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Evaluation de traceurs peptidiques radiomarqués pour la détection du cancer du
sein et de la prostate par imagerie TEP

Par
Patrick Fournier
Département de médecine nucléaire et radiobiologie

Mémoire présenté a la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de
I’obtention du dipléme de maitre ¢s sciences (M.Sc.) en Sciences des radiations et
imagerie biomédicale
Faculté de médecine et des sciences de la santé, Université de Sherbrooke,
Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4

Les cancers du sein chez les femmes et de la prostate chez les hommes sont les
cancers les plus répandus au Canada. Un diagnostic précoce et un suivi de la thérapie bien
adapté au type de cancer représentent des facteurs importants pour le traitement de ces
maladies. La tomographie d’émission par positrons (TEP) permet de visualiser la
distribution spatiale et temporelle de molécules radiomarquées. Le développement de
nouveaux traceurs spécifiques a certains récepteurs surexprimés dans différents types de
cancer permettrait d’améliorer le diagnostic a I’aide de I’imagerie TEP.

La bombésine se lie a 3 types de récepteurs humains, dont le récepteur a relache
de gastrine (GRPR). 1l est surexprimé dans 65% des cas de carcinomes canalaires in situ
et 63% des tumeurs prostatiques. Le GRPR pourrait également €tre utilis€ comme
marqueur du caractére malin dans ces cas de cancer. Notre hypothese est que les ligands
radiomarqués ciblant le GRPR permettraient un meilleur diagnostic a partir de I’'imagerie
TEP et contribuerait au développement d’une médecine personnalisée.

Le premier objectif de cette étude vise a évaluer les effets du radiométal utilisé
pour marquer les molécules sur les propriétés physicochimiques des traceurs ciblant les
GRPR. Un peptide modele, le NOTA-PEG-BBN(6-14), a été marqué au *Cu et au *®*Ga.
Ces études ont démontré que ’isotope utilisé pour le marquage influence I’affinité du
peptide pour le GRPR et conséquemment son accumulation spécifique. Le deuxiéme
objectif consiste a évaluer et comparer différents monomeéres et homodimeres dérivés de
la bombésine afin d’étudier le rdle de la valence du ligand sur la captation et la rétention
tumorale ainsi que d’évaluer I’effet de la longueur de I’espaceur entre les deux ligands des
homodimeéres de la bombésine sur la captation/rétention tumorale. Ainsi, le NOTA-PEG-
BBN(6-14) et deux homodimeres ont été comparés in vitro et in vivo. Les composés
homodimériques présentent une accumulation non-spécifique accrue au niveau des
poumons, de la rate, du foie et des reins. De plus, le NOTA-dimere 2 possédant un plus
long espaceur présente une accumulation spécifique augmentée au niveau du pancréas, un
organe riche en GRPR, et une rétention supérieure au niveau des cellules tumorales
prostatiques PC3 tant in vitro qu’in vivo chez les souris Balb/c nues xénogreffées.

Mots-clés : Bombésine, récepteur du peptide de la relache de la gastrine, peptide
homodimérique, cuivre-64, gallium-68, cancer du sein, cancer de la prostate, TEP
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INTRODUCTION

1. Cancer

Le cancer est la seconde cause de mortalité au Canada et un fléau au niveau mondial.
Cette maladie prend naissance dans nos cellules en présentant une croissance anarchique
et incontr6lable en plus de ne plus répondre aux signaux de 1’organisme. Un cancer peut
se développer dans presque n’importe quel organe et présenter divers degrés d’agressivité.
Les catégories de cancer varient selon le type de cellules duquel découle le cancer. Les
cellules a I’origine d’une tumeur peuvent infiltrer les tissus avoisinants et former des
métastases (BECKE et al, 2006). De nos jours, plusieurs types de cancer sont curables,
mais dans tous les cas, un diagnostic précoce et un traitement approprié assurent un
pronostic favorable. La recherche sur le cancer est donc trés importante pour mieux

comprendre et combattre cette pathologie (Société canadienne du cancer, 2007).

1.1 Cancer du sein

En 2010, le cancer du sein est le cancer le plus fréquemment diagnostiqué chez les
femmes canadiennes. 11 s’agit de 22 300 nouveaux cas chez les femmes, mais on
dénombre également 180 nouveaux cas chez les hommes annuellement. En termes de
déces, 50 hommes et 5 300 femmes ont succombé & ce cancer au cours de I’année, en
faisant le deuxieme cancer le plus meurtrier pour les femmes au Canada. Avec les

avancées de la recherche, le taux de survie a cinq ans a légérement augmenté au cours des



dernieres années. Les cellules cancéreuses mammaires peuvent provenir des canaux
galactophores ou des glandes mammaires. Les cancers les plus fréquents sont issus des
canaux galactophores (Société canadienne du cancer, 2011). Plusieurs facteurs de risque
ont été identifiés pour ce cancer. Il peut s’agir de facteurs génétiques héréditaires, de 1’4ge
et d’antécédents familiaux ou personnels incluant aucun accouchement avant 1’age de 30

ans, des menstruations précoces, une ménopause tardive et des seins denses.

De nos jours, le diagnostic du cancer du sein peut se faire selon différentes
approches. La méthode de dépistage la plus répandue & grande échelle est la
mammographie (Société canadienne du cancer, 2011). 11 existe divers autres examens
médicaux pouvant étre utilisés pour ce diagnostic comprenant 1’échographie, I'imagerie
par résonance magnétique et la tomographie d’émission par positrons (TEP) (GILBERT,
2008). Une fois qu’une tumeur potentielle est identifiée, une biopsie est réalisée afin de
s’assurer du caractére tumoral de la 1ésion. Parmi ces examens, la TEP, une modalité
d’imagerie puissante et non-invasive, permet non seulement la détection de la tumeur,

mais également des métastases potentielles issues de ce cancer du sein.

Une fois le diagnostic posé, il existe plusieurs avenues de traitements potentiels.
Le choix du traitement dépend du stade du cancer, des caractéristiques de la tumeur et du
patient en considérant des facteurs tels 1’état de santé et les antécédents familiaux. Les
méthodes les plus utilisées sont la chimiothérapie, la radiothérapie et la chirurgie. Bien
souvent, les patientes vont recevoir une combinaison de ces traitements. Il existe des
mesures alternatives comprenant I’immunothérapie et I’hormonothérapie. Ces traitements

ont pour but d’éviter la propagation et la progression de la tumeur (DOWNS-HOLMES et
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SILVERMAN, 2011; SILVA et ZURRIDA, 2000). Il existe toutefois un besoin réel de
développer des outils pour aider le suivi aux traitements afin de proposer rapidement des

soins alternatifs en cas d’échec a la thérapie proposée.

1.2 Cancer de la prostate

En 2010, le cancer de la prostate est le cancer le plus fréquemment diagnostiqué
chez les hommes canadiens, ce qui représente 24 600 nouveaux cas. 4300 déces sont
attribuables a ce cancer au cours de la méme année. Il se situe au troisieéme rang des
cancers les plus meurtriers pour les hommes au Canada. Certains facteurs de risqﬁes sont
associés au cancer de la prostate. Les plus importants sont d’étre 4gé de plus de 65 ans,
avoir des antécédents familiaux de cancer de la prostate et avoir des ancétres d’origine
africaine. En général, le cancer de la prostate évolue lentement et peut souvent €tre traité

ou guéri avec succes (Société canadienne du cancer, 2007).

Pour le diagnostic, la premiere étape est généralement le toucher rectal afin de
détecter I’hypertrophie de la prostate caractéristique de ce cancer. Si la prostate est
hypertrophiée, différents examens sont possibles pour confirmer le diagnostic (Société
canadienne du cancer, 2007). D’abord, le dosage de 1’antigéne prostatique spécifique
(PSA) a partir d’un échantillon sanguin. Cet examen est un indicateur, mais pour
confirmer hors de tout doute le diagnostic, un protocole d’imagerie sera réalis€ qu’il
s’agisse d’échographie, de radiographie, de tomodensitométric ou d’imagerie par

résonnance magnétique. La méthode la plus utilisée est I’échographie transrectale

3



combinée a la biopsie ce qui assure un diagnostic complet (RAVINDER et

SCHELLHAMMER, 2011).

Suite au diagnostic, plusieurs traitements sont possibles. Le choix du traitement
dépend du stade, du grade et du type du cancer, du niveau de PSA sanguin ainsi que de
I’état de santé du patient. Les possibilités de traitements sont la chirurgie (prostatectomie),
la radiothérapie, I’hormonothérapic et la chimiothérapie @(RAVINDER et
SCHELLHAMMER, 2011). A P’exception de la biopsie, une méthode invasive, les
modalités d’imagerie existantes ne permettent pas de déterminer le stade, le grade ou le
type de cancer. L’utilisation de 1’imagerie oncologique moléculaire par tomographie
d’émission par positrons (TEP) présente un intérét pour confirmer les stades localisés et
permettre une caractérisation de la tumeur avec une sensibilité et une spécificité
supérieure par rapport aux autres techniques utilisées. En plus de cette spécificité et
sensibilité supérieure, un examen diagnostique par TEP basé sur I’imagerie moléculaire
des cellules cancéreuses est peu invasif et permet la caractérisation moléculaire de ces
cellules au moment du diagnostic, mais peut également étre utilisé pour effectuer le suivi

des patients tant pour le cancer de la prostate que le cancer du sein

1.3 Cibles peptidiques potentielles pour le diagnostic du cancer par imagerie TEP

Au cours des derni¢res années, plusieurs cibles peptidiques ont été associées au
diagnostic et méme considérées au niveau du traitement de plusieurs cancers. Les

récepteurs de la somatostatine (SST), de la cholécystokinine-2 (CCK-2), du peptide de la
4



reliche de la gastrine (GRP), de la neurotensine (NT), du peptide intestinal vasoactif
(VIP), du neuropeptide Y (NPY), du peptide similaire au glucagon (GLP), du facteur de la
relache de la corticotropine (CRF) et de la neurokinine 1 (NK1) (REUBI et al., 2005)
ainsi que le récepteur du facteur de croissance épithélial (EGF) (WEINER et THAKUR,
2002) en sont des exemples. Ces récepteurs sont hautement surexprimés au niveau des
cellules cancéreuses. Par contre, pour permettre un meilleur diagnostic, il est important
d’identifier des récepteurs qui sont absents ou exprimés faiblement au niveau du tissu sain
correspondant, offrant ainsi une excellente spécificité de détection. Dans le cadre de ce
projet, notre intérét s’est porté sur le récepteur du GRP puisqu’il n’est que trés faiblement
présent au niveau des tissus mammaires et prostatiques normaux et fréquemment

surexprimé pour les cancers correspondants (SUN et al., 2000; HALMOS et al., 1995).

2. Les récepteurs de la famille de 1a bombésine

2.1 Généralités

La bombésine (BBN) est un peptide de 14 acides aminés qui a été isolé en 1971 de la
peau de la grenouille Bombina Bombina par Anastasi et son équipe (ANASTASI et al.,
1971). Le premier analogue de la bombésine chez les mammiféres a été isolé de 1’estomac
de porc. I a été nommé peptide de la relidche de la gastrine (GRP) puisqu’il permet une
relache abondante de la gastrine de ce tissu (MCDONALD et al.,, 1978; MCDONALD et
al., 1979). Un second peptide analogue de la bombésine, la neuromédine B (NMB), a été
identifié en 1983 au niveau de la moelle épiniere porcine (MINAMINO ez al., 1983). Le

seul analogue de la bombésine exprimé chez 1’humain est le GRP.



Les récepteurs de la famille de la bombésine se divisent en quatre sous-types : BB1,
BB2, BB3 et BB4. Tous ces récepteurs appartiennent a la super famille des récepteurs
couplés a une protéine G. Ainsi, ces récepteurs possédent 7 domaines trans-
membranaires, une queue cytosolique a laquelle la protéine G se couple et un segment
extracellulaire permettant la spécificité de liaison. La signalisation de ces récepteurs
implique principalement l’activation de la phospholipase C, mais également la
phosphorylation de plusieurs protéines sur leur résidu tyrosine sans toutefois activer

I’adénylate cyclase. (JENSEN et al., 2008).

2.2 Le récepteur du peptide de la relache de la gastrine

Le récepteur du peptide de la relache de la gastrine (GRPR) ou BB2 humain est un
récepteur de 384 acides aminés liant sélectivement le peptide de la relache de la gastrine
(GRP). L’expression du GRPR dans I’organisme sain est élevée au niveau du pancréas
(TANG et al.,1997), moyenne pour le systéme gastro-intestinal de 1’cesophage au rectum
et relativement faible pour le systtme nerveux central et les glandes surrénales (XIAO et
al., 2001). Chez le primate, les régions du systéme nerveux central présentant le GRPR
sont 1’amygdale, 1’hypothalamus et I’hippocampe (SANO et al. 2004). Le GRPR est
impliqué dans un grand nombre de processus physiologiques, dont la contraction du
muscle lisse au niveau gastro-intestinale et uro-génital principalement en ce qui a trait a la
motilité et au péristaltisme (JENSEN er al., 2008; GRIDER, 2004), des effets sur les
cellules immunitaires, la stimulation de la sécrétion ou la relache d’hormones incluant

I’insuline, la croissance de certains tissus normaux ou néoplasiques (PATEL et al., 2006),



la régulation du cycle circadien (KALLINGAL et MINTZ, 2007), la thermorégulation,
I’anxiété et certains troubles neurodégénératifs et psychiatriques (ROESLER et al., 2006),
la satiété (JENSEN er al.,, 2008) ainsi que la réponse au stress (MOODY et MERALI,

2004).

2.3 Implication dans le cancer

Les récepteurs de la famille de la bombésine sont des récepteurs surexprimés dans
une grande variété de cancers (REUBI er al, 2002). Par exemple, les cancers de la
prostate (MARKWALDER et REUBI, 1999; BARTHOLDI et al, 1998; SUN et al,
2000), du sein (HALMOS et al., 1995; GUGGER et REUBI, 1999), des ovaires (SUN et
al., 2000), du pancréas (EHLERS et al, 2000; TANG et al, 1997), de I'utérus
(FLEISCHMAN et al., 2005), des reins (HEUSER et al., 2005), du colon (CHAVE et al,,
2000; SAURIN, 1999) et des poumons (UCHINDA et al., 2002) ont été identifiés pour

surexprimer au moins un sous-type des récepteurs de la famille de la bombésine.

Dans le cadre de ce projet, le cancer de la prostate et du sein sont les cancers ciblés
vu leur grande prévalence clinique. Pour ce qui est du cancer de la prostate, la
surexpression des différents sous-types réceptoriels a été étudié par Sun et al. par RT-PCR
et par essais de liaison. D’aprés leurs résultats de RT-PCR, 91%, 14% et 9% des
échantillons de tissus de cancer de la prostate humain présentent ’ARN messager pour le
GRPR, le NMBR et le BB3 respectivement (SUN et al, 2000) indiquant une

surexpression plus marquée au niveau du GRPR. Des essais de liaison ont démontré que
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le GRPR était présent a la surface de 63% des échantillons (SUN et al., 2000). Le GRPR
est surexprimé a la surface de cellules cancéreuses de la prostate & un stade précoce de la
carcinogénése et correle positivement avec la présence d’androgeéne pour les cancers
hormono-dépendants (MARKWALDER et REUBI, 1999). De plus, cette surexpression a
également été observée pour des cancers de la prostate hormono-indépendants
(MARKWALDER et REUBI, 1999; SMITH et al., 2003). 11 a été rapporté que les tissus
prostatiques hyperplasiques présentent une expression de GRPR qui est environ 20 fois
inférieure aux tissus cancéreux correspondants (MARKWALDER et REUBI, 1999). En
ce qui a trait au cancer du sein, le niveau d’expression du GRPR corréle positivement
avec la présence de récepteurs de 1’estrogéne (HALMOS et al, 1995). Par contre, il ne
s’agit pas d’une expression concomitante des deux récepteurs. En fait, le GRPR est
exprimé par plusieurs lignées cellulaires et tissus cancéreux mammaires hormono-
indépendants ce qui en fait une cible intéressante pouvant cibler I’ensemble des cellules
cancéreuses mammaires et ce sans se limiter a une caractéristique telle la dépendance aux
hormones. Halmos et al ont tout de méme démontré que 1’expression du GRPR était
retrouvé dans les mémes proportions pour les tumeurs mammaires des femmes agées de
plus de 40 ans sans préciser le statut de la ménopause, mais exempt des tumeurs pour les
patientes dgées de moins de 40 ans laissant supposer un lien entre 1’dge de la patiente et la
présence du GRPR au niveau de la tumeur (HALMOS et al., 1995). L’intérét de ce
récepteur réside en 1’absence du GRPR au niveau du tissu mammaire sain correspondant
(GIACHETTI et al, 1990). Le GRPR est surexprimé dans 65% et 68% des cas de
carcinomes canalaires non-invasifs et invasifs respectivement. De plus, le GRPR est
également surexprimé dans 100% des métastases issues d’un carcinome mammaire qui

présentait la surexpression du GRPR (GUGGER et REUBI, 1999).



