PEG linkers between mAbs and TCO, even shorter (i.e. PEG),
improves reactivity with Tz. In a previous work [22], we demonstrated -in both in vitro and in vivo
experiments on two different models of colorectal cancers- that PEGylation is detrimental to TCO/Tz

interaction.

The purpose of this study was to evaluate in vitro both the rate of the TCO to CCO
isomerization and the influence of CCO isomers on mAbs-TCO stability to optimize TCO/Tz interaction
in HT29 cells with an antibody Ts29.2 directed against constitutive expressed TSPANS8. We first
synthesized and purified reproducibly both TCO1b and TCO derivatives (i.e. PEGo-TCO, PEG,4-TCO,
PEGs-TCO and PEG;;-TCO) to evaluate the effect of PEGylation on isomerization phenomenon.

PEGylated compounds were also mixed with different amount of CCO to obtain precise ratios of
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TCO/CCO (i.e. respectively 90/10 %, 50/50 % and 10/90 %) in order to measure if TCO purity
influences the TCO to CCO isomerization rate in T7s29.2 mAbs /HT29 model. The TCO to CCO

isomerization was assessed by SDS-gel electrophoresis and immunofluorescence assays on HT29

cells.

Results and discussion

Improvement of TCO1b isomeric purity using original purification process
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Figure 1: Syntheses of TCO1B and PEGylated TCO derivatives from CCO.

TCO was synthesized from commercially available CCO as described by Royzen et al. [23] (Fig. 1). We
succeed to obtain TCO1b with highly reproducible 100/0 % purity ratios of TCO/CCO compared to a
70/30 % ratio described by Rossin and co-workers [12, 23] Thereby, photochemical conversion of
CCO to TCO1b compound was obtained in two steps (Fig. 1). We observed several times that TCO1b

could be obtained with a purity of 100 % but variations were also induced by syntheses processes
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leading to ranges of 95/5 % to 35/65 % purity ratios of TCO1b/CCO1b (HPLC control, supporting
information). However, classical chromatographic separation of TCOlb from CCO1b isomers is
complex due to their similar polarity on silica gel. We thus optimized synthesis of TCO1lb by
developing an original method allowing separating TCO and CCO isomers. Thus, during the first step
in the synthesis of TCO1b, the mixture is continuously purified using an AgNOs silica gel column. This
led to a specific retention of TCO1lb on the column while the corresponding CCO was eluted
(Supporting information). Elution of TCO1b was then made using both dichloromethane and 37 %
ammoniac. We also used an alternative protocol, with the same AgNOjs silica gel column, consisting
to elute first CCO1lb using ethyl acetate then to elute TCO1lb by the addition of ethyl
acetate/trimethylamine (60/40, v/v) leading to a 100 % isomeric purity of compound TCO1b

(supporting information).

Novel synthesis of PEGylated TCO derivatives 2-4

An original synthesis of PEGylated spacers 4b-d carrying an amine function on one side and a
carboxylic function on the other side was developed. The acid function was conjugated on PEG
through a propionic acid appendage. The amine function allows binding with TCO moieties and the
activation of the acid function conjugating PEG,-TCO with mAbs lysine residues. NH,PEG,CO,H 4b-d
were then obtained from NsPEG,OH 1b-d in three steps. Compounds 1b-d were tosylated [23, 24]
and then coupled to monosilylated propanyl alcohol [25] to afford 2b-d with yields of 37-60 %,
respectively. In presence of Jones reagent, TIPS group from compound 2b-d were straightforward
removed and the resulting alcohol function was converted into a terminal acid function. The azide
function located at the opposite was then reduced using catalytic hydrogenation to finally obtain 4b-
d with an overall yield of 50-63 %. It should be noted that before finding this efficient method,
several other ways of synthesis have been investigated (supporting information). PEGylated TCO-
derivative 5b were obtained from TCO1b, as described by Rossin et al. [12] (i.e. 1 eq. of PEGylated
4b, 10 eq. de trimethylamine, rt) and then monitored using HPLC. Formation of a new compound and
traces of TCO1b were observed after 16 h reaction (see Supporting information). Further additions of
4b (i.e. a total up to 3 eq.) have allowed obtaining a complete consumption of the TCO1b in 5b-d,
containing isomer CCO-PEGylated 5b’. Compound 5b was thus purified on AgNO; silica gel column
but this surprisingly increased the isomerization rate. Purification attempts through washing steps
using acid solution, followed by brine or elution using C18 column also failed. We thus optimized the
formation of 5b-d using 1.5 eq. of the appropriate PEGylated linkers 4b-d and 10 eq. of TEA at rt
which led to good yields and purity ratios of TCO/CCO superior to 90/10 % (Table 1). For this step,
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once the starting material TCO1b was almost totally consumed, the crude mixtures should be directly

engaged in the next step (i.e. activation of acid function) and does not need additional purification.

Conversion 4b-d
TCO/CCO ratio for conversion 5b-d into 6b-d

into 5b-d Overall
n
after after yield
TCO/CCO ratio crude product
prep. HPLC lyophylization

3 100/0 88/12 94/6 94/6 66
7 100/0 83/17 100/0 100/0 31
11 94/6 92/8 100/0 93/7 67

Table 1: Synthesis of PEGylated TCO derivatives

Acid function of compound 5b-d was finally activated as described, i.e. diNHS 2.35 eq. and pyridine
1.25 Eq., rt [1] Complete reaction of 5b-d into 6b-d was observed after 1 h by monitoring using HPLC
and was associated to an important isomerization of 6c, d. Alternative conditions, i.e. oxalyl chloride
or NHS/DCC or NHS/EDCI, rt afforded expected compounds 6b-d but induced both reproducibility
and isomerization problems (data not shown). Purification of 6b-d using simple silica gel or AgNO3
silica gel failed. Finally, optimal conditions were found as diNHS (1.5 eq.), DMAP (0.2 eq.) and TEA (3
eq.), followed by purification step on a preparative C18 and lyophilization (Table 1). It is interesting to
note that TCO1lb and compounds 6b-d could be stocked in acetonitrile solution, at - 4°C up to 6

months without increasing the isomerization (Monitoring was performed using HPLC).

Conjugation of mAbs with TCO1b or TCO PEGylated derivatives.

Biological experiments were performed on two non-internalizing mAbs, i.e. anti-tetraspanine 8 mAb
(Ts29.2) and anti-CEA mAb (35A7, results not shown). Proof of concept of IEDDA pretargeting
approach on fluorescence imaging in colorectal cancer model was recently published.[22] The goal of
the present study is to evaluate the influence of the amount of CCO before mAbs grafting on the
interaction with a fluorescent Tz probe. Two commercially available Tz were thus used, i.e. Tz-Cy3
and Tz-5-FAM (Jena Bioscience, Germany). We have related below that precursors 6b-d could be

obtained with a TCO/CCO purity ratio ranged 94/6 % to 100/0 % (Table 1).

Different amount of CCO were added to the 1-4 adducts to obtain determined ratios of TCO/CCO
isomers (i.e. 90/10 %, 50/50 % and 10/90 %). Control of the TCO/CCO isomerization rate was checked

using HPLC method both before and after the mix with CCO isomers.
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Figure 2: Conjugation of Ts29.2 with TCO and PEG-TCO derivatives containing 0 to 90 % ratios of
cco.

MALDI-TOF MS allowed determining the mean number of TCO/CCO moieties grafted per mAb.
However, the isomerization rate once TCO were grafted cannot be measured due to similar masses
between TCO and CCO. The mean number of TCO-CCO moieties grafted per mAb ranged
reproducibly from 7.6 to 7.7 for Ts29.2-1a-Ts29.2-3a and from 3.5 to 4.4 for both Ts29.2-1b-Ts29.2-
3b, Ts29.2-1¢-Ts29.2-3¢ and Ts29.2-1d-Ts29.2-3d (n = 3). In addition, the average number of TCO-
CCO conjugated is quite similar between Ts29.2-1¢c-Ts29.2-3c¢ and Ts29.2-1d-Ts29.2-3d despite the

difference in PEG length.

In vitro evaluation of the influence of CCO amount before Ts29-2 mAb grafting on both stability and

interaction using a tetrazine fluorescent probe

To demonstrate the influence of the amount CCO before the grafting on mAb on the interaction with
a fluorescent Tz, we used two in vitro approaches. In the first one, we have made incubations of
Ts29.2-1,2,4,b-d aliquots in PBS or murine plasma-50 % PBS at 37 °C during 24 h and picked up
samples at different time points (i.e. 1 h, 5 h and 24 h) to assess TCO/Tz interaction on acrylamide
SDS-PAGE gels. TCO reactivity was thus evaluated using fluorescent Tz probes by measuring the
fluorescence intensity. In PBS incubation, we observed as expected a progressive decrease of

fluorescence intensity proportional to the ratio of CCO whatever the PEG length (Fig. 3). However,
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with the 90/10 % TCO/CCO ratio, the longer PEG linker displays a lower efficacy. Five hours
incubation led to a two-fold decrease of the fluorescence intensity highlighting a prompt
isomerization rate of TCO to CCO in PBS at 37 °C. For each PEG length and whatever the TCO/CCO
ratio, fluorescence dramatically decreased over 5 h of incubation in murine plasma (i.e. from 70 to
100 %) demonstrated that TCO isomerizes quickly (Fig. 4). However, only Ts29.2 bearing no PEG
linker was still reactive after 24 h of incubation in plasma demonstrating that PEGylation of mAbs is
detrimental to TCO stability. We also observed that the higher the percentage of CCO before mAbs-
grafting the lower the fluorescence intensity. Those results thus demonstrated that the presence of
CCO isomers in the mixture before mAbs-grafting induces a chain reaction, increasing TCO to CCO
isomerization so decreasing TCO/Tz interaction. In addition, we confirmed that the presence of PEG
linkers between mAbs and TCO decreases TCO stability and induces more isomerization so was not

suitable for PRIT strategies.

TCO/Tz interaction was also evaluated on HT29 cells using immunofluorescence assays. An amount of
10 pg/mL of each Ts29-2-1,2,4,b-d was incubated on HT29 cells followed 1h30 later by 10-12
equivalents of fluorescent Tz-Cy3. After 1 h 30, 10-12 equivalents of Tz-Cy3 (with respect to the mean
number of TCO grafted per mAb) were incubated (Fig. 5). Figure 5A depicted representative confocal
imaging. For each PEG length (i.e. PEGy, PEG, and PEG:;), we observed, as expected, a strong
decreases of the fluorescence intensity located at cell membrane which is proportional to CCO ratio.
Quantification of the mean fluorescence intensity localized on the cell membrane were then
performed (Figure 5B). We observed a similar trend whatever the PEG length. However, the decrease
of fluorescence intensity according to CCO ratios is more important for PEG, and PEG;; compared to

