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Introduction

Introduction

La radioactivité alpha o) fut d’abord décrite par Henri Becquerel en 1896
comme « des radiations invisibles émises par I'iwman» apres I'observation du
noircissement d’'une plaque photographique mise entact avec des cristaux
d’'uranium [137]. Ce rayonnement de type inconnu \yaitl étre dévié par des
champs électriques et magnétiques. Le sens desatiéns indiquait qu’il était
transporté par des particules chargées positivemeBtnest Rutherford
caractérisa, en 1908, les particukesomme un noyau d’hélium composé de deux
protons et de deux neutrons. Ce rayonnement esfideampent utilisé en
thérapeutique, notamment dans la curiethérapie eanvdtaire (cancers de
I'utérus) ou interstitielle (cancers de la sphémd-pharyngée) [137]. Dans les
années 1950, le radium est progressivement remppacéles isotopes artificiels
(iridium 192 (¢°4r), césium 137{®'Cs), cobalt 60 LCo), iode 125 1*3), etc.).
Par ailleurs, les deux dernieres décennies onte/ul&velopper l'utilisation des
anticorps monoclonaux en cliniqgue. Dans le domadeela médecine nucléaire,
ces anticorps se sont imposés comme des vecteurshdix pour déposer a la
surface des cellules cibles des isotopes radiosceh vue d'une irradiatiom
situ spécifique [106]. La mise au point de nouvellediodhérapies implique donc
la caractérisation du radionucléide utilisé, du teec et |'évaluation de

I’efficacité du couple radionucléide/vecteur.

Dans ce contexte, I’évaluation préclinique de ladioammunothérapie (RIT)
mérite d’étre développée. Cette évaluation nécessi¢ répondre a plusieurs
problématiques : celle de la toxicité sur les orgsansains, celle du
développement de cibles antigéniques pertinentesdetptées au radionucléide
utilisé et celle du développement de molécules eptbles d’augmenter

I'efficacité de la RIT, par exemple en stimulantdgstéme immunitaire.

La premiéere partie de ce travail vise a détermiletoxicité a long terme suite a
I'administration intraveineuse de bismuth 213°Bi), un radionucléide émetteur

de particulesu.
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Le vecteur qui lui a été couplé, dans la deuxienagtip de ce travail, est un

anticorps anti-CD105, ciblant les vaisseaux tumarale concept de thérapie

ciblant la vascularisation tumorale a été proposi§ginellement par Folkman en

1971 et a été ensuite adopté et développé par Danpk dans les années 80,
notamment comme thérapie adjuvante aux thérapiesticanrcéreuses

traditionnelles [52]. Cette thérapie antivasculaicéblée vise a détruire les

cellules endothéliales intratumorales afin de privies cellules tumorales

d’oxygéne et de nutriments. Il s’agit d’'une apprecHifférente des thérapies
antiangiogéniques usuelles, qui elles, visent a &hpr la formation de

nouveaux vaisseaux. La deuxieme partie de ce ttawiconsisté en la

caractérisation d’'un anticorps anti-CD105 murin \&l7/18) par une étude de
biodistribution et par une analyse immunohistocljog sur tissus murins

normaux et tumoraux, afin d’établir la pertinence son ciblage dans le cadre
d’'une radioimmunothérapie (RITk dans un modele de tumeur du sein triple
négative xénogreffée chez la souris.

En plus de I'effet direct de la radioactivité sesslcellules tumorales, il est connu
depuis la découverte de l'effet abscopal par Mohe 1853 que la radiothérapie
peut avoir un effet bénéfique a distance du charipatiiation, notamment en

stimulant le systéme immunitaire [50]. Nous nousgosons, dans une troisiéme
partie d’étudier I'effet d’une cytokine stimulatec le FIt3 ligand, sur la réponse
immunitaire engendrée par la RI& dans un modéle murin syngénique et
immunocompétent de myélome multiple, grace a l'aotps anti-CD138 murin

couplé au**®Bi.



1ére partie : Radiothérapie (***Bi) : principe, applications thérapeutiques et tatéc

Premiere partie : Radiothérapie alpha (bismuth 213)
principe, applications therapeutiques et toxicité

Le but est d’utiliser bismuth-213?"¢Bi) comme radionucléide, couplé a des
anticorps spécifiques, a visée thérapeutique. Csttt@tégie repose sur différentes
eétapes successives :

- évaluer la toxicité intrinséque dd®Bi couplé a des anticorps non spécifiques et
a la BSA (Bovine Serum Albumin) chez la souris,

- établir une activité injectée maximum sans effatbverses, utilisable en RIT

alpha dans des modeéles murins.

|- Principes généraux de la radioimmunothérapie

A- Introduction

Contrairement a la radiothérapie externe, dont Maustration est fractionnée,
les activités intermittentes et les débits de dddese absorbée par unité de
temps) élevés (60Gy/h), la radiothérapie internetggsée ¢ ou ) est une
irradiation continue, a bas débit de dose. La r#thoapie vectorisée utilise
différents types de vecteurs (peptides, anticorgsagments d’anticorps)
reconnaissant les cellules cancéreuses et perniettdacheminer des
radionucléides vers la tumeur, afin de l'irradigrésifiguement et de la détruire.
L’efficacité antitumorale et la toxicité du traitemt sont conditionnées par :

- la biodistribution et la pharmacocinétique du iggharmaceutique dans les
tissus normaux et tumoraux,

- le type de rayonnement utilisé,ou B, les premiers permettant d’atteindre des
cellules isolées (parcours de 50 a 80 um) et lends s’avérant mieux adaptés
au ciblage des masses tumorales (parcours de Boddrmm),

- la demi-vie physique du radionucléide et la deng- biologique du

radiopharmaceutique.
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La radiothérapie vectorisée est donc une forme a@dioimmunothérapie (RIT)
consistant a irradier les tumeurs malignes de m@&nmblée grace a l'injection
systémique d’un vecteur couplé a un radionucléid@&lément radioactif porté
par le vecteur peut irradiem situ, a bas débit de dose, de facon ciblée et
sélective un type cellulaire particulier (cellulesumorales ou cellules
endothéliales dans le cas d'une RIT antivasculaif230]. L’administration
systémique du vecteur couplé au radionucléide peérdiagir a la fois sur la
tumeur primaire, mais également sur ses métastades. couplage d’'un
radionucléide a son vecteur est donc une modaltliérapeutique originale
associant le potentiel tumoricide du vecteur (noteent d’'un anticorps) a celui
d’un radionucléide.

Les effets de la RIT, comme pour toutes les forndesradiothérapie interne,
dépendent également des propriétés physiques (@aténergie, parcours et
période physique) du radionucléide, déterminant teeses d’irradiation. Pour
chaque tumeur, il est donc nécessaire de déterngjoels sont les vecteurs et les
radionucléides les mieux adaptés pour obtenir uriBicacité antitumorale
optimale avec une toxicité associée acceptableadiiopharmaceutique circulant.
En effet, la spécificité du vecteur permet une diedion maximale des cellules
tumorales, tout en diminuant la toxicité au nivedes cellules normales, non

ciblées par le vecteur.

B- Les différents types de vecteurs

1- Les peptides

Les principaux peptides utilisés dans le cadre d'®RIT chez 'homme sont des
analogues de la somatostatine. Les récepteurs nwmmabes pour la
somatostatine sont fortement exprimés par les tusmemeuroendocrines.
L’'utilisation d’analogues peptidigues couplés a uwadionucléide permet
d’irradier sélectivement les cellules tumorales teuia [I'internalisation du
complexe radiopeptide/récepteur. Outre la somatosta les différents peptides
faisant actuellement I'objet d’études préclinigu@esi de phase | sont les

analogues de la cholécystokinine (cancer médulladee la thyroide), de la
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bombésine (adénocarcinome prostatique) ou encore réoepteur Y1 au
neuropeptide Y (carcinome mammaire). Ces peptidest scouplés avec des

radioémetteur$ tels que I'yttrium-90 ou le lutétium-177 [49].

2- Les anticorps

Les immunoglobulines sont des anticorps associautxdchaines lourdes et deux
chaines légeres. Elles sont composées de deuxepartiux caractéristiques
structurales et fonctionnelles distinctes. Une pigm partie NH terminale,

porteuse de la variabilité, est responsable de igasdn de l'anticorps avec
I'antigene (région Fab pour fragment antigen birgdinLa deuxieme partie est
constante et est caractéristigue de [lisotype (@&giFc pour fragment
cristallisable) Figure 1).

H. ~ D
“ . - Chaine légére

Il Chaine lourde

L Feb —_— Ponts disulfures

MH NHz

COOH COCH

Figure 1 : Schéma simplifié de la structure d’une iimmunoglobuline

La majorité des anticorps utilisée en RIT appartiénla classe des IgG. La
réegion Fc est impliguée dans la fixation du compééinainsi que dans la liaison
de l'anticorps aux cellules effectrices du systemnmemunitaire (monocytes,
macrophages, Ilymphocytes, granulocytes neutrophilegllules NK) par
I'intermédiaire du récepteur FcR. Certaines autrellules (cellules
endothéliales, intestinales et rénales) possedegdlegnent un récepteur au
fragment Fc des immunoglobulines appelé FcR nédnata FcRn). La liaison de
I'lgG a ce récepteur participe notamment au recgelales 1gG et prolonge leur
demi-vie biologique [126]. Les IgG présentent uranbe stabilité dans le sérum,
5
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une cinétique de distribution lente et une pénédratfaible dans les tissus, du
fait de leur haut poids moléculaire (155 kDa). Teaitces propriétés des

immunoglobulines doivent étre prises en compte afimptimiser la RIT.

3- Les fragments Fab’2

bY

Les fragments Fab’2 sont générés a partir d’anpsoentiers soumis a une
digestion par la pepsine. Ces fragments sont dépmude fragment Fc ce qui
diminue la fixation non spécifique des anticorps &eR présent sur de
nombreuses cellules effectrices du systéeme immingitat au FcRn. Leur taille
inférieure a celle d’'une immunoglobuline plus (10Ma) leur assure une
meilleure pénétration au sein des tissus. Cependant demi-vie est plus courte

et leur élimination rénale est rapide [179].

C- Caractéristigues physiques et particularités desadioémetteurs alpha

1- Des radiations de haute énergie

La désintégrationt consiste en I'association de deux protons et dexdesutrons
pour former un noyau d’héliunfiie) qui est expulsé, constituant le rayonnement
a. Ce rayonnement ionisant est dit particulaire &t rautement énergétique (4 a
9 MeV).

Les rayonnementf sont caractérisés par I’émission d’électrons (jgaesp-) ou

de positons (particuleg+). Les rayonnementg sont de nature électromagnétique
et non particulaire (photons). A titre de compaoaisles rayonnements ont une
énergie de 10 keV a 3 MeV et les rayonnementie 60 keV a 3 MeV [140].

