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Titre : Analogues peptidiques marqués au gallium-68 pour I’'imagerie TEP des récepteurs membranaires
couplés aux protéines G

Mots clés : Récepteurs membranaires couplés aux protéines G (RCPG), neurotensine, bombésine, gallium-
68, imagerie TEP, cancer.

Ces dernicres années, le ciblage des RCPG avec des ligands radiomarqués est devenu trés important en imagerie
nucléaire, notamment avec le remplacement progressif d’analogues peptidiques de la somatostatine marqués a
1"'""In pour la TEMP par d’autres marqués au **Ga pour l'imagerie TEP qui présente une meilleure efficacité
diagnostique. Les récepteurs de haute affinité de la bombésine (GRPR) ou de la neurotensine (NTR1) sont eux
aussi des RCPG surexprimés par les cellules tumorales par rapport au tissu sain. Le GRPR est surexprimé dans 83%
des carcinomes mammaires canalaires estrogenes dépendants. Dans la premiere partie de ce travail, nous avons
démontré qu’un agoniste du GRPR, I’AMBA marqué au ®Ga, permettait la détection en TEP d’un modéle murin de
cancer du sein humain estrogene-dépendant et qu’il permettait de prédire la réponse tumorale a une
hormonothérapie de maniére plus sensible que le '*F-FDG.

L’équipe du Dr. Gruaz-Guyon a développé de nouveaux radioligands analogues de la neurotensine pour le ciblage
des tumeurs exprimant le NTR1 et a étudié les propriétés de ces peptides marqués a I'''In dans un modele de
tumeurs d’adénocarcinome colique surexprimant le NTR1. L’obtention d’images TEMP de contraste élevé,
permettant une détection des greffes tumorales dans des temps courts apres injection, a conduit cette équipe a
envisager ce traceur peptidique pour I'imagerie TEP. Dans la seconde partie de ce travail, nous avons réalisé le
radiomarquage au ®*Ga du meilleur de ces dérivés (DOTA NT20.3) et évalué son potentiel pour I'imagerie TEP et la
détection de tumeurs d’adénocarcinome colique. La surexpression de NTR1 a été démontrée dans plusieurs autres
cancers comme 1’adénocarcinome pancréatique (PDAC) (75-88%). Nous avons donc voulu étudier 1'expression du
NTR1 dans une tumorothéque locale de PDAC. Nous avons ensuite démontré le potentiel du *Ga-DOTA-NT20.3
pour I'imagerie TEP dans deux modeles murins de PDAC humains. Nous avons caractérisé sa biodistribution,
évalué sa spécificité in vivo et I’avons comparé au '*F-FDG, notamment pour valider sa capacité a discriminer in
vivo la pancréatite de I’adénocarcinome pancréatique.

Title: PET imaging of G protein-coupled membrane receptors with ®*Ga radiolabelled peptides

Key words: G protein-coupled membrane receptors (GPCR), neurotensin, bombesin, gallium-68, PET
imaging, cancer.

In recent years, the targeting of G protein-coupled membrane receptors (GPCRs) with radiolabelled ligands has
become very important in nuclear imaging, particularly with the progressive replacement of somatostatin analogues
labelled with '"'In for SPECT by others labelled with “*Ga for PET imaging, which improves diagnostic efficacy.
High-affinity bombesin receptors (GRPR) or neurotensin receptors (NTR1) are also GPCRs overexpressed in many
cancers as compared with normal tissue. GRPR is overexpressed in 83% of oestrogen-dependent ductal carcinomas.
In the first part of this work, we demonstrated that *Ga-AMBA, an agonist ligand of GRPR, allowed the PET
detection of a mouse model of oestrogen-dependent breast cancer and could be more sensitive than "*F-FDG to
predict and monitor tumour response to hormone therapy.

Dr. Gruaz-Guyon's team has developed new neurotensin radioanalogues for targeting NTR1-positive tumours. They
studied the properties of these '''In-labeled peptides in a model of colon adenocarcinoma overexpressing NTR1.
Obtaining high-contrast images allowing the detection of cancer within a short time after injection, this team
subsequently developed this peptide radiotracer for PET imaging. In the second part of this work, we carried out the
%Ga radiolabelling of the best-performing of these derivatives and evaluated its potential for PET imaging of colon
adenocarcinoma in a tumour model. Overexpression of NTR1 has been demonstrated in several human cancers
such as PDAC (75-88%). We characterized the expression of NTR1 using specimens of human pancreatic cancer
and then demonstrated the potential of this PET radiotracer to image two mouse models of human PDAC. We
characterized its biodistribution, assessed its specificity in vivo in comparison with '"®F-FDG, in particular its ability
to discriminate in vivo pancreatitis from pancreatic adenocarcinoma.
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Avant PROPOS

Durant ces 15 dernieéres années, la tomographie par émission de positons (TEP), couplée a la
tomodensitométrie (TEP/TDM) ou plus récemment a I’imagerie par résonance magnétique (IRM),
est devenue un examen d’imagerie majeur largement pratiqué en cancérologie. Elle permet de
réaliser le diagnostic initial de certaines tumeurs, de stadifier de nombreux cancers en évaluant la
présence ou I’absence de métastases ou de détecter une récidive cancéreuse, et également d’évaluer
de fagcon précoce la réponse ou la résistance des localisations néoplasiques a la thérapeutique.

Le ['*Flfluorodésoxyglucose ou '“F-FDG est un analogue radioactif du glucose. C’est le
radiopharmaceutique le plus utilisé pour la TEP/TDM en cancérologie, du fait de son mode d’action
non spécifique selon le type de cancer primitif : I’intensité de fixation par les 1€sions cancéreuses et
leur contraste (signal sur bruit de fond) sont liés a 1’augmentation du transport intracellulaire du
glucose et de I'activité glycolytique du tissu néoplasique pour ses besoins métaboliques. Ce seul
traceur métabolique permet donc 1’imagerie de la grande majorité des cancers ou ces phénomenes
sont franchement accrus.

Néanmoins, le "*F-FDG présente des limites ; sa non spécificité peut donner lieu a des résultats faux
positifs, en particulier dans le cas de lIésions inflammatoires, ou faux négatifs dans le cas de cancer

métaboliquement peu actifs ou de 1ésion de taille infracentimétrique.

Le carcinome canalaire infiltrant (CCI) est le plus fréquent des cancers du sein et représente 75%
des tumeurs mammaires invasives. Ainsi, la caractérisation du cancer du sein infiltrant et le suivi
thérapeutique de ce cancer, notamment lorsqu’il est cestrogéne dépendant, est encore difficile.
L'hormonothérapie, premiere thérapeutique ciblée, a considérablement amélioré les résultats
cliniques de ces cancers, mais environ 20% - 30% des patientes finissent par présenter une récidive
due a [Dacquisition d‘une résistance au traitement. L’identification de biomarqueurs
complémentaires pour prédire 1’hormono-sensibilité des Iésions métastatiques d’un cancer

initialement est alors une problématique clinique d’actualité a laquelle I’'imagerie TEP/TDM essaye

de répondre.

Le diagnostic et la stadification initiale de I’adénocarcinome pancréatique exocrine (PDAC)
présentent des difficultés du fait du caractere tardif et ambigu des signes cliniques. Le PDAC
parvenu a une extension macroscopique évolue rapidement et dissémine souvent avant d’avoir été
reconnu. Les techniques d'imagerie conventionnelles ont une capacité limitée pour mettre en
évidence l'invasion locale ou les petites métastases. Ces métastases occultes rendent difficile
l'estimation préopératoire de la résécabilité.
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La TEP/TDM au ""F-FDG contribue 3 améliorer et a préciser le diagnostic initial de ce cancer,
cependant sa spécificité est réduite dans le cas de pancréatite ou de masse pancréatique d’étiologie
inconnue. De plus, son utilisation dans la stadification tumorale est limitée par une faible sensibilité
pour la détection des petites Iésions métastatiques. Bien que de nombreux efforts aient été faits pour
améliorer l'efficacité diagnostique de la TEP/TDM au '®F-FDG dans les PDAC, ses résultats restent
inférieurs a ce qui est obtenu dans d’autres cancers primitifs. La découverte de traceurs plus
spécifiques des PDAC que le BE_FDG pourrait permettre de pallier les limites de la TEP dans ce

cancer.

Un grand nombre de récepteurs membranaires sont surexprimés a la surface des cellules tumorales
et constituent autant de cibles moléculaires potentielles pour une approche thérapeutique ou
diagnostique du cancer. Les ligands naturels de ces récepteurs s’y lient avec une tres bonne affinité
et sélectivité. Ces dernieres années, le ciblage de récepteurs membranaires couplés aux protéines G
(RCPG) avec des ligands radiomarqués est devenu un sujet trés important en oncologie nucléaire.
Un domaine d’application bien documenté depuis 3 décennies, méme s’il s’agit d’une néoplasie rare
et habituellement d’évolution lente, sont les tumeurs neuroendocrines (TNE) grace au
développement d’analogues peptidiques radiomarqués de la somatostatine, initialement pour la
tomographie par émission mono-photonique (TEMP), puis pour I'imagerie par émission de positons
(TEP). L’un des analogues les mieux documentés, le %Ga-DOTATOC (édotréotide), présente une
meilleure efficacité diagnostique que les analogues utilis€és en TEMP. D’autres radionucléides ont
été chélatés a ce type d’analogue pour le traitement par radiothérapie ciblée, par exemple le '"’Lu-
DOTATATE pour la radiothérapie vectorisée des TNE ou, récemment, des ligands de I’antigéne
membranaire spécifique de la prostate marqués également au '’ 'Lu.

Les récepteurs de la bombésine (BN) ou de la neurotensine (NT) sont eux aussi des RCPG
surexprimés par certaines cellules tumorales par rapport au tissu sain.

D’apres la littérature, un des récepteurs de la BN, le récepteur du peptide libérant la gastrine (GRPR)
est surexprimé dans 83% des cas de carcinomes canalaires estrogene- dépendant. Le récepteur de la
neurotensine (NTR1) est lui détecté dans 75 a 80% des adénocarcinomes pancréatiques (PDAC).
Ainsi le développement de nouveaux traceurs analogues spécifiques de ces récepteurs a pour but
d’améliorer le repérage de ces cancers a 1’aide de I’imagerie TEP, de permettre une meilleure

décision et un meilleur suivi thérapeutiques.

L’imagerie basée sur le concept ligand récepteur est en plein développement ces dernieres années et
promet encore de belles avancées, notamment grace a disponibilité en France des générateurs de

gallium-68 qui ouvrent la voie au radiomarquage « a la demande » de nombreux peptides. Avec le
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développement des traceurs TEP permettant de vérifier la surexpression des cibles biologiques par

le tissu cancéreux, c’est également la radiothérapie interne vectorisée qui se diversifie.

Depuis les années 2000, des radiotraceurs peptidiques ciblant le GRPR ont été développés,
majoritairement pour permettre la détection du cancer de la prostate surexprimant ce récepteur par
rapport au tissu sain. En effet le cancer de la prostate est fréquent, généralement peu agressif et ne
fixe pas intensément le FDG. Ils ont été développés d’abord pour la TEMP puis, a partir de 2007,
pour la TEP et la radiothérapie ciblée.

Au début de nos travaux, peu d’études avaient démontré 1’accumulation d’un radiotraceur ligand du
GRPR dans des cancers du sein, les données étaient principalement disponibles in vitro et en
préclinique dans certains modeles murins de cancer du sein humain estrogene-dépendant.

Dans la premiere partie de ce travail, nous avons souhaité vérifier si un agoniste du GRPR
radiomarqué au gallium-68, ’AMBA, permettrait la détection en TEP d’un autre modele murin de
cancer du sein humain estrogéne-dépendant, encore peu décrit dans la littérature, et que ce
radiotraceur permettrait de prédire la réponse tumorale a une hormonothérapie de maniere plus

sensible que le BE_FDG.

Au début de nos travaux, les dérivés de la neurotensine (NT) décrits dans la littérature, procuraient
chez ’'Homme, ou dans des modeles animaux d’adénocarcinome colique, une fixation tumorale
limitée et une forte accumulation rénale de la radioactivité. L’équipe du Dr. Anne Gruaz-Guyon
avait développé une série de nouveaux analogues de la neurotensine portant le DTPA un chélatant
polyaminopolycarboxylique. Un de ceux-ci marqué a I’indium-111 le DTPA-NT-20.3 ayant permis
I’obtention d’images de fort contraste, une nouvelle série portant un chélatant de type DOTA (acide
1,4,7,10-tétraazacyclododécane-N,N',N",N"'-tétraacétique) avait été développée. Le DOTA, en effet,
présente l'avantage de fixer de nombreux radionucléides métalliques. Il était ainsi possible de
marquer la méme molécule avec une grande variété de radiométaux et de 1'utiliser pour la TEMP ou
la TEP et également pour la radiothérapie ciblée, selon le radiométal utilisé. Le Dr. Faisal Al
Shoukr a étudié les propriétés de ces peptides marqués 2 1'''In dans un modele de tumeur
d’adénocarcinome colique humain surexprimant le récepteur NTR1. L’obtention d’images avec un
contraste tumoral élevé permettant la détection des greffes tumorales dans des délais courts apres
injection, inférieurs a 60 min délai compatible avec la demi-vie du gallium-68 (68 min). a conduit
cette équipe a envisager I’emploi de ce traceur peptidique pour 1’imagerie TEP. J’ai dans la
seconde partie de ce travail, étudié le radiomarquage au gallium-68 du meilleur de ces dérivés et

évalué son potentiel pour lI'imagerie TEP et la détection de tumeurs d’adénocarcinome colique.
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Dans le but d'améliorer la prise en charge des patients atteints de PDAC, nous avons ensuite
souhaité démontrer le potentiel de ce radiotraceur TEP pour imager deux modeles murins de PDAC
humains ; nous avons donc caractérisé sa biodistribution, évalué sa spécificité in vivo et I’avons
comparé au '*F-FDG, notamment pour valider sa capacité 2 discriminer in vivo la pancréatite et le

PDAC, un point faible reconnu de la TEP au BE_FDG.

Ce travail a été réalisé€ sous la direction du Pr. Jean-Noé€l Talbot et sous le co-encadrement du Dr.
Anne Gruaz-Guyon au sein du Laboratoire d’Imagerie Moléculaire Positonique (LIMP) installé sur
le site de 1’hdpital Tenon, dans les locaux du batiment de recherche. Ce laboratoire est conforme
aux législations en vigueur pour la gestion et la manipulation de sources radioactives non scellées et
pour 1I’hébergement transitoire de rongeurs (souris, rats) apres leur injection et la réalisation de

I’imagerie.

Ce travail a donné lieu aux publications suivantes :
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Introduction

L'imagerie médicale conventionnelle dite anatomique regroupe la radiographie X, le scanner ou
tomodensitométrie X (TDM), I'échographie, et I'imagerie par résonance magnétique (IRM). Ces
techniques permettent d'obtenir des informations sur la structure des organes, leur forme, leurs
limites, et dans certains cas leur contenu (structures osseuses, calculs vésicaux, densité aérique,
hydrique ou graisseuse). Ces techniques d’imagerie correspondent au domaine de la radiologie.

A l'opposé, les techniques d'imagerie fonctionnelle s'intéressent a la fonction des organes, des tissus
ou des cellules, c'est-a-dire a leur métabolisme ou leurs particularités biologiques. Elles nécessitent
l'utilisation de sources radioactives non scellées et sont réalisées dans des services de médecine
nucléaire. Elles permettent de mettre en évidence des phénomenes biologiques au niveau
moléculaire, in vivo, de fagon non invasive ainsi que leur variation au cours du temps, aussi bien
chez ’'Homme que chez I’animal. Elles regroupent la scintigraphie ou imagerie planaire et des
techniques de tomographie tridimensionnelle (3D), obtenant des images en coupe comme la
tomographie par émission mono-photonique (TEMP) (aussi abrégée en SPECT de 1'anglais : Single
photon Emission Computed Tomography) ou la tomographie par émission de positons (TEP) (aussi

abrégée en PET de 1’anglais Positron Emission Tomography).

I. L’imagerie moléculaire fonctionnelle

I.1. La radioactivité au service du diagnostic et de la thérapie

a. Définitions

Un radionucléide est un atome instable se transformant dans le temps en une autre entité, stable ou
instable, en émettant des particules ou des rayonnements électromagnétiques.. L’unité de
radioactivité est le Becquerel (Bq), qui correspond a la désintégration d’un atome du radionucléide
par seconde. Compte tenu des quantités importantes de radioactivité émises par ces substances pour
les applications médicales, on rencontre plus souvent des multiples de cette unité et plus
particulierement le mégabecquerel (1 MBq = 10° Bq).

Le caractere radioactif s’accompagne donc du phénomene de décroissance, qui correspond a la
réduction dans le temps de la quantité de rayonnement émis. La période (ou demi-vie T%2)
détermine le temps au bout duquel la moitié des radionucléides s’est transformée en un autre
nucléide, stable ou radioactif.

Un radiotraceur est une molécule organique ou biologique a laquelle est greffé un radionucléide. Le
radiotraceur est administré au patient (par injection intraveineuse, ingestion, inhalation...) et
s’accumule dans un tissu biologique ou un ensemble d’organes qu’il reconnait sélectivement et qui

le concentre. Un radiotraceur est dit radiopharmaceutique lorsqu’il est administré a I’Homme, en
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tant que médicament expérimental ou médicament enregistré par les autorités sanitaires. Le terme
radiotraceur implique a la fois la notion de tres faibles quantités de matiere (traces) mise en ceuvre
et "avantage du signal radioactif permettant de suivre de facon non invasive la distribution de la
molécule dans I’organisme ou de cibler I’irradiation d’un tissu fonctionnellement anormal. Le choix
du radionucléide, basé sur la nature du rayonnement ionisant émis, ses propriétés physiques, énergie
et période, et ses propriétés chimiques, est lié au mode d’utilisation du radiotraceur : soit pour en
visualiser les sites d’accumulation dans 1’organisme (imagerie diagnostique), soit pour détruire des

cellules cibles (radiothérapie ciblée).

b. Les rayonnements ionisants

Outre les rayonnements ionisants X utilisés en radiologie (dont plus récemment en TDM) et
produits par des générateurs électriques, il existe trois types de rayonnements ionisants issus de
radionucléides artificiels. Les particules a sont des noyaux d’hélium. Ils ne parcourent que quelques
centimetres dans 1’air et une simple feuille de papier suffit a les arréter ; ils sont donc inutilisables
pour I’imagerie non invasive, mais ouvrent des possibilités de radiothérapie ciblée s’il est possible
de les concentrer au sein méme des cellules néoplasiques a traiter. Il existe deux types de particules
B, I’électron « ordinaire » (B-) et I’électron positif ou positon (B+). Ils peuvent traverser quelques
dizaines de centimetres de matiere. Les rayons béta moins sont donc inutilisables pour 1’'imagerie
non invasive, mais ouvrent des possibilités de radiothérapie ciblée, avec une portée plus grande que
les rayons alpha. Le rayonnement vy, constitué de photons tout comme les rayons X, est bien plus
pénétrant que les autres types de rayonnements. En fonction de son énergie, il peut parcourir
plusieurs centaines de metres dans 1’air et son parcours dans la matiere permet, pour des énergies
suffisantes, la détection de ce signal par des capteurs externes au patient. Il entraine par contre
moins d’effets biologiques que les rayonnements B et a et est donc utilisable pour I’imagerie non
invasive si son énergie est adaptée, de ’ordre de la centaine de keV, voire 511 keV dans le cas
particulier des photons de dématérialisation provenant de 1’annihilation des positons qui sont

détectés pour I’'imagerie TEP.

4%
l | . ‘,9 :Q Source alpha

( 1 q
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"‘_’I\{ }' ISourcegamma

Figure 1 : Parcours des rayonnements alpha, béta, gamma dans les tissus
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c. Les radionucléides utilisés en imagerie diagnostique

La plupart des radionucléides sont produits par un cyclotron (accélérateur de particules) dont peu de
centres universitaires disposent et qui sont en France des outils de I’industrie pour produire certains
radionucléides a usage médical. D’ autres sont issus de générateurs sur lesquels le radionucléide pere
est greffé (détails chapitre VI.2.) et qui permettent 1’obtention in situ d’une solution contenant le
radionucléide, dans le laboratoire ou la radiopharmacie au sein du service de médecine nucléaire,
sans la nécessité d’un cyclotron sur place. Les générateurs sont également une alternative a la
livraison quotidienne de radiopharmaceutiques préts a I’emploi chez le patient. Ils permettent une
réduction des colts et introduisent davantage de flexibilité dans la pratique de 1’imagerie nucléaire

en routine.

Les radionucléides émetteurs de rayonnements gamma (y) utilisés en médecine (hors radiothérapie
externe) ont des énergies d’émission situées entre 100 et 300 kiloélectronvolts (keV). Le plus utilisé
est le technétium-99m du fait de son faible colit de production, de sa facilit¢ d’obtention (par
générateur) et de son émission y pure a 140 keV. Sa période de 6 heures est assez longue pour
permettre de suivre les processus physiologiques d'intérét, mais assez courte pour limiter la
radioexposition du patient. L’indium-111 est un radiométal émetteur gamma d’intérét pour le
marquage de peptides. Sa double émission de photons y (171 et 245 keV) lors de sa décroissance
par capture électronique et sa période de 2,8 jours en font un radionucléide particuliecrement adapté
pour I’étude de processus biologiques lents (Tableau 1).

Les radionucléides émetteurs de positons B+ d’intérét médical se divisent en deux classes :

- les radionucléides non métalliques incorporables a des molécules vectrices par une liaison
covalente simple et stable dans le temps. Certains sont des éléments chimiques 1égers et abondants
dans la matiere vivante (oxygene-15 TY2 = 2 min, carbone-11 T2 = 20 min, azote-13 T2 = 2 min,
etc...) mais leur période extrémement courte nécessite une production et, lorsque le
radiopharmaceutique n’est pas limité au seul radionucléide, un radiomarquage sur site pour une
injection rapide, ce qui limite leur utilisation en clinique. D’autres sont des halogenes, le plus utilisé
étant le fluor-18 T2 = 110min dont la demi-vie permet le radiomarquage en amont par un industriel
fournissant le radiotraceur ou radiopharmaceutique livré prét a I’emploi.

- les radionucléides métalliques (®*Ga, *Cu, ..) incorporables via des agents chélatants a des
molécules par formation de liaisons de coordination.

Le gallium-68 est, tout comme 1’indium-111, un cation métallique trivalent. Il a été utilisé dans

nombreuses €tudes précliniques et cliniques ces dernieres années.
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Tableau 1 : Les radionucléides les plus couramment utilisés en imagerie diagnostique

Energie principaux
Radionucléide | Période (heures) yKeV Exemple de chélate
< N»S
£ P 6,02 140 22
g MAG?3
S
% "n 67,9 171, 245 DTPA
=
5]
z 2 13,2 159 -
5 Ga 78,3 93, 184, 300 DOTA
% %Ga 1.14 511 DOTA
2t °f 1,83 635 -
- -
g2 *Cu 12,7 660 DOTA
= “7r 78,5 897 DOTA
d. La radiothérapie interne ciblée ou métabolique

La radiothérapie interne consiste a administrer, le plus souvent par voie générale, des médicaments
radioactifs dont les propriétés biologiques conduisent a un ciblage sélectif des cellules cancéreuses,
permettant ainsi d’irradier des cibles tumorales de petite taille et disséminées dans 1’organisme. Les
propriétés physico-chimiques de ces radionucléides émetteurs de particules - ou a (applications
plus récentes) ont ainsi un effet destructeur sur les cellules cibles. La premiere application, le
traitement des cancers différenciés de la thyroide, exploite le métabolisme de I’iode pour accumuler
de I’iode-131 dans les cellules cancéreuses (Weigel et al., 2006). Ces médicaments radioactifs
peuvent aussi €tre des anticorps ou des peptides utilisés en association avec des radionucléides
émetteurs de rayonnement - ou a. Des anticorps marqués reconnaissant sélectivement les antigénes
tumoraux peuvent &tre utilisés dans le cadre de traitements par radio-immunothérapie. Ainsi leur
efficacité par rapport a I’anticorps administré seul est augmentée, par exemple le Zevalin®
(ibritumomab tiuxetan), un anticorps monoclonal anti CD20 marqué a 1'yttrium-90 est indiqué dans
le traitement des patients adultes atteints d'un lymphome non hodgkinien a cellules B CD20+, de
type folliculaire, en rechute ou réfractaire apres traitement par le rituximab (Rizzieri, 2016).

La radiothérapie métabolique ou ciblée utilisant des peptides radiomarqués (PRRT ou radiothérapie
par récepteur de peptide) est une autre voie qui se développe. L’intérét majeur réside dans le fait
qu’un méme type de molécule peut servir pour I’'imagerie avec un radionucléide émetteur ¥ ou + et
pour la radiothérapie interne ciblée avec un radionucléide émetteur o ou B-. Les résultats obtenus
avec des analogues radiomarqués de la somatostatine dans les tumeurs neuroendocrines (NET) en

sont actuellement le meilleur exemple.

I.2. La TEMP ou imagerie mono-photonique

Les technologies d’acquisition d’images associées a des outils informatiques puissants a permis de
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faire évoluer la scintigraphie qui permettait I’obtention d’images planaires (2D) vers des techniques
de tomographie permettant des reconstructions tridimensionnelles (3D).

La TEMP repose sur 'utilisation de radiotraceurs émetteurs de rayonnements gammas (détails
chapitre 1.1.c), en faisant effectuer aux détecteurs de la gamma caméra une rotation de 180 ou 360
degrés autour du patient pour acquérir selon diverses positions angulaires des mesures de
radioactivité selon une matrice de pixels (Figure 2). A I’aide d'un algorithme de reconstruction,
I’ordinateur reconstruit en 3D les images de la distribution des radionucléides dans l'organe. La
TEMP exige un collimateur sur chaque téte détectrice de la gamma-caméra afin de sélectionner les
photons émis par les foyers concentrant le radiotraceur dans une direction perpendiculaire (dans le
cas le plus répandu) au détecteur de la gamma-caméra. Ce collimateur doit étre adapté a l'énergie
des photons émis par le radionucléide (collimateur « haute énergie » pour l'iode 131 par exemple).
Ce procédé induit la perte d’une grande quantité de photons €émis en provenance du patient durant la
durée de I’examen et explique la mauvaise qualité relative des images avec une faible résolution
spatiale (8-12 mm en clinique) malgré de nets progres dans le développement des caméras. La
gamme de radiopharmaceutiques disponibles en TEMP étant tres étendue, cette modalité demeure
utilisée dans différentes applications comme I’'imagerie cardiaque avec le Tc-99m-sestamibi pour
I’exploration de la perfusion myocardique (Alexanderson et al., 2004) ou la scintigraphie TEMP du
squelette avec un bisphosphonate technétié, mais son utilisation clinique en cancérologie a diminué
ces dernieres années au profit de la TEP.

Camera TEMP

Rotation de la camera
\ autour du patient
Rayonnements y / l \

Radioisotope

Yo émetteury
*»

Figure 2 : Principe de la TEMP

1.3. La TEP ou imagerie bi-photonique

a. Historique

Bien que le concept de la tomographie par émission ait été présenté par Kuhl et Edwards vers la fin

N

des années 50, les premieres expérimentations tomographiques n’ont débuté qu’en 1963 a
I’université de Pennsylvanie (Kuhl ez al., 1963). C’est Anger qui a démontré le premier la
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possibilité de détecter des photons issus de I’annihilation du positon, en utilisant deux caméras a
scintillations reliées électroniquement (Anger et al., 1963). Brownell, quant a lui, développa les
outils permettant de travailler en coincidence sur un systtme de gamma caméra a deux tétes et a
présenté ses résultats lors d’un symposium a Vienne en 1968. Il faut cependant attendre 1973 pour
voir fonctionner le premier TEP développé a l'université de Washington, a Saint Louis, par
Hoffman et Phelps. Le premier prototype a été publié dans le Journal of Nuclear Medicine en 1975
(Phelps et al., 1975).

Le service de médecine nucléaire dirigé par le Pr. Talbot a I’hdpital Tenon a été le 1° hopital
francais civil a étre équipé d’une TEP pour la routine clinique en 1999. Depuis une quinzaine
d’années, cette technique d’imagerie s’est largement répandue en routine clinique, particulierement
en oncologie. La France compte aujourd’hui plus de 20 cyclotrons dédiés a la production de
radionucléides émetteurs de positons et plus particulicrement du fluor-18, plus de 45 centres

médicaux équipés de caméra TEP, ainsi que 3 caméras couplant TEP et IRM.

b. Principe

La TEP repose sur I’injection au patient d’un radiotraceur émetteur de positons B+. Une fois dans
I’organisme, celui-ci est accumulé dans certains organes ou structures pathologiques, selon les
propriétés de la molécule vectrice, et le radionucléide s’y désintegre. Apres avoir traversé quelques
millimetres de matiere, le positon émis lors de la désintégration entre en collision avec un électron
(e-) entrainant un phénomene d’annihilation. Deux photons de 511 keV sont alors émis en

coincidence (sensiblement a 180° I’un de I’autre) (Figure 3).

Nucléide
stable

| Energiedispersée
dansle tissu

Annihilation
(511keV)

Isotope émetteur

I
de positron 5

Annihilation
(511keV)

Neutrino
Figure 3 : Phénomene d’annihilation des positons
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Des détecteurs (sous forme de cristaux) disposés en couronne autour du patient détectent en
coincidence les arrivées de ces deux photons ce qui permet de déterminer des « lignes de réponse »
sur lesquelles se trouvent les organes ou structures anormales ayant fixé le radiotraceur.
L’enregistrement de millions de coincidences est nécessaire pour reconstruire une image TEP
tridimensionnelle (3D). Ainsi, I’émission en coincidence de deux photons provenant d’une seule
désintégration permet d’injecter une activité plus faible de radiotraceur, en comparaison avec la
TEMP car il est possible de se passer de collimateur. La TEP est donc en général une modalité plus
sensible et plus résolue que la TEMP (Ziegler, 2005). Cependant, I’image obtenue comporte un
certain flou car le point d’annihilation ne correspond pas au point émission du positon (Figure 4).
La TEP clinique présente une résolution spatiale de I’ordre de 3-4 mm mais les repéres anatomiques
que procure la biodistribution du radiotraceur sont en général insuffisants pour préciser
distinctement 1’organe ou la structure anormale ol est accumulée la radioactivité, ce qui a justifié
I’association désormais systématique a une modalité d’imagerie anatomique, TDM voire IRM.

p Y détecteurs
Et photomultiplicateurs

Caméra TE

¥ 511KkeV -

Radioisotope
émetteur B+

Figure 4 : Principe de la TEP

Les principaux champs d’application en clinique sont 1’oncologie (diagnostic, caractérisation
tumorale, stadification, suivi thérapeutique, restadification) (Kumar et al., 2010), la neurologie
(maladie d’ Alzheimer et autres démences, maladie de Parkinson, pathologies vasculaires cérébrales)
(Herholz et al., 2004) ou encore la cardiologie et 1’angiologie (métabolisme et viabilité
myocardique, perfusion myocardique, athérosclérose) (Jonathan A. Pan et al, 2016). Coté
préclinique, I’étude de nouvelles stratégies thérapeutiques, le développement et 1’évaluation de
nouveaux traitements sur des modeles animaux intéressent tout particulierement 1’industrie

pharmaceutique et les instituts de recherche biomédicale.

La TEP permet ainsi de mettre en évidence des phénomenes biologiques tels que le métabolisme

énergétique, la prolifération cellulaire ou encore la liaison de macromolécules biologiques
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(récepteurs, enzymes, anticorps). Elle peut également apporter des données concernant la
pharmacocinétique et le mode d’action d’un principe actif.

Les contraintes de la TEP tiennent principalement a la courte période caractérisant les
radionucléides les plus utilisés et au colt engendré par la production et la radiosynthese des
radiopharmaceutiques. Ainsi, il est nécessaire que la syntheése du radiopharmaceutique, I’injection

au patient puis 1’acquisition des images TEP soient réalisées dans un court délai.

c. L’imagerie TEP du petit animal

L’expérimentation animale est incontournable pour le développement des recherches dans les
secteurs de la biologie, de la médecine et de I'industrie pharmaceutique. Les études font appel a des
modeles animaux qui visent 2 mimer au mieux les processus pathophysiologiques et pathologiques
rencontrés chez I’Homme. Les rongeurs sont des animaux de choix, d’une part par leur facilité
d’élevage et de stabulation en animalerie, d’autre part en raison de I’avénement des techniques de
manipulations génétiques chez la souris. Ainsi, la souris représente 90% des modeles de mammifere
utilisés. En revanche, le cerveau d’une souris étant trop petit pour pouvoir étre étudié aisément en
imagerie externe, c’est en majorité le rat (avec un cerveau cinq fois plus gros) qui est utilisé dans le
domaine des neurosciences.

La « microTEP » est un modele réduit de la TEP utilisée dans 1’imagerie diagnostique chez
I’Homme mais adaptée a ’animal. Cette transposition n’a pu se faire que grace a des avancées
technologiques permettant 1’analyse de structures a 1’échelle réduite de I’animal. La volonté
d’étudier des structures de plus en plus petites avec une sensibilité de plus en plus élevée a nécessité
le développement de nouveaux systemes de détection avec de nouvelles géométries des cristaux et
des détecteurs de petite taille. Ainsi, les constructeurs ont adapté les caméras TEP humaines pour
les applications chez le petit animal.

L’imagerie TEP du petit animal est une méthode treés sensible. Elle peut permettre de suivre
I’évolution métabolique d’une tumeur chez le petit animal au cours d’un traitement, sans avoir a
sacrifier des lots d’animaux. Son caractere non invasif et la réalisation d’études longitudinales
permettent d’évaluer 1’efficacité antitumorale d’une molécule au cours du temps sur un méme
groupe d’animaux.

Lors de I’analyse, il n’y a pas de limite de profondeur, phénomene qui gene I’'imagerie « optique »,
et on peut établir une quantification absolue de la radioactivité concentrée dans un tissu. Une
caméra TEP animale (systtme MOSAIC, Philips Systemes Médicaux) a été utilisée lors de cette
thése. Sa résolution est de I'ordre de 2 mm ; les machines les plus modernes permettent de

descendre a une résolution submillimétrique.
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d. Modalités hybrides

Aujourd’hui les modalités d’imagerie nucléaire sont hybrides associant une méthode d’imagerie
anatomique avec une méthode d’imagerie fonctionnelle, améliorant ainsi le repérage des anomalies
détectées par les techniques prises isolément. L’intérét de combiner a la fois les données
anatomiques et fonctionnelles a été reconnu dans le cadre des études cliniques (Czernin et al., 2007)
comme pour les applications précliniques. Le principal défi de la multimodalité est le recalage des
images, plus complexe en imagerie préclinique pour laquelle les volumes étudiés sont de I’ordre du
millimetre. La TEP peut étre combinée avec I’'imagerie TDM ou plus récemment IRM. L’ajout de
I’imagerie TDM se fait par I’addition d’un anneau a la suite de I’anneau TEP. La TDM permet en
outre de corriger I’atténuation des photons 7y par les tissus biologiques, qui a en fait peu d’influence
chez le rongeur du fait du petit volume de I’animal. La multimodalit¢ TEP/IRM présente de
nombreux défis technologiques. Le champ magnétique doit étre trés uniforme et tres stable pour
I’obtention d’une image sans artefact. L’IRM donnant I’information anatomique, ces instruments
permettent donc d’éviter le cumul des rayonnements ionisants. De plus, 'IRM permet une meilleure
visualisation des tissus mous, contrairement a la TDM. On retrouve ainsi en clinique et en

préclinique la TEMP/TDM, la TEP/TDM et la TEP/IRM qui est une technique naissante.

II. Le radiopharmaceutique le plus utilisé en TEP: le "*F-FDG

IL.1. La synthése du BE.FDG marquage direct par liaison covalente
Un cyclotron désigne un accélérateur circulaire de particules chargées. Il permet entre autres de
produire du fluor-18 radioactif, qui peut ensuite €tre incorporé par radiochimie dans une molécule,
par exemple le glucose. Le 2-désoxy-2-['*Flfluoro-D-glucose (‘*F-FDG) est un analogue du
glucose dont le groupement hydroxyle en position 2 est substitué par un atome de fluor-18, obtenu
grice a un cyclotron. Cette méthode de marquage est dite directe car le radionucléide est

directement fixé au vecteur (Figure 5).

OH OH

HO HO
HO HO
OH  on Fl on

Glucose 2-deoxy-2-['8F]-D-glucose

Figure 5 : Le 2-désoxy-2-["*F]fluoro-D-glucose ("*F-FDG), analogue du glucose

La premiere synthése de "*F-FDG a été réalisée par Ido et al en 1977 (Ido et al., 1977) selon une
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méthode de fluoration électrophile se référant a 1'addition d'atomes de fluor. Cette synthese offrait
un rendement radiochimique limité (17 % corrigé de la décroissance). Ce rendement a été optimisé
et le "F-FDG a ainsi été utilisé pour la 1ere fois in vivo pour mesurer le métabolisme glucidique du
myocarde chez I’animal en 1977 (Gallagher et al., 1977), puis pour la premiere fois chez des
patients pour mesurer le métabolisme cérébral par I’équipe de Michael Phelps (Phelps et al., 1979,
Reivich er al., 1977), également développeur de la technique de tomographie basée sur ’utilisation
des positons (Phelps et al., 1975). Ensuite, les méthodes de synthese ont été constamment
optimisées jusqu’a la mise au point de la synthese nucléophile par Hamacher et al. (Hamacher et al.,

1986) en 1986 qui reste aujourd’hui la synthese de référence.

I1.2. Les propriétés biologiques du "*F-FDG
Son comportement in vivo est similaire a celui du glucose dont il est un analogue biologique. Il est
transporté vers les tissus cibles par le plasma, incorporé dans les cellules grace au transporteur
transmembranaire du glucose GLUT et phosphorylé par une hexokinase en position 6. La plupart
des cellules expriment physiologiquement de fagon plus ou moins importante les transporteurs
GLUT. Les cellules dont le métabolisme glucidique est augmenté accumulent le BE_FDG-6-
phosphate (FDG-6-P), dont la métabolisation (conversion glucose/fructose) n’est pas possible a
cause de I’atome de fluor-18 a la place d’un groupement hydroxyle. Comme la déphosphorylation
par les phosphatases intracellulaires est un mécanisme lent, le FDG-6-P est retenu du fait de sa
charge électrique dans les cellules du tissu pendant quelques heures (mécanisme de piégeage), ce

qui permet la détection des tissus selon leur avidité pour le glucose.

Transporteurs (GLUT)

> o [

Accumulation
du FDG-6P o
dans la cellule FDG-6-P

o DG-6-P
PLASMA Milieu TISSUS
(Sang) Intersticie!

Métabolisme du FDG

Figure 6 : Métabolisme du "*F-FDG

(https://www.slideshare.net/fovak/positron-emission-tomography-and-assessment-of-cancer-
therapy)

L’imagerie TEP permet de visualiser cette accumulation qui peut étre pathologique ou simplement
physiologique. En effet, le glucose constitue le substrat énergétique essentiel du cerveau et, comme
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le "®F-FDG franchit la barriére hémato-encéphalique, le cerveau est visualisé de facon intense sur
les images TEP. Le systtme urinaire (reins et vessie) est également visualisé car le "“F-FDG,
contrairement au glucose dans les conditions physiologiques, n'est pas totalement réabsorbé au
niveau du tubule rénal. Les muscles peuvent étre visualisés en cas de contracture ou lorsqu'une
activité musculaire intense précede I'examen. Le myocarde peut aussi étre visible, selon semble-t-il
que le jeline a été plus ou moins bien respecté. Enfin, les glandes salivaires, le foie, I'estomac et le
cOlon peuvent fixer le BE_FDG de facon diffuse et modérée.

Chez I’'Homme, les examens au '°F-FDG représentent aujourd’hui environ 90% du diagnostic par
TEP et leurs applications sont trés variées. Le '*F-FDG a obtenu I’autorisation de mise sur le
marché (AMM) en France depuis 1998 dans différentes indications :

- en neurologie, il met en évidence les foyers épileptogenes car ceux-ci présentent un
hypométabolisme du glucose par rapport au reste du cerveau.

- en cardiologie, le "*F-FDG est indiqué dans I’évaluation de la viabilité myocardique en derniére
intention si les autres techniques d’imagerie ne sont pas concluantes.

- dans I'inflammation et certaines infections, le BEFDG permet de détecter la présence anormale
de leucocytes dans un organe ou un tissu. En effet, I'inflammation représente une réponse
immunitaire non spécifique impliquant les macrophages ou les neutrophiles, des cellules qui,
lorsqu’elles sont activées, utilisent de grandes quantités de glucose catabolisé par la voie des
pentoses phosphates. Ces indications sont donc extrémement variées : localisation d'un foyer
anormal pour guider le diagnostic étiologique en cas de fievre d'origine inconnue ou détection d’une
infection chronique suspectée de 1'os et/ou des structures adjacentes : ostéomyélite, spondylite,
discite, ostéite, méme en présence d'implants métalliques.

- en oncologie, il permet I’évaluation de la tumeur primitive et de ses métastases, la fixation par les
structures infectées ou inflammatoire étant alors source de résultats faux-positifs.

Notre travail a porté sur les indications en oncologie.

I1.3. Les applications en cancérologie

L’augmentation du nombre de transporteurs au niveau de la membrane cellulaire implique une
augmentation du métabolisme du glucose. Cette forte activité de la glycolyse dans les cellules
cancéreuses a été décrite par Warburg en 1927 (Warburg et al., 1927). Cette adaptation
métabolique irréversible des cellules cancéreuses porte le nom d’effet Warburg.

L’imagerie moléculaire peut détecter ces modifications fonctionnelles qui précedent les
changements morphologiques, en particulier dans le cancer. Le parametre de TEP le plus utilisé
pour mesurer l'accumulation du traceur dans une tumeur est la valeur maximale de fixation

normalisée (SUVmax). Elle se définit comme le rapport de la fixation d'un traceur dans le tissu
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d'intérét (en kBg/mL) par I’activité injectée au patient (en kBq) rapportée a la masse corporelle du
patient (en g), le SUVmax a pour unité g/mL.

Le "*F-FDG est un radiopharmaceutique de choix pour les études TEP en oncologie.

- 1l permet de caractériser une masse tumorale suspecte. Le '*F-FDG est alors réalisé en deuxiéme
intention lorsque la biopsie n’est pas possible ou lorsque les techniques d’imagerie classiques n’ont
pu apporter une information claire.

- Il sert a stadifier la maladie, c'est-a-dire a dresser le bilan d’extension du cancer, et aide a la
décision de traitement.

- Il permet une surveillance de 1I’évolution de la maladie sous traitement. En effet, I’activité
métabolique dans les cellules tumorales diminue si le traitement est efficace. Ainsi I’intensité de
fixation du '*F-FDG possede une valeur pronostique sur la réponse au traitement.

- Il est utilisé pour évaluer I’efficacité d’un traitement curatif chirurgical ou par radiothérapie et
déterminer la présence ou 1’absence d’une maladie résiduelle.

- Enfin il permet un suivi a long terme des patients a risque apres rémission de la maladie (cancers
agressifs ou pour lesquels le taux de rechute est élevé) ou présentant une image douteuse en
imagerie conventionnelle ou une augmentation de la concentration sérique d’un traceur biologique.
Bien qu’il donne des résultats satisfaisants dans de nombreux cancers, il présente différentes
limitations liées a son manque de spécificité, a 1’origine de résultats faux positifs. IIs sont dus a une
suractivit¢ métabolique de I’utilisation du glucose dans différents cas physiopathologiques non
malins comme I’inflammation, certaines infections ou certaines tumeurs bénignes mais a
métabolisme €levé. Parmi les cancers que nous avons étudiés expérimentalement, cette limitation
est documentée dans le cas du cancer du pancréas dont le diagnostic est difficile, en particulier du
fait de la fréquence de la pathologie inflammatoire non maligne. Inversement, certains cancers ne
peuvent pas étre détectés de facon sensible, comme les tumeurs cérébrales ou le cancer de la
prostate. En effet, les cellules du systeéme nerveux consomment naturellement beaucoup de glucose
et la consommation des cellules tumorales est peu différente de celle des cellules normales, sauf en
cas de tumeurs agressives. De plus, son usage est limité pour des cancers dont I’activité
métabolique est faible comme les tumeurs neuroendocrines différenciées, les formes différenciées
du carcinome hépatocellulaire ou du cancer de la prostate et de certains cancers

bronchopulmonaires ou cancers du sein.

III. ®F-FDG et cancer du sein

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez les femmes dans le monde. Le cancer du sein
positif pour le récepteur des cestrogenes (ER) est le plus fréquent. L'hormonothérapie, premiere

thérapeutique ciblée, a considérablement amélioré les résultats cliniques de ces cancers, mais
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environ 20% - 30% des patientes finissent par présenter une récidive due a I’acquisition d‘une
résistance au traitement. L’identification de biomarqueurs complémentaires pour prédire
I’hormono-sensibilité des 1ésions métastatiques d’un cancer initialement est alors une problématique

clinique d’actualité a laquelle I’imagerie TEP/TDM essaye de répondre.

II1.1. Le cancer du sein

a. Définitions
Le sein est constitué de différents tissus : épithélial, conjonctif, immunitaire, vasculaire qui peuvent

tous donner des cancers. On peut donc observer des cancers d’origine épithéliale, mésenchymateuse

ou encore lymphomateuse.
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Figure 7 : Les carcinomes canalaires et lobulaires (http://www.e-cancer.fr)

Les plus fréquents sont de loin les carcinomes €pithéliaux, qui peuvent étre de deux types : les
carcinomes canalaires et les carcinomes lobulaires. A un stade précoce, ils peuvent €tre localisés
«in situ » (25% des cas), c¢’est-a-dire que la prolifération épithéliale maligne a lieu dans la lumicre
du canal galactophorique : il s’agit alors d’un carcinome intracanalaire ou dans I’acinus situé dans
les lobules, cas du carcinome intralobulaire (Figure 7). La membrane basale est toujours respectée,
il n’y a pas d’infiltration. A un stade plus avancé, ils sont dits « infiltrants ou invasifs » (75% des

cas), envahissant le tissu mammaire, évoluant localement puis métastasant en premier dans les
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ganglions axillaires (ganglions lymphatiques situés au niveau de l'aisselle). Le carcinome canalaire
infiltrant (CCI) est le plus fréquent des cancers du sein et représente 75% des tumeurs mammaires

invasives.
b. Contexte

Les carcinomes canalaires infiltrant sont d’agressivité treés variable. Leur activité mitotique révélée
par la détection immunohistochimique de I’antigeéne Ki67 peut étre minime ou aller jusqu’a un taux

de positivité de 80%.

Basé sur I'expression des récepteurs des cestrogene et de la progestérone (ER/PR) et sur le statut du
récepteur du facteur de croissance épidermique humain (HER?2), ils sont classés principalement
dans les sous-groupes suivants (Figure 8) : luminal A (ER+/ PR+ / HER2 négatif) / luminal B
(ER+/PR+/HER2+), HER2 positif (ER-/ PR-/ HER2 +), de type basal ou triple négatif (ER- / PR-/
HER2-) (Dai et al., 2015).

Worse Better
Prognosis Prognosis

Intrinsic subtypes

ER-PR-HER2- ER-PR-HER2+ [ER+|PR+]JHER2+ [ER+|PR+]HER2
Molecular subtypes i

Figure 8 : Classement des carcinomes canalaires en fonction des sous-types moléculaires, d’apres
(Dai et al., 2015)

Les cancers du sous-type HER2 + peuvent étre traités par des anticorps monoclonaux anti-HER2
ciblant la voie de signalisation HER2-dépendante. Les cancers triples négatifs présentent le sous-
type avec le pronostic le plus défavorable puisqu'ils manquent d'options thérapeutiques ciblées
(Figure 8).

Environ 70% des cancers du sein expriment ER et / ou PR (Lumachi et al., 2013). La présence des
ER est considérée comme un bon marqueur pronostique et est couramment utilisée pour identifier
les cancers qui peuvent répondre a la thérapie endocrinienne ou hormonothérapie ciblant les voies
de signalisation des ER. Le sous-type luminal A a un meilleur pronostic et est plus sensible a la

thérapie endocrinienne que le sous-type luminal B (Hart et al., 2015).
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Le tamoxiféne a été pendant pres de 30 ans la référence du traitement par hormonothérapie mais ses
effets secondaires ont favorisé I’arrivée de nouveaux médicaments de plus en plus actifs (inhibiteurs
de I’aromatase, fulvestrant) élargissant les possibilités thérapeutiques (Chun-Yu Liu et al., 2017).
Cependant, pour des raisons qui ne sont pas claires, plus de 30% des tumeurs ER + sont
intrinsequement résistantes aux anti-hormones (résistance de novo) des le diagnostic du cancer. De
plus, environ 40% des cancers du sein qui répondent initialement aux thérapies hormonales
acquierent ensuite une résistance (Abdel-Hafiz, 2017).