PEGo confirming that the presence of PEGylated linkers induces a faster TCO isomerization.
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Figure 3: Influence of the amount of CCO in the reaction medium before Ts29.2 grafting on both
Ts29.2-PEG,-TCO stability in DPBS and interaction with TZ-5-FAM. (A) Stability assessed on gels after
incubation of Ts29.2-PEGn-TCO at 37 °C in DPBS during 24 h. The red arrow shows the location of
mAbs. Fluorescence was obtained after incubating gels 10 min with TZ-5-FAM. (B) Quantification of
the fluorescence intensity reported on the total amount of protein loaded. Abscissa represents the
ratio of TCO/CCO isomers added in the reaction for mAbs grafting. Statistical analysis was made using
one-way ANOVA. * P < 0.05: 50/50 vs 90/10 and 10/90 vs 50/50. ** p < 0.001: 10/90 vs 90/10. ¥ p <
0.05: 24h vs 1h, 5h vs 1h, 24h vs 5h. ¥ p < 0.001: 5h and 24h vs 1h
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Figure 4: Influence of the amount of CCO in the reaction medium before Ts29.2 grafting on both
Ts29.2-PEG,-TCO stability in mice plasma diluted in 50 % DPBS and interaction with TZ-5-FAM. (A)
Stability assessed on gels after incubation of Ts29.2-PEGn-TCO at 37 °C in plasma-50% DPBS during
24 h. The red arrow shows the location of mAbs. Fluorescence was obtained after incubating gels 10
min with TZ-5-FAM. (B) Quantification of the fluorescence intensity reported on the total amount of
protein loaded. Abscissa represents the ratio of TCO/CCO isomers added in the reaction for mAbs
grafting. Statistical analysis was made using one-way ANOVA. *P < 0.0001: 50/50 vs 90/10, 10/90 vs
90/10 and 10/90 vs 50/50. **p < 0.001: PEG4 vs PEGO, PEG12 vs PEGO and PEG12 vs PEG4. 1 p <
0.0001: 24h vs 1h, 24h vs 5h and 5h vs 1h.
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Figure 5: Assessment of the interaction between Ts29.2-TCO/CCO and TZ-Cy3 through
immunofluorescence assays. Experiments were made on HT29 cells. (A) Representative confocal
imaging. An amount of 0.3 nmol of Ts29.2-PEG, grafted with different ratios of TCO/CCO isomers was
incubated during 1h30 followed by 45 min incubation of 10-12 equivalents of TZ-Cy3 (s50-570 nm) With
respect to TCO number. White scale bar: 50 um. (B-D) Quantification of the mean fluorescence
intensity localized on the cell membrane using ImagelJ software. *P < 0.05: 0/0 vs 10/90 and 50/50 vs
90/10; *P < 0.001: 0/0 vs 10/90, ** P < 0.0001: 0/0 vs 90/10 and 50/50, 10/90 vs 50/50 and 90/10,
and 50/50 vs 90/10
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Conclusion

During the last decade, the IEDDA pretargeting approach showed a great interest for the
development of theranostic tools that could be applied to several cancers but was not transferred to
the clinic, yet. One major concern is the stability of TCO moieties grafted on mAbs which tends to
isomerise into inactive CCO isomer. In this study we thus managed new experiments to determine if
the TCO/CCO isomeric purity ratio of mixtures before mAbs’s grafting would have an influence on
TCO moieties stability and in fine on tetrazine interaction. We first enhanced TCO1b and PEGylated
TCO derivatives syntheses with high isomeric TCO/CCO purities ratios (i.e. equal or superior to 94 %).
Then, we demonstrated in vitro that the higher the CCO ratio before mAbs’ grafting the faster the
TCO isomerisation in plasma. This observation highlights the importance of controlling TCO purity
before conjugation on mAbs to maximize TCO stability and TCO/Tz interaction. Moreover, mAbs
bearing PEG linkers undergo quicker isomerization than the non-PEGylated ones confirming that
mMAbs-PEGo,-TCO with high isomeric TCO purity were the most appropriate for pretargeting

approaches.
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Ill. Etude in vitro de la diffusion des AcMs-TCO., dans un modeéle 3D de

sphéroide.
1. Introduction

Au cours des études précédentes, nous avons démontré que la PEGylation des AcM-TCO
diminuait l'interaction avec les TZ fluorescentes (cf. publication 1) mais que les modifications
apportées aux AcMs n’altéraient pas leur capacité de reconnaissance envers les Ag. Bien que cette
derniére observation ait pu étre faite sur deux modeéles différents, les études ont été menées sur des
cellules en suspension, un modele qui est loin de représenter la complexité tumorale. Les études in
vitro sont traditionnellement effectuées sur des cultures de cellules adhérentes en 2-dimensions
(2D)[264]. Bien que ces modeles aient fait leurs preuves dans de nombreuses études, ils présentent
néanmoins des limites. En effet, en culture 2D, les cellules évoluent les unes a coté des autres et ne
se chevauchent pas, une caractéristique qui empéche donc de refléter I'architecture compacte d’une
tumeur ou de permettre d’évaluer la distribution ou la toxicité d’'un médicament[265][266]. Ainsi, de
nombreux modeéles de culture en 3-dimensions (3D) ont été développés depuis quelques décennies
et proposés comme alternatives a la culture 2D classique[267]. De plus, de récentes études ont
démontré une différence significative de morphologie et de physiologie entre les cellules en 3D et
celles cultivées en monocouche du fait de contraintes d’interaction physiques et biologiques
différentes[266]. Les modeles en 3D apparaissent ainsi comme plus représentatifs de tumeurs in vivo
que ceux en 2D, tant au niveau de la morphologie que de la physiologie des cellules, et permettent
notamment de prendre en compte certaines caractéristiques tumorales telles que la prolifération,
I’hypoxie ou la mort cellulaire[268]. Dans cette étude nous avons ainsi évalué l'influence des
modifications d’AcM sur leur distribution et pénétration dans une structure cellulaire en 3D. Nous
avons dans un premier temps développé et caractérisé un modele de sphéroides a partir des cellules
de carcinome épithélial colique HT29 (Matériel et Méthodes, page 90). Par la suite la distribution des
conjugués Ts29.2-TCO, (i.e. 0, 5, 10, 15, 20 et 30 équivalents de TCO pour 1 équivalent de Ts29.2) a
été évaluée dans les sphéroides HT29 par microscopie confocale, en comparant les intensités de

fluorescence mesurées pour chaque anticorps.
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2. Résultats

Les sphéroides HT29 ont été incubés avec les conjugués Ts29.2-TCO, puis co-traités avec un
Ac secondaire couplé a du FITC ainsi qu’avec de la TZ-Cy3 avant d’étre imagés par microscopie
confocale (Figure 52.A). Les images ont été obtenues apres mise au point d’un protocole de
clarification (cf. Matériel et Méthodes, page 92). Elles montrent une co-localisation des signaux du
FITC et de la Cy3 localisés au niveau membranaire ainsi qu’une absence de signal Cy3 dans la
condition d’incubation avec le Ts29.2 ne contenant pas de TCO. Cela confirme ainsi l'interaction
spécifique entre les conjugués Ts29.2-TCO, et la TZ-Cy3 dans ces modeéles 3D. Les acquisitions ont été

réalisées sur différentes couches Z des sphéroides.
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Figure 51 : Evaluation de la diffusion des anticorps Ts29.2-TCO. dans les sphéroides HT29 par microscopie
confocale. (A)Sphéroides HT29 incubés dans un premier temps avec 10 pug/mL de Ts29.2 non greffé avec des
TCO (= TCO 0) ou de Ts29.2 conjugués avec 5, 10, 15, 20 ou 30 équivalents de TCO suivis d’une co-incubation
avec 1/500%™¢ d’Acll-FICT et 0,02 mM de TZ-Cy3(sso-570 nm). Les images sont représentées en fausses couleurs
selon l'intensité du signal. Echelle : 100 um. (B) Projection 3D de la superposition des signaux AclI-FICT et TZ-
Cy3 réalisée avec le logiciel Imaris®. Echelle : 100 um.
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A une profondeur de 20 pum le signal est apparu maximal et homogéne tandis qu’a 30 um de
profondeur les images ont montré des disparités dans l'intensité du signal entre la périphérie et le
centre du sphéroide. Nous avons observé, a la profondeur de 20 um, une augmentation croissante
de l'intensité de fluorescence en fonction du nombre de TCO conjugués par AcM. Ces résultats ont

par ailleurs été confortés par les projections 3D effectuées avec le logiciel Imaris® (Figure 51.B)

Les observations par imagerie ont par la suite été quantifiées a la profondeur de 20 um a
I'aide d’un algorithme développé spécifiquement pour cette approche (Matériel et méthodes, pages
94 a 96) (Figure 52.A). De facon a comparer la diffusion des différents conjugués Ts29.2-TCO, le
signal mesuré pour la TZ-Cy3 a été rapporté au nombre moyen de TCO couplé par Ts29.2 (Figure
52.B). Aucune différence significative n’a été observée entre les diffusions des différents conjugués

Ts29.2-TCOn.
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Figure 52 : Quantification du signal fluorescent membranaire des conjugués Ts29.2-TCO, dans les sphéroides
HT29. (A) Représentation schématique du fonctionnement de I'algorithme utilisé pour la quantification sous
Fiji® (Imagel). Les mesures ont été effectuées en 2D, a partir de la périphérie jusqu’au centre du sphéroide
(axes X, Y) a une profondeur de 20 um (axe Z). (B) Intensités de fluorescences, quantifiées et rapportées au
nombre de TCO conjugués par Ts29.2. Des analyses statistiques ont été réalisées avec un test de Fisher avec
une correction de Bonferroni (p < 0,05 considéré comme significatif).
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3. Discussion

Face a I'importante isomérisation des TCO en CCO conduisant a l'inactivation de pres de 90 %
des groupements réactifs en 24 h, I'addition d’un plus grand nombre de TCO par AcM pourrait étre
envisagée (cf. publication 2). Dans les publications portant sur le préciblage par chimie
bioorthogonale, des variations du nombre moyen de TCO conjugué par AcM sont retrouvées, allant
de 2-3 a 7-8 TCO par AcM[238][245][152]. L'impact de ces modifications sur la fraction
immunoréactive de I'AcM et sur la diffusion des conjugués dans les tumeurs est néanmoins peu
documenté. Concernant la reconnaissance AcM-TCO/Ag nous avons préalablement démontré que
I’addition d’environ 1 a 10 TCO par Ts29.2 ou 35A7 n’altérait pas de fagon significative les capacités
de fixation des anticorps envers leurs antigenes respectifs(263]. En revanche, des questions
demeurent concernant la diffusion des conjugués AcM-TCO dans les tumeurs solides, des structures
compactes ou la pénétration des AcMs natifs est connue pour étre lente. En effet, I'encombrement
stérique provoqué par l'addition de trop nombreux groupements pourraient entraver la pénétration
des AcMs au sein des tumeurs et diminuer I'effet de la PRIT. Etudier la diffusion des conjugués AcM-
TCO dans un modeéle de sphéroides se révele ainsi pertinent pour la compréhension de ces

mécanismes.

L'uniformité des structures 3D est essentielle pour obtenir des résultats homogenes et
reproductibles. Ainsi, les sphéroides HT29 utilisés dans cette étude avaient tous des diametres
homogénes d’environ 700 *+ 40 um. Malgré I'emploi d’un protocole de clarification (i.e. ClearT?[261])
permettant d’améliorer la réfraction de la lumiere au sein de la structure compacte du sphéroide, la
visualisation des couches profondes du sphéroide demeure cependant limitée. Le signal était
détectable jusqu’a environ 30 um de profondeur mais n’était pas homogene. Ainsi, les
quantifications ont été effectuées sur la profondeur a 20 um afin d’éviter les biais potentiels des
limites techniques de détection. A cette profondeur, 'évaluation des conjugués Ts29.2-TCO, dans les
sphéroides HT29 a montré qu’il n’y avait pas de différence significative quant a leur capacité de

diffusion en 2D.

4. Conclusion

Dans le modeéle de sphéroide HT29, nous avons montré que les modifications apportées aux
anticorps Ts29.2 n’influencent pas leur capacité de diffusion sur une profondeur de 20um. Des
améliorations des acquisitions confocales pourraient permettre de renforcer ces résultats et

d’étudier I'influence des modifications des anticorps sur leur diffusion.
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I. Evaluations in vivo de différentes sondes TZ dans le préciblage de tumeurs

péritonéales (Publication 3)

1. Résumé de I’article

De multiples études ont été réalisées ces dix derniéres années sur la radioimmunothérapie
(et/ou imagerie) préciblée par chimie bioorthogonale utilisant la réaction IEDDA[238][269][241]. La
preuve de concept de |'efficacité thérapeutique de la PRIT a par ailleurs été démontrée en 2017 par
I’équipe du P" Zeglis, utilisant des conjugués AcMs-TCO non PEGylés et des sondes TZ radiomarquées
avec un radionucléide émetteur B~ [244]. Les mémes auteurs ont par la suite optimisé la PRIT de leur
modele, obtenant une régression totale des tumeurs dans les groupes traités, méme a la plus faible
activité (i.e. 18,7 MBq) associée a des pourcentages de survie bien supérieurs a ceux des groupes
contrdles[245]. Ces résultats impressionnants ont été obtenus dans un modele de tumeurs
implantées en sous-cutanée. A notre connaissance aucune étude n’a a ce jour démontré la faisabilité

de la PRIT utilisant la réaction IEDDA dans un modeéle de tumeurs disséminées.