2- Un parcours court

Les rayonnements ont un faible rayon d’action, de I'ordre de 5 crang l'air et
de 70 um dans l'eau et les tissus mou&g(re 2). A titre comparatif, les
particulesp ont un parcours de I'ordre de 1 mm. Cette progriktur confére une

action ciblée et sélective. Le diameétre des vaiggaatratumoraux est de I'ordre
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de 5 a 100 um ; les rayonnemenisreprésentent donc des candidats attractifs

pour l'irradiation des cellules endothéliales atpradu torrent circulatoire [1].

- Dépot d’énergie
. Trajet .

70 um 1000 um

Figure 2 : Comparaison des parcours et du transfert’énergie linéique des particules: et 8
(a) Parcours court des particules, de I'ordre de quelques diameétres cellulaires,
comparativement au parcours plus long des particfléb) (d’aprés [44]).

3- Un transfert d’énergie linéique élevé

Le transfert d’énergie linéique (TEL) corresponthaguantité d’énergie moyenne
transférée par les particules a la matiére paréudé longueur de la trajectoire de
la particule. Les particulea ont une trajectoire pratiquement rectiligne etstre
courte du fait de leur masse élevée. Le TEL desttanes a est élevé (60-230
keV/um) en raison d’'un dépot d’énergie important an parcours limité (50 a 80
um). Les rayonnementd ont une énergie faible et voyagent sur une pluggle
distance (supérieure a 1 mm) ; leur TEL est dondnmie (0.1 & 1 keV/um). La
désintégratiorn permet ainsi de délivrer une plus grande quandigergie dans
un volume réduit, ce qui confere a ce type d’irathn une plus grande
cytotoxicité, a nombre de désintégration équivalg280]. La densité des
ionisations responsables des lésions cellulairets feste sur le parcours des
particulesa. En effet, il suffit d’'une seule particule par cellule tumorale (au
lieu de 3500 particuleg) pour délivrer une dose qui deétruit 63% des celtul
tumorales [165].
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4- Notion de micro-dosimétrie

Les concepts dosimétriques, appliqués en radiofiéraxterne et fondés sur une
distribution homogéne, a haut débit de dose ettbmidans le temps de fractions
parfaitement définies d’énergie, ne sont pas trasgples a la RlTa. La RIT a
agit par une irradiation délivrée en continu, a lEbit de dose, a partir d’'une
source répartie de facon hétérogéne dans la tureéwr une concentration qui
reste difficile a quantifier : le calcul de la dodélivrée en grays (joules/kg) est
notamment problématique et ne saurait s’appliquerl’éhelle cellulaire.
Cependant, la connaissance précise de la biodigidh des éléments radioactifs
est un préalable indispensable au calcul de la dhaedosimétrie traditionnelle
emploie une méthode recommandée par le MIRD (Mddiodernal Radiation
Dose Comittee), qui par la suite, a été adoptée PERCU (International
Commission on Radiation Units). Cette méthode nenpr pas en compte
I’énergie déposée a I'échelle cellulaire, mais pluine dose moyenne par organe
et est basée sur I’hypothese d’'une source de riadhidtomogéne, ce qui n’est pas
le cas des radiationa [98]. La solution serait non pas de travailler avies
notions habituellement utilisées de dosimétrie, snde développer des modeles
capables de rendre compte des effets des rayonrtemea I'échelle cellulaire.
Ces modeéeles de micro-dosimétrie prennent en corgtariabilité statistique de
dépdts d’énergie stochastique dans les cellulepegtmettent d’étudier I'action

des particuless de haut TEL ayant un faible parcours dans la matié

En conclusion, les rayonnemends de par leurs propriétés physiques (parcours
court, TEL élevé et forte cytotoxicité), sont paulierement adaptés a une RIT
ciblant les vaisseaux et au ciblage de cellulesarates isolées ou en petits amas
(maladie résiduelle ou tumeurs hématopoiétiquesuc@eies, myélome
multiple)). Cependant, le calcul de dose par midosimétrie est un véritable

challenge.
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D- Intérét du bismuth 213

Il existe approximativement une centaine de radoéides émetteurs, pour la
plupart des noyaux lourds de numéro atomique sepéria 82, mais seuls
guelques-uns sont disponibles pour une utilisattbmiqgue éventuelle avec une
période assez courte pour étre compatible avecapggsicationsin vivo [27]. Les
radionucléides tres énergétiques (8 MeV) et de dudé vie courte (comme le
213gj et I'astate-211 {*'At)), sont particulierement adaptés au ciblage dailre.
Actuellement, peu d’applications cliniques utiligela RIT o : I'essentiel de la
littérature internationale concerne des approchexlmiques Tableau 1). Cela
s’expliqgue notamment par la faible disponibilité de& colt élevée des

radioémetteurs.

1- Thérapies utilisant le bismuth 213

De nombreuses thérapies ont été menées en utilidastanticorps couplés au
2138j dans des modeéles murins xénogreffés. 118i a également été utilisé,
couplé a un anticorps anti-CD45, comme conditionaptnpréalable a une greffe
de moelle osseuse chez le chien [184]. Chez I’hopume étude de Jurcic a porté
sur des essais de RIT de la leucémie myéloide aigu&ce a un anticorps anti-
CD33 couplé ad'®Bi [106].

L’efficacité de la RIT utilisant 1e?'°Bi a été démontrée dans de nombreuses
eétudes précliniques sur modéles murins, portant des cancers différents :
cancer du sein, du pancréas, du colon, de la pteste |I'ovaire, de la trachée,

du poumon, de I'estomac, mélanome, lymphome ou endeucémies T{ableau

.

En clinique chez 'homme, la premiere étude a &&lisée par I’équipe de Jurcic
en 2002, au centre anticancéreux du Mémorial deaislidettering (New-York).
Cette étude incluait 18 patients atteints d’'uneckmie myéloide aigué ou d’'une
leucémie myélomonocytaire chronique réfractaire @yant récidivé. Le
traitement proposé était constitué d’'un anticorpsi-£€D33 (HuM195) couplé au

213gj injecté par voie intraveineuse.
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Tableau | : Récapitulatif des thérapies anticancéneses utilisant le**Bi chez la souris

Anticorps Application Résultat Référence
201B Carcinomes mammaire, trachéal, épidermoide | Diminution de la taille des micrométastases pulnresa [110, 111,
Adénocarcinome pulmonaire Augmentation de la médiane de survie 112]
C30.6 Carcinome colorectal Inhibition de la croissanaadtale [16]
CO17-1A (anti CD326) Augmentation de la médiane de survie
Anti-CD25 Leucémie a cellules T Augmentation de la médiansutieie [231]
J591 (anti PSMA) Carcinome prostatique Ralentissement de la craissmmorale [141]
Augmentation de la médiane de survie
Réduction du taux de PSA
C595 (anti-MUC1) Carcinome ovarien Diminution de la croissance détstases [89, 196]
MX35 Augmentation de la médiane de survie
TES-23 (anti-CD44H) Carcinome trachéal Ralentissement de la croissanoerale [112]
Anti-CD74 Lymphome B Ralentissement de la croissance tumorale [144]
Augmentation de la médiane de survie
Trastuzumab (anti-HER2) | Métastases péritonéales (cancer du colon/pancrgasyigmentation de la médiane de survie [145]
9.2.27 (anti-MCSP) Mélanome Ralentissement de la croissance tumorale [174]
Anti Lewis Y humanisé Cancer du sein Ralentissement de la croissancealeno [109]
PAI-2 Cancer du pancréas métastatique Ralentissemeatcda@idsance tumorale [170]
Augmentation de la médiane de survie
Anti-HER2 (7.16.4) Métastases de cancer du sein Augmentation de lan&de survie [197]
d9 Mab (anti E-cadhérine) | Cancer gastrique Augmentation de la médiane deesurv [188]
103A Leucémie érythroide Augmentation de la médianeudées [100]
B3 Carcinome épidermoide Augmentation de la médiarmidae [228]
Anti-CD20 Lymphome non hodgkinien Augmentation de la médidmeurvie [162]
Tableau Il : Essais cliniques utilisant 1€#*Bi chez 'homme
Anticorps Application Résultat Référence
9.2.27 Mélanome 22 patients traités, 1 rémission compléete, 3 répopsrtielles, 11 stabilisations [172]
HuM195 (anti-CD33) Leucémie myéloide 18 patients traités, 15 réductions de blastes reéod [106]
31 patients traités, 31 réductions de blastes reérad [178]
Substance P Glioblastome 5 patients traités, 2 améliorations de I'index detBel [42, 114]

10
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Lors de cette étude, une escalade de dose a ééteéfe, en injections multiples,
correspondant a une activité totale injectée cosmrentre 602 et 3515 MB(Q. Si
une réduction des blastes circulants a été obsechée 78% des patients traités et
une réduction des blastes médullaires a été codestzhez 93% des patients,
aucune rémission compléte n’a été constatée [106].

Une deuxiéme étude utilisant ce méme radioimmun@ogué apres un traitement
par la cytarabine a été conduite par la méme équipe2010. Les 31 patients
inclus présentaient une leucémie myéloide aigué&acdhire ou ayant récidivé.
Cette étude montre une réduction des blastes @misl chez 100% des patients
ainsi qu'une réduction supérieure a 20% des blastésiullaires chez 77% des
patients [178]. L'’escalade de dose comprenait desed comprises entre 18.5 et
46.25 MBq/kg, en 2 a 4 injections de 518 a 1262 M@8twacune, correspondant a
une activité totale injectée comprise entre 11985 MBq.

Les autres études utilisant un anticorps couplé *&Bi ont utilisé une voie
d’administration intralésionnelle et non systémigqueontrairement aux deux
précédentes. Il s’agit d’'une étude de I'équipe déAl, portant sur le traitement des
melanomes par un anticorps dirigé contre le MCSPel@Moma-associated
Chrondroitin Sulfate Proteoglycan) [172] et d'uneude de I'équipe de Merlo,
portant sur le traitement des glioblastomes paidadeubstance P radiomarquée au
213gj [42, 114] (Tableau II).

2- Obtention du bismuth 213

Le ?*®Bi est un produit de filiation de I'actinium-225*%fAc) (Figure 3). Sa
décroissance par émission de particuéest p aboutit & I'obtention de I'élément
stable ?°°Bi. Son utilisation est toutefois limitée par saripéle courte (45.6
minutes) : 20% de I’émissiorm totale du bismuth est réalisée dans les 15
premiéres minutes apres l'injection. Trois heur@stpinjection, seulement 6% de
I’émission o totale persiste [140]. Il faut donc manipuler treégpidement, ce qui
rend I'expérimentation difficile. Le?'®Bi est élué a partir d'un générateur
contenant de P?°Ac fixé & une résine d’AGMP-50 (Biorad). 1**Ac ayant une
période de 10 jours, un générateur ne peut étriéséatiqu’une quinzaine de jours
pour obtenir des activités compatibles avec deséexpentations précliniquemn
vivo. Au-dela, les activités volumiques sont trop faiblpour permettre I'injection
11
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d’une dose efficace aux souris. Aprés élution,?18i est couplé & un anticorps
spécifigue a l'aide d'un chélate bifonctionnel, |I€EHX-A”-DTPA (acide
transcyclohexyldiéthylénetriamine pentaacétiqueg €hélate forme une « cage »
qui permet de capturer les métaux, ici 4€Bi, afin de le fixer sur I'anticorps
d’intérét. Le bismuth non couplé est ensuite élidipar chromatographie ITLC-
SG (Pall). L’anticorps radiomarqué est purifié sure colonne PD10 puis filtré sur

0.22 pum.