De plus, parce que les localisations métastatiques sont habituellement nombreuses et peu
accessibles aux biopsies (Amir et al., 2012), le statut ostrogénique des 1ésions métastatiques est
habituellement considéré par le clinicien comme identique a celui de la 1ésion mammaire primitive.
Cependant, en réalité, environ 40% des lésions métastatiques présentent un statut hormonal
différent de celui de la tumeur primitive (Chung et al., 2007).

Ainsi I’identification de biomarqueurs complémentaires pour prédire 1’hormono-sensibilité

tumorale est une problématique clinique d’actualité.

I11.2. Intéréts et limites de la TEP/TDM au '*F-FDG dans les carcinomes canalaires

a. Fixation mammaire physiologique du '"*F-FDG

Le tissu mammaire sain fixe le "*F-FDG de facon modérée et variable. La densité du tissu
mammaire est a l’origine de cette fixation significative. Le statut hormonal a également une
influence sur la fixation du '"*F-FDG dans le tissu mammaire. Ces hyperfixations physiologiques
restent cependant d’intensité tres modérée (SUVmax moyen égal a 1,4 pour le tissu mammaire
dense) (Vranjesevic et al., 2003). La lactation induit également une fixation intense et diffuse de la

glande mammaire (Hicks et al., 2001).

b. Diagnostic initial
La TEP/TDM au '®F-FDG n’est pas assez sensible (ni assez disponible en pratique) pour pouvoir
étre utilisée pour le dépistage du cancer du sein. Du fait de sa résolution spatiale limitée (environ
Smm), elle détecte moins de 50% des tumeurs mammaires malignes <lcm (Kumar et al., 2006). De
plus, elle donne des résultats faussement négatifs dans le cas des carcinomes de phénotype
luminaux >1cm, bien différenciés avec une expression de Ki-67 faible (Humbert et al., 2014). Le
bilan standard d’imagerie repose sur la mammographie, éventuellement complétée par une

échographie.

C. Stadification

En raison de sa résolution spatiale limitée, la TEP au BE_FDG ne met pas en évidence les micro-
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métastases et les métastases ganglionnaires de petite taille. Pour les tumeurs mammaires de petite
taille (<2cm), présentant une faible probabilité d’envahissement ganglionnaire, la TEP au '"*F-FDG
n’est donc pas indiquée. On lui préfere la technique du ganglion sentinelle (Senkus et al., 2013).

La TEP au "®F-FDG peut étre indiquée quand 1’imagerie conventionnelle est peu concluante pour
les patientes ayant une tumeur de taille supérieure ou égale a 5 cm ou une atteinte ganglionnaire
clinique, des symptomes ou des dosages faisant suspecter une maladie métastatique ou des signes

d’agressivité clinique ou biologique (Y. Liu, 2014).

d. Détection de récidive tumorale

Une récidive du cancer du sein est généralement suspectée en cas de symptomes cliniques, de ré-
ascension des biomarqueurs biologiques sanguins (CA15.3 et ACE) ou d’apparition d’une image
anormale lors d’un examen d’imagerie de surveillance systématique. Dans cette indication, la
TEP/TDM au '*F-FDG est un examen particulierement performant pour localiser le (ou les) site(s)

de récidive (Piva et al., 2017) et restadifier le cancer.

€. Pronostic

Plusieurs études ont étudié 1'influence du type histologique et des facteurs histo-biologiques (grade
histo-pronostique, expression des récepteurs hormonaux....) sur l'intensité de fixation du "*F-FDG

par la tumeur donnée par la valeur de SUVmax (Figure 9) (Cochet et al., 2014).
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Figure 9 : Variation du SUV pré-thérapeutique d’un phénotype tumoral a ’autre (Cochet et al.,
2014).

Il existe donc une corrélation entre I’indice de prolifération tumorale (expression du Ki67 en

immunohistochimie) et I’intensité de captation du BE-FDG (De Cicco et al., 2013, Tto et al., 2015),
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ainsi dans le cas des carcinomes luminaux, Ito et al. ont démontré que la TEP/TDM au BE_FDG
permettait distinguer les tumeurs luminales A des luminales B suivant leur captation tumorale

quantifiée en SUVmax et donc leur indice de prolifération (De Cicco et al., 2013, Ito et al., 2015).

f. Suivi thérapeutique

A T’heure actuelle, aucun marqueur biologique ou radiologique ne permet de prédire de manicre
précoce et fiable la réponse histologique complete d’une tumeur 2 un traitement. La TEP au '°F-
FDG permet une mesure in vivo du métabolisme glucidique tumoral, ainsi qu’un suivi évolutif de ce
métabolisme en cours de chimiothérapie. L’intérét est que les modifications du métabolisme
glucidique tumoral, induites par la thérapie, précedent la réduction de la taille tumorale observée en
imagerie morphologique. La TEP/TDM au '®F-FDG peut prédire l'efficacité de la chimiothérapie
et/ou de 'hormonothérapie, tous sous-types confondus. Elle peut étre utile en phase néo-adjuvante
et au stade métastatique. Elle est en train de devenir un examen de référence de 1’évaluation de
I’efficacité des thérapeutiques, notamment dans le cadre d’essais cliniques évaluant de nouvelles

thérapies ciblées (N. U. Lin et al., 2015).

Néanmoins, elle est plus limitée dans le suivi des cancers de type luminaux ER+ caractérisés par
une activité métabolique plus faible et donc démontrant des valeurs de SUVmax les plus faibles
(Avril et al., 2016), elle a permis de prédire une meilleure survie a 5 ans avant traitement (Humbert
et al., 2014) ou apres traitement lorsqu’une faible diminution du SUV a pu étre constatée (Groheux
etal., 2015).

Mais la fixation du "*F-FDG peut aussi étre impactée par 1’hormonothérapie : ainsi Mortimer et al.
ont décrit, chez les patientes répondeuses, une augmentation de la fixation du BE_FDG 7 a 10 jours
apres l'introduction du traitement au tamoxiféne (Mortimer er al., 2001). Cette réaction (dite
d’embrasement ou flare up) peut s’expliquer par une augmentation initiale de la croissance
cellulaire provoquée par un effet agoniste de la thérapie. Dans ce contexte, la TEP au BE.FDG
prédit précocement la réponse du cancer a la thérapie endocrinienne (Mortimer et al., 2001). En
revanche, dans le cas d’une thérapie antiaromatase, qui abaisse la concentration sérique d'cestradiol
et réduit ainsi 1'effet agoniste sur la tumeur, on observe chez les patientes répondeuses une baisse
précoce de la fixation de E_FDG dans les tumeurs apres l'induction de 1'anti-aromatase (Kurland et

al., 2012).

Au-dela du "®F-FDG, de nouveaux radiotraceurs sont en cours de développement. C’est le cas du
160-18F-fluoro-17p-oestradiol ("*F-FES) qui aide a quantifier in-vivo le niveau d’expression de
récepteurs des cestrogenes qui sont fonctionnels, Iésion métastatique par 1ésion métastatique pour
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une patiente donnée. Sa sensibilité et sa spécificité pour détecter les 1ésions ER positives sont
respectivement de 84 et 98% (van Kruchten et al., 2013). Plusieurs études ont étudié ou sont en
cours pour confirmer la valeur prédictive de la TEP a la BFES pour prédire la réponse a

I’hormonothérapie des cancers du sein métastatiques.

Néanmoins il existe toujours un besoin de mieux caractériser les 1ésions ER+ avec de nouveaux
traceurs d’imagerie TEP et un besoin de mieux suivre I’efficacité d’un traitement avec un traceur
indépendant du '®F-FDG qui peut varier en fonction du traitement et indépendant de la cible du

traitement.

IV. BF-FDG, pancréatite et adénocarcinome pancréatique

L'adénocarcinome canalaire pancréatique ou exocrine (PDAC de I’anglais pancreatic ductal
adenocarcinoma) est une maladie dévastatrice. Elle représente le troisieme cancer digestif en termes
d’incidence, apres le cancer du c6lon et de I’estomac (Pannal, 1997) et le 4% cancer en terme de
mortalité aux Etats Unis (Parsons et al., 2008) et dans les pays occidentaux. Le diagnostic et le
traitement du PDAC restent difficiles.

Aujourd’hui aucun test de dépistage n’est efficace pour détecter les PDAC. L’antigene sérique CA
19-9, un antigene glucidique associé a la mucine, est détecté a une concentration élevée chez
environ 75% des patients atteints d'adénocarcinome pancréatique et chez environ 10% des patients
atteints d'un trouble bénin, ce qui le rend ni sensible ni spécifique pour la détection précoce d'un
PDAC. La TDM multi-détecteur, I'échographie endoscopique, la cholangiopancréatographie
rétrograde endoscopique, la TEP/TDM au "*F-FDG, I'IRM et la cholangiopancréatographie par IRM
sont les modalités d'imagerie reconnues, disponibles pour le diagnostic et la stadification du PDAC.
Malheureusement les méthodes d'imagerie non invasives ont une efficacité limitée pour la détection

de l'invasion locale et des petites métastases (Parsons et al., 2008).
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IV.1. Le pancréas

a Gall bladder

Common bile duct

Pyloric sphinctor

Figure 10 : Le pancréas a. Anatomie du pancréas. b. Le pancréas exocrine. c. Un seul acinus. d.
Un ilot pancréatique intégré dans un tissu exocrine (Bardeesy et al., 2002).

Le pancréas est composé d'unités fonctionnelles distinctes impliquées dans deux processus
physiologiques majeurs : la digestion et le métabolisme du glucose. Le pancréas exocrine est
constitué de cellules acineuses et ductiles. Les cellules acineuses produisent des enzymes digestives
et constituent I'essentiel du tissu pancréatique. Elles sont organisées en grappes de raisin. Les
canaux, qui ajoutent du mucus et du bicarbonate au mélange enzymatique, forment un réseau
aboutissant a des canaux pancréatiques principaux qui se vident dans le duodénum de leur suc
pancréatique pour faciliter 1'assimilation des nutriments. Le pancréas endocrine est constitué d’ilots
de Langherans, intégrés dans le tissu acineux, il sécrete des hormones dans le sang. Il est composé
de quatre types de cellules spécialisées : les cellules a et B régulent 1'utilisation du glucose par la
production de glucagon et d'insuline, respectivement. Le polypeptide pancréatique et la
somatostatine produits dans les cellules PP et 6 modulent les propriétés sécrétoires des autres types

de cellules pancréatiques (Figure 10) (Bardeesy et al., 2002).

Iv.2. La pancréatite
On distingue deux types de pancréatite :
- la pancréatite aigué est une inflammation soudaine du pancréas qui se traduit par des douleurs

abdominales intenses. Elle est provoquée par des calculs biliaires ou par une consommation
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abusive d'alcool dans 80% des cas mais peut étre, de maniere assez rare, un des symptomes
précoces du cancer du pancréas, entrainant un retardement dans son diagnostic (Shaojun Li et
al., 2017).

- la pancréatite chronique survient le plus souvent apres une période de pancréatite aigu€ mais
peut étre liée a une inflammation pancréatique. Dans preés d’un cas sur deux une pancréatite
chronique est provoquée par la consommation prolongée et massive d'alcool. La présence de
calculs biliaires, une pathologie héréditaire, une fibrose kystique, un taux de triglycérides élevé
ainsi que certains médicaments peuvent également étre des causes d’une pancréatite chronique.
Le tabagisme est évoqué comme facteur de risque d'une pancréatite chronique. Il existe aussi
deux formes de pancréatite chronique auto-immune: la pancréatite auto-immune de type I liée a
une inflammation systémique auto-immune a IgG4. La pancréatite auto-immune de type II,
moins fréquente, de découverte plus récente, qui est une maladie auto-immune associée dans 20
a 30 % des cas a une maladie inflammatoire chronique de I’intestin.

Ces formes pseudotumorales d’inflammation pancréatique peuvent simuler un cancer et

représentent 5 a 10 % des interventions chirurgicales pour suspicion de cancer sous-jacent.

Elles peuvent également évoluer vers des 1ésions précancéreuses de type (PanIN) et aboutir a un

cancer du pancréas (Lennon et al., 2014).

IV.3. Le cancer du pancréas
Le PDAC est une tumeur maligne de 1'épithélium du tissu de la glande pancréatique qui commence
par une néoplasie intraépithéliale pancréatique (PanIN) de bas grade puis de haut grade, pour

aboutir a un carcinome invasif (Figure 11) ; il représente environ 95% des cancers du pancréas.

_— },_

—

{— Normal —{}-PanIN-1A {}— PanIN-IB —{}— PanIN-2 —{}——_ PanIN-3 —

Figure 11 : Progression de 1’épithélium sain au PanlIN puis au carcinome

La progression d'un épithélium histologiquement normal a une néoplasie intraépithéliale pancréatique
(PanIN) de bas grade (les PanINs sont des lésions microscopiques dans les canaux pancréatiques plus petits
(<5 mm)), au PanIN de haut grade, au carcinome invasif (de gauche a droite sur la figure). (Hruban ef al.,
2000)
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Il produit grossierement une masse solide et fortement sclérotique. C’est une maladie agressive
caractérisée par son caractere invasif, sa progression rapide et sa résistance au traitement.

Le cancer du pancréas est principalement une maladie des personnes agées. En outre, les hommes
sont plus concernés que les femmes. L'adge et le sexe sont donc des facteurs de risque. Parmi les
autres facteurs de risque établis, citons les régimes riches en viande et en matieres grasses, les
faibles concentrations sériques de folate, 1'0bésité, le diabete et la pancréatite chronique. Ce cancer
est tres difficile a détecter et n’a souvent aucun symptome précoce. En outre, les symptomes
ultérieurs sont non spécifiques et variés, comme des douleurs dans I'abdomen, une perte d'appétit et
donc une perte de poids, une jaunisse indolore, un diabéte sucré, une glycémie élevée, ou une
dépression clinique. Le pronostic du cancer du pancréas est médiocre. Le taux de survie a 5 ans de
tous les patients est inférieur a 5% et le temps médian de survie apres le diagnostic est de 6 mois
(Khosravi Shabhi et al., 2005).

Chez les patients atteints de PDAC, il est essentiel de déterminer la résécabilité de la tumeur
primitive (résecable, limite ou non résecable) avant de proposer la chirurgie comme seul traitement
curatif. La résécabilité est déterminée en fonction de la présence ou l'absence de métastases (par
exemple, péritonéale ou hépatique) et du degré d'atteinte de la veine et/ou l'artere mésentérique
supérieure, de 1'axe cceliaque, de 1'artere hépatique et I'artere gastroduodénale (Callery et al., 2009).
Les taux de complications chirurgicales restant élevés, il est nécessaire de bien sélectionner les
patients éligibles a la chirurgie.

Chez les patients présentant un adénocarcinome localement avancé, un traitement palliatif est

proposé par chimiothérapie ou par chimioradiothérapie (Huguet et al., 2009).

IV.4. Intéréts et limites de la TEP/TDM au *F-FDG dans les PDAC

a. Diagnostic initial

La TEP/TDM au "*F-FDG est un outil d’imagerie sensible pour la détection de 1'adénocarcinome
pancréatique avec une sensibilité (Se) rapportée de 85% -97% mais une spécificité (Sp)
relativement faible et qui varie considérablement selon les différentes études de 61% -94%. Elle est
indiquée en complément des autres techniques d’imagerie, comme outil d’aide a la biopsie chez les
patients déja suspectés, pour stadifier la maladie ou pour le suivi thérapeutique (Xiao-Yi Wang et
al., 2014).

Les raisons de cette faible spécificité peuvent s’expliquer par la fixation du '"*F-FDG par les masses
pancréatiques focales (FMP) inflammatoires.

Le diagnostic différentiel entre pancréatite focale et PDAC a toujours été un défi. L'inflammation
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chronique entraine a long terme la fibrose du parenchyme pancréatique qui fait apparaitre la 1ésion
comme une masse de faible densité en TDM (van Kouwen et al., 2005).

La TEP/TDM au "®F-FDG aurait pu étre la solution a ce probleme. En effet, Reske et al [37] ont
rapporté que la surexpression du transporteur de glucose 1 (GLUTI) était générale dans le PDAC,
mais pas dans la pancréatite chronique, suggérant ainsi la possibilité de différencier le PDAC de la
pancréatite focale. Des résultats allant dans ce sens ont été publiés par Imdahl et al. (Imdahl et al.,
1999) en 1999 et par van Kouwen et al. (van Kouwen et al., 2005) en 2005 dans une étude
prospective.

Cependant, la valeur de la TEP/TDM au '*E-FDG pour le diagnostic différentiel entre PDAC et
pancréatite chronique est toujours controversée, un consensus n'ayant pas été déterminé pour savoir
si ou quand utiliser la TEP/TDM au BE_FDG.

La fixation du "*F-FDG provoquée par une activité glycolytique accrue a été observée dans les
cellules inflammatoires telles que les leucocytes neutrophiles et les macrophages activés (Jones et
al., 1994, Kubota et al., 1992). En conséquence, le BE_FDG s'accumule dans diverses processus
inflammatoires, y compris la pancréatite aigué€ (Diederichs et al., 2000), pancréatite auto-immune
(Han et al., 2014, S. Santhosh et al., 2013a) et la formation de masse pancréatiques focales en

relation avec a une pancréatite chronique (Kato et al., 2013, S. Santhosh et al., 2013c).

b. Stadification et évaluation de la résécabilité

Une stadification pré-opératoire précise est cruciale pour prendre une décision de traitement
chirurgical et éviter une chirurgie lourde et inutile. En général, la résécabilité du cancer du pancréas
dépend :

- de l'invasion tumorale locale des principales structures vasculaires. Strobel et al. (Strobel et al.,
2008) ont rapporté que la TEP/TDM au '*F-FDG a permis de détecter 100% des infiltrations
artérielles.

- des métastases ganglionnaires a distance (stade N). Le PDAC envahit a un stade précoce les
ganglions lymphatiques ; dans une étude japonaise, 37% des tumeurs <2 cm de diametre étaient
déja métastatiques au niveau des ganglions lymphatiques lors de la stadification initiale (Egawa et
al., 2004). Si la TEP/TDM au BE_FDG a obtenu de bons résultats dans la stadification N d’autres
tumeurs malignes comme le cancer du poumon non a petites cellules, son utilisation dans le PDAC
est limitée (Imai et al., 2010) probablement a cause de la petite taille de ces 1ésions, fréquemment
de moins de 5 mm diametre.

- La TEP/TDM au "®F-FDG est par contre trés efficace pour détecter les métastases pulmonaires et

osseuses mais 1’est beaucoup moins pour détecter les métastases hépatiques, probablement a cause
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des effets de volume partiel et/ou du bruit de fond métabolique du foie sain (Xiao-Yi Wang et al.,
2014).

De maniere générale, la plupart des études s’accordent sur le fait que la TEP/TDM au BE_FDG
fournit des informations supplémentaires par rapport a I’imagerie conventionnelle et peut entrainer
une modification dans la décision de résécabilité et la prise en charge des patients (Barber et al.,

2011).

c. Détection de récidive cancéreuse et suivi thérapeutique

La détection précoce de la récidive tumorale et le suivi post opératoire sont cruciaux pour prescrire
un traitement individualisé optimal (Kleeff ef al., 2007). L’élévation de la concentration sérique de
CA19-9 s'est avérée étre un indicateur sensible lors d’une récidive mais ne fournit pas d'information
concernant I'emplacement de la récidive. Par contre son utilisation pour indiquer une TDM multi-
détecteur et/ou une TEP au '®F-FDG semble &tre la meilleure approche pour la détection de récidive
du PDAC (Hamidian Jahromi et al., 2013).

La TEP/TDM au '®F-FDG a été utilisée avec succes pour surveiller les ‘réponses métaboliques
tumorales pendant la chimiothérapie et / ou la radiothérapie d’un cancer du pancréas non résécable

(Choi et al., 2010).

d. Indice de pronostic

L'indice de prolifération Ki-67 est un facteur important qui définit le potentiel malin d’une lésion.
Dans le cas du cancer du pancréas, il a prouvé son efficacité pour différencier PDAC et pancréatite.
Cependant, aucune corrélation significative n'a été trouvée dans une étude entre 1'immunoréactivité
de Ki-67 et la fixation de '*F-FDG (P = 0,65) (Buck ez al., 2001).

La corrélation entre la réponse métabolique de la tumeur évaluée en TEP/TDM au '*F-FDG et son
pronostic est encore controversée. Certaines études démontrent tout de méme qu’un SUVmax élevé

en pré-opératoire est associé a une faible survie sans progression (Chikamoto et al., 2017,

Yamamoto et al., 2015).

En conclusion, la TEP/TDM au '*F-FDG est une modalité utile pour la détection du PDAC. Ses
résultats faux-positifs dans le cas des masses pancréatiques indéterminées réduisent sa spécificité.
Son utilisation dans la stadification tumorale est limitée par une sensibilité relativement faible dans
la détection des ganglions lymphatiques métastatiques. Cependant, la plupart du temps, les
informations supplémentaires obtenues sur la présence de métastases a distance sont cruciales pour
la prise en charge des patients. La TEP/TDM au '®F-FDG permet un bon suivi de la réponse
métabolique, dans I’évaluation de différents types de traitements. C'est aussi un outil précieux pour
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détecter les récidives suspectées. Bien que de nombreux efforts aient été faits pour améliorer
l'efficacité diagnostique de la TEP/TDM au "*F-FDG dans les PDAC, les résultats ne sont pas
optimaux en particulier pour la caractérisation de masses douteuses et la stadification ganglionnaire
initiale.

La découverte de radiotraceurs plus spécifiques du PDAC que le '*F-FDG pourrait permettre de

pallier les limites de cette technique.

V. Les radiotraceurs peptidiques

Le marquage d’une molécule d’intérét par un radionucléide peut €tre envisagé suivant deux
approches. La méthode directe permet de le fixer directement au vecteur comme c’est le cas pour le
BE.FDG vu précédemment au chapitre IL1. La méthode indirecte utilise un chélate bifonctionnel
capable de lier le radionucléide a une extrémité et la molécule biologiquement active a I’autre. Cette
stratégie dite de coordination est principalement utilisée pour le marquage des macromolécules
(peptides, protéines, oligonucléotides, anticorps) et permet de cibler des processus biologiques
spécifiques, comme la surexpression de certains récepteurs en surface des cellules tumorales.

Ces radiotraceurs spécifiques sont constitués en général de quatre parties (Figure 12) :

- un radionucléide cation métallique, tels que '''In3+ émetteur y pour la TEMP, **Cu2+ et ®*Ga3+
émetteurs P+ pour la TEP ou éventuellement **Y ou '""Lu émetteurs B- pour la radiothérapie interne
ciblée. Ses propriétés physiques (période, nature et énergie des rayonnements émis...) doivent €tre
adaptées aux besoins (applications diagnostiques ou thérapeutiques) et sa période physique doit étre
compatible avec la pharmacocinétique du traceur et la durée du phénomene biologique observé, tout
en minimisant la radioexposition du patient en imagerie diagnostique.

- un agent chélatant bifonctionnel qui est une molécule possédant a la fois un groupement
fonctionnel permettant une liaison covalente stable avec une biomolécule et un site de coordination
disponible pour un radionucléide métallique.

-une biomolécule d’intérét ou ligand permettant le ciblage spécifique d’un récepteur ou d’une
structure surexprimé dans un tissu pathologique nommé cible, ce ligand doit présenter une haute
affinité et une haute spécificité pour sa cible.

- un groupement chimique espaceur dit « linker ou spacer ». Celui-ci permet d’éloigner le
chélate et le radionucléide du ligand afin d’éviter un encombrement stérique empéchant la liaison
du radiotraceur a sa cible biologique (J. C. Reubi, 2003). 1l peut également moduler la cinétique
d’excrétion du radiotraceur pour optimiser le rapport entre 1’activité de la tumeur et celle du bruit
de fond, en minimisant sa captation par des organes non cibles tels que ceux responsables de son
élimination. Les peptides radiomarqués étant éliminés principalement par la voie rénale

(hydrophilie de la molécule) ou par la voie hépatobiliaire (caractere lipophile de la molécule), la
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voie d’excrétion des peptides peut étre modifiée par I'introduction d’acides aminés a caractere
hydrophile (comme un acide poly aspartique) pour favoriser la clairance rénale ou I’ajout d’un
groupement polyéthylene glycol (PEG) pour diminuer la captation hépatique (ralentir I’extraction

par les hépatocytes). Il a été rapporté que ces groupements « linkers » ont un impact significatif sur

la biodistribution d’un radiotraceur ou son affinité pour sa cible (Amouroux et al., 2015).

la distribution du radiotraceur dans I’organisme.

Chacune de ces constituants peut avoir un impact sur la charge, la solubilité et la taille de la
molécule entiere ainsi que sur sa liaison aux protéines plasmatiques et donc modifier la clairance et
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Figure 12 : Illustration d’un radiotraceur, basé sur un chélate bifonctionnel conjugué a une
biomolécule vectrice d’intérét (biovector), d’apres https://research-
groups.usask.ca/price/research.php
Dans ce contexte, le marquage par coordination de peptides pour I’'imagerie des cancers s’est
considérablement développé au cours de ces dernieres années.

immunitaires.

L’utilisation de peptides comme ligands présente plusieurs avantages. Il s’agit de molécules de
De plus, ayant des structures similaires a celle des peptides endogenes, ils présentent une faible

petite taille et de faible poids moléculaire, ce qui leur confere une excellente perméabilité vasculaire

modifier.

immunogénicité, ce qui limite les risques de toxicité, d’effets secondaires et de réactions
Par ailleurs, la clairance sanguine et tissulaire des peptides est rapide, ce qui permet d’atteindre

d’excellents rapports de captation tumeur/tissu non-cible. Les peptides sont faciles a synthétiser et a
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La difficulté réside dans la dégradation rapide in vivo des ligands peptidiques de récepteurs. Il faut
donc modifier la séquence du ligand naturel pour rendre le peptide résistant a la dégradation
enzymatique, tout en conservant une structure suffisamment proche du ligand naturel pour
conserver une bonne affinité pour leurs récepteurs.

Le radiotraceur peptidique idéal doit donc étre facile et rapide a marquer, €tre stable et résistant a la
dégradation in vivo, étre spécifique pour éviter des résultats faussement positifs et avoir une bonne
sélectivité tumorale, c'est-a-dire un rapport de la radioactivité entre tumeur et tissus sain élevé, avoir
une trés bonne affinité pour sa cible ainsi qu’une faible toxicité avant et aprés le marquage
radioactif. Dans cette partie, nous exposerons principalement I'intérét des agents d’imagerie
peptidiques marqués par une chimie de coordination au gallium-68 et nous détaillerons

principalement leurs intéréts et leurs avantages pour le diagnostic du cancer.

VI. Les radiotraceurs peptidiques marqués au gallium-68

VIL1. Propriétés chimiques et nucléaires du gallium-68
Le gallium-68 est un des radionucléides du gallium. II est actuellement obtenu en pratique médicale
grace a un le générateur qui a obtenu une AMM, a partir du germanium-68 qui se désintegre par
capture €lectronique en gallium-68 qui lui-méme se désintegre par émission de positons (a plus de
89%) en zinc-68, un élément stable (Figure 13). Sa période physique est compatible avec les
propriétés pharmacocinétiques des vecteurs avec lesquels il est associé : éléments de faible poids
moléculaire tels que des peptides ou des fragments d'anticorps. De plus, la chimie de coordination
du gallium sous forme de cation métallique trivalent ®*Ga’" est simple et relativement bien connue,

facilitant le radiomarquage.

GSGe
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Figure 13 : Décroissance du gallium-68 et de son élément pere le germanium-68, adapté de
(Zimmerman et al., 2008)
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VI.2. Production du gallium-68

a. Systeme de générateur

Le générateur de *®*Ge/**Ga désigne un dispositif contenant le radionucléide parent le germanium-68,
de période physique longue (270 jours), qui se désintegre en son radionucléide de filiation, le
gallium-68, de période plus courte (68 min). La période physique de 1’élément pere permet une
utilisation prolongée du générateur, durant 12 mois a partir de la date de calibration, mais bien plus
longtemps dans les laboratoires de recherche préclinique qui peuvent se contenter d’une activité
éluée plus faible. Les deux radionucléides sont adsorbés sur une colonne échangeuse d’ion. Les
générateurs utilisés au cours de nos travaux étaient composés d’une matrice inorganique métallique
d’oxyde de titane TiO2 (IGG100 ®*Ga generator or Obninsk ®*Ga generator ; Eckert&Ziegler
Europe). Une élution par une solution d’acide chlorhydrique (HCl) 0,1 mol/L permet de recueillir le
gallium-68 et fournit un éluat composé de gallium-68 sous forme ionique en solution aqueuse : le
%Ga3+. En pratique, un tel générateur peut étre élué toutes les 3 heures et demie pour éluer presque

une activité de ®*Ga presque égale (90%) a celle du %Ge encore présent (Figure 14).
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Figure 14 : Régénération d’un générateur de **Ge/*Ga (Nanabala et al., 2016)

L’€luat des générateurs est utilisé comme une matiere premiere pour le radiomarquage au gallium-
68des médicaments radiopharmaceutiques. Depuis 2013, la commission européenne de la
pharmacopée lui a attribué une monographie appelée « solution de Gallium (®*Ga) (Chlorure de)

pour radiomarquage » qui définit sa qualité.
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b. Qualité du gallium-68

La premiere difficulté du marquage au gallium-68 est la présence dans 1’éluat d’une concentration
élevée en ions H™ due a I’élution par une solution d’acide chlorhydrique. En effet, elle peut
entrainer la protonation des groupements fonctionnels de 1’agent chélatant, limitant sa liaison au
gallium-68. La seconde difficulté est I’existence d’impuretés métalliques qui entrent en compétition
avec le ®®Ga3+ pendant le radiomarquage, diminuant son rendement.

Deux objectifs sont ainsi fixés pour 1’obtention de la meilleure qualité de gallium-68 :

- Diminuer la concentration en ions H +

L’€élution est réalisée selon une méthode dite « de fractionnement », technique mécanique basée sur
une élution du générateur mL par mL. Décrite en 2005 (Breeman et al., 2005), cette méthode a été
entierement automatisée en 2007 (Decristoforo et al., 2007). Ce principe repose sur une distribution
gaussienne de la radioactivité dans le volume total d’élution (Figure 15). Les fractions centrales
contenant 1’activité volumique en gallium-68 la plus importante sont conservées, les autres
éliminées. Cette technique permet de réduire au maximum le volume global de I’éluat (1,5 au lieu

de 5SmL), augmentant ainsi I’activité volumique.

]!!11,..
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I

Figure 15 : Elution fractionnée, adaptée (Rosch, 2013)

- Présence de germanium-68 et d’impuretés métalliques

Les éluats des générateurs %Ge/®*Ga ne sont pas purs d’un point de vue chimique et
radionucléidique et leur composition se dégrade au fur et a mesure des élutions, notamment du fait
de l’irradiation permanente par 1’élément pere de la matrice ou il est fixé. Cette détérioration
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entraine le décrochage de germanium-68 et d’impuretés métalliques comme le fer ou le zinc. Ces
éléments métalliques entrent alors en compétition avec le %Ga3+ pendant le radiomarquage,
diminuant son rendement. Différentes stratégies de pré-purification de 1’éluat basées sur des
chromatographies anioniques ou cationiques ont permis d’améliorer sa qualité par I’augmentation
de son activité spécifique et la diminution de sa contamination en germanium-68 (Mueller et al.,
2012, Zhernosekov et al., 2007). Cependant, avec le générateur GMP (GalliaPharm® de la société
Eckert&Ziegler), possédant une AMM européenne depuis fin 2014, il est possible de procéder par
élution fractionnée. Pour éliminer le zinc-68 au maximum et garantir un éluat de qualité
reproductible, la meilleure méthode consiste a éluer le générateur lorsqu’il n’a pas été élué durant

plusieurs jours et éliminer cet éluat (pré-élution la veille ou le matin).

c. Réglementation des radiopharmaceutiques TEP

Les médicaments radiopharmaceutiques marqués au gallium-68 qui n’ont pas encore d’AMM sont
définis comme des médicaments expérimentaux radiopharmaceutiques stériles et des préparations
hospitalieres autorisées pour la conduite d’essais cliniques. Leur fabrication est sous la
responsabilité du radiopharmacien apres autorisation de I’essai par I’ANSM et ’accord du Comité
de Protection des Personnes.

Le ler traceur marqué au gallium-68 vient d’obtenir une AMM en France le 5 avril 2017. 1l s’agit
du ®Ga-édotréotide (ou *Ga-DOTATOC) du laboratoire [ASON GmbH, IASOTOC® a obtenu
I’AMM pour le diagnostic TEP des tumeurs neuroendocrines et des méningiomes et se fixe
spécifiquement aux récepteurs de la somatostatine. Plus récemment, une AMM a été octroyée au
niveau européen a I’édotréotide radiomarqué au lutétium-177 produit par le laboratoire Advanced

Accelerator Applications.

d. Automatisation des procédures de marquage

Les radiomarquages développés en recherche préclinique commencent souvent par une phase
d’optimisation manuelle des conditions (Nalin et al., 2014). Néanmoins afin d’améliorer la
radioprotection du personnel et de faciliter un transfert vers ’utilisation clinique de routine, des
modules de marquage automatiques ont été€ développés. Ils sont contrdlés par un logiciel qui permet
de piloter a distance une séquence d'opérations nécessaires au marquage. Ils permettent une plus
grande reproductibilité, notamment au niveau des étapes critiques du marquage comme 1’élution du
générateur ou les étapes de purification (Decristoforo et al., 2007).

Les modules possedent donc une partie mécanique (les pompes, les sondes, les tubulures, etc.) et
une partie gérant les produits chimiques (les gaz de poussée, les solvants, etc.). Dans ces modules,
tout le petit matériel est fixe et réutilisable, les tubulures sont accessibles et modifiables a souhait.
Université Paris-Saclay

Espace Technologique / Immeuble Discovery 42
Route de I'Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France



N

Les modules utilisés en recherche sont extrémement flexibles, la modification a volonté des
parametres de séquence pour I’optimiser un marquage est possible. Parmi ces modules, on trouve le
Modular-lab Pharm Tracer d’Eckert et Ziegler et le Synchrom R&D de Raytest, (Figure 16) qui a

été utilisé durant toute notre étude pour I’optimisation des marquages au gallium-68.

Figure 16 : Module Synchrom R&D de Raytest, disponible au LIMP

Les modules destinés a un marquage régulier pour la routine clinique correspondent a un cahier des
charges différent : tout le procédé de fabrication est fixé par avance, les parametres sont contrdlés
en permanence et les données de synthese sont tracées et stockées. Les consommables sont stériles
et jetables. Récemment, des modules a cassettes ont fait leur apparition sur le marché, ils s’utilisent
avec des cassettes a usage unique jetables contenant tout le matériel nécessaire (Velikyan et al.,

2017) (Figure 17).

C4-Ga68-PP
sample

Figure 17 : Cassette a usage unique (Eckert & Ziegler)

Université Paris-Saclay
Espace Technologique / Immeuble Discovery 43
Route de I'Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France



VIL.3. Les conditions de marquage

Compte tenu de la durée de vie courte du radionucléide (68 min), on cherche toujours a améliorer
les conditions de préparation de 1'agent radiomarqué, et en particulier a obtenir une complexation
tres rapide et simple.

Pour optimiser I’efficacité d’un radiomarquage, différents parametres peuvent étre ajustés :

a. La quantité de peptide

Un générateur utilisé en préclinique élue environ 100-300 MBq, équivalent approximativement a 1
a 3 pmol de %%Ga3+ dans 1,5 mL de solution. Des chélateurs hautement efficaces sont nécessaires
pour complexer de si faibles concentrations d'ions métalliques tout en utilisant de faibles
concentrations de conjugué chélateur-peptide. Par exemple, le ®*Ga3+ et le DOTA se fixant dans un
rapport 1 pour 1, la quantité de peptide utilisée et sa concentration dans la solution réactionnelle
influencent le rendement de marquage. Pour la chélation au DOTA, plusieurs auteurs proposent une
quantit¢ minimum de 14 nmol de peptides. Pour des quantités inférieures, le phénomene
d’adsorption des molécules sur le verre devient trop important (Asti et al., 2008, Zhernosekov et al.,

2007). Dans ce cas, les rendements de marquages sont de 75-95 %.

b. Les tampons réactionnels

Une autre des difficultés du marquage est que le gallium ne se fixe que sous forme ®*Ga’ et cette
forme n’existe qu’a des pH acides. Au-dela de pH 3, on commence a observer des formes
hydroxylées de gallium qui ne peuvent pas se fixer au niveau du chélatant. Le pH de la réaction de
complexation est donc un parametre crucial a controler. Il impacte le rendement de marquage et
I’activité spécifique du produit.

Le chélate DOTA par exemple permet un marquage optimal du gallium a un pH compris entre 3,5
et 4. A un pH supérieur, le ®*Ga’ a tendance a former des colloides oxo- et hydroxogallium
empéchant la réaction de marquage, tandis qu’a un pH plus faible, le rendement de marquage est
moindre (Meyer et al., 2004). Des tampons sont donc utilisés pour conserver un pH constant lors
d’un apport faible d’acide ou de base. L’acétate de sodium a été proposé pour sa parfaite innocuité

chez ’Homme. Mais les ions sodium peuvent entrer en compétition avec le Ga3+ pour former des

complexes avec le chélate DOTA, diminuant ainsi fortement le rendement de marquage.

c. Le chauffage

Un autre facteur limitant est le chauffage, indispensable pour catalyser la réaction de complexation
entre le chélate et le Ga3+ et augmenter le rendement de marquage. Pour éviter la dénaturation du
peptide, une température inférieure a 100°C est préconisée.

De maniere intéressante, Velikyan et al. ont comparé des marquages (utilisant 1 mL d’éluat de
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gallium-68 obtenu par fractionnement, 5 nmoles de peptide DOTATOC, a pH 4,6 avec de I’acétate
de sodium) réalisés soit avec leur systeme de chauffage par micro-ondes a 90 £5 °C en 1 min soit de
facon classique avec un bloc chauffant a 95°C. Ils ont obtenu des rendement de marquage du
peptide de plus de 98 % grace a leur systeme de chauffage par micro-ondes, et ont montré une
diminution du temps de marquage d’un facteur 10 (Velikyan et al., 2004). Néanmoins certains
peptides sont plus thermolabiles et dans ce cas, 1’utilisation de certains chélates bifonctionnels

permettant des marquages a température ambiante est préconisée (Tornesello et al., 2017).

d. Les chélates bifonctionnels

Un chélatant bifonctionnel idéal doit tout d’abord :

- &tre compatible avec la nature du radiométal choisi. Historiquement (dans les années
1980), le premier complexe **Ga-chélate cliniquement pertinent a été dérivé d'un ligand bien établi
pour la chimie de coordination des métaux trivalent, 'EDTA (acide éthyléne diamine tétra-
acétique). Le %Ga-EDTA a été obtenu en éluant la premiere génération de générateurs de
radionucléides ®*Ge / ®*Ga avec une solution aqueuse contenant de 'EDTA. L'éluat du générateur se
trouvait ainsi sour la forme du complexe **Ga-EDTA, directement injecté par voie intraveineuse. Le
but était de suivre la cinétique de perfusion sanguine dans divers organes, en particulier dans le
cerveau (Mosskin et al., 1986). Le DOTA, chélate utilisé ensuite pour la formation de complexes
avec le ®*Ga n'est apparu que plusieurs décennies plus tard en 2002 (Froidevaux et al., 2002).

- avoir une cinétique de complexation rapide, surtout pour les radionucléides a période
courte tel que le gallium-68. L’efficacité du radiomarquage est un critere utilisé pour décrire la
capacité d'un chélateur a réaliser un marquage avec un rendement élevé et une haute pureté
radiochimique (>90%).

- former des chélates avec le radionucléide qui soient stables in vivo, pour prévenir leur
dissociation entrainant une biodistribution non spécifique du radiotraceur. Plus le complexe est
stable cinétiquement, plus on évite la transmétallation ou transchélation. En effet, le gallium et le fer
(Fe) ont un comportement chimique similaire. La plupart des molécules chélatant le fer sont
susceptibles de fixer également le gallium entrainant la liaison in vivo d’une partie du ®®Ga 2 la
transferrine (Gunasekera et al., 1972). En imagerie, cette affinité du gallium pour la transferrine
explique la forte fixation de la radioactivité au niveau pulmonaire, hépatique et osseux. Sur la figure
18 on peut voir la différence de biodistribution d’un %Ga-chélate par rapport au %%Ga libre, donnant

des images TEP chez la souris completement différentes.
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Figure 18 : BGa-chélate (A) versus %Ga contre (B) chez la souris, image TEP/TDM réalisée 90
min apreés injection (Berry et al., 2011)

- enfin, afin de pouvoir étre vectoris€é sur une molécule biologique, le chélate idéal doit
pouvoir étre 1ié de facon covalente a un peptide d’intérét en utilisant une chimie de conjugaison
facile. Les principales cibles des fonctions de greffage sont les fonctions réactives des acides
aminés naturels disponibles. On cible donc majoritairement des amines primaires (NH;) en N-
terminal de la chaine polypeptidique ou des résidus lysine. La fonction thiol (SH) de la cystéine, le
groupement phénol de la tyrosine, la fonction acide (COOH) sont également des sites permettant un

couplage aisé (Figure 18) (Hermanson, 1996).

N-terminal ,q:/(n, o éE, \Q C-terminal

Lys Cys Tyr Glu Asp

Figure 19 : Principaux acides aminés utilisés pour la bioconjugaison du chélate, d’apres la these
de Mathieu Moreau « Marquage de molécules biologiques par des complexes de radiométaux a
base de polyamines macrocycliques »

Ainsi, une variété de chélateurs bifonctionnels ont été développés pour I’imagerie médicale ou la
thérapie (Spang et al., 2016). Ils sont essentiellement classés en deux grandes familles, 1'une
rassemble les chélatants acycliques polyaminopolycarboxyliques avec une structure en branche
comme I’EDTA ou le DTPA (acide diéthylenetriaminepentaacétique), 1’autre les chélatants de
Université Paris-Saclay

Espace Technologique / Immeuble Discovery 46
Route de I'Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France



structure macrocyclique comme le DOTA (acide 1,4,7,10-tétraazacyclododécane-tétraaétique) ou le

NOTA (acide 1,4,7-triazacyclononane-triacétique), (Figure 19)
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Figure 20 : Les agents chélatants les plus utilisés

Le DTPA forme des complexes stables et a une cinétique de marquage rapide ; il reste 1'un des
chélateurs bifonctionnels les plus utilisés dans le radiomarquage des peptides a I’indium-111 pour la
TEMP. Cependant la stabilit¢ du complexe DTPA gallium-68 est faible in vivo et peut conduire a
des problemes de transmétallation/transchélation (Koop et al., 2007).

Le DOTA a une cinétique de marquage plus lente et est plus dépendant des conditions de
radiomarquage, comme la concentration en conjugué peptide-DOTA, le pH, la température qui est
nécessairement comprise entre 80 et 100°C, le temps de chauffage, le tampon réactionnel et sa
concentration ; il est également plus sensible aux impuretés métalliques. Son utilisation est limitée a
des molécules thermorésistantes, il est connu pour former des complexes tres stables avec le %Ga et
le **Cu (N. Wu et al., 2016).

D'autres chélateurs sont en cours d'évaluation pour contourner cette dépendance aux conditions de
radiomarquage.

Grace a la taille de sa cavité macrocyclique plus petite que le DOTA, le NOTA permet un
emprisonnement du gallium plus stable au cours du temps. Il permet des marquages au **Ga a
température ambiante en 10 min a pH 3-5,5 (Velikyan et al., 2008). Le complexe obtenu a une
excellente stabilité dans le plasma a température ambiante et il est moins sensible aux conditions
expérimentales que les dérivés DOTA (Tornesello et al., 2017).

Un chélatant acyclique bifonctionnel dérivé de ’EDTA, ’'HBED-CC (acide N,N’-bis[2-hydroxy-5-
(carboxyéthyl)benzyl]éthylenediamine-N,N’-diacétique), utilis€ depuis années 90 est un autre
chélateur prometteur pour le %Ga. 1l permet notamment le marquage d’anticorps, trop sensible a la
chaleur pour I'utilisation du DOTA (Zoller et al., 1992). 1l est caractérisé par une réaction de
complexation rapide avec un trés bon rendement (Eder et al., 2008). Il a récemment été comparé au
NOTA (Eder et al., 2010). Dans cette étude, le marquage au ®*Ga- a été réalisé 2 température
ambiante avec un pH de 4,2. L’HBED complexe le Ga en 4 min avec un rendement de 98,7 % alors
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que, pour le méme temps, seulement 50 % du NOTA est marqué. Sa stabilité dans le sérum humain

est comparable a celle du NOTA. Il parait donc étre une alternative de choix aux chélatants

macrocycliques pour le marquage de molécules thermolabiles.

D’autre part, les chélatants ne sont pas inertes. Ils modifient les caractéristiques chimiques du
vecteur et donc ses parametres pharmacodynamiques in vivo. Leur taille et leur charge peuvent
modifier I’affinité d’un ligand pour son récepteur ; leur lipophilie peut entrainer 1’élimination
hépatobiliaire d’un radiopharmaceutique.

Un chélate doit aussi étre hydrophile pour favoriser la clairance sanguine et I'excrétion rénale ainsi
qu’étre résistant a la radiolyse causée par de fortes doses de radiation. Il a été montré que la haute
hydrophilie des bras acétates du DOTA favorise la clairance sanguine du peptide-DOTA non
marqué par rapport au radiopharmaceutique et diminue ainsi la concurrence entre ces deux especes

chimiques au niveau du récepteur (Onthank et al., 2004)

%ID/cc

HGa1 2 B8g,.2 HGa DKFZ-PSMA-11

Figure 21 : Influence du chélate sur la biodistribution d’un méme peptide.

Images TEP/TDM 1h aprés injection de **Ga-DOTA-PSMA (**Ga-1); **Ga-NOTA-PSMA (**Ga-2);
%Ga-DKFZ-PSMA utilisant un chélate HBED-CC (Ray Banerjee et al., 2016)

VI14. Purification et controle de qualité
Apres D’étape de radiomarquage, le milieu réactionnel est transféré sur une colonne de
chromatographie d’extraction (colonne type Sep-Pak® C18) pour étre purifié ; un ringage permet
I’élimination des formes ioniques de gallium-68, germanium-68 et les impuretés métalliques qui
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n’ont pas réagi (Velikyan, 2013). Les peptides marqués, fixés sur la colonne, sont ensuite €lués par
de I’éthanol. Afin de diminuer au maximum la présence d’éthanol dans le produit final pour
injection a I’animal, la solution est chauffée de nouveau et évaporée sous un flux d’argon avant
d’étre diluée dans un petit volume de NaCl 9 g/L. permettant une activité volumique la plus élevée
possible dans le plus petit volume possible, injectable en intraveineux (iv) a I’animal, soit 100 a
200uL pour une souris.
La mesure de la pureté radiochimique est réalisée par une chromatographie liquide haute
performance (HPLC) couplée a un détecteur de radioactivité.

VLS. Mesure de D’efficacité du radiomarquage
Deux mesures importantes permettent de déterminer I'efficacité d’un radiomarquage :
- le rendement de marquage qui est €gal au rapport de 1’activité du produit marqué a 1’activité totale
mise en jeu.
- Pactivité spécifique (AS) qui mesure la radioactivité d'une substance par unité de masse de
I’ensemble de la substance radiomarquée ou non. Elle est exprimée en becquerels par mole
(Bg/mol). L'activité spécifique décroit avec la période radioactive du radionucléide.
La détection d’une cible exprimée sur une tumeur dépend fortement de la densité de cette cible.
Dans le cas des récepteurs peptidiques, bien que ceux-ci soient surexprimés par rapport aux tissus
normaux, la densité n'est pas trés élevée, de l'ordre de 10*, par rapport a la densité des antigénes sur
les cellules de I’ordre de 10° a 10° (Goldenberg et al., 1989, Sung et al., 1992). Par exemple, 6x10°*
récepteurs de la somatostatine (type SSTR2) sont respectivement exprimés sur chaque cellule
AR42]J (lignée d'adénocarcinome pancréatique de rat) (Dude et al., 2017).
L’activit¢ en MBq d’un produit radioactif final n’est donc pas le seul parametre a prendre en
considération pour prédire son efficacité pour la détection d’une cible, 1’activité spécifique du
produit est également capitale. En effet, le radiomarquage ne permet pas a la fin de séparer le
bioconjugué marqué du bioconjugué non marqué, on peut s’attendre a ce que le ligand froid entre
en compétition avec le ligand radioactif pour sa liaison au récepteur, pouvant conduire a la
saturation des récepteurs cibles in vivo..
L’activité spécifique du radiopharmaceutique doit donc étre suffisamment élevée pour que le

marquage tumoral soit suffisant pour I’imagerie et/ou la radiothérapie interne ciblée.