Dans un premier temps, nous avons donc réalisé la preuve de concept de la PRIT par réaction
IEDDA dans le modele orthotopique de carcinose péritonéale (cellules A431-CEA-Luc) en évaluant la
biodistribution du radioligand par imagerie SPECT-CT et prélévements. Pour cette premiere étude
nous avons utilisé d’un cété des conjugués 35A7-TCO non-PEGylés (= 3-4 TCO/AcM) et de I'autre des
sondes TZ-PEG4,-DOTA (i.e. TZ-1) radiomarquées au Lutécium-177 (Fig. 1). Une étude de thérapie a
par la suite été réalisée avec ces mémes composants et n’a pas donné de résultats positifs, ce qui

nous a amené a reconsidérer la structure de la sonde TZ-1.

Ainsi, deux nouvelles sondes ont été synthétisées et radiomarquées : la TZ-PEGs-DOTA-Y"’Lu
(i.e. TZ-3) et la TZ-PEG1,-DOTA-Y"Lu (i.e. TZ-4) (Fig. 1). La structure de la TZ-4 est identique a celle
décrite par Rossin et Robillard dans leurs études de biodistributions[238][269]. Les TZ-1,3,4 different
au niveau de la longueur de I'espaceur PEGylé situé entre la 1,2,4,5-tétrazine et le macrocycle DOTA,
la 1,2,4,5-tétrazine étant quant-a-elle entourée de pyridines. D’autre part, la TZ-PEG;-DOTA-"Lu (i.e.
TZ-2) qui a démontré son efficacité préclinique sur les tumeurs colorectales sous-cutanées[244][245] a
également été évaluée dans cette étude. Sa structure différe ainsi des trois autres a la fois au niveau
du PEG et au niveau du cycle 1,2,4,5-tétrazine qui est seulement relié a un phényle au lieu des

pyridines. Les TZ-2,4 ont été utilisées comme références pour comparer a la fois l'influence de la
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PEGylation et de I'encombrement stérique de la TZ dans son interaction avec les conjugués 35A7-
TCO. Ces évaluations ont permis de déterminer la structure la plus favorable pour la PRIT de la

carcinose péritonéale d’origine colorectale.

2. Résultats
a. Preuve de concept avec la TZ-1

Etant donné que le modele étudié consiste en de petits nodules tumoraux disséminés dans la
cavité péritonéale, nous avons testé deux modes d’injection différents pour les conjugués 35A7-TCO
afin de déterminer la meilleure voie d’administration (i.e. i.v. ou i.p.). La TZ-1 a été injectée
localement, en i.p., mode d’injection adapté a I'administration de sondes radioactives au moment de
la chirurgie chez les patients et permettant de prévenir les risques potentiels d’hématotoxicité
causés par le radioligand. Les biodistributions par imagerie et comptage des organes de la TZ-1 seule,
sans injection préalable de conjugués 35A7-TCO, démontre une élimination hépatique, urinaire et
fécale rapide du radioligand se produisant dans les 4 h p.i. (Fig. 2A). Des traces (= 1 %) de TZ-1 sont
visibles au niveau hépatique au bout de 24 h. Dans les groupes ayant recu 50 pg de conjugués 35A7-
TCO nous avons observé une fixation spécifique rapide au niveau tumoral, visible en SPECT-CT a
partir de 3 h p.i. avec également un fort signal au niveau urinaire. Les % d’Al/g de tumeurs atteignent
un maximum de 4,2 % et 5,8 % lorsque les conjugués 35A7-TCO ont été injectés respectivement en
i.v. ou eni.p., a 48 h post injection de la TZ-1 (Fig. 2B). Ces résultats montrent qu’aucune différence

significative n’a été observée entre les deux modes d’injection utilisés.

Le mode d’injection i.p. des conjugués 35A7-TCO présentant une fixation aux tumeurs
péritonéales légerement supérieure au mode i.v., et permettant également de s’affranchir du risque
d’hématotoxicité causé par une injection en systémique, celui-ci a été retenu pour I'étude de
thérapie effectuée avec la TZ-1. Les souris ont été réparties aléatoirement dans les différents groupes
de test (n=6 par groupe) : 3 groupes contrdles, injectés soit avec du NaCl, soit avec le conjugué 35A7-
TCO soit avec 40 MBq de TZ-1 et 3 groupes traités avec des doses croissantes de TZ-1 (i.e. 10, 20 ou
40 MBq). Les injections et le suivi des animaux ont été réalisés en aveugle par le méme opérateur. Le
suivi par imagerie en bioluminescence n’a montré aucun ralentissement ni diminution de la
croissance tumorale dans les groupes traités par rapport aux groupes contrdles (Supplementary Fig.
S1). De plus, aucune différence significative n’a été observée dans les médianes de survie des
animaux traités par rapport a ceux ayant recu un placébo bien qu’une légére diminution soit
observée pour le groupe traité avec 40 MBq de TZ-1 sans injection préalable d’AcM-TCO

(Supplementary Fig. S2).
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b. Biodistributions des TZ-1,3,4

La seconde expérience de biodistribution effectuée avec la TZ-1 a confirmé les résultats
précédents, a savoir une élimination hépatique, rénale et urinaire rapide du radioligand. A l'inverse,
les TZ-3,4 ont montré une élimination exclusivement urinaire (Fig. 3A-B). Le % d’Al/g dans le foie est
significativement plus élevé pour la TZ-1 que pour les TZ-3,4 avec des valeurs respectives de 1,6 % vs
0,1 %. De plus, les quantifications sur les imageries SPECT effectuées sur I'ensemble de I'abdomen

montrent un % d’Al/g significativement plus faible (de 4 a 5 fois) pour les TZ-3,4 que pour la TZ-1.

c. Comparaison des TZ-1-4

Les expériences de biodistribution des TZ-1-4 ont été évaluées par prélévement des organes
et des tumeurs a différents temps apres injections i.p. A 24 h p.i. les TZ-1-4 présentent un profil
d’élimination similaire, excepté pour la fixation hépatique de la TZ-1 qui se maintient a un niveau
significativement plus élevé que les TZ-2-4 jusqu’a 144 h (Supplementary Fig. S3). De plus, a 48 h p.i.
le % d’Al/g de la TZ-1 est significativement plus élevé dans le cblon et le caecum qu’avec les TZ-2-4

confirmant le profil d’élimination fécale de la TZ-1 observé précédemment en imagerie.

A 24 hp.i., le % d’Al/g dans les tumeurs est significativement plus faible pour la TZ-2 comparé
aux TZ-1,3,4 avec une moyenne a 8,9 % pour la TZ-1 vs 4,0 %, 6,3 % et 3,5 % respectivement pour les
TZ-1,3,4. Cette différence statistique n’est pas retrouvée au temps 48 h p.i. (Fig. 4). En revanche, a
144 h p.i., les TZ-2,3 ont un % d’Al/g de tumeurs significativement plus élevés que les TZ-1,4, avec
des moyennes respectives a 5,6 % et 3,8 % vs 1,5 % pour les TZ-1,4. Aucune différence statistique n’a

cependant été observée a 144 h p.i. entre les TZ-2 et TZ-3.

3. Discussion

La CP est traitée de fagon standard par chirurgie, une thérapie dont I'efficacité peut étre
améliorée via I'administration de chimiothérapies chauffées a 42 °C, directement dans la cavité
péritonéale et (i.e. chimio-hyperthermie intrapéritonéale, CHIP)[74]. Des études précliniques ont
récemment été menées sur le traitement post chirurgical de la CP d’origine ovarienne avec de la RIT
(avec un AcM 16F12 anti-MISRII) appliquée brievement en intrapéritonéal (BIP-RIT) via un bain (non
chauffé), de facon relativement similaire a la CHIP[270]. Plusieurs types d’émetteurs ont été utilisés
dans cette étude, 3 savoir du B~ (i.e. Y’Lu) et de I'a (i.e. #'3Bi) afin de comparer leurs efficacités
thérapeutiques dans ce modele. En RIT classique, administrée par voie i.p., les auteurs ont démontré

que le 16F12-17Lu était plus efficace que le méme AcM 16F12 radiomarqué au Bismuth-213, avec un
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ralentissement significatif de la croissance tumorale observé sur les 30 jours post traitement et une
différence de masse tumorale moyenne de plus de dix fois entre les souris traitées et les souris
contrdles NaCl[270]. En revanche, dans la stratégie de BIP-RIT c’est le 16F12-213Bi qui s’est avéré le
plus efficace dans le ralentissement de la progression tumorale. Ces résultats encourageants
suggerent que la PRIT par réaction IEDDA pourrait étre intéressante dans ce type d’approche,
notamment pour une application per-opératoire. En effet, 'administration des conjugués AcMs-TCO
pouvant étre effectuée 24 ou 48 h avant l'intervention chirurgicale cela permettrait de limiter de
facon significative la quantité d’AcM dans la circulation au moment de l'injection du radioligand,

réduisant ainsi les risques de toxicité.

Dans notre étude, nous avons démontré la faisabilité de I'imagerie SPECT de tumeurs
péritonéales disséminées via la technique de préciblage par réaction IEDDA. Nous avons notamment
obtenu un signal spécifique au niveau des nodules péritonéaux ainsi qu’une élimination rapide du
radioligand. La clairance des sondes TZ-1-4 a été associée a de faibles % d’Al dans les organes non
cibles, confortant I'intérét d’une stratégie thérapeutique en deux temps dans ce type de pathologies.
Les sondes TZ-1,3,4 ont cependant des profils pharmacocinétiques différents, a savoir : une clairance
hépatique, rénale et fécale pour la TZ-1 alors que les TZ-3,4 sont uniquement éliminées par voie
urinaire. Cette dichotomie pourrait ainsi expliquer les résultats déconcertants obtenus en thérapie
avec la TZ-1, ou I'on a notamment observé une inefficacité de la stratégie de PRIT, y compris a la plus
forte activité injectée de 40 MBq. En effet, des études parues en 2017 ont démontré que la structure
de la TZ influencait significativement sa distribution et in fine sa réactivité[254][253]. Les auteurs de
ces études ont de plus conclu qu’une sonde TZ éliminée par voie hépatobiliaire et fécale était
inadaptée dans le cas du ciblage de tumeurs coliques ou intestinales, ce qui s’applique ici a la TZ-1.
Les biodistributions effectuées avec les TZ-2,3 tendent a appuyer ces observations, avec |'obtention
de % d’Al/g dans les tumeurs, nettement supérieurs a ceux de la TZ-1. En revanche, I'obtention de %
d’Al/g de tumeurs comparables entre la TZ-1 et la TZ-4, associé a I'élimination significativement plus
rapide de cette derniére, suggere qu’un PEG trop long sur ce type de structure induit une élimination

trop rapide, et est donc délétere pour l'interaction avec les TCO lorsqu’injectée en i.p.

Les structures TZ présentant les interactions les plus favorables avec les conjugués 35A7-TCO
sont donc les TZ-2 et TZ-3. Nous avons utilisé la TZ-2, fournie par le P" Zeglis[245], afin d’avoir une
comparaison fiable avec un composé qui a montré des résultats spectaculaires en thérapie. Les TZ-
2,3 possédent ainsi un espaceur PEGylé du méme ordre de grandeur (i.e. respectivement PEG; et
PEGs). Ainsi, la nature de I'espaceur PEGylé semble influencer la réactivité des TZ. De plus, bien que

ces TZ aient des structures différentes, aucune différence significative n’a été observée dans les %
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d’Al/g de tumeurs, suggérant ainsi que la structure de la TZ ne modifie pas ses capacités d’interaction

avec les TCO.

4, Conclusion

L'imagerie de tumeurs disséminées via la stratégie de préciblage par chimie bioorthogonale
est possible. De nombreux parametres peuvent cependant influencer la réactivité entre les TCO et la
TZ. Si les TCO peuvent étre sujets a I'isomérisation, les rendant inactifs, la réactivité des sondes TZ est
également un parametre important a prendre en compte. Nous avons ainsi démontré que la nature
de I'espaceur PEGylé influencait la pharmacocinétique de la TZ et in fine sa réactivité envers les TCO.
Nous avons ainsi prévu d’effectuer la PRIT de la carcinose péritonéale avec la TZ-3, qui est celle

présentant la meilleure réactivité dans notre modele.