Le GRPR a été grandement étudié au niveau de ses implications dans un contexte
tumoral. Entre autres, I’expression du GRPR a été associée a la transformation
néoplasique (ALBRECHT e al., 2004), la migration cellulaire (APRIKIAN et al., 1997;
NAGAKAWA et al., 1998), la prolifération (BOLOGNA et al, 1989; NAGAKAWA et
al., 1998) ainsi qu’a la capacité d’invasion de ces cellules (FESTUCCIA et al., 2002;
ISHIMARU et al., 2002; FESTUCCIA et al., 1998) dans le cas du cancer de la prostate.
Plusieurs carcinomes humains ont été rapportés comme stimulant leur prolifération via le
GRPR de fagon autocrine et paracrine. Le GRPR est considéré mitogeéne, c’est-a-dire
favorisant la prolifération. Ainsi, il pourrait étre un marqueur du phénotype malin de ces
cellules tumorales et étre utilisé pour le suivi au traitement (BOLD et al.,, 1998). Ala
lumiére de ces études, le GRPR est une cible de choix pour la détection du cancer du sein
et de la prostate. Pour cibler ce récepteur in vivo, des radiotraceurs peptidiques ciblant le
GRPR ont été préparés afin de permettre le diagnotic de ces cancers par 1’imagerie TEP.

Les peptides radiomarqués combinés a ’imagerie TEP sont considérés comme étant une

méthode simple et efficace pour cibler le GRPR in vivo.

3. Tomographie d’émission par positrons
3.1 Principes de la tomographie d’émission par positrons

La TEP est une modalité d’imagerie permettant de mesurer le métabolisme, la
physiologie et I’expression spécifique de récepteurs in vivo. L’intérét de la TEP réside en
sa capacité d’étudier ces processus biochimiques in vivo de fagon non-invasive. En fait, la

TEP permet de caractériser directement au niveau moléculaire les déréglements
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métaboliques et fonctionnels & 1’origine des pathologies (LECOMTE, BENTOURKIA et

BENARD, 2002).

Lors d’un examen TEP, un patient se voit injecter un radiotraceur contenant un
atome radioactif émetteur de positron (B*). L’imagerie TEP exploite la désintégration de
type béta-plus. Il s’agit de la désintégration d’un atome radioactif riche en protons durant
laquelle un proton est converti en neutron ce qui méne i I’émission d’un B* et d’un
neutrino (v) qui se partagent ’énergie émise. Suite a la désintégration, le " parcourt
quelques millimétres dans le tissu en perdant de 1’énergie (SAHA, 2004). Puis, il
s’annihile avec un électron du milieu. Cette annihilation cause I’émission de deux photons
de 511 kilo-électron-volt (keV) chacun dans des directions opposées. Les détecteurs du
tomographe d’émission par positrons détectent en coincidence ces photons. Selon les
principes de reconstruction tomographique, il est possible de déterminer 1’endroit de
provenance de ces photons d’annihilation. Ainsi, I’image obtenue correspond au site de

I’annihilation du positron et non au site d’émission de ce dernier.

La TEP posséde deux limitations physiques contribuant a2 la détérioration de la
résolution spatiale. Premieérement, la co-linératité imparfaite des photons d’annihilation.
Les photons d’annihilation sont émis a 180° + 0.25°. La seconde limitation est la portée
du positron. Plus le B* émis posséde de I’énergie, plus il voyagera dans le milieu avant de
s’annihiler. La distance parcourue par le B* entre son émission et son annihilation est
nommée portée du B*. Une longue portée du P* entraine donc une détérioration de la

résolution spatiale. Malgré ces limitations, le TEP est la modalité d’imagerie offrant la
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plus grande sensibilité de détection permettant méme la visualisation in vivo de

récepteurs.

4, Radiotraceurs

4.1 Généralités

Par définition, un radiotraceur, également appelé radiopharmaceutique une fois
approuvé pour sa mise en marché par une agence réglementaire, est un composé marqué
d’un atome radioactif détectable permettant son suivi dans un organisme. Environ 95%
des radiopharmaceutiques utilisés en médecine nucléaire servent & des fins diagnostiques.
Un radiopharmaceutique doit &tre sécuritaire et non toxique. En général, les
radiopharmaceutiques n’ont qu’un effet pharmacologique trés faible, voire négligeable,
puisque les radiotraceurs sont administrés selon un dosage sub-pharmacologique qui ne
présente aucune relation dose-réponse. Le choix du radio-isotope utilisé est important et
doit prendre en considération que le rayonnement émis soit facilement détectable par les
appareils d’imagerie et que le patient soit minimalement exposé aux radiations. (SAHA,

2004).

Plusieurs facteurs peuvent modifier la clairance et la distribution d’un radiotraceur
dans I’organisme, entre autre, la charge, la solubilité et la taille de la molécule ainsi que la
liaison aux protéines plasmatiques. Durant le développement d’un radiotraceur, il est
primordial d’étudier I’affinité du traceur pour sa cible, sa stabilit€ in vitro et in vivo

(SAHA, 2004) avant de procéder aux études de distribution.
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Au cours des derni¢res années, on a observé une augmentation importante du
nombre de peptides radio-marqués en tant que radiotraceurs pour le diagnostic du cancer.
L’utilisation de peptides comme radiotraceurs présente plusieurs avantages. Il s’agit de
molécules de petite taille et de faible poids moléculaire, ce qui leur confére une excellente
perméabilité vasculaire. De plus, ils présentent une faible toxicité et immunogénicité.
Effectivement, ayant des structures similaires a celle des peptides endogenes, ils
présentent des caractéristiques comparables, ce qui limite les risques de toxicité, d’effets
secondaires et de réactions immunitaires. Par ailleurs, la clairance sanguine et tissulaire
des peptides est rapide, ce qui permet d’atteindre d’excellents ratios de captation
tumeur/tissu non-cible. Les peptides sont faciles & synthétiser et a modifier en plus d’étre
tolérants a la substitution par un chélateur permettant le marquage a partir de radiométaux.

Ils sont ainsi faciles & radiomarquer et ont une grande affinité pour leurs récepteurs

(REUBI, 2003).

4.2 Radiotraceurs peptidiques ciblant le GRPR

Depuis plusieurs années, le développement de radiotraceurs ciblant le GRPR est
un domaine de recherche effervescent. Plusieurs peptides radiomarqués ont été étudiés par
différents groupes de recherche incluant notre groupe du Centre d’imagerie moléculaire
de Sherbrooke. Le tableau 1 présente quelques exemples de radiotraceurs ciblant le GRPR

tant pour le diagnostic que pour le traitement de divers cancer.

Dans le cadre de ce projet de recherche, un peptide synthétique, le [D-Phe®, B-

Ala'!, Thi'?, Nle"*]Bombesin(6-14) (BBN(6-14)) (MANTEY et al., 1997) a été utilisé
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comme composé modele (GUERIN et al., 2010a). Tl s’agit d’un analogue de la bombésine
contenant la séquence en acides aminés essentielle a sa liaison aux GRPR. De plus,
plusieurs acides aminés non-naturels ont été intégrés a sa séquence de maniére a
augmenter sa stabilit€ in vivo. Il s’agit d’un peptide unique ayant la propriété de se lier
avec grande affinit€ au GRPR. Un chélateur NOTA a été ajouté au BBN(6-14) en position
N-terminale de maniére A permettre le marquage du peptide 4 partir de radiométaux

(GUERIN et al., 2010a). Le peptide modele pour le projet est le NOTA-PEG-BBN(6-14)

présenté a la figure 1.
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Figure 1. Structure chimique du NOTA-PEG-BBN(6-14)

Tableau 1 : Exemples de radiotraceurs peptidiques ciblant les GRPR utilisés en diagnostic
ou en traitement pour le cancer.

Peptide Isotope Reéférence I
DOTA-PESIN 878 Ga,'"Lu | Zhang et al, 2007
%4cu Chen et al , 2004
s Ferro-Flores et al , 2006

DOTA-[Lys3]BBN

[Lys3]-BBN 3 Zhang et al, 2006
04
_ Cu Yang et al, 2006
DOTA-BBN(7-14) 74 |Smith et al, 2003
BBN(7-14) 18Re  |Smith etal, 2003

%Cu Prasanphanich et al , 2007
%Ga  |Liueral, 2009

%Ga Schuhmacher et al, 2005
7y Pujatti et al , 2010

NOTA-BBN(7-14)

DOTA-BBN(6-14)

AMBA ta  |Lantry et al, 2006
Demobesin 1 99mTa Nock et al , 2003
Demobesin 4 Sy Nock et al , 2005
Bomproamide M Abd-Elgaliel et al , 2008
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5. Facteurs influengant les propriétés biologiques des radiotraceurs peptidiques

Pour ce projet, nous avons choisi d’utiliser des peptides substitués par un chélateur qui
permet la complexation d’un radiométal émetteur de positrons détectable en imagerie
TEP. L’utilisation des chélateurs facilite le marquage de peptides en deux étapes
nécessitant simplement une incubation en présence du radiométal suivie d’une

purification.

Au cours du développement de différents radiotraceurs, plusieurs facteurs ont été
recensés comme pouvant modifier leurs caractéristiques de biodistribution et d’efficacité
de détection, incluant le radio-isotope utilisé, le choix du chélateur, la séquence
peptidique, la multiplicité du éeptide et I’espaceur qui relie le peptide et le chélateur. Dans
le cadre de ce projet, trois facteurs—Ile type de radiométal, la multiplicité du ligand
peptidique et la distance entre les ligands—ont été variés de maniére a évaluer leur impact

sur les propriétés biologiques des radiotraceurs étudiés.

5.1 Choix du radio-isotope pour le marquage

Pour la tomographie d’émission par positrons, le choix du radio-isotope a une
grande importance puisqu’il ne doit pas nuire a I’affinité et aux performances in vivo du
peptide radiomarqué (HOFFMAN, QUINN et VOLKERT, 2001). De plus, le radio-
isotope utilisé doit avoir une demi-vie appropriée au type d’imagerie voulue puisqu’une
demi-vie trop courte ne permettra pas d’observer les phénomeénes biologiques désirés,

alors qu’une demi-vie trop longue entrainera une dose de radiation plus grande et non
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nécessaire (SAHA, 2004). L’énergie du positron émis est également un facteur a
considérer. Effectivement, plus cette énergie est élevée, plus le positron voyagera avant de
se désintégrer avec un électron du milieu, réduisant ainsi la résolution spatiale de I’image
TEP obtenue et augmentant la dose au patient. Parmi les radio-isotopes les plus
couramment utilisés en imagerie TEP, on retrouve le fluor-18 (ISF), le cuivre-64 (64Cu), le
carbone-11 (!!C), I’azote-13 (*N), I'oxygene-15 (*°0), le gallium-68 (%Ga) et I'iode-124

(1241).

Le cuivre-64 est un radio-isotope de 12,7 heures de demi-vie pouvant servir a
I’imagerie et au traitement. Le *Cu se désintegre selon trois processus; par émission §* 2
19%, par émission " 2 40% et par la capture électronique menant a 1’émission d’électron
Auger a2 41% (HEPPELER e al., 2000). Lors de la désintégration B*, le positron émis
présente une énergie de 0,65 MeV ce qui est idéal pour son utilisation en imagerie TEP
(LECOMTE, BENTOURKIA et BENARD, 2002). Le **Cu est produit par bombardement
a ’aide d’un faisceau de proton d’une cible solide enrichie en ®Ni selon la réaction
suivante : 64Ni(p,n)€'4Cu. Les produits de désintégration du %Cu sont du *Ni pour la
désintégration B et la capture éleétronique et du %Zn pour la désintégration . Pour
I’'imagerie de peptide marqué au ®Cu, il faut donc s’assurer d’utiliser des chélateurs
formant un complexe trés stable in vivo afin d’éviter la présence de %Cu libre. En effet, le
cuivre est responsable de plusieurs processus enzymatiques et il peut se lier & plusieurs
protéines plasmatiques telles 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. Le cuivre peut étre remis en

circulation en se liant a la céruloplasmine dans le foie. Toutefois, une quantité excessive
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de cuivre meéne a une oxydation des biomolécules et 2 des dommages cellulaires (BISSIG

et al., 2005).

Le gallium-68 est un radio-isotope de 68 minutes de demi-vie pouvant servir a
I'imagerie TEP. Cette demi-vie correspond a la pharmacocinétique de plusieurs peptides
et autres petites molécules (BREEMAN et VERBRUGGEN, 2007). Le %Ga se désintégre
selon deux processus : par émission B* 2 89%, ce qui est idéal pour son utilisation en
imagerie TEP (DIJKGRAATF et al., 2011) et une faible émission de photons de 1.077 keV
avec une intensité de 3,22%. Lors de la désintégration B*, le positron émis présente une
énergie maximale de 1.9 MeV (LECOMTE, BENTOURKIA et BENARD, 2002). Le
%8Ga est obtenu 2 partir d’un générateur ®Ge/**Ga commercial. Le générateur posseéde une
matrice sur laquelle du BGe (T1p= 270.8 jours) est lié. Puis, lorsque ce dernier se
désintegre, du %Ga est formé. Le %Ga peut, par la suite, €tre élué sélectivement du
générateur et est prét a l'utilisation. Cette opération peut €tre répétée toutes les quatre
heures. Ainsi, aucun cyclotron n’est nécessaire pour la production du ®Ga et permet
I’accessibilité aux nouveaux radiotraceurs a un plus grand nombre de centre d’imagerie
(BREEMAN et VERBRUGGEN, 2007). Le produit de désintégration du ®Ga est du %Zn
pour la désintégration B*. Le gallium est un métal présent normalement sous forme de

trace chez I’humain.

Dans le cadre de ce projet, un peptide, le NOTA-BBN(6-14), sera radiomarqué au
%y et au %Ga. Puis, une comparaison sera réalisée en termes d’affinité, de stabilité, de
biodistribution et de potentiel de détection en imagerie TEP pour le cancer du sein et de la

prostate. Ces deux radiométaux présentent des différences marquées au niveau de leur
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demi-vie, de I’énergie de leur positron et de la méthode de production. Ainsi, cette
comparaison permettrait de déterminer lequel de ces radio-isotopes est le plus approprié
pour I’imagerie TEP du cancer du sein et de la prostate ciblant les GRPR a partir de nos

composés

5.2 La multiplicité du composé peptidique

Un autre aspect a considérer pour le développement d’un radiotraceur peptidique est
la multiplicité ou valence. Il s’agit de combiner plusieurs séquences peptidiques (ligands)
par ’intermédiaire d’un espaceur au sein d’une méme molécule (HANDL et al., 2004).
Les multimeres peuvent prendre plusieurs formes et contenir un nombre variable de
ligands. Deux grandes catégories de multiméres existent. 11 s’agit des hétéromultimeres
composés de différents ligands pour le criblage de plusieurs cibles et des homomultimeéres
qui contiennent plusieurs copies du méme ligand visant ainsi qu’une seule cible. Pour les
multimeres, une affinité augmentée est attendue selon un effet statistique. En fait, la
liaison a la surface d’un ligand du multimére augmente la concentration a la surface de la
cellule des autres ligands. Ainsi, le détachement du premier ligand du multimere est plus
facilement suivi par le rattachement d’un autre si d’autres cibles sont a proximité

(HANDL et al., 2004).

Les radiotraceurs multimériques les mieux étudiés reposent sur une courte séquence
arginine-glycine-acide aspartique (RGD) qui permet de lier spécifiquement I’intégrine
avBs souvent surexprimée au niveau des cellules cancéreuses (LIU, 2009; LI, CHEN et

CHEN, 2008; DIUKGRAAF et al., 2007). Le monomere, un seul ligand par molécule,
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posséde une affinité acceptable pour I'intégrine a.B3, mais la captation tumorale in vivo
s’est avérée insuffisante. Cependant, I’homodimere (2 ligands) et I’homotétramere (4
ligands) dérivés du RGD ont conduit 4 une excellente captation et rétention tumorale dans
un modele de xénogreffe du cancer de l’ovaire SK-RC-52. Plusieurs conclusions
importantes sont tirées de ces travaux. L’affinité et la captation tumorale augmentent avec
la valence du radiotraceur. Par contre, I’accumulation des traceurs multimériques est
également augmentée au niveau des organes non-cibles, particulitrement le foie, les reins,
la rate et les poumons, ce qui pourrait s’expliquer par une élimination plus lente des
traceurs dii a leur poids moléculaire plus élevé. Ainsi, le radiotraceur offrant le meilleur
compromis entre 1’affinité, la captation tumorale et I’accumulation non-spécifique était
I’homodimeére du RGD (LIU, 2009; LI, CHEN et CHEN, 2008; DIJKGRAAF et al.,

2007).

Trois différents groupes de recherche ont déja réalisé certaines études sur des dimeéres
ciblant le GRPR, Gawlak er al. ont préparé un homodimere ciblant le GRPR présentant
une affinité similaire a4 celle du monomere correspondant. D’autre part, Carrithers et
Lerner ont synthétisé un homodimeére ayant une affinité de cinq a sept fois plus élevée que
celle du monomére (GAWLAK et al., 1991; CARRITHERS et LERNER, 1996). Ces
résultats nous laissent supposer que 1’optimisation du design de 1’homodimere pourrait
conduire a des composés de plus grande affinité. Gawlak et al. ont également observé un
changement du caractére agoniste de leur peptide. En effet, le monomere étudié était un
agoniste tandis que ’homodimere possedait des propriétés antagonistes basées sur sa

capacité a provoquer une reliche de calcium intracellulaire (GAWLAK et al., 1991). Une

seule étude a été rapportée a ce jour sur la captation cellulaire des dimeres ciblant le
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GRPR dans laquelle la dimérisation a permis d’augmenter la captation cellulaire et la
rétention de 1’homodimére marqué au '’Lu sur des cellules cancéreuses de la prostate
(ABIRAJ et al., 2008). Beaucoup d’études restent a €tre complétées afin de déterminer

tout le potentiel des homodimeres ciblant le GRPR.