VII. Ciblage moléculaire et ligands d’intérét

VIL.1. Cibles potentielles pour I’imagerie fonctionnelle du cancer
Au cours des dernieres années, de nombreux récepteurs membranaires ont été associés a I’imagerie
fonctionnelle du cancer, on peut les classer en différentes catégories selon le type de récepteur

membranaire :
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les récepteurs hormonaux tels que le récepteur des estrogenes (ER) ou celui de la progestérone
(PR) par exemple dans le cancer du sein (Simone U. Dalm et al., 2017b),

les récepteurs membranaires de facteurs de croissance a activité tyrosine-kinase comme le
récepteur du facteur de croissance épithélial (EGF) ou la surexpression de
I’oncogeéne «human epidermal growth factor receptor 2 » (HER2) dans de nombreuses
tumeurs épithéliales (Weiner et al., 2002),

les récepteurs d’adhésion cellulaire tels que les intégrines impliquées dans 1I’angiogénese,
ainsi que de nombreux récepteurs couplés aux protéines G : les récepteurs de la somatostatine
(SST), de la cholécystokinine-2 (CCK-2), du peptide de la libération de la gastrine (GRP), de
la neurotensine (NT), du peptide intestinal vasoactif (VIP), du neuropeptide Y (NPY), du

peptide similaire au glucagon (GLP), de ’hormone stimulant I’alpha-mélanocyte (alpha-MSH)

et de la neurokinine 1 (NK1) (Xiaolian Sun et al., 2017). (Tableau 2)

Tableau 2 : Ligands de RCPG et leurs indications proposées en imagerie

Peptide Récepteur Indications
Bombesin/gastrin-releasing gastrin-releasing peptide prostate cancer de la prostate, cancer
peptide receptor (GRPR/BB2) du sein, gliome
Cholecystokinin (CCK) and cancer médullaire de la thyroide,

gastrin gastrin/CCK-B receptor cancers du pancréas et du poumon

Vasoactive intestinal peptide (VIP)

VIPACI and VIPAC2
receptor subtypes

Cancers du sein, de I’ovaire, de la
prostate, du colon, de la vessie et
méningiomes

progression tumorale (lung cancer du

Neurotensin (NT) NTR1, NTR2, NTR3 poumon, du sein, de la prostate)
SSTR1, SSTR2,
Somatostatin SSTR3,SSTR4, SSTRS tumeurs neuroendocrines
a-Melanocyte-stimulating melanocortin 1 receptor
hormone (a-MSH) (MCI1R) mélanome
neurokinin 1 receptor
Subtance P (NKI1R) glioblastome
NPY receptor (Y1, Y2, Y4,
Neuropeptide NPY Y5) cancer du sein
glucagon-like peptide 1
Exendin-4 (GLP-1) insulinome

a. Affinité et stabilité des ligands peptidiques

La plupart des peptides naturels ont une forte affinité pour leurs récepteurs, mais du fait de leur
dégradation rapide ne sont pas utilisables pour le ciblage en vue de I'imagerie. La stabilité du
peptide a un impact majeur sur le ciblage tumoral, comme l'illustre le développement d'analogues
de la somatostatine marqués résistants a la dégradation qui ont une demi-vie dans le plasma tres
supérieure a celle de la somatostatine. Cependant, les modifications de ces petites molécules pour
permettre leur marquage et améliorer leur stabilité peuvent perturber fortement leur liaison au

récepteur si des acides aminés essentiels a la liaison ont été modifiés ou si le couplage du chélatant
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induit un phénomene d'encombrement stérique. Dans le cas des peptides, la difficulté réside donc
dans l'obtention de molécules présentant une certaine stabilité in vivo, tout en conservant une
affinité suffisante pour les cellules cancéreuses. La concentration inhibitrice a 50% (IC50) est le
parametre de quantification expérimentale de l'affinité d’un ligand. Dans les études d'affinité
(liaison spécifique ou binding) par méthode de déplacement d'un ligand marqué par un ligand froid,
I’IC50 du ligand froid correspond a sa concentration nécessaire pour déplacer 50 % du ligand
marqué, plus elle est faible meilleure est I’affinité du ligand. Le Kd est la constante de dissociation
a I’équilibre, elle représente la concentration de ligand qui occupe a 1'équilibre 50 % des sites

récepteurs, elle permet de calculer le Bmax c’est a dire le nombre total de sites de liaison.

b. Expression des récepteurs des ligands peptidiques

Comme les récepteurs des peptides sont souvent exprimés par des tissus normaux, les ligands
peptidiques peuvent entrainer des effets physiologiques. A doses pharmacologiques, c'est-a-dire a
des concentrations nanomolaires, ces peptides radiopharmaceutiques (marqués ou « froids »)
peuvent donc entrainer des effets secondaires in Vivo,
En revanche, aux faibles doses de peptide radiomarqué utilisées pour I'imagerie, a des
concentrations picomolaires, ces effets sont en général négligeables (Fani et al., 2012, Mankoff et
al., 2008) d’ou I'importance d’une bonne activité spécifique en fin de marquage permettant
d’injecter le moins possible de ligand. Le succes de l'utilisation d'un peptide pour le ciblage en
imagerie nucléaire ne dépend pas seulement du taux d'expression des récepteurs cibles sur les
tumeurs, mais aussi de leur faible expression dans les tissus sains (J. C. Reubi, 2003).

Le choix du récepteur cible est guidé par son expression par les cancers chez un pourcentage élevé
de patients, et par son exposition sur la membrane cellulaire pour qu'il soit accessible au ligand
injecté par voie systémique. Il faut s'assurer de I'expression du récepteur fonctionnel sur les cellules
tumorales. En effet, le niveau d'expression des ARNm d’un récepteur ne reflete pas toujours son
expression fonctionnelle sur la membrane cellulaire. De plus, I'expression par les lignées cellulaires
peut étre tres différente de celle observée dans les tumeurs, la sélection d’un récepteur cible doit
donc se faire avec des modeles appropriés : en préclinique avec des modeles animaux ou en clinique
sur des échantillons histologiques de préférence en autoradiographie lorsque cela est possible

(Boonstra et al., 2016).

c. Ligands agonistes ou antagonistes ?

La plupart des peptides mentionnés dans le tableau 2 peuvent provoquer des effets physiologiques
lors de leur liaison au récepteur et sont appelés "agonistes". Inversement, les peptides qui se lient
aux récepteurs sans effets physiologiques sont appelés «antagonistes». On pensait a I'origine que les
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agonistes seraient internalisés et retenus sur la cellule, donc plus appropriés que les antagonistes a
I’imagerie et a la radiothérapie ciblée. Cependant, de plus en plus d'études ont montré les avantages
de l'antagoniste pour 1'imagerie in vivo et pour la radiothérapie ciblée.

Ginj et al. (Ginj et al., 2006) ont développé un antagoniste de SSTR2 radiomarqué a 1’indium-111
et ont comparé ses propriétés de ciblage tumoral in vivo avec un agoniste SSTR2 radiomarqué lui
aussi a I'indium-111. Bien que l'antagoniste ait une affinité pour le récepteur plus faible que
I'agoniste, la rétention tumorale in vivo de l'antagoniste mesurée en biodistribution était presque
deux fois celle de l'agoniste. En effet, un antagoniste utilise davantage de sites de liaisons a la
surface des cellules cibles sa fixation est indépendante de I'état d'activation du récepteur
(phosphorylation des protéines G) alors que les agonistes ne ciblent que les récepteurs activés (Ginj

et al., 2000).

d. Accumulation rénale des ligands peptidiques

Une forte activité rénale est observée lors de I’administration de peptides radiomarqués,
particulierement avec des radionucléides métalliques. A forte activité injectée, celle-ci est a 1'origine
d'une néphrotoxicité, qui est le facteur limitant de la radiothérapie ciblée a 1'aide de peptides (de
Jong et al., 2005). Pour I’'imagerie, cette accumulation peut nuire au contraste des images pour la
détection des organes ou structures a proximité des reins ou de la vessie (Gotthardt et al., 2006,
Schottelius et al., 2009, Wild et al., 2006).

Il est généralement admis que 1'accumulation rénale de la radioactivité liée au peptide est due a la
réabsorption au niveau du tubule proximal, apres filtration glomérulaire, suivie de la dégradation
des peptides radiomarqués dans les lysosomes de la cellule tubulaire rénale (Akizawa et al., 2001,
Akizawa et al., 1998, Duncan et al., 1997, Duncan et al., 1993). La réabsorption des analogues
marqués de la somatostatine se produit par deux mécanismes : I'endocytose médiée par le complexe
mégaline/cubiline responsable de 70-80 % de la réabsorption (Christensen et al., 1998, de Jong et
al., 2005, Melis et al., 2005, Mogensen et al., 1977) et 1'endocytose fluide (Barone et al., 2005).
Différentes stratégies ont été développées pour diminuer la toxicité rénale. La mégaline est un
récepteur multiligand, chargé négativement, qui sert a la réabsorption tubulaire de protéines et de
peptides particulierement polybasiques (Moestrup et al., 1995). La co-injection d'acides aminés
basiques (Lys, Arg) réduit I’accumulation rénale d'analogues marqués de la somatostatine
(Hammond et al., 1993) en saturant les sites de liaisons de la mégaline (Gotthardt er al., 2007).
Cependant, cette méthode ne supprime pas completement la toxicité rénale des peptides marqués,
particulierement a long terme (Bodei et al., 2008). L’administration de gélofusine ainsi que de
fragments d'albumine est également efficace pour diminuer I’accumulation rénale de 1""In-DTPA-

octréotide (Vegt et al., 2006).
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Une autre démarche a consisté a tenter d'identifier les caracteres structuraux influant sur
I’accumulation rénale. Une charge positive augmente en général la fixation rénale (Akizawa et al.,
2001, Antunes et al., 2007, Froidevaux et al., 2005) mais, apres introduction d'une charge négative,
elle peut étre diminuée (Akizawa et al., 2001, Akizawa et al., 2007, Behe et al., 2003, Schottelius et
al., 2005) ou inchangée (Froidevaux et al., 2005) ou augmentée (Schottelius et al., 2005), selon la
distribution des charges. L'hydrophilie peut également modifier I’accumulation rénale (Nock et al.,

2006, Schottelius et al., 2002).

VIL.2. Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG)

A ECL1-ECL3 anlagomst agonlst
TM1-TMT7 }1
ICL1-ICL3 p
. oSy
"(”mﬁ _
{ ore l
l [ Arrestin Signaling
Second messengers
l Desensitization
Cell Trafficking
fasponse (Internalization, Translocation)
Signaling
(Kinases, Transcriptional control,
Transactivation)

Figure 22 : Structure d’'un RCPG et cascade cellulaire, d’apres (Morgat et al., 2014)

Les RCPG sont des protéines membranaires ayant une structure a sept domaines transmembranaires
(TM). Les 7 TM sont des hélices a reliées par trois boucles intracellulaires (ICL1 a ICL3) et trois
boucles extracellulaires (ECL1 a ECL3) (Figure 22). L'activation d'un récepteur couplé aux
protéines-G, par son ligand, entraine un remaniement de la structure du récepteur, qui devient
capable d'activer des protéines-G intracellulaires (sous-unités Ga, G et Gy). Ces protéines-G
activent a leur tour toute une série d'effecteurs intracellulaires (enzymes, canaux ioniques,
transporteurs...), membranaires ou bien cytosoliques. Ces effecteurs permettent, la plupart du temps,
la modulation de la concentration intracellulaire de messagers secondaires (second messagers) tels
que I'AMPc, 1'IP3, le calcium, les diacyl-glycérols (DAG). La famille des RCPG comprend plus
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d'un millier de membres dont les séquences codantes représentent plus de 1 % du génome. Malgré
leur similitude de structure, ils peuvent étre classés en différentes familles en fonction de leur
séquence primaire (Bockaert et al., 1999). 1l existe, a ce jour, cinq familles dont la premicre est

divisée en trois sous-groupes (Figure 23).

Famille 1

1-a rétinal 1-b peplides 1-¢ hormones glycoprotéiques
Odeurs cytokines [ILH, FSH, TSH)
cathécolaminas LR
adenasing thrambdne
ATP
oplaces
enképhalines

Famille 2 Famille 3
NH, calcitonine
o-latrotoxing
sacréting i
vip cABA
PACAP pheromonss
GHRH
e CRF HOOC
Famille 4
NH, T?J
récepteurs VN
HOOC

Figure 23 : Classification des récepteurs couplés aux protéines G. D’aprés (Bockaert et al., 1999)

La famille 1-b regroupe principalement les récepteurs de neuropeptides tels que la somatostatine, la
bombésine et la neurotensine, objets de notre étude. Le site de liaison de ces ligands comprend
l'extrémité amino-terminale du récepteur mais aussi des portions des boucles extracellulaires E1 et

E2 (Trumpp-Kallmeyer et al., 1995).

VIL3. Exemple de la somatostatine (SST) et du ciblage de ses récepteurs

La somatostatine est un neuropeptide sécrété naturellement par le systeme neuroendocrinien. Elle
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possede un role inhibiteur dans la régulation de plusieurs systemes de 1’organisme (hormone de
croissance, insuline, glucagon, gastrine, sécrétion exocrine pancréatique) et une activité
antitumorale (Guillermet-Guibert et al.). Ses récepteurs, mis en évidence dans la plupart des
tumeurs neuroendocrines (TNE), sont composés de 5 sous-types (SSTR 1 a 5) (J. C. Reubi et al.,
2001).

Ces dernieres années, 1'imagerie TEP avec des analogues de la somatostatine radiomarqués au
gallium-68 a démontré sa supériorité par rapport a la scintigraphie a 1'''In-pentétréotide
(Octréoscan®) en TEMP/TDM. Elle offre d’excellentes performances en termes de sensibilité (~ 95
%), spécificité (~ 92 %), exactitude (~ 96 %), d’acceptabilité et de confort pour le patient
(acquisition unique de courte durée) et de colit (Buchmann et al., 2007, Schreiter et al., 2012, Wild
et al., 2005).

Elle a montré d'excellents résultats pour la recherche et la localisation des TNE bien différenciées
gastro-entéro-pancréatiques mais aussi dans les phéochromocytomes et les paragangliomes
(Mojtahedi et al., 2014). L’imagerie des SSTR permet de sélectionner les patients €ligibles a une
thérapie par radionucléides des TNE surexprimant ces récepteurs peptidiques, que 1’on nomme
approche théranostique. Un peptide agoniste des récepteurs de la somatostatine radiomarqué au
""Lu, le ""Lu oxodotreotide (DOTATATE ou Lutathera®) (Cives et al., 2017) a démontré une
amélioration statistiquement et cliniquement significative de la survie sans progression et du taux de
réponse objective dans le traitement de patients atteints de tumeurs neuroendocrines et a ainsi

obtenu en juillet 2017 une AMM dans cette indication.

VIII. Bombésine (GRP) et récepteurs du GRP

VIIL.1. La bombésine ou « gastrin-releasing peptide »

La bombésine (BN) est un peptide neuroendocrine de 14 acides aminés isolé en 1971 chez les
amphibiens de la peau de la grenouille Bombina Bombina (Anastasi et al., 1971). L’équivalent de la
bombésine chez les mammiferes a été isolé de I’estomac de porc. Il a ét€ nommé peptide libérant de
la gastrine ou « gastrin-releasing peptide" (GRP) puisqu’il permet une libération abondante de la
gastrine dans ce tissu (McDonald et al., 1979). Un second peptide analogue de la bombésine, la
neuromédine B (NMB), a été identifié¢ en 1983 au niveau de la moelle épiniere porcine (Minamino
et al., 1983).

Le GRP humain est un peptide de 27 acides aminés, sa partie carboxy-terminale de 10 acides
aminés (GRP 18-27) est nommée neuromédine C et présente une analogie presque complete avec la
bombésine (Figure 24).

Le GRP est présent dans la paroi du tube digestif des mammiferes, en particulier au niveau du célon

et de ’estomac et dans le systeme nerveux central. La NMB est retrouvée dans tout le tube digestif,
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mais en quantité généralement inférieure au GRP. Diverses études ont montré que le GRP exerce
des effets variés chez 1’homme et chez [I’animal : il peut réguler la satiété, la
thermorégulation, les sécrétions endocrines digestives (gastrine, cholécystokinine,
entéroglucagon), la sécrétion exocrine pancréatique, et la motricité digestive (R. T. Jensen et al.,
2008, Robert T. Jensen et al., 2013).

GRP 1-27: Val-Pro-Val-Ser-Val-Gly-Gly-Gly-Thr-Val-Leu-Ala-Lys-Met-Tyr-Pro-Arg-Gly-Asn-His-
Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-CONH,

GRP 18-27: Gly-Asn-His-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-CONH,
Bombeésine: pGlu-Gin-Arg-Leu-Gly-Asn-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-CONH,
Neuromédine B: Gly-Asn-Leu-Trp-Ala-Thr-Gly-His-Phe-Met-CONH,

Figure 24 : Séquences primaires du GRP 1-27 humain, du GRP 18-27 (Neuromedine C) de la
bombésine et de la neuromédine B.

VIIL.2. Les récepteurs du « gastrin-releasing peptide »
Les récepteurs de la famille de la bombésine se divisent en quatre sous-types : BB1, BB2, BB3 et
BB4 (Nagalla et al., 1995). Chez I’homme 3 sous-types ont été découverts jusqu’a ce jour :
- le récepteur de la neuromédine B (NMBR) ou BB1 humain se retrouve dans la muqueuse
musculaire de 1’oesophage
- le récepteur du « gastrin-releasing peptide » (GRPR) ou BB2 humain. C’est un récepteur de 384
acides aminés liant sélectivement le peptide de libération de la gastrine (GRP). Le GRP et la
bombésine ont les mémes sept derniers acides aminés N terminaux; cette séquence est responsable
de la liaison de haute affinité du GRP sur ce récepteur GRPR. L’expression du GRPR dans
I’organisme sain est élevée au niveau du pancréas, moyenne dans le tube digestif, de I’oesophage au
rectum, et relativement faible dans le systeme nerveux central et les glandes surrénales.
- le récepteur de type 3 humain de la bombésine (BB3) qui est présent dans les cellules pulmonaires
et dans les testicules
Ils appartiennent a la famille des récepteurs a sept domaines transmembranaires, couplés aux

protéines G hétérotrimériques, essentiellement du type Gag/11 (Gonzalez et al., 2008).

VIIL.3. Interactions entre le GRP et son récepteur BB2 humain
Le récepteur BB2/GRPR a été le plus étudié car il possede la distribution somatique la plus vaste et
semble impliqué dans la grande majorité des effets physiologiques du GRP (et de la bombésine
souvent utilisée comme substitut).
Les GRPR sont exprimés de fagcon normale par les cellules exocrines du pancréas (Hajri et al.,
1996), dans le sein a haute densité mais avec une distribution hétérogéne dans les lobules ou les
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canaux suggérant un role du GRP dans la physiologie du sein (Gugger et al., 1999) par les cellules
neuroendocrines du tractus gastro-intestinal, du poumon et de la prostate (Sunday, 1988) mais n'est
normalement pas exprimé par les cellules épithéliales présentes dans le cdlon (Ferris et al., 1997), le
poumon (Stahlman et al., 1985) et la prostate (Bartholdi et al., 1998).

Dans les tissus normaux et les cellules tumorales, la densité de GRPR peut varier de 6000 fois.
Lorsqu'elle est exprimée de maniere aberrante en tant que protéine fonctionnelle dans les cellules
cancéreuses, l'activation du GRPR régule la morphologie, la différenciation et la prolifération des

cellules tumorales.

VIII.4. Bombésine et cancer

a. Implications du GRPR

Le GRP et la neuromédine B (NMB) sont retrouvés dans un grand nombre de tumeurs voire sont
secrétés par la tumeur elle-méme et donc fonctionnent, dans de nombreux cas, comme des facteurs
de croissance autocrine, interagissant avec leurs propres récepteurs sur la tumeur (R. T. Jensen et
al., 2008). Par exemple, les carcinomes dits « a petites cellules » (Small Cell Lung Carcinoma,
SCLC) expriment a la fois du GRP et son récepteur le GRPR activant une boucle autocrine qui

augmente la prolifération et la survie des cellules tumorales (Figure 25). La positivité pour cette

paire ligand / récepteur est considérée comme un marqueur de 1'agressivité tumorale de ces cancers

(Laukkanen et al., 2015).

A AUTOCRINE MECHANISM B PARACRINE MECHANISM
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Figure 25 : Mécanisme de régulation autocrine et paracrine du GRP impliquant la voie de
transduction du signal hedgehog (Shh) dans les SCLC (Laukkanen et al., 2015).
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Les récepteurs de la famille de la bombésine sont surexprimés dans une grande variété de cancers (J.
C. Reubi et al., 2002b). Le GRPR est particulierement surexprimé dans les cancers de la prostate ;
une étude d’autoradiographie réalisée par Markwalder et Reubi en 1999 a révélé que le GRPR était
détecté dans tous les types de cancer de la prostate, méme a un stade précoce de la carcinogénese,
alors qu’il n’était pas détecté dans le tissu sain adjacent (Markwalder et al., 1999).

Entre autres, dans le cas du cancer de la prostate, I’expression du GRPR a été associée a la
transformation néoplasique (Albrecht et al., 2004), la migration cellulaire (Aprikian et al., 1997) la
prolifération (Bologna et al., 1989) ainsi qu’a la capacité d’invasion de ces cellules (Festuccia et al.,
2002).

Le GRPR est aussi surexprimé dans les cancers du sein, du c6lon, cancers du poumon incluant les
carcinomes dits « non-a petites cellules » (non-small cell lung carcinomas, NSCLC) et les
carcinomes dits « a petites cellules » (small cell lung carcinoma SCLC), dans les tumeurs cérébrales
(gliomes, méningiomes), dans les tumeurs de la téte et du cou, dans les cancers du pancréas et dans
les neuroblastomes (R. T. Jensen et al., 2008, Moody et al., 2003, Moody et al., 2015, J. C. Reubi et
al., 2002b).

b. GRPR et cancer du sein

La présence des récepteurs du GRP a d’abord été mise en évidence par des techniques de liaison
utilisant la 1251- [Tyr4] bombésine dans les lignées cellulaires du carcinome du sein et sur des
homogénats tissulaires (Giacchetti ef al., 1990, Halmos et al., 1995) démontrant une incidence de
33% des carcinomes mammaires positifs pour les récepteurs GRP. Puis, quelques années plus tard,
ces récepteurs ont été mis en évidence par des expériences d’autoradiographies utilisant ce méme
ligand sur coupes de tissus de différents carcinomes mammaires et présentaient une incidence
significativement plus élevée de cas positifs pour les récepteurs GRP.

Le GRPR était surexprimé dans 65% des cas de carcinome canalaire non-invasif et 63 a 68% des
cas de carcinome canalaire invasif. De plus, le GRPR était également surexprimé dans 100% des
métastases issues des carcinomes mammaires qui surexprimaient le GRPR (Gugger et al., 1999) (C.
Reubi et al., 2002a). Comme bien souvent, dans les études de liaison, c’est la 1251 [Tyr4]
bombésine qui a été est utilisée et ce ligand posseéde une grande affinité pour NMBR et GRPR, ce
qui rend plus difficile la distinction des sous-types mais les auteurs ont confirmés par des études de
compétition qu’il s’agissait bien de 1’expression spécifique du GRPR.

Par la suite, Dalm et al. ont montré, sur 684 échantillons de tumeurs mammaires congelées, qu’un
corrélation significative était retrouvée entre les niveaux d’expression de 'ARNm du GRPR et les

tumeurs de petite taille tumorale (P = 0,0014), avec un statut ER+ (P <0,001) et PR+ (P <0,001), et
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un statut HER2 négatif (P <0,001). Ils ont également montré que la surexpression de I’ARNm du
GRPR était prédictive de I'efficacité du tamoxifeéne chez des patientes traitées en premiere intention
pour une maladie métastatique ou une récidive tumorale (S. U. Dalm et al., 2015).

Les mémes auteurs ont confirmé en 2015 1'expression du GRPR par autoradiographie a 1’aide d’un
agoniste du GRPR marqué a I’indium-111 sur des échantillons cliniques de tous types de cancers du
sein. Ils ont constaté que 96% des tumeurs (48/50) exprimaient le GRPR, ce qui était supérieur aux
65% rapportés par Reubi et al. (C. Reubi et al., 2002a), de plus ils ont trouvé une tres forte
corrélation entre le statut ER+ et I’expression du GRPR.

Dans une étude plus récente réalisée par Morgat et al. (Morgat et al., 2017), I’analyse de tissue-
micro-array de 1432 tumeurs du sein a révélée qu'environ 90% des tumeurs sont positives pour le
GRPR avec 76% qui présentaient une surexpression, tres souvent associée a la positivité des
récepteurs aux cestrogenes (83% des tumeurs ER+ étaient GRPR+). Lorsque les sous-types
moléculaires du cancer du sein étaient considérés, le GRPR était surexprimé dans 86% des tumeurs
de type luminal A, 71% des luminales B HER2 négatives, 83% de luminal B HER2+, 21% des
tumeurs HER2 ++ et 8% des tumeurs triple-négatives.

A la lumiere de ces études, le GRPR est une cible de choix pour la détection du cancer du sein et de
la prostate. Pour cibler ce récepteur in vivo, des radiotraceurs peptidiques ciblant le GRPR ont été

développés afin de permettre I’imagerie de ces cancers ou le suivi de thérapeutique.

VIIL5. Les radiotraceurs peptidiques analogues de la bombésine BN
Depuis plusieurs années, des radiotraceurs peptidiques ciblant le GRPR ont été développés afin de
permettre 1’imagerie ou le traitement des cancers surexprimant le GRPR. D’abord pour la TEMP,
marqués au M ou a lindium-111 (R. P. J. Schroeder et al., 2009), certains traceurs sont
parvenus jusqu’a des études clinique, majoritairement pour la détection du cancer de la prostate
(Tableau 3). Ces radiotraceurs testés pour 1’imagerie ont été bien tolérés par les patients mais ont

souvent démontré in vivo une faible stabilité et un faible marquage tumoral.

Tableau 3 : Analogues de la bombésine marqués au **"Tc pour 'imagerie TEMP

Auteurs Analogue de la | Type de cancer Année
BN

(R. T. Jensen et al., 2008) Native BN 2008

(Van de Wiele et al., 2000) RP527 Cancer du sein 2000

(De Vincentis et al., 2004, De | [Leul3]BN Cancer de la | 2002,

Vincentis et al., 2002) prostate et du sein | 2004

(Ananias et al., 2013) HABBN Cancer de la| 2013
prostate

(Mather et al., 2014) Demobesin 4 Cancer de la| 2014
prostate
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La TEP offrant de nombreux avantages par rapport a la TEMP, des analogues de la bombésine ont
été développés pour I'imagerie TEP ainsi que pour la radiothérapie ciblée.

La possibilité de ciblage de ces récepteurs par des analogues peptidiques du GRP radiomarqués au
gallium-68 a fait 1’objet de nombreuses études ces dix dernieres années. La premiere catégorie
d'analogues de la bombésine qui a été explorée est celle des agonistes du GRPR, compte tenu de
leur capacité connue a étre internalisés dans les cellules. Comme déja mentionné, cette
caractéristique était considérée au départ comme essentielle pour une rétention prolongée des
isotopes métalliques dans la cellule cible et donc une condition préalable pour la fixation in vivo. La
majorité de ces analogues BN contient les huit résidus d'acides aminés C-terminaux, nommés BN
(7-14). L'élimination des six résidus d'acides aminés (N-terminaux) de la BN augmente la stabilité
et maintient l'affinité peptidique pour le site de liaison sur le récepteur (de Aguiar Ferreira et al.,
2017).

La majorité des développements de ces radiotraceurs a été réalisée dans des modeles de souris
porteuses de cancers humains de la prostate surexprimant le récepteur humain GRPR, comme la
lignée PC3. Cette lignée n’exprime pas le récepteur des androgenes et croit indépendamment de

ceux-ci. (Zhang et al., 2007) (Cagnolini et al., 2010) (Dam et al., 2016) (Tableau 4)

Tableau 4 : Analogues de la bombésine marqués au gallium-68 et utilisés en TEP

DOTA-PESIN (Zhang et al., 2007) cancer prostate PC3 | agoniste
DOTA-AMBA (Cagnolini ef al., 2010) | cancer prostate PC3 1,0 ice
NODAGA-AR (Abiraj et al., 2011) cancer prostate PC3 | antagoniste
DOTA-RM2 (Mansi ef al., 2011) PC-3 and LNCaP | antagoniste
prostate cancer
NOTA-PEG-BBN(6-14) | (Fournier et al,, 2012) | L+/D breastand PC3 |, oo
prostate cancer
NOTA-PEG2- RM26 | (Varasteh et al., 2013) | c@ncer prostate PC3 | antagoniste
NOTA-MATBBN (D. Pan et al., 2014) cancer prostate PC3 | antagoniste
NODAGA-MJ9 (Gourni e al., 2014) cancer prostate PC3 | antagoniste
NOTA-AMBA (Dam et al., 2016) cancer prostate PC3 | o hicte
i . cancers prostate PC3 | antagoniste
NOTA-BB2 (Richter et al., 2016) et LnCaP
NODAGA-SCHI1 and cancer prostate PC3 | antagoniste
NODAGA-JMV594 (Yao Sun et al., 2016)
DOTA-SB3 (Maina et al., 2016) cancer prostate PC3 | antagoniste
(Nock et al., 2017) cancer prostate PC3 .
DOTA-NeoBOMBI1 (S. U. Dalm et al.. 2017a) antagoniste

Le ®Ga-AMBA est un puissant agoniste du GRPR marqué au gallium-68 qui a été testé chez des

patients atteints de différentes tumeurs malignes. Il a été bien toléré, avec seulement des effets
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indésirables mineurs et une absence de fixation significative dans d'autres organes non cible, si ce
n’est une captation pancréatique élevée due a la présence des GRPR sur cet organe, limitant
I’imagerie de la région intestinale. Mais marqué au '’’Lu pour une utilisation en radiothérapie ciblée,
il a causé des effets secondaires aigus (crampes abdominales, vomissements, diarrhées) lorsqu’il a
été administré a des doses plus élevées, nécessaires au traitement par radionucléide. Bodei L et
al. EJNMMI. 2007;34 (Suppl 2):S221

L'avénement de nombreux nouveaux antagonistes du GRPR, qui montrent des propriétés similaires
sinon meilleures que les agonistes, y compris 1'absence d'effets secondaires et d'activité mitogene, a
mis en sommeil les recherches sur les agonistes du GRPR et, depuis 2012, I’intérét pour I’imagerie
du GRPR avec les antagonistes est grandissante (Sonni et al., 2017).

Parmi ceux développés récemment, le NeoBOMBI1 semble prometteur. La société Advanced
Accelerator Applications (AAA) a annoncé en juin 2016 1'expansion de son portefeuille de produits
théranostiques avec NeoBOMBI, un peptide portant le DOTA comme chélatant, afin de 'utiliser
marqué au ®*Ga pour 1'imagerie TEP et au '"’Lu pour la radiothérapie ciblée dans les cancers

exprimant le GRPR.

Transversal view Coronal view Sagital view

Figure 26 : Image TEP/TDM d’une souris injectée avec du %Ga-NeoBOMBI

Acquisition de I'image 60 min apres injection de 11,5 MBq/230 pmol. Une fleche indique la
localisation de la tumeur PC3 sur I’épaule, d’apres Dalm et al. 2017 (S. U. Dalm et al., 2017a).

Peu d’études ont démontré 1’accumulation d’un radiotraceur spécifique du GRPR dans des cancers
du sein. La premiere preuve de faisabilité a été réalisée en 2000 par Van de Wiele et al., a ’aide du
RP527 marqué au technétium-99m (Van de Wiele er al., 2000) chez des patientes atteintes de
tumeur du sein évoquant un carcinome mammaire. Une captation spécifique du traceur a été notée
dans des cancers du sein primitifs (8/9) ainsi que dans les ganglions lymphatiques axillaires associés.
Cette équipe a par la suite démontré que le rapport de fixation tumeur/tissu sain était

significativement corrélé a I’expression du GRPR. 1l est intéressant de noter qu’aucune captation
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n’a été notée chez les 5 patientes atteintes de tumeurs mammaires avec des métastases osseuses
résistantes au tamoxiféne (Van de Wiele ef al., 2008)

Les données disponibles jusqu’en 2015 pour l'utilisation d'analogues de la bombésine en tant que
traceurs TEP étaient principalement précliniques. Des tests de liaison réalisée a 1’aide de la
bombésine [Tyr4]-BBN marquée a 1’iode-125 (ligand spécifique du GRPR) ont permis de vérifier
I’expression du GRPR dans diverses lignées humaines de cancer du sein (Zhaofei Liu et al., 2009).
Les résultats de cette étude ont démontré que les lignées de cancer du sein ER+ (T47D, BT474,
MCEF-7) surexpriment le GRPR, alors que les lignées ER- (MDA-MB-231, MDA-MB-435, MDA-
MB468, BT20) I’expriment peu ou pas.

301
I '%51-[Tyr4]BBN binding
Il Biocking

N
I

%AD/10° cells

Figure 27 : Etude de liaison de la '*I-

(Zhaofei Liu et al., 2009)

[Tyr4]BBN a différentes lignées de cancer du sein, d’apres

Deux équipes, ayant utilisé des agonistes de la bombésine marqués au cuivre-64 et ont démontré
une accumulation du radioisotope dans des xénogreffes de cancer du sein humain T47D mais aussi
une fixation non spécifique importante dans les organes non cibles (foie, intestins) et une fixation
spécifique attendue dans le pancréas (Parry et al., 2007) (Prasanphanich et al., 2009). De la méme
maniere, I’équipe de Fournier et al. (Fournier et al., 2012) a comparé la biodistribution et les images
TEP d’un agoniste de la BBN marqué au gallium 68 ou au cuivre 64, %Ga ou “Cu/NOTA-PEG-
BBN (6-14), dans des modeles de souris immunodéficientes porteuses de ces mémes xénogreffes

tumorales T47D.

IX. Neurotensine et récepteurs de la neurotensine

IX.1. La neurotensine

a. Structure, propriétés clivage et localisation

La neurotensine (NT) a été purifiée a partir d'hypothalami bovins en 1973, par Carraway et Leeman
puis mise en évidence en périphérie dans des extraits intestinaux bovins (P. Kitabgi et al., 1976)

puis humains (Hammer et al., 1980). Le terme « neurotensine » est inspiré de sa localisation
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N

neuronale initialement décrite et de sa capacité a induire une hypotension aigue chez le rat
anesthésié (NT > 200 pmol/kg, en injection intraveineuse (iv) (R. Carraway et al., 1973).
La NT est un peptide composé de 13 acides aminés (R. Carraway et al., 1975) classé dans la famille
des neuropeptides, de séquence primaire :
pGlu'-Leu’-Tyr’-Glu*-Asn’-Lys®-Pro’-Arg®-Arg’-Pro'*-Tyr''-Ile'*-Leu'*-COOH
La partie carboxy-terminale (8-13) de la NT porte l'essentiel des propriétés biologiques et
pharmacologiques du peptide entier (P. Kitabgi et al., 1985) et présente une structure tres conservée
chez la plupart des vertébrés (Rostene et al., 1997). La NT est présente dans le systeéme nerveux
central (SNC) au niveau des corps cellulaires et/ou des terminaisons nerveuses des neurones et n'est
jamais retrouvée dans les cellules gliales (Uhl ef al., 1977). La NT agit comme un neuromodulateur
de la transmission dopaminergique et de la sécrétion des hormones de 1’hypophyse antérieure
(Geisler et al., 2006).
En périphérie, la NT est présente principalement au niveau du tractus gastro-intestinal (GI), au
niveau du jéjunum et de 1'iléon (Helmstaedter et al., 1977) mais également dans I'ensemble du
systeme cardiovasculaire (Reinecke, 1985).
In vivo la NT a une demi-vie trés courte (2-6 minutes chez les chiens, 1 minute chez le rat et 4
minutes chez I’Homme). Apreés sa libération, elle est rapidement clivée par de nombreuses
peptidases, principalement des métalloprotéases, ce qui met rapidement fin a son action. Elle est
clivée au niveau des liaisons Arg®-Arg’ par I'EP 24.15 (thimet oligopeptidase), Pro'’-Tyr'" par I'EP
24.11 (neutral endopeptidase, NEP) et I'EP24.16 (neurolysin) et Tyr“—Ile12 par 'EP24.11. D'autres
peptidases interviennent également dans le clivage des fragments libérés (Figure 28).
Le fragment (1-10), produit par les EP 24-11 et 24-16, est dégradé en NT(1-8) par «I' angiotensin
converting enzyme » (ACE), le fragment 9-13, résultant du clivage par L'EP24.15, est hydrolysé par
la post-proline dipeptidyl aminopeptidase en donnant le fragment 11-13, lui-méme dégradé par une

aminopeptidase (P. Kitabgi, 2006c¢).
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EP 24 .15 EP 24 .11 EP 24 .11

+
EP 24.16
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post-prolinedipept 1d¥1 amino-
B a1 aminopeptidase HELLL-2D )pept idase gl

Figure 28 : Sites de clivage de la NT avec les métallopeptidases, d’apres (P. Kitabgi, 2006¢)

b. Effets pharmacologiques et biologiques de la neurotensine

La neurotensine agit a la fois comme un neurotransmetteur ou comme un neuromodulateur au
niveau du systeme nerveux central (SNC) ou comme une hormone locale au niveau périphérique (J.
P. Vincent et al., 1999). Elle exerce de puissants effets analgésiques et hypothermiques lorsqu’elle
est injectée dans le cerveau (Popp et al., 2007). La neurotensine semble également étre fortement
impliquée dans certaines pathologies neurologiques telles la maladie de Parkinson ou encore la
schizophrénie (St-Gelais et al., 2006). En périphérie, oi 90% de la concentration de NT est détectée,
elle est principalement impliquée dans la régulation des systémes gastro-intestinal et
cardiovasculaire. Au niveau cardiovasculaire, la NT provoque une augmentation de la perméabilité
vasculaire (Rostene et al., 1997). Au niveau du tractus gastro-intestinal, elle est localisée au niveau
des cellules endocrines (cellules N) du jéjunum et de I’iléum (Polak ez al., 1977). La NT est libérée
en réponse a une augmentation des graisses intraluminales. La neurotensine est libérée dans la
circulation sanguine peu apres un repas et persiste pendant au moins 10 heures, augmentant sa
concentration sanguine basale de 10 a 20 pmol / L jusqu’a plus de 230 pmol/L (Gullo et al., 1998).
Elle a de nombreuses fonctions physiologiques : stimulation de la sécrétion pancréatique et biliaire
(Wood et al., 1988), facilitation de la translocation des acides gras a partir de la lumicre intestinale
(Robert P. Thomas et al., 2003), effets sur la motilité du tractus gastro-intestinal (Hellstrom et al.,
1982). De plus, I’injection intraveineuse de NT entraine 1'augmentation des taux plasmatiques de
prolactine (PRL), d'hormone lutéinisante (LH), de thyréostimuline (TSH) et d’hormone de
croissance (GH). Elle stimule donc la croissance de divers tissus dans le GI ainsi que la glande
surrénale, les hépatocytes et les fibroblastes (Mark Evers, 2006).

La NT est présente dans le pancréas (Fernstrom et al., 1981), elle régule de fagon paracrine la
sécrétion d'hormones par les cellules  des ilots de Langherans entrainant la libération d'insuline et

de glucagon (Dolais-Kitabgi et al., 1979). L'expression des trois récepteurs de la NT (récepteur 1
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(NTR1) ; récepteur 2 (NTR2 ; récepteur 3 (NTR3) a été détectée par RT-PCR dans le pancréas
endocrine normal (Coppola et al., 2008). Mazella et al. décrivent par la suite que c’est la liaison de
la NT au complexe NTR2 / NTR3 qui conduit a la stimulation de la phospholipase C qui augmente
la concentration intracellulaire de calcium responsable de la sécrétion d'insuline. Elle active
également la PI3 kinase, entrainant la phosphorylation d’Akt pour protéger les cellules [ de
I'apoptose induite par des agents cytotoxiques externes. Les auteurs décrivent aussi que malgré
I’expression de NTR1 dans les cellules B, I’absence du récepteur a la membrane plasmique pourrait
expliquer son absence d'interaction avec la NT (Beraud-Dufour et al., 2009, Jean Mazella et al.,
2012) (Figure 29).

En revanche, les trois récepteurs de la NT ne sont pas exprimés dans le pancréas exocrine normal,

leur expression étant liée au développement de tumeurs (P. Kitabgi, 2002, Myers et al., 2009).

K
Apoptosis Q‘ [C32+]
\/

Insulin secretion

Figure 29 : Signalisation cellulaire des récepteurs de la NT dans les cellules . D’apres (Jean
Magzella et al., 2012).

Les arguments en faveur d'un role important de la NT dans la prolifération ou la progression
tumorale seront développés dans le paragraphe concernant les relations entre la neurotensine et ses
récepteurs et les tumeurs.
IX.2. Les récepteurs de la neurotensine

La neurotensine exerce ses effets principalement par le biais de deux récepteurs a 7 domaines
transmembranaires couplés aux protéines G (RCPG): le NTR1, un récepteur de haute affinité pour
la NT (Kd: 0,1-0.3 nM) et le NTR2 qui possede une affinité plus faible pour ce peptide (Kd: 3-5 nM)
(Chalon et al., 1996, Pelaprat, 2006, J. P. Vincent et al., 1999, Vita et al., 1998). Le NTR3 ou

Sortiline est un récepteur transmembranaire simple (Zherui Wu et al., 2012) .

Le NTR1 humain a été cloné a partir d'une lignée de cellules d'adénocarcinome de c6lon humain,
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les cellules HT29 (Vita et al., 1993). 1l a été montré par Northern-blot que le mRNA du NTRI1 est
exprimé dans le cerveau, dans I'iléon et le jéjunum et également dans le pancréas, les reins et le
systeme cardiovasculaire, chez le rat (Tanaka et al., 1990) et chez I’homme.

Le récepteur NTR2 a été cloné a partir de cerveau de rat (Chalon et al., 1996), de souris (J. Mazella
et al., 1996) et d’homme (Vita et al., 1998), en utilisant une stratégie de recherche d'homologues du
récepteur NTR1.

Le récepteur NTR2 est une protéine de 410 acides aminés, qui partage 64% d’homologie avec le
NTR1 (Chalon et al., 1996). Le NTR2 a une partie extracellulaire N-terminal plus courte, et sa
troisieme boucle intracytoplasmique est plus longue que celle du NTR1 (J. P. Vincent et al., 1999).
Le NTR2 est exprimé dans le cerveau (Chalon et al., 1996, Vita et al., 1998), non seulement dans
les neurones, mais aussi dans les cellules gliales et épendymales (Walker et al., 1998). L’expression
du NTR?2 a été rapportée dans le cancer de la prostate (Swift et al., 2010), dans les lymphocytes B
de la leucémie lymphoide chronique (CLL) (Saada et al., 2012) et dans des gliomes (Ayala-
Sarmiento et al., 2015).

Le récepteur NTR3 est unique parmi les NTR puisque c’est un récepteur a domaine
transmembranaire simple qui appartient a la famille des protéines VPS10 (vascular carboxy
peptidase sorting recepteur-10) et n’est pas spécifique de la NT. Il reconnait d'autres ligands comme
des pro-neurotrophines, la protéine RAP (receptor associated protein), une protéine se liant aux
récepteurs des lipoprotéines de faible densité (Low density lipoprotein Receptor-related Protein ou
LRP) (Nielsen et al., 1999) ou encore la protéine activatrice de sphingolipide SAP (Sphingolipid

Activator Protein) (Lefrancois et al., 2003).

IX.3. Interactions entre NT et NTR1

Les premicres études, réalisées sur des membranes synaptiques de cerveau de rat (Granier et al.,
1982, P. Kitabgi et al., 1977, P. Kitabgi et al., 1980) et une lignée de tumeur colique humaine, la
lignée HT29 (Granier et al., 1982, P. Kitabgi et al., 1980), ont montré que 1'hexapeptide C-terminal
(NT(8-13)) était le plus petit fragment permettant de conserver a la fois une bonne affinité et une
bonne activité. Ces études ont également montré 1'importance de plusieurs résidus de la NT (8-13),
comme la Tyr'', I'lle'” ou la Leu'’. Cependant, ces premiers travaux ont été réalisés en l'absence
d'inhibiteurs de peptidases. L'interprétation des résultats restait donc difficile, ces modifications
pouvant affecter non seulement la liaison, mais aussi la stabilité du peptide.

Les résultats des études réalisées en présence d'inhibiteurs ont confirmé la meilleure affinité de la
NT (8-13) (0.2 nM) pour son récepteur NTR1, 10 a 20 fois meilleure que la NT, et I'importance des
résidus Tyr“, le'? ou Leu!? (P. Kitabgi, 2006a, Myers et al., 2009).
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Par la suite, en combinant des données obtenues par mutagenese, études d'inhibition et modélisation
moléculaire (Barroso et al., 2000, Botto et al., 1997, P. Kitabgi, 2006a, Patrick Kitabgi, 2006b,
Labbe-Jullie et al., 1995, Pang et al., 1996, J. P. Vincent et al., 1999) (Labbe-Jullie ef al., 1998), un
modele de liaison de la NT au NTR1 a été proposé (Myers et al., 2009) (Barroso et al., 2000,
Harterich et al., 2008, Pang et al., 1996). Ainsi, le site de liaison de la NT au NTR1 (Figure 30) se
trouve sur le haut de la poche hydrophobe, dans la région délimitée par la troisiecme boucle
extracellulaire (en gras) et par les sixiemes et septiemes domaines transmembranaires du récepteur
(TM6 et TM7). Les acides aminés Met’™, Arg®”’, et Phe®'du récepteur sont impliqués dans la
liaison de la NT. La Tyr’*’ dans la troisieme boucle extracellulaire (E3) est également essentielle 2
la liaison de la NT. Le modele met 1'accent sur plusieurs caractéristiques requises pour la liaison de
la NT: I’acide aminé Arg327 crée de fortes interactions ioniques avec l'acide carboxylique C-
terminal de la NT; la Tyr 347 crée de fortes interactions avec la Tyr11 de la NT; L phenylalanine
Phe344 et le tryptophane Trp339 ont de faibles interactions néanmoins importantes avec la Tyrl1;
Phe331 et la méthionine Met M208 ont des interactions hydrophobes avec Ilel2 et Leul3,

respectivement; et enfin, Phe331 interagit avec 1’ Arg9 de la NT.

Pro' Interactions with
spacer unit | M208 and F331

| pGlu'-Lew’=Tyr'-Glu*-Asn®Lys"“Pro ’I-Arg'“-Arg "Pro"-Tyr"'Jle-Leu"-0OH

T
Not d'c';e’”:d;""o”a”’ Interactions Strong ionic interaction
or Jnang with F331 with R327

[ Interactions with Y347, |
F344, and W339

Neurotensin binding regions

Figure 30 : Liaison de la NT 8-13 au récepteur NTR1 d’apres (P. Kitabgi, 2006a, Myers et al.,
2009)

En 2012, la structure cristallographique du NTR1 de rat (Rattus norvegicus) 1ié a la partie C-
terminal (NT 8-13) de la NT, a été publiée dans Nature par I’équipe de White et al. (White et al.,
2012). La séquence du NTR1 de rat (Tanaka et al., 1990) est a 84% identique a celle du NTR1 de
I’Homme (Vita et al., 1993).
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Le NTR1 de type sauvage étant instable en solution détergente, il était donc une cible difficile pour
les études structurales, en particulier lorsqu’il est lié a son agoniste. Il a donc été thermostabilisé par
six modifications conformationnelles pour aboutir au NTR1-GWS5 puis modifié pour faciliter
I’obtention de cristaux diffractants pour aboutir au NTR1-GW5-T4L (Figure 31). La caractérisation
pharmacologique du NTR1-GW5 a montré que son affinité pour la NT était similaire a celle du
récepteur de type sauvage NTR1 et a permis de valider ce modele cristallographique. 1l s’agissait de
la 1% structure cristallographique d’un RCPG couplé a son agoniste. Cette structure a permis de
bien mieux comprendre les interactions de 1’hexapeptide (NT 8-13) et du NTR1 et pourra permettre
de favoriser le développement de ligands non peptidiques par des méthodes de modélisation

moléculaire.