152



Pretargeted SPECT imaging of peritoneal
carcinomatosis using bioorthogonal click
chemistry: probe selection and first proof of

concept

A. Rondon, S. Schmitt, A. Briat, N. Ty, M. Quintana, J-B. Bequignat, L. Maigne,
B. Zeglis, R. Membreno, |. Navarro-Teulon, E. Moreau and F. Degoul

Soumis, 2018

153



Pretargeted SPECT imaging of peritoneal carcinomatosis using bioorthogonal click

chemistry: probe selection and first proof of concept

Aurélie Rondon??, Sébastien Schmitt?, Arnaud Briat!, Nancy Ty!, Mercedes Quintana?, Jean-Baptiste
Bequignat?, Lydia Maigne?, Brian Zeglis®, Rosemary Membreno®, Isabelle Navarro-Teulon?, Emmanuel

Moreau'and Francoise Degoul**

! Clermont Université, Université d'Auvergne, Imagerie Moléculaire et Stratégies Théranostiques, BP
184, F-63005 Clermont-Ferrand, France. Inserm, U 1240, F-63000 Clermont-Ferrand, France. Centre
Jean Perrin, F-63011 Clermont-Ferrand, France.

2 Institut de Recherche en Cancérologie (IRCM), U1194 — Université Montpellier — ICM, Radiobiology
and Targeted Radiotherapy, 34298 Montpellier cedex 5.

3Université Clermont Auvergne, CNRS/IN2P3, Laboratoire de Physique de Clermont, UMR6533, 4
avenue Blaise Pascal TSA 60026 CS 60026 63178 Aubiéere cedex France

4 Department of Chemistry, Hunter College of the City University of New York, New York 10028
1 s co-authors

*Corresponding author:

Frangoise DEGOUL

IMoST, UMR 1240, INSERM, UCA
58 Rue Montalembert

630005 Clermont-Ferrand
francoise.degoul@inserm.fr

Key words: Pretargeting, bioorthogonal chemistry, peritoneal carcinomatosis, therapy, SPECT-CT imaging

154



Abstract:

Inverse electron-demand Diels-Alder (IEDDA) cycloaddition fulfills attractive characteristics for pretargeted
radioimmunotherapy with rapid in vivo ligation between trans-cyclooctene (TCO) and tetrazine (Tz) residues.
However, the efficiency of this reaction may vary with the number, accessibility and functionality of TCO
grafted on monoclonal antibody (mAb) and also according to Tz structure that should impact both its
pharmacokinetics and affinity for TCO. We therefore previously showed with fluorescent Tz that mAb-TCO
carrying no PEG linker would be more efficient for TCO/Tz interaction. In the present study, we focused on the
Tz structure that should also impact the ligation efficiency in a disseminated peritoneal colorectal cancer
model. We first successfully made the proof of concept of the SPECT imaging of peritoneal carcinomatosis
using IEDDA bioorthogonal pretargeting strategy with 35A7-TCO and Tz-1. However, PRIT study made on
orthotopic A431-CEA-Luc tumors with Tz-1 did not demonstrated any therapeutic efficacy, even at the higher
injected activity (i.e. 40 MBq), leading us to reconsider the Tz structure. We thus synthesized and assessed two
others Tz (i.e.Tz-3,4) in biodistributions experiments and compared those to both Tz-1 and Tz-2 which is a
structure already published and demonstrated impressive results in PRIT. Biodistribution studies of Tz-1-4
demosntrated different pharmacokinetic profiles and allowed confirming that Tz-1 was not the most
appropriate for PRIT as Tz-2,3 induced significant higher % of IA/g in tumors. Our results emphasize the need to
select an efficient Tz probe for PRIT using bioorthogonal chemistry and demonstrated for the first time the

possibility for SPECT imaging of disseminated tumors in peritoneal cavity using this approach.
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Introduction:

Radioimmunotherapy (RIT) is an effective approach for the treatment of non-solid tumors such as
non-Hodgkin lymphomas increasing overall survival in patients undergoing chemoresistance to
tyrosine kinase inhibitors (i.e. ibritumomab tiuxetan, Zevalin®) [1]. However, clinical use of RIT still
remains limited for solid tumors because of low penetrations of mAbs and hematotoxicity caused by
the prolonged circulation time of radiolabelled monoclonal antibodies (mAbs) in blood [2]. To
circumvent this critical drawback, pretargeted radioimmunotherapy (PRIT) strategies were further

developed by delaying of the radiolabelled probe from the injection of mAbs in two distinct steps.

The oldest systems of PRIT approach, i.e. (strept)avidin-biotin [3] and bispecific antibodies (bsAbs)
[4], are currently evaluated in clinical trials. Instead of (stretp)avidin-biotin system which
demonstrated an important toxicity due (strept)avidin immunogenicity and its non-specific
interaction with endogenous biotin [5], the bsAbs system reached successfully phase II/IIl [6].
Nonetheless, bsAbs structures are difficult to engineered, thus limiting their clinical exploitation.
Then, the oligonucleotides systems, including phophorodiamidate morpholinos (MORFs) and peptide
nucleic acids (PNAs) [7] demonstrated relevant interest for in vivo imaging [8],[9] but an important
unspecific signal was reported in kidneys and liver, thus implying further optimizations before clinical

translation.

The most recent PRIT system developed used bioorthogonal chemistry to obtain a specific binding
between mAbs and radiolabelled probes through the interaction of two chemical entities. Among the
different bioorthogonal reactions assessed, the inverse-electron demand Diels-Alder cycloaddition
(IEDDA) is the most reactive, making it highly favorable for in vivo applications [10]. The IEDDA
cycloaddition occurs between a dienophile such a trans-cyclooctene (TCO) and a diene like 1,2,4,5-
tetrazine (Tz) leading to a covalent binding directly in vivo, in physiological conditions (pH,
temperature) and is highly specific due to the lack of reactivity of TCO and Tz towards biological
macromolecules ensuring thus the safety of that procedure [10]. Preclinical applications of IEDDA are
numerous for both PET/SPECT-CT imaging and PRIT on preclinical models bearing subcutaneous
tumors [11]-[15]. However, to the best of our knowledge, no publication showed imaging or PRIT

efficiency of IEDDA on disseminated tumors.

Peritoneal carcinomatosis (PC) consisted, through several dissemination mechanisms, in the
progressive invasion of peritoneal cavity by tumors from various origin[59]. Colorectal cancer (CRC) is
the third most common cancer in the world with frequent metastasis occurring in liver, lungs and in
peritoneal cavity[16],[17]. Metastatic CRC is also the predominant origin of PC, often associated with

poor prognosis [18]. Regimen of PC from CRC origin consists in removing tumors by surgery and

156



could be associated with chemotherapy administrated either by systemic routes or directly
intraperitoneally [18]. In addition, the effect of chemotherapy could be potentiated by heating at 42
°C, a hyperthermic method applied intra-operatively [19],[20]. Despite improvement of median and
overall survivals was obtained by combining cytoreductive surgery and hyperthermic intraperitoneal
chemotherapy (HIPEC), both direct morbidity and general mortality still remain high implying the
therapeutic PC management needs to be optimized [21]. RIT on metastatic CRC has already
demonstrated some effectiveness in preclinical models [22]-[25]. Furthermore, a recent protocol
consisting to briefly administer RIT intraperitoneally [26],[27] suggests that PRIT approach with a

local intraperitoneal injection of radiolabelled Tz could be suitable for the treatment of PC.

In this study we used an anti-CEA non-internalizing 35A7 mAb [28] and Tz-1-4 (Fig. 1) radiolabelled
with lutetium-177 in mice bearing orthotopic A431-CEA-Luc tumors and we have made the first proof
of concept of SPECT-CT imaging of peritoneal carcinomatosis from CRC origin using PRIT with IEDDA
cycloaddition. We assessed the influence of the 35A7-TCO injection routes (intravenous (i.v.) or
intraperitoneally (i.p.)) on the interaction with Tz-1 i.p. injected. Then, we blindly conducted a
therapy study with 35A7-TCO and Tz-1 both i.p. injected by assessing doses escalations (10, 20 or 40
MBq). The disappointing results obtained in this PRIT study bring us to reconsider the structure of Tz-
1 which was supposed to be eliminated too quickly. We then have evaluated three different Tz
structures (i.e. T2-1,3,4) in terms of both pharmacokinetics and activities measured in tumors to
determine the most appropriated one for pretargeting on this model. Biodistributions of Tz-1,3,4
were finally compared to the Tz-2 one which has already demonstrated impressive efficiency on
subcutaneous models [14],[15]. The most appropriate Tz will thus be selected in order to perform a

new PRIT on disseminated model of peritoneal carcinomatosis from colorectal origin.
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Results

Tz-1-4 radiolabelling with lutetium-177

We first radiolabelled TZ-1 using method B consisting to heat 20 min at 50 ° C with both high
radiochemical purity (98 %)and high molar activity (> 8 GBg/umol) but it induced poor radiochemical
yields (= 60 %) (Table. 1). This method was assessed for TZ-3 radiolabelling with both bad yields and
purities (respectively 36 % and 24 %) but was unsuccessful for TZ-4 radiolabelling (data not shown).
The radiolabelling method described by Zeglis et al.[241] (i.e. method A), performed at room
temperature, was thus tested and led to an improvement of both radiochemical yields and purities
and was associated with higher stability of the final compound. Using method A, Tz-1,3,4 were
efficiently synthesized with 79-89 % overall yields and a radiochemical purity equal or superior to 90

% (Table. 1).

Pharmacokinetics of Tz-1 according to different injection routes for 35A7-TCO, therapy experiment

Mice SPECT imaging made after 1 h i.p. injection of Tz-1 without prior injection of 35A7-TCO showed
a rapid hepatobiliary, intestinal and urinary elimination (Fig.2.A). At 24 h p.i. of Tz-1, the radioligand
seemed completely cleared with few traces remaining into the liver. Biodistributions confirmed the
elimination profile of Tz-1 with high percent of injected activities per gram of tissue (% IA/g)
measured respectively in liver, caecum and colon at 3 h p.i. reaching 6.10 + 0.016 %, 12.63 + 0.024 %
and 12.73 + 0.019 % (Fig2 A). At 24 h p.i. of Tz-1, the % of IA in caecum, colon and kidneys were
under 1 % while the higher activity remaining in mice was observed in liver (i.e. 1.51 £0.001 %) which
is consistent with SPECT imaging. In addition, circulating signal measured in both blood and
peritoneum rapidly decreased in less than three hours at residual levels (< 0.5 %). Both imaging and

organ counting confirmed the lack of non-specific interaction of Tz-1 on peritoneal tumors.

Identical elimination profile of Tz-1 was obtained in mice which received 35A7-TCO and no statistical
difference was observed between the two different injection modes (i.e. i.v. or i.p.). Furthermore, in
those groups there was a specific recognition of peritoneal carcinomatosis observable using SPECT
imaging which was maintained durably at least three days after Tz-1 injection (Fig. 2B). The % of IA
reached a maximum in tumors 48 h after Tz-1 injection with values measured at 4.07 £ 0.027 % and
5.50 + 0.020 % when 35A7-TCO was respectively injected i.v. or i.p. However, there was no statistical

difference between the two 35A7-TCO injection routes.

A first study was conducted to assess Tz-1 efficiency pretargeted with 35A7-TCO on A431-CEA-Luc
disseminated tumors using increasing activities (i.e. 10, 20 or 40 MBq) but this PRIT failed to be

efficient (Supplementary Figure S1). These results suggest that Tz-1 was not optimal under these
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conditions potentially due to its clearance. Therefore, other Tz structures, bearing different PEG

lengths, were synthesized and radiolabelled to determine a most appropriate for PRIT (Table 1).

