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RESUME

Un diagnostic précoce suivi d’un traitement efficace et bien adapté au type de

cancer sont les deux aspects les plus importants dans le traitement du cancer.

L’imagerie par tomographie d’émission de positrons (TEP) est utilisée en
oncologie pour le diagnostic ainsi que I’évaluation de la réponse a la thérapie. La TEP est
Ioutil le plus efficace dans la détection du cancer, des métastases ainsi que des récidives.
Le radiotraceur le plus utilisé présentement en clinique est le 2-deoxy-2-['*F}-fluoro-D-
glucose ([ISF]-FDG). Ce radiotraceur est un analogue du glucose qui permet de détecter
les tumeurs et d’évaluer le métabolisme de ces cellules. En effet, les cellules tumorales
ont généralement un métabolisme beaucoup plus élevé que les cellules normales.
L’imagerie est donc basé sur ’accumulation du radiotraceur plus rapidement dans les
cellules tumorales. Malheureusement, certains types de cellules cancéreuses tels que les
cellules de cancer de la prostate ont un métabolisme peu élevé et alors, le [ISF]-FDG
s’avere inefficace dans la détection de ces types de cancers. L’inverse est aussi vrai et
pose également probléme, c’est-a-dire que certains types de cellules saines ont un
métabolisme élevé et, dans ces cas, le ['*F]-FDG est, 1 aussi, inadéquat, tel que dans le
cas du cancer du cerveau, par exemple, ol les cellules du cerveau ont un métabolisme
trés élevé en tout temps rendant I’imagerie de ce cancer impossible. Méme si le [ISF]-
FDG demeure un bon radiotraceur dans la majorité des cas, le développement de
nouveaux radiotraceurs capables de cibler spécifiquement les cellules cancéreuses

présente des avantages indéniables.



Plusieurs traitements sont disponibles présentement en clinique pour traiter le
cancer. Malheureusement, tous ces traitements comportent certaines lacunes dont la plus
importante et la plus commune ést la présence d’effets secondaires importants. Ces effets
secondaires sont dus au manque de spécificité des molécules utilisées dans ces
traitements. En effet, ces agents thérapeutiques ne ciblent pas spécifiquement les cellules
canc€reuses mais bien toutes les cellules en division, causant aussi des dommages aux

cellules saines.

La photothérapie est I’un de ces traitements éprouvés en clinique dont I’efficacité
pour traiter certains types de cancers a déja été démontrée. La présence d’un agent ciblant
les cellules cancéreuses spécifiquement pourrait grandement améliorer I’efficacité et

diminuer les effets secondaires.

Le bombesin est un peptide de 14 acides aminés qui est exprimé chez plusieurs
types cellulaires et qui posséde plusieurs fonctions de régulation dans 1’organisme. Ainsi,
il participe a la thermorégulation, en plus de provoquer la sécrétion de plusieurs enzymes
pancréatiques. Ce peptide doit son nom 2 la grenouille Bombina bombina chez laquelle il
fut d’abord isolé et séquencé. Par la suite, son équivalent humain, le gastrin-releasing
peptide (GRP), fut découvert et son étude démontra que ce peptide est hautement
conservé chez les différentes espéces. Quatre sous-types ont été identifiés chez la
grenouille et trois chez I’humain. Les récepteurs 2 bombesin sont exprimés en trés bas
niveau chez plusieurs types cellulaires normaux, mais ils sont particulierement
surexprimés chez certains types de cancers tels que le cancer du sein et de la prostate. De
plus, la surexpression de certains sous-types tels que le gastrin-releasing peptide receptor

(GRPR) est un indice de I’agressivité de la tumeur.



Notre premier objectif était donc de créer un radiopeptide qui se lierait
spécifiquement & des récepteurs surexprimés dans les cas de cancer du sein et de la
prostate, les GRPR pour permettre 1’imageriec TEP de ces types de tumeurs. En
combinant un analogue du bombesin avec un radioisotope, le Cu-64, nous voulions

obtenir un radiotraceur plus spécifique que celui utilisé présentement en clinique.

Notre second objectif était d’évaluer le potentiel de ce méme analogue du
bombesin 1i¢ a un photosensibilisateur, I’AIPcS4A;, en tant qu’agent photosensibilisant
dans I’utilisation de la thérapie photodynamique (TPD) dans le traitement du cancer de la

prostate.

Mots clés : bombesin, peptide, cancer du sein, cancer de la prostate, radiotraceur,

thérapie photodynamique



INTRODUCTION

1. Cancer

Le cancer est I’'une des maladies les plus meurtriéres de nos temps. 1l survient
lorsque le métabolisme d’une cellule se dérégle et que cette cellule se met & se diviser de
maniére incontrdlable, et ne répond plus 4 aucun signal venant du corps lui dictant de
s’arréter ou d’entrer en apoptose, forme de mort programmée destinée au maintien et au
bon fonctionnement de I’organisme. Il existe plusieurs types de cancer ayant tous la
méme fin inévitable s’ils ne sont pas traités : la mort. Toutefois, certains types de cancer
sont plus répandus ou encore plus agressifs que d’autres. Il existe plusieurs types de
traitements contre le cancer, mais I’application d’un traitement dépend du grade du
cancer ¢’est-a-dire de I’agressivité de ce dernier, qui se mesure par sa capacité a faire des
métastases ainsi que par le stade auquel le développement du cancer est rendu, c’est-a-
dire, s’il y a déja présence ou non de métastases ainsi que leur localisation dans le corps.
De nos jours, plusieurs types de cancer sont curables mais dans tous les cas, un diagnostic

précoce et un traitement approprié sont essentiels.

1.1 Cancer du sein

Le cancer du sein est la forme de cancer la plus répandue chez la femme : 1
femme sur 9 risque de souffrir d’un cancer du sein et 1 sur 27 en mourra. En 2007, on
estime que 22 300 canadiennes recevront un diagnostic de cancer du sein et 5 300 en

mourront.

Le sein est constitué de glandes mammaires qui produisent le lait, de canaux
galactophores qui le transporte et de tissu adipeux qui protége les glandes mammaires et

les canaux galactophores. Deux principaux types de tumeurs peuvent se développer : le



carcinome lobulaire situé dans les glandes mammaires ou le carcinome canalaire situé
dans les canaux galactophore. Ce dernier est le plus répandu. Il existe d’autres formes de

cancer du sein tel que le cancer inflammatoire du sein ou la maladie de Paget, mais ces

formes de cancer sont trés rares.

Certains facteurs accroissent le risque de cancer du sein, principalement 1’4ge et
les antécédents familiaux. Ainsi, une mutation dans le géne BRCA 1 ou BRCA 2 joue un

role trés important dans le développement de la maladie.

Une fois le diagnostic établi, plusieurs traitements sont disponibles selon le type,
le grade et le stade du cancer. La chirurgie, la chimiothérapie, la radiothérapie, et
I’hormonothérapie sont les principaux traitements utilisés et ils peuvent tous étre utilisés

seuls ou en combinaison.

La chirurgie consiste a retirer une partie (chirurgie mammaire conservatrice) ou la
totalité¢ du sein (mastectomie). Ainsi, si la tumeur est petite et localisée, une chirurgie
mammaire conservatrice sera préférée alors que si la tumeur est grosse et étendue, une
mastectomie sera effectuée. Lors d’une chirurgie, la tumeur ainsi qu’une partie du tissu
sain environnent sont retirées pour s’assurer que toutes les cellules cancéreuses sont bien

enlevées.

La radiothérapie consiste a traiter en irradiant la tumeur, soit de 1’extérieur avec
des rayons-X, soit de ’intérieur en plagant des grains radioactifs & ’intérieur du sein,

¢’est une forme de radiothérapie que I’on nomme la curiethérapie. Aprés une chirurgie, la



radiothérapie est souvent utilisée pour irradier le sein ou la paroi thoracique afin
d’assurer une meilleure destruction de toutes les cellules cancéreuses.

La chimiothérapie consiste a administrer, généralement par voie orale ou
intraveineuse des substances chimiques. Les agents employés en chimiothérapie agissent
soit sur I’ADN, I’ARN ou encore les protéines et ce, de plusieurs maniéres. Ils peuvent
par exemple bloquer certaines étapes de la division cellulaire pour empécher la cellule de
se diviser ou encore s’intercaler entre les bases et provoquer la cassure des brins d’ADN.
Plusieurs protéines reliées a la réplication et la réparation de I’ADN peuvent également
étre ciblées par les agents chimiothérapeutiques. L’inhibition de la polymérisation de la
tubuline qui est cruciale dané la formation du fuseau mitotique lors de la division
cellulaire en est un bon exemple. D’autres encore, bloquent I’action des enzymes
chargées de la réparation des bris dans les brins d’ADN. Par exemple, les agents
intercalants qui s’intercalent dans la molécule d’ADN perturbant la structure, la
réplication et la traduction en ARN. Ils inhibent également ’ADN polymérase et la
topoisomérase II. La chimiothérapie est souvent utilisée dans le cas de métastases ou le
cancer n’est plus localisé et ou il serait difficile par chirurgie ou radiothérapie d’enrayer

la maladie.

1.2 Cancer de la prostate

Le cancer de la prostate est le type de cancer le plus répandu chez les canadiens.
En 2007, environ 22 300 canadiens recevront un diagnostic de cancer de la prostate et
4 300 en mourront. Un homme sur huit risque de souffrir d’un cancer de la prostate au

cours de sa vie et 1 sur 27 en mourra.



La prostate est une glande du systéme reproducteur méle qui sert principalement
a fabriquer le liquide séminal. Elle est située sous la vessie, a la base du pénis. Le cancer
prend naissance dans la partie glandulaire de la prostate, c’est pourquoi il est appelé

adénocarcinome.

Le cancer de la prostate est surtout relié a 1’dge et apparait généralement chez les
hommes plus 4gés. Le développement de tumeurs varie de lent & modérément rapide et
puisqu’il touche surtout les hommes plus 4gés, plusieurs survivent un certain temps
méme aprés ’apparition de métastases, tandis que d’autres finissent par mourir d’une

autre cause sans jamais avoir ressenti les effets de leur cancer de la prostate.

Le cancer de la prostate se différencie de la plupart des autres types de cancer par
le métabolisme de ses cellules cancéreuses. En effet, contrairement a la plupart des autres
types de cancer ou le métabolisme des cellules tumorales est treés élevé, ce qui est une
caractéristique souvent utilisé pour détecter le cancer, les cellules du cancer de la prostate

ont un métabolisme trés lent.

Les traitements du cancer de la prostate sont similaires a ceux du cancer du sein et
inclus : la chirurgie, la radiothérapie et ’hormonothérapie. Dans le cas de la chirurgie
’ablation complete de la prostate est nécessaire et dépend du grade et du stade du cancer.
En radiothérapie, tout comme dans le cas du cancer du sein, des rayons-X externes de
hautes énergies ou une source de radiation interne (curiethérapie) sous forme de grains
radioactifs insérés dans la prostate sont utilisés. Finalement, I’hormonothérapie consiste
en I’injection ou la prise de comprimés visant & diminuer le taux de testostérone ou a

bloquer ses effets.



2. BOMBESIN

2.1 Description du bombesin

Le bombesin (BBN) est un peptide de 14 acides aminés qui fut isolé pour la
premiére fois de la peau de Bombina Bombina, une grenouille originaire d’Europe, en
1971 par le groupe d’Anastasi (ANASTASI, et al., 1971). Ce peptide est également
retrouvé chez certaines cellules neuronales et neuroendocrines. Les peptides de la famille
du bombesin se retrouvent dans le systtme nerveux central ainsi que le tractus gastro-
intestinal et sont stockés dans des vésicules (MOODY et al., 1983). Quatre sous-types de
récepteurs @ bombesin ont été découverts jusqu’a maintenant, soit les « bombesin

receptor subtype » 1 34 (BB1, BB2, BB3, et BB4) (NAGALLA et al., 1995).

L’équivalent humain du bombesin est le gastrin-releasing peptide (GRP), un
peptide de 27 acides aminés qui fut d’abord considéré comme étant 1’équivalent
mammalien exact du bombesin puisqu’ils démontraient tous deux des effets biologiques
semblables (REUBI, 2003). Par contre, en 1995, le groupe de Nagalla NAGALLA et al.,
1995) démontra que le bombesin et le GRP étaient bien deux peptides distincts puisque
que les amphibiens possédaient les deux. Chez I’humain par contre, on ne retrouve que le
GRP et seulement trois sous-types ont été découverts a ce jour, soit le gastrin-releasing
peptide receptor (GRPR) que I’on retrouve dans le tractus gastro-intestinal de I’cesophage
au rectum, le neuromedin-B receptor (NMBR) retrouvé dans la muscularis mucosa de
I’oesophage et le BBN receptor subtype 3 (BRS-3) présent dans les cellules des poumons
et des testicules (FATHI et al., 1993), (HALMOS et al., 1995). Seul le ligand naturel de
BRS-3 n’est pas encore connu a ce jour, alors que pour les deux autres sous-types de
récepteurs, le ligand naturel et le récepteur portent le méme nom (MAINA et al., 2005).

Les trois sous-types font partie de la super famille des récepteurs a sept domaines



transmembranaires couplés a des protéines G, et ils induisent la transduction du signal par

plusieurs voies différentes impliquant fréquemment une mobilisation rapide du calcium

intracellulaire via ces protéines G (APRIKIAN et al., 1996).

Tous les sous-types de récepteurs BBN et GRP découverts jusqu’a maintenant
sont hautement conservés entre les diverses familles de récepteurs ainsi que les diverses
espéces (MARKWALDER et REUBI, 1999). Ils font tous preuve d’une forte homologie
en acides aminés dans leur partie C-terminal, ou se retrouve leur activité biologique. De
plus, une modification ou une délétion de I’acide aminé 14 confére des propriétés
agonistiques ou antagonistiques selon la modification ou la délétion (APRIKIAN et al.,
1996), (HOFFMAN et al., 2001). Ces ligands ont également la particularité de se lier a

leur récepteur avec une trés grande affinit¢ (ROZENGURT, 1986).

Le sous-type GRPR est le plus étudié puisqu’il est fréquemment surexprimé dans
plusieurs types de cellules cancéreuses, tel que le cancer de la prostate malin, ol le sous-
type GRPR est le plus fréquemment retrouvé (PLONOWSKI et al., 2000), (MAINA et
al., 2005). Ce sous-type est également associ¢ a la transformation néoplasique des
cellules, et il peut aussi étre un indicateur de [P’agressivité de la tumeur
(MARKWALDER et REUBI, 1999), (YANG et al., 2004). En temps normal, le GRPR

est retrouvé uniquement dans le pancréas (XIAO et al., 2001).



2.2 Role du bombesin

Le bombesin est impliqué dans plusieurs fonctions de I’organisme: la
thermorégulation, la chimiotaxie, la contraction de muscles lisses tel que ceux de
I’intestin et de la vésicule biliaire, I’augmentation de la satiété, le relaichement de
plusieurs peptides gastro-intestinal et la stimulation de la sécrétion d’enzymes
pancréatiques. Le bombesin posséde également un role dans la croissance des cellules
normales et de certains types de cellules cancéreuses. Le cancer du poumon a petites
cellules en est un exemple ou le bombesin y joue le role d’un facteur autocrine de

croissance cellulaire (MANTEY et al., 1993), (DESCHODT-LANCKMAN et al., 1976).