22F
Ac
a:10]
5,8 MeV
22]Fr
49 m 215
} g.s MeVv Po
¥
ot ,At o:4,2pus
8,4 MeV
o:32ms
l 7,1 MeV ZOSPb
21:p:
B:3,3h
BI L 198 ke\
A
o 2% ) -
59 Moev g:MZéimm ZOEBI
ZOETI

Figure 3 : Génération de?’*Bi & partir d’un générateur *°Ac/***Bi
(D'apres [6])

La période dif*°Bi étant trés courte, la décroissance de I'activésé donc prise en
compte dans le temps nécessaire a I'injection ?48i couplé a lI'anticorps
d’intérét. La quantité de’*°Bi constitue le facteur limitant. Elle conditionne
I'activité spécifigue du radioimmunoconjugué aingue le volume injecté aux
animaux, pour une activité préalablement définieu Aein du générateur, un
équilibre se crée entre 18*°Bi issu de la décroissance de I'actinium et la
décroissance de ce ménfé®Bi. Cet équilibre, appelé équilibre séculaire, est

effectif en 2 heures, ce qui permet de faire uneiéh toutes les 2 heures, soit un
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maximum de 6 élutions par jour. Chaque élution petriinjection de 10 a 12

souris. Pour une élution donnée, les volumes sgustds en fonction du temps
pour compenser la décroissance du radionucléide.dssais sont donc effectués a
activité constante pour un lot de souris donné,cauae variation des quantités
d’anticorps injectées (5 a 10 pg par souris). Leslludes endothéliales,

directement en contact avec le flux sanguin, soampidement accessibles aux
anticorps monoclonaux radiomarqués dtBi injectés en intraveineuse, ce qui est

crucial au regard de la période physique bréeveaeadionucléide.

3- Obtention du radioimmunoconjugué

La stabilitéin vivo du radioimmunoconjugué est un parameéetre cruciaktmettant
d’optimiser l'irradiation ciblée des cellules tunmades tout en minimisant la
toxicité aux tissus normaux. Compte-tenu de la mnatmmétallique du bismuth, ce
dernier est couplé a l'anticorps d’'une maniere riedte, via un chélate. La
premiére étape du couplage concerne donc ['adjomctid’'un groupement
prosthétique (molécule organique non protéique neaine dans une structure
protéiqgue au moyen de liaisons covalentes permaseou de liaisons faibles) a
I'anticorps. Le radiomarquage de I'anticorps esdlrg#é dans un second temps. Le
groupement prosthétique est constitué d'un agerélathnt bifonctionnel activé
permettant d’une part sa conjugaison a lI'anticoepsl’autre part, la complexation
avec le?'®Bi. Dans le cadre de cette étude, c’est le CHX-BTPA qui a été
retenu [156]. La conjugaison de I'anticorps avet agent bifonctionnel permet la
fixation de plusieurs agents chélatants par moléalibnticorps. Le rendement de
marquage est de I'ordre de 80 a 90% apres 10 a i2Qtes de complexation. La
procédure de marquage &t’Bi demande environ 30 min, ce qui reste compatible

avec sa période de 45.6 minutes.
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E- Toxicité des particules alpha

1- Une forte cytotoxicité

Nous l'avons vu précédemment, les particukesémettent une grande quantité
d’énergie sur un trajet trés court, ce qui leur f@se une trés grande cytotoxicité.
En effet, la mort cellulaire peut étre obtenue avea 10 atomes radioactifs liés a
la cellule cible [101]. Les radionucléides a TELee& ont en outre l'avantage
d’avoir une efficacité biologique indépendante d&xygénation du tissu
(hypoxique ou normoxique) et de la position desldels dans le cycle cellulaire
[27]. L’effet antitumoral des particules s’exerce donc sur la totalité des cellules
tumorales, contrairement a certaines substancességis en chimiothérapie qui
n'agissent que sur les cellules en cours de divisicces rayonnements
produisent des lésions cellulaires caractérisées des cassures double-brin de
I’ADN, une surexpression de p53 et des réarrangdmenohromosomiques
complexes [168]. La mort des cellules exposées aaxonnementso survient
surtout lorsque les particules traversent le noyau (effet direct). Le taux
maximum de cassures double-brin de I’ADN surviesrtsue le transfert d’énergie
linéique est compris entre 200 et 300 keV/um ; dfete la distance entre les
ionisations causées par les radiations a ces THiraghe le diametre de I’ADN
double brin (2 nm), ce qui rend tres probable lavemue d’'une cassure double-
brin [150]. Les Iésions précoces de I’ADN sont, efifiet, essentiellement directes
et passent trés peu par la radiolyse de I'eau etré@licaux peroxydes [216]. Ces
derniéres années, quelques équipes ont démontrgistemce d'un effet
« bystander » ou effet non-ciblé, dans lequel demmages sont exprimés dans les
cellules voisines non irradiées a proximité d'uredlide ou de cellules irradiées
[154, 169]. Cette toxicité différée est indirectattribuable a I'augmentation
intracellulaire de dérivés réactifs de I'oxygenecasionnant secondairement des

lésions dues a un stress oxydatif, faisant paréd’effet non-ciblé [125, 168].
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2- Une toxicité hématologique et rénale

La toxicité hématologique des émetteurs est surtout imputable a leur
myélotoxicité. Les émetteurs, véhiculés par le sang, parviennent jusqu’a la
moelle osseuse ou ils touchent les progéniteursatépoiétiques. L’atteinte de ces
progéniteurs se manifeste ensuite par la diminuttes cellules filles de ces
progéniteurs dans le torrent circulatoire (lymphogé et thrombopénie
notamment).

La toxicité rénale est plus ou moins marquée sééoradionucléide utilisé. A titre
d’exemple, le bismuth est connu pour son accumahatdans le cortex rénal. Ceci
est attribuable a la présence de protéines de rdllfia des métallothionéines dans
le cytoplasme des néphrocytes du tube contourn&ipral. Ces protéines ont la
capacité de capter les métaux lourds (plomb, bismetc.) [101]. La littérature
actuelle ne fait état d’aucune étude portant sutobacité des radioémetteurssur

d’autres organes.
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l- Etude expérimentale : détermination de la toxidté a long
terme du bismuth 213

A- Toxicité du bismuth 213 : données bibliographiges

Le 2'°Bi présente une période courte, néanmoins, ce radi@ide émetteur de
particule o posséde une cytotoxicité importante, qu’il conudiede prendre en
compte et de quantifier, préalablement a son uwtin thérapeutique. De
nombreuses études portant sur la RIT & bas&" i ont évalué sa toxicité a court
ou moyen terme. Ces évaluations portaient le plosivent sur la toxicité
hématologique et parfois, sur la toxicité rénaleh@patique Tableaux I, 1V et
V). La toxicité a long terme des radioémetteurseste donc largement méconnue
[12]. Lors de l'injection IV (intraveineuse) d’unadioimmunoconjugué (Fab’2
anti-CD326, a l'activité de 25.9 MBQ), aucune toixé rénale n’est notée a 18
semaines [16]. Cependant une toxicité rénale a @@asnes est mise en évidence
aprés une injection IP (intra-péritonéale) d'undiwté de 22.2 MBq de®'Bi-
d9Mab (anticorps monoclonal anti E-cadhérine). €dtxicité rénale se manifeste
par une hyalinisation progressive des glomérulepatune fibrose associée a une
hydronéphrose et a une atrophie tubulaire. Cependess Iésions ne sont pas
observées avec une activité de 1.85 MBq, qui démsoptr ailleurs une efficacité
thérapeutique [15]. Une diminution transitoire desicocytes et des thrombocytes
est néanmoins notée a 15 joulsucune myélotoxicité a long terme n’a pu étre
démontrée chez des souris nude, préalablement égsefen IP avec une lignée
cellulaire de cancer gastrique humaine (HSC45-Mjraitées en IP avec du’Bi
couplé au d9Mab. Si le taux de leucocytes sangdingnue de 32%, 3 jours apres
un traitement par une activité de 22.2 MBq, lesewab retrouvent leur niveau
d’origine a environ 20 jours apres traitement [L88]ors que Nikula ne reporte
aucune toxicité hépatique a 4 semaines avec ungigctde 13 MBq, Park met en
evidence une l|égere augmentation des transamin@8&AT et ALAT) a 17
semaines avec une activité de 22.2 MBq [157, 1@2|b(eau IlI, IV et V).
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Tableau IlI : Toxicité du 2*Bi injecté en IV

Activité *Bi Vecteur Cible Néphrotoxicité Hépatotoxicité Hématotoxicité Suivi Référence
thérapeutique
26 MBq Fab'2 CD326 Pas d’augmentation de| ND Diminution marquée des leucocytesl8 semaines| [16]
Souris 'urémie et thrombocytes (15 jours)
Retour aux valeurs normales a 5
semaines
7.4,22.2,29.6 | Protéine de | CD20 Pas d’augmentation de | Légére élévation des Absence d’hématotoxicité 17 semaines [162]
MBq fusion 'urémie, ni de la transaminases a 22.2
Souris créatininémie MBqg
5.7 MBg x 5 et | Facteur de | uPA ND ND Absence d’hématotoxicité 13 semaines J175
8.5 MBg x 5 coagulation
Souris
1.96, 3.52, 6.92| Anticorps CD33 Absence d’augmentatignAbsence d’augmentation Diminution marquée du nombre dé 4 semaines [157]
13 MBq de l'urémie, de la des PAL, de la leucocytes a J7 (6.92 et 13 MBQq)
Souris créatininémie, de bilirubine, degyGT
I'albuminémie
3.7,7.4,11.1 | Anticorps CD138 Légere augmentation | Augmentation des ALAT| Diminution marquée des 21 semaines| [39]
MBq transitoire de la et des ASAT a partir de | leucocytes, thrombocytes et
Souris créatininémie, a 7.4 MBq J50 a 7.4 MBq érythrocytes (6 jours)
Retour aux valeurs normales a 5
semaines
1.85 MBq Anticorps CD45 Pas d’augmentation de| Augmentation des ALAT| Absence de modification de la 8 semaines [153]
Souris 'urémie, ni de la et des ASAT la premiérg numération-formule sanguine
créatininémie semaine, réversible
9.25-18.5 MBq | Anticorps CD25 Augmentation de Pas d’augmentation des| Diminution des thrombocytes a J7/d6 semaines| [231]
Souris 'urémie entre 2 et 5 ASAT et des ALAT 18,5 MBq
semaines a 18.5 MBq Retour aux valeurs normales en 2+3
Pas d’augmentation de |a semaines

créatininémie
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Tableau IlI : Toxicité du 2*Bi injecté en IV (suite)