Dans le cadre de ce projet, nous avons comparé 1’affinité pour le GRPR, la captation
et la rétention cellulaire ainsi que la biodistribution et I’'imagerie TEP d’un monomeére du
BBN(6-14) a deux homodimeéres du BBN(6-14) composés d’espaceurs de longueur

différente.
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LES OBJECTIFS DE L’ETUDE

Les radiotraceurs utilisés en oncologie clinique présentement reposent
majoritairement sur le principe du métabolisme cellulaire et non le type cellulaire. On
peut donc visualiser le cancer de maniere indirecte seulement via la différence de
métabolisme des divers types cellulaires. Il s’agit donc d’un principe d’imagerie de
contraste métabolique. Or, il arrive parfois que certains types de cancer possédent des
cellules a métabolisme lent tel que le cancer de la prostate. Dans ces cas, il est impossible
de visualiser le cancer par imagerie TEP avec les traceurs conventionnels comme le FDG.
De plus, il est impossible avec ces radiotraceurs de déterminer 'agressivité d’une tumeur

(ZHANG et al., 2004).

Le GRPR est un récepteur hautement surexprimé dans les cas de cancer du sein et
de la prostate. La faible expression de ce récepteur dans ces deux tissus sains en fait donc
une cible de choix pour le diagnostic spécifique de ces cancers par imagerie TEP a I’aide
de peptides radiomarqués. Cette étude vise deux objectifs, soit 1’évaluation de deux
parameétres pour améliorer le potentiel diagnostique des traceurs peptidiques ciblant les
GRPR au niveau du cancer du sein et de la prostate. Le premier objectif est d’évaluer et
de comparer la capacité de détection d’un radiotraceur peptidique ciblant le GRPR
complexé a deux radio-isotopes différents, le %Cu et le 68Ga, en terme d’affinité, de
stabilité, de captation cellulaire, d’internalisation, de biodistribution et de détection par
imagerie TEP pour le cancer du sein et de la prostate. Le second objectif est d’évaluer et

de comparer un peptide monomérique du BBN(6-14) et deux peptides homodimériques
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marqués au %*Cu pour la détection du cancer de la prostate. Ces radiotraceurs sont
comparés en termes d’affinité, de stabilité, de capatation cellulaire, d’efflux, de

biodistribution et de détection par imagerie TEP.
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ARTICLE 1
Nouveaux gseptides radiomarqués pour I’imagerie TEP du cancer du sein et de la prostate :
le *Cu/ et *Ga/NOTA-PEG-BBN(6-14)

Patrick Fournier, Véronique Dumulon-Perreault, Samia Ait-Mohand, Sébastien Tremblay,
Frangois Bénard, Roger Lecomte et Brigitte Guérin

Bioconjugate Chemistry 2012, 23(8) :1687-1693

Cette étude fait suite 2 notre exploration de I’impact du radio-isotope utilisé pour le
marquage de traceur peptidique ciblant le GRPR sur le potentiel diagnostic du cancer du
sein et de la prostate. Le NOTA-PEG-BBN(6-14) a été marqué au **Cu et au %Ga. Puis,
les deux traceurs résultant ont été comparés au niveau de leur affinité pour le GRPR, leur
stabilité in vivo, leur captation tumorale in vitro et in vivo ainsi que leur biodistribution.
Les résultats ont permis de conclure que le radiométal utilisé pour le marquage pouvait
influencer 1’affinité du composé peptidique pour le GRPR et par conséquent sa captation
spécifique. Toutefois, le profil d’élimination du composé ne semble pas modifié. Par
ailleurs, cette étude corrobore la présence de différents types de GRPR selon les espéces

étudiées, soit la souris et I’humain.
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ABSTRACT

Bombesin (BBN)-based radiolabeled peptides exhibit promising properties for
targeted imaging of gastrin-releasing peptide receptors (GRPR)-positive tumors. The aim
of this study was to evaluate with positron emission tomography (PET) the
pharmacokinetic and imaging properties of two novel BBN-based radiolabeled peptides,
%Cu/ and ®Ga/NOTA-PEG-BBN(6-14), for diagnosis of breast and prostate cancers using
small animal models. Competitive binding assays on T47D breast and PC3 prostate
cancer cells showed that the affinity for GRPR depends on the complexed metal and can
vary up to a factor of about 3; *Cu/NOTA-PEG-BBN(6-14) was found to have the lowest
inhibition constant (1.60 * 0.59 nM). ®Cu/ and **Ga/NOTA-PEG-BBN(6-14) presented
similar cell uptake on T47D and PC3 cells and were stable in vivo. Biodistribution studies
of radiolabeled peptides carried out in Balb/c and tumor-bearing Balb/c nude mice
showed that ®Cu/NOTA-PEG-BBN(6-14) presented higher GRPR-mediated uptake in
pancreas and adrenal glands, but comparable PC3 tumor uptake as %Ga/NOTA-PEG-
BBN(6-14). Finally, receptor-dependent responses were observed during blocking studies
with unlabeled peptide in both biodistribution and small-animal PET imaging studies. Our
results confirmed the dependence of the affinity and pharmacokinetics of BBN-based
radiopeptides on the complexed radiometal. Interspecies differences between mouse and
human GRPR binding properties were also noted in these preclinical studies. Considering
their good imaging characteristics, both %Cu/NOTA-PEG-BBN(6-14) and ®*Ga/NOTA-
PEG-BBN(6-14) are promising candidates for GRPR-targeted PET imaging of breast and

prostate cancers.

INTRODUCTION
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Prostate and breast cancers are respectively the most frequently diagnosed cancers
for males and females in North America. One promising diagnosis approach is the
utilization of target-specific radiolabeled peptides for positron emission tomography
(PET) imaging of these cancers. Gastrin-releasing peptide (GRP) is a 27 amino acids
peptide that displays a wide range of physiological effects, including gastric and
pancreatic secretion, nervous system stimulation, smooth muscle contraction, blood
pressure and the regulation of cell growth in some malignant cell lines (1,2). The
presence of the gastrin-releasing peptide receptor (GRPR) has been documented in many
cancers including prostate (3,4) and breast cancers (5,6). GRPR is overexpressed in 84%
of all human prostate cancers (4) and 65-70% of breast cancer carcinomas (7). These
receptors represent an interesting molecular target for radiolabeled bombesin analogs as
diagnostic or radiotherapeutic agents for prostate and breast cancers.

Bombesin (BBN), a 14 amino acids potent GRPR agonist, is involved in regulating
exocrine secretion, smooth muscle contraction and gastrointestinal hormone release (8),
and is widely expressed in the central nervous system (9). [D-Tyr®BAla"! Thi' Nie'|BBN(6-14)
[BBN(6-14)] is a potent modified BBN-based peptide that binds to GRPR with high
affinity (10). Various BBN analogs have already been labeled with radiometals and used
for PET imaging of GRPR-positive tumors (11-14). Indeed, the use of radiometal/chelator
complexes for labeling is easy and convenient and the most commonly used radiometals
for PET imaging with peptides are **Cu and ®Ga. ¥Cu has a mean positron energy of
0.66 MeV, similar to that of '®F, and a half-life of 12,7 h. ®Ga emits a high mean energy
positron (1.90 MeV) and has a short half-life of 68 minutes.

Our laboratory has reported the synthesis and the characterization of DOTA

(1,4,7,10-tetraazacyclododecane-N,N’,N’° N’*’-tretraacetic acid) and NOTA (1,4,7-
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triazacyclononane-1,4,7-triacetic acid)-BBN derivatives and showed that the NOTA-
BBN(6-14) had an inhibition constant value slightly lower than that of the DOTA-BBN(6-
14) analog (15). NOTA is well-descibed for its efficient complexation properties of both
®Cu and ®Ga. Moreover, the resulting complexes showed high resistance to
transmetallation reactions in vivo (16,17). Liu et al. reported similar tumor uptake for their
NOTA-heterodimer labeled with **Cu and %*Ga (18). On the other hand, Fani er al.
observed higher affinity for “Cu/NODAGA-peptide (NOGADA being a closely
chemically triazacyclononane derivative of NOTA) compared to 68Ga/NODAGA-pc:ptide,
but no significant difference in tumor uptake (19). In this study, we report a direct
comparison of a novel NOTA-PEG-BBN(6-14) peptide bearing either *Cu or ®Ga in
terms of labeling, stability, affinity, cellular uptake, biodistribution and UPET imaging of
breast and prostate tumors in order to fully compare the diagnostic properties of these

peptides.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Peptide synthesis. We recently reported the synthesis, characterization and
biological activity of the NOTA-BBN(6-14) peptide (20). Briefly, using NovaSyn® TGR
resin, a 2-fold excess of Fmoc-protected amino acids over resin substitution rate was
utilized for coupling. Fmoc-protected amino acids were activated for coupling with an
equimolar amount of HATU (2-(1H-7-azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium
hexa-fluorophosphate) and 2-fold excess of DIEA (diisopropylethylamine). Fmoc

deprotection was performed in 20% piperidine in DMF. After peptide assembly, the
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NOTA moiety was synthesized manually on the solid phase under a mechanic agitation as
described previously by our group (15). The peptide was deprotected and cleaved from
the support by treatment with a cocktail of TFA/H,O/thioanisole (92:2:6, v/v/v) for 4 h at
room temperature under mechanical agitation to yield the desired peptide. Purity of the
crude peptide was verified by high performance liquid chromatography (HPLC) and its

identity was confirmed by API 3000 LC/MS/MS.

Cell culture. The human prostate cancer PC3 and human breast cancer T47D cell
lines were respectively used in their 8" to 12™ and 25" to 35" passage after receipt and
were cultured in HAM’S/F-12 and RPMI 1640 medium respectively supplemented with
2.5 mM glutamin, 100 U/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin, 100 ng/mL
amphothericin B, and 10% fetal bovine serum. Cells were grown in a 5% CO, air

atmosphere at 37°C.

In vitro receptor-binding. Competition assays were performed on PC3 or T47D
cells. The cells were cultured until near confluence in 24-well plates and the medium was
replaced reaction medium (RPMI complemented with 2 mg/mL BSA, 4.8 mg/mL HEPES,
1 U/mL penicillin G and 1 pg/mL streptomycin). For the assay, equal volumes of
radioactive and non-radioactive ligands were added. The concentration of ['¥I-
Tyr*]bombesin (74 TBq/mmol; Perkin Elmer Life Science Products, Boston, MA) was 10’
2 M. Increasing concentrations (10'6 to 10" M) of the NOTA-BBN(6-14) peptide were
added. The plates were incubated for 40 min at 37°C with agitation. After the incubation,
the reaction medium was removed and the cells were washed thrice with phostate-

buffered saline (PBS) at room temperature. The cells were harvested and counted in a

gamma counter (Cobra II auto-gamma counter, Packard, MN). Experiments were realized
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three times in triplicata. Data were analysed with GraphPad Prism 5 Software (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) to determine the ICso. Finally, the inhibition constant
(K;) was determined using Cheng and Pursoff’s formula (*). The K4 value for ['*I-
Tyr*]bombesin has been determined previously from experiments performed under similar

conditions and was found to be 1.5 x10'° M (22).

Peptide radiolabeling with **Cu and %Ga. Our EBCO TR-19 cyclotron facility
provides %Cu isotope on a routine basis for research purposes, using a target system
developed in collaboration with Advanced Cyclotron Systems Inc. (ACSI, Richmond, BC,
CA). ®Cu was prepared by the ®*Ni(p,n)*Cu reaction using an enriched ®Ni target
electroplated on a rhodium disc (23). [64Cu]CuC12 was recovered from the target
following the procedure of McCarthy et al. (24) and converted to [“Cu]copper[[l] acetate
([®*Cu]Cu(OAc),) by dissolving the [*Cu]CuCl, in ammonium acetate (0.1 M; pH 5.5).
Peptides were labeled with #Cu following conditions optimized in our laboratory (15).
Briefly, the peptide (5 pg) were dissolved in ammonium acetate buffer (0.1M, pH 5.5)
with [*Cu]Cu(OAc), (296-370 MBgq; 8-10 mCi) in a total volume of 250-300 puL and
then the resulting solution was incubated at 100°C for 10 min. %Ga was obtained from a
commercially available generator system (Eckert & Ziegler Isotope Products Inc) and
eluted and purified according to manufacturer’s instructions. Peptide labeling was realized
following the procedure described by Zhernosekov et al (25). The peptide (3-5 pg) was
dissolved in 500 puL of HEPES buffer (1 M, pH 4.0) in the presence of the concentrated
and purified %Ga (222-370 MBq; 6-10 mCi) eluted from the resin (50 mg AG 50W-X8,
400 mesh) with 400 pL of the 97.7 % acetone/ 0.05 N HCI solution. The mixture was

incubated at 100°C for 10 min. The labeled peptide was purified by HPLC using a C-18
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column and a radiodetector. The amount of radiolabeled peptide was determined by the
peak area of the tracer in the UV-chromatogram compared to the UV peak area of the
standard unlabeled peptide. In all cases, starting materials and the radiolabeled peptide
were separable. The radiolabeled peptide fraction was collected, evaporated and counted

in a Capintec Radio-isotope Calibrator to calculate the specific activity of the product.

Stability studies. Plasma and in vivo stability studies were realized as previously
described by our group (16). After peptide reconstitution in PBS, studies were carried out
by incubating a fraction of the solution containing the radiolabeled peptide in mouse
plasma for a period of 2 h for 68Ga/peptide and 24 h for 64Cu/peptide or by injecting 15-25
MBq (400-650 uCi; 100 puL) of the appropriate radiolabeled peptide to Balb/c mice (3
mice per peptide) and regular blood withdrawn. The stability was determined by
radioTLC (C-18-coated plastic sheets) directly from plasma and blood samples without
further handling; free metal and purified radiolabeled peptides were used as standards.
The radioTL.Cs were eluted with 0.1 M sodium citrate buffer at pH 5.5 using an Instant

Imager system for the radiodetection.

Cellular uptake. Cellular uptake studies were realized three times in triplicata on
T47D and PC3 cells in presence of NOTA-PEG-BBN(6-14) labeled with **Cu or %Ga.
First, PC3 or T47D cells were seeded in 12-well plates at a density of 2x10° cells per well
48 h prior to the experiment. Cells were incubated 15, 30, 60 or 90 min with 37 kBq (1
uCi; 50 uL) of radiolabeled peptide per well at 37°C with agitation. Afterwards, the
medium was ;emoved and the cells were washed thrice with PBS. The cells were
harvested and counted in a gamma counter. The results were expressed as percentage of

added dose retained per 10° cells (%AD/10°cells).
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Biodistribution studies. All animal studies were conducted in compliance with
the Canadian Council on Animal Care guidelines and with the approval of the Animal
Care Committee of the Université de Sherbrooke. To determine the in vivo GRPR-
targeting efficacy of labeled peptides, biodistribution were realized with a minimum of 3
mice for each time point. Mice were injected 370-740 kBq (10-20 puCi; 100 pL) of either
$Cu/ or ®Ga/NOTA-PEG-BBN(6-14) via the caudal vein. The animals were euthanized
by CO; inhalation at 30 min post-injection (p.i.). Organs of interest were then collected,
weighted and measured in a gamma-counter. The results were expressed as percentage of
the injected dose per gram of tissue (%ID/g). Measurements with co-injection of 0.1 pmol
of unlabeled peptide were performed to evaluate GRPR-dependent accumulation of the
tracers. Biodistribution studies were conducted on Balb/c mice and tumor-bearing Balb/c
nude mice. Balb/c nude mice were implanted with 10’ PC3 or T47D tumors. Tumor cells
were injected in 150 pL of Matrigel (BD Biosciences, CA, USA) and PBS (2:1). Tumors
were given 3 or 5 weeks to grow to the size of 5 mm in diameter for PC3 and T47D
respectively. For T47D tumors, a 17B-Estradiol pellet, (1.7 mg/ 90-day release; Innovative
Research of America, FL, USA), was placed under the skin of mice one week prior to

tumor implantation.

PET imaging. PET scans were performed using a LabPET8 (Gamma Medica Inc.)
small animal scanner with an axial field of view of 7.5 cm. Xenografted Balb/c nude mice
were injected 3.7-7.4 MBq (100-200 uCi; 100 pL) of **Cu/ or ®Ga/NOTA-PEG-BBN(6-
14) via the caudal vein under isoflurane anesthesia with a minimum of 3 mice for each
tracer. Each animal had a 10 min static scan 30 min p.i. The images were reconstructed by

a 2-dimensional MLEM algorithm implementing an analytically derived system matrix
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(26). Region of interest (ROI) were traced for tumor, liver, kidney and muscle and the
activity in each organ was measured at 30 min p.i. Co-injections of 0.1 pmol of unlabeled

peptide were also realized to measure GRPR-dependent accumulation of the tracers.