Dans le tractus gastro-intestinal, il agit en tant qu’hormone paracrine ainsi qu’en
tant que facteur de croissance dans le développement des poumons (NAGALLA et al.,
1995). Le GRP est également capable de stimuler le reldchement de plusieurs autres
hormones gastro-intestinal tels que [I’insuline, le glucagon, certains peptides
polypancréatiques, la cholecystokinine, la somatostatine, la motiline, les polypeptides
insulinotropique dépendant du glucose, les polypeptides vasoactifs intestinal ainsi que

I’entéroglucagon (PRESTON et al., 1996), (YEGEN, 2003).

On retrouve aussi le bombesin dans le cerveau ou il agit en tant que
neurotransmetteur (NAGALLA et al., 1995). Au niveau du cerveau, le bombesin est
impliqué dans I’activation des axes hypothalamo-adréno-pituitaire et cérébro-gastrique
ainsi que dans la régulation des cycles éveil-sommeil et de la faim (SCOPINARO et al.,

2002).



En plus de ses multiples roles dans le fonctionnement normal de 1’organisme, le
bombesin/GRP joue également un rdle important dans le développement de plusieurs
types de cancers, en particulier les cancers du sein, du poumon, du colon, de ’estomac et
de la prostate (OKARVI et AL-JAMMAZ, 2003), (APRIKIAN et al., 1998). Alors que
les agonistes de GRPR accroissent significativement la motilité in vitro ainsi que la
capacité d’invasion des cellules, et que les antagonistes suppriment la croissance de
cellules in vitro, le BBN/GRP, un agoniste de GRPR, devient également un puissant
mitogéne impliqué dans la progression tumorale lors du développement de cancers
(HALMOS et al., 1995), (STANGELBERGER et al., 2006). Le BBN/GRP ainsi que les
autres membres de cette famille possédent I’intrigante caractéristique de pouvoir induire
la synthése d’ADN et la division cellulaire en absence d’autres mitogenes

(ROZENGURT, 1998).

Les GRPR sont présents dans 74% des cas de cancer de la prostate (REUBI et al.,
2002). De plus, alors que I’incidence de GRPR est faible dans les cas de néoplasies
bénignes, il est présent dans pres de 50% des cas de cancers androgéne-indépendant, type
de cancer généralement associé & un mauvais pronostic et un faible taux de survie

(SMITH et al., 2003), (XIAO et al., 2005).

Chez les cellules de cancer du sein, il y a également surexpression de GRPR mais
il a été démontré (GIACCHETTI et al., 1990) que chez ce type de tumeurs, le GRP
posséde un réle fonctionnel plutét qu’un réle de médiateur de la croissance cellulaire. En
effet, chez ces cellules, lorsqu’on utilise un milieu de culture sans sérum, le bombesin

n’affecte pas la croissance cellulaire.



Ainsi, autant dans le développement normal que dans le développement du
cancer, le BBN/GRP joue plusieurs roles. L’activation des récepteurs 3 BBN/GRP
entraine plusieurs réactions : une permutation de phosphatidylinositol, I’activation de la
protéine kinase C (PKC) et des phospholipases Cp, D et A2 (PLCP, PLD, PLA2), la
phosphorylation de plusieurs protéines dont les « mitogen-activated protein kinase »
(MAPK), les « extracellulars signal-regulated kinase » (ERK) ERK1 et ERK2 ainsi que
plusieurs protéines des plaques d’adhérences. Il peut aussi induire la phosphorylation de
la tyrosine pl25r4k, une protéine impliquée dans I’adhésion et la muotilité cellulaire
(APRIKIAN, 1996). L’activation de ce récepteur entraine également une él¢vation du
taux de calcium cytosolique menant & une expression d’oncogénes précoces tel que c-jun
et c-fos qui résulte en une croissance et une prolifération cellulaire accrues (SAURIN et

al., 2000), (BAIDOO et al., 1998), (APRIKIAN et al., 1997, 1998), (BAJO et al., 2004).
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Figure 1 : Principales voies de transduction du signal cellulaire engendrées par le
bombesin.

Image modifiée de SAURIN et al., 2000.



De plus, ’addition d’un inhibiteur sélectif de la protéine kinase A (PKA) bloque
totalement la capacité du bombesin 3 induire ’expression de c-fos, ce qui suggére que
PKA est une composante majeure de la stimulation de la croissance cellulaire par le
bombesin (BENYA et al., 1994). La présence du BBN/GRP affecte aussi la production
des protéines bFGF, IGF-II et VEGF-A impliquées dans I’angiogenése en augmentant le
nombre d’ARNm de ces protéines. Lorsqu’elles sont activées, ces protéines entrainent
une augmentation des métalloprotéinases-2 et -9 (MMP-2 et MMP-9), qui sont
responsables de la migration et de I’invasion des cellules cancéreuses (BAJO et al.,v
2004). Finalement, le BBN induit I’accumulation de la cycline D1 en fin de phasé G,
ainsi que de la cycline E. Donc, le BBN promouvoit la progression de la cellule en phase

S (SANTISKULVONG et al., 2001), (ROZENGURT, 1998).

Figure 2 : Cycle cellulaire

Image reproduite de http://bhs.smuhsd.org
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Le bombesin peut également réguler I’invasion des cellules en contrdlant la
sécrétion et la captation de «l’urokinase-type plasminogen activator» (uPA) et de la
MMP-9, deux protéines impliquées dans I’invasion cellulaire (FESTUCCIA et al., 1998),
(NELSON et al., 2000). Le bombesin active MMP-9 via la sous-unité Bl de I’intégrine
qui stimule la plasma membrane-linked uPA qui active a son tour MMP-9 (FESTUCCIA

et al., 2002),

Fibres de stress,
P -9 plaques
a d’adhérence
Lamellipod
MMP-9

Migration - Invasion

Figure 3 : Cascade de signalisation cellulaire engendrée par le bombesin lors de
I’invasion tumorale.

Image modifiée de SAURIN et al., 2000.
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Etant donné les roles trés diversifiés dans lesquels le BBN/GRP est impliqué, il
fut d’abord suggéré que chacun des différents sous-types de GRPR étaient responsables
d’un certain nombre de rdles en particulier, mais il fut démontré en 1998 (ROZENGURT,
1998) que seul le sous-type GRPR (qui médie I’activation de PLCP et de p125™ ) est

responsable de tous les effets observés.

Le fonctionnement précis de BBN/GRP est encore mal connu jusqu’a ce jour
puisqu’il est impliqué dans plusieurs cascades d’activation et voies de signalisation.

Toutefois, quelques unes sont mieux connues (figures 1 et 3).

Il y a tout d’abord la liaison de BBN/GRP 2 la sous-unité G, de la protéine
hétérotrimérique G qui entraine sa dissociation en deux sous-unité : Gyq €t Ggy . La sous-
unité Geq échange alors un GDP lié pour un GTP. Le complexe GTP-Gqq résultant active
alors I’isoforme B de PLC qui catalyse I’hydrolyse du phosphatidyl inositol 4,5-
biphosphate (PIP,) dans la membrane plasmique qui produit en retour deux second
messagers : le 1,2-diacylglycerol (DAG) et le 3,4,5-triphosphate inositol (IP3). Suite a
I’activation de ces deux second messagers, le premier, IP;, provoque le relachement de
calcium (Ca®") intracellulaire qui est ’un des signaux synergiques stimulant la transition
de la phase Gy a la synthése d’ADN. Quant au DAG, il active les isoformes a, B, v, 9, & 1
et 0 de PKC. Le bombesin stimule donc la translocation de PKCd et PKCe 4 la membrane
plasmique ce qui augmente la phosphorylation du substrat de PKC, le substrat de la
kinase C riche en alanine myristolé (MARCKS), une protéine qui se lie a la calmoduline
et A l’actine, deux protéines essentielles au développement normal (ROZENGURT,
1986). 11 y a donc translocation du cytosol a la membrane entrainant une rétroinhibition

de ce substrat, un processus qui inverse la forte augmentation d’expression d¢ MARCKS
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qui se produit lorsque la cellule passe en Gy. Le PKC joue également un rdle important
dans la médiation de la transmodulation du récepteur «epidermial growth factor» (EGF)
induit par le bombesin ainsi que I’activation de 1’antiport Na'/H" (ROZENGURT, 1998),
(HERGET et ROZENGURT, 1994). Lorsque le PKC phosphoryle MARCKS, cette
derniére est transloquée au cytoplasme, relachant ainsi la calmoduline. Le bombesin peut
également induire la rétroinhibition d¢ MARCKS via un mécanisme post-transcriptionnel

(HERGET et ROZENGURT, 1994).

Le bombesin induit également une forte activation de p42™** et de p44™®* via
une voie indépendante de PKC et qui ne semble pas impliquer p21™ ni p74™="'. Ceci
distingue I’activation de ERK par le bombesin de Pactivation de ERK induit par les
récepteurs tyrosines kinases de G; qui implique Pactivation de p74™"' via Ras/GTP.
Toutefois, le mécanisme par lequel PKC active ERK demeure inconnu (ROZENGURT,

1998).

Le bombesin posséde aussi la capacité d’induire le relichement d’acide
arachidonique qui est ensuite converti en prostaglandines de type E qui éléve le niveau

d’AMPc intracellulaire (ROZENGURT, 1998).
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3. RADIOTRACEURS ‘

3.1 Principe général des radiotraceurs

Pour étre un bon radiotraceur, le radiopeptide doit étre trés efficace et posséder
une trés bonne activité spécifique de maniére & permettre 1’utilisation d’une trés petite
quantité et ainsi ne pas perturber le processus biochimique que 1’on veut imager. Il doit
également étre non-invasif et pouvoir étre fabriqué et utilisé rapidement pour ne pas qu’il
y ait trop de décroissance radioactive. Le radiopeptide doit permettre une imagerie rapide
du corps entier pour obtenir une bonne analyse de 1’étendue de la maladie. De plus, le

ratio cible-non-cible doit étre élevé pour obtenir une bonne imagerie.

Le peptide utilisé dans 1’élaboration du radiotraceur doit conserver son activité
biologique ainsi qu’une haute affinité pour son récepteur une fois li€. Il doit
préférablement étre un agoniste pour permettre son internalisation (VAN DE WIELE et
al., 2000). La complexation du peptide avec le radioisotope doit donner un bon
rendement (99% et plus), et une fois li¢, le radiopeptide doit également étre trés stable en
conditions physiologiques et facilement excrété pour éviter au patient d’étre exposé aux

radiations trop longtemps (HEPPELER et al., 2000).

L’espaceur utilisé pour séparer le peptide du radioisotope joue également un role
trés important puisqu’il peut faire varier les propriétés physico-chimiques du radiopeptide
ainsi que la fagon dont il sera métabolisé. Il peut donc participer & I’accumulation du
radiopeptide dans la tumeur ou encore favoriser la clairance sanguine ainsi que la
clairance des organes non-visés. L’espaceur et le chélateur utilisés peuvent modifier la

valeur de la constante d’inhibition (K;) (HOFFMAN, QUINN et VOLKERT, 2001).
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Le radioisotope choisi a aussi une grande importance puisqu’il‘ne doit pas affecter
de maniére négative I’affinité et les performances in vivo du radiopeptide (HOFFMAN,
QUINN et VOLKERT, 2001). Finalement le radioisotope utilisé doit avoir une demi-vie
appropriée au type d’imagerie voulue puisqu’une demi-vie trop courte ne permettra pas
d’obtenir une bonne image alors qu’une demi-vie trop longue entrainera une dose de
radiation plus grande et non nécessaire (SAHA, 2003). Parmi les radioisotopes les plus
couramment utilisés en imagerie TEP, on retrouve le Fluor-18, le cuivre-64, le carbone-

11, I’azote-13, ’oxygene-15, le gallium-68 et I’iode-124.

Le cuivre est responsable de plusieurs processus enzymatiques et il peut se lier a
plusieurs protéines plasmatiques tel que la métallothionéine, les ATPases transporteurs de
cuivre, le cytochrome oxidase et la superoxide dismutase. Les hépatocytes du foie sont
les principales cellules impliquées dans I’homéostasie du cuivre (DI BARTOLO et al.,
2001), (BOSWELL et al., 2004). Le cuivre peut étre remis en circulation en se liant a la
céruloplasmine dans le foie. Toutefois, une quantité excessive de cuivre méne a une

oxydation des biomolécules et & des dommages cellulaires ( BISSIG et al., 2005).

Le Cu-64 est un radioisotope émetteur de B+ a environ 18%, de B- a environ 39%
ainsi que de capture électronique avec émission d’électrons Auger a environ 45%. Le Cu-
64 émet un bon taux de positrons et un flux adéquat de photons d’annihilation de 511keV
ce qui permet I’imagerie TEP. Les électrons Auger émis ainsi que les émissions -
permettent également de tuer les cellules situées dans un court rayon. Donc, lorsque bien
ciblé, par exemple couplé a un peptide tel que le bombesin, le Cu-64 peut servir de
traitement pour les tumeurs de petite 3 moyenne taille en plus d’étre utile en imagerie

TEP (YANG et al., 2006). 1l posséde une demi-vie de 12.8 heures et peut &tre produit
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dans un cyclotron ou un réacteur (HEPPELER et al., 2000). Le Cu-64 se transforme en

Zn-64 qui est un isotope stable (DI BARTOLO et al., 2001).

3.2 *Cu-DOTA-8-Aoc-BBN(7-14)NH; et *“Cu-DOTA-Aoc-[D-
Tyr*BAla''Thi"’Nle'’] BBN(6-14)NH,

Le DOTA-8-Aoc-BBN(7-14)NH; fut développé et étudié par le groupe de
Hoffman en 2003. Lors de leur étude, ils testérent plusieurs analogues du bombesin
couplés a différents espaceurs en utilisant I’In-111 comme radioisotope. Le DOTA-8-
Aoc-BBN(7-14)NH; s’est avéré étre le plus efficace de tous les radiopeptides testés
(HOFFMAN et al., 2003). C’est pourquoi nous I’avons repris en y intégrant un Cu-64
plut6t que I’In-111 nous permettant ainsi de faire de I’imagerie TEP et éventuellement de

mener au traitement de la tumeur.