Comparison of different Tz biodistribution profiles

We first assessed biodistribution by SPECT imaging of Tz-3,4 at 2 h and 24 h p.i., without prior
injection of 35A7-TCO, and compared it with the biodistribution profile of Tz-1 (Fig. 3A). In this study
Tz-1,3,4 were all radiolabelled using method A. No significant difference between radiolabelling
method A and B was observed using neither imaging nor organ counting for Tz-1. Results
demonstrated that Tz-3,4 have different biodistributions profiles than Tz-1 (Supplementary Figure
$2). Indeed, both imaging and organ counting showed renal clearance for Tz-3,4 instead of
hepatic/fecal for Tz-1. In addition, Tz-3 possessed a significant longer circulation time in blood than
the two others (Fig. 3B). Similarly to Tz-1, only residual activities were obtained in peritoneum after

i.p. injection of Tz-3,4 thus ensuring that those new structures are inert towards unspecific targets.

Pretargeted imaging made with i.v. injection of 35A7-TCO followed 24 h later by an i.p. injection of
Tz-1-4 demonstrated a specific ligation on peritoneal tumors thus confirming their reactivity towards
TCO (Supplementary Figure S3). However, variations in the % IA /g of tumors were observed
between the different structures with maximum means obtained at 144 h p.i. of Tz-2,3 (Figd .).
Indeed, % of IA /g of tumors were significantly higher with Tz-2 at both 24 h and 144 h p.i. compared
respectively to Tz-4 and Tz-1,4 while the % IA in tumors with Tz-3 were significantly higher at 144 h
compared to both Tz-1 and Tz-4. However, at the three different times p.i. no significant difference in

the % of IA in tumors was measured between Tz-2 and Tz-3.
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Discussion

Pretargeted radiommunotherapy of peritoneal carcinomatosis has been challenged by bioorthogonal
chemistry on CEA-expressing cells, 35A7-mAb grafted with TCO and different Tz structures
radiolabeled with lutetium-177. Two protocols of radiolabeling were applied; one involving a heating
step gave lower radiochemical yields and required a longer preparation time. In contrast the method
described by Membreno et al.[15] allows a quick and efficient radiolabeling with molar activities 5-6

time higher than those found by Lapchen et al.[29]

In a first biodistribution experiment on orthotopic A431-CEA-Luc disseminated tumors, we used the
Tz-1 radiolabeled with procedure A for selection of the best administration route of 35A7-TCO.
Indeed, PC is a cancer mainly managed by surgical cytoreduction of tumor lesions [18] and we thus
planned to take advantage of such intervention for intraperitoneal administration of Tz probes
following a 24 h delay after mAb-TCO injection. We observed that similar % of 1A/g in tumors
between i.v. and i.p. injections of 35A7-TCO reaching about 5 % in both cases. The fast elimination of
TZ allowed getting a very good SPECT imaging contrast and suggests the possibility to use fluorescent
Tz in per-operatory process to guide the eye of the surgeon. However, Tz-1 displayed also high
nonspecific background in elimination organs such liver and intestines which can be a drawback in
this kind of pathology. We choose the i.p. injection for 35A7-TCO as it would allow a better
penetration of mAbs in these small tumors due to local administration. Tz-1 was thus assessed for
therapeutic purpose and was i.p. injected 24 h later than the i.p. injection of 35A7-CO with activities
reaching 40 MBq. This protocol failed to show any significant effect neither on survival nor tumor
growth slow down (Supplementary information).We therefore thought that dosimetry was not
sufficient. A rapid calculation using S factors from similar colon xenograft tumors [30] and Tz-1
biodistribution allow estimating of 20 Gy deposit following the injection of 40 MBg. Indeed, previous
studies on this model revealed efficient tumor growth control when the 35A7 mAb was directly
radiolabelled with ?°| or 2'2Pb leading to a dosimetry of 110 Gy (2*37 MBq injected) and 35.5 Gy (for
1.48 MBq injected) respectively [28],[31]. However, these results were obtained in smaller tumors as
mice were treated three days after grafting compared to a 21 day delay in our experiments. To go
further on this model, we tested two new Tz structures (i.e. Tz-3,4) and compared them to the Tz-2
previously characterized [15]. This latter differs from Tz-1-3-4 by the number of bonds occurring
between DOTA cage and lutetium, Tz-2 harboring an octavalent compared to a hexavalent
coordinence and by the absence of the phenyl at the edge of the molecule. Biodistribution of the 4
radiolabeled ligands by the method described by Zeglis and co-workers [15], confirmed the first
experiment data on Tz-1 and highlighted a better performance for Tz-2 and Tz-3 in this model. Our

study gives some insights on the Tz structures functionality with a better fixation with PEGz.s linkers.
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Notably we also demonstrated that Tz-1 was stalled in elimination organs, possibly due to a more
hydrophobic behavior. Indeed, the hepatobiliary clearance of Tz-1 may not be compatible with a
targeting of peritoneal tumors, as suggested by Lappchen and co-workers [29]. Pharmacokinetic
profiles of Tz-2,3,4 thus could be more suitable. However, we failed to reveal any difference in log p
for Tz-1,3,4. We also demonstrated that Tz-4 was eliminated to fast which decreased the interaction

with 35A7-TCO.

Next experiments are ongoing to test the efficiency of Tz-3. The very low fixation rate in the non-
targeted organs for Tz will support a multiple injection protocol of both 35A7-TCO and Tz-3,
consistently previous RIT in this model has been performed with double administration of 100 ug

mAb 35A7 [31].

In conclusion, biodistribution studies of Tz-2,3 bearing longer PEG linker than Tz-1 showed a tumor

activity encouraging for PRIT to target disseminated tumors in peritoneal cavity.
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Methods:
Cell line and antibody.

A431-CEA-Luc epithelial colon carcinoma cell line, transfected with constructs encoding both CEA and
luciferase and the non-internalizing murine anti-CEA mAb 35A7 (IgG1) were both provided by Dr. J-P.
Pouget and Dr. I. Navarro-Teulon (IRCM, Inserm, Montpellier, France) [28]. The cell line was
maintained at 37 °C with 5 % CO; in humidified environment in Dulbecco’s Modified Eagle F12
Medium supplemented with 10 % foetal serum. Moreover, 1 % penicillin/streptomycin and 1 %

geneticin, 1 % hygromycin added extemporaneously.

mAbs-TCO conjugation.

Both conjugation of TCO on 35A7 and MALDI-TOF MS quantification of the number of TCO moieties

grafted per mAb were made as described[263].

Tz Syntheses.

Tz-2 was kindly provided by Dr. B. Zeglis and R. Membreno (Memorial Sloan Kettering Cancer Center,

New York, USA) [14]. Syntheses of Tz-1,3,4 were detailed in supplementary information.

Radiolabelling.

Tz-2 and Tz-4 were radiolabelled with lutetium-177 as previously described [15]. For Tz-1 and Tz-3,
two different radiolabelling methods were assessed (i.e. method A and method B). First
biodistribution experiment on Tz-1 as well as therapy study were performed using method A
radiolabelling while the second biodistribution comparing Tz-1-4 was performed using method B

radiolabelling. Radiolabeling methods were detailed in supplementary information.

Animals. This investigation is conforms to the Guide for Care and Use of Laboratory Animals
published by the US National Institutes of Health (NIH Publication n°85-236, revised 1996). In
addition, all experiments were made in accordance with the relevant guidelines and regulations and
were approved by both the local Ethic committee of Clermont-Ferrand (CEMEAA n°002) and French
Ministry of Education and Research (approval n°5103-2016042010209100). A total of 138 female
mice (Nude NMRI Foxn1™/Foxn1™) acquired from Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isles, France) were

used for the whole experiments. Mice (5 weeks old, median weight 22 g) were housed in standard
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conditions (n=5 per cage), on ventilated racks, with a 21-24 °C temperature comprising 60 %
humidity and a 12 h light / 12 h dark cycle with access to food and water ad libitum. All i.v. injections
were made in lateral tail vein of vigil mice without any heating using infra-red lamp (veins were
dilated using cotton dipped in hot water to avoid risks of TCO to CCO isomerization). All i.p. injections
were made on vigil mice in the lower right quadrant of the abdomen. For in vivo imaging, mice were
placed under general gas anesthesia using isoflurane at 2.5 per cent and 2:3 oxygen. Euthanasia was

performed by cervical dislocation after isoflurane gas overdose.

Biodistributions studies. Prior to biodistributions experiments mice were xenografted i.p. with 1.10%/
250 pL A431-CEA-Luc cells. Tumor growth was followed one day after the graft and 3 days before
experiments using bioluminescence imaging after 250 L i.p. injections of 15 mg/mL of luciferin (IVIS
Spectrum, PerkinElmer, France). Twenty-one days after the graft, mice were randomly assigned to a

protocol group.

Influence of the injection routes of 35A7-TCO. 30 mice were divided into three groups (n=9 or
12 per group). An amount of 50 pg of 35A7-TCO (= 3-4 TCO per mAb) was either i.v. (group 1, n=9) or
i.p. (group 2, n=9) injected followed 24 h later by i.p. injection of 10 MBq of Tz-1) In those groups
mice were sacrificed at 24 h, 48 h and 144 h after Tz-1 injection. Control group (group 3, n=12)
consisted in the i.p. injection of Tz-1. In this group mice were sacrificed at 5 min, 1 h, 3 h and 24 h
after Tz-1 injection. After all mice sacrifice, peritoneal carcinomatosis tumors and principal tissues
(i.e. blood, heart, liver, kidneys, caecum, colon, muscle and bone marrow) were harvested and
counted in a gamma counter (1480 automatic gamma counter, Wallac Wizard 3”, PerkinElmer,

France).

Biodistribution of different structures of Tz probes. 9 mice were randomly divided into three
groups (n=3 per group) and were then i.p. injected with 10 MBq of TZ-1, Tz-3 or Tz-4. At 2 h and 24 h
after Tz-1-4 injections, mice were imaged using SPECT-CT followed by sacrifice and organs counting

(at time 24 h).

Influence of Tz structure on pretargeting. 54 mice were divided into 4 groups (n=9 or 18 per
group) and then i.p. injected with 50 pg of 35A7-TCO (= 3-4 TCO per mAb) followed 24 h later by the
injection of Tz-1, Tz-2, Tz-3 or Tz-4.

SPECT-CT imaging. Multimodal SPECT-CT imaging was performed using a NanoScan SPECT/CT
camera (Mediso Ld) equipped with four detectors and multi pinhole collimation (APT62) and Nucline

software (Mediso Ltd) for images acquisition and reconstruction (Nucline 3.00.018.000, TeraTomo 3D
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normal dynamic range). CT parameters: helical scan with 480 projections (300 ms per projection), 50
kV, 590 uA, pitch 1.0, binning 1:4, field of view: max. SPECT parameters: SPECT images were acquired
within the CT scan range, with a standard resolution. The time per projection was determined in
accordance to the detected radioactivity (most frequently used: 30 seconds). Mice were placed in a

Multicell Mouse L bed (Mediso Ltd) with temperature control (37°C).

SPECT-CT imaging was performed on representative mice (n=2 or 3) of each pretargeting group at

different time points (i.e. 2 h, 24 h, 48 h and 72 h) after TZ-1-4 injections.

Pretargeted radioimmunotherapy. After 21 days of tumor growth, 42 mice were blindly assigned to
6 groups (n= 6 or 12 per group). Mice were housed at 3 per cage in an armored enclosure with 12 h
light and 12 h dark cycles and free access to food and water. Control non-radioactive mice were
housed separately to avoid cross-irradiation. Mice were first i.p. injected with 50 pug of 35A7-TCO (=
3-4 TCO per mAb) followed 24 h later by i.p. injection of 10, 20 or 40 MBq of TZ-1. Control groups
received either 50 pg of 35A7-TCO i.v. followed 24 h later by i.p. injection of saline, two injections
(i.v. and 24 h later i.p.) of saline or i.v. injection of saline followed 24 h later by i.p. injection of 40

MBq of TZ-1.

Tumor growth assessment. Tumor growth was followed using bioluminescence imaging once a week.

Survival. Survival was assessed by monitoring lose of weight, observation of mice behavior and
according to apparition of clinical signs such as anemia, pain, or palpable tumor mass. All
observations were reported in a score grid (i.e. absence, moderate, severe annotations) and mice
were thus sacrificed when maximal ethical disease activity index was reached. Survival and tumor

growth were realized blindly three times a week by the same operator.

PCI determination. We performed the peritoneal carcinomatosis index (PCl) -a standard method
allowing quantifying the number of peritoneal tumors through the attribution of a score ranging
from 1 to 39, which correlates the severity of the disease- during necropsy. PCl was determined
according to the score method described by Sugarbaker [19] and adapted for rodents by Klaver et al.
[33].