RESULTS

Peptide synthesis, labeling with *Cu and ®Ga and stability studies. We
recently reported the synthesis, characterization and biological activity of %Cu/NOTA-
PEG-BBN(6-14), a water soluble GRPR-targeting peptide having a LogD value of -1.91
(Figure 1) (15). This peptide (MS calc: 1570; Found: 1571 (M+1)) was prepared with a
yield of 38 % based on the resin substitution rate and a purity of 99%. The labeling with
the radiometals was straightforward. NOTA-PEG-BBN(6-14) was labeled at 100°C for 10
min with ¥Cu and ®Ga with labeling yields superior to 90 % and specific activities of
88.1 + 4.6 TBg/mmol and 60.5 + 21.6 TBg/mmol, respectively. Both radiolabeled
peptides were stable up to 2 h and 24 h respectively in mouse circulation as no trace of
free *Cu or ®*Ga was detected by radioTLC. In previous work, we have demonstrated by
radioHPLC that the absence of free #Cu and metabolites confirmed that the peptide itself
was stable in vivo 1 h p.i. (20).

In vitro experiments. NOTA-PEG-BBN(6-14) affinity was tested on two human
cancer cell lines overexpressing GRPR: T47D breast cancer and PC3 prostate cancer cells.
All inhibitory constants are summarized in Table 1. NOTA-PEG-BBN(6-14) presents an
excellent affinity in the low nanomolar range on T47D (1.27 + 0.95 nM) and PC3 (2.51 =
1.54 nM) cells comparable to bombesin, a natural ligand for GRPR. The peptide was

labeled with non-radioactive Cu(Il) and Ga(IIl) in order to evaluate the change in affinity
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by addition of the metal in the chelator. The K; values vary 3-fold between Cu(II)/ and
Ga(IITyYNOTA-PEG-BBN(6-14) on T47D cells. The complexation of Cu(II) to NOTA did
not significantly alter the affinity of the peptide for GRPR (1.60 + 0.59 nM) while a
significantly lowered affinity was observed for the Ga(Ill) complex (4.87 + 1.27 nM)
(p<0.05). Cellular uptake of radiolabeled NOTA-PEG-BBN(6-14) were evaluated on
T47D and PC3 cells. Resulté are presented in Figure 2. ®*Cu/ and ®Ga/NOTA-PEG-
BBN(6-14) exhibit relatively similar cellular uptake on both cell lines, the gallium analog
showing however a slightly higher uptake than the copper analog especially in the T47D
cells. Cellular uptake results are all significantly higher on T47D when compared to the
corresponding condition on PC3 cells after 60 min. At all-time points, internalization of
the peptides represented around 80 % of the total cellular uptake (data not shown).
Biodistribution studies. Biodistribution studies of *Cu/ and ®*Ga/NOTA-PEG-
BBN(6-14) were carﬁed out in Balb/c mice 30 min p.i. Results are summarized in Table
2. ®Cu/ and ®*Ga/NOTA-PEG-BBN(6-14) present similar biodistribution patterns with
high uptake in the GRPR rich tissues (pancreas and adrenal glands) (27). 6-"Cu/NOTA—
PEG-BBN(6-14) presents a significantly higher pancreas and adrenal glands uptake than
8Ga/NOTA-PEG-BBN(6-14) (p<0.05). In order to assess the GRPR-mediated
accumulation of the tracers, biodistribution studies were repeated with co-injection of 0.1
pmol of unlabeled peptide. Co-injection of unlabeled NOTA-PEG-BBN(6-14) slightly
increased the tracer levels in blood, kidneys and muscle as well as most others organs.
Significant decreases in pancreas and adrenal glands uptake were observed for both Scw
and ®Ga/NOTA-PEG-BBN(6-14) indicating GRPR-mediated uptake in these organs
(p<0.05). Other measured organs presented low uptake and no significant difference

between both tracers.
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PET imaging. Decay-corrected transaxial PET images of %Cu/ and ®*Ga/NOTA-
PEG-BBN(6-14) in PC3 and T47D tumor-bearing Balb/c nude mice are presented in
Figure 3. From these images, ROI were traced for tumors, liver, kidney and muscle.
Quantitative PET image-derived uptake 30 min p.i. were determined for both tracers
(Figure 4). PET-derived biodistribution indicated similar liver, muscle, PC3 and T47D
uptake. However, higher kidney uptake was measured for %Ga labeled peptide compared
to ¥Cu labeled peptide (Figure 4A). PET-derived uptake and biodistribution studies were
compared and results for tumors are presented in Figure 4B and 4C. PC3 and T47D
tumors presented similar tumor uptake (Figure 4B) and tumor-to-muscle (T/M) ratio
(Figure 4C). Liver, muscle and PC3 tumors presented similar results with both methods.
However, kidney uptakes are higher from PET-derived uptake, while T47D tumor uptake
seems lower in the same conditions. In all conditions tested, both tracers presented
comparable PC3 and T47D tumor uptake and tumor-to-muscle (T/M) ratio. Co-injections
of unlabeled peptide were performed during PET imaging of PC3 tumor-bearing mice and
transaxial decay-corrected PET images are presented at Figure SA. PC3 tumor uptake of
%Cu/NOTA-PEG-BBN(6-14) was not different following co-injection. However,
significant decreases in PC3 tumor uptake for %Ga-labeled peptide (Figure 5B) and in

T/M ratio for both *Cu/ and %¥Ga/NOTA-PEG-BBN(6-14) (Figure 5C) were observed.

DISCUSSION

In the present research, NOTA-PEG-BBN(6-14), a water-soluble GRPR-targeting
peptide, was prepared entirely on solid phase support following a method developed in

our laboratory (15) with good yields and high purity. NOTA-PEG-BBN(6-14) presented
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an excellent GRPR affinity on human breast cancer cells (T47D) and human prostate
cancer cells (PC3) which is comparable to natural BBN in the low nanomolar range.
Furthermore, Cu(II)/NOTA-PEG-BBN(6-14) presented similar affinity to NOTA-PEG-
BBN(6-14) while Ga(IIl)/NOTA-PEG-BBN(6-14) exhibited significantly lowered affinity
for human GRPR. We postulate that this alteration in affinity is caused by the difference
in charge between Cu(Il)/ and Ga(III)/NOTA-PEG-BBN(6-14). Cu(Il) forms a stable and
neutral complex whereas Ga(Ill) forms a stable, but positively charge complex with the
NOTA chelator. We hypothesize that the counter-ion of this charge might interfere in the
binding process of the peptide by causing steric hindrance diminishing the measured
affinity. Lane er al. also observed that insertion of metal in the NOTA chelator could
influence the affinity of the resulting peptide (11). These observations stress the
importance of considering the metal used for labeling in peptide affinity measurements.
High yields and excellent specific activities were obtained following the labeling of
NOTA-PEG-BBN(6-14) with **Cu and ®Ga. No significant difference in specific activity
between both labeled tracers was measured. Both ®Ga/ and ®*Cu/NOTA complexes were
stable in vivo up to 2h and 24h respectively as determined by radioTLC. The stability of
the peptide itself cannot be established by radioTLC because the peptide separation from
its potential metabolites may be extremely difficult to distinguish using this method.
Instead, the peptide stability was measured by radioHPLC for %“Cu/NOTA-PEG-BBN(6-
14) and showed that the tracer is stable up to lh in vivo as no trace of free %Cu or
metabolite was detected (15). This result is consistent with radioTLC data. Cellular uptake
of ®#Cu/ and (’SGa/NOTA-PEG-BBN(6-14) were evaluated on T47D and PC3 cells. No
significant difference was observed between %Cu/ and %Ga/NOTA-PEG-BBN(6-14) for

both cell lines. Hence, the lower affinity for GRPR of 68Ga/NOTA-PEG—BBN(6-14) did
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not seems to alter the observed cellular uptake, this peptide even having a higher uptake
that its ®*Cu-labeled analog. Following these results, we evaluated the impact of GRPR
affinity in vivo.

To measure in vivo GRPR-targeting properties of both tracers, biodistribution and
PET imaging studies were carried out. Biodistribution measurements in Balb/c mice
showed a relatively similar uptake in non GRPR-expressing tissue such as liver, kidneys
and muscle for both ®¥Cu/ and ®Ga/NOTA-PEG-BBN(6-14) which indicates that both
tracers have similar elimination pathway and clearance profiles. However, when
comparing PET image-derived kidney uptake to values from biodistribution studies, we
measured a higher uptake for both labeled peptides. These higher values might be from
radiolabeled peptide still circulating in the organ during imaging while, during
biodistribution studies, the organs are rinsed before measurement eliminating circulating
compound. Furthermore, ®*Ga/NOTA-PEG-BBN(6-14) presented higher renal uptake than
$Cu/NOTA-PEG-BBN(6-14). Since positively charged compounds are known to be
retained in kidneys by reabsorption (28), the difference observed could be explained by

the positive charge of the ®*Ga/NOTA complex.

In our study, we observed significant uptake differences in pancreas and adrenal
glands, but similar tumor uptake for both labeled peptides. Since pancreas, adrenal glands
and tumors are all GRPR-expressing tissues, similar uptake patterns in these organs were
expected. However, while pancreas uptake is considered an indicative of GRPR-targeting
for tumor tracer development, many studies in nude mice bearing human tumor
xerographs have also demonstrated that higher pancreas uptake does not match the higher

tumor uptake due to GRPR interspecies differences (11,28). Pancreas and adrenal glands
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express mice specific GRPR while human specific GRPR are present on PC3 and T47D
cells. Since all affinities were measured on human GRPR, it is hazardous to speculate on
relative affinities of Cu(II)/ and Ga(III)/NOTA-PEG-BBN(6-14) for mice GRPR since not
enough data are available yet to explain these differences. Since in vivo GRPR-targeting is
known to be highly dependent on GRPR affinity rather than internalization rate (28) and
since Ga(IlI)/NOTA-PEG-BBN(6-14) presented lower GRPR-affinity on T47D cells,
reduced in vivo tumor uptake was expected for this tracer. However, in vitro and in vivo
breast and prostate tumor uptake was similar for both tracers. We hypothesize that the
affinity for human GRPR of our novel BBN-based radiolabeled peptides, while being
significantly different, is still in the low nanomolar range and might not be different
enough to observe in vitro nor in vivo GRPR-targeting differences at the tumor site. These
results indicate that both tracers are promising probes that can be used as breast and

prostate cancer diagnosis PET tracers.

CONCLUSION

We have developed two PET tracers targeting the gastrin-releasing peptide receptor
(GRPR) and cxhi‘biting excellent pharmacokinetic properties for in vivo imaging of breast
and prostate cancer. Dependence of the affinity and pharmacokinetics of these
radiopeptides on the complexed radiometal and interspecies differences between mice and
men with respect to GRPR pharmacokinetics were clearly demonstrated in the preclinical

studies herein reported.
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FIGURES

Figure 1. Amino acids sequence of NOTA-PEG-BBN(6-14)
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Figure 2. Cellular uptake of *Cu/ and ®*Ga/NOTA-PEG-BBN(6-14) on T47D and

PC3 cells
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Figure 3. PC3 and T47D tumors transaxial PET images of *Cw/ and ®Ga/NOTA-

PEG-BBN(6-14) 30 min p.i.
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Figure 4. Comparative biodistribution, tumor uptake and tumor-to-muscle ratio of

PC3 and T47D tumor-bearing mice 30 min pi of *Cu/ and ®Ga/NOTA-PEG-BBN(6-

14) by PET imaging and biodistribution. (A) PET-derived biodistribution of **Cu/ and

8Ga/NOTA-PEG-BBN(6-14); (B) tumor uptake of PC3 and T47D tumors by PET

imaging and biodistribution for #Cu/NOTA-PEG-BBN(6-14); (C) tumor-to-muscle ratio

of PC3 and T47D tumors measured by PET imaging and biodistributions for %Cuw/NOTA-

PEG-BBN(6-14).
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Figure 5. Comparative tumor uptake and tumor-to-muscle ratio of PC3 tumors 30
min pi of *Cw/ and ®*Ga/NOTA-PEG-BBN(6-14) by PET imaging with or without
co-injection of unlabeled peptide. (A) Transaxial PET images of PC3 tumor-bearing
Balb/c nude mice of *Cu/ (Top row) and ¥ Ga/NOTA-PEG-BBN(6-14) (Bottom row)
with (right side) and without (left side) co-injection; (B) PET-derived tumor uptake of
PC3 tumors of ¥Cu/ and ®*Ga/NOTA-PEG-BBN(6-14) with or without co-injection; (C)
PET-derived tumor-to-muscle ratio of PC3 tumors of **Cu/ and ®Ga/NOTA-PEG-

BBN(6-14) with or without co-injection. * = p<0.05
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TABLES

Table 1. Affinities of NOTA-PEG-BBN(6-14) for GRPR on breast and prostate cancer

cells.

Peptide K; GRPR K; GRPR
on T47D (nM) on PC3 (nM)

Bombesin 0.76 £ 0.54 0.59 £0.32

NOTA-PEG-BBN(6-14) 1.27 £ 0.95 251 £1.54

Cu(I)/NOTA-PEG-BBN(6-14) 1.60 £ 0.59 ---

Ga(III)/NOTA-PEG-BBN(6-14) 487+127" --

* significantly higher inhibition constant than NOTA-PEG-BBN(6-14) and Cu(II)/NOTA-

PEG-BBN(6-14) on T47D cells (p<0.05).
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Table 2. Biodistributions of healthy female Balb/c mice 30 min post-injection of

$Cu/NOTA-PEG-BBN(6-14) or ®*Ga/NOTA-PEG-BBN(6-14) with or without co-

injection of non-radioactive peptide.

Organ $Cu/NOTA-PEG-BBN(6-14) #Ga/NOTA-PEG-BBN(6-14)
unblocked blocked unblocked blocked
Blood 2.02 + 093 3.15 £ 0.59 297 + 207 3.62 + 1.80
Plasma 3.50 + 1.38 6.35 + 131 564 + 3.15 6.95 + 344
Adrenals 26.61 + 5.03 434 + 2141 1239 + 4.42+% 405 + 260*%
Ovaries 537 + 4.06 779 + 683 221 + 1.54 5.58 + 3.79
Uterus 7.15 + 326 545 + 196 198 + 1.40 3.97 + 1.75
Fat 0.76 + 035 149 + 1.02 049 % 0.13 143 + 1.10
Kidney 10.88 + 2.61 15.06 + 4.30 683 + 1.71 10.69 + 2.00
Spleen 455 + 210 2.51 + 0.12 443 + 207 148 + 032
Pancreas 18.39 + 290 3.12 + 007} 1041 + 3.75* 265 + 1.38*
Liver 497 + 1.69 11.39 + 833 629 %+ 5.70 3.59 + 098
Heart 1.22 + 040 229 + 148 104 + 042 2.27 + 1.86
Lungs 3.92 + 227 479 + 268 267 + 1.20 5.59 + 4.51
Muscle 1.06 + 0.76 134 + 049 061 + 0.08 1.83 + 099
Bone 0.73 + 0.20 121 *+ 1.15 090 + 046 148 + 128
Brain 0.13 = 0.06 021 + 0.13 0.11 * 0.03 022 + 015

* Significantly lower than *Cu/NOTA-PEG-BBN(6-14) for the same organ (p<0.05).

1 Co-injection significantly lowered the uptake for the same organ for the corresponding
tracer (p<0.05).
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ARTICLE 11
Etude comparative de monomére et diméres du *Cu/NOTA-[D-Tyr® BAla'’ , Thi"?
Nle'*JBBN(6-14) pour I’imagerie TEP du cancer de la prostate
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Francois Bénard, Roger Lecomte et Brigitte Guérin
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Cette étude porte sur I'impact de la valence du composé peptidique sur son potentiel de
détection au niveau du cancer de la prostate. Ces travaux présentent d’abord une méthode
de synthése des composés peptidiques homodimériques et permettent d’illustrer le
potentiel diagnostique d’un homodimere ciblant le GRPR. Les résultats ont démontré que
les composés homodimériques présentent une captation dépendante du GRPR accrue ainsi
qu’une rétention supérieure a la tumeur. Il s’agit des premiéres étapes dans le
développement de nouveaux traceurs peptidiques homodimériques ciblant le GRPR. De
plus, cette étude démontre que I’importance de I’espacement entre les deux ligands est un

facteur important a considérer dans le développement de composés dimériques.
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Abstract

Background: Gastrin-releasing peptide receptors (GRPR) are highly overexpressed in
multiple cancers and have been studied as a diagnostic target. Multimeric GRPs are
expected to have enhanced tumor uptake and affinity for GRPR. In this study, a %Cu-
labeled NOTA-monomer and two NOTA-dimers of [D-

Tyr®,BAla"! Thi"* Nle'*]bombesin(6-14) [BBN(6-14)] were compared.

Methods: Monomeric and dimeric peptides were synthesized on solid phase support and
radiolabeled with *Cu. NOTA-dimer 1 consists of asymmetrically linked BBN(6-14),
while NOTA-dimer 2 has similar spacer between the two BBN(6-14) ligands and the
chelator. In vitro GRPR-binding affinities were determined with competitive binding
assays on PC3 human prostate cancer cells. In vivo stability and biodistribution of
radiolabeled compounds were assessed in Balb/c mice. Cellular uptake and efflux were
measured with radiolabeled NOTA-monomer and NOTA-dimer 2 on PC3 cells for up to
4h. In vivo biodistribution kinetics were measured in PC3 tumor-bearing Balb/c nude mice

by uPET imaging and confirmed by dissection and counting.