Nous avons par la suite développé un autre radiopeptide qui, selon les études
réalisées était plus stable que le premier. En effet, les peptides naturels ont le
désavantages d’étre rapidement dégradés in vivo (BREEMAN et al., 1999). Plusieurs
groupes se sont penchés sur la question et ont depuis mis au point des analogues du
bombesin ayant des résidus d’acides aminés synthétiques qui se sont avérés plus résistant
a la dégradation in vivo (MANTEY et al., 1997), (SCHUHMACHER et al., 2005),
(Zhang, 2007). Le DOTA-Aoc-[D-Tyr’BAla'' Thi"*Nle'*]BBN(6-14)NH; est I’un de ces
analogues du BBN comprenant des résidus d’acides aminés synthétiques. Nous avons
donc choisi de I’évaluer paralléglement au DOTA-8-Aoc-BBN(7-14)NH; dans le but de
vérifier si I’on pouvait obtenir avec cet analogue une accumulation plus grande dans les

tumeurs ainsi que de meilleures images.
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Le  *Cu-DOTA-8-Aoc-BBN(7-14)NH, et le  %Cu-DOTA-Aoc-[D-
Tyr6BAla1lThi?3Nle14]BBN(6—14)NH2 sont deux analogues du bombesin comprenant la
séquence en C-terminale d’acides aminés essentiels a sa liaison spécifique avec son
récepteur (BBN/GRPR). 1l fut également démontré que cette séquence se lie de maniére
agonistique au GRPR. Les peptides sont couplés au DOTA, un chélateur, qui sert a lier le
radioisotope (Cu-64) via le 8-Aoc, une chaine de carbones qui sert d’espaceur pour
séparer 1’analogue du bombesin du complexe chélateur-radioisotope de maniére a éviter
’encombrement stérique qui pourrait empécher la liaison ligand-récepteur (HOFFMAN

et al., 2003).

Le choix du chélateur joue un role trés important car sa longueur, sa composition
et ses propriétés physico-chimiques ont une influence sur I’affinité du radiopeptide pour
son récepteur ainsi que la résidualisation de la radioactivité dans les cellules et la
pharmacocinétique de I’analogue du bombesin. Le DOTA a été choisi comme chélateur
car il est reconnu pour chélater de maniére inerte les radiométaux en plus d’€tre stable
thermodynamiquement. De plus, il a déja été accepté pour des utilisations in vivo avec

plusieurs radiométaux trivalents (HOFFMAN et al., 2003).
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4. IMAGERIE TEP

4.1 Principe général de la TEP

L’imagerie par tomographie d’émission de positron (TEP) est une imagerie non-
invasive de type moléculaire qui permet de voir une distribution spatiale et temporale
d’un composé couplé a un radionucléide émettant des positrons (émission p+) (CHERRY
et GAMBHIR, 2001). Les noyaux qui ont un excés de protons par rapport aux neutrons
décroissent par émissions P+ ou par capture électronique lorsque la transition est
possible. Lors d’une émission B+, un proton disparait et un neutron apparait tandis qu’un
positron et un neutrino sont émis. Le positron émis parcourt une courte distance (environ
quelques dixiemes de millimétre) avant de rencontrer un électron. Ii s’annihile alors en
formant deux photons (rayons gamma) de 511keV qui sont émis dans des directions
opposées. Ces deux photons ont toujours une énergie de 511keV et ce, peu importe le
radioisotope. Ce sont ces photons qui sont a I’origine de la détection de la TEP. En effet,
les photons entrent dans le tube photomultiplicateur du détecteur et frappe le scintillateur
formé de cristaux. Les cristaux transforment alors cette énergie en lumi¢re (DEFRISE et
TREBOSSEN), (CHERRY et GAMBHIR). Dong, les détecteurs détectent les photons, le
scanner enregistre les données, que I’on nomme événements puis 1’image est reconstruite

a I’aide d’algorithmes mathématiques.
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Figure 4- Principe de la tomographie d’émission de positrons

Gauche : Annihilation d’un positron émis par un radioisotope selon une émission
B+ avec un électron et formant deux photons de 511keV. Ces photons seront
détectés simultanément par I’anneau de détection du scanner.

Droite : Principe d’un anneau de détection de scanner TEP.

Figure reproduite de CHERRY et GAMBHIR, 2001

Figure 5- Scanner TEP

Gauche : Scanner TEP humain (scanner double composé¢ d’un TEP et d’un
computed tomography (CT), permettant d’obtenir une image a la fois
fonctionnelle et anatomique).

Droite : Scanner TEP pour petits animaux.

Images de : www.rmcpet.org (gauche) et www.medicalimagingmag.com (droite)
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Tout radioisotope qui décroit par émission de positron peut étre utilisé pour
I’imagerie TEP. Par contre, puisque tous les photons émis ont une énergie de 511keV peu
importe le radioisotope, on ne peut imager deux radioisotopes différents au méme
moment puisque le scanner ne peut différencier les deux radioisotopes. Deux types
d’imageries sont possibles avec un scanner TEP. Le premier type d’imagerie est une
imagerie « statique » ol le sujet scanné ne bouge pas et ol I’image obtenue est un volume
en trois dimensions. Le deuxi¢me type d’imagerie est une imagerié « dynamique » ol
I’on peut voir I’accumulation du radioisotope dans le temps. Finalement, il est possible, a
l’aide d’un programme informatique spécial de tracer des régions d’intéréts et de

déterminer la quantité de radioisotope dans des endroits ou organes d’intérét.

L’imagerie TEP est une imagerie de type fonctionnelle et non anatomique, c’est-
a-dire, qu’elle permet de voir un processus biologique & I’intérieur de I’organisme et non
des structures tels que les os, le foie ou le coeur comme le fait I’imagerie par résonance
magnétique. Le processus biologique visualisé dépend du radiotraceur et de son role dans
le métabolisme. Ainsi, le radiotraceur le plus utilisé en clinique, le 2-deoxy-2-[18]Fluoro-
D-deoxyglucose 18[F]JFDG qui est un analogue du glucose, une importante source
d’énergie pour les cellules, est accumulé plus rapidement dans les cellules ayant un
métabolisme plus élevé, tel que les cellules cancéreuses. C’est ainsi que ’on peut
visualiser plusieurs types de cancer, mais ce que I’on image est en fait le métabolisme
cellulaire et non les cellules cancéreuses directement. De plus, le 18[FJFDG est incapable
de détecter efficacement certains types de tumeurs primaires et de métastases, de
différencier de mani¢re fiable une hyperplasie d’un cancer de la prostate ou méme de

détecter un carcinome confiné a cet organe (CHEN et al., 2004).
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Dans le cadre de I’imagerie TEP, les radioisotopes sont rarement utilisés seuls
puisqu’ils ne participent & aucun processus biologique. On les utilise plutdt liés a une
molécule ou un composé généralement retrouvé dans le corps, tel une source d’énergie,
une hormone, un peptide ou encore un anticorps ou toute autre molécule qui elle est

requise dans un processus biologique.

Dans les études animales, la TEP permet de faire une étude longitudinale ou
I’animal peut étre son propre contrdle puisque cette technique est non-invasive et ne
nécessite pas le sacrifice de ’animal. La reproductibilité de I’étude en est alors améliorée
(CHERRY et GAMBHIR, 2001). Le scanner TEP du Centre d’imagerie moléculaire de
Sherbrooke (CIMS) est un scanner de type avalanche photodiode (APD) qui comprend
512 détecteurs au total répartis sur deux anneaux de 15.5cm de diamétre (LECOMTE et
al., 1996). Les cristaux des détecteurs sont des cristaux de LYSO et BGO. L’appareil
posséde une fenétre de coincidence de 40ns, une dimension de pixels de 3 X 5 X 20mm

et une résolution de 14pl. Finalement, le champs axial est de 2.5cm.

4.2 Applications de I’imagerie TEP

Outre I’oncologie, 'imagerie TEP posséde plusieurs autres applications, autant en
recherche qu’en clinique. Puisque la TEP est une modalité d’imagerie fonctionnelle basée
sur la détection d’une molécule radioactive, il est possible d’incorporer cette molécule
radioactive a plusieurs molécules biologiques et ainsi visualiser différents types de
processus physiologiques et biochimiques. Combinée 4 des modéles mathématiques, la
TEP permet de déterminer la consommation de glucose ou d’oxygéne des cellules
(BENTZEN et al., 2003). La perfusion sanguine aprés un infarctus (CROTEAU et al.,

2003) peut également étre déterminée a 'aide de la TEP. En plus de ces applications,
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’imagerie TEP est aussi utilisée en neurologie ou elle permet de visualiser certaines
maladies dégénératives tel que 1’Alzheimer (HUNT et al., 2007). Dans ces deux derniers
domaines, I’imagerie TEP est basée sur le principe que les cellules ‘mortes n’ont aucun
métabolisme et donc n’accumule pas le FDG contrairement aux cellules saines. Il est
ainsi possible de voir les zones nécrotiques du cerveau ou du cceur. La biologie
moléculaire utilise aussi la TEP, particuliérement en recherche ou plusieurs processus
biologiques peuvent étre étudiés en liant un radioisotope soit & la molécule que 1’on veut
étudier tel que la superoxide dismutase, une enzyme retrouvée dans le foie et qui sert de
mécanisme de défense contre les radicaux oxygénés (BASS et al., 2000) ou encore en
utilisant un anticorps radiomarqué dirigé contre une molécule impliquée dans le
phénomene a I’étude (ROSSIN et al., 2007). Les applications citées plus haut ne sont que
quelques exemples parmi la multitude d’application de la TEP qui se développe de plus
en plus chaque année puisque la TEP est une méthode non invasive qui permet de suivre

dans le temps 1’évolution d’un processus biologique.
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5. PHOTOTHERAPIE

5.1 Principe général de la photothérapie

Les photosensibilisateurs sont des composés capables d’absorber la lumiére & une
longueur d’onde spécifique et de la transformer en une forme d’énergic utile

(SHARMAN, 1999).

La thérapie photodynamique (TPD) dans I’éradication de tumeurs est basée sur le
principe de Pactivation d’un photosensibilisateur par une lumiére de longueur d’onde
précise aprés avoir administré ce dernier de maniére systémique (BRASSEUR et al.,
1996). La thérapie photodynamique a été suggérée comme traitement complémentaire
aux thérapies conventionnelles dans I’éradication de tumeurs malignes (PAQUETTE et

al., 1990)

La nature du photosensibilisateur, sa biodistribution ainsi que le temps
d’irradiation aprés son administration sont tous des facteurs qui déterminent si la mort
cellulaire se fera de maniere directe par apoptose ou nécrose, ou encore de manitre

indirecte due aux dommages vasculaires subis par la tumeur (BRASSEUR et al., 1996).

3.2 Photosensibilisateurs

Le photosensibilisateur idéal devrait étre chimiquement pur et de composition
connue, avoir une toxicité minimale a la noirceur, étre retenu préférentiellement dans les
tissus ciblés et étre rapidement excrété¢ de I’organisme de maniére a réduire le plus
possible les effets secondaires liés a la photothérapie. Il doit également avoir une
réactivité photochimique élevée et une longue vie a I’état triplet excité et produire

efficacement 1’oxygeéne singulet ainsi que d’autres espéces réactives pour étre efficace
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lors de la photothérapie. Finalement, il doit avoir une forte absorbance et un coefficient
d’extinction molaire élevé a une longueur d’onde situé entre 600 et 800nm la ou la
pénétration tissulaire est & son maximum (SHARMAN et al., 1999), (DETTY, GIBSON

et WAGNER, 2004).

Le premier photosensibilisateur approuvé pour le traitement chez ’humain fut le
Photofrin®, un dérivé d’hématophorphyrines qui est maintenant utilisé en clinique pour
le traitement du cancer gastrique, cervical, du poumon, de I’esophage et de la vessie. Les
deux principaux désavantages du Photofrin sont la rétention du photosensibilisateur dans
les tissus cutanés et ce jusqu’a dix semaines aprés I’injection, ainsi que la longueur
d’onde a laquelle il absorbe la lumiére qui ne permet pas une grande pénétration tissulaire

(SHARMAN et al., 1999), (ALMEIDA et al., 2004).

Le plus gros probléme avec les photosensibilisateurs utilis€s en clinique
présentement est leur manque de spécificité. En effet, le manque de spécificité implique
une accumulation de photosensibilisateur dans les cellules saines ce qui entraine des
complications posthérapeutiques tel que des brillures dues & une exposition au soleil.
Ainsi, augmenter la spécificité des photosensibilisateurs permettrait de diminuer la

concentration nécessaire 4 administrer aux patients (AKHLYNINA et al., 1995).

Les phtalocyanines sont des composés intéressants en tant que
photosensibilisateurs a cause de leur propriétés photophysique et photochimique plus
efficaces que celles des photosensibilisateurs de premiére génération (ALLEN et al.,
2002). Alors que le Photofrin absorbe la lumiére & une longueur d’onde de 640nm, les

phtalocyanines ont un pic d’absorption maximale ente 660-700nm, ce qui représente un
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avantage puisque le sang est & son maximum de transparence a ces longueurs d’ondes
(ALLEN, WEBER et VAN LIER, 1995) et que la lumiére pénétre plus profondément

dans les tissus a ces longueurs d’ondes (DOUGHERTY et al., 1998).

Finalement, la sulfonation d’un photosensibilisateur rend ce dernier soluble dans
I’eau, et le choix de I’ion métallique incorporé dans le photosensibilisateur est trés
important puisqu’il maximise la génération d’espéces réactives comme I’oxygéne
singulet (GIROTTI, 1983), (CAUCHON et al., 2005), (DETTY, GIBSON et WAGNER,

2004).

5.3 Mécanismes d’action des photosensibilisateurs

La destruction de tumeurs par la TPD se fait via trois mécanismes distincts. Le
premier est la mort cellulaire directe par apoptose ou nécrose, mécanisme qui est possible
seulement lorsque le photosensibilisateur est incorporé dans la cellule. Le deuxiéme
mécanisme consiste a attaquer le systéme vasculaire menant 4 la tumeur, ce qui méne a
une thrombose ou une hémorragie. Sans son réseau sanguin, la tumeur est privée
d’oxygene et de nutriments, menant éventuellement a sa destruction. Finalement, la TPD
entraine une réponse inflammatoire importante dans laquelle il y a un relichement de
cytokines et de protéines de réponse au stress qui peuvent mener 3 une augmentation de
leucocytes contribuant ainsi a la déstruction de la tumeur tout en stimulant le systéme

immunitaire a reconnaitre et a détruire les cellules tumorales, et méme celles situées a

une certaine distance de la tumeur (CASTANO, DEMIDOVA et HAMBLIN, 2005).
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Figure 6- Voies métaboliques impliquées dans la destruction de tumeurs par la
thérapie photodynamique.

Figure modifiée de CASTANO, DEMIDOVA et HAMBLIN, 2005.

Lors de son excitation, le photosensibilisateur passe d’un état stable (So) & un état
singulet excité (S;) qui est suivi par une conversion en état triplet (T;). Le temps de vie de
I’état triplet est plus long que celui de Sy et S;, ce qui permet au photosensibilisateur en
T, d’interagir avec les molécules qui I’entourent. L’état triplet excité peut provoquer

deux types de réactions nommés mécanisme de type I et Il (TAKEMURA et al., 1989).

Le mécanisme de type 1 implique une interaction directe entre le

photosensibilisateur dans son état excité et un substrat qui peut étre de nature biologique,
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un solvant ou encore un autre sensibilisateur, de maniére a produire des radicaux libres
ou des radicaux ioniques. Ces radicaux libres sont des espéces trés réactives qui peuvent
interagir avec I’oxygene pour créer des anions superoxides, des radicaux hydroxyles ou
causer des dommages biologiques irréparables. Ces espéces produisent des dommages
oxydatifs qui se transforment éventuellement en Iésions biologiques (PLAETZER et al.,

2003), (CASTANO, DEMIDOVA ET HAMBLIN, 2004).