Activité *Bi Vecteur Cible Néphrotoxicité Hépatotoxicité Hématotoxicité Suivi Référence
thérapeutique

37 MBq Biotine Néphropathie Nécrose hépatocytaire (1L Lymphopénie a J7, retour aux 2 semaines [228]
Souris radioinduite, nécrose souris sur 3) valeurs normales a J28

tubulaire Pas d’augmentation des| Thrombocytopénie a J7, retour auix

Légére augmentation dg enzymes hépatiques valeurs normales a J14

l'urémie

Pas d’augmentation de |

créatininémie
43,9,12.6 Peptide Analogue de | Légére néphrotoxicité Absence de toxicité Abseretogdicité 3 semaines [159]
MBq la
Rat somatostatine
3.7-218 Anticorps CD45 Absence de toxicité Augmentation Diminution des thrombocytes a J1043 semaines| [184]
MBag/kg anti-CD45 transitoires des ALAT, | Retour aux valeurs normales en 5
Chien ASAT, PAL a 120 jours | semaines
10.36 - 37 Anticorps CD33 Dysfonction hépatique | Myélosuppression de I'ensemble | 6 semaines [106]
MBqg/kg en 3 a pour 22% des patients | des patients mais retour aux valeurs
7 injections usuelles en 22 jours
Homme
18.5, 27.75, 37,| Anticorps CD33 Augmentation de la Augmentation des Myélosuppression 8 semaines [178]
46.25 MBq créatininémie ASAT, des ALAT a 37 | Thrombocytopénie
Homme MBg
55-592 MBq Anticorps Anti-MCSP | Absence de toxicité ND Absence de toxicité 48 sagmi| [172]
Homme
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Tableau IV : Toxicité de**3Bi injecté en IP

Activité *IBi

Vecteur Cible Néphrotoxicité Hépatotoxicité | Hématotoxicité Suivi Référence
thérapeutique
3.7,5.55, 7.4, | Anticorps 18B7 ND ND Diminution marquée des| 2 semaines [45]
9.25 MBq thrombocytes a J7 (hématotoxicité)
Souris Absence de fibrose 20 semaines
pulmonaire (poumon)

21.3, 28.41, Anticorps MUC1 Cytomégalie observée a 35.4 MBq | ND ND 21 semaines [196]
35.4 MBq Légére néphropathie
Souris
10.5, 14.1, 17.7| Peptide PAI-2 Augmentation de l'urémie : x8 a 13 | ND Absence de toxicité 40 semaines [1965
28.5, 42.6 MBq semaines et x23 a 40 semaines
Souris Néphropathie radioinduite :

cytomégalie néphrocytaire, cylindres

protéiques intratubulaires, dilatation de

I'espace de Bowman, nécrose tubulajre
0.37, 1.85, 7.4, | Anticorps do-E Absence de toxicité a 1.85 MBq ASAT, PAL Diminution des leucocytes 6 semaines [188]
22.2 MBq cadhérine Hyalinisation glomérulaire progressivenormales dose-dépendante dés J3 | 21 semaines [15]
Souris fibrose, hydronéphrose et atrophie | Pas de Iésions | Retour a la normale a J20 (Iésions rénales

tubulaire, augmentation de 'urémie | histologiques 43 semaines

(22.2 MBq)
Tableau V : Toxicité de**Bi injecté en intratumoral
Activité “*Bi Vecteur Cible Néphrotoxicité Hépatotoxicité | Hématotoxicité Suivi Référence

thérapeutique

1.07-2 GBq Peptide Substance P Absence Absence Absence thsema [42]
Homme
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Chez I’homme, le traitement des leucémies myéloipl@s|’anticorps anti-CD133
(HuUM195) couplé aw?*®Bi occasionne des anomalies hépatiques chez 68% des
patients (augmentation de la bilirubine, des phadpbkes alcalines et des
transaminases) a J7, durant 6 jours. Une myélosggion (90% de neutropénie),
une thrombocytopénie (100%) et une augmentatiohaderéatinine chez 35% des
patients sont également rapportées [178]. Cependamtic décrit, pour le méme
anticorps mais pour des activités injectées plusblés, des dysfonctions
hépatiques pour seulement 22% des patients assodtiene myélosuppression
transitoire [106].

Ces études sont effectuées a court ou moyen terinéa doxicité n’est pas
toujours évaluée concomitamment sur le rein, leefet la moelle osseuse. Forts
de ces études précédentes, nous nous proposonsaldé&v la toxicité
hématologique, hépatique et rénale?tBi & long terme (300 jours).

Les taux plasmatiques de l'aspartate aminotransi®rgAST) et de l'alanine
aminotransférase (ALT) sont mesurés dans le sér@im é&'évaluerin vivo la
fonction hépatique. L’AST est une enzyme mitochdablyr présente dans les
cellules du foie, du cceur, du muscle, du cerveadwetein. Une Iésion aigué de
ces cellules provoque une libération de cette ermypgonduisant a une
augmentation de son taux plasmatique. L’ALT est wmeyme cytoplasmique,
principalement présente dans les hépatocytes, lasdiemyocytes et les
myocytes. Sa concentration est plus élevée dangoie, c’est pourquoi son
augmentation plasmatique s’avere plus spécifiquend’ cytolyse hépatique que
I’'augmentation plasmatique de I'AST.

Les niveaux de créatinine et d’'urée sont mesurésda sérum afin dévaluer la
fonction rénale. L'urée représente le produit firdlh métabolisme azoté. Son
niveau sérique est un indicateur de l'apparitiorurdd dysfonction rénale. La
créatinine est un produit de dégradation des pn&€idans le muscle (créatine
phosphate). Le niveau de créatinine sérique comestitn indicateur de la sévérité
de l'atteinte rénale : cependant ce niveau n'augmegue lorsque la masse de
néphron fonctionnelle est inférieur & 50%, il s'adonc d’un indicateur tardif de

dysfonction rénale.
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Abstract:

BACKGROUND: Short-term toxicological evaluations have beenoregul for preclinical
assays using alpha-radioimmunotherapy (RIT), palgity using Bismuth 213%Bi). In
these reports, toxicity is greatly influenced bg pfharmacokinetics and binding specificity of
the vector. It is difficult to assess the non-spediradiation toxicity due to the presence and
persistence of the circulating radiopharmaceuiicdahe blood. To assess this we performed
an acute and chronic toxicity study in mice usfitBi-radiolabeled BSA (Bovine Serum
Albumin) as a paragon of a long-term circulatingtee.

METHOD : Biodistribution of BSA and of two non-specifictédbodies were evaluated after
intravascular administration, and the dose to asdgan each vector radiolabeled with'Bi
was calculated. Groups of nude mice were injectitd 8¢7, 7.4 and 11.1 MBq &f*Bi-BSA
and were followed-up for 385 days. Biochemical plaic parameters including alanine
aminotransferase (ALT), aspartate aminotransfe(ASd), blood urea nitrogen (BUN) and
creatinine were measured and blood cell countsténbiood cells, platelets and red blood
cells) were performed. Histological examinationnzduse organs was performed at different
time points in the follow-up period.

RESULTS: Hematologic toxicity was transient and non-limdifor all evaluated activities
since at the highest injected activity (11.1 MBqEendied with liver and kidney failure but a
normal blood cell count (median survival time oBIdays). This liver toxicity was objectified
by an increase of both ALT and AST and by histatagexamination. Mice injected with 7.4
MBg had a median survival time of 324 days withr@ased plasma BUN and creatinine, due
to impaired kidney function that was confirmed bgtblogical examination. Injection of 3.7
MBq of radioactivity was safe, with no obvious ptes enzyme modifications nor significant
histological abnormalities.

CONCLUSION: Hematologic toxicity was not a limiting featune our study of the effects
of a long-term circulating radiolabeled vector. \WWaserved hepatic injury leading to liver
failure in mice at the highest injected dose whacl consistent with those clinical trials for
which liver damage are observed in humans. Foritkermediate injected activity, the

benefit-risk balance should be evaluated becautieeaisk of long-term toxicity to kidney.

Keywords: 213-Bismuth, toxicity, mouse, radioimmuntherapy, alpha particles
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Introduction

Numerous bismutf*? (***Bi) toxicity studies have been performed in therseuwf preclinical
radioimmunotherapy (RIT) assays [1]. Most of thesecity evaluations are performed using
short-term studies on tumor-bearing mice, and doake possible the assessment of long-
term effects of a systemic irradiation withBi [2]. However, doses that effectively reduce
tumors and show no acute toxicity to healthy orgamdd result in long-term tissue damage
and functional organ failures [3]. The high LET rfear Energy Transfer) and the short path
of alpha particles (a few tenths of micron) enabimor cell destruction with less than ten
alpha tracks per cell [4]. These properties areeduto targeting small clusters of cells,
isolated cells in hematologic pathologies, or fbe ttreatment of micro metastasis in
consolidation treatment. RIT with alpha particlestiius complementary to RIT with beta
particles, whose millimetric path is better suitedbulky tumor treatment.

Contrary to external beam irradiation that deliveedl-known homogenous irradiation doses
to a defined organ volume, the dose delivered #itime organs during alpha or beta RIT are
much more difficult to estimate. Therefore the tielaship between absorbed dose and
toxicity remains a challenge for medical dosimg&ly For particles with a short path length,
the energy deposit within an organ is not homogsrand depends on the sites of fixation of
the radiolabeled vector within tissue ultrastruetuf4, 6]. It is well known that RIT induces
kidney failure, which is isotope and vector-depemid® equivalent doses to organs [4, 7].
Thus, the toxic effect of this irradiation depenfistly on the biodistribution of the
radiolabeled vector, and secondly on the histokigicgan structure. For example, in the case
of the liver hepatic cord, whose cell diametemighe range of 40 microns, hepatocytes will
be extensively irradiated from radiolabeled vediotulating in the blood capillary bordering
them. The resulting crossfire effect leads to iatdn of the whole liver volume even without
specific uptake of the radiolabeled vector on amig sites. Thus in RIT, the systemic
injection of a radiopharmaceutical in the bloodwfloorresponds to a total body irradiation
with variable doses and dose rates to each ordam.idnizing radiation effect on healthy
organs needs to be evaluated with a means of glabaw-up of organ function and
confirmed by histological examination of irradiatigbues.

Toxicity is tightly related to the pharmacokinetmfsthe vector used for RIT. Given the short
half-live of Bi, the use of small-size vectors such as radidémb@eptides with fast
pharmacokinetics for one step or pretargeted Rpragaches, or antibody fragment like Fab’,

enable delivery of high radiation doses to the tumithin the time of*Bi decay [8, 9, 10].
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The early clearance of this kind of vector from bieod limits their myelotoxicity. However,
their elimination via the kidneys raises the pasigjtof renal toxicity that appears more than
10 weeks after treatment at infra-therapeutic dfikE}s Conversely, the use of larger vectors
like antibodies or antibody fragments Fab'(2) togeéa tumors rapidly accessible to an
effective blood supply limit kidney toxicity at theost of a prolonged irradiation of
hematopoietic bone marrow and healthy organs duketserum stability of the vectors and
their low extravasation rate during the tim&6Bi decay [2, 12].