NTSR1

Figure 31 : Représentation du NTRI-GW5-T4L
Vue de coté (a), vue de la partie extracellulaire (b), vue de la partie intracellulaire (c). L’ agoniste
NT8-13 est représenté en orange, les modifications thermo stabilisantes en rose.

IX 4. Signalisation intracellulaire induite par la fixation de la NT sur NTR1

L’interaction de la NT avec le récepteur NTR1 contribue a la progression du cancer en induisant
plusieurs voies de signalisation impliquées dans la prolifération cellulaire, la survie, la migration et
les processus d'invasion (Sandra Dupouy et al., 2011a). On peut différencier trois voies majeures
simplifiées sur la figure 32: la voie bleue concerne l'activation des petites GTPases, qui sont
principalement impliquées dans l'organisation et la mobilit€ du cytosquelette cellulaire; la voie

mauve concerne la mobilisation des stocks de calcium intracellulaires qui est impliquée dans de
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nombreuses régulations génétiques et la voie rouge / jaune qui conduit via I’activation de la
Phospholipase C (PLC) puis de la protéine kinase C (PKC) a l'activation en cascade d’ERK
conduisant a la survie et a la prolifération cellulaire. La NT peut également stimuler la transcription
du geéne de I’EGF (Epidermal Growth Factor), conduisant ainsi a une transactivation des récepteurs
EGFR pouvant conduire a une prolifération et une invasion tumorale via les MMP (en vert). En
cancérologie, 1’activation/phosphorylation du récepteur de I’EGF (EGFR) a été particulierement
étudiée. La transactivation de I’EGFR par des récepteurs de la famille des RCPG a été démontrée
dans plusieurs modeles (George et al., 2013). Dupouy et al. ont démontré dans des modeles de
cancer du sein (S. Dupouy et al., 2014) et Younes et al. (Younes et al., 2014) dans des modeles de
cancer du poumon que la transactivation de ’EGFR par NTR1 favorise la croissance et I’agressivité

tumorale.

Invasion
tumorale

Régulation
de génes

Expression de génes, prolifération et
survie cellulaire

Figure 32 : Schéma simplifié de la signalisation intracellulaire induite par la fixation de la NT sur

le NTRI associée a la cancérogenese (Sandra Dupouy et al., 201 1a).

IX.5. Internalisation et régulation autocrine du complexe NT/NTR1
La NT qui se lie au NTR1 forme avec lui un complexe qui sera intemalisé. Dans les cellules HT29,
l'effet intervient rapidement, mais n'atteint sa valeur maximale qu'au bout de 45 minutes (Turner et
al., 1990). L’internalisation du NTR1 est bloquée par l'inhibiteur de NTRI1, Ie
SR48692/Meclinertant® (Chabry et al., 1994).
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Une fois au niveau intracellulaire, le complexe se dissocie. La NT est transportée par les endosomes
tardifs et/ou de recyclage vers ’appareil de Golgi (Vandenbulcke et al., 2000). L’endocytose du
NTR1 a lieu dans des vésicules endosomales. Celles-ci migrent a I’intérieur de la cellule puis
fusionnent avec une vésicule de lysosome qui en dégrade le contenu (Turner et al., 1990). Ces deux
phénomenes sont cruciaux dans la régulation de 1’expression et la signalisation du récepteur NTR1
(Law et al., 2012). La resensibilisation cellulaire se produit a partir de la synthese de novo du
récepteur quelques heures apres 1'élimination de 1'agoniste (Law et al., 2012, Souaze et al., 2006b).
Les études conduites par Souazé et al, en 2006 sur le trafic intracellulaire du récepteur NTR1 ont
permis de décrire un modele d’adaptation de la cellule avec une régulation différente du NTR1
lorsque celui-ci est soumis a des conditions d'expositions chroniques et permanentes a son propre
ligand. Dans ce cas, au lieu d'étre dégradé dans le lysosome, le NTR1 s’accumule transitoirement
avec la NT dans le compartiment de recyclage périnucléaire ou il est recyclé vers la membrane
plasmique. Ainsi, la stimulation chronique par la NT induit une adaptation cellulaire en modifiant le
processus de dégradation du NTR1.

Ce phénomene conduit a la sensibilisation permanente des cellules au signal neurotensinergique. La
mise en ceuvre de ce mécanisme pourrait conduire a la dérégulation de plusieurs voies de
signalisation impliquées dans la progression du cancer. Hashimoto et al. ont affiné ces données en
démontrant, sur des lignées cellulaires de cancer de la prostate, que I'expression du NTR1 est
directement régulée par la concentration en peptide neurotensine sécrété par les cellules neuro-

endocrines prostatique (Hashimoto ez al., 2015).

IX.6. Neurotensine et cancer

L'action oncogénique de la NT a été décrite dans différents types de cancers comme ayant des effets
a chaque étape de progression de la croissance tumorale (prolifération cellulaire et effets anti-
apoptotiques), a la propagation métastatique (croissance indépendante de l'ancrage et effets pro-
migratoire et pro-invasifs) (R. E. Carraway et al., 2006). Le NTR1 a été le plus étudié¢ des
récepteurs, il a été décrit comme étant impliqué des les premiers stades de progression tumorale et
établi comme marqueur diagnostique et de mauvais pronostic dans divers cancers (S. Dupouy et al.,
2011b). La contribution du complexe NT/NTR1 dans la stimulation de la croissance tumorale a été
rapportée dans plusieurs €tudes, notamment grace a I’utilisation des antagonistes spécifiques du
récepteur NTR1, le SR48692 (Gully et al., 1993), mais aussi par I’antagoniste des NTRs, le
SR142948A (Gully et al., 1997) dans des lignées de xénogreffes de cancer colique.

Ainsi, une diminution d'au moins 50% du volume de la tumeur a été observée dans des xénogreffes
de cellules d’adénocarcinomes coliques (lignée SW480) (Maoret er al., 1999) et de cancer du

poumon a petites cellules exprimant le NTR1, lorsque les animaux ont été traités tous les jours avec
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un antagoniste du NTR1 (Moody et al., 2001). Le récepteur NTR2, de par son statut de récepteur de
faible affinité a la NT, a fait I'objet de tres peu d’études dans le domaine de la cancérologie.
Contrairement au récepteur NTR1, son expression reste faible dans les modeles et les lignées
cellulaires cancéreuses (Swift et al., 2010).

Dans le cancer du sein, le récepteur NTR3 agit comme un corécepteur pour participer a la
signalisation NT/NTR1 (Martin et al., 2002) ou comme un récepteur fonctionnel impliqué dans la
migration lorsqu’il est exprimé seul (Roselli et al., 2015). Les mécanismes sous-jacents a la
progression du cancer induite par le NTR3 dépendent, en partie, du NTR3 soluble (sNTR3), qui est
libéré par le clivage du domaine extracellulaire du NTR3; le NTR3 soluble augmente alors les
concentrations de calcium intracellulaire et induit 1'activation de la kinase d'adhérence focale (FAK)
/ Src dépendante de I’activation de la voie de l'inositol1,4,5-trisphosphate (IP3) kinase dans les

cellules épithéliales de I'adénocarcinome colique HT29 (Massa et al., 2013).

a. Adénocarcinome colique

La NT induit la prolifération de lignées cellulaires de cancer du colon humain et la croissance
tumorale en stimulant la signalisation MAPK / ERK (Bakirtzi et al., 2011, Massa et al., 2011).

Le récepteur NTR1 est détecté de maniere intense en immunohistochimie dans 76% des
adénocarcinomes coliques humains mais n’est pas détecté dans 1'épithélium du cdlon normal (Gui et
al., 2008). L'expression accrue de NTRI1 est un événement précoce au cours de la tumorigenese
colique, contribuant a la progression tumorale et au comportement tumoral agressif des

adénocarcinomes coliques.

b. Cancer de la prostate

L’activation du NTR1 dans la lignée PC3 conduit a la prolifération cellulaire, cet effet étant bloqué
par 'inhibiteur de NTR1, le SR48692 (Amorino et al., 2007, Baxendale et al., 2013). 1l a également
été démontré dans cette méme lignée qu’une privation en androgenes conduit a une surexpression
de NTR1 et de la NT ce qui permettrait d’assurer leur survie autocrine (Sehgal et al., 1994). Par
ailleurs, I’expression de NTR1 varie selon le stade de différenciation tumorale, cette expression

étant plus importante dans les adénocarcinomes qu’au sein des adénomes prostatiques (Swift et al.,

2010).

C. Cancer canalaire du sein

Le complexe NT/NTR1 est associé a la croissance, la survie et la progression tumorale des lignées
de cancer du sein (S. Dupouy et al., 2009, Somai et al., 2002, Souaze et al., 2006a). Chez les
patientes présentant un cancer canalaire du sein invasif (CCI) 91% des tumeurs expriment le NTR1

alors qu'il n'est que peu ou pas exprimé par le tissu normal et dans 30 a 35% des cas, la neurotensine
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est aussi détectée (S. Dupouy et al., 2009, Elek et al., 2000, Souaze et al., 2006a). Le NTR1 est
exprimé des les stades précoces de CCI. Le dégré d’expression du NTRI1 est associé, de facon
significative, au stade, a la taille de la tumeur, au nombre de ganglions métastatiques ainsi qu'au
déces des patients. Les auteurs suggerent que la neurotensine est impliquée dans la progression de
ce cancer et souligne le potentiel de molécules ciblant le NTRI1. De manicre intéressante,
I’expression du récepteur ER alpha, caractérisée comme un marqueur de meilleur pronostic était
inversement corrélée a I’expression du NTR1 (S. Dupouy et al., 2009).

Plus récemment, la méme équipe a démontré que l'activation du systeme neurotensine / NTR1

provoque la surexpression des récepteurs HER1, HER2 et HER3 (S. Dupouy et al., 2014).

d. Cancer du poumon non a petites cellules

Il y a deux catégories de cancer du poumon : le cancer du poumon a petites cellules (SCLC) et le
cancer du poumon non a petites cellules (NSCLC) ou cancer bronchopulmonaire. Le NSCLC est
habituellement divisé en trois types histologiques principaux : le carcinome pulmonaire a grandes
cellules, le carcinome épidermoide et 1'adénocarcinome. Ce dernier représente de nos jours le type
histologique le plus fréquent dans les pays occidentaux. Les patients atteints de cancer du poumon
opérable (stade I-II1a) ont un taux de survie global a 5 ans d'environ 40%. Le taux de survie a 5 ans
chez les personnes atteintes de la maladie de stade I est seulement de 60% a 70%; chez un quart de
ces patients, la récidive est locale, alors que pour les autres, la maladie présente une dissémination
métastatique. Le défi actuel consiste a identifier les facteurs qui pourraient prédire une récidive
tumorale malgré un traitement curatif.

Des concentrations élevées de NT et de NTR1 sont présentes dans le cancer du poumon NSCLC et

le cancer du poumon SCLC par rapport au tissu sain (Ocejo-Garcia et al., 2001).

L’expression du récepteur NTR1 et de son ligand la NT, étudiée chez des patients atteints
d’adénocarcinome pulmonaire de stade 1, a ét€ mise en évidence par immunohistochimie dans pres
de 60% des cas (Alifano et al., 2010b). Ces résultats ont conduit Alifano et son équipe a étudier
I’implication de la NT dans la croissance tumorale dans un modele de xénogreffe d’adénocarcinome
chez la souris. Ainsi, la stimulation de ’axe NT/NTR1 augmente la croissance de la tumeur
primitive et favorise 1I’extension des métastases ganglionnaires (Alifano et al., 2010b).

Parallelement, seules les xénogreffes exprimant NT et NTR1 ont une réponse thérapeutique a
I’erlotinib (un inhibiteur de ’EGFR utilisé en thérapeutique humaine), alors que les tumeurs
n’exprimant pas NTR1 n’ont pas de réponse. L’expression du NTR1 et de son ligand au niveau de
la tumeur peut ainsi étre considérée comme un biomarqueur de la progression tumorale et est

fortement associée a un facteur de mauvais pronostic (S. Dupouy et al., 2011b, Younes et al., 2014).
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e. Adénocarcinome pancréatique

De nombreuses études ont montré que la NT stimule les voies de signalisation mitogéniques et la
synthése de I'ADN dans les lignées cellulaires du cancer du pancréas humain, comme PANC-1 et
MIA PaCa-2 (Guha et al., 2002, Herzig et al., 1999). Ces effets de croissance sont médiés par la
stimulation du NTR1 (Iwase et al., 1997). Cependant, une autre étude a conclu que la migration des
cellules pancréatiques d'adénocarcinome canalaire in vitro induite par la NT se produit via les voies
NTR3 / sortilin (Mijatovic et al., 2007).

Il est maintenant bien établi que les récepteurs de la NT sont exprimés dans les tumeurs
pancréatiques exocrines alors que ces récepteurs ne sont pas retrouvés dans les tissus pancréatiques
exocrines normaux ni dans les pancréatites (Ehlers er al., 2000, J. C. Reubi et al., 1998). Le
récepteur NTR1 est d’ailleurs co-détecté avec la NT dans la majorit¢ des PDAC étudiés en
immunohistochimie (Ji-Gang Wang et al., 2011). Une étude récente de Korner et al. en 2015 a
méme permis de démontrer que le NTR1 est surexprimé dans les 1ésions Panln de haut grade et

dans les métastases hépatiques (Korner et al., 2015).

IX.7. Les radiotraceurs peptidiques analogues de la neurotensine NT

La NT native a une demi-vie tres courte (1,5 min) dans le plasma humain et n’est pas donc pas
utilisable pour réaliser de I’imagerie spécifique des NTR. Des études précédents ont montré que le
peptide NT (8-13) a une affinité similaire a la NT et une demi-vie plasmatique plus longue (10 min).
Ce peptide est néanmoins trop rapidement dégradé in vivo pour étre détectable et s’accumuler de
facon sélective dans une tumeur NTR positive (Bergmann et al., 2002). Cette instabilité est
attribuée au clivage rapide des liaisons amide Arg(8)-Arg(9), Pro(10)-Tyr(11) et Tyr(11)-Ile(12) de
la NT par des enzymes protéolytiques (détails chapitre IX.1).

Pour contourner ce probleme, de nombreuses stratégies de stabilisation de cette séquence (8-13) ont
été rapportées. Heyl et al. (Heyl er al., 1994) ont modifié¢ la NT(8-13) par la N-méthylation de
I’Arg8 et le remplacement de I’ Arg9 par une Lys et celui de I'Ile]12 par une Tle (leucine tertiaire).
Des dérivés modifiés de la NT(8-13) ont ainsi ét€ marqués avec succes par de I’iode-125
(Bouwmeester et al., 2003), par de 'indium-111 (Achilefu et al., 2003) et par du technétium-99m
(Alberto et al., 1998), ainsi que par du fluor-18 (Bergmann et al., 2002) puis plus récemment par du
gallium-68 (Maschauer et al., 2010) et utilisés en imagerie.

Certaines séries d’analogues de la NT développés ci-dessous ont montré des résultats intéressants
en préclinique : par rapport a la NT native, une stabilité plasmatique améliorée et uneaffinité de

liaison conservée et ont méme €té testés en phase I chez le patient.
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a. Les analogues de la NT marqués au >’ Tc

De nombreux analogues radiomarqués de la neurotensine ont été développés principalement par

I'équipe du Pr. D. Tourwe. Ces molécules dérivées de la NT(8-13) comportaient une N-alpha-

99my

acétyl-histidine pour la chélation du technétium Tc et des modifications de séquence

(substitutions d’acides aminés par des analogues non naturels ou modifications des liaisons

peptidiques).
Tableau 5 : Caractéristiques d'analogues (Na-His)Ac-NTgs.;3 non complexés ou complexés avec le
99mT C.
% 1ID/g, 5h apres
IC50 | Kd t1/2 | t1/2
I'injection
Peptide Séquence . .
m in
nM nM T R F
vitro | vivo
NT pGlu-Leu-Tyr-Glu-Asn-Lys-Pro-Arg-Arg-Pro-Tyr-Ile-Leu-OH 1,6
NT8-13 Arg-Arg-Pro-Tyr-Ile-Leu-OH | 0,9 1
NT I (Na-His)Ac-Arg-Arg-Pro-Tyr-Ile-Leu-OH 16,4
| <Im
[P TcINT II [*™Te(CO)3](Na-His)Ac-Arg- Arg-Pro-Tyr-Ile-Leu-OH 0,3 04 | 2,8 | 44 |56min|
m
NT XI (Na-His)Ac-Lys-y(CH,-NH)-Arg-Pro-Tyr-Tle-Leu-OH | 158
[™TcINT [ [®™Te(CO)3]1(Na-His)Ac-Lys-y(CH,-NH)-Arg-Pro-
ysyih & 05 | 1,7 [101] 12| 21j
XI Tyr-Tle-Leu-OH
NT XII (Na-His)Ac-Arg-N(Me)Arg-Pro-Tyr-Tle-Leu-OH
0,75
[ TcINT XII [®™Tc(CO)3] (Na-His)Ac-Arg-N(Me)Arg-Pro-Tyr-Tle-Leu-OH 2 455524 | 21j
h
NT XIX (Na-His)Ac-Arg-N(Me)Arg-Pro-Dmt-Tle-Leu-OH
[P Tc]NT XIX [*™Tc(CO)3] (Na-His)Ac-Arg-N(Me)Arg-Pro-Dmt-Tle-Leu-OH 15 52 27|12 28j |1,4h

(IC50: Expériences de compétitions entre la liaison de la "I NT a des cellules HT29 entiéres et des
concentrations croissantes de l'analogue. Kd: saturation effectuée avec l'analogue radiomarqué,
biodistribution dans des souris nude greffées avec ces cellules HT29, stabilité in vitro dans du
plasma humain (37°C) ou in vivo chez la souris apres injection i.v. (T : tumeur, R : reins, F : foie,
ND : non déterminé, Dmt: diméthyl-tyrosine) d’aprés (Bruehlmeier et al., 2002, Buchegger et al.,
2003, Garcia-Garayoa et al., 2001, Garcia-Garayoa et al., 2000).

On peut constater dans ce tableau que I’affinité d’un dérivé non marqué (NT II) est plus faible que
celle de la NT(8-13). Mais, aprés marquage au ° "Tc, le Kd du composé est du méme ordre de
grandeur. Ces résultats soulignent I'importance d'étudier les affinités des analogues marqués avec un
radionucléide pour le développement d'un radiopharmaceutique (Buchegger et al., 2003, Garcia-

Garayoa et al., 2001, Garcia-Garayoa et al., 2006).
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Les deux modifications de séquence simultanées, c'est-a-dire la substitution de I'Arg® par une Lys
modifiée (Lys-y(CH,-NH) (composé [99mTc]NT XII) ou la N-méthylation des liaisons 9-10
([99mTc]NT XI1I) associée a l'introduction de Tle, ont abouti a une molécule présentant une grande
stabilité in vitro avec une demi-vie de plus de 20 jours. Ensuite, la stabilisation de la molécule en
remplacant la Tyr'' par une Dmt dans la séquence de [*™TcINT XII a abouti au composé
[*™TcINT XIX. Cet analogue présentait une stabilité élevée particulidrement in vivo. Ce dernier
dérivé procure le plus fort marquage tumoral obtenu avec les analogues de cette série (5.2 % ID/g

S5h apreés injection) avec la plus faible accumulation rénale (2.7% ID/g) avec pourtant une

diminution de I'affinité du composé (Tableau 5) (Garcia-Garayoa et al., 2009).

Le dérivé NTXI marqué au 99MTe a été évalué en 2003 dans une étude clinique de scintigraphie
d'adénocarcinome pancréatique chez quatre patients. Pour deux patients, les tumeurs n'exprimaient
pas de récepteurs de la neurotensine ; pour un patient, la tumeur ne présentait qu'une tres faible
expression du récepteur. Pour le quatrieme patient, la tumeur, qui présentait une forte expression de
récepteur de la neurotensine, a été visualisé sur les scintigraphies. L’injection de la **™Tc-NT-XI a

été bien tolérée avec une accumulation rénale moyenne (Buchegger et al., 2003).

Une série d’analogues Gly-NT(8-13), étendus d'un acide aminé (Gly) en N-terminal et portant un
chélatant tétraamine acyclique (N4) pour la chélation du technétium, a été décrite par la méme
équipe. Des stabilités plasmatiques satisfaisantes, supérieures a 1h, ont été obtenues avec les e
Demotensin 3 et 4. Ces composés ont été testés in vivo dans des modeles de tumeurs
d’adénocarcinomes coliques humains HT29 et WiDr exprimant les NTR1. Tous deux ont permis
une captation tumorale élevée de 1’ordre de 4%D/g en 1h p.i. ainsi qu’une clairance rénale rapide.
La *™Tc-Demotensin 4 a donné de meilleurs résultats en terme de biodistribution du traceur avec
une élimination rénale plus rapide et un rapport tumeur/sang de 6,8 a 7,4 en fonction du modele
tumoral utilisé (HT29 et WiDr respectivement) (Maina et al., 2002, Nock et al., 2006).

Cette équipe a poursuivi ses travaux en proposant d’autres modifications pour aboutir a deux
nouveaux composés les #mT e Demotensin 5 et 6, plus facilement synthétisables que les composés 3
et 4 de leur précédente série.

Les *™Tc-Demotensin 5 et 6 ont montré une haute stabilité dans le plasma murin et une haute
affinit¢ pour le récepteur NTRI sur des cellules WiDr (IC50=0,03 nmol/L et 0,08nmol/L

respectivement). In vitro, la 99m

Tc-Demotensin 6 est restée intacte a 90% pendant plus de 2h alors
que la *™Tc-Demotensin 5 a été rapidement dégradée (t1/2 de 15min). Cette différence de stabilité
s’est vérifiée in vivo, chez des souris porteuses de cancers humains coliques WiDr : la **™Tc-
Demotensin 5 a obtenu une captation tumorale faible (1,7 % ID/g a 1 h p.i. et seulement 0,8 % ID/g
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a4 h p.i) la ®™Tc-Demotensin 6 a montré une captation tumorale élevée et spécifique (plus de
4,3% ID/g a 1 h p.i. et 2,31% 1ID/g a 4 h p.i.) ainsi qu’une clairance rénale rapide (Maina et al.,
2007).

Il est cependant difficile de comparer ces composés a ceux des autres séries car ils ont été évalués
dans un modele cellulaire différent. Cependant le marquage tumoral obtenu avec la démotensine 6

(Tableau 6) reste plus faible que celui de la NTXIX (Tableau 5) et I’activité rénale est plus élevée.

Tableau 6: Caractéristiques de liaison, stabilité, biodistribution des démotensines 5 et 6

t1/2
Demotensine Séquence % ID/g, 1h % 1D/g, 4h in vitro

T R |T/BI| T R T/Bl1

NT8-13 Arg-Arg-Pro-Tyr-Ile-Leu-OH

[*™Tc] 5 [*™Tc] N4-(B)Ala -Arg- Dab-Pro-Tyr-Ile-Leu-OH | 1,7 | 13,5| 3,0 | 0,8 [ 19,7 | 16,6 | 15min

["Tc]16 | [*™Tc] N4-(B)Ala -Arg- Dab-Pro-Tyr-Tle-Leu-OH | 4,3 | 50 | 7.8 | 23 | 7.8 | 57.8 >2h

Liaison sur membranes de cellules WiDr. Stabilité in vitro a 37°C dans le plasma humain.
Biodistribution chez la souris nude greffée avec des cellules WiDr. (3)Ala: béta-alanine; Dab: acide
diaminobutyrique d’apres (Maina et al., 2002, Nock et al., 2006).

La démotensine 6 marquée au **"Tc a été évaluée en TEMP chez 14 patients (2 femmes et 12
hommes) avec des stades tumoraux avancés dont quatre adénocarcinomes pancréatiques, quatre
cancers du poumon a petites cellules (SCLC), quatre cancers du poumon non a petites cellules
(NSCLC) et deux carcinomes du cdlon. La **™Tc -démotensin 6 a été bien tolérée par les patients et
a montré une pharmacocinétique favorable. Cependant, la détection des tumeurs s’est limitée aux
métastases cérébrales. Les auteurs ont conclu que des études supplémentaires étaient nécessaires
pour comprendre les problemes de stabilité et mieux caractériser les récepteurs pour lesquels leur

ligand avait une affinité (M. Gabriel et al., 2011).

b. Les analogues de la NT marqués 2 I’'''In

Une série d'analogues de la neurotensine a été synthétisée par Achilefu et al. du groupe de J. Erion,
de la société Mallinckrodt (Achilefu et al., 2003) (Tableau 7). Ces dérivés sont principalement des
analogues de la NT(6-13) avec des dérivés modifiés de la lysine en position 6 et de I’arginine en
position 8 pour améliorer la stabilité. Ils portent le DTPA sur la fonction NH,.

Le groupe de M. de Jong (de Visser et al., 2003) a ensuite publié une étude plus complete des
caractéristiques de ces composés, couplés soit au DTPA soit au DOTA. Par la suite, plusieurs

publications ont complété ces premieres études (Janssen et al., 2007, Melis et al., 2007)
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In vitro, les modifications dans la séquence peptidique et la fixation des agents chélatants n’ont pas
perturbé 1'affinité de liaison au NTR1 de ces analogues de la NT marqués a 1''''In. In vitro, la
stabilité dans le sérum humain a 37°C a méme été améliorée puisque 1’analogue 2530 est resté

intact 2 96% dans le plasma pendant 4h.

. . ;s ol
Tableau 7 : Une série d'analogues de la neurotensine marqué a I’ " "In

No. Sequence IC5y+SEM (nM)
Neurotensin 1,3+0,27
2530 DTPA-(Pip)Gly-Pro-(PipArn)Gly-Arg-Pro-Tyr-tBuGly-Leu-OH 4,4+0,20
2656 DOTA-(Pip)Gly-Pro-(PipAm)Gly-Arg-Pro-Tyr-tBuGly-Leu-OH 3,4+0,40

Abréviations des acides aminés: Gly(PipAm), 4-pipéridinyl-(N-amidino)-S-glycine; tBuGly, tert-
butyl-S-glycine; Gly(Pip), 4-pipéridinyl-S-glycine; Ala(Pip),4-piperidinyl-L-alanine;

In vivo ces 2 analogues marqués 2 I'indium-111 (‘"' In-MP2530) et son homologue DOTA conjugué,
"n-MP2656 ont donné les marquages tumoraux les plus élevés, respectivement 1,1+0,64 et
1,59+0,56 %ID/g (4h apres injection), ainsi qu’une élimination rapide du bruit de fond sanguin et
avec des marquages rénaux relativement €élevés entrainant des rapports d’activité tumeur/rein
d'environ 0,2. La rétention relativement élevée par les reins n'a pas pu étre réduite par la co-
administration de lysine, ce qui est probablement dii a l'absence de résidus de lysine dans la
séquence peptidique de ces analogues NT.

Bien qu’en préclinique ces analogues NT aient semblé prometteurs, les études initiales des patients
réalisées dans leur institut ont suggéré le contraire. Sur les sept patients atteints d’adénocarcinome
du pancréas prouvé, aucune fixation pathologique n’a pu é&tre montrée sur les images
scintigraphiques a 1'''In-MP2530 (Froberg, A. et al. EJNMMI 2004; 31, suppl 2: S392). En
autoradiographie in vitro des tissus tumoraux apres la chirurgie (cinq patients) ont montré une faible
expression des NTR1 dans une seule tumeur modérément différenciée. Cette faible incidence est en
contraste avec les conclusions de Reubi et al., montrant que les récepteurs NT étaient surexprimés
dans 75% des adénocarcinomes pancréatiques.

Les résultats de leur étude pouvaient cependant étre influencés par le fait que les patients avaient
des tumeurs faiblement a modérément différenciées, alors que Reubi et al. ont trouvé des récepteurs
de la NT plus souvent dans des tumeurs différenciées que dans des tumeurs peu différenciées (J. C.
Reubi er al., 1998). L’absence de fixation de I’'''In-MP2530 dans la seule tumeur du pancréas
positive pour les récepteurs peut étre attribuée a la dégradation rapide du composé qui a été

observée chez les patients de 1’étude.
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L’équipe d’A. Gruaz-Guyon a développé une série de dérivés de la NT (6-13) couplés au chélate
DTPA permettant le marquage a I’indium-111 (Hillairet De Boisferon et al., 2002) (Alshoukr et al.,
2009). Les caractéristiques de ces composés ont été étudiées dans un modele de souris greffées en
sous cutané par la lignée HT29 et les résultats de ces études seront détaillés dans la partie (XI.1.)

introductive de ’article 2.

c. Les analogues de la NT marqués au BF ou au ®*Ga

Un des analogues de la NT (8-13), le '®*FB-Arg®y(CH,NH) Arg’-Pro'’-Tyr''-Tle'*-Leu'’-OH a été
doublement stabilisé et marqué au fluor-18 par Bergmann et al. en 2002 (Bergmann et al., 2002).
Ce fut le premier radiotraceur utilisable en imagerie TEP. Dans cette étude, malgré une affinité de
liaison élevée pour le NTR1 (IC50=4,1 pour le composé non radiomarqué) et une double
stabilisation contre la dégradation enzymatique, les résultats en TEP ont démontré une
accumulation tumorale tres faible et une accumulation prédominante du radiotraceur au niveau du
foie et des reins une stabilité du dérivé marqué trop faible in vivo et peut-€tre une déshalogénation
du composé in vivo.

Maschauer et al. ont été les premiers a synthétiser un analogue de la NT porteur d’un chélate DOTA
marqué au gallium 68 et donc adapté a I'imagerie TEP du récepteur NTR1 (Maschauer et al., 2010).
Ce composé est basé sur les premieres modifications de la séquence NT(8-13) (Heyl ef al., 1994) a
savoir la Leu' remplacée par une Tleu'? et le remplacement en plus des Argg—Arg9 par un résidu
peptidoide N-(4-aminobutyl)Gly-Lys annoté (NLys-Lys). Cet analogue testé in vivo dans un
modele de tumeur HT29 a montré un marquage tumoral spécifique avec une valeur de SUVmax
faible d’environ 0,16. Les biodistributions ex vivo ont révélé une rétention au niveau des reins de
8,1%ID/g 65min apres injection, une captation tumorale de 1,2% ID/g 30 min apres injection
diminuant rapidement a 0,7% ID/g 65 min aprés injection mais avec un rapport tumeur/sang
augmentant de 1,1 a 5,4 entre 10 et 65 min apres injection, indiquant que ce radiotraceur pouvait
étre utilisé dans des temps d’imageries tres courts apres injection donc compatibles avec le gallium-

68 méme si 1I’accumulation tumorale était tres faible.
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Figure 33 : Structure du [68Ga]3 et images TEP d’une souris porteuse d’une tumeur HT29.

45-65 min apres injection de [68Ga]3 a gauche ou de [68Ga]3 coinjecté avec du peptide non
marqué a droite, la fleche du bas indique la tumeur, la fleche du haut le point d’injection
(Maschauer et al., 2010).

Dans cette étude, ils avaient aussi tenter de coupler cet analogue a un sucre marqué au fluor-18 pour
aboutir au ['*F]FGlc-NT4 mais ce composé a démontré in vivo une forte absorption rénale et une
mauvaise clairance sanguine. Cette méme équipe a poursuivi ses travaux et a proposé de manicre
intéressante de remplacer la séquence modifi€é de la NT (8-13) par I’antagoniste du NTRI1, le
SR142948A (Gully et al., 1997), ils développerent ainsi le premier radiotraceur non peptidique pour
I’imagerie TEP du NTR1 (Lang et al., 2013).
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Figure 34 : Structure du "*F-FGlc-NT4 et de I’antagoniste SRI42948A, d’apreés (Gully et al., 1997)
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Figure 35 : Image TEP du radiotraceur "*F-8 injecté a une souris porteuse d’une tumeur HT29

gauche, image contrédle a gauche avec co-injection de peptide antagoniste, d’apres (Lang et al.,
2013)

En résumé, la stabilisation contre la dégradation in vivo des analogues de la NT a pu améliorer le
potentiel scintigraphique des peptides pour l'imagerie des tumeurs exprimant NTRI, certains
analogues ont montré une pharmacocinétique favorable, d’autres une accumulation tumorale faible
et une accumulation prédominante du radiotraceur au niveau du foie et des reins suggérant une
résistance a la dégradation enzymatique encore trop faible, notamment pour les premiers
radiotraceurs développés pour la TEP. D'autre part, les études cliniques réalisées ont montré que la
fréquence et la densité des récepteurs NT sur les tumeurs pancréatiques exocrines pourrait étre
inférieure a ce qui était prévu. Finalement le seul radiotraceur qui a permis de visualiser un PDAC
en scintigraphie dans une étude clinique est le dérivé NTXI marqué au **"Tc évalué en 2003. Cette
tumeur présentait une forte expression du NTR1. Ce qui suggere qu’il est important de déterminer
le pourcentage réel de patients atteints de PDAC surexprimant le NTR1 pour mieux guider les
objectifs d’une étude clinique d’imagerie diagnostique utilisant un radiotraceur analogue de la
neurotensine. Une prévalence forte de 1’expression du récepteur permettrait la caractérisation des
anomalies du pancréas, une des limites du "F-FDG. Une prévalence plus faible ferait limiter

I’indication a la stadification et au suivi des PDAC une fois démontrée la surexpression du NTR1.
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Résultats

X. L’AMBA, un analogue de la bombésine portant le DOTA

X.1. Introduction
Les récepteurs NMBR et particulierement le GRPR sont exprimés par divers tissus tumoraux, y
compris les tumeurs primaires et les métastases de 1’adénocarcinome de la prostate (Constantinides
et al., 2003, Gugger et al., 1999, Markwalder et al., 1999, Scopinaro et al., 2003), les cancers du
sein (Gugger et al., 1999, Halmos et al., 1995, C. Reubi et al., 2002a, Scopinaro et al., 2002, Soluri
et al., 2003) et du cdlon (Scopinaro et al., 2004). Ces découvertes ont stimulé la recherche
d'analogues peptidiques synthétiques de la bombésine ou du GRP qui pourraient €tre utilisés comme
radiotraceurs diagnostiques et / ou thérapeutiques pour le ciblage des tumeurs surexprimant le
GRPR.
L’AMBA (DOTA-CH2CO-Gly-[4-aminobenzoyl|-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH2) est un
peptide de 8 acides aminés portant un chélate DOTA lié par I'intermédiaire d’un groupement
espaceur. C’est un analogue de la bombésine de la bombésine (pGlu-Gln-Arg-Leu-Gly-Asn-Gln-
Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH2), agoniste du GRPR, développé par la société Bracco Imaging.
Ce peptide marqué au lutétium-177 a présenté une bonne affinité pour le GRPR dans un modele de
cancer de la prostate, la lignée PC3 qui surexprime ce récepteur (ICso =4.75 £ 0.25). Le Lu-AMBA
marqué par le métal non radioactif présente une affinité encore meilleure (ICsp = 2.5 = 0.5), a peine
moins bonne que la bombésine native BBN (ICsyp = 1.97 + 0.93) (Reile et al., 1994).
Les études in vitro ont démontré une expression d’environ 2,5 x 10° GRPR par cellule PC3, une tres
bonne stabilité du '"Lu-AMBA dans le plasma humain (t;, = 38,8 h) meilleure que dans le plasma
murin (t;» = 3,1 h), une internalisation treés rapide des récepteurs de I’ordre de quelques minutes,
ainsi qu’une réexpression de 90% des GRPR a la surface de la membrane cellulaire en a peine 1
heure (Lantry et al., 2006).
Des expériences d’autoradiographie ont démontré une affinité du '"’Lu-AMBA pour le GRPR et
pour le récepteur de la neuromédine B (NMBR) humain. In vivo, I'excrétion du '""Lu-AMBA a été
majoritairement rénale et la captation tumorale a atteint un pourcentage de dose injectée par

L u-AMBA a été constatée

gramme de tumeur égal a 6,4 %. Une forte fixation pancréatique de
chez les souris, comme attendu, car le sous-type de récepteur prédominant dans le pancréas des
rongeurs possede une forte affinité pour le peptide permettant la libération de la gastrine. Cette
premiere étude a poussé I’équipe de Bracco a poursuivre ses travaux en optimisant le marquage du
T u-AMBA et en stabilisant sa formulation par ajout de sélénométhionine pour réduire
I’oxydation des résidus de méthionine et par I’ajout d’acide ascorbique pour protéger le composé de

la radiolyse (J. Chen et al., 2008), pour pouvoir I’utiliser lors d’un essai clinique.
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Pour mieux sélectionner les types de tumeurs appropriées pour 1'étude clinique, Bracco a complété
les études déja disponibles concernant 1’expression des récepteurs GRPR et NMBR par une étude
d’autoradiographie avec le '""Lu-AMBA sur différents types de tumeurs de la prostate et du sein.
Une surexpression et une densité élevées des sites de liaison du '"’Lu-AMBA ont été observées
dans 82% (14/17) des carcinomes prostatiques invasifs primitifs et dans 46% (6/13) des tumeurs
primitives du sein, indépendamment du sous-type de carcinome, cette liaison impliquant en
majorité le GRPR (Regi Thomas et al., 2008).

En 2007 Chen et al. ont montré que le “’Ga-AMBA (le gallium-67 est un émetteur gamma utilisé
comme substitut de 68Ga—AMBA) et le ""Lu-AMBA ont in vitro des affinités élevées et
comparables pour le GRPR dans la lignée cellulaire de cancer de la prostate humaine PC-3 (Kd =
0,46 £ 0,07; 0,44 + 0,08 nmol/L respectivement) (Jianqing Chen et al., 2007).

Fox et al. ont montré, dans des expériences de biodistribution chez des souris males
immunodéficientes porteuses de tumeurs PC-3, que les captations tumorales ainsi que les
biodistributions de '""Lu-AMBA, ''"'In-AMBA, ®Ga-AMBA étaient comparables (Fox et al.,
2007).

En parallele, Baum et al. ont présenté la premiere utilisation clinique de I’AMBA marqué au
gallium-68 chez 10 patients (Richard Baum et al., 2007) atteints de divers cancers, y compris 2 cas
de cancer de la prostate. Le radiopharmaceutique a montré une absence de fixation significative
dans les organes non cibles et il a été bien toléré par les patients, avec seulement des effets
indésirables mineurs. Le ®*Ga-AMBA a méme identifié un patient atteint de cancer de la prostate
métastatique, ce qui a permis ensuite de le traiter avec le méme analogue radiomarqué au '’ 'Lu
("""Lu-AMBA). Cependant, cette radiothérapie ciblée avec cet agoniste de GRPR a causé des effets
secondaires aigus (crampes abdominales, vomissements, diarrhées) lorsqu’il a été administré a des
doses plus élevées, nécessaires au traitement par le lutétium-177. Bodei L, et
al. EINMMI. 2007;34(Suppl 2):S221

Devant les effets secondaires du '’

Lu-AMBA aux doses thérapeutiques, la société Bracco a décidé
d’utiliser en priorité I’AMBA pour le diagnostic des cancers de la prostate et du sein.

La syntheése du radiotraceur 68Ga—AMBA, entierement automatisée et d’une durée de 20 min, a été
développée par Cagnolini et al. (Cagnolini et al., 2010). Sa biodistribution a été comparé a celle du
"n-AMBA et du """Lu-AMBA ; Leurs biodistributions et leurs captations dans les tissus cibles et
non cibles étaient similaires. La fixation tumorale a 1 h apres injection était favorable (4,85+2,17 %
ID/g pour le ®®*Ga-AMBA). La voie d'excrétion était majoritairement rénale (~ 50-60% en 1h).

Au début de nos travaux, une grande variété de lignées cellulaires de cancer du sein avaient été

utilisées dans des études in vitro pour démontrer la surexpression des récepteurs de la bombésine
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comme MCF7, MDA-MB-231, T-47D, BT474 (Zhaofei Liu et al., 2009). Mais lors des études
précliniques in vivo, seul le modele de xénogreffes de cancer du sein humain T47D avait été utilisé
(Parry et al., 2007) (Prasanphanich et al., 2009) (Fournier et al., 2012), et aucune étude n’avait été
faite avec la lignée ZR75-1, décrite comme étant de phénotype luminal dépendant des cestrogenes
(Al-Bader et al., 2011, Ford et al., 2011).

, .. . . s 1 2 177
Des études de liaison in vitro, réalisées par Bracco avec du

Lu-AMBA, ont montré que la lignée
de cancer du sein ZR75-1 avait une capacité de liaison maximale de 12,7 + 7.8 fmol par million de
cellules (Bmax), soit une expression d’environ 2 x 10’ sites de liaison par cellule. Un tel niveau
d’expression du GRPR est comparable a ceux que d’autres ont pu observer dans la lignée de cancer
de la prostate LnCap (Maddalena et al., 2009). Environ 70% des cancers du sein humains sont ER +
et, par conséquent, potentiellement sensibles aux thérapies hormonales.

Nous avons proposé de comparer dans une €tude préclinique le %Ga-AMBA au "*F-FDG afin
d’évaluer le potentiel de ces deux radiotraceurs pour le suivi d’un traitement par hormonothérapie
au tamoxifene (Cameron et al., 1997, Kristensen et al., 1999).

De nombreuses nouvelles approches thérapeutiques sont proposées dans le cancer du sein, pour
remplacer ou compléter les thérapies existantes. Les études précliniques sur des modeles animaux
sont des étapes importantes pour évaluer l'efficacité de ces nouvelles modalités thérapeutiques,
telles que le trastuzumab (Smith et al., 2013) ou des inhibiteurs de I'AKT (Maynard et al., 2013) et
de leur association avec des agents anti-hormones ou cytolytiques. La TEP au BE-FDG a été
proposée dans ce but, car elle permet de suivre la réponse métabolique a la thérapie sur une longue

période par imagerie répétée sans sacrifier les animaux.

X.2. Article 1: ®Ga-AMBA et "*F-FDG pour I’imagerie TEP préclinique du cancer

du sein. Effet d’un traitement au tamoxiféne sur la captation tumorale des radiotraceurs.

Prignon A, Nataf V, Provost C, et al. (68)Ga-AMBA and (18)F-FDG for preclinical PET imaging
of breast cancer: effect of tamoxifen treatment on tracer uptake by tumor. Nucl Med Biol.
2015;42:92-98.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Introduction: AMBA is a bombesin analogue that binds to GRPr. In a mouse model of estrogen-dependent human
Received 24 July 2014 breast cancer, we tested whether ®®Ga-AMBA can be used for PET detection of GRPr-expressing tumors and could
Received in revised form 22 September 2014 be more accurate than '®F-FDG to monitor tumor response to hormone therapy.

Accepted 1 October 2014 Methods: The radiolabeling of ®®Ga-AMBA was automated using a R&D Synchrom module. ZR75-1, a breast

cancer cell line, was xenografted in nude mice. ®*Ga-AMBA tumor uptake was compared with that of "®F-FDG

gz‘g&rise:leasing peptide receptor before and after treatment with tamoxifen.

65¢, Results: AMBA was ®8Ga-radiolabelled in 30 min with 95.3% yield and purity > 98%. Prior to treatment, %Ga-
18E_FDG AMBA was highly concentrated into tumors (tumor to non-tumor ratio = 2.4 vs. 1.3 with '8F-FDG). With
Breast cancer tamoxifen treatment (n = 6) ®3Ga-AMBA uptake plateaued after 1 week and decreased after 2 weeks, with a
PET significant reduction compared to controls (n = 4). In contrast the effect of tamoxifen treatment could not be
Estrogen appreciated using '®F-FDG.

Conclusions: %8Ga-AMBA appeared better than '8F-FDG to visualize and monitor the response to hormone
treatment in this breast cancer model.
© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

of prostate cancer; AMBA (Do3A-Ch2Co-G-(4-aminobenzoyl)-
QWAVGHLM-NH2) was one of the three analogues of bombesin that
showed sufficient stability in vivo as well as high tumor uptake and
retention [9,10].

In the past ten years, PET became the main technique for molecular
imaging, because it allows a better image resolution and a more
reproducible quantification as compared to SPECT. Parry et al. have
demonstrated in mice bearing T-47D xenografts, the possibility to
use ®Cu-labeled bombesin analogues to detect breast cancers express-
ing GRPr [11]. AMBA labeled with ®8Ga has been designed for in vivo PET
imaging of GRPr expressing tumors and has been tested in prostate
cancer tumor-bearing male nude mice [12]. Compared with $*Cu, ®3Ga
has several advantages: daily availability thanks to a commercially
available ®8Ge/%®Ga generator which lasts for one year, a shorter
half-life (68 minutes) which simplifies the disposal of wastes of the
laboratory, and no 3~ emission which may interfere by reducing the
tumor growth [13].

The first objective of our study was to assess the possibility to
use ®8Ga-AMBA as a tracer in a mouse model for the detection of breast
cancer expressing GRPr with PET.

2-['8 F]-fluoro-2-deoxy-D-glucose ('8 F-FDG) is the reference tracer
Trresponding author at: Plateforme LIMP, UMS28 Phénotypage du petit animal, for cllanal PET. It lS.USEd in humans for imaging varl.ous.mallgnanaes
UPMC, Paris, France. Tel.: /fax: +33 156017298, and mainly for staging advanced breast cancer, monitoring treatment

E-mail address: aurelie.prignon@upmc.fr (A. Prignon). response and restaging recurrence.

1. Introduction

Peptide-based molecular imaging probes targeting over-expressed
receptors on cancer cells are particularly interesting due to their fast
clearance in blood, their excellent tissue penetration and their low
immunogenicity [1]. Bombesin is a 14-amino acid peptide isolated
from the frog Bombina bombina's skin. The mammalian homologue of
this peptide is the gastrin-releasing peptide (GRP), which is able to in-
duce hyperthermia, bradycardia, gastric emptying inhibition and food
intake inhibition, by activating G protein-coupled receptor called
gastrin releasing peptide receptor (GRPr) [2].

GRPr is over-expressed in many human cancer types, such as
prostate cancer [3,4], breast cancer [5,6], small cell lung cancer [7] and
gastrointestinal stromal tumors [8]. For this reason the interest to
use GRPr as a molecular target for imaging has increased in the last
few years.

Single photon emission computed tomography (SPECT) with
bombesin analogues labeled with '''In has been used in mouse models

http://dx.doi.org/10.1016/j.nucmedbio.2014.10.003
0969-8051/© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.
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Many new therapeutic approaches are currently developed for the
management of breast cancer, which may replace or complement
anti-hormone and/or cytolytic agents. Preclinical studies in animal
models are important steps to preliminarily assess the efficacy of new
therapeutic solutions (e.g. trastuzumab [14] or AKT inhibitors [15]) or
their association with existing treatments (anti-hormone or cytolytic
agents). '8 F-FDG PET allows monitoring the response to a treatment
during a long period of time through repeated imaging with no need
to sacrifice animals. '® F-FDG PET is consequently a good candidate to
assess new treatment efficacy in preclinical studies.

The second objective of this study was to assess the possibility to
use ®3Ga-AMBA with PET to monitor the time of response of breast
cancer cells to hormone therapy as compared to '® F-FDG. For this
study a model of hormone-sensitive human breast cancer xenografted
in mice was used.

2. Materials and methods
2.1. Cell culture

ZR75-1, an estrogen-receptor expressing cell line derived from a
human breast ductal carcinoma, was purchased from ATCC. Cells were
cultured in RPMI 1640 with L-Glutamine (Sigma-Aldrich) supplemented
with penicillin/streptomycin antibiotics (10 000 U/mL penicillin,
10 000 U/mL streptomycin; P4083 Sigma-Aldrich) and with 10% fetal
calf serum (F4135 Sigma-Aldrich). Cells were grown in 175-cm? flasks
(CellBind Flask, Sigma-Aldrich) at 37 °C in humidified 5% CO, atmosphere.

2.2. Animals

Female nude mice (S/SOPF swiss Nu/Nu, Charles River) aged of 5 to
6 weeks were implanted subcutaneously into the neck with pellets of
17p-estradiol (E2) (1.7 mg, 90-day release, Innovative Research of
America). Human ZR75-1 cells were grafted in nude mice by subcutaneous
inoculation. ZR75-1 cells (8 x 10° cells) in a 1:1 mixture of matrigel (BD
Biosciences) and PBS were injected subcutaneously into the right flank,
10 days after pellets implantation. Tumor volume (cm?®) was assessed
twice a week using caliper according to the formula: V = ab®n/6, where
a is the longest and b the shortest of two perpendicular diameters.

2.3. Study design

Comparative initial PET imaging on same mice ('® F-FDG #1n = 10
and ®8Ga-AMBA #1 n = 10) was performed on day 11 or 12 after
xenograft, at the beginning of tumor growth to verify engraftment.