Le mécanisme de type II nécessite un transfert d’énergic de la part du
photosensibilisateur dans son état triplet excité a I’oxygeéne moléculaire dans son état
normal, générant ainsi la forme singulet de ’oxygéne. C’est cette espece produite et trés
réactive qui interagira avec plusieurs substrats biologiques pour causer des dommages
oxydatifs menant a la mort de la cellule. Lors de la TPD, il est possible, avec le méme
photosensibilisateur, de produire les deux types de mécanismes en méme temps

(OCHSNER, 1997), (FOOTE, 1991), (CASTANO, DEMIDOVA ET HAMBLIN, 2004).
Radicals, superoxide
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Figure 7- Principe de la thérapie photodynamique.

Figure reproduite de CASTANO, DEMIDOVA et HAMBLIN, 2004.
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L’oxygeéne singulet représente 80% de toutes les espéces réactives générées lors
de la photoactivation des porphyrines. L’oxygéne singulet posséde un temps de vie
d’environ 200 ns et une circonférence d’action variant de 45 nm 3 lum. Donc, la
localisation du photosensibilisateur est trés importante puisque le champs d’action de
cette espéce est tres court (AKHLYNINA et al., 1995), (SHARMAN, ALLEN et VAN

LIER, 2004).

C’est donc ce phénoméne que I’on observe avec les phtalocyanines. Ces derniers
possédent deux électrons de spin opposés dans une orbital moléculaire de basse énergie
(état singulet stable). Lorsqu’ils absorbent de la lumiére, ’un de ces €lectrons est envoyé
dans une orbital de haute énergie mais il conserve son spin (état singulet excité). Cet état
ne dure que quelques nanosecondes puis il perd son énergie en émettant de la lumiere a
son tour ou par conversion interne en chaleur. L’état singulet excité peut mener a un
croisement intersystéme ou le spin de 1’électron excité s’inverse pour former 1’état triplet
excité qui posséde une vie plus longue (quelques microsecondes). Cet état posséde des
spins d’électrons paralléles et c’est ce qui lui confere sa longue vie. En effet, une perte
d’énergie par émission de lumiére est impossible puisqu’il passerait directement d’un

état triplet a un état singulet (CASTANO, DEMIDOVA et HAMBLIN, 2004).

Lorsque la lumiére pénétre dans les tissus, elle est soit absorbée, soit dispersée
selon sa longueur d’onde et le type de tissu. Une forte absorption peut étre un probléme
lorsque la tumeur que I’on veut traiter est située plus en profondeur. Un autre probléme
rencontré est le «photobleaching» qui est en fait la destruction du photosensibilisateur

lors de son exposition a la lumi¢re. Ce phénoméne a lieu lorsque les espéces réactives
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produites interagissent avec les molécules du photosensibilisateur et détruisent ce dernier
(CASTANO, DEMIDOVA et HAMBLIN, 2004). Le manque d’oxygénation de la tumeur
peut également causer des problémes lors de la TPD. Une fagon de résoudre ce probléme
est de fractionner la dose de lumiére en trés petites périodes (20-50 secondes) pour
permettre la ré-oxygénation de la tumeur entre chaque péribde d’illumination

(ZILBERSTEIN et al., 1997).

Les cibles de la TPD sont les cellules tumorales, la microvascularisation normale
et celle de la tumeur ainsi que le syst¢me immunitaire et inflammatoire de I’hote
(DOUGHERTY et al., 1998), (HENDERSON et DOUGHERTY, 1992). Plusieurs cibles
sous-cellulaires peuvent é&tre attaquées par le photosensibilisateur incluant les
mitochondries, les lysosomes ainsi que les membranes plasmatique et nucléaire. Les
cibles de 1a TPD vont avoir un impact sur la fagon dont la cellule mourra, c’est-a-dire soit
par nécrose ou par apoptose (SHARMAN et al., 1999). Le stress oxydant induit par la
TPD entraine une augmentation de ’expression des geénes de réponse précoce tel que c-
jun, c-fos, c-myc et egr-1 (LUNA, WONG et GOMER, 1994). De plus, la TPD peut
moduler I’expression de ’interleukine-6 et -10 (IL-6 et IL-10) ainsi que du facteur de

transcription NF-xB (DOUGHERTY et al.,1998).

Il existe deux types de photosensibilisateurs, hydrophiles et hydrophobes. Les
photosensibilisateurs hydrophiles sont généralement transportés par I’albumine sérique
et tuent les cellules en endommageant les vaisseaux sanguins qui fournissent les
nutriments 4 la tumeur alors que les photosensibilisateurs hydrophobes se localisent
préférentiellement dans les lipoprotéines entrainant une accumulation intracellulaire du

photosensibilisateur et une mort cellulaire directe lors de I’illumination (ROSENTHAL,
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1991), (PLAETZER et al., 2003). La plupart des photosensibilisateurs utilisés en clinique
sont excrétés par le foie dans la bile et se retrouve dans I’intestin ou ils sont éliminés par

les feces (CASTANO, DEMIDOVA ET HAMBLIN, 2005).
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OBJECTIFS DU PROJET

Les radiotraceurs utilisés en clinique présentement sont tous basés sur le principe
du métabolisme cellulaire et non le type cellulaire. On peut donc visualiser le cancer de
maniére indirecte seulement via la différence de métabolisme des divers types cellulaires.
En effet, c’est en partant du principe que les cellules tumorales ont un métabolisme plus
élevé que les cellules normales qu’il est possible de visualiser le cancer par imagerie TEP
or, il arrive parfois que certains types de cancer possédent des cellules & métabolisme lent
tel que le cancer de la prostate. Dans ces cas, il est donc impossible de visualiser le
cancer avec la TEP. De plus, il est impossible avec ces radiotraceurs de déterminer
I’agressivité d’une tumeur. Finalement, les traitements utilisés en clinique contre le
cancer ne sont pas sélectifs ce qui entraine beaucoup d’effets secondaires sévéres. Donc,
s’il était possible de lier le radioisotope ou la molécule utilisée pour le traitement avec un
peptide qui cible spécifiquement certains types de cellules tel que les cellules du cancer
du sein ou de la prostate, I’imagerie et le traitement du cancer seraient beaucoup plus

efficaces et entraineraient moins d’effets secondaires (ZHANG et al., 2004).

Nous avions donc deux objectifs dans cette étude. Le premier était de développer
et d’évaluer un peptide spécifique a un marqueur du cancer du sein et de la prostéte lié a
un radioisotope en tant que radiotraceur dans I’imagerie TEP de ces deux formes de
cancer. Notre deuxieéme objectif était d’évaluer le potentiel de ce méme peptide lié 4 un
photosensibilisateur dans le but de traiter ces mémes formes de cancers par photothérapie

sélective, minimisant ainsi les effets secondaires causés par cette thérapie.
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Le récepteur a bombesin et son équivalent mammalien, le gastrin-releasing
peptide receptor, est un récepteur qui est surexprimé chez plusieurs types de cellules
cancéreuses dont les cancers du sein et de la prostate (OKARVI et AL-JAMMAZ, 2003),
(APRIKIAN et al., 1998), (XIAO et al., 2001). De plus, il a été démontré que le sous-
type GRPR est particulitrement surexprimé dans les cas de tumeurs agressives

(BOLOGNA et al., 1989), (MAINA et al., 2005), (YHANG et al., 2006).

Le premier objectif de cette étude était d’évaluer le potentiel en tant que
radiotraceur pour I’imagerie TEP de deux analogues du bombesin marqués au Cu-64, le
%Cu-DOTA-8-Aoc-BBN(7-14)NH; et le “Cu-DOTA-Aoc-[D-Tyr*BAla' ' Thi'*Nle'*]
BBN(6-14)NH,. La liaison du radioisotope a un analogue du bombesin permet de cibler
précisément la tumeur qui surexprime ce type de récepteur en plus de donner un indice
sur ’agressivité de la tumeur puisque ces analogues ciblent spécifiquement le sous-type

de récepteur GRPR qui est souvent associé & une tumeur agressive.
Le deuxi¢éme objectif de cette étude était d’évaluer la faisabilité d’une

photothérapie ciblée en utilisant ce méme analogue du BBN/GRP, le 8-Aoc-BBN(7-

14)NH, couplé a I’agent photosensibilisant AIPcS4A ;.
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1- Article 1: « Suitability of 64Cu-coupled bombesin analogues as breast and
prostate cancer imaging agents. »

(soumis a Nuclear Medicine and Biology)

Cet article présente les résultats de I’étude portant sur I’évaluation du **Cu-DOTA-8-
Aoc-BBN(7-14)NH; et du **Cu-DOTA-Aoc-[D-Tyr*BAla'' Thi"*Nle'‘JBBN(6-14)NH,,
deux analogues du bombesin en tant que nouveaux radiotraceurs pour la détection du

cancer du sein et de la prostate a I’aide de 1’imagerie TEP.

L’imagerie TEP permet de détecter de maniére plus rapide et plus efficace le cancer
et la récurrence de cancer ainsi que de déterminer la réponse au traitement. La TEP
nécessite 1’utilisation d’un radiotraceur émetteur de positrons, et le plus couramment
utilisé en clinique présentement est le '*{FJFDG qui est un marqueur du métabolisme
cellulaire et non des cellules cancéreuses elles-mémes. Les nouveaux radiotraceurs
évalués dans cet article possédent I’avantage de cibler spécifiquement les récepteurs
GRPR des cellules tumorales et pourraient donc s’avérer plus efficace dans la détection

de ces deux types de cancer ainsi que de la détermination de I’agressivité de la tumeur.

Ces deux nouveaux radiotraceurs ont d’abord été évalués in vitro sur plusieurs lignées
cellulaires tumorales murines et humaines dans le but de déterminer le meilleur modele.
Une évaluation in vivo de ces mémes composés a ensuite ét¢ faite sur un modéle animal
de souris avec lequel I'imagerie TEP et la biodistribution du produit dans le corps ont été

déterminées.
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Abstract

Introduction: Bombesin (BBN) is known to bind with high affinity to the gastrin-
releasing peptide receptor (GRPR), a receptor overexpressed in many malignancies
including breast and prostate cancer. The objective of this study was to evaluate two
BBN analogues, [*Cu]DOTA-8-Aoc-BBN(7-14)NH, and [ Cu]DOTA-Aoc-[D-
Tyr6BAla1lThil3Nle14]BBN(6-14), as potential tracers for breast and prostate cancer
imaging. Methods: Both analogues were tested in vitro by homologous competitive
binding assays in six different cell lines: murine breast cancer cell lines MC7-L1 and
MC4-L2, human breast cancer cell lines MCF-7, T47D and MDA-MB-231 and human
prostate cancer cell line PC-3. GRPR expression was measured with ['*1)-[Tyr*]-BBN.
In vivo experiments consisting of a PET scan followed by biodistribution were performed
on MC7-L1, MC4-L2, MCF-7, T47D or PC-3 tumors implanted on mice. Results: The
in vitro experiments with both analogues as competitors demonstrated the presence of
GRPR in PC-3 and T47D cancer cell lines while minimal levels of GRPR were observed
in the murine cell lines as well as the MCF-7 and MDA-MB-231 cell lines. The in vivo
experiments showed that the uptake in pancreas dropped by 90% with co-injection of the
unlabelled peptide, while no significant change was observed in tumor uptake.
Significant tumor uptake of [**Cu]Cl, and [**CuJacetate was noted. Conclusion: Murine
breast cancer cell lines and MCF-7 are unsuitable to assess GRPR expression in tumors.
Although both BBN analogues coupled with [**Cu] depict specific receptor mediated
uptake in the pancreas, tumor uptake is confounded by a background of [**Cu] uptake not
mediated by GRPR expression.
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Introduction

Breast and prostate cancers are the two most frequently diagnosed malignancies [1].
Early detection is still the best way to insure survival in both types of cancer, but the
radiotracers currently used in the clinical setting presently for cancer detection are not
specific and may have a slow sensitivity in some setings, For example, in prostate cancer,
tumor cells often have a low cellular uptake of ['*F]JFDG and therefore cannot be detected
with this tracer [2]. Another problem with ['*F]JFDG is that it cannot reliably distinguish
between begnin hyperplasia and cancer in the prostate [3]. This emphasizes the

importance to develop new and more specific radiotracers for these cancers.

Bombesin (BBN) is a 14 amino acid peptide involved in gastric acid secretion and the
release of various gastro-intestinal peptides and pancreatic enzymes [4,5]. BBN is also
implicated in a wide range of biological functions such as cell growth in normal and
tumor cells, thermoregulation, blood pressure, chemotaxis, memory retention, smooth
muscle contraction and increase in satiety [5,6,7,8,9]. Some studies have also
demonstrated that BBN acts as an autocrine growth factor and play a role in the
transformation and progression of some cancers such as breast cancer [10,11]. BBN has
also been shown to stimulate the secretion of metalloproteinase-9 (MMP-9), a protein
associated with tumor invasion and aggressivity [12,13]. It has been known for many
years now that bombesin receptor and its human counterpart gastrin-releasing peptide
(GRP) receptor are overexpressed in some types of cancer such as breast and prostate

cancer [14,15,16,17].
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In 2003, Hoffman and al. [18] developped a new bombesin analog linked to an ['''In)
radioisotope, the ['''In]8-Aoc-DOTA-BBN(7-14)NH,. Our group used the same analog
but we coupled it with a different radioisotope, the [**Cu]. [**Cu] has the double
advantage of been both a positron (§ +) and a p- emitter and can be produced in a small
biomedical cyclotron with a high specific activity so, the [**Cu] decay characteristics
makes it suitable for PET imaging as well as for therapy when administrated in sufficient
dose to deliver therapeutic radiation to tumor cells. When targeted to tumor cells with a

peptide like BBN, this approach could be highly specific to delivering radiation locally to
tumor deposits [19]. We also tested another analogue, the [64Cu]DOTA-Aoc-[D-

Tyr6BAla1lThi13Nle14]BBN(6-14) which is postulated to be more stable given the
presence of unnatural amino acids [20]. We compared the two bombesin analogues both
in vitro and in vivo in human and murine models of cancer in order to determine which

one was superior for tumor detection.

Material and methods

Radiochemical synthesis of bombesin analogues

Preparation of Bombesin analogs:

Amide peptides (figure 1) were prepared by Fmoc solid phase peptide synthesis (SPPS)
on a Pioneer™ continuous flow peptide synthesis system with NovaSyn® TGR resin. A
2-fold excess of Fmoc protected amino acids over resin substitution rate were used for
coupling. Fmoc protected amino acids were activated for coupling with an equimolar
amount of HATU or TBTU, and 2 equivalents of DIEA. Fmoc deprotection was

performed in 20% piperidine in DMF. After deprotection of the N-terminal amino acid,
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Fmoc N-protected spacer and Cu-chelating unit were introduced on protected peptide-
resin when requested. Peptide cleavage from the NovaSyn® TGR resin could be done
using a TFA:water: TIPS (95%:2.5%:2.5%) solution; when DOTA was a part of the
peptide, thioanisole was used instead of TIPS for peptide cleavage. Peptide purification

was done by Flash chromatography on a Biotage SP4 system using a Cigcolumn.