Results: NOTA-monémer, NOTA-dimers 1 and 2 were prepared with purity of 99%.The
inhibition constants of the three BBN peptides were comparable and in the low nanomolar
range. All Cu-labeled peptides were stable up to 24 h in mouse plasma and 1h in vivo.
%Cu/NOTA-dimer 2 featuring a longer spacer between the two BBN(6-14) ligands is a
more potent GRPR-targeting probe than *Cu/NOTA-dimer 1. PC3 tumor uptake profiles
are slightly different for *Cu/NOTA-monomer and #Cu/NOTA-dimer 2; the monomeric

BBN peptide tracer exhibited higher tumor uptake during the first 0.5 h and a fast renal
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clearance resulting in higher tumor to muscle ratio when compared to ®Cu/NOTA-dimer
2. The later exhibited higher tumor to blood ratio and was retained longer at the tumor site
when compared with %Cu/NOTA-monomer. Lower ratios of tumor to blood and tumor to

muscle in blocking experiments showed GRPR-dependant tumor uptake for both tracers.

Conclusion: Both *Cu/NOTA-monomer and *Cu/NOTA-dimer 2 are suitable for
detecting GRPR-positive prostate cancer in vivo by PET. Tumor retention was improved
in vivo with *Cw/NOTA-dimer 2 by applying polyvalency effect and/or statistical

rebinding.

Keywords: bombesin, homodimer, %Cu, PET imaging, Gastrin releasing peptide

receptors, PC3 tumor

Background

Prostate cancer is the most frequently diagnosed cancer and the second-leading cause of
cancer-related deaths for males in the US. One promising approach in prostate cancer
diagnosis is the utilization of target-specific radiolabeled peptides for PET imaging.
Previous researches have shown that bombesin (BBN) analogs can be used to target
gastrin-releasing peptide receptors (GRPR) with high affinity and selectivity. Gastrin
releasing peptide (GRP) is a 27 amino acids peptide that displays a wide range of
physiological effects, including gastric and pancreatic secretion, nervous system
stimulation, smooth muscle contraction, blood pressure and the regulation of cell growth
in some malignant cell lines [1,2]. The presence of GRPR has been documented in small

cell lung cancers [3], prostate cancers [4,5], breast cancers [6-8] and others [9]. In prostate
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cancer, the GRPR expression has been tied to neoplastic transformation [10], cell
migration [11,12], proliferation [10,13] and invasion capacity [14-16). GRPR is
overexpressed on 84% of all human prostate cancers according to a study by Markwalder
and Reubi [5]. These receptors represent an interesting molecular target for radiolabeled
BBN analogs as diagnostic or radiotherapeutic applications for prostate cancer. BBN, a 14
amino acids potent GRPR agonist found in the skin of the fire-bellied toad bombina
bombina, was first described by Anastasi et al. [17]. BBN is involved in regulating
exocrine secretion, smooth muscle contraction and gastrointestinal hormone release [18]
and it is widely expressed in the central nervous system [19]. [D-
Tyr®,8Ala"!, Thi'® Nle*Jbombesin(6-14) [BBN(6-14)] is a potent modified GRPR
agonist peptide that binds to GRPR with high affinity [20]. Various BBN analogs have
been labeled with radiometals and used for PET imaging of GRPR-positive tumors.
Schuhmacher et al. labeled a DOTA-PEG,-[D-Tyr® BAla", Thi*’ Nle!*]BBN(6-14) with
%Ga [21] for PET imaging, while Chen et al. used DOTA-Lys’-bombesin with Cu [22].
Smith et al. successfully labeled modified BBN(7-14) analogs with **Cu for potential use
in diagnostic imaging using NOTA or NO2A as chelating agents and obtained stable

compounds [23,24].

To improve peptide binding affinity, a multivalency approach has been introduced [25].
Traditionally, this approach involves the use of peptide homodimers or homomultimers in
which peptide ligands of the same type are constructed with suitable linkers. The key for
bivalency, binding to two receptors at the same time, is the distance between the two
peptide motifs. The ability of a dimer peptide to achieve bivalency depends also on the

receptor density [25]. If the receptor density is very high, the distance between two
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neighboring receptor sites will be short, which makes it easier for the dimer peptide to
achieve the bivalency. While GRPR density on PC3 tumor cells is widely documented in
vitro and in vivo, its expression is heterogeneous making it difficult to establish an
average distance between receptors [26]. Even if the distance between the two peptide
motifs is not optimal, the local BBN peptide levels may still be high in the vicinity of
GRPR sites once the first BBN ligand is bound. The detachment of the dual action ligand
from the receptor is more likely to be followed by reattachment if there are GRPR binding
copies close to it, resulting in higher receptor affinity for homodimers and better tumor
uptake with longer tumor retention [27]. Potential benefits of multimeric targeting
peptides are accepted, but many questions concerning the mechanisms are still to be
answered. A few studies on BBN-based homodimers have been reported with varying
results, Carrithers et al. observed modest improvement in affinity for GRPR with their
homodimer [28], while Gawlak et al. noted no difference in affinity between their
monomer and homodimer [29]. Abiraj et al. observed higher cellular uptake and retention

of their homodimers radiolabeled with '’’Lu on GRPR-overexpressing PC3 cells [30].

%%Cu has mean positron energy similar to that of '*F and a half-life of 12.7 h permitting
PET evaluation of slow biochemical pathways, such as protein and peptide interactions
with cellular targets [31]. Our laboratory has reported the synthesis and the
characterization of DOTA (1,4,7,10-tetraazacyclododecane-N,N’,N’’,N’’’-tretraacetic
acid) and NOTA (1,4,7-triazacyclononane-1,4,7-triacetic acid)-BBN derivatives and
showed that the NOTA-BBN(6-14) had an inhibition constant (K;) value slightly lower
than that of the analogue DOTA-BBN(6-14) [32]. NOTA has been radiolabeled

efficiently with %Cu and shown to have higher resistance to transmetallation reactions in
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vivo as compared to DOTA [23,33]. In the present study, we studied the GRPR affinity,
the cellular uptake and efflux, the in vivo stability and the biodistribution of radiolabeled
NOTA-BBN monomer and NOTA-BBN homodimers 1 and 2 which differed by the
spacer length between the two peptide ligands (Fig. 1). Our design is based on the only
example available of radiolabeled BBN-based homodimer from Abiraj et al. [30]. They
used lysine side chain or a 6-aminohexanoic acid spacer for their homodimer and obtained
promising in vitro results. We used one and two PEG spacers between the binding
sequences to fine-tune biological properties of our homodimers . In addition, we report a
convenient synthetic approach for the preparation of two NOTA-BBN homodimers and
their labeling with %Cu (Fig. 2). uPET imaging on PC3 human prostate carcinomas
xenografted in Balb/c nude mice were also performed to compare the diagnostic

properties of %Cu/NOTA-BBN homodimers to those of the **Cu/NOTA-BBN monomer.

Methods

Materials

All chemicals and solvents (reagent grade) were used as supplied from the vendors cited
below without further purification, unless otherwise noted. NovaSyn® TGR resin and
Sieber amide resin were obtained from NovaBiochem®. Fmoc-protected amino acids and
benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphonium hexafluorophosphate (PyBOP) were
obtained from EMD NovaBiochem® (Gibbstown, NJ, USA) or Chem-Impex
International Inc. (Wood Dale, IL, USA). 1,4,7-Triazacyclononane was obtained from

TCI America (Portland, OR, USA). 2-(1H-7-Azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
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tetramethyluronium hexafluorophosphate (HATU) was purchased from Chem-Impex
International Inc. 6-Chloro-1-hydroxy-1H-benzotriazole (CIHOBT) were purchased from
ChemPep (Wellington, FL, USA) and Matrix Innovation (Quebec, QC, CA) respectively.
HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid), amphothericin B,
HAMS’S/F-12, PBS (phosphate-buffered saline), trypsin, penicillin, streptomycin, and
fetal bovine serum were purchased from Wisent (St-Bruno, QC, CA). N,N-
Diisopropylethylamine (DIEA), thioanisole, triisopropylsilane (TIPS) were obtained from
Aldrich Chemical Co. Bovine serum albumin, and bombesin were purchased from Sigma-
Aldrich (Saint-Louis, MO, USA). Acetonitrile, dichloromethane (DCM), N,N-
dimetylformamide (DMF), isopropyl alcohol (i-Pr-OH) were obtained from Fisher
Scientific (Ottawa, ON, CA). '*’I-bombesin was purchased from Perkin Elmer Life
Science Products (Boston, MA, USA). Finally, T47D human breast cancer and PC3
prostate cancer cell lines were obtained from ATCC (Manassas, VA, USA). DMF was
dried over 4 A molecular sieves at least one week to remove trace amount of amine

present in the solvent and filtered before its use.

Peptide Synthesis

We recently reported the synthesis, the characterization and the biological activity of
NOTA-BBN(6-14) peptide [32]. The general procedure for the preparation of NOTA-
BBN(6-14) dimers on solid support is summarized in Fig. 2.

The south BBN peptide segment was synthesized on amide Sieber resin by a continuous
flow method on a Pioneer Peptide Synthesis System (PerSeptive Biosystems) using the
Fmoc strategy. A 2-fold excess of Fmoc-protected amino acid over available resin
substitution sites was used for coupling in amine free DMF. Fmoc-protected amino acids
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were activated for coupling with an equimolar amount of HATU, and 2 equiv. of DIEA.
Fmoc deprotection was performed in 20% piperidine in DMF and monitored through
absorbance at 364 nm. The resin was washed trice with DMF, MeOH, DMF, MeOH and
DCM, subsequently. The partially protected peptide-resin was swelled in 2 mL of DMF
and then treated with 3 mL of DMF containing succinic anhydride (10 equiv.) and DIEA
(10 equiv.). This coupling procedure was performed twice (30 min and 1 h). The resin
was washed as described above and the desired peptide was cleaved from the support by
treatment with a cocktail of 4% TFA in10 mL DCM at room temperature under
mechanical agitation for 3 min. The solution was filtered into a flask containing 5% Et;N
in MeOH. The cleavage step was repeated 10 times. Combined filtrates containing the
partially protected peptide were evaporated under reduced pressure to 5% of the volume.
40 mL of cold water was added to the residue and the mixture was cooled with ice to aid
precipitation of the product. The precipitated peptides were centrifuged at 1200 rpm for
15 min. The water solution was decanted and the white solid was dried under vacuum.
Purity of the crude peptide was verified by high performance liquid chromatography
(HPLC) and its identity was confirmed by API 3000 LC/MS/MS.

The north BBN peptide segment was synthesized on NovaSyn® TGR resin and the
automated system following the procedure described above. After completion of the BBN
fragment, the Fmoc-NH-(PEG);-CO;H and Fmoc (ivDde)Lys-OH were coupled manually
to the peptide on resin. The Fmoc-NH-(PEG);-CO,H (2.5 equiv.) was dissolved in 2 mL
of DMF at 0 °C, DIEA (2.5 equiv.) and PyBOP (2.5 equiv.) were added to the cold
solution. After 15 min of stirring, the mixture was added to the partially protected peptide-
resin pre-swelled with DCM and mixed with CIHOBt (2.5 equiv.) and DIEA (2.5 equiv.)

while mechanical agitation was maintained for 2 h at room temperature. The resin was
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washed trice with DMF, MeOH, DMF, MeOH and DCM, subsequently. Fmoc
deprotection was performed in 20% piperidine in DMF during 15 min, and the resin was
washed as described above. For the preparation of the NOTA-dimer 1, steps 1 and 2 of
Fig. 2 were nét performed. The Fmoc-Lys(ivDde)-OH was dissolved in 2 mL of DMF at
0 °C and HATU (2.5 equiv.) was added to the cold solution. The mixture was added to the
partially protected peptide-resin pre-swelled with DCM and DIEA (2.5 equiv.) and then
mechanically stirred for 1 h. The resin, the Fmoc group, and the last Fmoc-NH-(PEG);-
CO-,H was respectively washed, deprotected and coupled as described above. The
resulting N-terminal Fmoc was deprotected in 20% piperidine in DMF during 15 min, and
the resin was washed as described above. The coupling and the Fmoc deprotection steps
were followed by a Kaiser’s test on resin; the reaction between resin and ninhydrin was
followed colorimetrically whereby free primary amines after Fmoc deprotection were
detected as blue beads and their absence as yellow beads. The resin was washed as
described above.

Coupling of the north BBN segment to the south peptide: The solution of HO-Suc-

partially protected-BBN(6-14) was activated with PyBOP (1.5 equiv.), CIHOBt (1.5
equiv.) and DIEA (3 equiv.) in DMF.NMP (1:1 v v). The pre-activation mixture was
stirred for 15 min and then added to the NH,-PEG-Lys(ivDde)-(PEG)-Gly-BBN-peptide
on TGR resin pre-swelled in DMF (2 mL). The reaction was allowed to proceed 12 h at
room temperature, under mechanical agitation. The coupling was performed twice with
another equivalent of the HO-Suc-partially protected-BBN(6-14). After the north BBN
segment coupling, the NOTA group was built on solid phase as described previously by
our group [31]. The resin was washed as described above and the peptide was deprotected

and cleaved from the support by treatment with a cocktail of TFA/H,O/thioanisole
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(92:2:6, v/v/v) for 4 h at room temperature under mechanical agitation to yield the desired
peptide. The resin was removed by filtration and washed with TFA. Combined filtrates
were added dropwise to cold diethyl ether; for each 1mL of TFA solution, 10 mL of
diethyl ether was used. The precipitated peptides were centrifuged at 1200 rpm for 15
min. The ether solution was decanted and the white solid was dissolved in water, frozen
and lyophilized. The crude peptide was purified by flash chromatography on a Biotage
SP4 system equipped with a Cg column. Purity of the peptides was verified by HPLC and
their identity was confirmed by API 3000 LC/MS/MS and MALDI. Analytical HPLC was
performed on an Agilent 1200 system equipped with a Zorbax Eclipse XDB C18
reversed-phase column (4.6 x 250 mm, 5pt) and Agilent 1200 series diode array UV-Vis
detector, using a linear gradient of 0% to 100% acetonitrile in water with 0.1% TFA over
30 min at a flow rate of 1 mL/min. Following these methods, NOTA-PEG-BBN(6-14)
(denoted as NOTA-monomer), BBN(6-14)-Suc-PEG-Lys(NOTA)-Gly-BBN(6-14)
(denoted as NOTA-dimer 1) and BBN(6-14)-Suc-PEG-Lys(NOTA)-PEG-Gly-BBN(6-14)

(denoted as NOTA-dimer 2) were prepared.

Cell culture

The human prostate cancer PC3 cell line was used in their 8" to 12" passage after receipt
and was cultured in HAM’S/F12 medium supplemented with 2.5 mM glutamin, 100
U/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin, 100 ng/mL amphothericin B and 10% fetal
bovine serum. Cells were grown in 5% CO; in air at 37°C; the medium was changed 3

times per week.
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Competitive binding assays

Competition assays were performed in 24-well plates using PC3 cells. The cells were
cultured until near confluence and the medium was replaced by 400 pL of reaction
medium (RPMI complemented with 2 mg/mL BSA, 4.8 mg/mL HEPES, 1 U/mL
penicillin G and 1pg/mL streptomycin). For the assay, equal volumes of radioactive and
non-radioactive ligands were added. The concentration of [1251-Tyr4]bombesin (74
TBg/mmol; Perkin Elmer Life Science Products, Boston, MA) was 10°M. Increasing
concentrations (10 to 10™'*) of the GRPR ligand is added. The plates were incubated for
40 min at 37°C with agitation. After the incubation, the reaction medium was removed
and the cells were washed trice with PBS at room temperature. The cells were harvested
and counted in a gamma counter (Cobra II auto-gamma counter, Packard, MN).
Experiments were realized three times in triplicata. Data were analysed with GraphPad
Prism 5 Software (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) to determine the ICso.
Finally, the inhibition constant (K;) was determined using Cheng and Pursoff’s formula
341 The K4 value for [1251-Tyr4]bombesin has been determined from experiments done

under similar conditions and is 1.5 x101° M.

Peptide radiolabeling with **Cu

Our cyclotron facility provides %Cu isotope on a routine basis for research purposes,
using a target system developed in collaboration with Advanced Cyclotron Systems Inc.
(ACSI, Richmond, BC, CA). Cu was prepared on an EBCO TR-19 cyclotron by the
64Ni(p,n)“Cu nuclear reaction using an enriched ®Ni target electroplated on a rhodium

disc [35]. [®*Cu]CuCl, was recovered from the target following the procedure of
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McCarthy et al.[36] and converted to [“Cu]copper[ﬂ ] acetate by dissolving the
[“Cu]CuClg in ammonium acetate (0.1 M; pH 5.5). Peptides were labeled with %Cu
following conditions optimized in our laboratory. Briefly, peptides (5 ng) were dissolved
in a 0.1M ammonium acetate buffer at pH 5.5 with [%*CulCu(OAc); (8-10 mCi, 296-370
MBq) in a total volume of 250-300 uL and then the resulting solution was incubated at
100°C for 10 min. The labeled product was purified by HPLC using a C-18 column and a
radiodetector. The amount of radiolabeled peptide was determined by the peak area of the
tracer in the UV-chromatogram compared to the UV peak area of the standard unlabelled
peptide (Fig. 3). In all cases, starting materials and radiolabelled peptides were separable.
The peptide fraction was collected, evaporated and counted in a Capintec Radioisotope
Calibrator to calculate the specific activity of the product. Since*Cu-labeled NOTA-
dimer 1 and NOTA-dimer 2 were poorly soluble in physiological media, a mixture of

DMF-PBS (10/90 v/v) was used to solubilize peptides.