The different kinds of vectors used in RIT, eackhwheir own pharmacokinetics, have as a
common denominator the irradiation of healthy osgyaom the vasculature volume since the
geometry of this non-specific irradiation is comgdale regardless of the vector used for RIT.
The knowledge of an organs blood volume and flowarabteristics enables the
activity/toxicity relationship for vectors remaimgnn the blood flow like the macromolecules
to be more clearly defined. The toxicity associatgth each vector is due to the specific
binding property and capability to diffuse intodrgtitial and intra cellular compartments, and
can be deduced from total dose uptake subtractmd fslood activity in the organ. To
evaluate the activity in the blood volume of organe used*Bi radiolabeled BSA as an
example of a non specific vector. Indeed, BSA atiad 66 KDa and 7 nm in diameter has a
slow diffusion rate across the vascular endothekiuming the time of'*Bi decay [13], and is
limited by the pore size encountered in non-feiastt capillaries. The size of BSA is beyond
the limit of renal filtration, like Fab’(2) or IgGurrently used in RIT, and results in its
containment in the plasma volume. Therefore itdssible to evaluate witi**Bi-BSA the
toxicity due to irradiation from the blood in argan, contrarily to smaller vectors that rapidly
accumulate in kidney due to their fast eliminatlmn the renal route. BSA or non-specific
mouse 1gG coupled wittf*Bi were injected intravenously into healthy nudeceni at
increasing doses. Mice were followed-up during 88%s after injection. Blood-cell count,
measurement of blood biochemical parameters aridpaithological examination of organs
were performed during this period in order to hetiederstand acute and chronic alpha

induced radiotoxicity.
Material and methods

Animals
NMRI-nu (nu/nu) female mice, weighting between 28wl 34.8 g and 7 to 8 weeks old, were

purchased from Janvieér Le Genest St Isle, France. Mice were housed ustmrdard
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conditions (standard diet and waéef libitum). All animal experimentation was carried in the
laboratory animal facilities (approval number: B-Z49). Experiments performed in this
study were approved by Ethics Commitee for animpkeements - Région Pays de la Loire,
France (license N°CEEA 2012 171 for biodistributgtndy, license N°CEEA 2013 2 for RIT
study)

Radiolabeling/ Preparation and quality controf'dBi labeled immunoconjugates

BSA and non specific antibodies (OKT3 (Ig&2anti-hCD3, ATCC hybridoma (CRL-8001)
or 6H4 (IgGX, anti-H32m)) were modified with 2-(4-isothiocyanatobenzgyclohexyl-
diethylenetriaminepenta-acetic acid (SCN-CHX-A”-BA, Macrocyclics) as previously
described [14]. In brief, BSA was incubated with &fuivalents (mol/ mol) CHX-A"-DTPA
in carbonate buffer (0.05 M, pH 8.7) and, afterroight incubation at room temperature,

purified by HPLC on a Sephadex G200 gel-filtratemiumn (Amersham Biosciences, Saclay,
France). Mean chelate number per antibody was 2asasssed with 4 equivalents of a
buffered citrate-acetate (0.02-0.15 M, pH 5.5) Iridium (*!in) solution. For labeling with
213Bj, the BSA- or antibodies-CHX-A"-DTPA were inculeat with “*Bi eluted from a 225-
Actinium (**°Ac)/***Bi generator (Institute for Transuranium Elememtarlsruhe, Germany)
for 10 min in 0.8M ammonium acetate (pH5.3). Thesulting **Bi-labeled
immunoconjugates were separated from unbotif8i by size-exclusion chromatography
using a PD-10 column (GE Healthcare) [15]. Radioaical purity, checked by ITLC-SG
using 10% TCA as solvent, was greater than 95% [16]

The BSA and non specific OKT3 and 6HA antibody wiatzeled with**1 using the iodogen
method [17]. The'*I-labeled BSA and antibodies were purified on a @Rblumn (GE

Healthcare). Radiolabeling efficiency, estimated yC, was above 95%.

Biodistribution study and dosimetry

BSA, OKT3 and 6H4 antibodies were labeled with 1@%ine ¢*3) (PerkinElmer,
Courtaboeuf, France) using the iodogen method [T8F *?1-labeled immunoconjugates
were purified on a PD10 column. Mice were givepgsof *?3-labeled BSA, OKT3 or 6H4

antibodies via the caudal vein. Three mice wereifsaad at 5, 15, 45, 90 and 180 minutes

after injection. Different organs were collectetheTamount of radionuclide activity in tissues
was measured by gamma scintillation counter inllghnaith a standard of injected activity.
The results were expressed as the mean percenfaggecded dose per gram of tissue
(%ID/g) + standard deviation (SD) and correctedh®yapplication of the decay OfBi.
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The doses to organs were calculated from biodigith data obtained wittf3-labeled BSA,

OKT3 or 6H4 corrected for the decay 9fBi. The area under curve of biodistribution for
each organs was calculated with Prism software giefRad software, San Diego, CA) in
order to determine the total number of Becquerelaoh organ for the considered time period
for an arbitrary injected dose of 1 MBq. The doeethlie organs per injected MBq was
calculated by multiplying the total number of Beegel by the mean energy of alpha

particles. Beta and gamma emissions were neglected.

Clinical data

A single intravenous injection (caudal vein) wasfgened with increasing activities 6F°Bi-
BSA (control (n=5), 3.7 MBqg (n=5), 7.4 MBq (n=7)1.1 MBq (n=5)). Survival was
monitored during 55 weeks and body weight was wexbmweekly . Blood was collected by
retro orbital puncture into EDTA tubes for hemagioparameters and into lithium-heparin
tubes for biochemical parameters. Total white bloellis (WBC), red blood cells (RBC) and
platelets counts were determined at the day otiige and at weekly interval thereafter
during 35 days. The samples were counted on a M85hematology analyzer (Melet
Schloesing laboratories, Osny, France). Biochempesbmeters were measured on plasma
after centrifugation of lithium-heparin blood saeml Blood urea nitrogen (BUN) and
creatinine levels as well as aspartate aminotreassée(AST) and alanine aminotransferase
(ALT) plasmatic activities were determined at thay af injection and at monthly intervals
thereafter during 55 weeks on a Hitachi 917 Rochealyzer (Meylan, France) using
dedicated reagents. BUN was measured using theeureathod, creatinine by creatininase
method, and AST and ALT using the IFCC (Internatiofederation of clinical chemistry)
method without pyridoxal phosphate. All biochemigarameters were expressed as the
percentage + SD of the counts relative to baselalae (day O representing the day of the
injection of**Bi-BSA).

Survival curves were calculated using to the Kajbfeier method and compared using the
log rank test. Body weight, AST, ALT, BUN and crieate curves were compared using the
Mann-Whitney test. All analyses were 2-sided. Puealof 0.05 or less were considered
significant. Theses analyses were performed usiisgnP

Histological examination of mouse organs

For histological examination, dedicated animalsensacrificed (26 weeks after injection for
mice injected with 11.1 MBq and 35 weeks after ¢tign for mice treated with 7.4 MBQ).
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Organs were fixed in 4% neutral-buffered formalindaprocessed by routine methods.
Sections were stained with Hematoxylin-Eosin-Saff(blES), Periodic Acid Schiff (PAS)
and Masson’s Trichrome (MT) and evaluated with BoNiEclipse 5DI light microscope by
two certified veterinary pathologists (LD, JA). Agaatched non-injected mice served as
controls for the comparison of normal microscopatlires at each time point. Observed
findings were graded as follows: 0 (absent), 1 (ematé), 2 (marked) and 3 (severe). Because
of the number of animals, semi-quantitative vagabfhistological grade occurrence) of the
different groups were compared using Fisher's exast P values0.05 were considered
significant. R (R development Core Team, ViennastAa) was used for the analysis.

Results
Pharmacokinetic and dosimetry

We performed a biodistribution study of BSA, OKT8daéH4 using‘*I-radiolabeled BSA,

OKT3 and 6H4 in order to evaluate toxicity in redatto the dose to organs. In the case of

?I3Bj whose half-life is 46 minutes, more than 93%tlué activity has decayed three hours
after injection. We applied th&Bi decay to the biodistribution performed witfrl-BSA
(Figure 1) in order to calculate the alpha doseht organs (Table 1). The highest BSA
activity was found in the blood, and the activitiesthe kidney, liver, spleen and bone
followed a pharmacokinetic profile that parallekbat observed in the blood (Figure 2). On
the contrary, BSA activities in stomach, heartpnskitestine and muscle, displayed a different
pharmacokinetic profile (Figure 3).

To measure the BSA content in blood and the inteistolume, we compared the organ to
blood dose ratio at different time points. Thisiagagives insight into the distribution of
radiolabeled vector between blood and interstit@npartments. Kidney, liver, spleen and
bone display constant organ-to-blood dose ratio thestime of'*Bi decay. These results are
consistent with the presence of sinusoids in theesy liver and bone marrow or fenestrated
blood capillaries in the kidney that delimit a mgi accessible interstitial compartment
(Figure 2).

On the other hand, in muscle, heart, skin, inteséind stomach the organ-to-blood dose ratio
progressively increased with time. These organsplals variable permeability to
macromolecules either because of loose junctiotvwedam endothelial cells in non-fenestrated
capillaries, or the presence of fenestrated caj@iawith a continuous basement membrane
layer that limits diffusion or convection of macrolacules. In these organs the equilibrium
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between the blood and the interstitial compartmismiot reached during the time ©fBi
decay. The increase in the organ to blood dose irathese organs indicates that a continuous
diffusion/convection of radiolabeled BSA from théodid to the organ occurs, possibly
because of differences of macromolecule influx effidix kinetics (Fig 3).

To validate the BSA model for antibody-related rspecific toxicity to organs, we compared
biodistribution of BSA with those of two non-specimonoclonal antibodies, OKT3 and 6H4
(Table 1). The dose to organ was calculated'f&i labeled OKT3 and 6H4 and compared to
213Bj-BSA. The?Bi-calculated doses to organ obtained with the spegific antibodies are
consistent with the doses calculated Bi-BSA and are largely influenced by the blood
dose. The comparison of organ-to-blood dose ratiwéen BSA and the two non-specific
antibodies reveals differences in muscle, skirgstihe and stomach that could be related to a
higher vascular permeability for BSA than for th&ilaodies, and is most likely due to its
smaller size. One should note however, that thédrdpcay of**Bi, when applied to the
biodistribution data, normalizes doses by miningzipharmacokinetic differences which

appeared with time between the BSA and non-speanifitbodies.