Radiolabelling with [ *Cu]

[**Cu] has a mean positron energy similar to that of ['®F] and a half-life of 12.8 h. [®*Cu],
was produced at our Center at the Université de Sherbrooke on a TR-19 cyclotron
(Advanced Cyclotron Systems, Richmond, BC, Canada) by the reaction **Ni(p,n)**Cu
using an enriched ®*Ni target electroplated on a solid thodium disc (22 mm diameter, 1
mm thickness) [21]. ®Ni was purchased from Isoflex (San Francisco, CA). [64Cu]C12
was recovered from the target material following the procedure of McCarthy ez al. [22]
and converted to [**Cu]acetate by dissolving the [**Cu]Cl, in 1 mL ammonium acetate
(0.1 M; pH 5.5), followed by evaporation to dryness. DOTA-peptides were labelled with
[**Cu] following an approach proposed by Chen et al. [3]. [**CuJacetate was added to the
peptide (1.2 ng/mCi of **Cu) in 0.1 N NaOAc buffer in presence of dihydroxybenzoic
acid at 50 °C for 45 min. The solution was quenched by adding 5 puL of a 10 mmol/L
EDTA solution. The [64Cu]DOTA-peptide was purified using a Water 600
chromatography system with a C;z Spherisorb ODS2 10 column (10 X 250 mm). The
gradient used was composed of 5% to 70% CH;CN (0.1% TFA) in H;O (0.1% TFA) in
40 min. The solvents were evaporated and the activity reconstituted in phosphate-
buffered saline (PBS) and passed through a 0.22 um Millipore filter into a sterile
multidose vial for in vitro and in vivo animal experiments. The final product was

considered carrier free and had a specific activity of around 500 Ci/mmol.
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In vitro studies

In vitro binding affinity and specificity of bombesin analogues were investigated by
competitive binding studies. Experiments were performed on murine breast cancer cells
MC7-L1, MC4-L2 (generously provided by Dr. Molinolo from the Instituto de biologia y
medicina experimental, Concejo Nationalde Investigaciones Cientificas y Técnicas en
Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires, Buenos Aires, Argentina), human
breast cancer cells MCF-7, MDA-MB-231 and T47D and prostate cancer cell PC-3
(ATCC, Manassas, VA, USA). Assays were performed based on a protocol by Hoffman
and al. Briefly, homologous competition assays were done in 24 well plates where 50 pL
of radiotracer (either [**Cu]-8-Aoc-BBN(7-14)NH, produced in Sherbrooke or (1}
[Tyr*]BBN (Perkin-Elmer Life science Products, Boston, MA, USA)) diluted to obtain 20
000 cpm and 50 pL of the appropriate dilution of cold bombesin (Sigma-Aldrich, St-
Louis, MO, USA) or one of the bombesin analogues (ranging from 10 to 10"*M) was
added to 400 pL of reaction buffer (RPMI, 0.2% Bovine serum albumin, 1%
penicillin/Streptomycin and 2% HEPES (all products came from Wisent, St-Bruno, Qc,
Canada)) for a final volume of 500 pL. The cells were then incubated 40 min at 37°C
with agitation. After incubation, cells were rinsed twice with PBS, trypsined and counted
in a Cobra-~y counter (Cobra II auto-gamma counter, Packard, MN, UASA). All data were

analysed using GraphPad Prism 4 program (Graph-Pad Software, San Diego, CA, USA).

In vivo studies

MC7-L1 and MC4-L2 cells were implanted on Balb/c mice while PC-3, MCF-7 or T47D
were implanted on Balb/c nu/nu mice (all mice provided by Charles River in compliance

with Canadian Council on Animal Care and in house Ethics Committee for Animal

38



Experiments). Cells (106) were implanted on the hips and tumors grown to a diameter of
5-7 mm (= 4 weeks after implantation). Animals were anesthetized with 2% isoflurane at
2 L/min of oxygen flow and than injected 10-400 pCi (5-10 pCi when only
biodistribution was performed and 300-400 pCi for PET imaging) via the tail vein with
one of the BBN analogues with or without a co-injection of cold bombesin (10 mg/kg).
[**Cu]Cl, and [**Cu]acetate were injected in mice bearing PC-3 tumors. PET imaging
was then performed on an avalanche photodiode animal PET scanner. Dynamic imaging
was first performed for 50 min, 60 min after injection, followed by a §tatic imaging of 20
min. The animals were sacrificed by CO, inhalation 30, 60 or 120 min following the
injection, the organs were taken and immediately weighed and counted to evaluate the

percentage injected dose accumulated per gram of tissue (%i.d./g tissue).

Results

Chemical and radiochemical synthesis

Identification of the peptides was established by measuring the respective mass/charge
(m/z) values via MALDI mass spectrometry using Micromass Tof Spec 2F. The m/z
value of the DOTA-Aoc-BBN(6-14) was 1666.94 and that of DOTA-Aoc-BBN(7-14)
was 1467.73. **CuCl, was produced with a yield of 70 mCi /pA hr/pg, with typical
production batches in the order of 55-200 mCi (2000-7400 MBq) produced in about 2
hours. Retention time for DOTA-Aoc-BBN(6-14) was 13.6 min and for DOTA-Aoc-

BBN(7-14) 13.3 min. Specific activity varied but was around 500 Ci/mmol.

In vitro receptor binding assay

The binding affinity to GRPR was evaluated for both bombesin analogues on four human

cell lines: breast cancer cell lines MDA-MB-231, T47D and MCF-7 as well as prostate
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cancer cell line PC-3 and two murine breast cancer cell lines: MC7-L1 and MC4-L2 with
[125 I]-[Tyr4]-BBN labelled as the competitor. For the T47D and PC-3 cell lines, typical
sigmoid curves were obtained from the displacement of the radioactive coumpound as a
function of increasing concentration of the cold BBN analogues or bombesin as can be

seen in figure 2A and C. A K of 0.69 nM and 0.21 nM was calculated for T47D and for
the PC-3 cell line respectively for the [64Cu]DOTA-8-Aoc-BBN(7-14)NH2. For

[*Cu]DOTA-Aoc-[D-Tyr BAla' Thi Nle ]BBN(6-14)NHy, a K; of 231.60 nM and
16.21 nM was calculated for PC-3 and T47D respectively. The competition binding
assays performed on the MDA-MB-231, MCF-7, MC7-L1 and MC4-L2 cell lines
showed very low levels of GRP and BBN receptors with both bombesin analogues as
can be seen from the sigmoid curves in figure 2A and B. No dissociation constant was

calculated for those cell lines.

In vivo studies

Table 1, 2 and 3 show the biodistribution results for the two BBN analogues and the free
[*Cu]. Biodistributions were performed by injecting 5-10 pCi of one of the [*Cu]
coupled bombesin analogues. Considering a specific activity of 500 Ci/mmol, the animals
received 0.2 pmol of radiotracer. Since uptake was maximum and stable between 60 and
120 min after injection of the radiotracer, only the results of 60 min after injection are
shown in table 1, 2 and 3. All tumor types showed an uptake between 3 and 5% id/g of

tissu for all BBN analogues. The animal groups used to test the murine cell lines each

bore one MC7-L1 tumor on the left thigh and one MC4-L2 on the right thigh. For

64
[ Cu]DOTA-8-Aoc-BBN(7-14)NH,, tumor uptake for these two tumor types were
2.62+0.85% and 2.41+1.33% respectively. When co-injected with cold bombesin, tumor

uptake showed no significant difference with 2.91+0.97% and 3.05+1.76% respectively.
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The human breast cancer cell line MCF-7 demonstrated low levels of GRPR expression
in vitro (figure 2A) and when tested with [“Cu]DOTA-8-Aoc-BBN(7-14)NH2 and
['CulDOTA-Aoc-[D-Tyr BAla' Thi Nle''J- BBN(6-14)NH, without a co-injection we
obtained moderate tumor uptake (4.16+1.68% and 3.34+2.6% respectively). With a co-
injection of bombesin (4.37+1.1% and 4.08+2.07% respectively) there was no significant
difference for both BBN analogues which supports the in vitro results. Since the murine
breast cancer cell lines MC7-L1 and MC4-L2 also demonstrated low levels of GRPR
expression, these tumors were first tested with the [**Cu]DOTA-8-Aoc-BBN(7-14)NH,
and the results obtained were similar to those of MCF-7 and therefore no further analysis
was done on those cell lines. PC-3 and T47D were the only cell lines that demonstrated
good GRPR expression in vitro. However, the results obtained in vivo were not as
promising. Tumor uptake for PC-3 was 3.73+1.63% without co-injection and there was
no significant difference with co-injection where tumor uptake was 4.97+1.93%. Due to
difficulties in growing T47D tumors on mice, the [**Cu]DOTA-8-Aoc-BBN(7-14)NH;
was first tested without a co-injection and with a poor tumor uptake of 3.19+0.39% we
decided not to pursue tests with this cell line. In order to confirm that the accumulation
seen in the tumors and the different organs was due to the specificity of the BBN
analogues for the GRPR, we injected one group of mice with [**Cu]Cl, and one group
with [**Cu]acetate. The results obtained for [%Cu]ClL, were 5.02+5.18% and that of
[**CuJacetate 1.96+0.21%, demonstrating it was possible to accumulate [*Cu] alone in

tumors.
Pancreas uptake was also noted. In mice bearing PC-3 tumor, there was significant
difference in uptake in the pancreas between the injection with and without a co-injection

for both BBN analogues with 2.38+0.66% and 19.69+14.43% respectively, or between
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the [**Cu]DOTA-8-Aoc-BBN(7-14)NH, and the [*Cu]Cl, and the [**Cu]acetate
(19.69+14.43%, 2.35+0.41% and 3.15+1.18% respectively). [**Cu]Cl, and [*Cu]acetate
showed similar results for tumor and organ uptake to the ones of the bombesin analogues

demonstrating a non specific accumulation in the organs and the tumor (table 3). Finally,

results were very similar with [64Cu]DOTA-Aoc-[D-TyréBAlallThi13N1e14]BBN(6-

14)NH, (table 2).

Table 4 shows the target to reference tissue ratios, with blood as the reference tissue, for
all the cell lines at different times and for both BBN analogues. No significant differences
was observed between the ratios obtained with and without a cq-injection of cold
bombesin for either BBN analogues in any cell types. For the [**Cu]DOTA-8-Aoc-
BBN(7-14)NH, the highest ratios were those of PC-3 at 60 min post-injection with
3.24+1.57 without a co-injection and 3.73+1.18 with a co-injection. The highest ratios for
MC7-L1 and MC4-L2 were at 60 min with 2.59+0.82 and 3.35%0.30 respectively and the

lowest at 120 min with 1.26+1.44 and 1.35+1.63 respectively (all without a co-injection).

For the [ Cu]DOTA-Aoc-[D-Tyr BAla Thi Nle' JBBN(6-14)NH, all ratios were in the
same range, between 0.83 and 1.68 and there was no significant differences between the

results obtained with and without co-injection.

Small animal PET imaging

Figure 3 shows three PET images of Balb/c nu/nu mice bearing a PC-3 tumor on each
thigh after injection of approximately 300 pCi of [64Cu]DOTA-8-Aoc-BBN(7-14)NH2
with or without a co-injection of cold bombesin or [**Cu]Cl,. Data were collected using a

static sequence at 180 min post injection, which was done over a period of 20 min. As

shown in figure 3, tumors can be seen with [**Cu]DOTA-8-Aoc-BBN(7-14)NH, but
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also when a co-injection of bombesin is administrated or when [**Cu]Cl, is used, showing
a definite uptake of free [**Cu] by tumors and organs which is confirmed by

biodistribution. The liver can also be clearly seen on thoses images. Images done with
64 6 1n__ 13, . 14 . .
[ CulDOTA-Aoc-[D-Tyr 8Ala Thi Nle ]BBN(6-14)NH, gave very similar results

(data not shown).

Discussion

Competition assays allowed us to determine which cell lines had potential for an animal
model to assess GRPR expression and test BBN analogues. We first started with the
murine cell lines MC7-L1 and MC4-L2. In vitro results did not show high levels of
GRPR expression for those cell lines and for both bombesin analogues. In vivo tests
performed in parallel to these experiments supported this hypothesis. Similar results were
obtained with the MCF-7 cell line in vitro and in vivo. However, T47D and PC-3 cells
demonstrated a good GRPR expression when tested in vitro, but in vivo, biodistribution
showed a modest tumor accumulation. Considering the results already obtained with the
other cell lines as well as the in vitro results, the MDA-MB-231 breast cancer cell line

was not tested in vivo.

Both in vitro and in vivo results for the murine breast cancer cells showed that these cell
lines do not express high levels of GRPR unlike T47D and PC-3 tumor cells which were
found to express high levels of GRPR. This difference in GRPR is probably due to
interspecies differences and proves that the murine model is not a good model to assess
GRPR expression. In vitro results for human breast cancer cell lines MDA-MB-231 and
MCEF-7 also showed low levels of GRPR expression. Both BBN analogues showed a

definite uptake in pancreas which dropped by 90% in presence of cold bombesin, but
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tumor uptake was not significantly higher than that of free $4Cu which can enter tumors

freely.

Moreover, there was no significant reduction in tumor uptake with co-injection of cold
bombesin which leads us to believe that the accumulation in the tumor is not entirely due
to the bombesin analogue but rather to [**Cu] alone, However, the significant difference
of pancreas uptake between the [**Cu] alone and coupled to the BBN analogues proves
that there is a certain specificity due to the GRPR since the pancreas is known to express
a high level of GRPR. The tumor to blood ratios obtained were similar for all the cell
lines tested which probably means that the radiotracer rather than the cell lines is the
problem since the in vitro competition assays demonstrated the presence of GRPR on PC-
3 and T47D cell lines. Specific receptor-mediated uptake should have been blocked with
the injection of the unlabelled competitor. The fact that a relatively significant, non
receptor-mediated uptake of [*Cu) was observed in all tumor types suggests that the
mechanisms other than passive diffusion are responsible for the radioactivity noted in the
tumors. Radioactive copper can bind to several enzymes and proteins, and our results
show a significant tumor accumulation of [**Culacetate and [**Cu]Cl,. Although the
evidence is indirect, we believe that the peptides do not retain the [**Cu] in vivo. Peptides
can be unstable in vivo, and are subject to the effects of peptidases. This is one plausible
explanation, but we observed specific receptor mediated binding in the pancreas,
suggesting that some radiolabeled peptide binding occurs. Another possibility is that
DOTA might not chelate [**Cu] effectively in vivo. This is an alternative explanation for
the high, non specific and non displaceable uptake which we observed in all tumor types
in vivo. That also explains the poor uptake of [**Cu] in small animal PET images where

tumors could hardly be differentiated from other organs. Indeed, if [**Cu] dissociated
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from the BBN analog, the former would lose all specificity towards tumors and rapidly

accumulate in the liver, the organ responsible for it excretion.