Statistical analysis. Statistical analyses were performed using XLSTAT 212 software. Continuous data
were expressed as mean + standard deviation (SEM) and were compared using one-way, two-way
ANOVA or Tukey test. Survival was compared using Kaplan-Meier test. We considered p < 0.05 as

statistical significant.
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Legends for Figures:

Figure 1: Structures and radiochemical properties of Tz-1-4. Radiolabelling was performed in two
different ways, method (A) or method (B). (A): 10 min at room temperature in AcCONH4 250 mM. (B):
20 min at 50 °Cin AcONa 20 mM.

Figure 2: SPECT imaging and biodistributions of Tz-1 in absence (A) or presence (B) of 35A7-TCO in
mice bearing orthotopic A431-CEA-Luc tumors. A representative image is shown on the left side and
biodistributions were represented at the right side by histograms (n=3 mice per time point). Two
protocols of injection were tested (2B) with i.p. or i.v. injection of 35A7-TCO followed both by i.p.

injection of Tz-1.

Figure 3: SPECT imaging (A), biodistribution (B) and image quantification (C) of Tz 1,3,4 in mice
bearing orthotopic A431-CEA-Luc tumors. A representative image is shown on the left side and

biodistributions were represented at the right side by histograms (n=3 mice per time point).*P<0.05.

Figure 4: Biodistribution of Tz-1,2,3,4 in mice bearing orthotopic A431-CEA-Luc tumors. Tumors
were weighted and counted separately, when possible 5 for each mouse (n=3 mice per time point).
Each point represents a tumor, red bar and cross corresponds to the median and mean values,

respectively. ¥*P<0.05, **P<0.01.

Supplementary Figure 1 & 2:

Pretargeted radioimmunotherapy of in mice xenografted with A431 cells in peritoneal cavity.

6 mice were used per condition, the experiment was performed in two step then 12 mice are present
in the control group. All the experiments were made blindly. The bioluminescence (Sup 1) was
assessed once a week and used as an indirect tumor growth measurement. Each curve represents a
mouse. No statistical significance could be pointed out. A score grid was also taken into account for

the euthanasia decision. The percent survival (Sup. 2) did not allow disciminating any group.

Supplementary Figure 3:

Biodistributions of Tz 1,2,3,4 in mice xenografted with A431 cells in peritoneal cavity. n = 3mice per

point
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Partie 5 : Discussions et perspectives

La CP est un stade d’évolution au cours duquel les tumeurs sont disséminées dans I'ensemble
de la cavité péritonéale, ce qui complique fortement la prise en charge thérapeutique, expliquant
ainsi les faibles chances de survie associées a cette pathologie[63]. Bien que des traitements
agressifs, tels que I'exérése chirurgicale et la CHIP permettent d’augmenter significativement les
chances de survie des patients ceux-ci restent sources d’importantes co-morbidités et mortalités [59].
En effet, la CHIP est une thérapie lourde, qui diffuse la chimiothérapie dans I'ensemble de la cavité
péritonéale, ciblant de facon non-spécifique aussi bien les tumeurs que les tissus sains périphériques
provoquant de fait d’'importantes toxicités [77]. Quant-a la chirurgie, bien qu’indispensable, elle est
trés souvent associée a une rechute de la CP du fait que les plus petits nodules (< 2-3 mm) sont

difficilement détectables a I'ceil nu.

La RIT représente un intérét grandissant dans le traitement des tumeurs solides et
notamment dans le cas de foyers multi-métastatiques tels que la CP, du fait de la haute spécificité du
ciblage AcM-Ag. La faible pénétration tumorale des AcMs ainsi que les risques d’hématotoxicité
associés a la lente clairance des AcMs limitent cependant cette approche[163]. Les techniques de
PRIT permettent ainsi de pallier ces inconvénients en conservant |'aspect thérapie ciblée via
I'utilisation d’AcMs (ou de structures dérivées d’AcM) tout en réduisant la toxicité hématologique
grace a 'administration en seconde ligne des sondes radiomarquées[257]. La PRIT via la cycloaddition
IEDDA entre les AcMs-TCO et la TZ radiomarquée se distingue des autres approches de par sa
modularité, rendant ce systeme applicable a une multitude de vecteurs et donc de cibles [236].
Cependant, bien que la PRIT via la cycloaddition IEDDA ait récemment fait les preuves de son
efficacité préclinique, de nombreuses questions demeurent quant-a la stabilité des groupements
TCO, I'immunoréactivité des conjugués AcMs-TCO ou bien encore concernant la réactivité des sondes

TZ radiomarquées.

I. Impact des modifications des AcMs

Au cours de cette these nous avons évalué a la fois les conséquences des modifications
d’AcMs sur leur immunoréactivité, leur diffusion en 3D et leur réactivité envers des TZ fluorescentes
ainsi que l'influence de la pharmacocinétique des sondes TZ radiomarquées sur leur réactivité vis-a-
vis des AcMs-TCO. Concernant les conjugués AcMs-TCO, I'ajout d’espaceurs PEGylés n’a pas entrainé
de perte significative de reconnaissance antigénique bien qu’une diminution de 30 % ait été
observée avec le PEG le plus long (i.e. PEG1;) suggérant que des modifications trop importantes

pourraient étre néfastes pour la stratégie de préciblage. L'effet des modifications d’AcMs-TCO sur
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leur diffusion a par ailleurs été évalué dans un modele cellulaire en 3D et tend a montrer que I'ajout
d’un grand nombre de TCO (i.e. = 10 par AcM) n’induit pas d’encombrement stérique susceptible
d’empécher leur pénétration a I'intérieur du sphéroide. Ces résultats ayant néanmoins été effectués
a faible profondeur du fait de limitations techniques nécessitent d’étre confortés. L'impossibilité de
déterminer sur quelles lysines ont été conjugués les TCO induit un important degré d’incertitude qui
rend cette approche aléatoire. En effet, les TCO sont greffés de fagon non-sélective aussi bien sur la
partie variable que sur la partie constante des AcMs aboutissant a des lots randomisés de conjugués
AcMs-TCO, qui different les uns des autres a la fois sur le nombre de TCO greffés et probablement
sur leur localisation au sein de la structure. La détermination du nombre exact ainsi que la position
de chacune des modifications apportées semblerait nécessaire pour améliorer |'efficacité de la PRIT.
Ainsi, les THIOmAbs ont récemment été décris comme permettant de restreindre les modifications
en greffant les TCO sur des résidus cystéines particuliers de facon a ne pas modifier la fraction
immunoréactive de I'’AcM[248]. Cette stratégie permet ainsi de pouvoir contrdler précisément la
stcechiométrie de la réaction de chimie bioorthogonale et donc d’augmenter les chances que les
tumeurs aient recu une quantité suffisante de conjugués AcMs-TCO. De plus, la conjugaison aléatoire
des TCO sur les lysines des AcMs représente un frein pour transférer cette stratégie de préciblage
vers la clinique et donc I'utilisation de THIOmAbs semble une perspective pertinente pour pallier cet

inconvénient majeur.

Les AcMs peuvent également étre modifiés via une bioconjugaison chemo-enzymatique
appelée endoS qui permet de créer deux sites spécifiques de liaison au niveau des glycanes des
chaines lourdes de part et d’autre des AcMs [271]. Deux structures dendrimériques portant 4 TCO a
leurs extrémités sont alors greffées sur ces sites spécifiques, permettant ainsi de conjuguer 8 TCO en
ne modifiant que deux zones spécifiques de I’AcM. Ce systeme permet ainsi de conjuguer une grande
quantité de résidus TCO tout en induisant des modifications minimales et spécifiques sur les AcMs,

limitant ainsi les risques de perte d'immunoréactivité.

Il. Internalisation des AcMs et particules Alpha

La PRIT est généralement effectuée avec des AcMs non-internalisant a la fois pour éviter tout
risque de dé-chélation du radionucléide lors du passage membranaire et pour permettre une
meilleure accessibilité de I'AcMs modifié a la sonde radiomarquée. Pour cette raison nous avons
utilisé dans nos études de biodistributions et de thérapie de la CP I’AcM non-internalisant 35A7. Une
étude de RIT comparant I'efficacité de cet AcM avec celle d’un anti-Her2/neu internalisant (i.e. AcM
trastuzumab), tout deux radiomarqués au Plomb-212, a montré un avantage quant-a |'utilisation du

trastuzumab-?'?Pb internalisant[184]. De plus, une récente étude a démontré la faisabilité de
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I'imagerie TEP préciblée du CCR avec deux AcMs internalisant radiomarqués au Fluor-18: le
trastuzumab et le cetuximab[272]. Ces travaux montrent ainsi que linternalisation de I'AcM

n’empéche pas la TZ de réagir avec les résidus TCO.

Les émetteurs de particules a ont par ailleurs démontré leur efficacité préclinique dans la PRIT de
tumeurs colorectales chez la souris (cellules LS174T, AcM CC49-TCO). Ainsi, I'injection de faibles
activités de TZ radiomarquée (i.e. de 2,78 a 4,63 MBq) a permis une augmentation significative des
médianes de survie par rapport aux groupes contrdles (i.e. jusqu’a 20 jours d’écart)[246]. Les
particules a sont tres énergétiques et induisent d’importantes ionisations sur de trés courtes
distances, une propriété qui revét un intérét certain pour le traitement de la CP car cela permettrait
de détruire les métastases sans induire de toxicité hématologique importante. Ainsi, dans un modele
tres invasif tel que les cellules A431-CEA-Luc, qui reproduisent la CP, I'utilisation d’émetteurs de
particules o associée a des AcMs internalisant semblerait pertinente pour assurer I'efficacité

thérapeutique de la PRIT.

I1l. Relation structure-activité des TZ

La réactivité des TZ est un autre point important qu’il est nécessaire de prendre en compte
dans la stratégie de PRIT. En effet, la TZ est une petite molécule, qui possede une biodistribution
rapide dans I'organisme. Des études ont montré que le profil pharmacocinétique de ces TZ était
directement influencé par leur structure [253][273]. Les sondes TZ hydrophobes sont éliminées
préférentiellement par voie hépatique et intestinale tandis que des sondes plus hydrophiles sont
éliminées par voie rénale. Dans |'étude de Lappchen [253], qui compare les profils cinétiques d’une
quinzaine de structures de TZ, les auteurs ont ainsi montré que les TZ hydrophobes s’averent
inadaptées au ciblage de tumeurs intestinales, coliques et/ou péritonéales du fait de leur clairance
majoritairement hépatique et fécale [253]. En effet, |'utilisation de sondes ayant ce type de profil

entraine du signal non-spécifique dans les organes d’élimination, compliquant ainsi I'imagerie.

Nos travaux ont ainsi montré que la TZ-1 était éliminée par voie hépatique et fécale et bien
gu’ayant permis de réaliser de I'imagerie SPECT de la carcinose péritonéale, celle-ci s’est néanmoins
avérée inefficace en thérapie, ceci pouvant s’expliquer par le profil pharmacocinétique de la sonde.
L’évaluation de nouvelles sondes TZ a donc été nécessaire pour trouver une structure plus favorable.
Nous avons ainsi synthétisé et radiomarqué des TZ portant un espaceur PEGylé plus long afin
d’étudier son influence sur la clairance des sondes radiomarquées (i.e. TZ-3,4). Ces nouvelles sondes
TZ ont montré une clairance par voie rénale et aucune activité significative n’a été mesurée au

niveau du foie ou des intestins. Ces résultats mettent ainsi en évidence que I'ajout d’un espaceur
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PEGylé plus long influence directement Ila biodistribution du radioligand en induisant
préférentiellement une élimination urinaire. L'étude de biodistribution des TZ-1,3,4 effectuée par
imagerie SPECT a également montré que la vitesse d’élimination du radioligand était proportionnelle
a la longueur de I'espaceur PEGylé, la sonde portant le PEG le plus long (i.e. TZ-4) étant la plus
rapidement éliminée de I'abdomen. La longueur de I'espaceur PEGylé a également démontré une
influence sur la réactivité TCO/TZ. En effet, la TZ-3 présente une interaction significativement plus
élevée envers les TCO que les TZ-1,4 pouvant s’expliquer par sa pharmacocinétique différente de
celle de la TZ-1. En revanche, avec le PEG le plus long (i.e. TZ-4) I'interaction TCO/TZ est similaire a
celle obtenue avec la TZ-1, ce qui montre qu’une élimination trop rapide du radioligand induit

également une perte d’interaction entre la TZ et les TCO.