Pre-treatment PET imaging (°®Ga-AMBA #2) was performed on day
25, just before the first injection of tamoxifen or vehicle.

When tumors volume had reached a size of about 0.3 cm®, animals
were randomly assigned to 2 groups, and treatment with tamoxifen
was initiated (about 25 days after inoculation of ZR75-1 cells). Animals
of the control group (n = 4) received the vehicle alone p.o., consisting of
4% ethanol, 4% polyethylene glycol 600 (Sigma), 0.5% gelatin in normal
saline (9 mg/mL NaCl), whereas the animals of the treated group

(n = 6) received daily doses of 150 pg tamoxifen citrate (Sigma),
using the same vehicle.

58Ga-AMBA #3 PET was performed after one week of treatment. A
final comparative PET imaging ('® E-FDG #2 and ®*Ga-AMBA #4) was
performed on days 41 and 42, about 2 weeks after beginning tamoxifen
treatment. After the last °®Ga-AMBA imaging, the animals were
sacrificed. The general design of the treatment and of PET imaging
studies is summarized in Fig. 1.

24. Radiolabeling

All chemicals were obtained from chemical sources and used
without further purification.

Sodium acetate 2 mol/L was from Hospira (Lake Forest, USA), trace
select hydrochloric acid and trace select water were from
Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France). Trifluoroacetic acid
(TFA) was from Supelco (Bellefont, USA). Absolute ethanol was from
Prolabo (Briare, France).

AMBA peptide (Mw = 1,503 g/mol) was provided by BRACCO
society and was synthesized as previously reported [16]. Frozen vials
of AMBA formulation contained 120 pg of anhydrous AMBA and 1 mg
of L-selenomethionine (Sabinsa Corp.) in 1 mL of 0.2 mol/L sodium
acetate buffer (pH = 4.8).

The radiolabeling of ®3Ga-AMBA, previously described by Cagnolini
et al. [12], was automated using a R&D Synchrom module (Raytest,
Germany). This computer-controlled module has a second reactor,
permitting evaporation of the ethanol residue, in order to increase
volumic activity which is critical for injection to small animals as mice.

AMBA formulation (120 pg/mL, 8 nmol) buffered with 240 pL of
0.8 mol/L sodium acetate was introduced into the first reactor. ®®Ga
was available from a ®3Ge/%®Ga-generator-system, where ®8Ge (t;,,
270.8 d) was attached to a column of an inorganic matrix based on
titanium dioxide (Eckert & Ziegler, Germany). The ®8Ga was eluted with
5 mL of 0.1 mol/L hydrochloric acid by fractionated method. The first frac-
tion of 200 pl was discarded, and the next 1.9 mL containing over 75% of
the total radioactivity was collected into the reactor (around 120 MBq).

The reaction mixture (pH = 3) was incubated at 95 °C under agita-
tion for 8 min and then loaded onto a C18 Sep-Pack cartridge (Waters
Milford, USA) previously conditioned with 1 mL of ethanol and 2 mL
of water. To increase recovery and to remove free 8Ga, both the reactor
and the C18 were subsequently rinsed with 2 mL of H,O. The final
product ®®Ga-AMBA was eluted into the second reactor using 600 LL
of 80% ethanol, which was subsequently evaporated at 60 °C under
argon flow then the final product was diluted with 9 mg/mL NaCl.

2.5. Quality control

High-performance liquid chromatography (HPLC) quality control was
performed using a Waters breeze system with a 1525 binary pump. Ra-
dioactivity was detected with a Berthold radio-HPLC detector. The HPLC
mobile phase was a mixture of H,0 0.1% TFA (A) and acetonitrile 0.1%
TFA (B). The HPLC Reverse Phase C18 column (Zorbax bonus, Agilent)

Begin Tamoxifen p.o. q.d., 2 weeks, the day after 68Ga-AMBA #2

Do p11 D12
Dl.1o 1 | i
| Xenograft 68Ga
"

18F

FDG

1

Fig. 1. Design of the study.
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was equilibrated at a flow rate of 3 mL/min with 83% A and 17% B; the
HPLC gradient was as follows: 0-20 min 60% A, 40% B, (flow 1 mL/min).

2.6. Small-animal PET imaging

All in vivo experiments were performed in compliance with the
French guidelines for experimental animal studies.

Mice were anesthetized with a mixture of 1.5% isoflurane and
oxygen. PET acquisitions were performed with the mosaic animal PET
machine (Philips Medical systems, Cleveland, OH, USA).

For '® F-FDG (CisBio, France) PET, after a fasting period of 12 hours,
mice were injected i.v. in the retro-orbital sinus with mean activity +
SD of 5.8 & 1.8 MBq and were imaged one hour later.

For %®Ga-AMBA PET, animals were injected with 2.1 + 1.6 MBq
of 58Ga-AMBA (corresponding peptide quantity ranging from 400 to
710 pmol). Dynamic acquisitions were performed independently on sepa-
rate animals during one hour in order to define optimal tumor uptake.

Static acquisitions were performed 45 min after injection with an
exposure time of 10 minutes.

Images were reconstructed, and data were analyzed using PETView
and Syntegra-Philips software (PETView; Philips Medical Systems).
Tracer uptake was quantified using maximum standardized uptake
value (SUVmax, in g/mL). SUVmax = maximal volumic activity in the
tumor (Bq/mL) x body weight (g)/injected activity (Bq).

Data are expressed as mean tumor to non-tumor uptake ratios 4 SD;
“non-tumor” represents background close to the tumor area.

2.7. Ex vivo biodistribution studies

After the final PET imaging with 58Ga-AMBA, mice were sacrificed by
cervical dislocation one hour after injection for determining ex vivo
biodistribution. Blood and different organs were collected and weight-
ed, and radioactivity uptake was measured in a gamma well-counter
(1480 Wizard 3, Perkin Elmer). Tissue radioactivity was corrected for
the decay of the radionuclide. Tumor and normal tissue uptakes were
expressed as mean £ SEM percentage injected dose/gram (% ID/g).
Tumor to blood and tumor to kidney ratios were calculated.

2.8. Statistical analysis

Comparisons of the tumor volume and uptake of '® F-FDG and *®Ga-
AMBA were performed using t test for independent or for paired
samples, accordingly. Level of significance was p < 0.05.

3. Results
3.1. Radiolabeling of °4Ga-AMBA

AMBA radiolabeling was performed before each series of PET imaging
(58Ga-AMBA#1; 58Ga-AMBA#2; %8Ga-AMBA#3; %8Ga-AMBA#4). The
overall decay-corrected radiochemical yield was 95.3 + 0.8%. The
mean time of the entire labeling procedure was approximately 30 min
including the evaporation step. Using analytical HPLC, the radiochemical
purity after purification of the reaction mixture was > 98%. Retention
times were 8.7 min for AMBA and 8.9 min for 8Ga-AMBA. A specific
activity of 9.3 4+ 1.5 MBg/nmol peptide was achieved (n = 4
radiolabeling procedures), calculated from the decay-corrected added
activity of ®®Ga divided by the amount of AMBA ligand.

3.2. Comparative PET imaging of initial tumor growth

From an initial sample of 15 mice, we eliminated 5 mice from the
study, because they did not develop tumor, due to a technical failure
with implantation of estrogen. When '8 F-FDG #1 and 58Ga-AMBA #1
initial PET imaging was performed, the average tumor volume reached
140 + 80 mm>.

Université Paris-Saclay
Espace Technologique / Immeuble Discovery

Dynamic PET acquisition has clearly shown that the optimal tumor
uptake of %8Ga-AMBA was around 45 minutes post injection.

All ZR75-1 tumors were clearly visualized on 58Ga-AMBA PET static
acquisitions. Significant uptake was visualized in tumors as well as both
in GRPr-positive pancreas tissue and in organs responsible for
elimination (kidneys and bladder), while it was low in other organs.

These small sized tumors were hardly visible with '® F-FDG, with a
SUVmax in tumors only slightly higher than SUVmax in the background
(0.9 4 0.2 vs. 0.7 4 0.1 respectively).

Uptake ratio of 8Ga-AMBA in ZR75-1 tumor was twice higher than
that of '® F-FDG (2.4 & 0.5 vs. 1.3 &£ 0.3 respectively; p < 0.001; Fig. 2).

3.3. Effect of tamoxifen treatment on tumor volume

No mouse receiving tamoxifen treatment presented adverse effects
that precluded the continuation of the study.

Tamoxifen treatment began 26 days after xenograft, when tumor
volume was about 0.3 + 0.1 cm>. After one week, average tumor
volume was smaller in the tamoxifen treated group (n = 6) than in
the control group (n = 4) (0.4 & 0.2 cm3vs. 0.7 + 0.3 cm? respectively),
the difference becoming statistically significant after 2 weeks (0.3 4
0.2 cm?vs. 0.8 & 0.3 cm?, *p <0.05, Fig. 3). In addition, when comparing
the day-26 tumor volume to 2-weeks tumor volume, there was a signif-
icant increase in the control group, whereas no significant variation was
noted in treated mice. (+p < 0.01, Fig. 3).

34. Effect of tamoxifen treatment on tumor uptake of °Ga-AMBA

The response to tamoxifen treatment in ZR75-1 breast tumor-bearing
nude mice was assessed by serial imaging using ®®Ga-AMBA. %8Ga-
AMBA#2 was performed on the day before starting the treatment and
corresponded to pre-treatment reference. Tumor to non-tumor ratio was
54 4 2.1 cm? in the group scheduled for tamoxifen treatment (n = 6),
not different from 5.9 + 3.2 cm? in the control group (n = 4). *®Ga-
AMBA#3 was performed after one week of treatment. A statistically
significant difference was observed between tamoxifen treated and
control mice, with tumor to non-tumor ratio of 4.8 + 1.9 and 7.5 + 0.6
respectively (p = 0.02). This difference between mean values was
increased on ®®Ga-AMBA#4 imaging, after 2 weeks of treatment with a
tumor to non-tumor ratio of 4.4 4 2.1 for the treated group compared
t0 9.6 4 3.3 in the control group (p = 0.04, Fig. 4).

3.5. Comparison of '8 F-FDG and %*Ga-AMBA PET at the end of treatment

After 2 weeks of tamoxifen treatment, '8 F-FDG #2 was performed to
monitor tumor metabolic response to hormone therapy, in comparison
with ®3Ga-AMBA#4 which was performed on the next day.

On '8 F-FDG #2 PET, very low uptake was observed in the tumor
with poor contrast to the background (as on the initial '® F-FDG #1).
There was no difference between the two groups with '8 F-FDG tumor
to non-tumor ratio of 1.2 4 0.3 in tamoxifen treated mice vs. 1.4 +
0.3 in control group.

In contrast, the effect of the treatment on tumor uptake of ®8Ga-
AMBA was striking, as mentioned above and illustrated on Fig. 5.

3.6. Ex vivo biodistribution of °*Ga-AMBA in ZR75-1 human breast cancer
xenograft models

Table 1 and Fig. 6 show the ex vivo biodistribution of 5Ga-AMBA
60 min after injection in tamoxifen-treated or in control nude mice.

58Ga-AMBA was accumulated by the ZR75-1 xenografts. Average
ZR75-1 uptake of ®8Ga-AMBA in control mice was 12 + 2.8% ID/g
whereas it was 6 & 1.2% ID/g in tamoxifen treated mice (p = 0.12).
As it was expected using GRPr-based tracers, the uptake of %%Ga-
AMBA was high in the pancreas (23.9 + 3.8 and 17.3 & 2.7%ID/g in con-
trol and tamoxifen-treated group respectively) consistent with findings
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MIP

axial

Fig. 2. Initial imaging, comparison of '® F-FDG#1 and ®®Ga-AMBA#1. Typical PET imaging (maximum intensity pixel (MIP) and axial slices) of the same female nude mouse, grafted with
ZR75-1 cells in the right flank, injected with 6 MBq of '® F-FDG (A) or 24 h later with 5.4 MBq of ®Ga-AMBA (B). Imaging was performed 10 (A) or 11 (B) days after cell grafting. Tumor
volume was 0.15 cm?®. The acquisition started 45 min post injection for ®*Ga-AMBA or 60 min for '® F-FDG and lasted 10 min. Bl: bladder. K: kidney. T: tumor. I: injection.

on PET imaging. The kidneys also accumulated °Ga-AMBA but to a
lesser extent (3.8 + 0.6 and 3.6 £ 0.6 in control group and tamoxifen-
treated group respectively) (Table 1).

4. Discussion

The imaging of estrogen-dependant human breast cancer using *Ga-
labeled bombesin or ®*Cu-labeled bombesin derivates with PET has been
described in different studies [11,17,18]. These studies reported high
quality small-animal PET imaging of GRPr-positive breast cancer
xenografted tumors in mice with an ex vivo uptake by the tumor at 1 h
post-injection ranging between 2.27 and 4.6% ID/g.

As %8Ga has several advantages compared to ®4Cu, the first objective
of the study was to assess if AMBA, one of bombesin analogs, could be
easily labeled with ®8Ga and used as a tracer for PET detection of
GRPr-expressing breast cancer in mouse model. The use of ®8Ga-
AMBA has been previously reported only in mice bearing human
prostate cancer models, PC3 or VCaP [12,19].

1,2
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Fig. 3. Tumor growth. ZR75-1 tumor volume measured every 3-4 days by caliper before
and after tamoxifen treatment. *p < 0.05, + p < 0.01.
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AMBA was radiolabeled with °8Ga in our laboratory with the
automatic Raytest module with good decay-corrected yields, up to
95%, and high radiochemical purity > 98%. Cagnolini et al. obtained a
similar purity level with the automated radiolabeling of ®Ga-AMBA
using a Tracerlab synthesizer (GE Healthcare). AMBA labeling and
purification proved to be versatile, leading to satisfying results in
different laboratories with different labeling systems.

In this study, we used a model of estrogen-dependant human breast
cancer, ZR75-1, which grows slowly and requires the implantation of
estrogen pellets. This model is based on a human cell line, so it could

Tamoxifen

68Ga-AMBA #2 68Ga-AMBA#3 68Ga-AMBA #4

Control

68Ga-AMBA #2

68Ga-AMBA #3 68Ga-AMBA #4

Fig.4.Response of ZR75-1 breast tumor to tamoxifen treatment reflected by serial imaging
using %3Ga-AMBA. Whole-body coronal ®8Ga-AMBA microPET images of two nude mice
bearing ZR75-1 breast cancer, one control mouse and one tamoxifen treated mouse, ob-
tained 45 min after intravenous injection (2-2.5 MBq per mouse). **Ga-AMBA #2: before
tamoxifen treatment; °*Ga-AMBA #3: after one week of tamoxifen treatment; ®*Ga-AMBA
#4: after two weeks of tamoxifen treatment. Arrows are pointing to the tumors.
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Control

Tamoxifen

Fig. 5. Comparison of tracer uptake at the end of tamoxifen treatment. Comparative PET imaging of the same control mouse and of the same tamoxifen treated mouse, injected with
5-5.5 MBq '8 F-FDG (A) or with 2.2-2.5 MBq of 8Ga-AMBA (B) on the next day. Imaging was performed 1 month after cell grafting. Tumor volumes were 0.95 cm> and 0.55 cm® for
the control mouse and for the treated mouse respectively. Coronal slices Bl: bladder. H: heart. K: kidney. T: tumor.

be considered as closer to human hormone-dependent cancers
compared to other models based on mice cell lines [20,21]. Today, 70%
of all human breast cancers are estrogen receptor (ER) positive and,
thus, potentially sensitive to hormone therapies, this makes relevant
the choice of a hormone-dependent model. This tumor model had
already been used to study the antitumor effect of antiestrogen
drugs [22]. There are very few data available reporting the use of PET
with '8 F-FDG to visualize ZR75-1 tumor. Lin et al. observed really low
uptake by the tumor [23], as in our present study. In contrast, in our
model, visualization of the tumor was clearly achieved with *®Ga-AMBA
PET imaging 45 min after injection while the average tumor mass was
as low as 0.15 cm®. This demonstrates that ®3Ga-AMBA was more effec-
tive than '® F-FDG to reflect tumor viability.

The pattern of organ uptake of ®3Ga-AMBA (Table 1) was similar in
our study to previously published results [12,19]. The highest accumula-
tion of ®®Ga-AMBA was observed in the pancreas in accordance with the
high expression of GRP receptors (GRPrs) in this organ. Thus, the

Table 1

Ex vivo biodistribution data of ®*Ga-AMBA.
Tissue Control Tamoxifen
N° subjects 4 6
Average uptake 4+ SEM (% injected dose/g) %1D/g +SEM %1D/g +SEM
Blood 0.73 0.17 0.73 0.23
Heart 050 0.16 040 0.07
Lung 048 0.18 039 0.07
Liver 0.72 0.23 0.60 0.12
Spleen 078 0.12 1.18 059
Kidneys 380 0.63 361 0.61
Tumor 12.00 2.85 6.01 1.22
Pancreas 2396 3.85 17.29 2.73
Stomach 0.87 0.19 0.86 0.36
Intestine 1.61 0.41 225 094
Tumor/Blood 1736 278 10.83 2.56
Tumor/Kidneys 328 040 1.76  0.29
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accumulation of ®Ga-AMBA in the pancreas directly reflects the efficacy
of the radiolabeled bombesin analogue to target cell-surface-expressed
GRPrs in vivo. In the present study, ®®Ga-AMBA uptake was 12% ID/g in
the ZR75-1 tumor, whereas it was less intense in PC3 tumors with 4.85%
ID/g [12] and in VCaP 9.5% ID/g [19].

The second objective of this study was to assess the possibility to
use %®Ga-AMBA with PET imaging to monitor the time of response of
breast cancer cells to hormone therapy with tamoxifen in a model of
hormone-sensitive human breast cancer xenografted in mice and to
compare to '® F-FDG.

18 F-FDG is the most widely used tumor PET tracer in clinical oncol-
ogy for therapy efficacy monitoring. However, in preclinical PET imag-
ing, '® F-FDG has some limits, including physiological uptake in some
organs (brain, heart and brown fat), relative low tumor uptake and con-
trast as compared to non-tumor background, even prior the treatment.
With '® F-FDG, we observed in the ZR75-1 model, a mean uptake ratio of
only 1.3 prior to treatment and 1.2 in the treated group compared to 1.4
in the control group at the end of the treatment. Thus, it was not possi-
ble to assess the therapy efficacy with '® F-FDG, which is in accordance
with Lin et al results [23]. In their study, '® F-FDG imaging was not able
to demonstrate the inhibition of ZR75-1 tumor growth by ganciclovir
therapy, because the uptake of '® F-FDG by the tumor after the therapy
was not different from the one observed before the therapy initiation.

Aliaga et al. [24] also investigated the feasibility of using small-
animal PET to analyse tumor metabolism and response to chemo- or
hormone therapies in a mouse ER positive breast cancer model. They
observed that the uptake of FDG can vary significantly within the first
two weeks after the initiation of the therapy, with a fairly systematic
transient increase observed after seven days.

In contrast in our study, serial PET imaging using 58Ga-AMBA
brought into evidence a statistically significant reduction of uptake in
response to tamoxifen treatment in ZR75-1 breast tumor-bearing
nude mice, after only one week of treatment. %8Ga-AMBA uptake
seems to be used as an early predictive marker of the decrease of the
tumor volume when treated with hormone therapy. To our knowledge,
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Fig. 6. Ex vivo biodistribution of ®*Ga-AMBA. Organ uptake after retro-orbitrary injection of **Ga-AMBA (430 + 9 pmol and 2.14 & 0.56 MBq) in ZR75-1 bearing mice. Ex vivo
biodistribution was determined 1 hour after injection of Ga-AMBA. The results are expressed as mean + SEM percentage of injected dose per gram of tissue in 4-6 mice per group.

no other experiment of treatment monitoring in tumor models has been
reported using bombesin derivates and PET.

We can question about the reduced ®®Ga-AMBA uptake in the
tamoxifen treated group. One possible explanation is the reduction of
the whole metabolic machinery activity of tumor cells due to the lack
of stimulation via estrogen receptors. Another way is the possible
coupling of the estrogen and the gastrin-releasing peptide receptors as
reported by Nagasaki et al. in prostate cancer [25].

In summary, in our mouse tumor model of hormone-sensitive breast
cancer, %8Ga-AMBA, an agonist ligand of the gastrin-releasing peptide
receptor, evidenced high tumor uptake and low background in normal
organs except in the pancreas. With PET, tumors were clearly visualized
with ®8Ga-AMBA, while ® F-FDG uptake was low and the tumor hardly
visible over background. We also observed that the evolution of ®3Ga-
AMBA uptake could be used as an early predictive marker of the
decrease of the tumor volume when treated with hormone therapy. In
contrast, '8 F-FDG PET was neither able to predict nor monitor tumor
response to a treatment.

Acknowledgments

The authors greatly acknowledge Sophie Massicot and Pr. Lacave for
editing the manuscript. This work was supported by a research agreement
between BRACCO Research USA INC. and University Pierre et Marie Curie
(Paris 6). The authors have no competing financial interest to declare.

References

[1] Fani M, Maecke HR. Radiopharmaceutical development of radiolabelled peptides.
Eur ] Nucl Med Mol Imaging 2012;39(Suppl 1):511-30.

[2] Giladi E, Nagalla SR, Spindel ER. Molecular cloning and characterization of receptors
for the mammalian bombesin-like peptides. ] Mol Neurosci 1993;4:41-54.

[3] Markwalder R, Reubi JC. Gastrin-releasing peptide receptors in the human prostate:
relation to neoplastic transformation. Cancer Res 1999;59:1152-9.

[4] Sun B, Halmos G, Schally AV, Wang X, Martinez M. Presence of receptors for
bombesin/gastrin-releasing peptide and mRNA for three receptor subtypes in
human prostate cancers. Prostate 2000;42:295-303.

[5] Halmos G, Wittliff JL, Schally AV. Characterization of bombesin/gastrin-releasing
peptide receptors in human breast cancer and their relationship to steroid receptor
expression. Cancer Res 1995;55:280-7.

[6] Gugger M, Reubi JC. Gastrin-releasing peptide receptors in non-neoplastic and
neoplastic human breast. Am ] Pathol 1999;155:2067-76.

[7] Cuttitta F, Carney DN, Mulshine ], Moody TW, Fedorko ], Fischler A, et al. Bombesin-
like peptides can function as autocrine growth factors in human small-cell lung
cancer. Nature 1985;316:823-6.

Université Paris-Saclay
Espace Technologique / Immeuble Discovery

[8] Reubi JC, Korner M, Waser B, Mazzucchelli L, Guillou L. High expression of peptide
receptors as a novel target in gastrointestinal stromal tumours. Eur ] Nucl Med
Mol Imaging 2004;31:803-10.

[9] Schroeder RP, Muller C, Reneman S, Melis ML, Breeman WA, de Blois E, et al. A
standardised study to compare prostate cancer targeting efficacy of five
radiolabelled bombesin analogues. Eur ] Nucl Med Mol Imaging 2010;37:1386-96.

[10] Linder KE, Metcalfe E, Arunachalam T, Chen ], Eaton SM, Feng W, et al. In vitro and
in vivo metabolism of Lu-AMBA, a GRP-receptor binding compound, and the synthe-
sis and characterization of its metabolites. Bioconjug Chem 2009;20:1171-8.

[11] Parry JJ, Andrews R, Rogers BE. MicroPET imaging of breast cancer using radiolabeled
bombesin analogs targeting the gastrin-releasing peptide receptor. Breast Cancer
Res Treat 2007;101:175-83.

[12] Cagnolini A, Chen J, Ramos K, Skedzielewski TM, Lantry LE, Nunn AD, et al. Automat-
ed synthesis, characterization and biological evaluation of [(68)Ga]Ga-AMBA, and
the synthesis and characterization of (nat)Ga-AMBA and [(67)Ga]Ga-AMBA. Appl
Radiat Isot 2010;68:2285-92.

[13] Velikyan I. Positron emitting [68Ga]Ga-based imaging agents: chemistry and
diversity. Med Chem 2011;7:345-79.

[14] Smith TA, Appleyard MV, Sharp S, Fleming IN, Murray K, Thompson AM. Response to
trastuzumab by HER2 expressing breast tumour xenografts is accompanied by
decreased Hexokinase II, glutl and [18 F]-FDG incorporation and changes in
31P-NMR-detectable phosphomonoesters. Cancer Chemother Pharmacol 2013;71:
473-80.

[15] Maynard ], Ricketts SA, Gendrin C, Dudley P, Davies BR. 2-deoxy-2-[18 F]fluoro-D-
glucose positron emission tomography demonstrates target inhibition with the po-
tential to predict anti-tumour activity following treatment with the AKT inhibitor
AZD5363. Mol Imaging Biol 2013;15:476-85.

[16] Maddalena ME, Fox ], Chen |, Feng W, Cagnolini A, Linder KE, et al. 177Lu-AMBA
biodistribution, radiotherapeutic efficacy, imaging, and autoradiography in prostate
cancer models with low GRP-R expression. ] Nucl Med 2009;50:2017-24.

[17] Fournier P, Dumulon-Perreault V, Ait-Mohand S, Tremblay S, Benard F, Lecomte R,
et al. Novel radiolabeled peptides for breast and prostate tumor PET imaging: (64)
Cu/and (68)Ga/NOTA-PEG-|D-Tyr(6), betaAla(11), Thi(13), Nle(14)]BBN(6-14).
Bioconjug Chem 2012;23:1687-93.

[18] Prasanphanich AF, Retzloff L, Lane SR, Nanda PK, Sieckman GL, Rold TL, et al. In vitro
and in vivo analysis of [(64)Cu-NO2A-8-Aoc-BBN(7-14)NH(2)]: a site-directed
radiopharmaceutical for positron-emission tomography imaging of T-47D human
breast cancer tumors. Nucl Med Biol 2009;36:171-81.

[19] Schroeder RP, van Weerden WM, Krenning EP, Bangma CH, Berndsen S, Grievink-de
Ligt CH, et al. Gastrin-releasing peptide receptor-based targeting using bombesin
analogues is superior to metabolism-based targeting using choline for in vivo
imaging of human prostate cancer xenografts. Eur ] Nucl Med Mol Imaging 2011;
38:1257-66.

[20] Paquette M, Ouellet R, Archambault M, Croteau E, Lecomte R, Benard F. [18 F]-
fluoroestradiol quantitative PET imaging to differentiate ER + and ERalpha-
knockdown breast tumors in mice. Nucl Med Biol 2012;39:57-64.

[21] Paquette M, Tremblay S, Benard F, Lecomte R. Quantitative hormone therapy follow-
up in an ER +/ERalphakKD mouse tumor model using FDG and [11C]-methionine PET
imaging. EJ]NMMI Res 2012;2:61.

[22] Kristensen CA, Hamberg LM, Hunter GJ, Roberge S, Kierstead D, Wolf GL, et al.
Changes in vascularization of human breast cancer xenografts responding to
antiestrogen therapy. Neoplasia 1999;1:518-25.

[23] Lin KM, Hsu CH, Chang WS, Chen CT, Lee TW, Chen CT. Human breast tumor cells
express multimodal imaging reporter genes. Mol Imaging Biol 2008;10:253-63.

89

Route de I'Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France



98 A. Prignon et al. / Nuclear Medicine and Biology 42 (2015) 92-98

[24] Aliaga A, Rousseau JA, Cadorette ], Croteau E, van Lier JE, Lecomte R, et al. A small [25] Nagasaki S, Nakamura Y, Maekawa T, Akahira ], Miki Y, Suzuki T, et al. Immunohis-
animal positron emission tomography study of the effect of chemotherapy and tochemical analysis of gastrin-releasing peptide receptor (GRPR) and possible regu-
hormonal therapy on the uptake of 2-deoxy-2-[F-18]fluoro-D-glucose in murine lation by estrogen receptor betacx in human prostate carcinoma. Neoplasma 2012;
models of breast cancer. Mol Imaging Biol 2007;9:144-50. 59:224-32.

O LT T B R N IS R AT

7
Route de I'Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France



X.3. Discussion
Le marquage de I’AMBA avec du gallium-68 a permis d’obtenir de trés bons rendements de
marquage ainsi qu’une grande pureté radiochimique > 98% selon les conditions décrites par
Cagnolini et al (Cagnolini et al., 2010) montrant la reproductibilit¢é du marquage conduisant a des
résultats satisfaisants dans différents laboratoires avec différents modules automatisés (R&D system

de Raytest versus Tracerlab de GE Healthcare).

Nous avons utilis€¢ un modele de cancer du sein humain dépendant des cestrogénes (ER +) et
exprimant le GRPR, la lignée ZR75-1, que nous avons greffée en sous-cutané et qui s’est développé
lentement chez la souris et a nécessité 1'implantation de pilules d'cestrogenes. Ce modele est plus
représentatif d'un cancer du sein humain hormono-dépendant que les lignées cellulaires murines,
qui ont été utilisées dans d'autres études d'imagerie (Paquette et al., 2012a, Paquette et al., 2012b).
L’imagerie TEP au '*F-FDG réalisée lorsque les tumeurs étaient de petite taille ne nous a pas
permis de bien les distinguer du bruit de fond adjacent, le SUVmax dans la tumeur était seulement
légerement supérieur a celui de l'arriere-plan (0,9 + 0,2 vs 0,7 + 0,1 respectivement), probablement
reflétant le faible métabolisme glucidique de ce modele décrit comme luminal A (Subik et al.,
2010).

Le "F-FDG est le traceur TEP tumoral le plus utilisé en oncologie clinique pour le suivi
thérapeutique. Cependant, en imagerie TEP préclinique, le '®F-FDG présente certains
inconvénients, dont la fixation physiologique dans différents organes (cerveau, coeur, graisse brune)
et une fixation tumorale relativement faible suivant la consommation en glucose de certaines
lignées greffées chez la souris (K. M. Lin et al., 2008) assez peu représentatives du cancer primitif
chez la patiente. De plus, chez le petit animal, I’obtention de mesures reproductibles en '*F-FDG est
parfois délicate et nécessite la mise en place de protocoles précis de préparation des animaux. Des
études antérieures ont souligné l'importance d'une manipulation méticuleuse des animaux pour
atteindre des conditions optimales de mesure. Il a été démontré que le jeline avant I’imagerie TEP et
le réchauffement des souris avant et apres 1'injection du 8E_-FDG sont cruciaux (Fueger et al., 2006)
et que des facteurs tels que la température et le type d'anesthésie peuvent jouer sur la glycémie et
donc sur la cinétique et la captation tumorale du BE_FDG (Fueger et al., 2006, Lee et al., 2005)
nuisant ainsi considérablement a la qualité de 1'image TEP et aux résultats de I'analyse (Wahl et al.,
1992).

Une seule équipe avait utilisé I'imagerie TEP au BE-FDG pour visualiser des xénogreffes tumorales
issues de la lignée ZR75-1 et avait observé comme nous, une tres faible captation tumorale (K. M.
Lin et al., 2008). En revanche, ’'imagerie TEP réalisée avec le %8Ga-AMBA a permis la détection

d’une tres petite tumeur (0,15 cm3) seulement 45 min apres injection du radiotraceur.
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Deux équipes ont utilisés des agonistes de la bombésine marqués au cuivre-64 et ont montré en
imagerie TEP une accumulation et une rétention de ces traceurs dans des modeles de souris
immunodéficientes porteuses de xénogreffes de cancer du sein humain dépendant des cestrogenes
(T47D) une fixation ex-vivo par la tumeur a 1h post-injection comprise entre 2,27 et 4,6% ID / g
mais aussi une fixation non spécifique importante dans les organes non cibles (foie, intestins) et une
fixation spécifique attendue dans le pancréas (Parry et al., 2007) (Prasanphanich et al., 2009).

Le foie étant le premier viscere par les métastases dans le cancer du sein, les équipes s’intéressant
aux radiotraceurs de type bombésine pour cette application ont voulu diminuer leur captation
hépatique, démontrée pour beaucoup de ces analogues. Elles ont choisi d’introduire des
groupements espaceurs de type PEG pour diminuer le caractere lipophilique du traceur et favoriser
son élimination par voie rénale au lieu d’hépatique.

Ainsi, I’équipe de Fournier et al. (Fournier et al., 2012) a comparé la biodistribution et les images
TEP d’un agoniste de la BN marqué au gallium 68 ou au cuivre 64 dans les mémes modeles de
xénogreffes tumorales T47D. Leur étude a démontré que le °*Ga/NOTA-PEG-BBN(6-14)
permettait de détecter les tumeurs (environ 4%ID/g ex vivo, 30min apres injection) de maniere
identique au **Cu/NOTA-PEG-BBN(6—14) mais avec captation plus faible dans les organes de la
souris exprimant le GRPR, cest-d-dire le pancréas et les glandes surrénales. Le ®*Ga présente
plusieurs avantages par rapport au %%Cu: une disponibilité quotidienne grace au générateur %Ge /
%Ga qui dure un an, une demi-vie plus courte qui facilite grandement I'élimination des déchets du
laboratoire. Néanmoins, malgré I’introduction de PEG dans la molecule, leur traceur présentait tout
de méme encore une forte accumulation de la radioactivité dans le foie de 1’ordre de 6,29%ID/g
pour le % Ga/NOTA-PEG-BBN(6-14) ainsi qu’une clairance sanguine faible avec 2.97%I1D/g de

radiotraceur encore présent 30 min apres injection.

Varasteh et al. ont également introduit un PEG sur un antagoniste de la bombésine. Des images TEP
(2 h p.i.) ont été réalisées avec ce traceur, 68Ga—NOTA—PEG3—RM26, chez des souris nude porteuses
de xénogreffes d’un autre cancer du sein dépendant des cestrogenes (BT-474) Les tumeurs ont été
clairement visualisées, mais de la méme maniere que pour le traceur précédent une accumulation de

la radioactivité a été détectée dans les reins et la région abdominale (Varasteh et al., 2014).

Nos résultats d’imagerie TEP et de biodistribution ex vivo obtenus lh aprés injection du “*Ga-
AMBA sont en accord avec ceux rapportés précédemment dans des modeles de cancer de la
prostate humain, PC3 ou VCaP (Linder et al., 2009, R. P. Schroeder et al., 2011) avec une captation

comparable dans les organes non cibles, presque nulle dans le foie, une captation dans le pancréas
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attendue du fait de I’expression d’une densité élevée de GRPR accessibles a la circulation sanguine,
de respectivement 18,9 % ID/g et 57,5 % ID/g pour les études précédentes et de 23,9 %ID/g pour
nous. En revanche, la captation tumorale était de 12 % ID/g dans la tumeur ZR75-1, alors qu’elle

était plus faible dans les tumeurs PC3 4,85 % ID/g ou VCaP 9,5% ID/g.

Le second objectif de cette étude était de déterminer si le ®*Ga-AMBA pouvait étre utilisé en TEP
pour suivre la réponse du cancer du sein a I'hormonothérapie au tamoxifene et de comparer ses
performances avec celles du '*F-FDG.

Etant donné sa faible captation tumorale, le '*F-FDG ne nous a pas permis de suivre 'effet du
traitement au tamoxifene sur les tumeurs ZR75-1. En revanche, 1'imagerie TEP en série utilisant le
%Ga-AMBA a mis en évidence une réponse statistiquement significative du traitement au
tamoxifene dans ces tumeurs, apres seulement une semaine de traitement, avant méme que 1’ effet
du traitement soit visible sur le volume tumoral mesuré au pied a coulisse.

Le GRPR n'est pas une cible connue du tamoxiféne, son degré d’expression semble pourtant refléter
la réponse thérapeutique d'une tumeur humaine dépendante des oestrogenes. L’imagerie TEP a
I’aide du ®*Ga-AMBA est donc un bon outil d’imagerie non invasive qui peut permettre de suivre de
nouveaux traitements ou combinaison de traitements en phase de développement préclinique.

Ces résultats indiquent aussi que les changements quantitatifs de la fixation du ®®Ga-AMBA par le
tissu tumoral pourraient €tre un marqueur prédictif précoce des patientes répondeuses a une
hormonothérapie dans le cancer du sein ER +.

Une des hypotheses que nous avons avancée est que la diminution de 1’expression du GRPR
pourrait refléter simplement une diminution de I'activit¢é métabolique générale des cellules

tumorales, en conséquence de 1'absence de stimulation des récepteurs aux cestrogenes.

Une autre hypothese est qu’il pourrait exister un lien entre les voies de signalisation cellulaire des
récepteurs aux estrogenes et ceux du GRP, peptide responsable de la libération de la gastrine. Nous
avions trouvé une seule publication suggérant une interaction possible entre GRPR et ER: Nagasaki
et al. suggéraient que ERPcx (I'un des variants d’ERp, considéré comme facteur pronostique du
cancer de la prostate) contribue au développement du cancer de la prostate par I'expression de
GRPR dans les cellules carcinomateuses (Nagasaki et al., 2012). Depuis, la littérature décrivant un
possible lien entre I’expression du GRPR et celle des estrogenes a considérablement augmenté.
Dalm et al. en 2015 ont constaté que 96% de leurs échantillons de tumeurs mammaires tous sous-
types confondus (48/50) exprimaient le GRPR et ont trouvé une tres forte corrélation entre le statut

ER+ et I’expression du GRPR.
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Dans une étude plus récente réalisée par Morgat et al. (Morgat et al., 2017), I’analyse de tissue-
micro-array de 1432 tumeurs du sein a révélée qu'environ 90% des tumeurs sont positives pour le
GRPR. 75,8% présentaient une surexpression, tres souvent associée a la positivité des récepteurs
aux cestrogenes (83,2% des tumeurs ER-positives étaient GRPR+). Lorsque les sous-types
moléculaires du cancer du sein étaient considérés, le GRPR était surexprimé dans 86,2% des
tumeurs de type luminal A, 70,5% des luminales B HER2 négatives, 82,8% de luminal B HER2
positives, 21,3% des tumeurs HER2 + et 7,8% des tumeurs triple-négatives.

Les patientes atteintes de cancer du sein ER+ seraient donc un groupe cible potentiel pour l'imagerie

ou la thérapie avec des radioligands GRPR.
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XI. Analogues de la neurotensine portant le DOTA

XL.1. Introduction

Comme nous I’avons vu ci-dessus, plusieurs cancers surexpriment des récepteurs de la neurotensine
de type 1 par rapport aux tissus normaux : certaines tumeurs de la téte et du cou, 65% des sarcomes
d’Ewing (J. C. Reubi et al., 1999), 76% des cancers colorectaux (Gui et al., 2008), 90% des
mésothéliomes malins (Alifano et al., 2010a), 60% des cancers du poumon non a petites cellules de
stade 1 (Alifano et al., 2010b), 91% des cancers canalaires du sein invasif (S. Dupouy et al., 2009),
75 a 88% des adénocarcinomes pancréatiques (J. C. Reubi et al., 1998). Dans les cancers de la
prostate 1’expression du NTR1 varie selon le stade de différenciation tumorale, cette expression
étant plus importante dans les adénocarcinomes que dans les adénomes prostatiques bénins (Swift et
al., 2010).

Un radiopharmaceutique ciblant le NTR1 serait donc un outil potentiel pour le diagnostic ou la
thérapie de toutes ces tumeurs. C’est pourquoi, I’équipe du Dr. Gruaz-Guyon s’est intéressée au
développement de nouveaux ligands analogues de la NT couplés a des chélatants de type
polyaminopolycarboxyliques tels que le DTPA ou le DOTA destinés a 1’imagerie voir a la
radiothérapie ciblée.

Comme nous l'avons vu dans l'introduction, le DTPA et le DOTA sont bien adaptés au marquage
avec des radiométaux permettant différentes applications d’imagerie TEMP ou TEP ou de
radiothérapie ciblée, comme le montre les succes obtenus avec des analogues de la somatostatine

. . 111 68 177
radiomarqués avec I’ " 'In, le " Ga, I 90Y, oule ""Lu.

Historiquement le tout premier analogue de la neurotensine développé pour le ciblage
radioisotopique de tumeurs est le DTPA(In)-NT(8-13) qui consiste simplement en un couplage du
DTPA sur la lysine8 de la NT8-13 permettant un marquage a I’indium-111. Ce peptide a permis in
vitro d’augmenter la demie vie de la NT native de 1,5 min a 10 min (Chavatte et al. 1999, équipe de
D. Tourwé).

Dans une premiere étude de ciblage tumoral in vivo, 1’équipe d’A. Gruaz Guyon a développé un
dérivé de la NT, le [Lys(DTPA)]-NT qui consistait en un couplage du DTPA sur la lysine® de la
NT(1-13) permettant le marquage a I’indium-111 (Hillairet De Boisferon et al., 2002). Elle a étudié
les caractéristiques de ce composé dans un modele de souris greffées en sous cutané par la lignée
HT?29. Les études in vivo développant des analogues radiomarqués de la neurotensine utilisent de
maniere générale le modele HT29, une lignée d’adénocarcinome colique a partir de laquelle
I’ ADNCc codant pour le récepteur NTR1 humain a été isolé (Vita et al., 1993).
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Dans une seconde étude, cette équipe a souhaité approfondir la compréhension de 1’effet du
couplage du chélatant et du marquage ainsi que celle des modifications de la séquence d’acides
aminés sur I’ affinité.

Les caractéristiques d’une série d’analogues couplés au DTPA dérivés des analogues NT(8-13)
marqués au 99mpe déja décrits dans la littérature (Bruehlmeier et al., 2002, Buchegger et al., 2003,
Garcia-Garayoa et al., 2001, Garcia-Garayoa et al., 2006, Maes et al., 2006) ont été étudiées. Le
couplage du DTPA(In) a la fonction a-NH, de la NT(8-13) a entrainé une importante baisse de
l'affinité pour les cellules HT29 qui peut €tre attribuée a un phénomene d'encombrement stérique
apporté par le complexe DTPA(In) ou bien a des changements structuraux induit par le DTPA: il a
été en effet été décrit que le DOTA couplé a un peptide de 13 acides aminés pouvait induire une

hélice o qui n'était pas observée dans le peptide non couplé (Mier et al., 2007).

Dans une autre série d’analogues, inspirée du [Lys(DTPA)]-NT (Hillairet De Boisferon et al., 2002),
le DTPA a été €loigné de la séquence NT(8-13) qui assure la liaison au récepteur NTR1, pour étre
couplé sur la fonction e-NH2 de la lysine de la NT (6-13). Dans cette série, la fonction a-NH, de la
lysine® a été acétylée pour protéger contre la dégradation par les aminopeptidases et neutraliser la
charge positive qui pouvait augmenter 1’accumulation rénale (Akizawa et al., 2001, Froidevaux et
al., 2005).

L’affinité, la stabilité et I’accumulation tumorale de ces analogues ont été évaluées a 1’aide de la
lignée HT?29 in vitro ou in vivo sur de souris porteuses de tumeurs HT29 (Alshoukr et al., 2009).
L’affinité in vitro d’un des composés de cette série (NT20.1, 1C5p=0,82nM) s’est révélée Etre
quasiment identique au ligand (NT8-13, ICs50=0,68nM) qui porte l'essentiel des propriétés
biologiques et pharmacologiques du peptide entier (Alshoukr et al., 2009) et qui présente une
affinité pour son récepteur NTR1, 10 a 20 fois meilleure que la NT native (P. Kitabgi, 2006a, Myers
et al., 2009). Mais ce composé couplé au DTPA, DTPA('''In)-NT20.1, qui ne présentait aucune
modification de la séquence 8-13, permettant sa résistance a la dégradation, a présenté une tres
faible stabilité in vivo dans le plasma (seulement 0,8% de peptide intact) 15 minutes apres injection
et malgré sa trés bonne affinité pour le NTR1, 1h apres injection a la souris seulement 0.46% ID/g

était retrouvé dans la tumeur HT29.

Les analogues suivants ont été stabilisés contre la dégradation, I’un par une substitution de la Leu'?
par une Tleu'? et I’autre par N-methylation de la liaison Pr07—Arg8 en plus de la substitution par une
Tle'? aboutissant au composé NT20.3 qui permis d’obtenir une bonne stabilité in vivo dans le

plasma (26,5 % de peptide intact) 15 minutes apres injection a la souris tout en conservant une
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bonne affinité pour le NTR1 (ICsp= 15,9 nmol/L).

Comme attendu, ces modifications de séquence ont augmenté la résistance du peptide contre la
dégradation enzymatique in vitro et cette double stabilisation de la molécule a eu un impact majeur
sur le marquage tumoral, comme cela a déja été décrit pour des analogues de la bombésine (Garcia
Garayoa et al., 2007), permettant 1’obtention d’un pourcentage de dose injectée/gramme de 3,27%
dans la tumeur HT29, 1h apres injection, qui reste de 2,38% dans la tumeur 3 h apres injection.

En dépit d'un marquage rénal encore important (7,49%ID/g 1h p.i. et 4,85%ID/g 3h p.i.), le DTPA
(""'In)-NT-20.3 procure un marquage spécifique de la tumeur et permet un bon compromis avec un
rapport de marquage tumeur/ rein supérieur a celui des analogues de la neurotensine DTPA décrits

dans la littérature.

L'obtention d'images planaires et TEMP de contraste élevé permettant la détection des greffes
tumorales 2 I'aide du DTPA('"'In)-NT20.3 dans des temps courts aprés l'injection, inférieurs a 60
minutes, un délai compatible avec la demi-vie du gallium-68 (68 min), a conduit cette équipe a

proposer ce traceur pour 1’imagerie TEP.

Le DTPA reste I'un des chélateurs bifonctionnels les plus utilisés pour le marquage des peptides a
I’indium-111 donc pour la TEMP ; il forme des complexes stables et a une cinétique de marquage
rapide. Cependant, la stabilité du complexe DTPA gallium-68 est faible in vivo et peut conduire a
des probléemes de transmétallation/transchélation. De plus, le DTPA n'est pas approprié pour
l'incorporation de radionucléides thérapeutiques tels que I'*°Y et le '”’Lu car il libere du métal libre
qui entraine une toxicité pour la moelle osseuse (S. Liu, 2008), tandis que le DOTA chélatant
macrocyclique formant des complexes cinétiquement et thermodynamiquement plus stables est plus
approprié. L’octréotide-DTPA marqué au gallium-68 a donné des résultats décevants (Maecke,
2005). Les analogues de la somatostatine portant le DOTA, synthétisés a l'origine pour des
applications thérapeutiques, marqués au gallium-68, ont montré des propriétés supérieures aux
i

analogues radiomarqués a

Gabriel et al., 2007).

In pour la scintigraphie des tumeurs neuroendocrines (Michael

L’équipe du Dr. Gruaz-Guyon et particulierement Faisal Al shoukr ont alors développé une
nouvelle série d'analogues de la neurotensine conjugués au chélatant DOTA, en utilisant le DTPA-
NT-20.3 comme molécule principale ; ils ont également inclus dans 1’étude un analogue synthétisé
par I’équipe du Pr. Tourwé (Bruxelles), le DOTA-LB119 ou la Tyrll a été substituée par une
diméthyl-tyrosine pour augmenter la stabilité. Dans ce traceur, le chélatant a également été éloigné
de la séquence peptidique, assurant la liaison au récepteur, par un acide aminohexanoique afin de

minimiser I’encombrement stérique pouvant entrainer une diminution de 1’ affinité.
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Le but de cette étude était de développer des analogues de DOTA-neurotensine pour I’imagerie TEP

. . 2~ A 2 0 177
au ®Ga ; ils pourraient également €tre marqués au Y ou au

Lu pour la radiothérapie ciblée. Les
caractéristiques de ces dérivés marqués a 1"''"'In ont été étudiées : affinité, cinétique de liaison et
d’internalisation, stabilité in vivo ainsi que biodistribution. Une acquisition d’images TEMP a été
réalisée dans un modele de tumeurs humaines d’adénocarcinome colique HT29 surexprimant le

récepteur NTR1 de la neurotensine.

J’ai alors mis au point le marquage de plusieurs de ces peptides a 1’aide du gallium-68 issu d’un des
premiers générateurs de **Ge/*®Ga du service de médecine nucléaire de I’hdpital Tenon détenu au
LIMP. En optimisant les conditions de radiomarquage, nous avons pu obtenir un marquage rapide,
automatisé et reproductible permettant d’aboutir a une activité spécifique suffisante pour une
injection chez le petit animal. L’imagerie TEP de ’analogue “*Ga-DOTA-NT20.3 a été réalisée

avec le méme modele d’adénocarcinome colique HT29.

XIL.2. Article 2: Analogues de la neurotensine porteurs d’un chélatant DOTA
pour la scintigraphie a I’indium-111 et I’imagerie TEP au gallium-68 de tumeurs positives

pour le récepteur de la neurotensine.

Alshoukr F, Prignon A, Brans L, et al. Novel DOTA-neurotensin analogues for '''In scintigraphy
and ®*Ga PET imaging of neurotensin receptor-positive tumors. Bioconjug Chem. 2011;22:1374-

1385.