Toxicity: survival and weight

Three groups of nude mice were injected itlBi-BSA at increasing activities: 3.7 MBq,
7.4 MBq, 11.1 MBqg and a control group injected WRBS. The body weight and survival
were followed-up over a 385-day period. In the 1MBq treated group, all mice died
between day 97 and day 221 with a median survif/dl8@ days. Five mice among seven
injected with 7.4 MBq died between day 269 and 8 with a median survival of 324 days.
In the 3.7 MBq treated group one mouse died atld®yand a second one at day 255. The
median survival was not calculated for this grosphaee mice were still alive at the end of
the follow-up period. All the mice in the contralogip survived up to the end of the follow-up
period. Significant differences in survival weraifal between the control group and the 7.4
MBqg (p=0.0062), between the control group and the MBq groups (p=0.0014), between
the 7.4 MBq group and the 11.1 MBq group (p=0.0080%) between the 3.7 MBq group and
the 11.1 MBq group (p=0.034). No significant diflaces were found between the control
group and the 3.7 MBq group, nor between the 3.qMBd the 7.4 MBq group (Figure 4).
The body weight curves can be subdivided into sdv@nases. During the first 10 days all
injected mice experienced a body weight loss |bas br equal to 10% of the initial body
weight. This first phase corresponded with acutétaansient radiation toxicity since all mice
recovered their initial weight between day 20 afdaBter injection, and continued to gain
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weight until day 75. No significant differences wasbserved between injected and control
groups at this date. A subsequent drop in weiglsteteserved for all treated groups compared
to control up to day 150. Thereafter, differencesMeen treated groups began to appear. The
weight curves of the 11.1 MBq group rapidly decesasoncomitantly with the death of mice
between day 97 and Day 221. The weight of micedceavith 7.4 and 3.7 MBq stabilized
during this period below the level of the contrairaals. Likewise for the 11.1 MBq group,
the weight of mice of the 7.4 MBq group droppedisstn day 300 and 350 during the period
where death occurred. In the 3.7 MBq group the tead mice normalized with that of the
control group (Figure 5).

Hematologic toxicity

Hematotoxicity was assessed by counting WBC, RBQ @atelets in mice treated with O,
3.7, 7.4, and 11.1 MBq df*Bi-radiolabeled BSA, OKT3 and 6H4. The data obtditiee
same day after injection for the three vectors vpar@led and assigned to the mean absorbed
dose to blood for the three vectors (Figure 6).epwhdent of the injected activity,
hematologic toxicity appeared rapidly after injeatand was transient.

As early as three days after injection, a drop iBGMvas observed, with a nadir at day 7.
WBCs decreased at 17.4%, 8.8% and 2.6% of thalinialue (determined at day 0), for
injected activities of 3.7, 7.4 and 11.1 MBq respety. A return to the initial WBC numbers
was observed at day 14 after injection for allithected doses.

Platelet counts were stable between day 0 and dayaB groups. The nadir of the platelet
count was reached at day 7 with 77.1%, 52.4% arteP2 of the initial value, respectively for
injected activities of 3.7, 7.4 and 11.1 MBq. Aumt to the initial number of platelets was
observed at day 14 for 3.7 and 7.4 MBq injectedvitiets and at day 24 for the 11.1 MBq
group.

RBC counts remained unchanged for the 3.7 and B¢ §toups but decreased to 72% of the
initial value for the 11.1 MBq injected activityaip at day 14, and returned to the initial
value at day 24. This data indicates that even 1hel MBg-injected activity is not
myeloablative and all the mice survived over thed@§ period after injection. Mice of the
11.1 MBq group died between day 97 and day 221 muatinbers of WBC, platelets and RBC
comparable to that before injection and of the @rgroup indicating that toxicity to the red

marrow is not limiting for a non-specific irradiati from the blood volume.
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Hepatic and renal biochemical parameter analysis

Plasmatic ALT and AST were measured to evaluatatiefunction. AST is a cytoplasmic
and mitochondrial enzyme, which can be found imrjvheart, muscles, brain and kidney.
ALT is a cytoplasmic enzyme, present mostly infj\end in a lesser extent in the heart and
muscles. Cytolysis and particularly hepatic cyt@yesults in an increase in plasma levels of
these enzymes, with a better correlation for ALAntMST. In mice injected with 11.1 MBq
presenting an early death (before day 220), werebdean increase of AST (x3) and ALT
(x5) starting at day 100 that continued to increas# death (x5 for AST and x10 for ALT)
(p=0062 for AST, p=0.0016 for ALT). This indicatéepatocyte damage (necrosis or
cytolysis) to the extent that ALT activity is highthan AST (Figure 7). For the two other
groups we also observed from day 250 an increasASdf and ALT which was more
pronounced and sustained in the 7.4 MBq group ithéme 3.7 MBq group.

To evaluate kidney damage, BUN and Creatinine weeasured. BUN represents the end
product of nitrogen catabolism. Uremia is an intbca@f kidney failure but is also influenced
by endogen and exogen catabolism. Creatinine istantly produced in muscle and is
completely filtrated by the renal glomerules, withdaubular reabsorption and/or secretion.
Serum creatinine represents a good indicator ofstheerity of renal failure particularly of
GFR (glomerular filtration rate) but its plasmadéincreases when the functional nephron
mass is reduced with 50%. In the group of miceciejeé with 11.1 MBq a parallel increase of
uremia and creatininemia was observed before detwever, this result must be tempered
because the SD was very high, consistent with asge uremia and creatininemia only in
some mice contrary to the mice of the 7.4 MBq grdlgt all experienced a gradual and
parallel increased creatininemia (x4) and uremB) Eertifying a kidney failure (Figure 8)
after day 250. In the 3.7 MBq group uremia and tong@mia remained low throughout the

follow-up period indicating that this injected a4ty is safe for the kidney.

Histological examination of the liver

The liver shows several microscopic changes dudotacity such as extramedullary
hematopoiesis (EMH), cellular atypias, isolatedutat necrosis, inflammation and fibrosis.
All these findings are graded according to sevdfigure 9). In rodents, EMH is commonly
encountered in the liver and in the spleen in piggical condition. In the liver it is
characterized by groups of dozens of hematopgieticursors localized in the space of Disse
[19]. In our study EMH did not significantly increain mice treated with activities over 3.7

MBqg compared to control groups (Figure 10B), andstliloes not appear to be a major
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consequence of alpha irradiation in accordance thighlimited myelotoxicity determined by
blood cell enumeration. Activity-dependent incresasé centrolobular fibrosis and periportal
inflammatory cell infiltration indicated interstti injury. There was statistically significant
difference between control and mice injected witttivities over 3.7 MBq (p=0.0415).
Isolated cellular necrosis was another indicatohegatocyte injury. It is characterized by a
small basophilic nucleus within a shrunken, acidphytoplasm, often surrounded by a rim
of degenerated neutrophils (Figure 10C). Althoughlated necrosis seemed to be activity-
dependent, no statistically significant differenceuld be found compared to the control
groups. The incidence and severity of cellular @ygcytomegaly, karyomegaly and intra-
nuclear cytoplasmic invagination (INCI)) increasedh injected activities. Cytomegaly is
defined by the enlargement of the hepatocyte cgtopl consequent to an increase in the
cytosolic protein content or number of organellesy.( smooth endoplasmic reticulum,
peroxisomes, or mitochondria). Generally it is ¢desed as an adaptive response to chemical
stress and can lead to hepatocellular degeneratidmecrosis. Karyomegaly is characterized
by an increased size of hepatocyte nuclei, ancelates with hepatocyte polyploidy which
occurs when there is duplication of nuclear mateénahe absence of cytokinesis (Figure
10D) [19]. These atypias are activity-dependant O(p&7). Intra-nuclear cytoplasmic
invagination (INCI) corresponds to the protrusidncgtoplasm into an invagination of the
hepatocyte nuclear membrane (Figure 10D). Thegaaatyare common in the liver of aged
mice, but in this study, there was a statisticailynificant difference between control and
treated mice (p=0.0068 for INCI between controlugraand group over 3.7 MBQ). These
atypias are thus a consequence of a radiation-gtpocess.

Histological examination of the kidney

The kidney showed several histological anomalief s1$ basophilic tubules, tubular dilation,
cellular atypias, proteinaceous casts, glomerudossls, inflammation and fibrosis. All these
findings were graded according to severity (Figlt¢. Basophilic tubules, cytomegaly, and
karyomegaly suggested regenerative changes (FiQBe

Tubular injuries were also identified through wiliedk and thickened basement membranes,
demonstrated by PAS stain. Dilation of Bowman spam@d some cortical tubules occurred
secondarily to tubular loss or tubular obstructiome to proteinaceous casts. All these findings
characterize tubular injury and their frequency aederity increased in an activity-dependent
manner, though no significant differences betweantrol and treated mice could be shown.

Glomerular injury was characterized by capsular amebangial sclerosis and gave rise to
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proteinaceous casts, visible by PAS staining (Figl2D). Glomerular injuries were also
identified through wrinkled and thickened basememmbranes demonstrated by PAS
staining. Some moderate interstitial lesions wemdrded such as moderate inflammatory cell
infiltration, and fibrosis (Masson’s trichrome, Eig 12F). Similar to tubular injury,
glomerular injury seemed to be activity-dependalthoagh no statistically significant
difference between groups could be shown. Thigabably due to théimited sample size
and on the setting of histological analysis, whighs performed on mice dedicated to
histopathological analysis at specific follow-umés irrespective of biochemical evidence of
kidney failure that occurred late in the follow-period.

Histological examination of lung, heart and spleen

Lung, heart and spleen did not show any histoldgttaration. Classical radiation-induced
injury like pulmonary radiation fibrosis, vasculamanges in heart, lymphoid depletion in the
white pulp of the spleen, or diffuse fibrosis oé tled pulp were not observed.

Relationship between histological and biochemicallgsis

Even though statistical differences were not alwdgand, histological observations
(hepatocyte injury, necrosis, and fibrosis) cotedawith the biochemical data of hepatocyte
cytolysis (activity-dependent increase of AST and TR and suggest hepatocyte and
interstitial injury at the high activities. Similgr despite not reaching statistical significance
in some cases, there was a link between histolbgicdifications observed in the kidney
(dilatation of Bowman spaces, glomerulosclerosigatubular proteinaceous casts) and the
increase in biochemical renal biomarkers in theotlqactivity-dependent increase of
creatinine and BUN levels), clearly suggesting imgzarenal function at the high activities

due to tubular and glomerular injury.