In vivo stability studies

Plasma and in vivo stability studies were realized as previously described by our group
[33]. Briefly, after peptide reconstitution, studies were carried out by incubating the
tracers in mouse plasma for a period of 24h and by injecting around 15-25 MBq (400-650
pCi; 100 pL) of 64Cu/pe:ptide: to female Balb/c mice; 3 mice per peptide. After 24h, a
portion of the incubation mixtures in plasma or blood samples taken from the back paw
were quenched w'ith equal amounts of MeCN, chilled (4°C), centrifuged, and the
supernatant was assayed by HPLC. The stability was also determined by radioTLC
directly from plasma and blood samples without further handling; free %Cu and purified
radiolabeled peptides were used as standards. The radioTLCs were eluted on C-18-coated
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plastic sheets with 0.1 M sodium citrate buffer at pH 5.5 using an Instant Imager system

for the radiodetection.

Biodistribution studies in Balb/c mice

To determine the in vivo GRPR-targeting efficacy of labeled peptides, biodistribution of
female Balb/c mice were realized with a minimum of 4 mice for each condition. Briefly,
mice were injected with 370-740 kBq (10-20 pCi; 100 uL) of either *Cu/NOTA-
monomer, Cu/NOTA-dimer 1 or *Cu/NOTA-dimer 2 via the caudal vein. The animals
were sacrificed with CO; at 30 min post-injection (p.i.). Organs of interest were then
collected, weighted and measured in a gamma-counter. The results were expressed as

percentage of the injected dose per gram of tissue (%ID/g).

Cellular uptake and efflux

Cellular uptake and efflux studies were realized three times in triplicata on PC3 cells in
presence of NOTA-monomer and NOTA-dimer 2 radiolabeled with ®Cu. First, PC3 cells
were seeded in 12-wells plates at a density of 2x10° cells per well 48 h prior to the
experiment. Before the experiment, the cells were washed trice with PBS then 950 pL of
culture medium was added. For cellular uptake, PC3 cells were incubated 15, 30, 60, 120
and 240 min with 37 kBq (1uCi; 50 uL) of radiolabeled peptide per well at 37 °C with
agitation. Once the incubation was over, the medium was removed and the cells were
washed trice with PBS. The cells were harvested and counted in a gamma counter. The
results were expressed as percentage of added dose retained per 10° cells (%AD/10°cells).
For efflux studies, plated-PC3 cells were incubated 1 h with 37 kBq (1uCi; 50 uL) of

radiolabeled peptide. Then, the cells were washed with PBS and fresh medium was added.
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After 0, 15, 30, 60, 120 and 240 min, the cells were washed thrice with PBS. Finally, the
cells were harvested and counted in a gamma counter. The results were expressed as

percentage of activity retained by cells relative to baseline at 0 min.
PET imaging

PET scans were performed using a LabPET8 (Gamma Medica Inc.) small animal scanner
with a field of view of 7.5 cm. Female Balb/c nude mice were implanted with 10’ PC3
prostate cancer cells. Cells were injected in 150 pL of Matrigel (BD Biosciences) and
PBS (2:1). Tumors were given 3 weeks to grow to the size of 5 mm in diameter. For
UPET studies, PC3 xenografted female Balb/c nude mice were injected with 3.7-7.4 MBq
(100-200 pCi; 100 pL) of *Cuw/NOTA-monomer or Cu/NOTA-dimer 2 via the caudal
vein under isoflurane anesthesia with a minimum of 3 mice for each tracer. Each animal
had a 2 h dynamic scan from the injection. The images were reconstructed by a 2-
dimensional MLEM algorithm implemented on an analytically derived system matrix
[37]. Region of interest (ROI) were traced for tumor, liver, kidney and muscle and the
activity contained in each organ was measured at multiple time points, resulting in time-

activity curves.

Biodistribution studies in PC3 tumor-bearing Balb/c nude mice

Tumor-bearing Balb/c nude mice were injected with 370-740 kBq (10-20 pCi; 100 pL) of
*Cu/NOTA-monomer and **Cu/NOTA-dimer 2 via the caudal vein and sacrificed with
CO at different periods of time after injection. Organs of interest were then collected,

weighted and radioactivity was measured in a gamma-counter. The blocking experiments
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were realized by co-injecting 0.1 pmol of non-radiolabeled peptide. The results were

expressed as %ID/g with a minimum of 3 mice for each condition.
Resuits

Peptide synthesis

NOTA-monomer, NOTA-dimers 1 and 2 were prepared with overall yields of 38, 28 and
31%, respectively, based on the substitution rate of the resin determined photometrically
from the amount of Fmoc chromophore released upon treatment of the resin with
piperidine/DMF. According to analytical HPLC, the purity was 99% for all peptides, as
reported in Table 1. The purity of the crude south BBN peptide segment was 84%. The
peptide was used for the coupling without further purification; the partially protected
peptide degrades when purified by HPLC. All measured peptide masses are in agreement

with the calculated mass values (Table 1).

Competitive binding assays

All three peptide conjugates inhibited the binding of ['**I-Tyr*]bombesin to GRPR of PC3
cells in a concentration-dependant manner. The inhibition constant (K;) values for NOTA-
monomer, NOTA-dimer 1 and NOTA-dimer 2 were respectively 2.51 +1.54, 1.82 + 1.16
and 1.70 + 1.30 nM (see Table 1). Natural bombesin was used as a standard and a K;
value of 0.59 + 0.32 nM was obtained under the same conditions (Table 1). No significant

difference was observed between the different compounds in terms of GRPR affinity.
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Peptide radiolabeling with %Cu, purification and in vivo stability

All NOTA-peptides were successfully radiolabeled with *Cu with yields not decay
corrected greater than 95% (Table 1). The specific activities measured were 74-93
TBg/mmol (2000-2500 Ci/mmol) for NOTA-monomer and 93-130 TBq/mmol (2500-
3500 Ci/mmol) for “Cuw/NOTA-dimers 1 and 2. Fig. 4 shows radio-HPLC chromatograms
of *Cu/NOTA-monomer and *Cu/NOTA-dimer 2. The two tracers were stable in mouse
plasma over 24h and in vivo over lh (Fig. 4a and 4b respectively). The amount of
radiolabeled peptide in mouse blood was not sufficient after 24h to run a radioHPLC.
Instead, stability results were performed by radioTLC using free *Cu and purified
radiolabeled peptides as standards. Fig. 5 shows radioTLC chromatograms of
#Cu/NOTA-monomer and ¥Cu/NOTA-dimer 2 at various time points in mouse plasma
and in vivo. The absence of free *Cu in vivo 24 h p.i. confirmed that ®“Cu/NOTA
complexes of the monomer and the dimer 2 are stable (Fig. 5). No metabolites were found

under all conditions when the stability was followed by radioTLC.

Biodistribution in Balb/c mice

The GRPR-targeting in vivo efficacy of %Cu-labeled peptides was first tested by
biodistribution in female Balb/c mice 30 min p.i. using the pancreas, a GRPR-rich tissue,
as a target for specific receptor-mediated accumulation. We also determined the
biodistribution profiles of our peptides (Fig. 6). Both dimers present higher liver, spleen,
lung and kidney uptake. Pancreas uptake were respectively 18.4 £ 2.9, 15.6 £ 2.0 and 57
+ 16 %ID/g for NOTA-monomer, NOTA-dimer 1 and NOTA-dimer 2. NOTA-dimer 2

exhibits a 3.6-fold higher pancreas uptake than NOTA-monomer and NOTA-dimer 1.
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Cellular uptake and efflux

To further investigate the polymeric effect observed, we studied cellular uptake and efflux
of NOTA-monomer and NOTA-dimer 2 on PC3 cells. The expected advantages of
multimeric compound are a higher uptake and retention of the peptide on GRPR-
expressing tumor cells. Results are presented in Fig. 7. For uptake studies, a significantly
higher cellular uptake is observed for the labeled NOTA-monomer at multiple time points
(p<0.05). However, efflux studies demonstrate a higher retention of the labeled NOTA-

dimer 2 when compared to NOTA-monomer at 1, 2 and 4 h (p<0.05).
PET imaging

Representative decay-corrected transaxial images at 30, 60 and 120 min after injection are
shown in Fig. 8. White arrows indicate the location of the PC3 tumors which were clearly
visible at all times with both radiolabeled tracers. From these images, it is evident that the
monomer is eliminated from non-target tissue faster than the dimer. Fig. 9 presents time-
activity curves of liver, kidney, muscle and PC3 tumor with both tracers for the 2 h
dynamic scan. From these results, no significant difference was observed between both
tracers in terms of muscle accumulation. However, “Cuw/NOTA-dimer 2 exhibits higher
liver (p<0.05) and kidney (p<0.05) uptake than the *Cu/NOTA-monomer. PC3 tumor
uptake profiles are slightly different for both tracers during the first hour p.i.; the
monomer exhibits higher uptake during the first half-hour that decreases rapidly to be
lower for the next 30 min when compared to NOTA-dimer 2. After 1 h, the dimer exhibits
higher retention at the tumor site, in accordance with the higher retention of the NOTA-

dimer 2 in cell efflux studies (Fig 7).
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Biodistribution in Balb/c nude mice

In order to validate the results obtained by PET imaging, biodistribution in PC3 tumor-
bearing female Balb/c nude mice were realized for Cu/NOTA-monomer at 0.5h and
®Cu/NOTA-dimer 2 at 0.5h and 2h. Results are presented in Table 2. *Cu/NOTA-
monomer displayed fast blood clearance with 1.35+0.47 %ID/g remaining in the blood at
0.5 h after injection. Blocking studies revealed an increased uptake of %4Cu/NOTA-
monomer in all organs except pancreas. Ratios of tumor to blood and the tumor to muscle
between unblocked and blocked mice decreased for this tracer. The uptake in the blood,
kidney, liver, spleen, lungs and tumor are higher for ¥Cu/NOTA-dimer 2. A modest
decreased uptake was observed at the PC3 tumor site for the dimer 2 with co-injection of
0.1 pmol of non-radiolabeled peptide, but the tumor to blood ratio between unblocked and
blocked mice significantly diminished. The uptake in the pancreas, wﬁich is known to
express GRPR, was high and specific for the dimer 2. Surprisingly, a significant reduced

uptake was also observed in the liver.

Discussion

In this study, we investigated the potential benefits of dimeric BBN-based peptide
radiotracers for GRPR-mediated prostate cancer PET imaging. Multimeric compounds are
expected to have higher affinity, when targeting receptor at the surface of tumor cells, and
a higher tumor uptake and retention than their monomeric counterparts [27]. The binding
affinity for GRPR on PC3 cells of NOTA-monomer, NOTA-dimer 1 and NOTA-dimer 2
were all similar in the low nanomolar range. The incorporation of the NOTA chelator

seems to have a minimal effect on the receptor binding affinity of the peptides [32].
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Competitive binding assays demonstrated no advantage in terms of receptor affinity
through dimerization. Previous studies also suggested that homodimers show no or

modest improvement in affinity for GRPR [28, 29].

The specific activities of the dimers were slightly higher than that of the monomer when
calculated on a molar basis. Although the amount of peptide conjugate was kept constant
for the labeling, i.e. 5 pg, the quantity of radioactivity varied in each case explaining the
observed variations in specific activity. %Cu/NOTA monomer and *Cu/NOTA dimer 2
are stable after 24h incubation in mouse plasma and 1h in vivo as no trace of free *Cu or
metabolite was detected by radioHPLC (Fig. 4). Although %Cu/NOTA complexes of the
monomer and the dimer 2 are stable over 24 h in vivo (Fig. 5), the stability of the peptide
itself cannot be established by radioTLC because the peptide separation from its potential
metabolites may be extremely difficult using this method. The biodistribution in female
Balb/c mice demonstrated that our monomeric and dimeric peptides have different
biodistribution profiles (Fig. 6). Both dimers presented slightly higher blood retention and
a significantly increased uptake in the spleen, lungs, kidney and liver as compared to the
monomer. These results appear to correlate to a higher molecular weight rather than
GRPR-mediated polyvalency effect since none of these organs express high level of
GRPR. The same observation was reported by Liu et al. while testing their dimer and
tetramer of RGD [38]. Higher uptake in liver for both dimers seems to indicate a different
elimination pathway and kinetics. The liver is an important organ in the metabolism of
copper. However, in vivo stability studies indicated absence of free %Cu in the blood
circulation at all the time points studied (Fig 5) demonstrating that the observed liver

uptake is due to hepatobiliary excretion of the dimers. Higher uptake in the kidneys for
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both dimers can be explained by the higher molecular weight since larger molecules are
more slowly excreted, but also, under physiological conditions, our dimers are more
positively charged than the monomer. Positively charged molecules are known to be more
retained in the kidneys than neutral molecule [39] which could also explain our results.
Labeled NOTA-dimer 2 exhibited a 3.6-fold higher pancreas uptake compared to NOTA-
monomer or NOTA-dimer 1 in Balb/c mice. This augmentation cannot be explained by
the molecular weight difference. Therefore, this higher uptake could be associated to
polymeric effect. We further investigated this effect on PC3 cells in vitro and in vivo with
NOTA-monomer and NOTA-dimer 2. Since NOTA-dimer 1 did not present any

advantage over the two other tracers, we stopped its further development.

During in vitro experiments, *Cu/NOTA-dimer 2 exhibited lower cellular uptake, but
higher tumor retention on PC3 when compared to *Cu/NOTA-monomer. The lower
cellular uptake could reflect differences in biological activities between the two peptides.
Our efflux experiments supported the multimeric effect: Cu/NOTA-dimer 2 was

retained by PC3 cells longer than %4Cu/NOTA-monomer in the same conditions.

PET imaging in PC3 tumor-bearing mice was used to compare the pharmacokinetics and
distribution of the monomeric and the dimeric BBN. Dynamic PET was used to obtain
time-activity curves describing the activity profile of the tracer for each ROI as a function
of time. Time-activity curves for liver, kidney, muscle and tumor with *Cu/NOTA-
monomer and ¥Cu/NOTA-dimer 2 showed that liver and kidney uptake was higher at all
times for the dimer, while muscle uptake was similar for both tracers. These results

correspond to the pattern observed in the biodistribution studies. Results from cellular
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uptake studies predicted higher tumor uptake for **Cu/NOTA-monomer. In fact, PC3
tumor uptake was higher for *Cu/NOTA-monomer for the first 30 min post-injection.
Afterwards, the tumor uptake of the dimer was significantly higher than the monomer.
This can be explained by the slower tumor washout of the dimer. The longer retention of
the dimer by PC3 cells observed in the efflux studies is also observed in vivo. Blocking
studies by biodistribution in PC3 tumor-bearing mice were realized to validate the results
obtained by PET imaging, confirming the GRPR-mediated uptake of the tracer. After co-
injection of the non-radiolabeled peptide, the radioactivity level of **Cu/NOTA-monomer
slightly decreased in the pancreas. Surprisingly, an imporfant increase of **Cu/NOTA-
monomer in all other organs was noticed by co-injection of the non-radiolabeled peptide.
In this study, 0.1 pmol of non-radiolabeled peptide were co-administered intravenously
with radiotracer injection, which apparently led to serious damage to the kidney functions
and significant inhibition of blood clearance of the radiotracer, as suggested by a 9-fold
increase in the blood radiotracer level and a more than 7-fold increase in the kidney levels
over animals not receiving the non-radiolabeled peptide. Therefore, the absence of any
blocking effect of the non-radiolabeled peptide in the tumor and other organs may be
explained by interference from an increased influx of the radioligand from the blood. At 1
h after the injection of *Cu/NOTA-monomer, the radioligand was still in the form of its
parent in the blood suggesting that the increased uptake of the tracer may not be related to
the uptake of metabolites for the blocking experiments. Meanwhile, lower tumor to blood
ratio of 0.38 £+ 0.01 and tumor to muscle ratio of 1.59 + 0.44 were obtained 0.5h p.i for
blocked 64Cu/NOTA-monomer, with 1.49 £ 0.41 and 7.42 + 0.41 for the unblocking
experiments respectively (p<0.05, Table 2), showing that the tumor localization of

%4Cu/NOTA-monomer was a result of the GRPR. For dimer 2, the uptake in blood,
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kidney, spleen, and muscle is non-specific since no difference is noted by co-injection of
the non-radiolabeled peptide. The co-injection of the non-radiolabeled peptide
significantly reduced the pancreas uptake from 13.35 +7.38 t0 1.43 £ 0.61 %ID/g
(p<0.05, Table 2). Since GRPR are highly express in this organ, this confirms that
pancreas uptake of *Cu/NOTA-dimer 2 is GRPR-mediated. The liver uptake of
$4Cu/NOTA-dimer 2 was also reduced by co-injection of unlabeled peptide (p<0.05).
Since GRPR expression in the liver is very low, it is likely that diminution of liver
accumulation may reflect saturation of the hepatobiliary elimination pathway by the non-
radiolabeled peptide. PC3 tumor uptake of *Cu/NOTA-dimer 2 was modestly lowered
from 6.28 + 2.87 %ID/g to 3.25 = 1.15 %ID/g following the co-injection of the non-
labeled peptide again indicating a GRPR dependant response.