Notes: Faisal Alshoukr and Aurélie Prignon are to be considered as equal co-authors
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ABSTRACT: Overexpression of the high affinity neurotensin receptor 1 (NTSR1), demonstrated
in several human cancers, has been proposed as a new marker for human ductal pancreatic
carcinoma and as an independent factor for poor prognosis for ductal breast cancer, head and neck
squamous cell carcinoma, and non-small cell lung cancer. The aim of the present study was to
develop new DOTA-neurotensin analogues for positron emission tomography (PET) imaging with
%Ga and for targeted radiotherapy with *°Y or '”’Lu. We synthesized a DOTA-neurotensin

Tumor

Y1 YA

analogue series. Two of these peptides bear two sequence modifications for metabolic stability: DOTA-NT-20.3 shares the same
peptide sequence as the previously described DTPA-NT-20.3. In the sequence of DOTA-NT-20.4, the Arg®-Arg’ bond was
N-methylated instead of the Pro’-Arg® bond in DOTA-NT-20.3. An additional sequence modification was introduced in DOTA-
LB119 to increase stability. A spacer was added between DOTA and the peptide sequence to increase affinity. Binding to HT29 cells,
which express NTSR1, in vivo stability, and biodistribution of the various analogues were compared, and the best candidate was used
to image tumors of various sizes with the microPET in mice. ""In-DOTA-NT-20.3, in spite of a relatively high uptake in kidneys,
showed specific tumor uptake and elevated tumor to other organ uptake ratios. High contrast images were obtained at early time
points after ing'ection that allowed tumor detection at a time interval postinjection appropriate for imaging with the short-lived
radionuclide **Ga. "' In-DOTA-NT-20.4 displayed inferior binding to HT29 cells and reduced tumor uptake. '''In-DOTA-LB119
displayed at early time points a significantly lower renal uptake but also a lower tumor uptake than - DOTA-NT-20.3, although
binding to HT29 cells was similar. ®*Ga-DOTA-NT-20.3 displayed higher tumor uptake than ®*Ga-DOTA-LB119 and allowed the
detection of very small tumors by PET. In conclusion, DOTA-NT-20.3 is a promising candidate for 8Ga-PET imaging of
neurotensin receptor-positive tumors. DOTA-NT-20.3 may also be considered for therapy, as the yttrium-labeled peptide has
higher affinity than that of the indium-labeled one. A prerequisite for therapeutic application of this neurotensin analogue would be
to lower kidney uptake, for example, by infusion of basic amino acids, gelofusin, or albumin fragments, to prevent nephrotoxicity, as
with radiolabeled somatostatin analogues.

B INTRODUCTION

been demonstrated in several human cancers such as pancre-

. . a0l 56 i
During the past few years, several reports have pointed to the atic adenocarcinoma (75—88%),™ invasive ductal breast cancer

role of neurotensin and the high affinity neurotensin receptor 1
(NTSR1) in the progression of a variety of human cancers."
Neurotensin (NT) is a tridecapeptide which acts, in the central
nervous system, as a neuromodulator involved in dopamine
transmission, inhibition of food intake, hypothermia, and analge-
sia. In the periphery, neurotensin effects involve hypotension,
decrease in gastric acid secretion, lipid digestion, gut motility,
proinflammatory response, and also cell proliferation of a variety
of normal or cancer cells such as pancreatic adenocarcinoma,
colon, prostate, breast, and lung cancer cells."~* Neurotensin
exerts its trophic effects, in an endocrine, paracrine, or autocrine
fashion, predominantly through NTSR1, but NTSR2 and parti-
cularly NTSR3 may also contribute to growth stimulation of
normal and neoplastic tissues. Overexpression of NTSR1 has

<7 ACS Publications ©2011 American chemical society

(91%),” non-small cell lung carcinoma (60%),” malignant mesothe-
lioma (90%),” colon adenocarcinoma,'® head and neck squamous
cell carcinoma,"’ prostate cancer,'” small cell lung carcinoma,
Ewing’s sarcoma, and meningioma."® Recent studies have suggested
that increased NTSR1 expression contributes to the progression and
aggressiveness of several tumors.”¥'%" In addition, NTSR1 over-
expression has been proposed as a new marker for human ductal
pancreatic carcinoma © and as an independent factor for poor
prognosis for ductal breast cancer,'* head and neck squamous cell
carcinoma,'’ and non-small cell lung cancer.®
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Table 1. Peptide Sequence and Analytical Data

peptide sequence % purity M+H" MALDI-TOF M+H" calculated
NT pGlu-Leu-Tyr-Glu-Asn-Lys-Pro-Arg-Arg-Pro-Tyr-Ile-Leu-OH
NT(8-13) H-Arg-Arg-Pro-Tyr-Ile-Leu-OH
NT-20.3 Ac-Lys-Pro-Me-Arg-Arg-Pro-Tyr-Tle-Leu-OH
DTPA-NT-20.3“ Ac-Lys(DTPA)-Pro-Me-Arg-Arg-Pro-Tyr-Tle-Leu-OH >99 1473.83 1473.80
DOTA-NT-20.3 AC-Lys(DOTA)-Pro-Me-Arg-Arg-PrO-Tyr-Tle-Leu—OH 98 1484.83 1484.85
DOTA-NT-20.4 AC-LYS(DOTA)—Pro-Arg-Me-Arg-Pro-Tyr-Tle-Leu-OH >97 1484.84 1484.85
DOTA-LB119" Ac-Lys(Ahx-DOTA)-Pro-Me-Arg-Arg-Pro-Dmt-Tle-Leu-OH >95 1627.08 1626.98

“ Previously published.19 ¥ Ahx: aminohexanoic acid; Dmt: 2/,6'-dimethyltyrosine.

Radiolabeled neurotensin analogues could be used with scinti-
graphy or positron emission tomography (PET) for staging
and/or prognostication, treatment follow-up, and further for inter-
nal radiotherapy of tumors overexpressing neurotensin receptors.
The potential of radiolabeled peptide receptor ligands has been
demonstrated by the role of somatostatin receptor '''In-scinti-
graphy, which is nowadays a routine imaging modality in the
diagnosis and staging of gastroenteropancreatic neuroendocrine
tumors (GEPNETSs), and by the therapy results obtained with
Y- and '""Lu-labeled somatostatin anallogues.ls’16

We have previously developed DTPA-conjugated analogues
of NT(8—13), the minimal sequence that mimics the effects of
full-length NT,"” and of NT(6—13)."®" Since neurotensin is
rapidly degraded in vivo, sequence modifications were introduced
to stabilize these molecules. An NT(6—13) analogue, DTPA-
("'In)-NT-20.3, may be considered a promising candidate for
"n imaging of neurotensin receptor-positive tumors. This
tracer showed specific tumor uptake in vivo and yielded high
contrast on planar and SPECT tumor imaging in nude mice. In
spite of a relatively high uptake in kidneys, uptake ratios between
tumors and other normal organs including stomach, small intes-
tine, and colon were high. Tumor was detected at earl?r time points
postinjection (30—60 min) on images obtained with ' ''In-DTPA-
NT-20.3. Such a time interval is appropriate for imaging with the
short-lived radionuclide ®*Ga (half-life of 68 min). Indeed,
%Ge/%®Ga generators, with a relatively long half-life that permits
use over more than one year, have been made available. They
provide ®*Ga independently of an on-site cyclotron. The gen-
erators make the labeling of peptides with this 2positron emitting
radionuclide relatively easy by simple chelation.”® They prompted
the development of several “*Ga-labeled radiopharmaceuticals,
particularly peptide receptor ligands such as somatostatin,
a-MSH, or bombesin analogues.l 21723 The superiority of PET
imaging of somatostatin receptors with **Ga-labeled somatostatin
derivatives over SPECT with '''In-labeled pentetreotide has been
reported in a number of publications.”* >’

DTPA provides easy and stable peptide labeling with indium-
111. However, labeling stability has been shown to be less
satisfactory with other radioactive metals, particularly for yt-
trium-90 for therapy. The macrocyclic chelator 1,4,7,10-tetra-
azacyclododecane-N,N',N",N""-tetraacetic acid (DOTA) is
suitable for labeling with numerous radionuclide and is much
more efficient in preventing leakage and subsequent bone marrow
toxicity in targeted radionuclide therapy with yttrium-90.”"
DOTA-substituted peptides have also been used successtully for
labeling with lutetium-177 and gallium-68. The aim of the present
study was thus to develop a new DOTA conjugated neurotensin
analogue series that would allow PET imaging with %Ga of
neurotensin receptor-positive tumors, using DTPA-NT-20.3 as

lead molecule. These DOTA-neurotensin analogues should also
be suitable for labeling with °Y or *”’Lu in the aim of internal
radiotherapy. Binding to HT29 cells, which express NTSR1, in vivo
stability, and biodistribution of the various analogues were com-
pared, and the best candidate was used to image tumors of various
sizes with the microPET in mice.

B MATERIALS AND METHODS

Cells. Experiments were performed with the HT29 human
colorectal carcinoma cell line (ATCC, Rockville, USA). Cells
were grown in DMEM (Gibco, France) supplemented with 10%
fetal calf serum, 2 mM glutamine, and S0 xg/mL gentamycin at
37 °Cin 5% CO,.

Synthesis of the DOTA-NT Analogues. All reagents used
for the synthesis were obtained from Sigma-Aldrich (Saint
Quentin Fallavier, France, or Bornem, Belgium), Macrocyclics
(Dallas, USA), Novabiochem (Laufelfingen, Switzerland),
Bachem (Bubendorf, Switzerland), and RSP (Shirley, USA).

Sodium acetate 2 M was obtained from Hospira (Lake Forest,
USA), absolute ethanol from Prolabo (Briare, France), trifluor-
oacetic acid from Supelco (Bellefont, USA). Water purified on
Chelex resin from Biorad (St. Louis, USA) was used in all
reactions.

The purity of the compounds was checked by HPLC on a
Nucleosil C,g (5 um, 100 A, Shandon, France) reverse-phase
column or on a Discovery BIO SUPELCO Wide Pore (S um,
300 A, Sigma-Aldrich) column with a gradient of A, water (0.05%
TFA), and B, CH;CN (0.05% TFA), at a flow rate of 1.5 mL/min
on a Waters apparatus.

The acetylated NT(6—13) analogues NT-20.3 (Ac-Lys-Pro-
Me-Arg-Arg-Pro-Tyr-Tle-Leu-OH) and NT-20.4 (Ac-Lys-Pro-
Arg-Me-Arg-Pro-Tyr-Tle-Leu-OH) were synthesized by NeoMPS
(Strasbourg, France). 1,4,7,10-Tetraazacyclododecane-1,4,7-tris-
(acetic acid)-10-acetic acid mono(N-hydroxysuccinimidyl ester)
(DOTA-NHS ester) (Macrocyclics, Dallas, TX, USA) (S equiv)
was coupled to the lysine &-NH, of NT-20.3 or of NT-20.4
(1 equiv) as described.” These DOTA-NT-20.3 and DOTA-
NT-20.4 were purified by C,g reverse phase chromatography
(5 um, 100 A, Nucleosil, Shandon, France) using a linear 150 min
gradient (flow rate, 2 mL/min; A, H,O/TFA(0.05%); B, acet-
onitrile/TFA(0.05%)) from 0% to 37% B. Coupling yields were
approximately 85% for DOTA-NT-20.3 and 64% for DOTA-
NT-20.4.

DOTA-LB119 was obtained starting from Ac-Lys(Dde)-Pro-
Me-Arg(Pbf)-Arg(Pbf)-Pro-Dmt(Trt)-Tle-Leu-OWang  resin.
After deprotection of the Dde protection using NH,OH.HCl/
imidazole,*® Fmoc-Ahx was coupled to the free e&-NH, group of
Lys (DIC/HOBt) followed by Fmoc deprotection and coupling
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of DOTA(OtBu); using HATU. The peptide was cleaved from
the resin using TFA/H,0/thioanisole/phenol/ethanedithiol
(82.5:5:5:5:2.5) and purified by HPLC.

All DOTA-peptides were purified to at least 95% purity and
identified by mass spectrometry (Table 1).

Radiolabeling. '"'In Labeling. DTPA-NT-20.3 was labeled
with '"'In as already described.’® The DOTA-NT analogues
(1 nmol) were labeled with indium-111 (*''InCl;, 10—20 MBgq,
Covidien imaging, France) in 270 mM acetate, 27 mM citrate,
buffer pH 4.5 during 25 min at 95 °C. Excess free indium was
removed on a Sep-Pak cartridge (Waters Milford, USA). Radio-
chemical purity was confirmed by reverse-phase HPLC.

®*Ga Labeling. A fully automatic, PC-controlled, radiophar-
maceutical synthesis device (SynChrom R&D, Raytest, Germany)
was used for all labeling steps. Ga (1 2 68 mln) was eluted from a

%Ge/° Ga -generator-system (IGG100, Eckert Ziegler, Berlin) in
which %Ge (t 12 270.8 d) was attached to a bor051hcate glass
column containing a titanium dioxide bed. The **Ga was eluted
with S mL of 0.1 M hydrochloric acid. DOTA-peptide (25 nmol)
in 290 4L 0.8 M sodium acetate was added to 300 MBq of “*GaCl,
in2mL 0.1 M HCI. The reactlon m]xture (pH 3.5) was incubated
at 95 °C for 8 min. Excess free ®*Ga was removed on a Sep-Pak
cartridge (Waters Milford, USA). Radiochemical purity was con-
firmed by reverse-phase HPLC.

Determination of the ICs, of the DOTA-NT Analogues for
Binding to NTSR1 in Living HT29 Cells and Kinetics of
Activity Associated to or Internalized into Cells. The chelate
formed by the nonradioactive metal (Me) and the DOTA-
peptides (Me-DOTA-peptides) was obtained by incubation
(25 min at 95 °C) of the DOTA-peptide (150 nmol in 150 uL
water) with solutions of InCly, YCls, or GaCl; (1.5 umol in
150 uL acetate 100 mM,, citrate 10 mM, buffer, pH S). ICs, for
the binding to living HT29 cells was determined by competi-
tion between '**I-labeled neurotensin (Perkin-Elmer, France)
and the Me-DOTA-peptide chelate. HT29 cells (1.5 x 10° cells)
were rinsed with 500 4L DMEM 0.2% BSA and incubated for
60 min at 37 °C with '**Ilabeled neurotensin (40 pM, 300 uL
DMEM, 0.2% BSA, 0.8 mM 1,10-phenanthroline) in the pre-
sence of increasing concentrations of nonradioactive Me-DOTA-
NT analogue. After washing the wells twice with ice-cold DMEM
0.2% BSA, cells were lysed in 500 4L 0.1 N NaOH and radio-
activity was counted Nonspecific binding was evaluated in the
presence of 10~ ® M neurotensin. Competmon curves were
analyzed with the Equilibrium Expert software.>" All experiments
were performed three times in triplicate.

Kinetic studies were performed with 0.5 x 1072 M '"In-
DOTA-NT-20.3 or '"'In-DOTA-LB119 or § x 10" M '"'In-
DOTA-NT-20.4 as above, except for the use of twelve-well plates
(600 uL, 1.5 x 10° cells). At selected times, total radioactivity
associated to the cells was evaluated as above. To determine the
amount of internalized radioactivity, wells were incubated in
DMEM/0.2% BSA, pH 2.0, for 15 min at 4 °C, to dissociate the
surface-bound ligand. Internalized activity was then counted after
washing and cell lysis. Nonspecific bmdmg and internalization
was evaluated in the presence of 10~ ° M neurotensin. Results are
expressed as the percentage of acid washed resistant activity,
corresponding to specific binding, related to the activity specifi-
cally associated with the cells (I/B, mean =+ sem).

In Vivo Metabolic Stability. Female BALB/c mice (n =3—4)
were injected in the tail vein with '"'In-labeled DOTA-NT
analogues (50 pmol). Mice were sacrificed 15 min after injection.
Plasma and urine samples (50 uL) were added to 200 uL

methanol and filtered. Then, methanol was evaporated under
vacuum and the sample was analyzed by C;3 RP-HPLC. Detec-
tion was performed with a radioactivity detector (HERM LB 500,
Berthold, France). Elution was performed using, after 5 min at
0% B, a linear 15 min gradient from 0% to 35% B and a linear
25 min gradient from 35% to 50%; flow rate: 1.5 mL/min. The
sample was also coinjected with fresh radioactive peptide to
identify the peak corresponding to intact peptide. Under these
conditions, the retention times of the peptides were 34.0 min for
"'In-DOTA-NT-20.3and ' 'In-DOTA-LB119 and 33.1 min for
"'In-DOTA-NT-20.4.

Biodistribution and Imaging Studies. All in vivo experi-
ments were performed in compliance with the French guidelines
for experimental animal studies and fulfill the UKCCCR guide-
lines for the welfare of animals in experimental neoplasia.

HT29 cells (6.7 x 10° cells) were inoculated subcutaneously
in the flank of 6—8 week old athymic nu/nu male mice (Harlan,
France). Biodistribution and imaging studies were performed
two weeks later except as mentioned otherwise.

Biodistribution and Imaging Studies of '''In-Labeled
DOTA-NT Analogues. Mice were injected in the tail vein with
"!In-labeled DTPA-NT-20.3 (25—45 pmol) or In-labeled
DOTA-NT analogues (40—6S pmol, 0.5—0.7 MBq in 100 uL
PBS 0.01% mouse serum albumin, except for mice dissected 49 h
postinjection which received S00—900 pmol, 7—12 MBq) and
sacrificed at different times. Blood, organs, and tumors were
collected and weighed and radioactivity was counted. Injected
activity was corrected for losses by subtraction of noninjected
and subcutaneously injected material remaining in the animal
tail. In blocked control experiments, each mouse received a
coinjection of the labeled peptide and of its unlabeled counter-
part (180 nmol NT-20.3 for DOTA-NT-20.3, Ac-Lys-Pro-
Arg-Me-Arg-Pro-Tyr-Tle-Leu-OH for DOTA-NT-20.4, and Ac-
Lys(Ahx)-Pro-Me-Arg-Arg-Pro-Dmt-Tle-Leu-OH for DOTA-
LB119).

To estimate the areas under the time concentration curves
(AUC) of the various peptides, biodistribution data collected at
various time after injection were fitted using WinSAAM>” to a
pharmacokinetic model with two compartments to describe the
distribution and elimination kinetics. Specific uptake in tumors
and kidneys was modeled using one additional compartment for
each tissue. Uptake data in tumor and kidneys were then fitted as
the sum of the content of these additional compartments plus a
fraction of the content of the central compartment of the model.
To reduce the number of adjustable parameters, the volume of
the central compartment was set to that of blood calculated as
9.5% of mean mouse body Weight,33 and the fractions of rapidly
exchangeable fluid (blood + interstitial fluid) were set to 0.25 and
to 0.39 for tumor and kidneys, respectively, as determined by
Sung and co-workers®* and Covell and co-workers.>® The same
model was used for all peptides. Addition of more compartments
or adjusting the central compartment volume or the fractions of
rapidly exchangeable fluid did not significantly improve data
fitting. AUC were then calculated for blood, tumor, and kidneys
by adding an accumulation compartment and extrapolating to
12 000 min.

"'In scintigraphic imaging was performed at the imaging
platform of CEFI (Institut Claude Bernard, IFR 2, Paris). Mice
under pentobarbital anesthesia were i.v. injected with "p-
DOTA-NT analogues (500—900 pmol, 7—12 MBq) using a
dedicated small animal Gamma Imager-S/CT system (Biospace
Mesures) equipped with a parallel collimator (matrix 128 x 128,
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with 15% energy windows centered on both indium-111 peaks at
171 and 245 keV). Planar anterior acquisitions were performed
fromOtolh,1to1.5h,45t05.5h,24to25h,and 48 to 49 h
postinjection. Tumor to kidney activity ratio was evaluated using
ROI surrounding the tumor and the right kidney. Radioactivity
excretion in urine was determined from activity collected in the
bladder 1.5 h postinjection.

Biodistribution and Imaging Studies with °®Ga-Labeled
DOTA-NT Analogues. Animals were injected in the retro-orbital
sinus, under general anesthesia by isoflurane inhalation, with
%Ga-DOTA-NT-20.3 (420 =+ 30 pmol, 0.96 + 0.08 MBq) or
¥Ga-DOTA-LB119 (450 4 50 pmol, 1.2 + 0.1 MBq) in 0.1 mL
saline, 8 and/or 14 days after graft PET acquisitions were
performed at the LIMP imaging platform (Hopital Tenon, IFR
65 of Université Pierre et Marie Curie, Paris) with the Mosaic
animal PET machine (Philips Medical systems, Cleveland, OH,
USA). Static acquisitions were performed 45 min later with an
exposure time of 10 min except otherwise mentioned.

Data were standardized with SUV units (standardized uptake
value, g/mL). It is a widely used, simple PET quantifier, calculated
as the ratio of radioactive concentration in a ROI surrounding
the organ (MBg/mL) to the injected activity per animal body
weight corrected from decay (MBq/g). Data were analyzed using
PETView and Syntegra—Philips software (PETView; Philips
Medical Systems, Bothell, WA).

Mice were sacrificed by cervical dislocation while under an-
esthesia one hour after injection. Blood, organs, and tumors were
collected and weighed and radioactivity was counted. Tissue
activity was decay-corrected.

For comparison, 9 days after inoculation of tumor cells, after
a fasting period of 12 h, mice were injected intravenously with
6 to 10 MBq fluorodeoxyglucose (*°F) (FDG). Images were
recorded one hour later with a 10 min acquisition time.

Statistical Analysis. Statistical analysis of differences in tissue
uptake values was performed using unpaired t test for compar-
ison between two groups or ANOVA analysis followed by
Newman-Keuls’ test for multiple comparisons. Differences of
p < 0.05 were considered significant.

B RESULTS

Synthesis of DOTA-NT Analogues. A series of NT (6—13)
analogues that bear DOTA on the Lys(’ lateral chain were
synthesized. The N-terminal end was acetylated to protect
against amino-peptidases and to neutralize the 7positive charge
of the 0-NH, that favors renal accumulation.*®? Changes were
introduced in the peptide sequence to protect the bonds between
Arg® and Arg’, Pro'® and Tyr'', or Tyr'' and Ile'* against
enzymatic degradation (Table 1). DOTA-NT-20.3 is the DOTA
analogue of DTPA-NT-20.3, which provided, in a previous study,
very encouraging I targeting to neurotensin receptor-positive
tumors.'” This geptide was doublzr stabilized by N-methylation
of the Pro7—Arg bond and a Tle'* substitution. In DOTA-NT-
20.4, the N-methylation was introduced at the Arg®-Arg” bond
instead of the Pro7-Arg8 bond in DOTA-NT-20.3.

We previously demonstrated that coupling of polyaminopo-
lycarboxylate chelators such as DTPA dramatically decreases the
affinity, unless the distance between the chelating agent and the
NT(8—13) sequence that binds to the NTSRI receptor is
increased.”® Therefore, we introduced an aminohexanoic acid
spacer between DOTA and the peptide sequence in DOTA-
LB119, an analogue of DOTA-NT-20.3 in which Tyr'" was

Table 2. Affinity of Peptides for Binding to HT29 Cells

peptide ICso (nM)
NT* 1.74+04
NT-20.3" 22403
In-DTPA-NT-20.3" 16+2
In-DOTA-NT-20.3 1541
Ga-DOTA-NT-20.3 14+£2
Y-DOTA-NT-20.3 5.6£0.7
In-DOTA-NT-20.4 190 £20
In-DOTA-LB119 14.1£0.7
Ga-DOTA-LB119 7.5+£0.7
Y-DOTA-LB119 9.9+0.5

“For comparison, previously published."

replaced by 2/,6'-dimethyltyrosine (Dmt) to further stabilize the
molecule.

All DOTA-peptides were purified to at least 95% purity and
identified by mass spectrometry (Table 1).

Radiolabeling. '''In-labeling yields of the DOTA-NT analo-
gues were 82 % 3% for DOTA(''In)-NT-20.3, 79 £ 6% for
DOTA('"'In)-NT-20.4, and 87 % 2% for DOTA("''In)-LB119.
Very similar specific activities of about 11 MBq/nmol were
obtained for the three peptides.

The decay-corrected labeling yield of **Ga obtained was 67 +
9% with a specific activity of 2.5—4.5 MBq/nmol at the end of the
labeling. The overall preparation time was 30 min.

After purification of the labeled compound on a reverse phase
Cig cartridge (Sep-Pak cartridge), the radiochemical purity of the
"n- or *Ga-labeled analogues was checked by reverse-phase
HPLC with a radioactivity detector: only one peak correspond-
ing to the labeled peptide was detected on the chromatogram.

Binding Affinities. The ICy, of the Me-DOTA-peptide che-
lates for the binding of '**I-labeled neurotensin to living HT29
cells was measured after 60 min incubation at 37 °C. Since the
peptides are rapidly internalized by target cells (see below), the
determination of affinity constants for NTSR1 at 37 °C is not
straightforward, and ICs values reflect the binding potential of the
various peptides (Table 2). In-DOTA coupling had similar effects
on affinity as In-DTPA, since In-DOTA-NT-20.3 ICs, was similar
to that of its In-DTPA-counterpart. Conversely, N-methylation of
the Args—Arg9 bond, instead of the Pro7—Arg8 bond of In-DOTA-
NT-20.3, increased the ICsq by a factor of about 12 in In-DOTA-
NT-20.4. This loss of affinity may be attributed to the importance
of Arg9 for binding to NTSRI, since replacement of this amino
acid by citrulline decreases the affinity by about 100-fold.*® In-
DOTA-LB119 displayed an IC, similar to that of In-DOTA-
NT20.3 in spite of the substitution of Tyr11 by Dmt, which
decreased the affinity by a factor of S in the In-DTPA-NT(8—13)
analogue series.'” Most probably, the expected loss of affinity was
compensated for by the introduction of an aminohexanoic acid
spacer, between DOTA and the &-NH2 of Lys® in In-DOTA-
LB119.

The chelated metal also had an influence on the affinity of the
complex. The yttrium complexes of DOTA-NT-20.3 and of
DOTA-LB119 displayed lower ICsq than the indium ones (p <
0.01). The ICs, of the gallium chelate of DOTA-NT-20.3 was
not significantly different from that of the indium complex, in
opposition to the ICgsy decrease of the Ga-DOTA-LB119 as
compared to In-DOTA-LB119 (p < 0.001).
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Figure 1. In vitro binding and internalization kinetics of '''In-DOTA-
peptides in HT29 cells. Panel A: Kinetics of specific radioactivity
accretion to 1 x 10% HT29 cells at 37 °C (bound, fmol, mean = sem)
in the presence of S x 10~ %M labeled peptide. Each point is the average
of four experiments performed in triplicate. Open squares: ' ' In-DOTA-
NT-20.3. Black squares: '*'In-DOTA-LB119. Triangles: '*'In-DOTA-
NT-20.4. Panels B (*"'In-DOTA-NT-20.3), C ("' 'In-DOTA-NT-20.4),
and D (""'In-DOTA-LB119): Internalization kinetics. Results are
expressed as the percentage of acid washed resistant activity, corre-
sponding to specific binding, related to the activity associated with the
cells (internalized/bound, mean & SEM). Radioactivity, associated to
cells or acid wash resistant, corresponding to nonspecific binding was
evaluated in the presence of 10~® M neurotensin. Solid line: results fitted
with a monoexponential curve. Three experiments performed in triplicate.

Kinetics of in Vitro Radioactivity Binding and Internaliza-
tion into HT29 Cells. As expected from their ICj,, the binding of
""In-DOTA-NT-20.3 and of '''In-DOTA-LB119 was not sig-
nificantly different at every time point, and a significantly lower
binding was observed for "n-DOTA-NT-20.4 after 15 min of
incubation (Figure 1). The amount of "n-DOTA-peptide
associated with cells that was internalized into cells increased
rapidly with time reaching a 85 £ 2% plateau for '''In-DOTA-
NT-20.3, 91 & 2% for " 'In-DOTA-NT-20.4, and 93 % 2% for
"n-DOTA-LB119 after less than 60 min.

In Vivo Peptide Catabolism. The stability to enzymatic degra-
dation was evaluated in vivo. The fraction of radioactivity associated
to the intact ' 1In—DC)TA—peptides in plasma was determined 15 min
after iv injection to BALB/c mice (Figure 2). Samples were analyzed
by C,g RP-HPLC chromatography. Metabolites eluted at shorter
retention times than the full-length radioactive peptide.
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Figure 2. In vivo serum stability of '''In-DOTA-peptides: representa-
tive C18 HPLC chromatograms of plasma samples collected 15 min
postinjection to mice. (A) "Mn-DOTA-NT-20.3. (B) ""'In-DOTA-
NT-204. (C) "'In-DOTA-LB119. Solid line: plasma sample. Dotted
line: coinjection of the sample with the radioactive control. Chromato-
grams were normalized to the highest metabolite peak.

There was no significant difference between the amount of
intact peptide recovered in the plasma of mice injected with
""In-DOTA-NT-20.3 (22 #+ 1%) and '''In-DOTA-LB119
(26 & 3%), but "' In-DOTA-NT-20.4 (16 & 2%) was less stable
than '"'In-DOTA-LB119 (p < 0.05). The fraction of activity (%
ID/g) remaining in blood 15 min postinjection amounted to 6.1
+ 0.4%, 5.2 £ 0.2%, and 3.9 £ 0.8% for "' In-DOTA-NT-20.3,
""In-DOTA-NT-204, and '''In-DOTA-LB119, respectively.

Biodistribution and Imaging Studies of the DOTA('''In)-
NT Peptides. Biodistribution studies of the neurotensin analo-
gues '''In-DTPA-NT-20.3 (Table 3), '''In-DOTA-NT-20.3
(Table 4), """ In-DOTA-NT-20.4 (Table 5), and '"'In-DOTA-
LB119 (Table 6) were performed at various time points post-
injection in male nude mice. Tumor accretion expressed as the
percentage of injected dose per gram of tumor (%ID/g) showed
no significant difference between '''In-DTPA-NT-20.3 and
"NIn-DOTA-NT-20.3 at any time postinjection, indicating simi-
lar tumor targeting efficacy of these two peptides. A slow tumor
washout of both peptides was observed between 3 and 6 b, as
already described for '''In-DTPA-NT-20.3 in female nude mice.
The renal uptake of these two peptides was not significantly
different, except at 6 h Postinjection (P < 0.05).

At early time points, "In-DOTA-NT-20.3 displayed a higher
tumor uptake than "''In-DOTA-LB119 (1 h P < 0.001 and 3 h
P < 0.03), but ""'In-DOTA-LB119 tumor uptake decreased
slowly with time and, from 6 to 24 h, no significant difference
was observed between these two peptides. Renal accumulation of
radioactivity was lower for '''In-DOTA-LB119 than for '''In-
DOTA-NT-20.3 at early times postinjection (P < 0.001 at 1 hand
P <0.05 from 3 to 6 h). As a consequence, despite its lower tumor
uptake, "' In-DOTA-LB119 tumor to kidney uptake ratios were
higher at 6 h (P < 0.001) postinjection than that of '''In-DOTA-
NT-20.3. '"'In-DOTA-NT-20.4 displayed a lower tumor up-
take than '"'In-DOTA-NT-20.3 at every time point and than
"'1n-DOTA-LB119 from 3 to 24 h, and a higher kidney up-
take than these two peptides. As a consequence, the tumor to
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Table 3. Tissue Distributions of "''In-DTPA-NT-20.3 in Male Nude Mice Grafted with HT29 Cells

" n DTPA-NT-20.3

uptake (%ID/g)" lhn=4 3hn=4 6hn=6 24hn=4 48hn=3
blood 0.13+0.03 0.026 £ 0.004 0.023 £ 0.004 0.0076 =+ 0.0008 0.0028 + 0.0005
lungs 06+03 0.11+0.02 0.13+0.04 0.044 £ 0.003 0.035 £ 0.003
liver 0.12 4 0.01 0.093 &= 0.008 0.075 4 0.009 0.049 4+ 0.003 0.041 % 0.002
spleen 0.134+0.01 0.13 £0.02 0.10£0.01 0.074 &= 0.005 0.064 = 0.004
stomach” 0.14+0.03 0.08 £+ 0.02 0.1540.05 0.27 £ 0.08 0.033 £ 0.008
small intestine” 1.1+04 0.54+0.1 0.61+0.09 0.38 £0.05 0.192 4+ 0.005
large intestine” 0.5+02 0.23+0.02 14+£02 0.82£+0.13 0.15+0.03
muscle 0.5+04 0.14 4 0.09 0.024 £ 0.005 0.023 £0.007 0.016 & 0.004
bone 0.20 £0.06 0.10£0.02 0.08 +0.01 0.044 +0.003 0.027 £ 0.004
kidney 7.8+0.1 7E2 2.8£03 19403 1.54+03
tumor 3.1£04 20+£04 20£02 0.86 £ 0.07 0.9+£0.1
tumor(T)/organ
T/blood 287 756 100420 110£ 10 360+ 90
T/kidney 0.40+0.03 0.32£0.03 0.72 %+ 0.09 05+0.1 0.64 +0.06
T/liver 26+ 2 2143 27+£3 17.7+0.5 23+3
T/muscle 25+9 40+ 30 100+ 10 S0+ 10 70+ 10
“ Uptake is expressed as the percentage of injected dose per gram of tissue (%ID/g). * Organs with their content.
Table 4. Tissue Distributions of '''In-DOTA-NT-20.3 in Male Nude Mice Grafted with HT29 Cells
"In-DOTA-NT-20.3

uptake (%ID/g)" lhn=7 3hn=11 6hn=7 24hn=4 49hn=3
blood 0.36 £0.06 0.014 + 0.002 0.006 =+ 0.002 0.0028 + 0.0003 0.0028 + 0.0004
lungs 0.47 £ 0.04 0.14 4 0.02 0.10+0.01 0.062 = 0.004 0.07 £ 0.01
liver 0.21 £0.02 0.13 £0.02 0.123 £ 0.008 0.085 £ 0.002 0.07 £0.01
spleen 0.19£0.01 0.11£0.01 0.113+£0.009 0.10£0.01 0.16 £0.01
stomach’ 0.13+0.03 02+0.1 0.09+0.04 0.06 £+ 0.01 0.020 £ 0.005
small intestine” 09+0.1 0.52 £0.09 0.34+0.06 032+ 0.02 0.070 £ 0.003
large intestine” 0.39 £ 0.05 1.1+£03 1.5+£05 0.19 £0.02 0.058 + 0.007
muscle 0.104+0.02 0.027 &= 0.009 0.04£0.01 0.0116 == 0.0008 0.008 = 0.001
bone 0.15£0.02 0.10£0.03 0.099 £ 0.007 0.030 £ 0.005 0.053 £ 0.002
kidney 7.6+ 09 49+04 52405 25+0.1 0.86 1 0.08
pancreas 0.095 £ 0.009 0.03 £0.01 0.030 + 0.002 ND ND

tumor 4.7+ 038 2.5+02 1.94+0.2 1.34+02 0.68 £+ 0.09

tumor(T)/organ

T /blood 17 +£5 170 + 30 420+90 500 £ 100 250+£30

T /kidney 0.63+0.07 0.53 £0.05 0.35+£0.02 0.50 £+ 0.04 0.78 +0.03
T/liver 2243 2142 17+ 3 15£1 11+4
T/muscle 60+ 20 1304 20 80+£20 110£+20 8020
T/pancreas 47 £8 90410 70410 ND ND

“ Uptake is expressed as the percentage of injected dose per gram of tissue (%ID/g). b Organs with their content.

kidney uptake ratio of this peptide was very low at every time
postinjection.

Tumor uptake was receptor mediated, as shown by the dramatic
decrease in tumor uptake when the radiolabeled '''In-DOTA-
peptides were coinjected with their unlabeled counterpart: 2.5 +
0.2% vs 0.14 % 0.02% ID/g for ""'In-DOTA-NT-20.3, 1.41 +
0.05% vs 0.12 #+ 0.03% for ' 'In-DOTA-LB119, and 0.52 = 0.07%
vs 0.11 & 0.01% for ""'In-DOTA-NT-20.4 (p < 0.001, 79—94%
reduction, 3 h postinjection).

Radioactivity excretion in urine was fast, and more than 60% of
the injected activity was recovered in the bladder 1.5 h after
injection of ''"'In-DOTA-NT-20.3 or '''In-DOTA-LB119.
Blood activity decreased rapidly for the three '''In-DOTA-
peptides, and low radioactivity uptake was observed in most
nontumor organs, except in kidneys and, to some extent, in the
gastrointestinal tract, particularly in small intestine and in colon.
With the exception of kidneys, tumor to normal organ uptake
ratios were high for ""1n-DOTA-NT-20.3 and, to a lesser extent,

1379 dx.doi.org/10.1021/bc200078p |Bioconjugate Chem. 2011, 22, 1374-1385



Bioconjugate Chemistry

Table 5. Tissue Distributions of ''*In-DOTA-NT-20.4 in Male Nude Mice Grafted with HT29 Cells

""In-DOTA-NT-20.4
uptake (%ID/g)” lhn=4 3hn=4 6hn=4 24hn=4 49hn=3

blood 0.27 +0.03 0.040 % 0.003 0.037 £ 0.005 0.016 £ 0.005 0.0019 =+ 0.0006
lungs 0.27 £0.02 0.10+0.03 0.07 £0.01 0.06 +0.01 0.037 +=0.001
liver 0.107 £ 0.007 0.076 £ 0.008 0.09 +0.01 0.071 4= 0.007 0.074 & 0.007
spleen 0.097 £ 0.006 0.082 £ 0.006 0.070 & 0.006 0.075 4+ 0.009 0.08 +0.02
stomach’ 0.18 + 0.09 0.16 £ 0.09 0.062 + 0.005 0.05 £ 0.02 0.0086 =+ 0.0009
small intestine” 0.5+03 0.124+0.03 0.15 £+ 0.05 0.090 £ 0.008 0.023 4 0.003
large intestine’ 0.20 4+ 0.04 0.5+03 0.36 £ 0.05 0.124+0.02 0.033 +0.007
muscle 0.10+0.02 0.04 +0.01 0.040 £ 0.008 0.023 £ 0.008 0.010 £ 0.002
bone 0.16 £ 0.05 0.09 £ 0.01 0.06 +0.01 0.035 +=0.005 0.037 £ 0.008
kidney 942 8+1 9+2 42408 1.74£0.7
pancreas 0.044 4 0.004 0.027 4 0.002 0.022 4+ 0.003 0.023 = 0.003 ND
tumor 0.8+0.1 0.52+0.07 0.5+0.1 0.33 £0.05 021+0.08

tumor(T)/organ
T /blood 31408 13+2 13+3 40+10 130+ 80
T /kidney 0.095 £ 0.008 0.064 £ 0.005 0.053 = 0.002 0.080 =+ 0.007 0240.1
T/liver 72+£0.7 6.8+0.7 54+£06 742 28+ 0.8
T/muscle 941 14+3 12+3 267 30+ 10
T/pancreas 18+ 4 20+ 4 23+ 5 21£5 ND

“ Uptake is expressed as the percentage of injected dose per gram of tissue (%ID/g). b Organs with their content.
Table 6. Tissue Distributions of '''In-DOTA-LB119 in Male Nude Mice Grafted with HT29 Cells
""In-DOTA-LB119
uptake (%ID/g)” 1thiri =7 3hn=4 6hn=4 24hn=3 49hn=3

blood 0.38 +0.05 0.023 = 0.002 0.0045 +0.0002 0.007 £ 0.002 0.0016 % 0.0003
lungs 0.36 +0.03 0.106 £ 0.007 0.09 +0.01 0.06 £0.01 0.04 +0.01
liver 0.20 %+ 0.01 0.151 £ 0.007 0.14 +0.02 0.080 £ 0.005 0.09 £ 0.03
spleen 0.153 £0.007 0.09 +0.01 0.076 £ 0.009 0.064 £ 0.003 0.10£0.03
stomach” 0.28 £0.08 0.16 +0.04 0.5+0.5 0.08 £0.01 0.024 £ 0.004
small intestine” 1.1+0.1 0.67 +0.08 0.7+ 0.1 0.354+0.05 0.084 + 0.005
large intestine” 0440.1 1.5£0.5 12 £08 0.16 £0.03 0.101 £ 0.006
muscle 0.09 £0.01 0.021 £ 0.005 0.05 £0.02 0.010 4 0.003 0.015 +0.007
bone 0.15£0.04 0.05+ 0.01 0.07 £0.02 0.05£0.01 0.05£0.02
kidney 34+£02 24+£02 22402 1.04 +0.07 0.6£0.1
pancreas 0.081 4-0.008 0.0217 + 0.0008 0.018 +0.001 0.0180 % 0.0006 0.013 £ 0.002
tumor 1.8+0.1 1.41 4+ 0.05 14+02 1.0+ 0.3 0.46 £ 0.06

tumor(T)/organ
T/blood 6+1 63 +7 300 £ 40 160 =+ 60 330490
T/kidney 0.55 +0.05 0.60 +0.05 0.63 £ 0.06 09402 0.74 + 0.07
T/liver 9.040.7 94104 10+£2 12+3 6+1
T/muscle 247 80410 80 & 40 130+ 70 40+ 10
T /pancreas 25+4 65 +2 75+7 50+ 10 37+3

“ Uptake is expressed as the percentage of injected dose per gram of tissue (%ID / g). b Organs with their content.

for ""'In-DOTA-LB119. For example, tumor to blood amounted
to 170 &= 30% and 63 == 7%, respectively, tumor to muscle 130 +
20% and 80 = 20%, tumor to pancreas 90 £ 10% and 65 £ 2%,
and tumor to liver 21 £ 2% and 9.4 + 0.4% at three hours
postinjection (Tables 4 and 6). Some excretion by the digestive
route was also observed: 55 £ 8% and 60 + 10% of the

1380

quite high for

111

radioactivity in the stomach and 76 £ 8% and 79 £ 2% in the
colon were associated to the organ content for ""In-DOTA-NT-
20.3 and ' In-DOTA-LB119, respectively, at 3 h postinjection.
Nevertheless, tumor to stomach (32 = 8% at 3 h postinjection),
to small intestine (7 & 1%), and to colon (4 & 1%) ratios were
In-DOTA-NT-20.3. They were somewhat
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Figure 3. Biodistribution kinetics of " In-DOTA-peptides in tumor-
bearing nude mice. Mice were injected with '''In-DOTA-NT-20.3
(panel A), ""'In-DOTA-NT-20.4 (panel B), or '"'In-DOTA-LB119
(panel C) and sacrificed at selected time intervals. Blood sample
(circles), tumors (squares), and right kidneys (triangles) were weighed
and counted, and the activity was expressed as %ID/g. The three kinetics
were fitted simultaneously using the same pharmacokinetic model as
described in Materials and Methods, and the fitted curves for blood
(dotted line), tumor (dashed line), and right kidney (solid line) are
shown in the graphs as semilogarithmic plots.

lower for ""'In-DOTA-LB119: 10 4 2%, 2.2 4 0.3%, and 1.2 +
0.3%, respectively. Some of the radioactivity accretion in the
intestines was receptor-mediated, since after removal of their
content, the radioactivity uptake was significantly reduced in
small intestine (0.171 £ 0.008% vs 0.082 % 0.007% ID/g for
""In-DOTA-20.3 and 0.68 + 0.01% vs 0.17 & 0.04% ID/g for
LB119, p < 0.001) and in colon (0.4 £ 0.1% vs 0.09 =+ 0.02%,
p < 0.05, and 0.7 £ 0.1% vs 0.16 = 0.06% ID/g, p < 0.01,
respectively), when the tracer was coinjected with an excess of
unlabeled peptide.

Comparison between organ uptakes of different peptides at
selected times postinjection hardly reflects irradiation doses
delivered to these organs over time for a therapeutic injection
of radiolabeled peptides. Then, for a preliminary evaluation of the
potential of these peptides for targeted radiotherapy, areas under
the time—activity curves (AUC expressed as %ID/g.min) were
calculated after simultaneously fitting the activity biodistribution
data for blood, tumor, and kidney to a multicompartmental
model. The same, relatively simple model was used for all
peptides with two compartments to describe the blood pharma-
cokinetic and one additional compartment to describe tumor and

Table 7. Area under Curves for Tumor, Kidneys, and Blood

peptide tumor AUC*  kidney AUC*  blood AUC*
"y DTPA-NT-20.3 6743 10767 464
"1n-DOTA-NT-20.3 5463 9210 500
"n-DOTA-LB-119 3687 5163 514
1y DOTA-NT-20.4 1618 13774 492

“ Area under curve (AUC) are expressed as %ID/g.min.

Mn-DOTA-NT-20.3

Bl
"n-DOTA-LB119

o= R

O-1h __1-1.5h 4.5-55h 24-25h 48-40h

Figure 4. '''In-DOTA-NT-20.3 and '"In-DOTA-LB119 planar
images of male nude mice grafted with HT29 cells. Planar anterior
acquisitions were performed from O to 1 h, 1 to 1.5 h, 4.5 to 5.5 h, 24 to
25 h, and 48 to 49 h postinjection under anesthesia. Bl: bladder. K:
kidney. T: tumor. Tumor weight: 167 mg for '''In-DOTA-NT-20.3 and
196 mg for '"'In-DOTA-LB119.

kidney uptake kinetics. The addition of a fraction of the central
compartment, calculated on the basis of published data for the
fractions of blood and interstitial fluid contained in tumors and
normal organs,***° to these tissues considerably improved data
fitting. A total of seven parameters were thus adjusted to
simultaneously fit the biodistribution data in blood, tumor, and
kidneys. Good fitting was obtained in all cases (Figure 3,
Table 7); however, it should be kept in mind that the kinetics
reflect the total activity present in the tissues, responsible for
tissue irradiation, and not the intact radiolabeled peptide, which
is quickly catabolized. The estimated values for these parameters
were rather similar for all peptides with subtle changes explaining
the differences in pharmacokinetics.

Blood clearances were pretty close for all peptides; however, as
judged by the AUC, tumor uptake was similar for '''In-DTPA-
NT-20.3 and '"'In-DOTA-NT-20.3, lower for '''In-DOTA-
LB119, and still lower for '''In-DOTA-NT-20.4. Kidney uptake
was lower for '''In-DOTA-LB119, higher for '*'In-DTPA-NT-
20.3 and '"'In-DOTA-NT-20.3, and even higher for '''In-
DOTA-NT-20.4. These resulted in similar tumor/kidney AUC
ratios (0.6 to 0.7) for '''In-DTPA-NT-20.3, "' 'In-DOTA-NT-
20.3, and """ In-DOTA-LB119 and in a much lower value for
"n-DOTA-NT-20.4 (0.1). The IC, of the yttrium complex of
DOTA-NT-20.3 is 2-fold lower than that of the indium one (p <
0.01).Then, one can expect that tumor AUC and so tumor to
kidney AUC ratio may be higher with %Y. than '''In-labeled
DOTA-NT-20.3.

Planar images of mice grafted with HT29 cells were recorded
from 1 to 48 h, after injection of '"'In-DOTA-NT-20.3 or '"'In-
DOTA-LB 119 (Figure 4). There was a clear visualization of the
tumor at early time points in mice injected with "' In-DOTA-
NT-20.3. At late time points, the tumor could be clearly detected
with the two peptides. These results were consistent with
biodistribution data and tumor to organ uptake ratios. Kidneys
and bladder were the only other sites of visible activity accumula-
tion. The activity ratio between tumor and kidneys was 0.47 £
0.03% at 1 hand 0.69 = 0.07% at 24 h for ' 'In-DOTA-NT-20.3
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Figure 5. Tumor to normal organ uptake ratios obtained 1 h after
injection of ®*Ga-DOTA-NT-20.3 (420 4 30 pmol, 0.96 + 0.08 MBq)
or ®*Ga-DOTA-LB119 (450 & 50 pmol, 1.2 £ 0.1 MBq) in male nude
mice, grafted with HT29 cells. Bl: blood. Lu: lung. Li: liver. Sp: spleen.
St: stomach. Si: small intestine. Co: colon. Mu: muscle. Pa: pancreas. Ki:
kidney.
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Figure 6. TEP imaging of male nude mice, grafted with HT29 cells in
the right flank, injected with %8Ga-DOTA-NT-20.3: (A) images were
recorded at different time points after injection of ®*Ga-DOTANT-20.3;
in the same mouse (tumor volume 40 mm®), no tumor was detectable on
"E.EDG PET images performed 24 h later; (B) and (C) images
recorded 45 min after ®*Ga-DOTA-NT-20.3 injection (tumor volumes:
22 and 288 mm”). Imaging was performed seven (A and B) or twelve
days (C) after cell graft. The acquisition time was 10 min a = Maximum
Intensity Projection (MIP), frames: b = axial, ¢ = sagittal, and d =
coronal. Bl: Bladder. K: Kidney. T: Tumor. ant: anterior. pos: posterior.