Discussion

This long-term toxicity study of"*Bi has been performed using radiolabeled BSA ireotd
evaluate tissue irradiation from the blood streanma**Bi RIT assay. The comparison of
biodistribution and dosimetry of BSA and of two rgpecific antibodies confirms that
macromolecules like albumin or immunoglobulin has@mparable behavioin vivo after
intravenous injection. Early after injection, thelwume of distribution of BSA is close to the

blood volume of the organs. At 15 minutes afteredtipn, the organ blood volume,
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determined from our pharmacokinetic data, are soatance with previous studies [20]. The
volume of distribution of radiolabeled BSA or ngpesific antibodies in organs with sinusoid
or fenestrated capillaries are probably overeseohaince macromolecules are distributed by
convection in the perivascular interstitial voluraé equivalent concentrations to that of
plasma. This was observed in liver, spleen, kidrey in bone where organ-to-blood dose
ratios remained stable up to 24 hours after inpacindicating a rapid equilibrium of the
macromolecule concentration between interstitial @wscular space. Conversely, in intestine,
muscles, skin and stomach the organ-to-blood dase slowly increased with time. This
would be in accordance with an accumulation of okatbeled macromolecules in the
interstitial space with an influx from the bloodestm higher than the efflux by lymphatic
drainage. However this accumulation remains modeaatl takes place after the first period
of i decay and so, only marginally modifies the mdase to the organ.

Radiosensitivity estimates as a risk of late tayi¢o the different organs have been well
defined for RX irradiation of total organ volumenking them, from the most to the less
radiosensitive organ, as bone marrow, lung, kidiegrt and liver [21]. Our study of body
irradiation from the blood contents with™Bi gives a different scheme of long-term toxicity
with liver more radiosensitive than kidney. No w#t to the lung or heart can be observed by
biochemical parameters and/or histological analysisd toxicity to the bone marrow
regardless of the injected dose remained tranamhnhot limiting at injected activities used in
this study.

The discrepancy between photon and alpha partcieities underlines the difficulties for
alpha particles, to link a mean organ dose to ityxiand to define a relative biological
effectiveness (RBE) with reference to external beaadiation [22]. In total liver volume
irradiation by external X-ray beam, liver damagews at doses above 30 Gy [23, 24]. A
dose of 3.33 Gy (corresponding to 11.1 MB®i-BSA injected activity) to the liver in our
long-term toxicity assay was sufficient to irrevbhg impair liver function. We did not
observe central vascular injury with central cotigesand venous fibrosis, referred to as
veno-occlusive disease (VOD) characteristic of X-late toxicity to the liver. However,
sparse centrolobular fibrosis and periportal inflsation observed at the highest injected
activity are consistent with a limited interstitiadjury. Cellular atypias and progressive
increases in plasma enzymes ALT and AST, at thédsig?*Bi-BSA doses clearly
demonstrate radiation induced toxicity to the liver

The mean absorbed dose to the organ is insuffi¢@emhke into account the specificity of
high-LET particle irradiation. While the energy d@sfi is homogenous for a given organ mass
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for low-LET radiation like X or gamma rays, the @it energy deposition to an organ for a
given mean absorbed dose of high-LET radiation ewech more influenced by the
localization of dose deposition at the cellularlsc#®\s an example, hepatocytes are both
irradiated from the blood within the capillariesathborder them and by those located at
distance less than 7dn (the length of an alpha track). Approximatelygatisintegration
occurs in a 10 micrometer capillary section peedtgd MBg. Given the 3@m size of
hepatocytes and the 1i0n diameter of a neighboring capillary, each alpadigle emitted in
the blood flow encounters a hepatocyte, and eaplatbeyte receives alpha particles from
proximal capillaries and from capillaries locatedlstance. However, in larger blood vessels,
alpha emission at a distance from vessel wall migten 70um have no effect on endothelial
cells and surrounding tissues, but are taken intmunt for the mean absorbed dose to the
organ.

Conversely, as far as lung is concerned, the tedsional repartition of cells and their
effective probability to be crossed by alpha trackay explain the lower radiosensitivity to
alpha particles for at least three trivial reasdrfisstly, because of its alveolar structure the
density of lung is one quarter that of liver sotttiee dose to organ takes into account the
energy of the alpha particles lost in the air vatuocontrary to others organs where virtually
the totality of the energy deposits in cells. Seltpnthe distance between cells and the blood
capillary and the density of the vascular netwosgt polume of tissue is lower in lung
compared to liver. Thirdly, the energy deposit with cell is conditioned by its shape. As an
example, the energy deposit by an alpha track icr@sstype | pneumocyte is limited because
of their flat shape with a cytoplasm covering thesalar surface as a sheet of around 0

in thickness. It is out of the scope of this aetith provide a microdosimetric modeling of an
alpha irradiation of the lung from the blood volunteit the unexpected radioresistance of
lung to alpha particles compared to its high raslisgivity to external beam irradiation
underlines the inefficiency of the dose to organ &tpha irradiation dosimetry and the
necessity to investigate dose deposit at the eelligivel to link organ damage to injected
activity.

This remains true when considering hematologiccioxithat was transient and non-limiting
in our assay, regardless of the injected activitf*®i-BSA. The discrepancy with beta RIT,
where dose to the bone marrow is limiting, requitasng into account the histological
structure of the bone marrow in order to explaie timited toxicity of alpha particles.
Watchmaret al. studying the distance between bone marrow hemeipstem cells and the
nearest capillary clearly shows that a large nundbfghem are located further than 70 pm
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from a blood vessel [25]. Even if som&Bi-BSA leaves the blood flow and moves by
convection into the interstitial space, it is Ilikéhat a sufficient number of stem cells located
at distance from a blood vessel is protected frighairradiation, and is able to repopulate
the bone marrow. Indeed, stem cell grafts followioal body irradiation require as little as
5% of the pool of stem cells to successfully retitute hematopoiesis [26]. The kinetic of
WBC, RBC and platelets reconstitutions after iration is very fast and corresponds to the
time required for each hematopoietic populatiodifferentiate and to be exported from bone
marrow to the periphery. The nadir of platelets Bnttocytes appeared to be independent of
the injected activity, but at 11.1 MBq the recovefya normal platelet count was delayed (24
daysversus14 days for 3.7 and 7.4 MBq injected activitieBhis would reflect a partial
destruction of the bone marrow stroma that wouldamcentral hematopoiesis and correlated
with the appearance of EMH in the liver at injectctivities higher than 3.7 MBq. The
transient and reversible hematologic toxicity ispense t"Bi irradiation is in stark contrast
with the delayed and irreversible toxicity obseruethe liver.

In this study we did not detect any signs of adivtr toxicity. However Nakamaet al. [12]
studying toxicity of &*Bi-anti-CD45 monoclonal antibody detected a hugakpsf AST and
ALT as soon as three hours after antibody injectiba dose of 2.57 Gy to the liver attesting
for an acute phase of cytolysis. AST and ALT thetumed to baseline levels one week after
RIT and during the eight week of their follow-uprioel. We did not observe this acute
toxicity because in our follow-up setting the fimeasurement of AST and ALT takes place
two weeks after injection. At this stage, AST andlAvere at the control level regardless of
the injected activity as in the Nakamae study. A8 ALT in the plasma remains at the
control level until week 11 and 7 respectively, wigesignificant increase is observed in mice
injected with 11.1 MBq of**Bi-BSA. This would imply that the irradiated hepaytes would
maintain a metabolic activity in accordance witk tRST and ALT baseline level and body
weight gain during a latency phase despite irrebkr©&NA damage that preclude further cell
division when the cells are ageing.

There is still debate about the kind of cell deatthuced by low- and high-LET radiations.
Transcriptome analysis of cancer cells respondingnizing radiation indicate that p21 is
overexpressed aftétBi irradiation in accordance with a cell cycle atrin G2/S phase, and
with necrosis and mitotic cell death rather tharompsis. Waldmanet al. comparing
responses to ionizing radiation on p2l1+ and p21ls geted that their radiosensitivity,
estimated by a clonogenic test, was equivalent. é¥aw p21+ cells that are unable to form

colonies remain alive in a resting state contrarp21- cells that disappear due to apoptotic
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cell death [27]. Taken together, this finding woble relevant with the late occurrence of this
toxicity that would be related to an impairmentioér regeneration due to mitotic cell death
of irradiated hepatocytes appearing at the tintb&f renewal.

Additional features of hepatocytes support suclassertion. Firstly, the naturally high level
of polyploidy and multinucleation of hepatocytesceuntered in adult mouse liver would
enable enhanced survival of irradiated restingsdeltreasing the likelihood to keep at least
one intact gene after irradiation because of mleltqgopy of each genes [28]. Secondly, cell
division is not the only mechanism of liver regextem. Indeed in liver reconstitution
experiments the mechanisms of liver regeneratian distinct and depend on extent of
hepatectomy. Liver regeneration following 30% heptimy requires long lasting cell
hypertrophy, whereas after 75% hepatectomy the ringphic phase is followed by a
definitive proliferation phase [29]. Whilst regeagon after hepatectomy probably does not
fully reflect regeneration following systemic desttion of liver parenchymal cells by
irradiation, it is possible that after an acutegghaf cell death hepatocytes irradiated below a
threshold maintain a hypertrophic ‘phenotype’. Timay in turn compensate for cell loss, and
the ability to undergo incomplete mitosis givesrte an increased polyploidy as has been
described after X-ray irradiation[30]. This woulde kconsistent with the significantly
increased cytomegaly and caryomegaly related tgppmbtly observed in liver for injected
activities over 3.7 MBgTo our knowledge, comparison of liver responses tond alpha
irradiation has not been specifically addressedteancriptome data of cancer cell-lines after
alpha irradiation are not sufficient to explain tthecrepancy on the doses leading to liver
radio-induced defects following X or alpha irrathat One peculiarity of this study is the
systemic irradiation witf*Bi-BSA that exerts its effect simultaneously on @ijans. This
may in part explain why mice died before strongdemce of VOD in our histopathological
examination. It is likely that kidney toxicity apges earlier at high-injected activities than in
the 7.4 MBq consistent with the increase of crea¢irand uremia in the 11.1 MBq group.
Multiple organ failure at high-injected activity snarecipitate animal death even if toxicity to
the liver is limiting in our long-term toxicity stly.

Our results are consistent with those observedalipha RIT in conditioning regimens for
hematopoietic cell transplantation in dogs treatéth ***Bi-anti-CD45 [31] or?**Bi-anti-
aBfTCR chain antibody [32] and in human for anti-lemke treatment wittf*Bi-anti CD33
[33, 34, 35]. In dog, a transient increase of AL aAST consistent with liver toxicity was
observed for injected doses?1Bi anti-TCRup over 130 MBg/kg. One dog treated with 326
MBg/kg of 2*Bi-anti-TCRup was euthanized because of liver failure. Doggedeaith % Bi-
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anti-CD45 exhibit more pronounced liver toxicity iafected activities above 120 MBqg/kg
probably because of a higher liver uptake of am#& than anti-TCRp. Interestingly, like in
mice, this increase in liver enzyme appear betvaegn40 and 100. Histologic examination of
the liver of dogs receiving the highest doses tiF@D45 or anti-TCRf reveal slight signs
of sinusoidal fibrosis and minimal bile duct abnatities, and similar to mice, are not
consistent with radiation induced VOD and liverrdibis following high doses of X-rays. In
humans receiving'Bi-anti-CD33 for RIT for myeloid leukemia, althoughijected activities
are ten times lower than in dog (ranging from 1a3&7 MBqg/kg) the only adverse effect
reported, except the hematologic toxicity, wasamgrent liver function abnormality on one
third of the patients between day 5 and 14 (Judc@® 2002). In another clinical trial
combining Cytarabine and RIT withi"Bi anti-CD33 treatments, a mild liver toxicity
(<grade3) appeared at low injected activities aradig 3 and 4 toxicity for injected activities
upper to 37 MBg/kg injected activity required fdineal responses to be observed. This
would be consistent with an early increase of AS®@ ALT in the mouse soon after injection
of #*Bi-anti-CD45 reported by Nakamaet al. at the dose of 2.57 Gy to the liver
(corresponding to an injected activity of fCi). Given the scale differences between the
different species and the specificity of f&i-monoclonal antibody used in these assays, it
IS interesting to compare the doses to liver betvibe species.