Des études ont par ailleurs montré que la nature de la TZ influence non seulement sa
biodistribution mais également sa réactivité [274][275]. En effet, la réaction IEDDA repose sur
I'interaction entre les 4 électrons t de la TZ et les 2 électrons 1t du TCO. D’apres les régles de chimie
orbitalaire, la réaction IEDDA s’effectue donc grace a la différence d’énergie entre la plus haute
orbitale moléculaire occupée (Highest Occupied Molecular Orbital, HOMO) du diénophile et la plus
basse orbitale moléculaire occupée (Lowest Unoccupied Molecular Orbital, LUMO) du diene. La
HOMOgignophile interagit ainsi avec la LUMOgiene pour former le réarrangement électronique conduisant
in fine au cycle 1,4-dihydropyridazine [236]. En influengant les énergies d’interaction HOMOgignohpile €t
LUMOugiene cela peut modifier la cinétique de réaction et donc altérer Iinteraction TCO/TZ.
Cependant, I'augmentation de la réactivité de la TZ vis-a-vis du diénophile induit une perte de
stabilité in vivo, rendant les structures les pus réactives inadaptées aux applications biologiques [257].
Il est donc nécessaire de trouver le bon compromis entre réactivité et stabilité pour maximiser les
interactions TCO/TZ et avoir un préciblage qui soit le plus efficace possible. L'encombrement stérique
induit par la nature de la TZ peut donc influencer directement I'interaction TCO/TZ. Afin d’évaluer ce
parametre, nous avons comparé nos trois TZ-bipyridines (i.e. TZ-1,3,4) a la TZ-phényle du P" Zeglis
(i.e. TZ-2)[245] dans des études de biodistributions sur le modeéle de CP. La réactivité de la TZ-2 avait
été évaluée in vitro, par SPR, et comparée a d’autres TZ, dont la TZ-4 qui est la structure
classiquement décrite par Rossin et ses collaborateurs [269]. Il en ressort que la TZ-2 était la plus
réactive. Dans notre étude, la TZ-2 a montré une interaction avec les TCO significativement plus
élevée que les TZ-1,4 a 24 h et 144 h post injection sans différence vis-a-vis de la TZ-3, suggérant ainsi

que les sondes TZ-2,3 ont une réactivité comparable dans le modéle de CP.
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IV. Choix du chélatant et des radionucléides

La nature du chélatant relié aux sondes TZ ainsi que le choix du radionucléide sont également
des éléments qui peuvent influencer I'efficacité de la PRIT [254]. Une multitude de cages chélatantes
(i.e. DOTA, NOTA, NODAGA, ...) peuvent ainsi étre utilisées dans les radiopharmaceutiques. Ce qui les
distinguent les unes des autres est a la fois leur taille et le nombre de ligands, les métaux ayant des
rayons atomiques et des coordinences différents. L'impact de ces différentes cages sur les propriétés
biologiques (biodistributions, stabilité in vivo et pharmacocinétique) est cependant significatif [276].
Dans nos études de biodistributions nous avons utilisé un DOTA avec une coordinence hexavalente
du Lutécium-177. Les résultats impressionnants de PRIT sont obtenus par I'équipe de Zeglis avec la
TZ-2 reliée a un macrocycle DOTA permettant une coordinence octavalente du Lutécium-177 [245].
Les coordinences supplémentaires permettent une meilleure stabilité du radiométal, limitant les
risques de dé-chélation. Cependant, nous n’avons pas observé de différence significative de
biodistributions au niveau des os ni du cartilage (ces sites étant connus pour fixer le lutécium libre)

entre les TZ-2,3, ce qui suppose que celles-ci ont une stabilité similaire.

V. Chirurgie guidée par I'imagerie en fluorescence

L'imagerie des micro-tumeurs via l'utilisation de sondes fluorescentes est particulierement
intéressante dans le cas de la CP car elle peut étre effectuée en per-opératoire afin de guider en
temps réel I'ceil du chirurgien, ce qui permet une résection plus compléte des nodules tumoraux
microscopiques [64]. Ainsi, de nombreux traceurs fluorescents ont été développés ces dernieres
années pour des applications en chirurgie guidée par fluorescence. Des appareils spécialisés sont
utilisés pour détecter des sondes émettant dans le proche infra-rouge, des longueurs d’ondes
adaptées pour l'imagerie dans les tissus mous profonds [277]. Le préciblage par chimie
bioorthogonale semblerait ainsi indiqué dans ce type d’approches en permettant notamment
I'administration des conjugués AcMs-TCO plusieurs jours avant I'opération, laissant le temps aux

AcMs circulants d’étre éliminés, ce qui améliorerait le contraste d’imagerie.

Des sondes TZ dites « intelligentes » ont récemment été développées. Ces structures contiennent
des fluorophores qui s’activent, via le phénomeéne de Férster Resonance Energy Transfert (FRET)
lorsque la TZ réagit avec les conjugués AcM-TCO [221]. Les fluorophores des sondes TZ circulantes
étant inactifs, cette approche permettrait d’obtenir des imageries avec un fort contraste. L'étude in
vivo de ces sondes n’a en revanche pas encore été réalisée mais démontre I'intérét des approches

d’imageries par fluorescence dans la détection précoce des lésions cancéreuses.
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VI. Agents de clairance et protocoles fractionnés

Des agents de clairance, des sondes TZ couplées a de I'albumine, peuvent utilisées, en
particulier pour les applications d’imagerie préciblée, permettant ainsi d’induire la clairance
hépatique des AcMs-TCO circulants afin d’améliorer le contraste d’imagerie et permettre I'obtention
de meilleurs ratios tumeur/sang [269]. Une étude réalisée par imagerie TEP, avec du Cuivre-64 a
récemment démontrée que lors de la PRIT, tous les sites antigéniques ne sont pas occupés par les
AcMs-TCO injectés et qu’il est donc possible d’administrer, plusieurs jours aprées, une seconde salve
d’AcMs-TCO suivie 24 h apres par les TZ radiomarquées. Ces protocoles, dits fractionnés,
représentent une perspective intéressante dans la PRIT de la CP du fait qu’ils permettent

d’administrer de fortes doses de radioactivité en plusieurs fois, avec I'obtention de toxicités limitées.

VII. Conclusion

Les applications de la chimie bioorthogonale sont nombreuses. Son utilisation est
prédominante en cancérologie mais peut néanmoins étre étendue dans d’autres domaines tels que
le ciblage des glycoprotéines du virus de I'immunodéficience humaine [218], 'imagerie des processus
de lignification des plantes [278], I'imagerie des thromboses artérielles [279] ou bien encore pour
I’hypercalcémie et I'ostéoarthrite [280]. Malgré des résultats précliniques encourageants dans la PRIT
des tumeurs solides, cette stratégie thérapeutique nécessite encore d’étre optimisée avant de
pouvoir envisager un transfert en clinique. En effet, la stabilité des composants, notamment
I'isomérisation des TCO en CCO, ainsi que la réactivité des TZ, qui sont de plus assez difficiles a
synthétiser, sont deux problémes majeurs qui entravent son exploitation a plus grande échelle. Ainsi,
son application la plus prometteuse pour la CP réside actuellement dans les possibilités d’imagerie,
aussi bien en fluorescence qu’en scintigraphie. En effet, ce systeme démontre la possibilité de cibler
spécifiqguement les tumeurs disséminées, avec un tres bon contraste d’'imagerie. Cette approche
représente donc un intérét, a la fois pour un diagnostic précoce des lésions cancéreuses et
également pour la chirurgie car elle permettrait la résection de nodules microscopiques difficilement
visibles a I'ceil nu. Des avancées récentes, telles que les THIOmabs ou la click-to-release ainsi que

I'utilisation de protocoles fractionnés, d’agents de clairance ou de radionucléides plus ionisants (i.e.

particules a), démontrent les multiples possibilités d’amélioration pour la PRIT des cancers.
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Supplementary methods

Syntheses of pretargeting components. TCO and TCO1b 1 (Fig.1a) were synthesized as reported by
Rossin and co-workers in 2010*. TCOPEG,NHS derivatives 2-3 (Fig.1a) were synthesized according to
the following general procedure. TCO 1b 1 (24 mg, 0.062 mmol) was first dissolved in anhydrous
CH,Cl; (1 mL). Then triethylamine (87 uL, 0.62 mmol) and a solution of PEGylated amino acids (PEG,4
amino acid (15-Amino-4,7,10,13-tetraoxapentadecanoic acid (CAS 663921-15-1), 35 mg, 0.093 mmol,
1.5 eq) — or PEGy; amino acid (37-Amino-4,7,10,13,16,19,22,25,28,31,34,37-dodecaoxanonatria-
contanoic acid (CAS 1415408-69-3), 113 mg, 2.5 eq) in anhydrous CHxCl, (1.5 mL) were successively
added. An amount of 0.5 eq of PEGylated amino acid (PEG4: 12 mg, 0,031 mmol; and PEGi2: 23 mg,
0,031 mmol) in anhydrous CH>Cl, (1 mL) were added 16 h later and the reaction mixtures were
stirred at RT for respectively 1 and 6 more days. Then bis(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)carbonate (50 mg,
0.186 mmol), triethylamine (26 uL, 0.186 mmol) and catalytic N,N-dimethylaminopyridine (1,5 mg,
0.012 mmol) were successively added and the reaction mixtures were stirred at RT for 1 h. The
mixtures were successively washed with 0.5 N aqueous HCI (2.5 mL), H,0 (3 x 3 mL) and brine (6 mL)

and the organic layers were dried over MgS0O, and concentrated under reduced pressure.

Compound 2: Crude product containing TCOPEGsNHS 2 was purified by column chromatography on
C-18 reversed phase silica gel (H20/CHsCN 55/45) and furnished the desired compound as a mixture
of TCO- and CCOPEG4NHS (91/9; 17 mg, 43%). TCOPEG4NHS 2: *H NMR (500 MHz, CDCls): & 7.75 (d, J
= 9.0 Hz, 2H), 7.42 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 6.85 (bs, 2H), 5.65-5.47 (m, 2H), 4.45 (m, 1H), 3.79 (t, J = 6.5 Hz,
2H), 3.66-3.59 (m, 16 H), 2.84 (t, ) = 6.5 Hz, 2H), 2.81 (s, 4H), 2.40-1.56 (m, 10H); *C NMR (125 MHz,
CDCl3): 6 169.0 (q), 166.9 (q), 166.7 (q), 152.8 (q), 141.1 (q), 134.9, 133.1, 129.0 (q), 128.2, 117.7,
81.5, 70.7, 70.6 x 2, 70.5 x 2, 70.3, 69.8, 65.7, 41.1, 39.8, 38.6, 34.2, 32.5, 32.2, 31.0, 25.6; HRMS
(ESI+): m/z 634.2980 [M+H]*, Calcd for C31H44011N3 634.2970.

CCOPEG4NHS: *H NMR (500 MHz, CDCls): & 7.74 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.42 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 6.98 (bs,
1H), 6.92 (bs, 1H), 5.71-5.55 (m, 2H), 4.83 (m, 1H), 3.78 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 3.64-3.58 (m, 16 H), 2.83 (t,
J = 6.5 Hz, 2H), 2.79 (s, 4H), 2.40-1.57 (m, 10H); 3C NMR (125 MHz, CDCls): 6 169.1 (q), 167.0 (q),
166.8 (q), 152.9 (q), 141.2 (qg), 129.8, 129.5, 128.9 (q), 128.2, 117.7, 116.3, 77.0, 70.7, 70.6, 70.5 x 2,
70.4, 70.2, 69.9, 65.7, 39.8, 33.9, 33.8, 32.1, 25.6, 24.8, 22.3; HRMS (ESI+): m/z 634.2966 [M+H]*,
Calcd for C31H14011N3 634.2970.