(tumor weight: 0.15 & 0.04% g), 0.45 £ 0.05% and 0.50 £ 0.01%

for '''In-DOTA-LB119 (tumor weight: 0.20 £ 0.05% g).
Biodistribution and PET Imaging with ®®Ga-DOTA-NT-

20.3 and °®Ga-DOTA-LB119. Biodistribution studies were

performed 1 h after injection of %¥Ga-DOTA-NT20.3 (420 =+ 30
pmol, 0.96 + 0.08 MBq) or ®8Ga-DOTA-LB119 (450 + 50
pmol, 1.2 £+ 0.1 MBq). No significant difference was observed
between tumor uptake of %8Ga-labeled and ''In-labeled DOTA-
NT-20.3, but, probably due to its higher affinity, %8Ga-DOTA-
LB119 tumor uptake was significantly increased as compared to
"n-DOTA-LB119 (50% increase, P < 0.05). Nevertheless, the
tumor uptake of 8Ga-DOTA-NT20.3 was higher than that of
*Ga-DOTA-LB119 (P < 0.05).

As observed for the ''In complexes the renal accretion of
%8Ga-DOTA-LB119 was lower than that of ®*Ga-DOTA-NT20.3
(P < 0.05), and for both **Ga-labeled peptides, the renal uptake
was similar to that of the '''In-labeled ones. Tumor to normal
tissue uptake ratios were similar or higher for %8Ga-DOTA-
NT20.3 as compared to %8Ga-DOTA-LB119 except for kidneys
(0.46 £ 0.06% vs 0.79 £ 0.07%) (Figure S).

High contrast images were obtained with %8Ga-DOTA-
NT20.3, which allowed the visualization of very small tumors
(Figure 6). As shown in Figure 6, 22 and 40 mm® tumor grafts
could be easily detected as soon as 45 min after ®*Ga-DOTA-
NT20.3 ingection (10 min acquisition). The tumor SUV,,, 45
min after **Ga-DOTA-NT-20.3 injection amounted to 0.9 0.1
and the tumor to kidney SUV_, ., ratio was 0.6 &= 0.1. Tumor was
not detectable on FDG PET images (not shown).

l DISCUSSION

Since radiolabeled neurotensin analogues may be valuable
tools for both imaging and therapy of neurotensin receptor-
positive tumors, a number of radiolabeled neurotensin analogues,
stabilized against enzymatic degradation in vivo by changes in the
peptide sequence, has been described in the literature. In a series
of peptides bearing (N*His)Ac, a chelator of **™Tc and "**Re,
NT-XIX, an NT(8—13) analogue, displayed the most promising
properties to target these radionuclides in vivo, with low kidney
uptake, and reduction of tumor mass was observed after treat-
ment with the rhenium-188-labeled peptide.*”*® Nevertheless,
some intestine uptake may be a source of background for imaging
and of toxicity for therapeutic applications. Polyaminopolycar-
boxylate chelators, such as DTPA or DOTA, coupled to soma-
tostatin analogues have been used with success to deliver various
radiometals, including 111In, 68Ga, 9OY, or 177Lu, to somatostatin
receptor-positive tumors, such as gastroenteropancreatic neu-
roendocrine tumors (GEPNETs). PET imaging with [**Ga-
DOTA® Tyr’Joctreotate or [®*Ga-DOTA’, Tyr*]octreotide has
been reported to achieve higher diagnostic eflicacy than SPECT
with ' 'In-labeled analogues.“f27 In addition, therapy with [*%Y-
DOTA’, Tyr*Joctreotide and ['”"Lu-DOTA®, Tyr*]octreotate
provided symptomatic improvement, tumor regression, im-
proved quality of life, and a benefit in overall survival. 1516 Geveral
DTPA and DOTA neurotensin analogues have been developed
to target these radionuclides to tumors overexpressing neuro-
tensin 1recept0rs.18’4]’42 However, these radiolabeled peptides
showed moderate tumor uptake and comparably high kidney
uptake. We recently reported the encouraging results obtained
with a new DTPA-neurotensin(6—13) analogue, DTPA-NT-
20.3, which displayed improved uptake ratio between tumor
and kidneys, superior to Ereviously published DTPA and DOTA
neurotensin analogues,“ High-quality planar scintigraphy and
SPECT images were obtained after a short delaz, compatible
with the use of the short-lived radionuclide **Ga for PET
imaging.
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A macrocyclic chelator, such as DOTA, is necessary for
targeted radionuclide therapy with *°Y, since in vivo leakage of
this radionuclide from DTPA complexes leads to bone marrow
f:oxicity.28 For PET imaging, the in vivo stability of *8Ga-DTPA
chelates remains a matter of controversy. Then, the aim of the
present study was to design new DOTA-substituted neurotensin
analogues suitable for *Ga PET imaging and possibly for Y or
""Lu targeted radiotherapy of neurotensin-receptor-positive
tumors.

In the three synthesized DOTA-peptides, a Tle'? substitution
was introduced to protect the bond between Tyr'' and Ile'?,
Since positive charges increase renal uptake,***” the a-NH, was
neutralized by acetylation, which also protected the peptides
against aminopeptidases. In DOTA-NT-20.3, which shares the
same peptide sequence with DTPA-NT-20.3, an N-methylation
of the Pro7-A1rg8 bond was introduced for stability. In the triple-
stabilized DOTA-LB119, Tyr'' was substituted with Dmt and a
spacer was introduced between the peptide and the chelator in
order to reduce the affinity loss induced by polyaminopolycarbox-
ylate couplin§, which we previously observed.'” In DOTA-NT-
20.4, the Arg™-Arg’ bond was protected by an N-methylation.

The properties of the ""In labeled DOTA-peptides were
evaluated and compared to those of '''In-DTPA-NT-20.3. The
affinity decrease induced by DOTA coupling is similar to that
observed with DTPA, as indicated by the similar ICs, of these
two peptides. As already observed for '''In-DTPA-NT-20.3, the
DOTA analogue rapidly internalizes in vitro. Biodistribution of
both peptides was very similar in male nude mice grafted with
HT29 cells. Circulating activity decreased rapidly, and high tumor
to blood uptake ratios were obtained at early times postinjection.
Tumor uptakes of both peptides were not significantly different at
any time point and decreased quite slowly with time. Uptake in
normal organs was low, leading to high tumor to organs ratio
except in kidneys.

The three "' In-DOTA-peptides exhibited receptor mediated
tumor targeting, abolished by coinjection of their unlabeled
counterpart. N-Methylation of the Pro’-Arg® or of the Arg’-
Arg® bonds was similarly effective for in vive stabilization, as
shown by the stability results obtained with '''In-DOTA-NT-
20.3 and '"'In-DOTA-NT-20.4. Probably due to its lower
affinity, tumor qutake of """ In-DOTA-NT-20.4 was lower than
the two other '''In-DOTA-analogues. Unexpectedly, renal ac-
cumulation of this pePtide was also higher. Although " n-
DOTA-NT-20.3 and '"'In-DOTA-LB119 displayed similar sta-
bility and ICsq, the tumor uptake of this last peptide was
significantly lower at early time ]points. Renal uptake was also
lower at early time points for ''In-DOTA-LBILY, as already
observed for Dmt'" substituted (N*His)Ac-NT(8—13) analogues.”
In agreement with the biodistribution studies, high contrast images
were obtained with '''In-DOTA-NT-20.3 with a clear detection of
tumors at early time points.

Since tumor grafts were detected at early time points post-
injection with '"'In-DOTA-LB119 and particularly '''In-
DOTA-NT-20.3, these peptides were further evaluated for
%Ga targeting. Radiolabeling was obtained in good yields with
%Ga, and no free ®*Ga was detected after purification. The
specific activities obtained allowed the injection of less than 500
pmol per mouse for PET imaging, in order to minimize the
saturation of tumor neurotensin receptors. For both peptides,
uptake in normal organs, 1 h postinjection, was low except in
kidneys. **Ga-DOTA-NT-20.3 grovided reasonably high tumor
uptake, higher than that of **Ga-DOTA-LB119. Very small

tumor masses (20—40 mm®) could be detected with **Ga-
DOTA-NT-20.3 at 45 min after injection.

Metal complexation had an influence on the ICso of the
DOTA-peptides. Effects observed with gallium differed accord-
ing to the peptide. No significant difference was observed with
DOTA-NT-20.3, but it enhanced DOTA-LB119 affinity as
compared to indium, and the tumor uptake of *Ga-DOTA-
LB119 was significantly increased (by 50%). Yttrium significantly
decreased the ICs, of both peptides. Such an affinity difference
induced by the incorporated metal has already been described in
the literature for DOTATOC™ and bombesin analogues.*

M CONCLUSION

In summary, in spite of a relatively high uptake in kidneys,
""In-DOTA-NT-20.3 showed specific tumor uptake, provided
elevated tumor to other organ uptake ratios, particularly tumor to
intestine, and high contrast images at early time points after
injection. A very low background in normal tissues, except
kidneys, was obtained by PET imaging with %Ga-DOTA-NT-
20.3 which allowed the detection of very small tumors. DOTA-
NT-20.3 may be considered a promising candidate for **Ga-PET
imaging of neurotensin receptor-positive tumors, such as pan-
creatic adenocarcinoma, invasive ductal breast cancer, and non-
small cell lung carcinoma. The high affinity observed for the
yttrium complex of DOTA-NT-20.3, higher than that of the
indium one, suggests that targeting *°Y with this peptide may
ensure a higher tumor uptake than with "!n. A prerequisite for
therapeutic application of this neurotensin analogue would be to
lower kidney uptake, for example, by infusion of basic amino
acids, gelofusin, or albumin fragments, to prevent nephrotoxicity,
as with radiolabeled somatostatin analogues.d's""S
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XL.3. Discussion
Les affinités des nouveaux analogues couplés a un DOTA au lieu d’un DTPA ont été déterminées
apres couplage a un métal non radioactif pour étre les plus proches des composés radiomarqués car
il a été décrit que le métal pouvait avoir un impact majeur sur I’affinité.
Ainsi les affinités des composés DOTA(In)-NT20.3 ; DOTA(Ga)-NT20.3 se sont révélées €tre
quasiment identiques au DTPA(In)-NT20.3, c'est-a-dire diminuées d’un facteur 7 par rapport au
ligand natif NT (8-13). L’introduction du chélate DOTA a la place du chélate DTPA n’a pas
perturbé la liaison du ligand pour son récepteur. Le DOTA(n)-LB119 a présenté des
caractéristiques d’affinité et de liaison voisines de celle de DOTA(In)-NT-20.3.
Par contre la méthylation de la liaison Argg—Arg9 dans DOTA(In)-NT-20.4 a diminué 1'affinité d'un
facteur 13 par rapport 2 la méthylation de la liaison Pro’-Arg®. Ceci peut étre attribué a I'importance
de I’ Arg’ pour la liaison au récepteur. In vivo sa localisation tumorale a été faible, en accord avec sa
faible affinité, malgré une stabilité voisine de celle de DOTA(In)-NT-20.3 indiquant que la liaison
Arg®-Arg’ est protégée de facon équivalente par une méthylation de I'une ou 'autre des arginines.
DOTA(In)-LB119 a présenté des caractéristiques d’affinité et de liaison voisines de celle de
DOTA(In)-NT-20.3. Sa stabilité in vivo n’a été que légerement augmentée, malgré la stabilisation
de 3 liaisons dans ce dérivé. Le marquage tumoral et rénal obtenu in vivo était plus faible
qu’observé avec DOTA('''In)-NT-20.3. La plus faible vitesse d'internalisation de ce peptide, d'un
facteur 5 environ, pourrait étre responsable du plus faible marquage tumoral.
Comme cela avait déja été observé pour DTPA('''In)-NT20.3, I’analogue DOTA a été rapidement
internalisé in vitro dans les cellules HT29. 1 heure apres injection ; les biodistributions in vivo des
deux peptides ne présentaient pas de différence significative, avec une captation tumorale élevée
notamment pour DOTA('''In)-NT20.3 (4,7%ID/g contre 3,05%ID/g pour DTPA('''In)-NT20.3),
une rapide diminution de activité circulante (0,13%ID/g pour DTPA('''In)-NT20.3 contre
0,36%I1D/g pour DOTA('''In)-NT20.3), suggérant peut-&tre une moins bonne stabilité in vivo du
complexe DOTA-indium-111.
DOTA-NT20.3, le peptide ayant démontré les meilleures caractéristiques in vivo, a été évalué pour
I’imagerie TEP au gallium-68. Nous avons réalisé son radiomarquage en moins de 30 min grace a
un automate Raytest enticrement piloté par un ordinateur. Nous sommes partis d’une activité totale
de 200 a 300MBq de gallium-68 et d’une quantité de peptide de 28 nmol et nous avons obtenu un
rendement de marquage corrigé de la décroissance du gallium-68 de 1’ordre de 67+9 %, avec une
activité spécifique de 2,5 a 4,5 MBg/nmol. Celle-ci permet d’injecter moins de 500 pmol par souris
et d’éviter ainsi la saturation des récepteurs par un exces de peptide non marqué. L’imagerie TEP

réalisée seulement 7 jours apres la greffe tumorale a détecté de petites tumeurs de 40 mm’
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seulement 25min aprés injection du traceur °*Ga-DOTA-NT20.3 et a permis, 45min aprds
I’injection, d’obtenir un SUVmax de 0,9+0.1 dans les tumeurs avec un rapport tumeur/reins de
0,6+0,1 alors que ces tumeurs n’étaient pas visibles a 1’aide de I’'imagerie TEP réalisée 24h apres
avec du "®F-FDG. Les biodistributions ex vivo réalisées 1h apres injection ont permis d’obtenir des
valeurs de 5,4+0.5 % ID/g dans la tumeur et 112 % ID/g dans les reins, valeurs non
significativement différentes de celles obtenues avec DOTA('''In)-NT20.3.

DOTA-LB119 a aussi été marqué au gallium-68 et comparé ex vivo a I’aide d’une expérience de

biodistributions au DOTA-NT?20.3.

Les aires sous la courbe (AUC) du radiotraceur DOTA(”IIn)—NTZOB calculées a partir des données
de biodistribution obtenues chez les souris représentent la concentration du traceur dans la tumeur,
les reins ou le sang en fonction du temps. De maniere intéressante, 1’affinité des DOTA (métal)-
NT20.3 marqués a I’indium, au gallium ou a I’yttrium montre que le complexe avec I’ yttrium a une
affinité significativement deux fois plus élevée que celle du complexe avec l'indium ou avec le
gallium. Cette augmentation d’affinité procurée par I'yttrium avait déja été montrée avec les
analogues de la somatostatine (Froidevaux et al., 2002) et les analogues de la bombésine
(Koumarianou et al., 2009). On pourrait ainsi envisager le DOTA-NT20.3 comme agent de thérapie
ciblée couplé a I’ yttrium-90 et supposer que le marquage tumoral de *’Y-DOTA-NT20.3 serait deux
fois plus élevé que celui obtenu avec ®*Ga-DOTA-NT20.3 ou avec '''In-DOTA-NT20.3 et donc
que I’AUC de la tumeur serait deux fois plus élevée.

Parmi les analogues de la NT étant parvenus a I’essai clinique, les meilleurs résultats précliniques
d'imagerie TEMP ont été obtenus avec le ™ Tc-NT XIX, qui présentait une captation tumorale de
3,9 %ID/g 1h30 apres injection et une rétention rénale du traceur de 14,6%ID/g toujours dans le
modele HT29 (Bruehlmeier et al., 2002), de plus cet analogue entrainait une accumulation digestive
élevée, révélée par un bruit de fond élevé sur les images et donc un risque de toxicité pour les
applications thérapeutiques. Les résultats obtenus avec des dérivés portant un chélatant
polyaminopolycarboxylique, étaient beaucoup moins satisfaisants avec un marquage tumoral faible
et une fixation rénale importante.

En dépit de I’accumulation rénale de ®*Ga-DOTA-NT20.3 qui reste de 11% de la dose injectée par
gramme lh apres injection, ce peptide procure un marquage tumoral tout a fait satisfaisant et
comparable au seul peptide marqué au gallium-68 décrit dans la littérature (Maschauer et al., 2010)
qui obtenait, dans le méme modele tumoral HT29, un SUVmax bien plus faible dans la tumeur de
0,16, un pourcentage de la dose injectée par gramme 65 min apres injection de 8 % dans les reins et
de 0,7% dans la tumeur.

Le ®*Ga-DOTA-NT20.3 permet ainsi 1’obtention d’images bien contrastées dans des temps courts
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seulement 45 min apres ’injection, grace a une faible accumulation du traceur dans les organes
sains et notamment dans la région intestinale. Ce peptide est donc un bon candidat pour 1’imagerie
TEP des tumeurs surexprimant le NTRI1 par rapport au tissu sain comme 1’adénocarcinome
pancréatique, le cancer colorectal, le carcinome ductal invasif et le cancer du poumon non a petites

cellules.
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XII. ®*Ga-DOTA-NT20.3 pour I’imagerie TEP du cancer
XII.1. Introduction

Nous avions choisi le modele le modele de greffe de cellules de la lignée HT29, de tumeurs
d’adénocarcinome colique surexprimant le NTR1, pour les études préliminaires in vivo car c’était
celui le plus utilisé dans la littérature et cela nous permettait donc de comparer les performances de
nos traceurs a celles des autres traceurs décrits. Le DOTA-NT20.3 marqué au gallium-68 nous
ayant donné des résultats encourageants dans ce modele il nous paraissait fondamental de
démontrer I'intérét du ®*Ga-DOTA-NT20.3 dans d’autres types de tumeurs exprimant le NTR1 et
particulierement 1’adénocarcinome pancréatique. En effet, le cancer colorectal bénéficie d’un
dépistage organisé et son diagnostic précoce par coloscopie permet d’obtenir un taux de survie de

90 % a 5 ans, pour les stades localisés.

En revanche, 1’adénocarcinome pancréatique exocrine est une maladie dévastatrice qui évolue
silencieusement et métastase rapidement vers d’autres organes (foie, ganglions lymphatiques,
péritoine), par conséquent la majorité des patients sont a un stade avancé de la maladie au moment
du diagnostic, et seulement 20% des patients sont éligibles pour une résection chirurgicale curative

(Audrey Vincent et al.).

Le diagnostic initial et la stadification de la maladie sont couramment réalisés en utilisant la TDM,
I'IRM et I'échographie endoscopique (Holzapfel et al, 2011) (Canto et al., 2012), mais ces
méthodes d’imagerie ne sont pas tres efficaces pour la détection de I'invasion et des petites
métastases (Parsons et al., 2008). La TEP/TDM utilisant le BE_FDG permet de détecter
efficacement les tumeurs pancréatiques primitives et les métastases hépatiques généralement
manquées par la TDM et I'IRM (Pakzad et al., 2006). Son utilisation dans la stadification tumorale
est limitée par une sensibilité relativement faible dans la détection des ganglions lymphatiques
métastatiques.

De plus, I’hypermétabolisme du '*F-FDG dans la caractérisation de masses pancréatiques de nature
inflammatoires réduisent sa spécificité (Sandrasegaran et al., 2013, Sampath Santhosh et al., 2013b).
La découverte de radiotraceurs plus spécifiques des PDAC que le BE_FDG pourrait permettre de

pallier les limitations de cette technique.

Les NTRs ne sont pas détectés dans le pancréas exocrine normal ainsi que dans la pancréatite

chronique alors qu'ils sont surexprimés dans la plupart des PDAC (J. C. Reubi et al., 1998) et dans
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les métastases hépatiques (Korner et al., 2015). Par conséquent, les analogues radiomarqués de la
NT pourraient étre des outils efficaces pour améliorer la détection des PDAC et envisager leur
radiothérapie ciblée.

Nous avons donc souhaité quantifier 1'expression du NTR1 dans des échantillons de « tissue micro
array » (TMA) provenant d'une cohorte locale de patients opérés pour un cancer du pancréas et les
comparer aux données de la littérature.

Nous avons ensuite évalué le potentiel du ®*Ga-DOTA-NT20.3 comme traceur TEP pour l'imagerie
du cancer du pancréas humain. Nous avons utilisé la lignée de cellules d’adenocarcinome
pancréatique humain AsPC1, exprimant le NTR1 de fagon plutot faible (Na et al., 2015), greffée en
sous cutané ou en orthotopique pour étre plus proche de la pathologie humaine. Puis, nous avons
vérifié si le radiotraceur ®*Ga-DOTA-NT20.3 était capable de faire la distinction entre une tumeur
de PDAC et une pancréatite expérimentale induite par hyperstimulation a la caeruléine, un des

points faibles du traceur métabolique '*F-FDG en TEP.

XII.2. Article 3: Evaluation du ®*Ga-DOTA-NT20 3 comme agent d’imagerie TEP
pour la détection de D’expression du NTR1 dans un modele d’adénocarcinome

pancréatique

Evaluation of ®*Ga-DOTA-NT20.3 as a PET imaging agent for neurotensin receptor-1 expression in

a model of exocrine pancreatic adenocarcinoma.

Prignon A.l, Provost C.l, Alshoukr F.6, Wendum D.? , Couvelard A.4, Barbet J .5, Forgez P.6, Talbot
J N.z, and Gruaz-Guyon A
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Abstract

Purpose

In a search of new diagnostic and treatment strategies, this study assessed the expression of
neurotensin receptor 1 (NTR1) in human pancreatic cancer and the feasibility of NTR1 PET
imaging in animal models of human pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) for detecting the
tumour and for discriminating PDAC from pancreatitis.

Methods

NTR1 expression was evaluated by immunohistochemistry in tissue microarray samples from
patients with PDAC. An analogue of neurotensin, DOTA-NT?20.3, was radiolabelled with gallium
68 (°®*Ga) and assessed for NTR1 imaging in mice bearing subcutaneous or orthotopic AsPC-1
(human PDAC) xenografts. Binding specificity was demonstrated by co-injection of excess
unlabeled NT20.3. Uptake of ®*Ga-DOTA-NT20.3 was evaluated in comparison with "*F-FDG in a
caerulein-hyperstimulation model of acute pancreatitis.

Results

A 56% rate of NTR1 expression was found in specimens of human PDAC. ®*Ga-DOTA-NT20.3
PET allowed detection of AsPC-1 tumours as early as 10 min p.i. High-contrast images were
obtained between 40 and 50 min p.i. with a tumour to non-tumour SUV .« ratio of 3.9 + 1 (n=4).
No uptake was seen in pancreas. Excretion in urine reached 61% of injected dose (ID) in bladder 50
minutes p.1. %Ga-DOTA-NT20.3 accumulation in kidneys was moderate (5% of ID, 45 min p.i.). Ex
vivo biodistribution, investigated 1 h p.i., showed high uptake in AsPC1 tumours (5.28 + 0.93
%I1D/g), moderate kidney retention (5.38 £ 0.54 %ID/g), low uptake in pancreas (0.22 + 0.03 %ID/g)
and in remaining organs. Blocking experiments confirmed binding specificity. ®*Ga-DOTA-NT20.3
was more specific than '"®F-FDG for differentiating tumour from pancreatitis with higher tumour
selectivity and lower uptake in pancreatic inflammation.

Conclusions

NTSR1 is frequently expressed in human PDAC and °®*Ga-DOTA-NT20.3 has favorable
pharmacokinetics and biodistribution resulting in high quality PET images. ®*Ga-DOTA-NT20.3 is
a promising PET imaging probe for targeting human PDAC overexpressing NTR1.

Keywords PET imaging. Gallium-68, radiotracer. Neurotensin receptor. Pancreatic ductal

adenocarcinoma.
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Introduction

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is one of the most lethal cancers worldwide. Early-stage
PDAC is usually asymptomatic; consequently, the majority of patients have developed advanced
disease at the time of diagnosis. Only 20% of patients are eligible for curative surgical resection [1].
Despite aggressive treatment protocols, including surgery in case of resectable tumour,
chemotherapy, and radiotherapy, the overall 5-year survival rate of approximately 7% has remained
unchanged over the last decade [2].

Initial diagnosis and disease staging are commonly accomplished using computed tomography (CT),
magnetic resonance imaging (MRI), and endoscopic ultrasonography [3, 4]. Although they provide
excellent anatomic details, they may not depict small tumours or metastases [5]. Patients would
clearly benefit from an early and accurate diagnosis tool detecting pancreatic malignancies and

monitoring therapeutic response [6].

Molecular imaging allows for the noninvasive assessment of physiologic and pathologic processes
at the cellular or molecular level [7]. Positron-emission tomography coupled to computed
tomography (PET/CT) using 2-['*F] fluoro-deoxyglucose (‘**F-FDG) could help to the diagnosis and
the management of patients. It can effectively detect primary pancreatic tumours and hepatic
metastases commonly missed by CT and MRI [8]. '"*F-FDG PET/CT was also reported to
distinguish benign from malignant intraductal papillary mucinous neoplasms (IPMNs) of the
pancreas [8, 9].

Nevertheless, '"*F-FDG is not sensitive enough, for characterizing small intrapancreatic lesions or
detecting small sized metastases particularly in lymph nodes. FDG also lacks specificity in
differentiating between PDAC and focal mass pancreatitis (FMP) [9, 10].

One approach to improve functional imaging is to take advantage of the abnormal expression of
membrane receptors in early stage of PDAC, as compared to normal tissue or benign tumours.
Neurotensin (NT), a 13-amino acid gastrointestinal (GI) peptide, regulates GI functions including
stimulation of pancreatic and biliary secretion, colonic motility, and growth of normal intestinal
mucosa and pancreas, and consequently contributes in the digestion of nutriments. NT action is
mediated by three receptors. Two are G protein coupled receptors: the high affinity neurotensin
receptor (NTR1) and the low affinity neurotensin receptor (NTR2). NTR3 is a single
transmembrane receptor localized mainly in the Trans-Golgi network and acts as a sorting protein
[11]. Moreover, NT is involved in the progression of various solid tumours. Those effects are
mainly associated with an over expression of NTR1 [12, 13]. NTRs are not detected in normal
exocrine pancreas as well as in chronic pancreatitis whereas they are over expressed in most PDAC

[14] and in liver metastases [15]. Therefore, over-expression of NTR1 could be considered as a
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target to diagnose and localise PDAC using a non-invasive, nuclear medicine imaging probes, such

as a radiolabelled NTR1 ligand.

To confirm the potential interest of such an imaging probe, NTR1 expression was evaluated in
tissue microarrays from a local cohort of patients operated for pancreatic cancer and the results
were compared to the previous literature data.

Then, a DOTA (1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic acid) conjugated NT analogue
was used to image NTRI1 in experimental tumours. The previously published analogue DOTA-
NT20.3, which exhibited the best performance in a human colon carcinoma model [16], was
radiolabelled with gallium-68 (®*Ga-DOTA-NT20.3) and tested as a PET tracer for imaging over-
expression of NTR1 in animal models of human PDAC. using the pancreas cancer cell line AsPCl1
(NTR1 positive at low level) [17]. We also checked whether %Ga-DOTA-NT20.3 uptake was able
to discriminate between PDAC tumour and experimental pancreatitis, a drawback of the metabolic

PET tracer '°F FDG.

Materials and methods

NTR1 Immunohistochemistry

Immunohistochemistry on tissue microarrays (TMA) were used to detect the expression of NTR1 in
resected pancreatic adenocarcinoma of patients. Data from pancreas cancers of fifty patients who
underwent surgery for a pancreatic ductal carcinoma in Beaujon Hospital (Clichy, France) between
2000 and 2004 were retrospectively studied. Clinical parameters were the following: 26 women and
24 men, aged 61 + 9 years, tumour size 32 £ 14 cm, patients were scored pTINO = 1, pTINI =1,
pT2NO =1, pT2N1 = 2, pT3NO = 5 and, pT3N1 = 40. This investigation was conducted in
accordance with the ethical standards and approved by the Institutional Review Board (IRB) of
Paris North Hospitals, Paris 7 University, AP-HP, N° 12-059.

Deparaffinised tissue sections (4 um) were subjected to heat-induced epitope retrieval in citrate
buffer (pH 6.0). The sections were labelled for the target proteins using the avidin-biotin-peroxidase
complex method. The slides were incubated at room temperature for 1 h with NTR1 antibody. The
slides were then incubated with biotinylated anti-goat IgG, Vector laboratories, Inc). The antigen-
antibody complex was revealed with avidin-biotin-peroxidase complex, according to the
manufacturer's instructions (Vectastain ABC Kit, Vector laboratories, Inc.). NTR1 staining was
done with diamino-benzidine tetrahydrochloride. All slides were counterstained with hematoxylin

then scored by a pathologist (DW, or AC). The immunohistochemical staining was evaluated in a
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semiquantitative manner: the localization of the staining was noted (cytoplasmic, membranous,
nuclear) and a score (0-300) was calculated, obtained by multiplying the labelling intensity
(negative scored as 0, weak as 1, moderate as 2 and strong scored as 3) by percentage of stained
cells (0 to 100%). Deparaffinised tumours or tissues sections from animal models (4 um) were

subjected to the same protocol.

PET imaging agents

The DOTA-NT20.3 peptide (Ac-Lys(DOTA)-Pro-Me-Arg-Arg-Pro-Tyr-Tle-Leu-OH) was
produced by Pichem and kindly provided by Iason GmbH. It was labeled with ®*Ga as previously
reported by Alshoukr et al. [16]. Details and quality controls are presented in the Supplementary
data. Industrially produced "F-FDG was obtained from the Nuclear Medicine department of

Tenon hospital.

Animal models

All animal experiments were carried out in compliance with the French laws relating to the conduct
of animal experimentation. The subcutaneous tumours (group 2) were developed by injection of
4x10° cells of the human pancreatic cell line AsPC-1 (ATCC, Rockville, MD, USA) in a 1:1
mixture of matrigel (BD Biosciences) in the right shoulder of Male or female immunodeficient mice
(Nu/nu, Charles River, France) (5-6 weeks old).

The orthotopic tumours (group 3) were developed by surgical injection of AsPC-1 cells into the
head of the pancreas (Hoffman, 1999). The immunodeficient mice (Nu/nu were anesthetized with
isoflurane and analgesic treatment with 0.1 mg Carprofen (Rimadyl®, Pfizer) was applied 1 h
before and 24 h after surgery. A small (<lcm) incision was made in the left abdominal flank,
through which the spleen was pulled out, allowing access to the pancreas. AsPC-1 cells (5x10°) in
100 uL PBS were injected into the head of the pancreas. After inoculation, the organs were gently
pushed back in the abdomen and the wound was closed in one layer with wound clips.

A caerulein-hyperstimulation model of acute pancreatitis (group 4) was reproduced (Lerch et al.,
2013). Pancreatitis was induced in Female C57B16 mice (5 to 10 weeks old) (Charles River, France)
by administration of seven hourly intraperitoneal injections of 50 pg/kg caerulein (Sigma, France).
Control mice received comparable injections of 0.9 mg/mL sodium chloride (NaCl). Mice were
sacrificed 7 h following the first injection of caerulein or saline during acute phase.

A schematic overview of the experimental design is presented below (Fig. 1).
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PET imaging and analysis

Nu/nu mice (group 1) and subcutaneous AsPC-1 tumour-bearing mice (group 2, 4 weeks after cells
implantation) received an i.v. injection of 1 to 4 MBq of ®*Ga-DOTA-NT20.3 (~ 400 pmol) via the
retroorbitary sinus. Using a small-animal PET system (Mosaic, Philips Medical systems, Cleveland,
OH, USA), dynamic PET imaging over 50 min was performed immediately p.i. PET data were
dynamically sorted into 3D sinograms, the first series was 5x1min with 1 min between each
sinogram and the second series was 4x10 min. All sinograms were reconstructed in 3D
Standardized Uptake Value (SUV) images and visualized as Maximum Intensity Projection (MIP).
For all the following experiments, static PET acquisitions were performed during an exposure time
of 10 minutes, 45 min after injection of radiotracers. Other subcutaneous AsPC-1 tumour-bearing
mice from group 2 were submitted to a check of specificity of the uptake (blocking study). Mice
received ~ 2.4MBq of ®*Ga-DOTA-NT20.3 (~ 420pmol), co-injected or not with 180 nmol of non-
labelled NT20.3 peptide, which represents more than 400-fold excess of cold peptide. Orthotopic
AsPC-1 tumour-bearing mice from group 3 were imaged 2 and 4 weeks after tumour inoculation
with ®*Ga-DOTA-NT20.3 or after a fasting period of 12 hours with "*F-FDG. Every mouse received
an injection of about 1.5 MBq. For the pancreatitis model (group 4), 6 h 45 following the first
injection of caerulein or saline, '"SF-FDG or ®*Ga-DOTA-NT20.3 PET imaging was performed
during expected acute phase of pancreatitis, as described by Lerch et al. [19]. Mice received an
injection of about 3 MBq. (Fig. 1).

Processing of reconstructed images was performed with the Syntegra—Philips software (PETView;
Philips Medical Systems). For each mouse, 3D volumes of interest (VOIs) were drawn manually by
irregular contouring on PET images as follows: total mouse, heart, kidneys, tumour and urinary
bladder. Visual determination of VOIs was performed by consensus of two operators. The total
number of voxels/organ was divided by the number of voxels into the “total mouse” per frame. Data
were expressed as % ID (injected dose)/organ per frame and the decay-corrected mean time-activity
curves (TACs) were extracted for each target organ and tumour.

Tracer uptake in tumour was quantified using maximum of the standardized uptake values in the
VOI (SUVmax, g/mL). The distribution of SUVmax values was reported as the mean + standard
deviation (S.D) at each time point for tumour and “non-tumour” measured on background close to

the tumour area. The tumour-to-non-tumour (T/NT) uptake ratios were calculated from SUVmax.
Ex-vivo biodistribution studies

After imaging, 1 h p.i. of ®*Ga-DOTA-NT20.3, mice from group 2 were sacrificed and main organs
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and tissues were dissected, washed, weighed, and counted in a gamma-counter (1480 Wizard 3,
Perkin Elmer). Tumour or tissue uptake was expressed as mean + SD percentage injected dose/gram
(%1D/g), corrected for radionuclide decay. Mice of the blocking study were also sacrificed 1h p.i. of
%Ga-DOTA-NT20.3 and tumour uptake (%ID/g) was compared to that obtained in the presence of
unlabeled NT20.3 peptide at the same time point. Mice with orthotopic tumours (group 3, 4 weeks
after tumour implantation) were sacrificed 1 h p.i. of %Ga-DOTA-NT20.3 or "*E-FDG. Mice with
induced pancreatitis (group 4, 7h following the first injection of caerulein or saline) were sacrificed
1 h pi. of ®Ga-DOTA-NT20.3 or '®F-FDG. Tumour uptake (%ID/g) was reported for each

radiotracer.

Statistical analysis

Quantitative data are presented as mean £ SD and were compared using t test for independent or for
paired samples or using one-way ANOVA followed by Bonferroni test for multiple comparisons.
Statistical analysis was performed using Prism 4.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA). Level of

significance was P<0.05.

Results
NTRI1 expression in human PDAC

NTR1 labelling was analyzed in TMA from 50 patients. Examples of positive and negative
labelling in TMA spot are shown in Fig. 2. Labelling was scored according to the intensity and the
percentage of labelled tumour cells, in 9 patients (18 %) specimens were considered strongly
positive and in 19 patients (38 %) specimens were scored positive. The other tumours had a weak

staining and one was considered as negative. Altogether 56% of PDAC positively expressed NTR1.

PET imaging and biodistribution of ®Ga-DOTA-NT20.3 in a mouse model bearing human

pancreatic adenocarcinoma

Dynamic PET imaging was performed during 50 min after ®*Ga-DOTA-NT20.3 injection in healthy
nu/nu mice (group 1: 3 female and 3 male, Supplementary Data) and in nu/nu mice with 300 to 500
mm® subcutaneous ASPC1 tumours (group 2). Time activity curves (TACs) were generated by VOI
analysis.

Four AsPC-1 tumour-bearing male mice received 3 + 0.8 MBq; (423 + 53 pmol) of ®*Ga-DOTA-
NT20.3. AsPC-1 tumours were clearly visible as early as 10 min p.i and easy to differentiate from
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non-tumour tissue (Fig. 3a). High-contrast images were obtained between 40 and 50 min p.i.
SUVmax in tumours was 1+ 0.2 with a non-tumour background SUVmax of 0.3+ 0.1 (Fig. 3c).
Excretion in urine was fast, reaching 61% of injected dose (ID) in the bladder 50 minutes p.i.. The
accumulation of °®Ga-DOTA-NT20.3 in the kidneys was moderate (5% of ID 45 min p.i.),
reflecting a good renal clearance of the tracer. Tumour uptake plateaued over the PET acquisition
period, representing 1.5 % of ID; it reached 1.7 % of ID 45 min p.i. (Fig. 3b).The clearance from
blood was fast (3.1 % of ID in heart VOI, reaching 0.2 % of ID at 45 min p.1.) resulting, as shown in
figure 3d, in tumour-to-non-tumour uptake ratios increasing from 1.7 + 0.3 to 3.9 £ 0.2 between 10-
20 min and 40-50 min p.i.

Uptake of ®*Ga-DOTA-NT20.3 in major organs and blood was investigated ex vivo 1 h pi. by
weighting and counting organs in a gamma counter (Fig. 4). A moderate uptake of %Ga-DOTA-
NT20.3 (5.38 + 0.54 %ID/g) was observed in kidneys. Very low tracer accumulation was observed
in other organs, particularly in the pancreas (0.22 + 0.03 %ID/g), consistent with the visual
observations on PET imaging (Fig. 3a). The circulating activity was 0.99 + 0.44 % ID/g and the
uptake in AsPC-1 tumours was 5.28 + 0.93 %ID/g, corresponding to a tumour-to-blood ratio of 5.93
+ 1.62 (Fig. 3e). The tumour-to-muscle ratio was 18.21 + 4.01 and the tumour-to-kidneys ratio was

1 £0.26. Table 1 in Supplementary Data summarizes the data of the ex vivo biodistribution.
Specificity of in vivo tumour uptake of ®*Ga-DOTA-NT20.3

The specificity of tumour uptake of ®*Ga-DOTA-NT20.3 was tested by co-administration of 180
nmol (representing an excess over 400 fold) of unlabeled NT20.3 (peptide with the same amino-
acid sequence but without DOTA). SUVmax in tumours was 1.8 + 0.6 for the group of mice
injected with %Ga-DOTA-NT20.3 alone vs 0.8 + 0.1 for the blocking group resulting in a 70%
reduction of the PET imaging uptake ratio (T/NT) was reduced by 70% from 3.7 £ 1.1to 1 £0.1
(p<0. 005) (Fig. 4a and 4b). The ex vivo tumour uptake (1 h p.i.) was also reduced by 70 % from 5.8
+1.7t0 1.6 £ 0.5 %ID/g (p<0.005) (Fig. 4c).

Comparative PET imaging with®Ga-DOTA-NT20.3 and "*F-FDG in experimental orthotopic

pancreatic ductal adenocarcinoma

PET imaging was also performed in experimental orthotopic PDAC 45 min after ®*Ga-DOTA-
NT20.3 or '®F-FDG injection (Fig. 5). Seven mice were imaged with ®*Ga-DOTA-NT20.3 (n=4) or
with "*F-FDG (n=3) 14 days and 30 days after cells implantation. Mice were injected with %Ga-
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DOTA-NT20.3: 1.3 + 0.3 MBq; (534 + 46 pmol) or, after a fasting period of 12 hours, with '*F-
FDG (1.5 £ 0.1 MBq).

A strong background corresponding to uptake by normal tissues was observed with BE.-FDG (Fig.
5b) as compared to the very low background in normal organs, except for kidneys, obtained with
%Ga-DOTA-NT20.3 (Fig. 5a). Fourteen days after orthotopic implantation, tumours were not
palpable. PDAC was clearly detectable with ®*Ga-DOTA-NT20.3 due to the high contrast over the
low background with this tracer.

This contrast was reinforced 30 days after tumour inoculation (Fig. 5a). In addition, the tumour
uptake ratio was significantly higher for ®*Ga-DOTA-NT20.3 (4.6 + 1.5) (Fig. 5a and 5c), as
compared to BE_FDG (1.2 £ 0.1) (Fig.5b and 5c) (*P<0.05). Ex vivo analysis confirmed these
results, the tumour uptake being 7 + 1.4 %ID/g vs. 0.4 + 0.1 %ID/g for ®*Ga-DOTA-NT20.3 and
BE_FDG, respectively.

After PET imaging, the expression of NTR1 in tumours invading the pancreas was confirmed by
immunohistochemistry. NTR1 labelling was frequent and intense (Fig. 5d panels 1 and 2). Some
cells showed a very strong intracytoplasmic labelling dispersed or organized in cluster. Other cells

showed a discrete membrane labelling. (Fig. 5d panels 3and 4)

Comparative PET imaging with %Ga-DOTA-NT20.3 and "“F-FDG in experimental

pancreatitis

Female C57Bl16 mice received repeated intraperitoneal injections of supra-physiologic
concentrations of caerulein (50 pg/kg), an analogue of cholecystokinin, to induce pancreatitis [20].
The **Ga-DOTA-NT20.3 and the "“F-FDG uptake in pancreatic inflammation were compared.
Seven animals were injected with 2.9 + 0.6 MBq of %Ga-DOTA-NT20.3 (401 + 26 pmol) and 7
mice were injected with 3.1 = 0.9 MBq of '*F-FDG after a fasting period of 12 hours.

Fig. 6a shows representative histological sections of the pancreas of treated and untreated mice.
Cearulein administration caused pancreatic oedema, infiltration by inflammatory cells between the
acini and into the peripancreatic fat and fibrosis. NTR1 labelling was dispersed inside of the
cytoplasm in cearulein treated and control animals. The labelling was weak and of the same
intensity in both conditions.

E.FDG PET imaging confirmed the extent and intensity of pancreatic inflammation in sifu. As
shown in fig.6b image 1, in treated mice with acute pancreatitis, BE_FDG uptake in the pancreas
was elevated By contrast, in control mice, only a low BE_FDG accumulation was observed in the
pancreas (Figure 6b image 2).

As expected, %Ga-DOTA-NT20.3 PET imaging did not show radiotracer uptake in any of the
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conditions (Fig. 6b image 3 and 4). Ex vivo analysis of the entire pancreas was performed. '*F-FDG
showed a strong and a significant uptake (11% ID/g) when animals were treated with cearulein as
compared to control mice (4% ID/g). ®*Ga-DOTA-NT20.3 uptake was weaker (1.5 % ID /g) in
pancreatitis as compared to '*F-FDG uptake. ®®Ga-DOTA-NT20.3 uptake was weak and similar in
pancreas of treated and untreated animals (1.5 % and 2% ID/g), respectively (Fig. 6¢ and d).

Discussion

Most patients with pancreatic cancer are diagnosed with metastatic disease, and only a small
fraction of patients are suitable candidates for surgical resection [21]. Improved diagnostic tools are
thus urgently needed to better detect and characterize pancreatic malignancies. Molecular imaging
with a specific probe could improve the diagnostic imaging and tumour staging by detecting

metastases, recurrence and could help monitoring response to therapy.

The overexpression of neurotensin receptors (NTRs) has been described for the first time in 1998
by Reubi et al. in 75 to 88% of human PDAC using in vitro receptor autoradiography. In contrast,
NTR expression was not detected in normal human pancreas, in chronic pancreatitis, as well as in
endocrine pancreatic tumours [14]. In 2011, Wang et al. studied a series of patients who were not
subjected to chemotherapy and radiotherapy at the time of surgery. They demonstrated for the first
time co-expression of NT and NTR1 using immunohistochemistry in an elevated rate of 80% (32/40)
of tumours [22], indicating that the counteraction of NT and NTRI1 regulates the genesis and
development of pancreatic carcinomas. These data were extended to liver metastases and pancreatic
intraepithelial neoplasia of higher degree using in vitro receptor autoradiography by Korner et al. in
2015 [15].

In this study, NTR1 expression was confirmed in another patient cohort with a 56% positivity rate
of NTR1 expression. This frequency was less than previous reported, perhaps because of the lack of
sensitivity of the immunohistochemical technique as compared to autoradiography. Complementary

studies are needed to better characterize this frequency.

NTRI1 expression by cancer cells triggered the development of radioactive neurotensin analogues
that could be used for the visualization and, eventually, for targeted radiotherapy of PDAC and
other tumours overexpressing this receptor such as breast [23] non-small cell lung [24], colon [25]

or prostate cancers [26].

Few radiolabelled neurotensin analogues, stabilized against enzymatic degradation in vivo by
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changes in the peptide sequence, have been tested in patients. The first one, a **"Tc-labeled NT
analogue was evaluated for its tumour targeting characteristics in PDAC patients by Buchegger et
al. The initial clinical findings were not very favourable due to the high nonspecific uptake of
radioactivity in the intestinal region and in the kidneys, with a high background for imaging [27].
The second one, M7 _Demotensin VI was tested in patients with PDAC, small cell lung cancer
(SCLC), non-small cell lung cancer (NSCLC) or colon carcinoma. The tracer was well tolerated by
patients and showed suitable body clearance, such as rapid renal excretion and minimal abdominal
uptake; however, detection capacity was poor in the tumours investigated, suggesting a poor in vivo

stability and and also low receptor expression in the tumours [28].

Peptide receptor antagonists have been described as having superior tumour uptake and retention
compared with agonists [29]. Schulz et al. modified the known NTR1 antagonist SR142948A [30]
by attaching a DOTA yielding the novel diarylpyrazole-based NTR1 antagonist 3BP-227 [31].
Recent data demonstrate that this peptide radiolabelled with lutetium-177 is an effective and
promising candidate for radioligand therapy, with a favourable preliminary safety profile in NTR1-
positive HT29 tumour and high potential for clinical translation [32]. Baum et al. just reported the
first clinical evidence of the feasibility of treatment of PDAC using this radiotracer '’ Lu-3BP-227
[33].

The biodistribution profile of indium-labelled 3BP-227 in tumour—bearing mice confirmed high
tumour accumulation and low uptake in normal tissues, leading to favorable tumour-to-kidney
activity ratios at 20 h after injection, which is not compatible with usual radionuclides for PET

imaging, fluoride-18 or gallium-68 in particular.

%Gais a positron emitter with a half-life of 68 min. It may be obtained from %Ge-*Ga generators.
The major advantage of this generator is that it is a continuous source of ®*Ga, independent of an
on-site cyclotron [34-36]. ®*Ga conjugation to small peptides and biomolecules has been developed
and has shown great potential in clinical applications [37]. In our previous study, %Ga-DOTA-
NT20.3 displayed high tumour uptake and allowed the detection of very small colon carcinoma
(HT29) tumours with PET [16]. The current pre-clinical study aimed to investigate 68Ga-DOTA-
NT20.3 as a new molecular probe for the evaluation of NTR1 expression in pancreatic tumours, and
to further assess its feasibility for the detection of pancreatic adenocarcinoma.

In this study, DOTA-NT20.3 was easily labelled with %Ga with a yield of about 98%.
Biodistribution studies revealed that ®*Ga-DOTA-NT20.3 was cleared rapidly from blood, and
mainly excreted by the kidney, whereas its uptake in other normal organs was very low. Dynamic

PET imaging revealed focal uptake in the tumour and afforded high quality images with low
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background. The specificity of the uptake of the radiotracer was confirmed in a blocking study.

To our knowledge, this is the first study evaluating a specific peptide based gallium tracer to
visualize PDAC xenograft model; only one team used °*Ga-chloride (similarly to the well
documented ®’Ga citrate for SPECT imaging) and '*F-FDG PET imaging to delineate
subcutaneously implanted human pancreatic adenocarcinoma xenografts in rats and found that the
tumour uptake of BE-FDG was clearly superior [38]. Moreover, we chose to use an orthotopic
xenograft tumour model that closely mimicked the clinical presentation of pancreatic cancer in
patients and allowed tumours to grow in their native microenvironment. As Von Forstner et al. we
found low uptake of '*F-FDG in PDAC orthotopic tumours [39]. Only one study succeeded in using
BE_FDG PET to determine the early effect of combination therapy in a MIA PaCa-2 orthotopic
pancreatic cancer model [40]. It could be interesting to test in further study the efficacy of %Ga-

DOTA-NT20.3 to follow new therapeutics.

Differential diagnosis of PDAC, focal mass pancreatitis (FMP) or autoimmune pancreatitis (AIP) is
still one of the toughest problems in the management of pancreatic disease. Approximately 4% to
10% of the pancreatic resections performed for presumed malignancy revealed non-neoplastic
disease on pathologic evaluation [41]. As a consequence, a disease-specific imaging probe that
targets specific molecular or genetic abnormalities of the disease, rather than depending only on
metabolic changes, would be a desirable probe for tumour detection. Experimental acute
pancreatitis induced by cerulein is reminiscent of the clinical manifestations of severe acute
pancreatitis [19].