To demonstrate that the higher tumor retention of *Cu/NOTA-dimer 2 observed in vivo is
not only due to higher molecular weight, we compared the tumor to non-target tissue ratio
of radiolabeled NOTA-monomer and NOTA-dimer 2. If tumor uptake was only due to
size difference among the monomer and the dimer, then muscle uptake would have
increased accordingly resulting in similar ratios of tumor to blood and tumor to muscle for
both tracers. Results indicate that the ¥Cu/NOTA-monomer offers the highest tumor to
muscle ratio during the course of our study (Table 2). ®Cu/NOTA-dimer 2 exhibits
higher tumor to blood ratio after 2 h and is also retained longer at the tumor site. In
addition, this tracer displays lower tumor to liver ratio and similar ratios of tumor to
kidney and tumor to pancreas than the NOTA-monomer at all time points. These ratios are
modulated by the different elimination pathway and kinetic of both tracers.

Multimeric compounds could have enhanced affinity due to statistical rebinding or

simultaneous binding to receptors. All peptides in the current research feature only short
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linkers limiting the possibility of multiple binding to targets simultaneously. Therefore,
statistical rebinding seems to be the major factor explaining the results observed at the
pancreas for the dimer 2. The receptor binding of one BBN(6-14) unit will significantly
enhance the local concentration of the other BBN(6-14) unit in the vicinity of the receptor
which might facilitate further binding. However, statistical rebinding is dependant on the
density of receptor present at the surface of the cell. GRPR are characterized by the
presence of high and low affinity states to agonist depending on the coupling of guanine
nucleotide (GDP or GTP) on the G-protein [40]. Therefore, available receptors that could
bind with our peptides at the tumor are likely even lower than expected. In fact, we
observed significantly higher uptake in mouse pancreas, which has a very high density of
GRPR, but no difference in uptake for PC3 tumors that have a lower GRPR density [1].
This difference in receptor densities might be a factor reducing the efficacy of our dimer.
Longer spacers in the dimer might allow bivalency implying that both BBN(6-14) units
can bind simultaneously to GRPR. However, it is important to note that tumor retention
did not seem to be altered by lower receptor densities. It is possible that in the case of the
dimeric tracers different mechanisms are involved in tumor uptake and retention. Overall,
our data show that ®Cu/NOTA-dimer 2 presents similar affinity for GRPR and PC3
uptake in vivo, greater tumor retention in vitro and in vivo, but also higher uptake in the

liver and kidney when compared to %4Cu/NOTA-monomer.

Conclusions

Monomeric and dimeric BBN(6-14) peptides have been successfully synthesized and
labeled with **Cu as potential tracers for prostate cancer PET imaging. In this study, we

present—to our knowledge, for the first time—in vivo characterization of radiolabeled
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dimeric BBN-based peptides. Both *Cu/NOTA-monomer and *Cu/NOTA-dimer 2 are
suitable for detecting GRPR-positive prostate cancer in vivo by PET. Tumor retention was
improved in vivo with ®*Cu/NOTA-dimer 2 by applying polyvalency effect and/or
statistical rebinding. Our study is the first step in developing effective dimeric BBN-based

tracers in prostate cancer PET imaging.

List of abbreviations

The abbreviations for the common amino acids are in accordance with the
recommendations of [41]. Additional abbreviations: BBN, bombesin; BBN(6-14), [D-
Tyr® BAla'!, Thi">,Nle!*] bombesin(6-14); CIHOBT, 6-chloro-1-hydroxy-1H-
benzotriazole; DCM, dichloromethane; DIEA, N,N-diisopropylethylamine; DMF, N, N-
dimetylformamide; DOTA, 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-N,N’,N’’,N’’’-tretraacetic
acid; GRP, gastrin releasing peptide; GRPR, gastrin releasing peptide receptor; HATU, 2-
(1H-7-azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium hexafluorophosphate; HEPES, 4-
(2-hydroxyethyl)-1-piperazine ethanesulfonic acid; HPLC, high performance liquid
chromatography; GDP, guanidine diphosphate; GTP, guanidine triphosphate; i-Pr-OH,
isopropyl alcohol; K;, inhibition constant; MeCN, acetonitrile; NMP, N-methyl-2-
pyrrolidone; NOTA, 1,4,7-triazacyclononane-1,4,7-triacetic acid; PBS, phosphate
buffered saline; PET, positron emission tomography; p.i., post-injection; PyBOP,
benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidino phosphonium hexafluorophosphate; ROI, region of

interest; TFA, trifluoroacetic acid; WPET, micro-positron emission tomography.
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Figures

Fig. 1 Synthesis scheme for NOTA BBN-based dimers.
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Fig. 2 Amino- aCld sequences of NOTA-bombesin monomer and dimers used in

imaging with ®Cu.
84 Cu/NOTA-monomer

84



Fig. 3 Biodistribution of ®*Cu-labeled NOTA-monomer, NOTA-dimer 1 and NOTA-
dimer 2 at 0.5 h post-injection in Balb/c female mice (four mice/group). Resuits
are presented as mean %ID/g + SD. * p<0.05. The p value refers to difference
between NOTA-dimer 1 and NOTA-monomer or NOTA-dimer 2 and NOTA-
monomer.
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Fig. 4 Cellular uptake (A) and efflux (B) of **Cu-labeled NOTA-monomer and
NOTA-dimer 2 on PC3 cells (n=3).
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Fig. 5 Decay-corrected transaxial microPET images of PC3 tumor-bearing mice
at 30, 60 and 120 minutes post-injection of *Cu/NOTA-monomer or #*Cu/NOTA-

dimer 2.
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Fig. 6 PET-derived time-activity curves for liver, kidney, muscle and PC3 tumor of
tumor-bearing mice injected with #*Cu/NOTA-monomer or “Cu/NOTA-dimer 2.
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Fig. 7 Biodistribution of ®*Cu/NOTA-dimer 2 on PC3 tumor-bearing female Balb/c
nude mice 120 min post-injection unblocked and blocked by co-injection of 10
mg/kg of unlabeled NOTA-dimer 2. *p<0.05. The p value refers to the difference
in uptake of **Cu/NOTA-dimer 2 between blocked and unblocked group.
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TABLES
Table 1. Analytical data for NOTA-BBN(6-14) monomer and dimers.

Peptide (M]* yield purity K¢ labeling

b

calcd Found® (%) (%) (nM) yieldd (%)

Bombesin 0.59+0.32
NOTA-monomer 1570 1571 38 99  2.51+1.54° >95
South BBN peptide 1879 1880 84

segment

NOTA-dimer 1 2976 2976 28 99  2.00+1.59  >95
NOTA-dimer 2 3122 3122 31 99 1.76+1.30 >95

“Mass values were obtained by MALDI TOF mass spectroscopy or LC/MS/MS. “Purity was
determined by HPLC analysis. “Affinities for GRPR were determined with ['*’I-Tyr*Jbombesin
in PC3 human prostate cancer cell line. “Labeling yield (not decay corrected) was determined
by radio-HPLC analysis based on **Cu starting activity. “Similar K; values were obtained for the
free chelate (1.30+0.74) and the ‘cold’ Cu/NOTA-monomer (1.60 = 0.59) when tested in
triplicate in human breast cancer T47D cells. HPLC yield of the crude peptide.
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Table 2. BIOdIStI‘Ibutlon and tumor to non-target organ ratios for ¥ Cu/NOTA-

monomer and **Cu/NOTA-dimer 2 at 30 and 120 min post-injection.

“Cuw/NOTA-monomer

“Cw/NOTA-dimer 2

Organ 30 min 30 min 120 min
unblocked Blocked* unblocked unblocked Blocked*
Blood 1.35 £ 047 11272 + 342 | 3.13 £ 067 | 1.34 + 015 | 3.32 + 278
Plasma 248 + 0.63 (21.69 + 6.16 | 527 = 127 | 245 + 027 | 6.14 + 489
Adrenal 429 + 113 |16.57 + 037 | 923 + 5.01 |11.56 £ 491 3.63 £ 243
Fat 0.65 + 0.54 322 £ 4.29 1.86 £ 0.81 | 0.68 = 0.61 346 = 274
Kidney 1042 £ 129 |75.13 = 36.20(17.02 + 6.24 {26.37 + 8.13 |23.00 = 5.37
Spleen 1.63 + 182 329 + 0.16 | 531 £ 143 | 550 £ 261 331 £ 095
Pancreas 5.10 £ 250 457 £ 2.65 | 460 = 0.57 |13.35 + 7.38 1.43 + 0.61%
Liver 5.38 + 8.12 8.12 + 0.70 |41.79 = 558 [23.11 + 236 [12.20 + 2.78¢
Heart 1.05 =+ 091 465 + 033 | 442 £ 1.59 | 2.68 + 0.13 1.58 = 0.80
Lungs 177 £ 128 1426 + 158 | 7.22 = 273 | 507 £ 158 (3442 + 23.31
Muscle 0.40 + 033 345 = 2.06 1.59 + 1.16 | 1.13 = 0.62 141 = 098
Bone 043 = 046 152 + 0.58 | 078 + 0.21 | 0.83 = 0.19 1.15 £+ 0.44
Brain 0.08 = 0.07 063 + 0.09 | 038 = 0.06 | 0.22 = 0.05 | 0.16 = 0.09
Tumor 1.79 £ 046 482 + 091 395 & 0.26 | 6.28 + 287 | 325 = 1.15
Tumor/Blood 1.49 = 041 038 + 0.01*| 1.39 + 030 | 4.09 + 1.79 1.04 + 0.60*
Tumor/Muscle 7.42 + 3.17 159 + 044*| 395 + 198 | 446 + 1.86 | 231 + 146
Tumor/Liver 207 £ 1.13 060 = 0.13 | 0.10 £ 0.01 | 022 + 0.07 | 0.24 + 0.09
Tumor/Kidney 0.17 £ 0.04 007 + 0.01*| 028 + 0.09 | 0.22 *+ 0.11 0.12 £ 0.03
Tumor/Pancreas| 044 + 017 | 1.18 + 0.32°] 0.89 + 0.11 | 0.36 + 0.09 | 1.80 = 0.39¢

* Blocked by injecting 0.1 pmol of non-radiolabeled peptide together with the

radiopeptide.

* Co-injection significantly lowered the uptake of the same organ for the corresponding

tracer (p<0.05).
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DISCUSSION

Au Canada, les cancers du sein et de la prostate tiennent la premicre place parmi
les cancers diagnostiqués chez les femmes et chez les hommes respectivement. Ces deux
cancers combinés ont représenté environ 9650 déces au cours de I’année 2010. Avec le
vieillissement de la population, ces cancers toucheront de plus en plus de femmes et
d’hommes au cours des prochaines décennies (Association Canadienne du Cancer).
Sachant que le dépistage d’un cancer en phase précoce est associé avec un meilleur
pronostic et le nombre grandissant de cas de cancers de la prostate et du sein, il est capital

de développer des stratégies efficaces de détection précoce.

Les méthodes de dépistage actuellement utilisées ne permettent pas de cibler les
cellules cancéreuses de fagon spécifique. Elles sont basées sur des caractéristiques
physiques telles la densité du tissu (échographie ou IRM) ou des métabolismes généraux
non-spécifiques comme la consommation de glucose (TEP et ®E.FDG). Ces méthodes
sont limitées pour la détection de certaines pathologiés plus difficilement discernables tel
le cancer du sein et de la prostate. En effet, les cellules cancéreuses prostatiques ne
présentent pas systématiquement une augmentation de leur consommation de glucose et le
positionnement de la prostate derriere la vessie rend l’imagerie plus complexe. Par
ailleurs, les cancers mammaires sont difficilement discernables, surtout chez les femmes
pré-ménopausées, dii entre autre a la densité du tissu mammaire sain. Pour pallier a ces
problémes, nous proposons d’utiliser une caractéristique des cellules cancéreuses pour le

dépistage. Les cellules cancéreuses prostatiques et mammaires surexpriment le récepteur
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du peptide de la relache de la gastrine (GRPR) a leur surface dans 63% et 65-68% des cas,
respectivement. Pour cibler ces récepteurs, un peptide, le BBN(6-14), a ét€ conjugué a un
chélateur NOTA et marqué 2 1’aide d’un radio-isotope afin de permettre le ciblage de ces

récepteurs in vivo et de fagon non-invasive par imagerie TEP.

Au cours des derniéres années, plusieurs peptides radiomarqués ont été testés chez
les petits animaux. De ces études, quelques facteurs déterminants ont €té observés
pouvant permettre I’amélioration des traceurs disponibles tel la solubilité du composé,
I’espaceur utilisé, I’atome radioactif utilisé pour le marquage, la multivalence ainsi que les
propriétés agonistes/antagonistes du composé. Dans le cadre de ce projet, nous avons

investigué deux parametres : le radio-isotope utilisé€ et la multivalence du ligand.

1. Le radio-isotope utilisé pour le marquage des peptides

Le premier objectif était de comparer un peptide, le NOTA-PEG-BBN(6-14)
(Figure 1), marqué au #Cu et au ®Ga en tant qu’outils diagnostiques pour la détection du

cancer du sein et de la prostate par imagerie TEP.

Le NOTA-PEG-BBN(6-14) présente une excellente affinité pour le GRPR sur les
lignées tumorales humaines T47D (cancer du sein) et PC3 (cancer de la prostate), ayant
une valeur de constante d’inhibition de I’ordre du nanomolaire ce qui est similaire a celle
obtenue pour le ligand naturel, la bombésine. Nous avons également évalué la constante
d’inhibition du peptide lorsque complexé avec du Cu(Il) ou du Ga(Ill). Ces mesures
d’affinité ont été réalisées sur les cellules T47D. Le Cu(ll)/ NOTA-PEG-BBN(6-14)
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présente une affinité similaire (1,60 * 0,59 nM) a celle du peptide non-complexé (1,27 +
0,95 nM) indiquant que la présence du Cu(ll) a I’intérieur du chélateur ne semble pas
influencer I’affinité mesurée. Par contre, le Ga(III)/NOTA-PEG-BBN(6-14) présente une
affinité significativement plus faible (4,9 + 1,3 nM) pour le GRPR que le NOTA-PEG-
BBN(6-14) libre ou complexé avec le Cu(Il). Cette différence en affinité peut s’expliquer
par la présence d’une charge positive supplémentaire au niveau du complexe
Ga(IlTY/NOTA par rapport au complexe Cu(l)/NOTA. En effet, en contexte
physiologique, le chélateur NOTA de notre peptide possede deux groupements
carboxylates chargés négativement. Ainsi, le complexe Cu(II))/NOTA est neutre tandis
que le complexe Ga(III)/NOTA est chargé positivement. Nous croyons que le contre-ion
de cette charge pourrait causer un encombrement stérique nuisant a la liaison entre le

peptide et le récepteur réduisant ainsi 1’affinité mesurée.

La stabilité des peptides radiomarqués a été évaluée par chromatographie sur
couche mince a partir d’aliquots sanguins prélevés a différents temps chez la souris.
D’apres ces études, le ®Ga/ et le *Cu/NOTA-PEG-BBN(6-14) sont stables jusqu’a deux
et 20 heures post-injection, respectivement. Ces résultats confirment que les mesures de
radioactivité in vivo sont dues a la distribution du traceur et non a la présence de
métabolites marqués ou de radiométal libre. Des études de captation cellulaire ont été
réalisées dans le but d’évaluer les comportements des deux traceurs au niveau des cellules
cancéreuses. Les NOTA-PEG-BBN(6-14) marqués au ®Cu et au ®*Ga présentent une
captation cellulaire comparable tant sur les cellules PC3 que T47D. Ainsi, la différence
d’affinité observée ne semble pas se traduire par une interaction moins forte avec les

GRPR i la surface des cellules cancéreuses in vitro.
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Les propriétés biologiques in vivo des peptides radiomarqués ont ét€ évaluées par
études de biodistribution et par imagerie TEP. Les études de biodistribution chez des
souris Balb/c femelles présentent une accumulation similaire du %“Cu/ et du ®*Ga/NOTA-
PEG-BBN(6-14) au niveau des organes n’exprimant pas le GRPR, tels que le foie, les
reins et les muscles. Ces résultats suggeérent que les deux traceurs ont un profil

d’élimination similaire, majoritairement via la voie rénale.

Le ciblage des GRPR in vivo est connu pour étre hautement dépendant de I’affinité
des traceurs pour le GRPR plutdt que sur leur capacité d’internalisation. Etant donné que
le 68Ga/NOTA-PEG-BBN(6-14) présente une affinité plus faible sur les cellules T47D,
une accumulation spécifique plus faible est attendue pour ce traceur. D’aprés les études de
biodistribution chez les souris Balb/c normales, une accumulation significativement plus
faible a été observée au niveau du pancréas et des glandes surrénales, deux organes
exprimant le GRPR a haute densité, pour le traceur marqué au ®8Ga. Ces organes
présentent une accumulation dépendante du GRPR, telle que démontrée lors des
expériences de blocage par co-injection d’un excés de traceur non-marqué autant pour le

peptide marqué au *Cu/ qu’au ®*Ga/NOTA-PEG-BBN(6-14).