Conclusion

The results show that GRPR are expressed in human breast and prostate carcinoma céll
lines. Murine breast carcinoma cell lines as well as human breast cancer cell lines MDA-
MB-231 and MCF-7 do not express high levels of GRPR as demonstrated by in vitro
studies and are therefore not good models to study GRP ligands. In vivo studies
demonstrated that [**Cu] alone can interact with tumor cells as can be seen from the
[**Cu]Cl, and [**Culacetate results. This demonstrates that it is very difficult to determine
if the results obtained with the radioligand represent the receptor-ligand interaction or
simply the [**Cu] alone interacting with cell tumor. In light of these results, we are
pursuing our efforts to develop a bombesin analog which is more resistant to peptidases,

with alternative copper chelators better suited to retain [**Cu].
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Figure 1: Schematic structures of BBN analogues A) 94Cu-DOTA-Aoc-[D-

Tyro8Alal 1Thil3Nie14]BBN(6-14)NH; and B) #*Cu-DOTA-8-Aoc-BBN(7-14)NH,
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Figure 2: In vitro competition binding assays performed with '*I[Tyr*]-bombesin and
DOTA-8-Aoc-BBN(7-14)NH; as the competitor in A) and Cu-DOTA-Aoc-[D-
Tyr68Alal 1Thil3N1e14]BBN(6-14)NH; in B) and C)

A) MC7-L1, MC4-L2, MCF-7 and MDA-MB-231 showed low levels of GRPR. PC-3
and T47D showed high levels of GRPR with a K; of 0.21 nM and 0.69 nM respectively.
B) MC7-L1, MC4-L2 MCF-7 and MDA-MB-231 showed low levels of GRPR, T47D
showed high levels of GRPR with a K;of 16.21 nM.

C) PC-3 showed high levels of GRPR with a K; of 231.60 nM.
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#Cu-DOTA-8-Aoc-BBN(7-14)NH,
MCEF-7 (with PC-3 (with
MCEF-7 co-injection) T47D PC-3 co-injection)
Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD

Blood 230 133 377 063 133 020 140 0.72 147 031
IPlasma 326 190 499 163 177 033 201 119 173 0.63
Adrenal glands 433 222 1003 055 001 0.00 879 579 546 1.22
Ovaries 6.36 430 1286 4.03 0.02 0.01 ——— - - -
{Uterus 501 245 636 038 0.12 0.05 - - - =
Testicules -— - -—- ——— - - 0.75 023 082 041
Fat 296 203 578 157 1.67 005 159 049 165 054
[Kidney 20.27 20.94 3534 2392 21.78 2738 6.88 295 11.77 747
Spleen 428 143 623 165 3.16 0358 272 134 218 0.71
[Pancreas 11.16 3.64 6.50 146 287 028 1969 1443 238 0.66
Liver 29.16 11.41 5239 453 22,78 7.05 21.82 11.13 27.16 6.64
[Heart 343 171 6.14 1.13 230 015 310 1.66 289 0.63
Lungs 449 325 675 144 249 030 417 170 4.02 1.89
[Tumor 416 168 437 101 3.19 039 373 163 497 193
Muscle 277 190 357 1.04 171 070 115 043 119 0.56
Bone 1.14 077 137 0.02 087 022 176 1.13 083 0.49
Brain 038 0.15 066 0.17 024 003 027 0.11 026 0.06

Table 1: Tissue biodistribution of %Cu-DOTA-8-Aoc-BBN (7-14)NHyradiotracer in
Balb/c nu/nu mice bearing tumors on thighs, 60 min after injection of 5-10uCi of
radiotracer,. For every group, n=3 except for PC-3 tumors without a co-injection of
bombesin

where n=6.



Table 2: Tissue biodistribution of 4Cu-DOTA-Aoc-[D-Tyr08Alal I Thil 3N1e! 4] BBN
(6-14)NH; in Balb/c nu/nu mice bearing tumors on thighs 60 min afier injection of 5-

64Cu-DOTA-Aoc-[D-
TyrOAlal I'Thil 3N1e14]BBN(6-14)NH,
PC-3 PC-3 (with co-injection)
Mean SD Mean SD
IBlood 2.20 091 2.15 031
[Plasma 2.96 1.16 3.42 1.23
Adrenal glands 11.09 5.82 12.87 1.45
Testicules 0.77 0.13 0.97 0.11
[Fat 1.60 0.71 213 0.05
[Kidney 8.00 0.92 8.93 1.06
Spleen 2.82 0.26 2.86 0.18
IPancreas 24.20 5.05 3.08 0.82
Liver 17.69 1.24 2437 0.6
[Heart 235 0.12 334 0.069
Lungs 428 0.44 413 0.1
Tumor 2.30 0.41 2.25 0.23
Muscle 0.95 0.29 1.41 0.37
IBone 0.75 0.16 1.05 0.07
[Brain 0.18 0.02 0.22 0

10uCi of radiotracer. For PC-3 tumors, n=6 and for PC-3 tumors with a co-injection of

bombesin n=3.
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“CuCl,

%4Cu acetate

IBlood
IPlasma

Fat
Kidney
Spleen

ILiver
Heart
ILungs
'Tumor
Muscle
Bone

Brain

IPancreas

Adrenal glands
Testicules

Mean SD Mean SD
0.65
0.86
2.72
3.16
1.06
2.52
0.83
1.18
11.33
0.43
1.49
0.21
0.13
0.08
0.10

3.23
2.28
11.34
0.73
0.76
9.66
6.40
2.35
29.98
3.52
5.64
5.02
0.64
1.11
0.34

1.97
0.44
10.39
0.30
0.51
1.65
4.96
0.41
4.69
1.35
3.78
5.18
0.16
0.59
0.08

1.95
2.96
6.06
2.63
1.62
9.26
3.25
3.15
31.56
2.84
4.19
1.96
0.61
0.81
0.36

Table 3: Tissue biodistribution of radiotracer in Balb/c nu/nu mice bearingPC-3 tumors
on thighs 60 min after injection of 5-10uCi of free **Cu. n=3 for every group.

%Cu-DOTA-8-Aoc-

64Cyu-DOTA-Aoc-[D-
Tyr®8Alal I Thil 3NIe14]BBN(6-14)NH,

BBN(7-14)NH, Free “Cu
PC-3 T47D CuCl, Cu-acetate PC-3 MCF-7
Mea
Mean SD Mean SD | n SD  Mean SD Mean SD Mean SD
60min 3,24 1,57 337 1,5511,49 096 1,85 1,03 0,83 0,78 1,68 0,46
60min co-inj 3,73 1,18 - e |- - — e 1,00 0,19 1,65 0,52

Table 4: Target to reference tissue ratio with blood as the reference tissue.
n=3 for every group except PC-3 tumors without a co-injection of bombesin

where n=6
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Figure 3: MicroPET images of Balbc nu/nu mice with PC-3 tumors on the thighs. From
left to right, coronal, sagittal and transaxial view of A) **Cu-DOTA-8-Aoc-BBN(7-
14)NH, (300uCi), B) **Cu-DOTA-8-Aoc-BBN(7-14)NH, (300uCi) with a co-injection of
cold bombesin and C) **CuCl, (300pCi).
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2- Article 2 : « Targeting gastrin-releasing peptide receptors of prostate cancer
cells for photodynamic therapy with a phthalocyanine-bombesin conjugate »
(Soumis a Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters)
Cet article présente le méme analogue du bombesin, soit le 8-Aoc-BBN(7-14)NH,
mais cette fois couplé & un photosensibilisateur, le AIPcS;A; dans le cadre de la

photothérapie comme traitement contre le cancer.

Tous les traitements contre le cancer utilisés en clinique présentement sont soit
invasifs ou entrainent de sérieux effets secondaires dus a leur manque de spécificité
pour la tumeur. L’avantage de la photothérapie est quelle n’est ni invasive ni
douloureuse. Il suffit simplement d’injecter le photosensibilisateur puis d’illuminer la
tumeur a I’aide d’une source de lumiere de longueur d’onde précise. La production
d’espéces réactives tel que I’oxygene singulet qui s’en suit crées alors des dommages
aux cellules de la tumeur. Comme il est possible d’illuminer seulement la tumeur, ce
type de traitement entraine moins d’effets secondaires. Toutefois, le
photosensibilisateur seul poss¢de quelques désavantages, le principal étant que méme
si I’on peut illuminer seulement la partie du corps désirée, le manque de spécificité du
photosensibilisateur fait que ce dernier se retrouve dans le corps entier. Donc, le
patient ne doit pas étre exposé a la lumiére pour la durée du traitement puisqu’une
exposition a la lumiére pourrait activer le photosensibilisateur dans le restant du corps
et avoir de lourdes conséquences. Ainsi, en couplant le photosensibilisateur avec un
analogue du bombesin, on obtient une spécificité grace a ce dernier qui permet une
concentration du photosensibilisateur au niveau de la tumeur et ainsi une diminution

des effets secondaires et problémes liés a la photothérapie.
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Abstract—Sulfonated aluminum phthalocyanines (AIPcS) are potent photosensitizers for the photodynamic therapy
(PDT) of cancer. In this study we evaluate the possibility to improve the efficacy of AIP¢S-PDT for prostate cancer by
targeting tetrasulfonated aluminum phthalocyanines (AIPcS,) to the gastrin-releasing peptide receptor (GRPR) through
coupling to bombesin. A mono-carbohexyl derivative of AIPcS, is attached to 8-Aoc-bombesin(7-14)NH, via an amide
bridge to yield a bombesin-AlPcS, conjugate linked by a C-14 spacer chain. The conjugate is characterized by mass
spectroscopy and shown to bind to the GRPR with a relative binding affinity (RBA) of 2.3, taking bombesin
(RBA=100) as unity. The in vitro photodynamic efficacy of the conjugate against PC-3 human prostate cancer cells is
improved by a factor 2.5 over the non-conjugated mono-carbohexyl derivative of AIPcS,. [BMCL ABSTRACT]
©2000 Elsevier Science Ltd. All rights reserved.

Keywords: Sulfonated phthalocyanines; Bombesin conjugate; Photodynamic therapy.
*Corresponding author. Tel.: +1 819 564 5409; fax: +1 819 564 5442; e-mail: johan e.vanlier@USherbrooke.ca

Photodynamic therapy (PDT) of cancer involves systemic administration of a

photosensitizer followed by red-light activation of the diseased tissue. The activated
photosensitizer interacts with ground state molecular oxygen to yield activated oxygen
species (ROS) including singlet oxygen and different radical species. The resulting
oxidative stress initiates a cascade of biochemical reactions resulting in cell death either
by direct cell kill or by destruction of the micro vasculature of the tumor. Selective
retention of the photosensitizer in the tumor tissue combined with local illumination thus
induces tumor regression without affecting the surrounding healthy tissues. Problems
associated with photosensitizers presently approved for clinical use, such as Photofrin®,
include lack of chemical homogeneity, non-optimal light absorbing properties, prolonged
retention in non-target tissues such as the skin and low selectivity for tumor tissues.”

Targeting photosensitizers as receptor mediated delivery systems has received increased
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attention as a means to improve the outcome of PDT."""

Sulfonated aluminum phthalocyanines (AIPcS) are water soluble, second generation
photosensitizers that exhibit a strong absorption band between 660-700 nm with a peak at
680 nm, where tissue penetration is optimal. A mixture of mono- through tetra-sulfonated
aluminum phthalocyanines has been used for over a decade for clinical PDT of cancer in
Russia.” The negatively-charged peripheral sulfonate groups assure water solubility,
while the chelated central aluminum ion provides the complex with long-lived excited
triplet states and good capacity to generate reactive singlet oxygen. We have previously
shown that the tetrasulfonated analog, i.e. AIPcS,, can be modified with a free C6-
carboxyl sulfonamide side-chain (AIPcS4A;), allowing facile amide-coupling to free

vi,vii

amine groups of proteins and peptides.

Bombesin, first discovered in skin of the frog Bombina bombina, and its human
counterpart, gastrin-releasing peptide (GRP), are neurohormones with a wide range of
biological effects such as stimulation of hormone secretion, memory retention, body
temperature, cardiac output, blood pressure, control of food intake and changes in the
dorsal vagal complex neuron."""* Bombesin also has been shown to affect tumor growth,
cell proliferation and inflammation.” In the case of prostate cancer, the receptor subtype
GRPR is expressed early in tumor development and is correlated with tumor
aggressiveness.” Therefore, GRPR is an obvious target for the development of novel
agents for treatment and diagnosis of prostate cancer. In this study we evaluate the
potential to improve the efficacy of phthalocyanine-based PDT of prostate cancer by
targeting the photosensitizer to GRPR using 8-Aoc-bombesin(7-14)NH,, a potent

bombesin analog previously developed by Hoffman.®"
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The preparation of the bombesin-AlPcS, conjugate (Scheme 1) involves the following
steps.” A solution of 8-Aoc-bombesin(7-14)NH; (1.8 mg, 1 pmol) in 1 mL of sodium
carbonate (0.2 M, pH 8.5) was added to the lyophilized, carbodiimide activated
aluminum mono-(6-carboxypentylamino-sulfonyl)-trisulfophthalocyanine (AlPcS:A;) (5
pmol, 5 equiv) and stirred 1 h at 25°C while the pH was maintained at 8.5. The reaction
mixture was kept in the dark at 4°C overnight. The bombesin-AIPcS, conjugate was
purified by HPLC c;n a spherisorb ODS-2 column and characterized by MALDI-MS:

C39H107023N2385Al, found (M-HzO)Z 2035.09; cald.: 2034.62).

Competition assays for GRPR binding in PC-3 human prostate tumor cells against
12} Tyr*]-bombesin were performed as described in the literature.” Bombesin and 8-
Aoc-bombesin(7-14)NH; show similar strong binding affinity for the GRPR with ECs
of 2.58x10"° M and 3.73x107° M, respectively. These values correspond to
dissociation coefficients (Kg) of 2.17x107'° and 3.33x107'°, respectively, and are in
good agreement with reported literature values (1.10x10"° and 4.90x10"°,
respectively™"™"), In the same competition assay, binding affinity of the bombesin-
AlPcS; conjugate also shows a characteristic sigmoid curve clearly indicating
competition with '‘*’I[Tyr*]-bombesin, confirming retention of binding affinity for
GRPR (Figure 1). However, the lower ECso of 2.94x10® M (K4 2.9x107®) indicates loss
of specificity, which is reflected in a lower relative binding affinity (RBA=2.3), taking

bombesin as unity (RBA=100).

Cellular phototoxicity was evaluated in PC-3 human prostate tumor cells.*"" Cell

metabolic activity curves after incubation with free and conjugated photosensitizer in
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concentrations ranging from 1-20 pM as a function of red light fluences are presented in
Figure 2. In all cases, conjugated bombesin-AlIPcS, exhibits a slightly higher
phototoxicity than the free AIPcS;A; and a substantial higher phototoxicity when
compared to the non-substituted AIPcS,. These differences in efficacy are more apparent
when the LDsg and L.Csq values, derived from the cell survival curves, are plotted against
photosensitizer concentration and light dose, respectively (Figure 3). The latter reveal a
significant 2-3 fold increase in photodynamic efficacy of conjugated over free AIPcS4A,
or AIPcS, at lower drug and/or light doses. At 3 J/cm? the conjugate requires 2.5 and >5
times less photosensitizer to inflict 50% cell inactivation as compared to the non-
conjugated AIPcS4A; and free AIPcS,, respectively. It should be noted that mono-
carbohexyl substituted AIPcS4A, already exhibits significantly higher phototoxicity than
the non substituted AlPcS, reflecting an increase in amphiphilic nature of the latter.
Differences in the aggregation state of AIPcS, in the three photosensitizer preparations do

not appear to play a role in the observed differences in phototoxicity.