In the present study, we have evaluated the extent and quantification of pancreatic inflammation in
mice using small animal 8E_FDG-PET, as reported by Dong et al. [42] and as expected, the in situ
inflammatory response was visible on '"*F-FDG PET but not on ®*Ga-DOTA-NT20.3. This result
was concordant with histological observation of pancreatic edema, infiltration by inflammatory
cells in close contact with acini and fibrosis but no detection of NTR1 expression.

High tumour selectivity and low uptake in case of pancreatic inflammation in animal models
support the potential for clinical use of ®*Ga-DOTA-NT20.3 as a tool to discriminate PDAC from

pancreatitis.

Conclusion

%Ga-DOTA-NT20.3 has a favorable pharmacokinetics and biodistribution profile, which results in

high quality PET images in mice with subcutaneous or orthotopic grafted human pancreatic cancer.
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Moreover, in contrary to FDG, %8Ga-DOTA-NT20.3 was able to discriminate PDAC from FMP, in

mouse models. Thus ®*Ga-DOTA-NT20.3 possesses specific binding to NTR1 of pancreatic tumour

cells and provides higher PET detection than '“F-FDG. *Ga-DOTA-NT20.3 thus seems to be a

good candidate for PET imaging of over-expression of NTR1 on human ductal pancreatic

carcinoma and could benefit to patients with suspected PDAC. Moreover, ®*Ga-DOTA-NT20.3
177

could help to define the patient population most likely to benefit from targeted therapy with **'Lu-
labeled NTR1 antagonist 3BP-227.
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Fig. 2 NTR1 is highly expressed in PDAC
TMA analyzed with Panoramic viewer at the X20 magnification, example of NTR1 positive and
negative staining in adenocarcinoma and a very weak staining in adjacent normal tissue.
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Fig. 3

a) Representative PET imaging of AsPC-1 tumour-bearing mice administered with 3 + 0.8 MBgq;
(423 + 53 pmol) of ®Ga-DOTA-NT20.3 (n=4). Dynamic acquisition was started immediately p.i.
for a duration of 50 min. PET imaging was composed of 5 frames of 1 min computed in 1 frame
and 4 frames of 10 min. Up: maximum intensity projection (MIP), middle: coronal slice, down:
transversal slice. Tumour (arrow) uptake of Ga-DOTA-NT20.3 is clearly visible.

b) Time activity curve analysis of dynamic PET imaging, data expressed in mean % of injected
dose in the volume of interest (VOI) (%ID) + SD (n=4). The data were obtained by quantitative
analysis of dynamic PET images of AsPC-1 tumour-bearing mice at 0-50 min p.i. of ®*Ga-DOTA-
NT20.3. (n=4)

c¢) Time point of maximal standardized uptake value in tumour and background ROIs. Data
expressed in mean SUVmax + SD (n=4).

d) PET imaging analysis in tumour to non-tumour uptake ratio in mean = SD. (n=4).

e) Ex vivo biodistribution of ®*Ga-DOTA-NT20.3 in AsPC-1 tumour-bearing nude mice at 1h p.i.
Tissue radioactivity is expressed as the percentage of injected dose per gram (%ID/g, mean + SD).
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Fig. 4
a) Representative maximum intensity projection (MIP) PET imaging of blocking studies in AsPC-1
tumour-bearing mice. One mouse injected with 3.6 MBq of %Ga-DOTA-NT20.3 (507 pmol), Fig.
4a. panel 1. One mouse co-injected with 2 MBq (322 pmol) of ®*Ga-DOTA-NT20.3 and 180 nmol
of unlabeled NT20.3. Fig. 4a. panel 2. PET imaging was performed at 40-50 min p.i.
b) Tumour to non-tumour uptake ratio from PET imaging analysis.
¢) Tumour radioactivity determined ex vivo (1h p.i.) and expressed as % ID/g.

Data are given as mean * SD (n=4 for the %Ga-DOTA-NT20.3 group and n=3 for the

blocking group). **P<0.01
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Fig. 5

Comparative PET imaging 45 min p.i. of radiotracers ®*Ga-DOTA-NT20.3 (a) and "*F-FDG (b) in
an orthotopic pancreatic ductal adenocarcinoma model. Representative in vivo PET images of
orthotopic AsPC-1 tumour-bearing mice 14 and 30 days after cells implantation. Maximum
Intensity Projection (MIP) and transversal slices. Circles indicate the tumour.

¢) Tumour to non-tumour uptake ratio from PET imaging analysis at day 30 and tumour
radioactivity determined ex vivo lh p.i. after in-vivo PET imaging and expressed as % ID/g. Mice
were injected with ®*Ga-DOTA-NT20.3: 1.3 + 0.3 MBgq; (534 + 46 pmol) or with "*F-FDG (1.5 +
0.1 MBq). Data are expressed in mean = SD (n=4 for the %Ga-NT20.3, n=3 for the 18F—FDG)
*P<0.05

d) NTR1 immunohistochemistry of an orthotopic AsPC-1 tumour invading the pancreas.
Magnification X40 (panel 1), X100 (panel 2), and X200 (panel 3 and 4)
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a) Effects of caerulein on pancreatic histology. Representative histological sections of mouse
pancreas fixed in 10% neutral-buffered formalin, paraffin embedded, and stained with HPS from a
caerulein treated one (panel 1) and from a control mouse (panel 3). Caerulein administration caused
pancreatic oedema, infiltration by inflammatory cells in close contact with acini and fibrosis.
Original magnification x100. On adjacent slice NTR1 labelling was performed image 2, 4 is shown.
b) Representative in vivo PET images of caerulein treated mice (left) and control mice (right) with
BE_FDG (up) and ®*Ga-DOTA-NT20.3 (down).

c) Representative ex-vivo PET images of caerulein treated pancreas and untreated control pancreas
with "*F-FDG (up) and ®*Ga-DOTA-NT20.3 (down).

d) Uptake of imaging agents in pancreas of control and treated mice as determined by ex vivo by
weighting and counting the organs. Data are expressed in mean %ID/g + SD (n=4 for the ®*Ga-
DOTA-NT?20.3 caerulein treated group, n=3 for the ®*Ga-NT20.3 untreated group, n=4 for the '*F-
FDG caerulein treated group, n=3 for the BE_FDG untreated group). ***P<0.005; ****P<0.001
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Supplementary Data

Preparation and Quality Control of *Ga-DOTA-NT20.3

NTSRI1 targeting peptide, DOTA-NT20.3 (Ac-Lys(DOTA)-Pro-Me-Arg-Arg-Pro-Tyr-Tle-Leu-OH;
MW=1484.7 g/mol) was produced according to good manufacturing practice (GMP) by Pichem
and kindly provided by lason GmbH. Frozen vials of DOTA-NT20.3 containing 50 ug were
suspended in Trace Select water (Sigma) at 1mg/mL. The ®*Ga-labeling of DOTA-NT20.3, was
performed as described [16] with minor modifications, using a R&D Synchrom module (Raytest,
Germany), Briefly, the %Ge/®Ga eluate (1.5 mL, 150-300MBq) was adjusted to pH=3.5 with
sodium acetate (0.8 mol/L). DOTA-NT20.3 (15 nmol) was added and incubated under agitation at
95°C for 8 min. The product ®*Ga-DOTA-NT20.3 was purify on a C18 Sep-Pack cartridge (Waters
Milford, USA) and eluted using 800 pL of 80% ethanol in the second reactor. ®*Ga-DOTA-NT20.3
was subsequently evaporated at 70°C under argon flow then the final product was diluted with 9
mg/mL sodium chloride (NaCl). The overall decay-corrected radiochemical yield (RY) of the
GMP batch of **Ga-DOTA-NT20.3 was 87.7 + 9.1 % during the entire labeling, purification and
evaporation procedure (around 30 min). A specific activity of 8.5 £ 2.8 MBg/nmol was achieved (n
=0).

The radiochemical purity, as determined by reverse phase (RP) high-performance liquid
chromatography (HPLC), was > 99% (retention time 6.5 min). Radiochemical purity was also
assessed using Silica Gel Instant TLC (ITLC) with 50% methanol / 50% sodium acetate 1mol/L as

mobile phase and only one spot with a rate of flow (RF) 0.6 was observed.
PET imaging of ®*Ga-DOTA-NT20.3 in healthy female or male mice.

Dynamic PET imaging was performed during 50 min to determine biodistribution of ®*Ga-DOTA-
NT20.3 in Nu/nu mice from group 1 (n=3 female and n=3 male), mice received intravenously 2.4 +
1.3 MBq; (434 + 89 pmol) and 2.6 + 1.2 MBq; (478 + 55 pmol) respectively of ®*Ga-DOTA-
NT20.3. Time activity curves (TACs) were generated from VOI analysis of the obtained images.
Mice were characterized by a rapid delivery of ®*Ga-DOTA-NT20.3 up to 2 min p.i into blood
compartment represented by 1.8 % of injected dose in heart VOI. This percentage decrease rapidly
and after 15 minutes is divided 3 times (0.61 for female and 0.73 for male) to reach only 0.29 and
0.34 (female and male respectively) at the end of the acquisition 45min p.i. Bladder and kidneys,
major organs for tracer clearance and elimination, consequently showed relatively high radioactivity
accumulation. No uptake was observed in other organs especially in pancreas, the organ of interest.
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No significant difference of radiotracer biodistribution was found between female and male mice.

Table 1 Summarized data of the ex vivo biodistribution.

N° subjacts 4

Tissue % 1Dig + 8D
blood 0.89 0.44
heart 0.52 0.10
lung 0.68 0.16
spleen 0.34 0.07
liver 0.31 0.09
Kidneys 5.38 0.54
pancreas 0.22 0.03
stomach 0.14 0.03
intestine 0.53 0.08
colon 0.41 0.23
muscle 0.29 0.02
bone 0.49 0.11
tumor 5.28 0.93
brain 0.06 0.04
tumor/blood 5.83 1.82
tumor/kidneys 1.00 0.26
tumor/muscle 18.21 4.01

Université Paris-Saclay
Espace Technologique / Immeuble Discovery
Route de I'Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France

134



References

1. Vincent A, Herman J, Schulick R, Hruban RH, Goggins M. Pancreatic cancer. The Lancet.378:607-
20. doi:http://dx.doi.org/10.1016/S0140-6736(10)62307-0.

2. Siegel RL, Miller KD, Jemal A. Cancer statistics, 2015. CA: a cancer journal for clinicians.
2015;65:5-29. doi:10.3322/caac.21254.

3. Holzapfel K, Reiser-Erkan C, Fingerle AA, Erkan M, Eiber MJ, Rummeny EJ, et al. Comparison of
diffusion-weighted MR imaging and multidetector-row CT in the detection of liver metastases in patients
operated for pancreatic cancer. Abdominal imaging. 2011;36:179-84. doi:10.1007/s00261-010-9633-5.

4. Canto MI, Hruban RH, Fishman EK, Kamel IR, Schulick R, Zhang Z, et al. Frequent detection of
pancreatic lesions in asymptomatic high-risk individuals. Gastroenterology. 2012;142:796-804; quiz e14-5.
doi:10.1053/j.gastro.2012.01.005.

5. Parsons CM, Sutcliffe JL, Bold RJ. Preoperative evaluation of pancreatic adenocarcinoma. Journal
of hepato-biliary-pancreatic surgery. 2008;15:429-35.

6. Zamboni G, Hirabayashi K, Castelli P, Lennon AM. Precancerous lesions of the pancreas. Best

practice & research Clinical gastroenterology. 2013;27:299-322. doi:10.1016/j.bpg.2013.04.001.

7. Hussain T, Nguyen QT. Molecular imaging for cancer diagnosis and surgery. Advanced drug
delivery reviews. 2014;66:90-100. doi:10.1016/j.addr.2013.09.007.
8. Pakzad F, Groves AM, Ell PJ. The role of positron emission tomography in the management of

pancreatic cancer. Seminars in nuclear medicine. 2006;36:248-56. doi:10.1053/j.semnuclmed.2006.03.005.

9. Santhosh S, Mittal BR, Bhasin D, Srinivasan R, Rana S, Das A, et al. Role of 18F-
fluorodeoxyglucose positron emission tomography/computed tomography in the characterization of
pancreatic masses: Experience from tropics. Journal of Gastroenterology and Hepatology. 2013;28:255-61.
doi:10.1111/jgh.12068.

10. Sandrasegaran K, Nutakki K, Tahir B, Dhanabal A, Tann M, Cote GA. Use of Diffusion-Weighted
MRI to Differentiate Chronic Pancreatitis From Pancreatic Cancer. American Journal of Roentgenology.
2013;201:1002-8. doi:10.2214/AJR.12.10170.

11. Vincent JP, Mazella J, Kitabgi P. Neurotensin and neurotensin receptors. Trends in pharmacological
sciences. 1999;20:302-9.

12. Dupouy S, Mourra N, Doan VK, Gompel A, Alifano M, Forgez P. The potential use of the
neurotensin high affinity receptor 1 as a biomarker for cancer progression and as a component of
personalized medicine in selective cancers. Biochimie. 2011;93:1369-78.
doi:https://doi.org/10.1016/j.biochi.2011.04.024.

13. Wu Z, Martinez-Fong D, Trédaniel J, Forgez P. Neurotensin and its high affinity receptor 1 as a
potential pharmacological target in cancer therapy. Frontiers in Endocrinology. 2012;3:184.
doi:10.3389/fendo.2012.00184.

14. Reubi JC, Waser B, Friess H, Buchler M, Laissue J. Neurotensin receptors: a new marker for human
ductal pancreatic adenocarcinoma. Gut. 1998;42:546-50.

Université Paris-Saclay

Espace Technologique / Immeuble Discovery 135
Route de I'Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France



15. Korner M, Waser B, Strobel O, Buchler M, Reubi JC. Neurotensin receptors in pancreatic ductal
carcinomas. EJNMMI research. 2015;5:17. doi:10.1186/s13550-015-0094-2.

16. Alshoukr F, Prignon A, Brans L, Jallane A, Mendes S, Talbot JN, et al. Novel DOTA-neurotensin
analogues for 111In scintigraphy and 68Ga PET imaging of neurotensin receptor-positive tumors.
Bioconjugate chemistry. 2011;22:1374-85. doi:10.1021/bc200078p.

17. Na Y, Choi J-W, Kasala D, Hong J, Oh E, Li Y, et al. Potent antitumor effect of neurotensin
receptor-targeted oncolytic adenovirus co-expressing decorin and Wnt antagonist in an orthotopic pancreatic
tumor model. Journal of Controlled Release. 2015;220:766-82.
doi:https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2015.10.015.

18. Hoffman R. Orthotopic Metastatic Mouse Models for Anticancer Drug Discovery and Evaluation: a
Bridge to the Clinic. Invest New Drugs. 1999;17:343-60. doi:10.1023/A:1006326203858.

19. Lerch MM, Gorelick FS. Models of Acute and Chronic Pancreatitis. Gastroenterology.
2013;144:1180-93. doi:http://dx.doi.org/10.1053/j.gastro.2012.12.043.

20. Lerch MM, Gorelick FS. Models of acute and chronic pancreatitis. Gastroenterology.
2013;144:1180-93. doi:10.1053/j.gastro.2012.12.043.

21. Ansari D, Gustafsson A, Andersson R. Update on the management of pancreatic cancer: Surgery is
not enough. World Journal of Gastroenterology : WJG. 2015;21:3157-65. doi:10.3748/wjg.v21.i111.3157.

22. Wang JG, Li NN, Li HN, Cui L, Wang P. Pancreatic cancer bears overexpression of neurotensin and
neurotensin receptor subtype-1 and SR 48692 counteracts neurotensin induced cell proliferation in human
pancreatic ductal carcinoma cell line PANC-1. Neuropeptides. 2011;45:151-6.
doi:10.1016/j.npep.2011.01.002.

23. Souaze F, Dupouy S, Viardot-Foucault V, Bruyneel E, Attoub S, Gespach C, et al. Expression of
neurotensin and NT1 receptor in human breast cancer: a potential role in tumor progression. Cancer research.
2006;66:6243-9. doi:10.1158/0008-5472.CAN-06-0450.

24. Alifano M, Souaze F, Dupouy S, Camilleri-Broet S, Younes M, Ahmed-Zaid SM, et al. Neurotensin
receptor 1 determines the outcome of non-small cell lung cancer. Clinical cancer research : an official journal
of the American Association for Cancer Research. 2010;16:4401-10. doi:10.1158/1078-0432.ccr-10-0659.
25. Chao C, Tallman ML, Ives KL, Townsend Jr CM, Hellmich MR. Gastrointestinal Hormone
Receptors in Primary Human Colorectal Carcinomasl. Journal of Surgical Research. 2005;129:313-21.
doi:https://doi.org/10.1016/j.jss.2005.04.038.

26. Swift SL, Burns JE, Maitland NJ. Altered expression of neurotensin receptors is associated with the
differentiation state of prostate cancer. Cancer research. 2010;70:347-56. doi:10.1158/0008-5472.can-09-
1252.

27. Buchegger F, Bonvin F, Kosinski M, Schaffland AO, Prior J, Reubi JC, et al. Radiolabeled
neurotensin analog, 99mTc-NT-XI, evaluated in ductal pancreatic adenocarcinoma patients. Journal of
nuclear medicine : official publication, Society of Nuclear Medicine. 2003;44:1649-54.

28. Gabriel M, Decristoforo C, Woll E, Eisterer W, Nock B, Maina T, et al. [99mTc]demotensin VI:

biodistribution and initial clinical results in tumor patients of a pilot/phase I study. Cancer biotherapy &

Université Paris-Saclay
Espace Technologique / Immeuble Discovery 136
Route de I'Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France



radiopharmaceuticals. 2011;26:557-63. doi:10.1089/cbr.2010.0952.

29. Fani M, Nicolas GP, Wild D. Somatostatin Receptor Antagonists for Imaging and Therapy. Journal
of nuclear medicine : official publication, Society of Nuclear Medicine. 2017;58:61S-6S.
doi:10.2967/jnumed.116.186783.

30. Gully D, Labeeuw B, Boigegrain R, Oury-Donat F, Bachy A, Poncelet M, et al. Biochemical and
pharmacological activities of SR 142948A, a new potent neurotensin receptor antagonist. The Journal of
pharmacology and experimental therapeutics. 1997;280:802-12.

31. Schulz J, Rohracker M, Stiebler M, Goldschmidt J, Grosser OS, Osterkamp F, et al. Comparative
Evaluation of the Biodistribution Profiles of a Series of Nonpeptidic Neurotensin Receptor-1 Antagonists
Reveals a Promising Candidate for Theranostic Applications. Journal of nuclear medicine : official
publication, Society of Nuclear Medicine. 2016;57:1120-3. doi:10.2967/jnumed.115.170530.

32. Schulz J, Rohracker M, Stiebler M, Goldschmidt J, Stober F, Noriega M, et al. Proof of Therapeutic
Efficacy of a 177Lu-Labeled Neurotensin Receptor 1 Antagonist in a Colon Carcinoma Xenograft Model.
Journal of nuclear medicine : official publication, Society of Nuclear Medicine. 2017;58:936-41.
doi:10.2967/jnumed.116.185140.

33. Moltz JH, Dobbs RE, McCann SM, Fawcett CP. Effects of hypothalamic factors on insulin and
glucagon release from the islets of Langerhans. Endocrinology. 1977;101:196-202. doi:10.1210/endo-101-1-
196.

34. Fani M, Andre JP, Maecke HR. 68Ga-PET: a powerful generator-based alternative to cyclotron-
based PET radiopharmaceuticals. Contrast media & molecular imaging. 2008;3:67-77.
doi:10.1002/cmmi.232.

35. Zhernosekov KP, Filosofov DV, Baum RP, Aschoff P, Bihl H, Razbash AA, et al. Processing of
generator-produced 68Ga for medical application. Journal of nuclear medicine : official publication, Society
of Nuclear Medicine. 2007;48:1741-8. doi:10.2967/jnumed.107.040378.

36. Breeman WA, de Blois E, Sze Chan H, Konijnenberg M, Kwekkeboom DJ, Krenning EP. (68)Ga-
labeled DOTA-peptides and (68)Ga-labeled radiopharmaceuticals for positron emission tomography: current
status of research, clinical applications, and future perspectives. Seminars in nuclear medicine. 2011;41:314-
21. doi:10.1053/j.semnuclmed.2011.02.001.

37. Virgolini I, Ambrosini V, Bomanji JB, Baum RP, Fanti S, Gabriel M, et al. Procedure guidelines for
PET/CT tumour imaging with 68Ga-DOTA-conjugated peptides: 68Ga-DOTA-TOC, 68Ga-DOTA-NOC,
68Ga-DOTA-TATE. European journal of nuclear medicine and molecular imaging. 2010;37:2004-10.
doi:10.1007/s00259-010-1512-3.

38. Ujula T, Saloméiki S, Autio A, Luoto P, Tolvanen T, Lehikoinen P, et al. 68Ga-Chloride PET
Reveals Human Pancreatic Adenocarcinoma Xenografts in Rats—Comparison with FDG. Molecular
Imaging and Biology. 2010;12:259-68. doi:10.1007/s11307-009-0267-3.

39. von Forstner C, Egberts J-H, Ammerpohl O, Niedzielska D, Buchert R, Mikecz P, et al. Gene
Expression Patterns and Tumor Uptake of 18F-FDG, 18F-FLT, and 18F-FEC in PET/MRI of an Orthotopic
Mouse Xenotransplantation Model of Pancreatic Cancer. Journal of Nuclear Medicine. 2008;49:1362-70.

Université Paris-Saclay
Espace Technologique / Immeuble Discovery 137
Route de I'Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France



doi:10.2967/jnumed.107.050021.

40. Shah N, Zhai G, Knowles JA, Stockard CR, Grizzle WE, Fineberg N, et al. (18)F-FDG PET/CT
imaging detects therapy efficacy of anti-EMMPRIN antibody and gemcitabine in orthotopic pancreatic
tumor xenografts. Molecular imaging and biology : MIB : the official publication of the Academy of
Molecular Imaging. 2012;14:237-44. doi:10.1007/s11307-011-0491-5.

41. Abraham SC, Wilentz RE, Yeo CJ, Sohn TA, Cameron JL, Boitnott JK, et al.
Pancreaticoduodenectomy (Whipple resections) in patients without malignancy: are they all 'chronic
pancreatitis'? The American journal of surgical pathology. 2003;27:110-20.

42. Dong X, Zhan YC, Jiang RY, Xie QP, Peng JP, Wang J, et al. The Potential Effect of Proteasome
Inhibitor PS-341 on Severe Acute Pancreatitis Detected by Positron Emission Tomography in ICR Mice.
Journal of Surgical Research. 2010;162:193-202. doi:http://dx.doi.org/10.1016/}.jss.2009.06.011.

Université Paris-Saclay
Espace Technologique / Immeuble Discovery 138
Route de I'Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France



XII1.3. Discussion

La surexpression des récepteurs de NT a été mise en évidence pour la premiere fois en 1998 par
Reubi et al. dans 75 a 88% des échantillons de PDAC humains issus de résection chirurgicale ou de
biopsies par une technique d’autoradiographie. Cette technique a I’avantage de détecter seulement
les récepteurs fonctionnels exprimés au niveau de la membrane cellulaire. Les récepteurs de la NT
étaient plus souvent exprimés dans des tumeurs bien différenciées que dans des tumeurs peu
différenciées. De plus, les auteurs ont également rapporté que 1'expression des récepteurs de la NT
n'a pas été détectée dans le pancréas humain normal, dans la pancréatite chronique, ainsi que dans
les tumeurs pancréatiques endocrines (J. C. Reubi et al., 1998).

En 2011, Wang et al. ont étudié une série de coupes de tissus issues de patients n’ayant recu aucune
chimiothérapie et/ou radiothérapie au moment de I’ablation chirurgicale. Ils ont montré pour la
premiere fois la co-expression de NT et NTR1 dans la majorité des PDAC étudiés (32/40) en
immunohistochimie, indiquant que la présence concomitante de NT et NTR1 pourrait réguler la
croissance et le développement des PDAC (Ji-Gang Wang et al., 2011), comme cela a pu étre décrit,
en immunohistochimie également, chez 60% des patients atteints d’adénocarcinome pulmonaire de
stade 1 (Alifano er al., 2010b).

Ces données ont été étendues par Korner et al. en 2015 montrant en autoradiographie que le NTR1
est surexprimé dans les Iésions Panln de haut grade (Korner et al., 2015). Tous ces résultats sont en
faveur d’une forte implication du complexe NT/NTR1 dans la transformation des lésions pré-
cancéreuses en carcinome, comme déja décrit dans les adénocarcinomes coliques (Gui et al., 2008)
ou les adénocarcinomes de la prostate (Swift et al., 2010).

L'imagerie moléculaire TEP avec du ®*Ga-DOTA-NT20.3 spécifique des ésions cancéreuses voire
précancéreuses de PDAC pourrait permettre de discriminer les formes focales de pancréatite
formant des masses et les néoplasies intra-€pithéliales pancréatiques (PanIN) avant qu’elles ne
deviennent un carcinome. Ce diagnostic différentiel pourrait permettre de détecter plus précocement
un PDAC ou de ne pas réaliser une intervention chirurgicale inutile sur une masse bénigne pour

suspicion de cancer sous-jacent.

Korner et al. ont détecté du NTR1 dans des métastases hépatiques d’adénocarcinome pancréatique
(Korner et al., 2015). Ce récepteur semble €tre impliqué dans la croissance de la tumeur primitive et
I’extension métastatique et pourrait €tre un facteur de mauvais pronostic, comme dans le cancer
mammaire canalaire invasif du sein (S. Dupouy et al., 2009). L’imagerie TEP avec du %Ga-DOTA-
NT20.3 pourrait donc permettre aussi d’améliorer la stadification de la tumeur en détectant les
métastases.
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Dans notre étude, I'expression du NTR1 a été confirmée dans 56% des échantillons de TMA issus
d’une cohorte de patients opérés a 1’hdpital Beaujon (Clichy, France) entre 2000 et 2004. Cette
fréquence est inférieure aux valeurs rapportées précédemment dans la littérature,
I’immunohistochimie est une technique moins sensible que I’autoradiographie, ce qui peut peut-Etre
expliquer cette différence de fréquence.

De facon intéressante, Korner et al. ont observé une absence d’expression du NTR1 chez un patient
traité par chimiothérapie a la gemcitabine avant résection chirurgicale, a contrario un autre patient
traité par chimiothérapie avait une expression de NTR1 élevée.

Des études complémentaires seraient donc nécessaires pour mieux comprendre la relation entre

expression du NTR1 et thérapie.

Peu d'analogues de la neurotensine radiomarqués, stabilisés contre la dégradation enzymatique in
vivo par des modifications de la séquence peptidique, ont été testés chez des patients. Tous ont été
bien tolérés. Ils ont présenté des pharmacocinétiques plus ou moins favorables, avec bien souvent
une accumulation élevée non spécifique de la radioactivité dans la région intestinale ainsi qu’une
accumulation rénale moyenne (Buchegger et al., 2003, M. Gabriel et al., 2011). De plus, ces études
ont montré I’'importance de bien sélectionner les patients éligibles a I’imagerie car pour le 99mpe.
NT-XI évalué en 2003 chez quatre patients atteints de PDAC, seule une tumeur qui présentait une
forte expression du récepteur de la NT a été visualisée (Buchegger er al., 2003). L autre étude
clinique utilisant la *™Tc-Démotensine VI testée chez des patients atteints de PDAC, de cancer du
poumon SCLC et NSCLC ou d’adénocarcinome du cdlon a permis de visualiser uniquement des
métastases cérébrales. Les auteurs ont alors conclu que des études supplémentaires étaient
nécessaires pour mieux étudier la stabilité du radiotraceur et mieux caractériser les récepteurs pour
lesquels leur ligand avait une affinité (M. Gabriel ef al., 2011). De la méme manidre, pour I''''In-
MP2530, c’est la stabilité du composé qui a été mise en cause, car la seule tumeur du pancréas
positive pour I’expression du NTRI1 (1 patient/S patients) validée en autoradiographie apres
résection chirurgicale, n’a pu étre détectée en imagerie.

Parmi ces radiotraceurs étant allés jusqu’en phase clinique, celui qui présentait les meilleurs
résultats précliniques d'imagerie était le [*™Tc]NT XI: 1h30 aprés injection, il présentait une
captation tumorale de 3.9 %ID/g et une rétention rénale du traceur de 14.6%ID/g dans le modele
HT29 (Bruehlmeier et al., 2002). Cependant cet analogue entrainait une accumulation élevée au
niveau intestinal (1.3 %ID/g) et hépatique (2 %ID/g), se traduisant chez les patients par un bruit de
fond sur les images, laissant craindre un risque de toxicité pour des applications thérapeutiques

(Buchegger et al., 2003).
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Le ®*Ga-DOTA-NT20.3 permet quant a lui, ’obtention d’images bien contrastées dans des temps
courts seulement 45 min apres injection, grice a une faible accumulation du traceur dans les
organes sains et notamment dans la région intestinale. Les données de biodistributions obtenues 1h
apres injection du ®®Ga-DOTA-NT20.3 ont montré une captation tumorale de 5.28 %ID/g dans le
modele de xénogreffe AsPC1 avec une rétention rénale du traceur de 5.38 %ID/g ainsi qu’une tres

faible fixation dans le pancréas de 0.22 %ID/g, I’organe d’intérét de notre étude.

Nous avons choisi d'utiliser un modele de tumeur orthotopique qui imite au mieux la présentation
clinique du cancer du pancréas chez les patients et permet aux tumeurs de se développer dans leur
microenvironnement natif.

En plus de sa sensibilité de détection tumorale élevée et de sa spécificité pour le NTRI1, le %Ga-
DOTA-NT20.3 a démontré une faible captation en cas d'inflammation pancréatique dans un modele
animal de pancréatite aigué¢ expérimentale induite par la cearuléine qui rappelle les manifestations

cliniques de la pancréatite aigué sévere.

Xi.4. Conclusion

%Ga-DOTA-NT20.3 a un profil de pharmacocinétique et de biodistribution trés favorable, ce qui se
traduit par des images TEP de trés bons contrastes tumeur/organes sains chez des souris porteuses
soit d’une xénogreffe sous-cutanée soit d’une tumeur orthotopique humaine de PDAC mimant
mieux la détection d’une 1ésion cancéreuse in situ. De plus, contrairement au 18F—FDG, le ®Ga-
DOTA-NT20.3 est capable de discriminer le PDAC d’une pancréatite aigué¢ expérimentale induite
par la cearuléine, dans des modeles murins. Le radiotraceur %8Ga-DOTA-NT20.3 semble donc étre
un bon candidat pour l'imagerie TEP de la surexpression du NTRI1 dans 1’adénocarcinome
pancréatique exocrine humain et pourrait bénéficier aux patients suspectés de PDAC. De plus, le
%Ga-DOTA-NT20.3 pourrait aider & mieux définir la population de patients qui pourraient

bénéficier d’une radiothérapie ciblée avec le DOTA-NT20.3 marqué au lutétium-177.
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Conclusions et Perspectives

XIII.  Conclusions et perspectives sur les analogues radiomarqués de la bombésine

Comme nous avons pu le voir dans le chapitre VIIL3, les effets indésirables du '"'Lu-AMBA
injecté a forte dose chez des patients atteints de cancer de la prostate ont stoppé le développement
clinique des agonistes au profit des antagonistes. Néanmoins, notre étude préclinique réalisée a
I’aide du ®®Ga-AMBA en imagerie TEP a prouvé que ce radiotraceur est un bon outil d’imagerie
non invasive qui peut permettre de détecter des modeles de cancer du sein humain dépendant des
cestrogenes de maniere sensible, 1a ou le BE_FDG peut manquer de sensibilité. Le rapport de
captation du ®*Ga-AMBA entre la tumeur et le bruit de fond est élevé et plus reproductible que
I'imagerie au '*F-FDG. Il permet de suivre I’efficacité d’une hormothérapie connue et pourrait
permettre par la suite d’évaluer de nouveaux traitements ou combinaison de traitements en phase de
développement préclinique, voire mieux comprendre le lien entre les différentes voies de
signalisation comme celles du GRPR, des ER et de ’'EGFR.

En effet, des études récentes montrent que l'activation du GRPR entraine des réponses de croissance
tumorale fréquemment médiée par la transactivation d’EGFR ou HER2 (X. Li et al., 2010, Moody
et al., 2016, S. M. Thomas et al., 2005). En 2016, Woody et al. ont montré que des ligands
antagonistes de la bombésine, de la neurotensine et de la cholécystokinine, tous ligands de RCPG,
inhibaient la croissance tumorale de cellules du cancer du poumon et augmentaient la cytotoxicité
du gefitinib, un inhibiteur de tyrosine kinase de I'EGFR. IIs ont ainsi proposé un schéma explicatif
de la capacité des peptides analogues des RCPG a réguler la transactivation de EGFR aboutissant a
la croissance tumorale (Moody et al., 2016). Nous pourrions ainsi envisager de traiter des souris
porteuses de tumeurs ZR75-1 par une combinaison de tamoxiféne ou d’antagonistes de la
bombésine avec du géfitinib un inhibiteur de I’EGFR et de suivre I’efficacité de ce traitement a

I’aide de I'imagerie TEP au ®*Ga-AMBA.

Une étude récente confirme que les tumeurs ER+ représentent la majorité des cas de cancer du sein
(81% selon Stoykow et al.) (Christian Stoykow et al., 2016b). Nous avons vu que les patientes
atteintes de cancer du sein ER+ seraient un groupe cible potentiel pour limagerie ou la
radiothérapie ciblée avec des radioligands du GRPR si nous disposions d’un ligand utilisable en
clinique, dépourvu d’effets secondaires importants comme un antagoniste.

Les données obtenues dans des études précliniques d’autoradiographie quantitative sur coupes de
tumeurs humaines, et les premiers résultats d’imagerie TEP en clinique avec %Ga-NODAGA-JR11

177

ou de thérapie ciblée avec ~~'Lu-DOTA-JRI11 ont donné des résultats tres encourageants et

montrent le potentiel des antagonistes de la somatostatine radiomarqués pour l'imagerie et la
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thérapie des tumeurs neuroendocrines (Fani et al., 2017, Nicolas et al., 2017). Les effets

indésirables rapportés lors de I'évaluation clinique de 177

Lu-AMBA chez des patients atteints de
cancer de la prostate, pourraient &tre ainsi évités avec les antagonistes du GRPR au lieu des
agonistes (Cescato et al., 2008).

Depuis 2009, des antagonistes du GRPR ont été développés par différentes équipes. Malgré leur
manque d’internalisation (que I’on voyait au départ comme un défaut) et leur affinité relativement
faible pour les récepteurs GRPR, ils démontrent des propriétés de ciblage tumoral supérieures aux
agonistes et notamment a I’AMBA dans des modeles de cancer de la prostate (Mansi et al., 2009).
Ils ont I’avantage de rester plus longtemps sur la tumeur : 1’antagoniste RM2 marqué avec de
I’indium non radioactif natIn-RM2 se lie au GRPR avec une affinité élevée (IC50 9.3+3.3 nM). ).
Sa fixation tumorale est spécifique et prolongée dans un modele de tumeurs PC3 (14.1%ID / g a 1h,
13.6%ID/g a 2h ex vivo pour le ®*Ga-RM2) (Mansi et al., 2011).

Ces deux dernieres années, des résultats prometteurs ont été obtenus en clinique avec des dérivés
d’antagonistes GRPR radiomarqués : le ®*Ga-SB3 a été bien toléré par les patients mais n’a permis
de détecter que 50% (4/8) des cancers du sein tous types confondus a des stades avancés de la
maladie (Maina et al., 2016). Le NeoBOMBI, un peptide dérivé du SB3 marqué avec du gallium
froid (natGa-NeoBOMBI1) a montré une tres bonne affinité pour le GRPR avec une IC50 de 1,17 +
0,06 nmol/L. Marqué au gallium-67, le “’Ga-NeoBOMBI présente une trés bonne stabilité
plasmatique de 95% 5 min apres injection, et de 90% 30 min apres injection. Injecté a des souris
porteuses de tumeurs de la prostate PC3, sa captation tumorale (12,4 + 2,3 %ID/g) est optimale 2h
apres injection avec cependant une fixation dans le pancréas de 22,7 + 3,3 %ID/g et une rétention
dans les reins et le foie de 5,7 £ 2,4 et 8,3 + 1,8% ID / g, respectivement, conséquence de son
excrétion rénale et hépatobiliaire. Une biodistribution quasi identique a été retrouvée avec le '’’Lu-

NeoBOMBI1 (S. U. Dalm et al., 2017a, Nock et al., 2017).

En parallele, le ®*Ga-RM2 a été utile pour localiser les récidives de cancer de la prostate dans la
majorité des cas (C. Stoykow et al., 2016a, Wieser et al., 2017) ou a été utilisé avec succes pour une
stadification initiale avant traitement chez quinze patientes atteintes d'un carcinome mammaire
primitif. La TEP/TDM au ®*Ga-RM2 a montré une forte fixation par rapport au tissu mammaire
normal (défini comme TEP-positif) dans 13 tumeurs sur 18. Toutes les tumeurs primaires positives
en TEP étaient ER et PR positives (13/13). Le SUVmax moyen des tumeurs ER+ était de 10,6 + 6,0
par rapport a 2,3 + 1,0 dans les tumeurs ER- (p = 0,016).

La TEP/TDM au ®®Ga-RM2 a détecté des ganglions lymphatiques mammaires (n = 8), une
métastase ganglionnaire axillaire controlatérale (vérifiée par biopsie) et une métastase osseuse (n =

1; non détectée sur la scintigraphie osseuse et la TDM).
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Le statut du récepteur des estrogenes est habituellement déja connu au moment de la stadification
du cancer du sein grace au diagnostic initial par biopsie, il parait donc possible d’utiliser la TEP a
I’aide d’un radiotraceur du GRPR pour la stadification initiale des tumeurs primaires ER+. D'autre
part, si la corrélation entre la liaison au GRPR et l'expression ER dans le cancer du sein est
également vérifiée, la TEP au GRPR pourrait également étre utile pour suivre 1’évolution du statut

ER et donc I’efficacité des traitements, au cours du temps.

Le statut ER de cancers du sein peut étre évalué en imageric TEP avec du '°F-FES (‘°F-
fluoroestradiol), ligand spécifique des ER, avec une sensibilité globale de 84% pour la détection des
cancers du sein ER-positif (van Kruchten et al., 2013). La fixation tumorale du %8Ga-RM2 montre
une corrélation avec l'expression de ER (Spearman p = 0,70, p = 0,0013) du méme ordre que celle
rapporté avec la '*F-FES (Christian Stoykow er al., 2016b). Les avantages possibles de la
TEP/TDM avec du ®*Ga-RM2 par rapport 2 la '®F-FES seraient une biodistribution plus favorable
pour la stadification de la tumeur en raison d'un marquage beaucoup plus faible au niveau intestinal
et hépatique. De plus, le %%Ga-RM2 se liant au GRPR, il est moins susceptible que la '8E_FES d'étre
affecté par les cestrogenes endogenes, les concentrations sériques de globuline liant les hormones
sexuelles et les traitements par anti-oestrogenes. Cependant, il reste a voir si et dans quelle mesure
ces facteurs affectent I'expression du GRPR et ainsi la fixation du %Ga-RM2 comme condition

préalable a l'utilisation possible de ce traceur en imagerie TEP pour le suivi du traitement.

Ainsi, nous comptons comparer les propriétés in vivo du ®*Ga-NeoBOMBI1 ou du ®*Ga-RM2 et du
%Ga-AMBA a l'aide de I’imagerie TEP dans nos modeles de cancers du sein dépendants des
estrogenes exprimant le GRPR pour évaluer I’efficacité de ces radiotraceurs pour le suivi des

traitements.

XIV. Conclusions et perspectives sur les analogues radiomarqués de la neurotensine

Le ®®Ga-DOTA-NT20.3 a un profil de pharmacocinétique et de biodistribution trés favorable, ce qui
se traduit par des images TEP de trés bons contrastes tumeur/organes sains chez des souris
porteuses soit d’une xénogreffe sous-cutanée soit d’une tumeur orthotopique humaine de PDAC
mimant mieux la détection d’une 1€sion cancéreuse in situ. De plus, contrairement au 18F—FDG, le
%Ga-DOTA-NT20.3 est capable de discriminer le PDAC d’une pancréatite aigué expérimentale

induite par la cearuléine, dans des modeles murins.
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Comme Von Forstner et al. nous avons obtenu une faible captation de '*F-FDG dans les tumeurs
orthotopiques de PDAC (von Forstner et al., 2008). Une seule étude a réussi a utiliser la TEP au
BE.FDG pour suivre l'effet précoce d’une thérapie combinée dans un modele de cancer
pancréatique orthotopique utilisant la lignée MIA PaCa-2 (Shah et al., 2012). Nous comptons tester
maintenant l'efficacité de ®*Ga-DOTA-NT20.3 a suivre de nouvelles thérapeutiques et notamment
de voir si, apres traitement a la gemcitabine, la fixation du traceur et également I’expression du

NTRI1 est diminuée.

Le radiotraceur ®*Ga-DOTA-NT20.3 semble donc étre un bon candidat pour l'imagerie TEP de la
surexpression du NTR1 dans 1’adénocarcinome pancréatique exocrine humain et pourrait bénéficier

aux patients susceptibles de développer un PDAC.

Comme pour le développement des analogues radiomarqués de la bombésine, plusieurs équipes
s’intéressent au développement d’analogues antagonistes de la neurotensine. Comme nous 1’avons
vu pour les analogues de la bombésine, les antagonistes des GPCR ont été décrits comme ayant une
fixation et une rétention tumorales supérieures a celles des agonistes, ce qui serait favorable a la
radiothérapie ciblée (Fani et al., 2017). Schulz et al. ont modifié 'antagoniste connu des NTRs le
SR142948A (Gully et al., 1997) par I’ajout d’un chélate DOTA et d’'un groupement espaceur
aboutissant au composé 3BP-227 (Schulz er al., 2016). Son profil de biodistribution, apres
marquage a l'indium-111, chez des souris porteuses de tumeurs HT29 a confirmé une accumulation
tumorale élevée et une faible captation dans les tissus normaux, conduisant a des rapports
tumeurs/reins trés favorables (3,26) 20 h apres l'injection. Pourtant, méme si 3h apres injection du
radiotraceur, 19%ID/g était retrouvé dans la tumeur, une grosse activité résiduelle était présente
dans le sang (7%ID/g), accompagnée d’une accumulation au niveau des reins, de I'intestin et du
foie de 2 a 5%ID/g, ne permettant pas des images avec un bon contraste tumeurs/organes sains
suggérant que ce peptide antagoniste n’est pas compatible avec une imagerie TEP au gallium-68 en
moins d’une heure apres 1’injection.

Radiomarqué au lutétium-177, ce peptide est un candidat prometteur pour la radiothérapie ciblée,
avec un profil préliminaire favorable dans la tumeur HT29 et un fort potentiel de translation en
clinique (Schulz et al., 2017). Baum et al. viennent d’ailleurs de rapporter la premiere preuve
clinique de la faisabilité du traitement de patients atteints de PDAC en utilisant le '’Lu-3BP-227 (R.
P. Baum et al., 2017).

Ainsi, le ®*Ga-DOTA-NT20.3 pourrait aider 2 mieux définir la population de patients suqgceptibles

177

de bénéficier d’une radiothérapie ciblée, par exemple avec le DOTA-NT20.3 marqué " 'Lu ou bien
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encore avec un antagoniste du NTR1 marqué au "TLu, 1e 3BP-227.
XIV.1. Projet FluoNTep

Lors de I’appel a amorces de collaboration du Work Package « Agent d'imagerie moléculaire » nous
avons présenté un projet intitulé « FluoNTep : Sonde bimodale analogue de la NeuroTensine pour
I’imagerie TEP et la chirurgie du cancer du pancréas guidée par FLUOrescence » qui a été financé
en 2017 par FranceLifeImaging pour 2 ans. (Porteurs du projet : Victor Goncalves, MCF, ICMUB
et Aurélie Prignon IE, LIMP)

Chez les patients opérés d’un PDAC, les résections incompletes laissent en place un reliquat
microscopique qui présente un risque de récurrence supérieur a 80% (Rau et al. 2012). Ceci est di
en partie a la difficulté d’évaluer les marges tumorales en per-opératoire. La chirurgie du cancer
guidée par fluorescence (FGS), est une technique récemment introduite en clinique. Associée a une
sonde fluorescente spécifique, elle permet d’identifier avec plus de précision I’extension locale de la
tumeur et de ses métastases, invisibles a 1’ceil nu.

L’objectif de ce projet collaboratif est de développer a partir du peptide DOTA-NT20.3 un
ensemble de sondes d’imagerie bimodales (Fluo et TEP) ciblant le NTR1 et de démontrer chez le
petit animal leur intérét potentiel pour I’imagerie et la chirurgie de patients atteints de cancer du
pancréas. L’intérét serait double : radioactive la sonde permettrait de diagnostiquer et dresser le
bilan d’extension de la maladie en TEP et fluorescente elle faciliterait I’exérese de la tumeur grace a
la détection peropératoire de la tumeur et de ses métastases. En effet, la détection peropératoire de
la radioactivité présente des difficultés en termes de radioprotection pour le personnel et

particulierement pour les mains du chirurgien.

La TEP permet le diagnostic de nombreuses tumeurs mais sa résolution spatiale est limitée. En
revanche, 1'imagerie par fluorescence optique a une résolution spatiale tres élevée. Cette technique
souffre cependant d’une faible profondeur de pénétration des tissus ce qui la rend incompatible avec
les techniques d'imagerie du corps entier mais en fait une technique précieuse pour le
développement d'agents d'imagerie per opératoire. Certains fluorophores disposent déja de I’AMM,
d’autres font 1’objet d’évaluations cliniques, c’est le cas du cetuximab-IRDye 800CW en cours
d’essai chez des patients atteints d’adénocarcinome pancréatique et bénéficiant d’une chirurgie
(essai n°NCT02736578, phase I/Il démarré en avril 2016 et terminé en juillet 2017, résultats non
disponibles).

La conception d’une méme sonde bimodale TEP et fluorescente pourrait combiner les avantages

des deux techniques d’imagerie et permettre une approche théranostique. Ainsi, la distribution de la
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sonde pour I’imagerie TEP pré-opératoire sera identique a la distribution de la sonde optique en per-
opératoire et la sélection des patients pouvant bénéficier d’une chirurgie sera facilitée. Cette
approche est particulierement intéressante car la modification, méme tres légere, d’un conjugué
peptidique peut avoir des conséquences majeures sur I’affinité et la biodistribution. Notre démarche
permettra de moduler le systeme a la fois par le choix du chélate, du fluorophore et de la structure

chimique pour converger vers 1’agent d’imagerie optimal.

XIV.2. Projet NeuroTEPsine

Nous avons par ailleurs répondu a un appel a manisfestation d’intéréts lancé par Medicen pour le
développement de biomarqueurs pour le diagnostic précoce du cancer du pancréas exocrine.
Partenaires : groupe Hospitalier Pitié Salpétriere/ Université Paris VI ; Dr Jean-Baptiste Bachet et
Dr Jéremy Augustin. Groupe Hospitalier Est parisien : Tenon/St-Antoine/ Université Paris VI Pr
Jean-Noél Talbot, Dr Sona Balogova, Dr Magali Svrcek et Aurélie Prignon.

Nos objectifs sont d’une part de déterminer le pourcentage réel de patients PDAC surexprimant le
NTR1 pour mieux guider les objectifs d’une étude clinique utilisant un traceur TEP analogue de la
neurotensine et convaincre 1’industriel de I’intérét de ce traceur TEP dans cette indication, décision
GO/NO GO. D’autre part, nous voulons vérifier si la chimiothérapie et/ou la radiothérapie avant la
résection chirurgicale ou la biopsie peuvent influencer 1’expression du NTRI1.

Ceci permettrait de préciser dans quelles indications proposer une étude clinique pour évaluer le
potentiel de ®*Ga-DOTA-NT20.3 pour le diagnostic du PDAC. Une prévalence forte de I’expression
du récepteur permettrait la caractérisation des anomalies du pancréas du fait de la bonne spécificité
du peptide (que n’a pas le BE_FDG). Une prévalence plus faible ferait limiter 1’indication a la
stadification et au suivi des PDAC une fois démontrée la surexpression du NTR1. Ces études
permettraient également de déterminer si le degré d’expression du NTR1 est un facteur de mauvais

pronostic dans I’adénocarcinome pancréatique et si celui-ci est corrélé au grade et a la survie.
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