Chez la souris Balb/c nue femelle portant des xénogreffes PC3 et T47D, nous
avons d’abord comparé la captation du 64Cu/NOTA-APEG-BBN(6-14) au niveau des deux
types de tumeur. Le traceur présentait une captation et un ratio tumeur/muscle similaires
pour les modeles tumoraux étudiés. De plus, les résultats obtenus sont comparables a des

valeurs rapportées dans la littérature pour des traceurs équivalents (LANE et al., 2010;
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PRASANPHANICH et al., 2007; CHEN et al., 2004). Toutefois, les valeurs découlant de
I’'imagerie TEP pour les tumeurs T47D sont légeérement plus faibles que celle obtenues par
biodistribution ce qui pourrait s’expliquer par la densité du tissu tumoral. Les tumeurs
T47D sont moins denses que les tumeurs PC3. Ainsi, lorsque la région d’intérét (ROI)
pour 1’analyse de ’imagerie TEP est tracée, un moins grand nombre de cellules T47D est
contenu pour le méme volume de la ROI Par conséquent, un signal plus faible est
observé. Par contre, lors des études de biodistribution, les résultats sont normalisés par
unité de masse tumorale et la différence de densité des tissus tumoraux est corrigée. Ainsi,

nos méthodes d’analyse ont été jugées valides et ont été utilisées pour les tumeurs PC3.

La captation du #Cu/ et du ®Ga/NOTA-PEG-BBN(6-14) des tumeurs PC3 a, par
la suite, été comparée par imagerie TEP. La captation tumorale et le ratio tumeur/muscle
sont comparables pour les deux traceurs au niveau de la tumeur PC3. De plus, la co-
injection d’un exces de peptide non-marqué a significativement diminué 1’accumulation
du peptide a la tumeur et le ratio tumeur/muscle, démontrant une captation dépendante du

GRPR au niveau de la tumeur.

Généralement, le pancréas est considéré comme un bon indicateur des propriétés
de ciblage du GRPR d’un peptide lors du développement de traceurs. Par contre, plusieurs
études démontrent que ce paradigme n’est pas toujours véridique dii a des différences
inter-especes du GRPR. En effet, dans le cadre de notre étude, nous avons observé une
accumulation significativement plus faible pour le ®Ga/NOTA-PEG-BBN(6-14) au
niveau du pancréas et des glandes surrénales exprimant le GRPR de souris. Toutefois, au

niveau des tumeurs exprimant le GRPR humain, aucune différence n’a été observée.
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Ainsi, nos travaux indiquent que le traceur devrait toujours étre évalué au niveau du

GRPR de ’espéce considérée.

En conclusion de cette section, nous avons développé deux radiotraceurs ciblant le
GRPR présentant d’excellentes propriétés pharmacocinétiques pour 1’imagerie in vivo du
cancer du sein et de la prostate. De plus, nos travaux démontrent que le radio-isotope
utilisé pour le marquage module I’affinité pour le récepteur ainsi que les propriétés
pharmacocinétiques de peptides radiomarqués ciblant le GRPR. Finalement, une

différence inter-espéce a été observée entre le GRPR de souris et de I’humain.

2. La multiplicité du ligand peptidique

Le second objectif de cette étude était d’étudier les bénéfices potentiels de 1’utilisation
d’un composé homodimérique ciblant les GRPR dans la détection du cancer de la prostate
par imagerie TEP. Une affinité supérieure, une captation et une rétention tumorale accrues

sont attendues pour les composés dimériques par rapport aux composés monomériques.

Les affinités mesurées pour le GRPR sur les cellules PC3 pour le NOTA-PEG-
BBN(6-14) [NOTA-monomer], le NOTA-dimer 1 et le NOTA-dimer 2 sont similaires et
de I’ordre du nanomolaire. (2,5 + 1,5, 2,0 £ 1,6 et 1,8 & 1,3 respectivement). Les études de

compétition n’ont démontré aucun avantage pour les composés dimériques.

Par la suite, les traceurs ont été caractérisés par biodistribution chez la souris

Balb/c femelle. Ces études ont démontré que ces trois composés ont des profils de
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biodistribution différents. Les deux composés homodimériques présentent une
accumulation plus importante que le monomeére dans la circulation sanguine, la rate, les
poumons et les muscles. Ces résultats sont corrélés avec une augmentation des poids
moléculaires des composés plutdt qu’une augmentation due a un effet de polyvalence
médié€ par le GRPR, puisque ces organes n’expriment que faiblement ou pas le récepteur.
De plus, Liu ez al ont rapporté des résultats semblables pour leur homodimeére ciblant
I’intégrine ayBs (LIU et al., 2009). Une accumulation plus grande au niveau du foie pour
les deux composés dimériques semble indiquer des voies d’élimination différentes par
rapport au monomere. Effectivement, cette accumulation suggére une élimination hépato-‘
biliaire tandis que le monomere était éliminé principalement par la voie rénale. Le foie est
un organe important dans le métabolisme du cuivre. Toutefois, les études de stabilité in
vivo indiquaient une absence de ®Cu libre au niveau de la circulation sanguine, ce qui
démontre que 1’accumulation hépatique observée serait principalement due a une
excrétion des dimeres. Une accumulation accrue au niveau des reins pour les dimeres a
également été observée et pourrait s’expliquer par le poids moléculaire élevé de ces
composés. Les dimeres, étant de masse plus élevée, sont éliminés plus lentement par les
reins, et en contexte physiologique, ils sont chargés plus positivement que le composé
monomere. Les molécules chargées positivement sont mieux retenues par les reins que les
composés neutres (BEHR, GOLDENBERG et BECKER, 1998). Le “Cw/NOTA-dimere 2
présente une captation pancréatique 3,6 fois plus élevée que le ¥Cu/NOTA-monomére et
le #Cu/NOTA-dimere 1 chez la souris Balb/c femelle, le GRPR étant fortement exprimé
dans le pancréas. Cette augmentation marquée ne peut s’expliquer par le poids
moléculaire puisque le NOTA-dimeére 1 et NOTA-dimeére 2 ont un poids moléculaire

similaire, mais une captation différente. De plus, des études de blocage en présence de
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produit non-radiomarqué ont démontré que la captation pour les trois traceurs est
dépendante du GRPR. Ainsi, cette hausse pourrait s’expliquer par un effet statistique de
polyvalence. Le NOTA-monomere et le NOTA-dimere 2 ont ensuite été caractérisés in
vitro et in vivo sur les cellules PC3. Etant donné que le NOTA-dimere 1 ne présentait
aucun avantage marqué par rapport aux deux autres traceurs, son développement a été

arrété a cette étape.

In vitro, le #*Cu/NOTA-dimere 2 présente une captation cellulaire plus faible, mais
une rétention a la tumeur accrue par rapport au monomere. La captation cellulaire
diminuée pourrait refléter une différence au niveau de ’activité biologique des composés.
Tel que démontré par Gawlak et al., un monomere agoniste ne résulte pas nécessairement
en un dimere agoniste (GAWLAK et al., 1991). Advenant que le NOTA-dimere 2 soit un
agoniste partiel tout en ayant une affinité similaire pour le GRPR, il présenterait une
internalisation et une captation cellulaire plus faibles. Cet aspect n’a pas été davantage
étudié puisque les antagonistes présentent certains avantages comme traceurs pour
I'imagerie TEP malgré leur internalisation moins importante (CESCACO et al., 2008).
Au niveau des études d’efflux, le NOTA-dimere 2 présente une rétention accrue par les
cellules cancéreuses prostatiques PC3 lorsque comparé au NOTA-monomeére. Ces
résultats pourraient s’expliquer par un effet statistique dii a la multiplicité du composé

dimérique.

Les études d’imagerie TEP chez la souris nue portant des tumeurs PC3 ont été
utilisées pour comparer la pharmacocinétique et la distribution du NOTA-monomeére et du

NOTA-dimére 2. L’imagerie TEP dynamique a permis d’obtenir des courbes d’activité en
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fonction du temps qui décrivent 1’activité de chaque composé pour la tumeur, le foie, les
reins et le muscle en fonction du temps. Le #Cu/NOTA-dimére 2 présente une captation
supérieure au niveau du foie et des reins tandis qu’uhe accumulation similaire pour les
deux composés a été observée pour le muscle. Ces résultats correspondent aux données
obtenues a partir des études de biodistribution. La captation tumorale est similaire pour les
deux composés lors de la premiére heure post-injection. Ensuite, la rétention tumorale du
NOTA-dimere 2 est significativement plus élevée que celle du NOTA-monomere. Ces
résultats pourraient s’expliquer par une élimination plus lente pour le NOTA-dimeére 2 au
niveau de la tumeur, ce qui correle avec les résultats observés lors des études d’efflux. Les
études de captation cellulaire ont prédit une captation tumorale plus élevée pour le
%Cu/NOTA-monomére. Toutefois, aucune différence n’a été mesurée in vivo. Il a été
rapporté que la captation tumorale in vivo dépend grandement de 1’affinité pour le GRPR
tandis que le taux d’internalisation ne joue qu’un réle mineur (MAINA et al., 2005). Afin
de démontrer que la hausse de rétention tumorale du #Cu/NOTA-dimere 2 observée n’est
pas simplement due au poids moléculaire, les ratios tumeur/muscle des deux composés
ont été comparés. Ainsi, en plus de la rétention accrue a la tumeur, le %Cu/NOTA-dimere
2 présente un ratio tumeur/muscle supérieur. Toutefois, les ratios tumeur/foie et

tumeur/reins sont plus faibles pour le %Cu/NOTA-dimere 2.

Des études de biodistribution ont été réalisées suite & une co-injection d’un exces
de traceur non-marqué dans le but de valider les résultats obtenus en imagerie TEP. Ces
résultats démontrent une accumulation non-spécifique au niveau de la circulation
sanguine, des reins, de la rate et des muscles. La captation hépatique du *Cu/NOTA-

dimere 2 est diminuée lors de la co-injection. Etant donné que le foie n’exprime que
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faiblement le GRPR, cette diminution pourrait s’expliquer par la saturation de
I’élimination hépato-biliaire. De plus, une accumulation dépendante du GRPR de nos

traceurs a été observée tant au niveau du pancréas que de la tumeur PC3.

Les composés multimériques peuvent présenter une affinité supérieure due a
I’effet statistique ou & la liaison simultanée a plusieurs récepteurs. Tous les peptides
utilisés dans cette étude présentent seulement de courts espaceurs limitant 1a possibilité de
liaisons multiples simultanées. Ainsi, ’effet statistique semble étre le facteur majeur
expliquant les résultats observés au niveau du pancréas pour le NOTA-dimére 2. La
liaison au récepteur d’un ligand BBN(6-14) augmente la concentration locale des autres
ligands a proximité du récepteur. De cette fagon, la dissociation du ligand au récepteur
peut étre plus facilement suivie de 1’attachement d’un autre ligand. Ce phénomene est
dépendant de la densité de récepteurs disponibles a la surface des cellules. Le pancréas est
un organe exprimant a trés haute densité le GRPR tandis que les cellules PC3 I’exprime a
une densité plus faible MANTEY et al., 1993). Cette différence pourrait étre un facteur
limitant dans le design de nos composés. Les deux dimeres testés présentent des espaceurs
différents. Ainsi, le NOTA-dimere 2 est composé d’un espaceur plus long que le NOTA-
dimere 1. Lors des études de biodistribution, les deux dimeres n’ont pas présenté la méme
accumulation au niveau du pancréas. 1l est possible que I’espacement du NOTA-dimére 2
permet I’effet statistique tandis que le NOTA-dimere 1 ne puisse pas. Au niveau de la
tumeur, la densité de GRPR étant plus faible que celle du pancréas, il est possible que

I’espacement du NOTA-dimere 2 ne soit pas suffisant pour favoriser cet effet statistique.

Ainsi, cette étude démontre la premiére caractérisation comparative de traceurs
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peptidiques homodimériques et monomériques in vitro et in vivo ainsi que le potentiel

diagnostique de ces composés.

CONCLUSION

L’imagerie TEP est une modalité d’imagerie efficace et non-invasive permettant la
détection de nombreux cancers ainsi que leurs métastases. Malheureusement, les traceurs
actuellement disponibles en clinique ne sont que peu spécifiques et limitent ainsi
Pefficacité de détection de certains types de tumeurs. Par conséquent, le développement
de nouveaux traceurs liant des récepteurs surexprimés sélectivement a la surface de
cellules cancéreuses permettrait d’augmenter la spécificité de détection pour certains
cancers. Au niveau du cancer du sein et de la prostate, le GRPR est un récepteur
hautement surexprimé. Ainsi, développer des composés radiomarqués ciblant
spécifiquement le GRPR permettrait d’améliorer le diagnostic pour ces cancers. Pour les
cibler, un peptide modele, le NOTA-PEG-BBN(6-14), a été préparé. Puis, deux différents
parametres ont été étudié afin d’évaluer leur impact sur la capacité de détection du cancer

du sein et de la prostate par imagerie TEP.

Dans un premier temps, ’impact du radio-isotope utilisé pour le marquage a été
étudié. Pour ce faire, les *Cu/NOTA-PEG-BBN(6-14) et **Ga/NOTA-PEG-BBN(6-14)
ont été comparés. Une baisse de I’affinité pour le GRPR ainsi que de I’accumulation au
niveau d’organes exprimant de haut niveau de GRPR a été notée pour le peptide marqué
au ®Ga. Toutefois, au niveau des tumeurs humaines du sein et de la prostate greffées chez

la souris, aucune différence n’a été observée. Cette étude démontre 1’importance du radio-
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isotope utilisé. Ces recherches soulignent également 1’importance de la variabilité inter-
espéce du GRPR. En effet, le *Cu/ et le ®Ga/NOTA-PEG-BBN(6-14) présentent une
différence d’accumulation spécifique pour les organes exprimant le GRPR murin, mais

aucune différence n’est observée au niveau de la tumeur exprimant le GRPR humain.

Le second facteur étudié est la valence du composé sur la capacité de détection du
cancer de la prostate par imagerie TEP. Dans ce but, le NOTA-PEG-BBN(6-14) a été
comparé a deux homodimeéres. Cette étude a démontré que les composés homodimériques
présentent des accumulations non-spécifiques augmentées au niveau des reins, du foie,
des poumons et de la rate qui seraient dues a leurs poids moléculaires élevés. De plus, une
augmentation accrue au niveau du pancréas, un organe présentant un haut niveau de
GRPR, a été observée uniquement pour le NOTA-dimere 2, indiquant que !’espacement
entre les deux ligands est crucial pour observer un avantage par dimérisation. Ce méme
composé présente également une rétention accrue au niveau de la tumeur PC3 lorsque
comparé au monomere tant in vitro qu’in vivo. Toutefois, aucune augmentation de la
captation tumorale n’a été observée. Ces études représentent les premiers pas dans le

développement de traceurs dimériques efficaces ciblant le GRPR.
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PERSPECTIVE D’AVENIR

Toutes les données cumulées au cours de ces recherches ont démontré que le
développement de traceurs peptidiques ciblant le GRPR est d’abord possible et qu’il s’agit
d’un domaine prometteur. Plusieurs aspects restent a étre explorés pour 1I’optimisation du

design des composés a utiliser.

D’abord, il serait important et intéressant de vérifier que I’effet de la température
d’incubation lors des expériences de liaisons afin de nous assurer que nous ceuvrons dans

des conditions d’équilibre.

Bien que nous ayons fait varier la valence du composé peptidique et le radio-
isotope utilisé pour le marquage, plusieurs autres facteurs seraient intéressants a étudier,
tels la méthode de marquage avec des radio-isotopes non-métalliques, le chélateur choisi

et le ligand sélectionné.

Dans le cadre de ce projet, le marquage par chélation de radiométaux a été
sélectionné et est considéré comme une méthode simple et efficace pour le marquage de
peptide. Il serait intéressant de le comparer aux composés marqués au 18E par exemple.
Bien que la chimie soit plus complexe, il serait hautement intéressant de comparer les
résultats obtenus a partir de ces deux méthodes de marquage. Actuellement, notre
collaborateur au British Columbia Cancer Agency, le Dr Frangois Bénard, étudie les

analogues marqués au F-18 de ces mémes composés.

104



Plusieurs groupes de recherche ont exploré différents chélateurs, mais rarement
une étude comparative est rapportée. Parmi les chélateurs intéressants, il y a le CB-TE2A
(GARRISON et al, 2007), la SarAR (LEARS et al, 2011), le Oxo-DO3A et le PCTA
(FERREIRA et al, 2010; AIT-MOHAND et al, 2011). Nous anticipons des profils de
biodistribution différents pour les différents traceurs. Ces études comparatives pourraient
nous permettre de moduler la biodistribution d’une classe de composé selon les besoins de

I’étude.

Ces études reposent sur un analogue agoniste de la bombésine, le BBN(6-14). Par
contre, plusieurs autres ligands antagonistes ont été explorés au cours des derniéres années
et présentent des résultats surpassant ceux des agonistes. Il serait donc intéressant de

comparer notre design agoniste au méme design antagoniste.

Une fois tous ces parametres étudiés, il sera possible de déterminer la meilleure

combinaison selon tous les parametres et de développer un traceur optimal ciblant le

GRPR pour I’imagerie TEP du cancer sein et de la prostate.
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