As estimated from the ratios of the absorbance maxima at 635 nm (aggregate) and 680
nm (monomer), both the AlPcS4 and AIPcS4A; are largely monomeric in cell medium
(74% and 68%, respectively), while for the bombesin conjugate the AlPcS, appears >90%
aggregated. Thus the significantly higher phototoxicity of the latter below 2 uM suggests
monomerization of the photosensitizer conjugate at the cellular level permitting
internalization by GRPR. At higher drug and/or light doses the differences between the
activities of the three photosensitizer preparations are less pronounced due to the higher

level of phototoxicity under these extreme conditions.

In conclusion, linking AIPcS, to bombesin via a C-14 spacer chain yields a conjugate that
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binds to GRPR with a relative binding affinity of 2.3 and that provides a modest gain in
photodynamic potency against GRPR-rich prostate cancer cells. Further studies on the
effect of the length of the spacer chain and polarity of the photosensitizer moiety on the
GRPR binding affinity and cell penetrating capacity will be required in order to develop a

bombesin-phthalocyanine conjugate with optimal properties for PDT of prostate cancer.
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Figure 1. Competitive binding assay of the AlPcSs-bombesin conjugate (A ) and
bombesin (m) vs. '’I-Tyr4-bombesin in PC-3 cells.
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6- DISCUSSION

L’imagerie TEP est un outil diagnostique précieux dans la détection du cancer et
joue un rdle important dans 1’avenir de la médecine nucléaire puisqu’une détection
précoce du cancer ainsi qu’une précision accrue permettant de déterminer précisément le
type de cancer ainsi que 1’évolution de son développement sont des facteurs clés dans le
traitement de cette terrible maladie. En effet, au cours des derni¢res années, plusieurs
traitements contre le cancer ont ét¢ développés et plusieurs autres trés prometteurs en
sont au stade expérimental en ce moment et pourront sans aucun doute étre disponible
sous peu. La diversité des traitements permet de cibler de maniére plus précise différents
types de cancer et ainsi d’améliorer grandement les chances de survie tout en diminuant
les effets secondaires souvent trés importants engendrés par les traitements contre le
cancer. Le choix du traitement dépend donc du type de tumeur, de ses caractéristiques
spécifiques et de son agressivité. Par exemple, une tumeur exprimant des récepteurs a
cestrogéne répondra trés bien a I’hormonothérapie. Par contre si la tumeur n’en expriment

pas, I’hormonothérapie s’averera totalement inutile et un temps précieux sera perdu.

L’imagerie TEP permet déja une détection précoce de I’étendu de tumeurs mais
ne permet pas vraiment une bonne détermination de ces caractéristiques et de son
agressivité. C’est pourquoi le développement de nouveaux radiotraceurs est trés
important. En effet, des radiotraceurs capables de cibler une ou des caractéristiques

particulieres de cancers, comme par exemple, des récepteurs surexprimés lors de cancers
malins, pourraient grandement améliorer le diagnostique et ainsi permettre de choisir le

traitement le plus approprié.
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Le bombesin est I'un de ces récepteurs surexprimé lors de cancers agressifs tel
que le cancer du sein et de la prostate. Dans le premier article, nous avons étudié¢ deux
analogues du bombesin couplés au Cu-64 en tant que radiotraceurs dans la détection de

ces deux types de cancer.

Dans le premier article, nous avons découvert une disparité entre les résultats
obtenus in vitro et in vivo. En effet, I’étude in vitro nous a permis de déterminer quelle
lignée possédait le potentiel de modele animal. C’est ainsi que nous avons découvert que
les lignées murines de cancer mammaires MC7-L1 et MC4-L2 exprimaient peu de
GRPR. Les lignées humaines de cancer mammaires MCF-7 et MDA-MB-231 se sont
également avérées exprimer peu de GRPR. Par contre la lignée humaine de cancer
mammaire T47D et la lignée humaine de cancer de la prostate PC-3 exprimaient de haut
taux de GRPR in vitro alors qu’in vivo, les résultats ne correspondaient pas & nos
précédentes observations. En effet, selon le test statistique effectué (ANOVA), la
différence entre le bruit de fond et la captation tumorale n’était pas significative.
Plusieurs phénomeénes peuvent expliquer ces résultats, & commencer par le fait que le
bombesin et ses analogues peuvent se lier & plusieurs enzymes et protéines plasmatiques
tel que les endopeptidases, ce qui les empéchent de s’accumuler dans la tumeur (DAVIS
et al, 1992), (ROGERS et al., 1997). En effet, le bombesin et ses analogues sont
facilement dégradés par les endopeptidases présentes dans le milieu (DAVIS et al,,
1992), (ZHANG et al., 2007). De plus, il est possible que le cuivre inclus dans le DOTA
ne reste pas li€ au chélateur. Cette hypothése est appuyée par le fait que nous avons
observé une accumulation significative de **CuCl, et de *Cu-acétate dans les tumeurs ce
qui démontre bien que le Cu-64 libre peut entrer dans la tumeur par lui-méme. Ce

phénomeéne avait d’ailleurs ét€ démontré en 2006 par le groupe de PENG (PENG et al,,
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2006). De plus, nous n’avons noté aucune diminution significative entre 1’injection de
Cu-64 et I'injection de Cu-64 avec une co-injection de bombesin froid. Ces deux
observations prises ensemble nous laissent donc croire que le Cu-64 ne reste pas lié a
’analogue du bombesin et qu’une partie de la captation tumorale est due au Cu-64 libre.
Par contre, nous avons tout de méme observé une diminution significative de la captation
dans le pancréas, organe exprimant un trés haut taux de GRPR, lors de co-injection de
bombesin froid. Ceci nous indique donc qu’il y a quand méme une certaine spécificité de
’analogue du bombesin et que méme si le Cu-64 libre entre dans la tumeur, une certaine
partie de la captation tumorale provient tout de méme de la spécificité 1’analogue du

bombesin.

Une autre hypothése pour expliquer les résultats obtenus est I’absence de
récepteurs GRP sur les tumeurs implantées chez les souris. Par contre, ici encore, une
expérience du groupe de Zhang en 2006 nous permet de conclure que le probleme
expérimenté in vivo émane des radiotraceurs et non des lignées cellulaires. En effet, en
2006, le groupe de Zhang (ZHANG et al., 2006) a réussi a obtenir de trés bons résultats
ainsi que des images de souris portant des tumeurs de type PC-3 avec un analogue du
bombesin marqué au Fluor-18 trés similaire a4 celui que nous avons utilisé. Or, le
marquage d’une molécule au F-18 ne se fait pas de la méme fagon que le marquage au
Cu-64. Lors du marquage d’une molécule avec le Cu-64, on lie ce dernier a la molécule
(ou peptide) désirée via un chélateur alors que le F-18 lui, est situé directement sur le
peptide. Il est donc beaucoup plus difficile de séparé le F-18 du peptide que le Cu-64.
Ainsi, I’obtention de bons résultats avec cet analogue du bombesin marqué au F-18 en
utilisant le méme modéele animal et tumoral permet de croire que le probléme est situé au

niveau du radiotraceur et non des tumeurs.
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De plus, nous avons observé que le ratio tumeur/sang est similaire pour toutes les
lignées cellulaire peut importe les résultats obtenus in vitro. Nous en arrivons donc a la
conclusion que I’analogue du bombesin et le Cu-64 ne reste pas ensemble. Deux
hypothéses sont possibles : il est possible que des endopeptidases clivent le peptide et
libére ainsi en quelque sorte le Cu-64 qui perd alors sa spécificité. Il est également
probable que le DOTA ne soit pas un excellent chélateur pour le Cu-64 et qu’il ne
retienne pas ce dernier. En effet, selon la structure du DOTA (présenté dans I’article 1), il
est possible que le Cu-64 ne reste pas dans le chélateur a cause de la conformation du
DOTA. 1l a d’ailleurs été démontré que les chélateurs tel que le TETA, le DOTA et autres
complexes tetraazamacrocycliques sont moins efficaces que les composés de types
« cross-bridged » pour retenir des radiométaux puisque ces derniers encerclent
entiérement le radioisotope (SUN and al., 2002), (BOSWELL and al., 2004). Un indice
de la séparation du Cu-64 de I’analogue du bombesin in vivo pourrait étre une
accumulation du Cu-64 dans le foie puisque c’est via ce dernier que le cuivre est excrété.
Or, nous avons effectivement noté une accumulation significative de Cu-64 dans le foie,
ce qui peut laisser supposer que le Cu-64 et I’analogue du bombesin ne restent pas liés in
vivo, mais ceci ne reste qu’une hypothése. Puisque le probléme des endopeptidases serait
trés difficile a résoudre, une premiére étape dans la résolution de ce probléme serait donc
d’utiliser un chélateur différent offrant une meilleure rétention du cuivre. En effet,
plusieurs autres chélateurs tel que les cyclames et autres composés cycliques sont a

I’étude depuis peu (SUN et al., 2002), (SHEN et al., 2006).

Le couplage d’un analogue du bombesin a un radioisotope pour I’imageriec TEP

n’est pas la seule utilité de ces composés et c’est ce que démontre Iarticle 2. En effet, la

liaison du BBN(7-14)NH, & un Pc permet d’obtenir un photosensibilisateur spécifique
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aux cellules tumorales du cancer du sein et de la prostate utile dans la thérapie
photodynamique. Nous avons démontré dans cet article que ’analogue du bombesin
conservait ses propriétés lorsqu’il était li€ au Pc et les essais de corﬁpétition ont prouvé
que le photosensibilisateur obtenu se liait toujours, malgré une diminution de spécificité,

au GRPR.

Ce nouveau photosensibilisateur possédait également une meilleure phototoxicité
et démontrait une efficacité photodynamique deux a trois fois supérieure a celle du Pc
seul, et ce particuli¢rement & des concentrations de photosensibilisateur ou de dose de
lumicre plus faible. C’est donc dire que I’analogue du bombesin couplé a I’AIPcS4 A; est
plus efficace que le Pc seul. Par contre, nous avons noté une différence de LDsy non
significative entre le Pc seul et le Pc 1i¢ & I’analogue du bombesin a des concentrations
plus élevées (entre 5 et 10uM). Deux hypothéses peuvent expliquer ces résultats. En
effet, la saturation des récepteurs GRP qui survient a concentration trop élevée et
I’agrégation du photosensibilisateur sont les deux phénoménes les plus plausibles qui
peuvent expliquer la diminution d’efficacité du Pc lié & I’analogue du bombesin a des
concentrations plus élevées. La tendance des Pc a se lier aux protéines plasmatiques tel
que l’albumine sérique bovine (BSA) est un phénoméne connu qui entraine, a
concentration €élevée, son agrégation et diminue I’efficacité de ce dernier (BRASSEUR et
al., 1999). Dans le second article, nous nous sommes intéressés a cette question et nous
avons découvert que le niveau d’agrégation du Pc n’a pas de lien avec son efficacité. En
effet, le Pc 1i¢ a Panalogue du bombesin présentait le plus haut taux d’agrégation alors
qu’il s’est avéré €tre le plus efficace. De méme, AlPcS, présentait le plus bas niveau

d’agrégation et pourtant il s’est avéré étre le moins efficace. Toutefois, la saturation des
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récepteurs & concentration plus élevée demeure un facteur important dans I’efficacité du

Pc lié a ’analogue du bombesin.

Ainsi, nous avons démontré dans ces deux articles que les analogues du bombesin
permettent de cibler spécifiquement les cellules tumorales de cancer du sein et de la
prostate lors de diagnostic par imagerie TEP ou de traitement par thérapie
photodynamique, augmentant ainsi la précision du diagnostic ou du traitement tout en

diminuant les effets secondaires et I’inconfort subit par le sujet.
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7- PERSPECTIVES D’AVENIR

La liaison des analogues du bombesin avec le Cu-64 a donné des résultats plutot
modestes mais offre un excellent tremplin pour le futur. En effet, malgré des résultats in
vivo plutdt décevants, les résultats in vitro ont démontrés qu’il est possible de lier des
analogues du bombesin a un radioisotope tout en conservant les propriétés de cet
analogue. Ce projet conserve donc un fort potentiel malgré tout et, étant donné la place
importante qu’occupe I’imagerie TEP dans la détection du cancer et la détermination du
type de traitement, la poursuite de ce projet est trés intéressante. En effet, le choix du
traitement est crucial dans la survie du patient et tout outils tel que la TEP susceptible de
fournir des détails tel que I’agressivité de la tumeur ou encore 1’expression de certains
récepteurs ou non constitue un atout précieux. Le temps est également un facteur trés
important dans la lutte contre le cancer. La détection précoce de tumeurs tout comme
’application du traitement le plus adéquat deés le départ sont des atouts non négligeables
et la TEP a le potentiel d’offrir ces options. Le développement de la TEP et de

radiotraceurs sont donc trés importants.

En plus des nombreux avantages de la TEP en tant qu’outils de détection, la
combinaison d’un analogue du bombesin avec le Cu-64 permettrait de traiter les cancers
du sein et de la prostate tout en les imageant grice au type de radiations émises par le Cu-

64.

A plus court terme, il serait intéressant d’utiliser un autre chélateur que le DOTA
qui pourrait retenir le Cu-64 de fagon plus efficace tel que le SarAr (DI BARTOLO et al.,
2001) ou encore des complexes tetraazamacrocycliques plus puissant tels que le CB-

TE2A et le CB-DO2A (BOSWELL et al., 2004). Bien sur, déterminer la cause exacte de
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la libération du radioisotope du DOTA est la premiére étape dans la poursuite de ce
projet. L’étude de la demi-vie biologique des radiotraceurs serait aussi tres utile. De plus,
la mise au point des paramétres de 1’'imagerie elle-méme tel que le temps d’imagerie, la
quantité de radiotraceur a injecter et le temps d’attente entre I’injection et ’imagerie reste

a déterminer.

D’autre part, la liaison de I’analogue du bombesin au phtalocyanine ainsi que les
résultats in vitro réalisés sont encourageants et des études in vive chez un modele animal
pourraient étre envisagées. Le probléme majeur de la TPD a I’heure actuelle est surtout la
pénétration de la lumiére dans les tissus humains. En effet, plusieurs tissus sont situés
trop profondément & I’intérieur du corps pour permettre une bonne pénétration de la
lumiere jusqu’au tissu voulu. C’est pourquoi, jusqu’ici, la TPD a été utilisée
majoritairement pour traiter des maladies oculaires. La TPD n’est pas encore utilisée de
routine dans le traitement du cancer mais une implémentation tel que le ciblage de
récepteurs de cellules tumorales par le photosensibilisateur pourrait grandement favorisé
son utilisation en oncologie. Cette forme de traitement comporte en effet plusieurs
avantages non négligeables dont celui d’€tre non invasif et d’avoir des effets secondaires

moins importants que plusieurs autres traitements utilisés présentement en oncologie.