Compound 3: Several attempts to purify crude product containing TCOPEG;;NHS 3 (TCO/CCO 96/4,
guantitative) by normal and C18-reversed-phase chromatography were undertaken and failed to

provide the desired activated NHS esters which tend to massively isomerize and/or hydrolyze.
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Spectroscopic data were consistent with previously reported data for this compound?. Crude product

3 was then coupled to mAbs as such without purification for preliminary studies.

mAb modifications. Both Ts29.2 and 35A7 mAbs were functionalized by addition of different
amounts of TCO in the reaction, namely 0, 5, 10, 15, 20 or 30 equivalents of TCO for 1 equivalent of
mAb. The distance between mAb and TCO was also modulated by insertion of PEGylated spacers of

various lengths, i.e. mAb-1, mAb-2 and mAb-3 (Figlb).

An amount of 100 pg of Ts29.2 or 35A7 mAb concentrated in DPBS was buffered with 1 M aqueous
NaHCOs; to adjust the pH to 9. Then, a solution of TCO1b 1 or TCO-PEG,-NHS esters 2,3 (0, 5, 10, 15,
20 and 30 eq) dissolved in DMSO was added to the mixture (5 % DMSO final concentration).
Reactions were stirred for 30 min in the dark at 4 °C and then purified on Zeba desalting columns (40
kDa MW cut-off, 0.5 mL) (Pierce Zeba™ desalting columns, Thermo Scientific). mAbs-1-3 conjugates
were kept in the dark either at -20 °C or 4 °C. All reactions were performed at least in triplicates.
Stability studies were made in vitro, following the procedure described in supplementary methods.
For in vivo experiments, the same grafting protocol was applied on 500 pg of mAb. Final
concentration of mAbs-1-3 conjugates was measured using a Multiskan GO microplate
spectrophotometer (Fisher Scientific, France). We determined a yield of mAb recovery taking into

account the starting quantity of mAb and the final one after desalting columns.

Determination of the number of 1,2 and 3 moieties per mAb. Assessments were made using MALDI-
TOF MS analyzes (Voyager DE-Pro mass spectrometer, Sciex, USA). Sinapinic acid (Sigma, France) was
diluted in acetonitrile/water (30/70, v/v) with 0.1 % TFA at 10 mg/mL to obtain the matrix solution. A
set of three serial dilutions from 1 mg/mL of mAb-1-3 in PBS was prepared by mixing those with the
matrix solution (2/1, v/v). Acquisitions were performed in a positive linear mode and 600 shots were
averaged for each spectrum. The average mAb-1-3 molecular weight was obtained from the mass of
the [M+H]" peak for the dilution set. Calibration settings corresponded to a close external mode
using 1gG1 (AB Sciex, USA). The number of 1-3 grafted per mAb was quantified using the molecular
weight difference between the mAbs-1-3 and the unmodified mAbs, net masses added depending on

the modification (about 272, 520 and 872 Dalton for 1, 2 and 3 respectively).

mAbs-1-3 stability. Stability of both Ts29.2-1-3 and 35A7-1-3 was assessed in vitro with TZ-5-FAM.
After grafting TCO and PEG-TCO moieties mAbs were aliquoted and either frozen at -20 °C or keep at
4 °C. TCO/TZ interaction was assessed 7, 14 and 28 days after storage. 5 ug of mAbs-1-3 was added

to Laemli 4X and heated to 95 °C for 5 min.
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Samples were then loaded on SDS-PAGE acrylamide gels 4-15 % (Biorad, France). After migration,
gels were entirely incubated 5 min in a solution containing 0.02 mM of TZ-5-FAM (10-14 equivalents
with respect to TCO) and then rinsed under gentle shaking 15-20 min in deionized water before being
imaging (G:Box, Ozyme, France). Gels were finally colored with Simplyblue™ SafeStain following the
manufacturer’s instructions (Thermofisher Scientific, France) and imaged with Chemidoc imager
(Biorad, France). Quantification was made using both Image) and Imagelab software. A ratio
between the fluorescence intensity and the amount of protein was made for the main mAb form to
assess the reactivity of TCOs. In parallel, aliquots were analyzed by MALDI-TOF MS to determine the

mean number of TCO grafted.
In vivo imaging settings

Optical images were acquired using a small animal imaging system (IVIS spectrum, Perkin Elmer, USA)
and a dedicated software (Living Image 4.5 software, Perkin Elmer, USA). Acquisitions were
performed using the following parameters. Bioluminescence: automatic exposure time; binning:
medium; F/stop: 1; excitation filter: blocked; emission filter: open. NIR fluorescence for cyanine 5
imaging: automatic exposure time; binning: medium; F/stop: 2; excitation filter: 640 nm; emission
filter: 680 nm. Images were analyzed using Living Image. Regions of interest (ROI) were drawn
manually, and light was quantified as photons/seconds/cm?/steradian. Signal was represented using
inverse rainbow color. Images were processed minimally as no smoothing was applied. All

comparative images were threshold at the same MAX and MIN intensities.
Confocal imaging settings

The same settings were applied for acquisitions of all quantified images. We used three lasers: 405
nm for DAPI imaging, 488 nm for FITC and 532 nm for Cyanine3. The same laser intensity was applied
for all images in order to compare each mAb. Imaging resolution were 1024 x 1024 pixels. We
applied a zoom = 1. An exception was made for co-localization images which are not quantified,
images were in 520 x 520 pixels with a zoom of 2. An offset of -0.5 was applied for removing
background noise with a gain of 950. Phase correction was equal to -36.92. Bidirectional imaging with
Z-steps every 2 um were made on the whole cell layer. Three random fields per well were imaged

and quantified in three or four independent experiments.
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Supplementary Figures

Number of equivalent of TCO
added in the reaction Y 5 10 15 20 30
Mean yield
(%) 95 89 94 95 90 91
Mean number of
35A7 grafted TCO 0[0-0] 0.6[0-1] 16(1-2] 2.2[1-3] 3.0(2-4] 3.7 [3-4]
PEG,
TCO
IFimaging
Mean yield
(%) 95 95 100 94 98 93
Mean number of
35A7 | engrafted PEG,-TCO ofo-ol 17[1-2] 3.7[3-4] 5.7[5-7] 7.6 (6-9] 11.6[10-13]
PEG,
TCO
IFimaging
Mean yield
(%) 95 100 96 97 92 100
Mean number of
0[0-0] 1.2[1.1-1.3] 2.8[2.5-3.1] 6.3[6-7] 8.8[8-9] 13.0[12-14]

35A7 | engrafted PEG;,-TCO

TCO

IFimaging

Supplementary Figure S1: Relation between the number of TCO grafted on 35A7mAbs and their
functionality. Number of TCO grafted was determined by MALDI-TOF MS and is expressed as mean
values [min-max], n= 3 independent experiments. All IF imaging were made with the same settings.
Yields correspond to the mAb recovery after grafting process. White numbers are mean fluorescence

intensity quantified on the corresponding IF imaging. Scale bar: 50 um.
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Supplementary Figure S3: Reliability of 35A7-1-3 to recognize their target and assessment of their

interaction with TZ-Cy3 using confocal microscopy. A431-CEA-Luc cells first incubated with 10 pg/mL
of 35A7 Stock (without TCO), 35A7-1, 35A7-2 or 35A7-3 and then incubated with both 1/500 AblI-
FITClag5-519nm) and 0.02 mM TZ-Cy3(ss0-570 nm). Control condition corresponds to incubation without
35A7. Green signal correspond to AblI-FITC labeling and red signal to TZ-Cy3 labeling. Green and red

images were merged to show signal co-localization. Scale bar: 30 um.
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Supplementary Figure S4: In vivo direct targeting of Ts29.2-1-3 after fluorescent TZ-Cy5 labeling on
mice bearing HT29 colon xenograft. TZ-Cy5 was injected simultaneously with modified Ts29.2 after a
preliminary incubation of 30 min in tube. Figure represents in vivo imaging 24 h, 48 h, 72 h and 144 h

after TZ-Cy5 injection. The red arrows show the location of the tumor.
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Supplementary Figure S5: In vivo quantification of signal located in lymph nodes in pretargeting
groups in HT29 xenograft model. Graph represents ROl average radiance + SEM (n=3). Quantification

made on in vivo imaging at 24 h, 48 h, 72 h and 144 h post TZ-Cy5 injection.
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Supplementary Figure S6: In vivo pretargeting of Ts29.2-1-3 after fluorescent TZ-Cy5 labeling on
mice bearing HT29 colon xenograft. TZ-Cy5 was injected 24 h after modified Ts29.2. Pretargeting
with Ts29.2 without TCO (Control) Ts29.2-1 (PEGo) Ts29.2-2 (PEGs) or Ts29.2-3 (PEGi,). Figure
represents in vivo imaging 24 h, 48 h and 72 h after TZ-Cy5 injection. Imaging at 144 h post TZ-Cy5
injection were not shown here as signal was quantifiable but not visible when all images were

treated at the same threshold. Red arrows show the location of the tumor.

211



Region number

Condition  Mouse Total PCI
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Mousel 3 0 1 3 0 1 0 1 0 0 0 0 0 9
Tcoo Mouse2 O 0 0 3 3 0 1 0 2 0 0 0 0 9
Mouse3 O 0 1 3 1 0 1 3 0 0 0 0 0 9
Mousel 1 0 3 3 0 0 1 1 1 0 0 0 0 10
PEGo Mouse2 2 0 1 3 1 1 1 1 0 0 0 0 0 10
Mouse3 1 0 0 3 0 0 2 1 1 0 0 0 0 8
Mousel 1 0 1 3 0 0 3 2 0 0 0 0 0 10
PEGa Mouse2 3 0 1 3 0 0 2 0 1 0 0 0 0 10
Mouse3 3 0 0 3 0 0 0 0 2 0 0 0 0 8
Mousel O 0 4 1 0 2 0 2 0 0 0 0 0 9
PEGr2 Mouse2 3 0 0 3 0 1 0 1 0 0 0 0 0 8
Mouse3 0 0 0 3 0 1 2 1 0 0 0 0 0 7

Supplementary Figure S7: Peritoneal carcinomatosis index (PCl). PCl was determined during mice
necropsy, 17 days after engraftment. Each peritoneal region was attributed a score from 0 to 3.

Scores were determined according to the method of Sugarbaker® adapted on rodent by Klaver et al. %,
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Supplementary Figure S8: Assessment of 35A7-1-3 pretargeted PC tumors after TZ-Cy5 labeling.
Pretargeting with 35A7 without TCO (Control), 35A7-1 (PEGo), 35A7-2 (PEG.) or 35A7-3 (PEGy,).

Figure represents fluorescent in vivo imaging 24 h, 48 h and 72 h after IP injection of TZ-Cy5.
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Supplementary Figure S9: MALDI-TOF mass spectrometry of 35A7 and Ts29.2 mAbs modified using
different ratios of 3. (a) Representative spectrum of the unmodified 35A7 mAb. Single protonated
[M+H]* peak at =153,000 Dalton, double charged peak at =76,500 Dalton. (b) Merged representative
spectra of 35A7-3 after addition of 0 to 30 equivalents of 3. (c) Representative spectrum of the
unmodified Ts29.2 mAb. Single protonated [M+H]* peak at =151,000 Dalton, double charged peak at
=75,500 Dalton. (d) Merged representative spectra of Ts29.2-3 after addition of 0 to 30 equivalents

of 3. The number of 3 moieties bound to mAbs was determined using the shift of mass (about 872

Dalton for each 3 added).
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Supplementary Figure S10: In vivo pretargeting assessments. Graphs presenting ROl average
radiance of (a) Ts29.2-1-3 and (b) 35A7-1-3. DT = Direct targeting; PT = pretargeting; TCO 0 =
processed control mAb containing 0 TCO. Values are expressed as mean + SEM (n=3). Statistical

analysis was made using one-way ANOVA. ** P <0.0001: TCO 0 (all times) vs all groups.
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Supplementary Figure S11: Characterization of mAbs-1-3. Full gels from Supplementary Figure S2.
Refer to Supplementary Figure S2 legend. Red (- 20 °C) and green (+ 4 °C) squares represent the

cropped regions.
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