Finalement, les résultats encourageants que nous avons obtenus de la liaison des
analogues du bombesin a un radioisotope ainsi qu’a un photosensibilisateur illustrent bien
le potentiel des peptides. En effet, un trés grand nombre de peptides sont impliqués dans
divers processus biologiques. On pourrait donc imaginer utiliser n’importe quel peptide
de notre choix pour cibler le processus d’intérét. L.’imagerie TEP n’est pas non plus la

seule forme d’imagerie qui pourrait étre utilisée. Le bombesin présente en effet un intérét
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pour plusieurs autres techniques d’imagerie dans lesquelles il pourrait également étre

utilisé.

La fluorescence en est un exemple. En effet, I’imagerie par fluorescence
fonctionne sensiblement de la méme fagon que la TEP mais au lieu de suivre
I’accumulation un élément radioactif, on suit I’accumulation d’un élément émettant de la
lumiére. Ainsi, par exemple, en couplant un analogue du bombesin avec une molécule
fluorescente tel que la GFP, il pourrait peut-étre étre possible de suivre cet analogue du
bombesin et d’en apprendre davantage sur la localisation et le r6le du bombesin dans les

cellules.

L’imagerie par résonance magnétique (IRM) est également une forme d’imagerie
intéressante. Au cours des derniéres années, I'IRM s’est beaucoup développée et permet
maintenant d’obtenir des images de trés bonne qualité. L’IRM est I’imagerie des protons
de I’eau par un principe impliquant I’émission d’une fréquence pulsée et d’un champs
magnétique dans le but de modifier le spin des électrons. Le gadolinium est un agent
utilis€é en IRM qui amplifie le signal et qui est déja utilisé seul en clinique. Plusieurs
groupes étudient déja la possibilité de lier le gadolinium & d’autres molécules a I’aide du
DOTA. On pourrait donc lier le gadolinium a un analogue du bombesin pour obtenir plus
d’informations sur la localisation et le role précis du bombesin dans le développement de

tumeurs.
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8- CONCLUSION

L’imagerie TEP est le moyen le plus efficace de détecter plusieurs formes de
cancer. Elle permet de déceler des tumeurs et des récidives plus rapidement que
n’importe quel autre test clinique en plus d’étre non invasive. Par contre, le manque de
spécificit¢ des radiotraceurs présentement utilisés en clinique limite quelque fois
Iefficacité que cette forme d’imagerie, d’ou la nécessité de développer de nouveaux
radiotraceurs plus performants. Nous avons évalué la possibilité d’utiliser le radioisotope
Cu-64 couplé a un analogue du bombesin pour pouvoir cibler spécifiquement les
récepteurs GRP qui sont surexprimés dans les cancers du sein et de la prostate. De plus,
ces récepteurs fournissent un indice sur I’agressivité de la tumeur. Cette étude a donc été
réalisée dans le but de pouvoir détecter le cancer de la prostate et obtenir une imagerie du
cancer du sein plus précise incluant dans les deux cas une détermination qualitative de

’agressivité de la tumeur,

Deux analogues du bombesin, le 8-Aoc-BBN(7-14)NH2 et le **Cu-DOTA-Aoc-
[D-Tyr°BAla''Thi">Nle'*]BBN(6-14)NH, ont été évalués lors de ces expériences. Les
résultats obtenus lors de I’évaluation in vitro du potentiel de ces analogues marqués au
Cu-64 ont révélés une bonne spécificité envers les GRPR de plusieurs lignées de cellules
tumorales. Ces résultats nous ont guidé vers les lignées les plus susceptibles de nous
permettre d’établir et d’évaluer le potentiel de ces radiotraceurs in vivo dans un modéle
animal murin. Un mod¢le de cancer du sein humain et un de cancer de la prostate ont
donc été sélectionnés a partir des résultats obtenus in vitro. Toutefois, les résultats des
modeles animaux ont été décevants par rapport a ceux obtenus in vitro avec les mémes
lignées cellulaires. Deux hypothéses peuvent expliquer les résultats obtenus in vivo. Tout

d’abord, le bombesin est un neuropeptide qui a une trés courte demi-vie biologique de 1-

75



2 min. (YEGEN, 2003) puisqu’il peut étre 1ié a plusieurs protéines plasmatiques. De plus,
la demi-vie du BBN(7-14) est également connue et est de 5min (YANG et al., 2006). 1l
est donc possible que les analogues que nous avons testés aient été dégradé avant
d’atteindre la tumeur. La deuxiéme hypothése est que le Cu-64 n’est pas demeuré li€ au
DOTA. En effet, lors de I’amorce de ce projet le DOTA était le chélateur le plus adéquat,
mais sa configuration permet au Cu-64 de ressortir. D’autres hypothéses pourraient
également expliquer la disparité entre les résultats in vitro et in vivo, mais la deuxiéme
possibilité demeure cependant la plus probable car I’imagerie et les résultats de
biodistribution démontrent clairement la présence de cuivre libre. En ce qui concerne la
premiére hypothése, I’'un des deux analogues testés possédait des acides aminés
synthétiques dans le but de contrer spécifiquement le probleme de la dégradation in vivo,

cette hypothése est donc peu plausible.

En plus de I’imagerie TEP, nous avons étudié la possibilité d’utiliser I’'un de ces
analogues du bombesin, le 8-Aoc-BBN(7-14)NH,, couplé & un photosensibilisateur, le
AlPcS,, dans le but d’évaluer son potentiel dans la thérapie photodynamique ciblée ou
I’analogue du bombesin permettrait de cibler spécifiquement les cancer du sein et de la
prostate diminuant ainsi les effets secondaires nuisibles entrainés par la TPD. Les tests in
vitro réalisés ont démontré le potentiel réel de I’analogue du bombesin li¢ a I’AIPcS, en
tant que photosensibilisateur. En effet, I’étude in vitro démontre que 1’analogue du
bombesin conserve ses propriétés de liaison ainsi que sa spécificité envers les récepteurs
GRP alors que AIPcS4 conserve ses propriétés photosensibilisantes lorsqu’il est li¢ au 8-
Aoc-BBN(7-14)NH.. De plus, une augmentation de I’efficacité photodynamique a été
notée lors de la liaison de I’AlIPcS4A, a I’analogue du bombesin. La conjugaison du Pc &

’analogue du bombesin permet également de diminuer la quantité de photosensibilisateur

76



requise pour la thérapie photodynamique. Le AlPcS4A;-8-aoc-BBN(7-14)NH, fait donc

preuve d’un potentiel intéressant pour la thérapie photodynamique cibiée.

Ces deux études démontrent donc le potentiel des analogues du bombesin dans le

diagnostic et le traitement du cancer du sein et de la prostate.
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ANNEXE 1

Protocole expérimental d’essai de compétition de liaison
p

d’analogues du bombesin a des récepteurs de cancer du

1-

sein et de la prostate

Mettre dans des plaques de 24 puits les cellules tumorales de la lignée désirée (50
000 cellules par puits) et laisser croitre jusqu’a environ 70-80% de confluence.
Aspirer le milieu de culture cellulaire et le remplacer par 400ul de milieu de
réaction ( RPMI a pH 7.4 contenant 4,8 mg/ml d’HEPES (10 ml pour 500ml de
milieu), 0.1pg/ml de Pénicilline/Streptavidine (5ml pour 500ml de milieu) et
2mg/ml de BSA (1g pour 500ml de milieu)).

Ajouter 50pl d’analogue du bombesin marqué au Cu-64 ou de bombesin marqué
au I-125 (ayant une dilution donnant 20 000 cpm, 370 Bq) et 50pl de bombesin ou
d’analogue du bombesin non radioactif ayant une concentration variant de1X10"
M a 1X10°M et compléter les volumes des pétris pour avoir un volume final de
500ul si nécessaire dans chacun des puits.

Incuber les cellules a 37°C pendant 40min avec agitation.

Aspirer le milieu de réaction.

Laver les cellules 2X avec du PBS.

Mettre 500ul de trypsine dans les puits.

Récolter les cellules et placer le contenu de chaque puits dans un tube et compter
dans le compteur gamma « Cobra y-counter ».

Analyser les résultats obtenus avec GraphPRISM.
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9-

ANNEXE 2

Protocole expérimental d’imagerie TEP

tumorale au Cu-64 et de biodistribution

Peser et identifier I’animal, mesurer les tumeurs.

Anesthésier ’animal sous isoflurane (2.0%, oxygéne 1.5L/min).

Installer une canule dans la veine caudale.

Préparer une seringue de 300uCi pour de I’imagerie ou 10uCi pour une
biodistribution d’analogue du bombesin marqué au Cu-64 en complétant le
volume & 0.2ml avec de la saline.

Injecter ’animal.

Faire un flush de 0.1ml.

Réveiller et garder I’animal dans sa cage derri¢re le mur de plomb pendant le
temps requis.

Installer I’animal anesthésié (isoflurane) sur le ventre téte premiére et positionner
le laser sur les tumeurs.

Faire une image statique de type corps entier pendant 1h.

10- Sacrifier I’animal sous anesthésie par inhalation de CO,.

11-

Procéder a la biodistribution.

12- Quantifier la radioactivité (en % de dose injectée accumulé par gramme de tissu)

contenue dans chacun des organes obtenus de la biodistribution.
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Annexe 3

Cette partie de ’annexe présente les résultats de biodistribution pour les lignées MC7-L1
et MC4-L2 pour le **Cu-DOTA-8-Aoc-BBN(7-14)NH, qui étaient mentionnés dans
Particle #1 mais dont le tableau n’était pas présenté. On peut voir que ces résultats sont
trés similaires 4 ceux présentés dans I’article avec une accumulation importante dans le
foie et une accumulation dans les tumeurs qui ressemble beaucoup a celle des autres

lignées qui varient entre 1.0 et 5.0%.

MC7-L1  MC4-L2*
withco-  with co-
MC7-L1 MC4-L2*  injection  injection

Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD

Blood 6.28 3.18 - - 547 398 - -
Plasma 237 0.70 — - 284 120 - -
Adrenat

glands 427 111 - e 337 097 - e
Ovaries 362 1.13 - me= 623 552 - -
Uterus 341 103 - e 464 224 em eee
Testicules - e mme mm mem mem e e
Fat 077 0.56 - === 124 0.83 - -
Kidney 598 1.18 -~ = 758 381 - -
Spleen 3.06 104 - = 275 077 - -
Pancreas - crm emm mie eme eem eme wes
Liver 16.50 4.53 - - 1686 381 - -
Heart 324 092 - - 268 082 - -
Lungs 487 203 -~ -~ 487130 e
Tumor 262 085 241 133 291097 3.05 1.76
Muscle 0.76 0.52 - - 076 030 — -
Bone 1.26 0.59 --- - 131 0.51 - e
Brain 032 015 - - 0.250.10 .- -

*Each group of animal bore one MC7-L1 tumor on the left thigh and one
MC4-L2 tumor on the right thigh
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Cette partie de I’annexe présente les résultats de biodistribution pour la lignée MCF-7

pour le *Cu-DOTA-Aoc-[D-Tyr’BAla''Thi'’Nie'*]BBN(6-14)NH,

étaient

mentionnés dans Particle #1 mais dont le tableau n’était pas présenté. On peut voir que

ces résultats sont trés similaires & ceux présentés dans Iarticle ainsi que ceux de ’autre

analogue de BBN avec une accumulation importante dans le foie ol le cuivre est

métabolisé et dans le pancréas ou I’on retrouve une expression élevée de GRPR. Les

tumeurs démontrent également une accumulation similaire aux autres lignées ainsi qu’a

’autre analogue de BBN.
MCF-7 (with co-injection)

Mean SD Mean SD
Blood 2,23 2,27 2,58 1,2
Plasma 3,08 2,76 4,57 2,34
Adrenal glands 5,84 4,41 523 1,1
Ovaries 6,48 7,29 5,23 1,87
Uterus 3,98 2,88 3,23 0,95
Testicules - - -- -—-
Fat 1,65 1,19 3,21 0,81
Kidney 12,82 8,93 13,84 6,75
Spleen 4,17 3,14 44 1,19
Pancreas 19,72 11,93 4,08 0,57
Liver 24,76 15,84 35,04 8,72
Heart 4,13 4,32 3,98 0,75
Lungs 6,21 6,43 5,73 1,77
Tumor 3,34 0,33 4,08 1,47
Muscle 1,42 1,05 2,47 1,7
Bone 0,98 1,10 0,67 0,15
Brain 0,37 0,32 0,29 0,1
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Annexe 4

Cette annexe présente les résultats des ratios calculés a partir des biodistributions (non

inclus dans I’article #1) et qui donnent une autre vision de ’accumulation des analogues

de BBN dans les tumeurs.

(tumeur/sang)  (**Cu-DOTA-8-Aoc-BBN(7-14)NH,)

MC7-L1 MC4-L2 PC-3 T47D MCF-7 CuCl, Cu acetate

Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD
30min 2,10 0,19 2,92 0,40  —coc emem aeem ceme emmn emem mmme meee eeee e
60min 2,59 0,82 3,35 0,30 3,24 1,57 3,37 1,55 226 066 1,49 0,96 1385 1,03
60min co-inj 1,90 0,73 2,39 0,84 3,73 1,18 <ee- erme emme cmem emee emen eee e
120min 1,26 1,44 1,35 1,63 === mem cmem cmee mmmn amem ceme oees ceee e
120min co-inj 1,48 1,45 1,64 1,60  weu- cece wmem  ema mmme mmem mwe meem mmem emee
(tumeur/muscle) (*Cu-DOTA-8-Aoc-BBN(7-14)NH,)

MC7-L1 MC4-L2 PC-3 T47D MCF-7 CuCl, Cu acetate

Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD
30min 363 029 513 135  comv ceee mmem ee e eeen mmem mmie meee e
60min 575 1,52 17,62 1,44 3,42 1,34 3,69 2,67 194 0,50 843 7,99 295 0,30
60min co-inj 333 1,40 4,28 2,12 737 6,00  —ees ems meme meme mien mmen emen e
120min 4,68 1,71 4,77 2,02 ceee meem emem emem eoem mame wmme mmme meme omee
120min co-inj 3,99 1,67 347 1,82  coee mece ctue mem mmem mwem wwes amee mme mmem

(tumeur/sang)  (*Cu-DOTA-Aoc-[D-Tyr’BAla''Thi*Nle'*JBBN(6-14)NH,)

PC-3 . MCF-7

Mean SD Mean SD
60min 0,83 0,78 1,68 0,46
60min co-inj 1,00 0,19 1,65 0,52

(tumeur/muscle) (*Cu-DOTA-Aoc-[D-Tyr’BAla’Thi"*Nle'|BBN(6-14)NH;)

PC-3 MCF-7
Mean SD Mean SD
60min 2,56 0,72 2,29 0,61
60min co-inj 164 043 1,88 0,59
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