In our long-term toxicity study in mice, liver t@ily is observed in the group of mice
receiving 11.1 MBq (343 MBq/kg) corresponding t88Gy to liver whereas only some mice
injected with 7.4 MBq (2.22 Gy) experienced a transincrease in transaminase. In dogs
treated with &-*Bi-anti-CD45, an increase of transaminase and ialkgthosphatase occurs
between day 40 and day 100. The plasma level ofre@z returned to baseline for two dogs
receiving 1.64 and 1.32 Gy to the liver whereasima tdog receiving 1.83 Gy to the liver had
an increase of transaminase and alkaline phosghatees day 120 and developed ascite and
liver failure. The use of**Bi-anti-TCRup for T-cell ablation in dogs results in transient
increases in transaminase without evidence of fiadure for 1.8 Gy to the liver whereas a
dose of 3.52 Gy induced a sustained elevationasfsaminase and histological liver failure
[32].

In human clinical trials, doses are calculated fiomages and are given in Sv in place of Gy
because a multiplication factor of 5, correspondmthe RBE of alpha patrticle is included in
the dose calculation. In an article dealing morecsjally with pharmacokinetics and
dosimetry [35] a mean dose to the liver can bemedéd to be 5.21 £ 1.58 mSv/MBq that
roughly corresponds to a mean dose of 1.1 mGy/MBerwa RBE of 5 is not taken into
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account like in our dose calculation in mice. Aigat of 65.9 Kg (mean patient weight in this
study) would thus have received 2.68 Gy to therliee an injected activity of 37 MBg/kg
that corresponds to the threshold where liver darsgpears witi*Bi-anti-CD33 used in
the course of RIT clinical trial for leukemia. Gdwrse, these dose estimations to the liver are
to be taken into account with caution given thefedént methods of measurement, the
approximation we made for human dose calculatiah the multi-step injection in dog and
human versus single injection in mouse. Nevertlel#se doses to liver between these
different species are quite homogenous and woulitate that beyond 2-2.5 Gy the risk of
irreparable liver failure needs to be taken intostderation for alpha RIT whatever the vector
used forRIT. It is noteworthy that in dog, the same expeminsettings for the conditioning to
allogeneic hematopoietic cell transplantation, véth anti-CD45 antibody radiolabeled with
astatine-211 instead 6t3Bi have been carried out. Dogs treated with adtisiabove 17
MBg/kg develop ascite and have increased transamiaad alkaline phosphatase around day
100 after injection. No parenchymal liver injuryubd be detected by histological observation,
similar to liver toxicity with ?*Bi-anti-CD45. This underlines the comparable biatog
activity of high-LET alpha particles distinct fromme low-LET X-rays or beta particles.
Toxicity to other organs in dogs and human weredraihd similar to our mouse model. In
mouse, a late toxicity to the kidney is observedirfgected activity of 7.4 MBq (2.66 Gy to
the kidney). It is necessary to take into accoung kidney toxicity in comparison to a
potential therapeutic benefit in RIT treatment awdording to the toxicity of gold standard
treatment for the same pathology.

Conclusion

This long-term toxicity study with**Bi-BSA points out the peculiar sensitivity of thedr to
alpha particles. This was unexpected since moitealpha RIT studies performed in mouse
have ended before liver toxicity arises, in suchay that hematologic toxicity appeared as
the dominant side-effect. Compared to irradiatiafislow-LET particle like X rays the
ranking of organ radiosensitivity is totally difeart: the lung is the most radiosensitive organ
to X rays and liver damage appears beyond 30 Gyreds alpha RIT in mouse with
radiolabeled proteins doses beyond 3 Gy entaiénsble damages to liver, whereas the lung
remains unaffected, at least from a histologicahipof view

Concerning hematologic toxicity, an early and ddeprease in blood cell count is observed
with alpha RIT. Despite this, the recovery of nokrrbbbod cell counts is rapidly reached
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suggesting the survival of sufficient numbers omba&opoietic stem cells to reconstitute the
pool of blood cells. This study emphasizes thatrodosimetry at the cell level is mandatory
to explain the differences between low and high-Lfticles toxicity to healthy organs and

that RBE of alpha particles are distinct dependinghe considered organs.
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Figure 1: Biodistribution study witH*J-BSA.
Three mice were sacrificed at each time pointsl§,45, 90 and 180 minutes). The results
were given as the mean % injected dose/g.
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Table 1 Dose to organ calculations

Gy/MBq BSA  OKT3  6H4

Blood 1.72 1.95 2.16
Lung 0.75 0.74 1.16
Heart 0.41 0.56 0.55
Kidney 0.36 0.46 0.49
Liver 0.30 0.46 0.56
Spleen 0.21 0.29 0.38
Stomach 0.21 0.12 0.10
Bone 0.18 0.21 0.21
Skin 0.14 0.10 0.10
Intestine 0.13 0.13 0.12
Brain 0.06 0.10 0.08
Muscle 0.06 0.04 0.05
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Figure 2: Organ-to-blood ratio of?3-BSA, *?3-6H4 and*?31-OKT3 in the liver, spleen,

kidney and bone (+ SD).

The results are presented as the mean organ/blzsmrdtio. Liver, spleen, kidney and bone
display constant organ-to-blood dose ratio overtithe of**Bi decay. Equilibrium between
blood and interstitial volume is reflected by asoastant ratio.
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Figure 3: Organ-to-blood ratio of*J-BSA, *3-6H4 and**1-OKT3 in the stomach, intestine,
muscle and skin (x SD).

The results are presented as the mean organ/bésedrdtio. In the stomach, intestine, muscle
and skin the organ-to-blood ratio progressively@ases with time indicating that equilibrium
between blood and interstitial compartment is maiched during the time 6tBi decay. A
rise of this ratio with time indicates an accumidglatof the radiolabeled vector within the
interstitial volume.
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Figure 4: Survival of mice injected with increasing actie# of***Bi-BSA

Three groups of mice are injected wWitfBi-BSA at increasing activities: 3.7 MBq (n=5), 7.4
MBq (n=7), 11.1 MBg (n=5) and a control group (na8)injected with PBS. Survival is
followed-up over a 385 days period. In the 11.1 M&@ted group, all mice die between D97
and D221 with a median survival of 189 days. Fiveenamong seven injected with 7.4 MBq
die between D269 and D357 with a median survivaB24 days. In the 3.7 MBq treated
group, one mouse die at D165 and second one at.D&&5median survival is not reached in
this group and 3 mice are still alive at the endhaf follow-up period. All the mice in the
control group survive up to the end of the assay.
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Figure 5: Total body weight of mice injected with increagiactivities of*Bi-BSA

Three groups of mice are injected WitfBi-BSA at increasing activities: 3.7 MBq (n=5), 7.4
MBg (n=7), 11.1 MBq (n=5) and a control group igetted with PBS (n=5). The total body
weight is followed-up over a 385 days period. Tingt fLO days, all mice show a body weight
loss, corresponding to the acute radiation toxiclitye body weight then increases until day
75. Then a drop in weight curves is observed fotr@ated groups compared to control up to
day 150. Thereafter differences between treatedpgrbegin to appear and the weight curves
of the 11.1 MBg-treated mice rapidly decreases comtantly with the death of mice in this
group between day 97 and day 221.
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Figure 6: Hematologic toxicity is assessed by monitoring @/BRBC, and platelets in
peripheral blood collected weekly after injection.

Early (3-6 days) activity-dependent marked leucopmend thrombocytopenia are noticed.
These effects are transient and physiological teast reached at day 25.
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Figure 7: Liver toxicity is assessed by monitoring ALT aA&T in plasma from peripheral
blood collected monthly after injection.

Activity-dependent increase of ALT and AST indicatleepatocytes injury (degeneration,
necrosis or cytolysis) at the high activities (¥ BBq).
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Figure 8 Kidney toxicity is assessed by monitoring creiatnand blood urea nitrogen in
plasma from peripheral blood collected monthly raiftgection.

Activity-dependent increase of creatinine and BUdhates renal function impairment at the
high activities (> 3.7 MBQq).
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Figure 9: Grade of activity-related hepatic histologicadings.
Activity-related increased karyomegaly, cytomegahtranuclear cytoplasmic invagination,
inflammation and fibrosis are noticed.
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Figure 10 Comparison between liver of control animals aadrlof animals injected with an
activity of 11.1 MBq, 26 weeks after injection.

Control liver (A) compared to injected liver shogirextramedullary hematopoiesis (B,
arrow), isolated necrosis (C, arrow), karyomeg#lg)(and cytomegaly (Cy) and intranuclear
acidophilic cytoplasmic invagination (INCI) (D), Halun-Eosin-Saffron, x400 (bar = 100

pm).
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Figure 11 Grade of activity-related renal histological fings.

Activity-related increased karyomegaly, cytomegadyoteinuria and glomerulosclerosis are

noticed.
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Figure 12 Comparison between kidney of control animals kitthey of animals injected
with an activity of 11.1 MBq, 26 weeks after inject (B and F) or with 7.4 MBq, 35 weeks
after injection (D).

Control kidney, Hemalun-Eosin-Saffron (A), Periodicid Schiff (C), and Masson’s
trichrome (E), x400 (bar = 100 upm). Injected kideeghowing basophilic tubules,
karyomegaly and cytomegaly (B, arrow), HES, x4Q@tginaceous casts (D, arrow), PAS x
400, and glomerulosclerosis (F, arrow), MT, x40.
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llI- Conclusions de la premiere partie

L'objectif de cette premiere partie consiste a énal la toxicité aigué et
chronique intrinséque duU'®Bi couplé & la BSA et a deux anticorps non

spécifigues (OKT3 et 6H4) chez la souris et a étahine activité injectée

maximum sans effets adverses, utilisable en RI'haldans des modeles murins.

Discussion sur la biodistribution

Peu de données sont disponibles concernant I'évimnades effets des
rayonnements ionisants sur les cellules normalasspentes, vraisemblablement
car ce type de cellules est difficile a maintenir @ulture. Cette étude permet un
suivi de la fonction des organés vivo confirmé par un examen histologique des
tissus irradiés. Les données disponibles sur laotadicité sont issues d’études
portant sur des irradiations externes, concernantdrps entier, le plus souvent
utilisant des rayonnements ou y. Dans ce contexte, I'irradiation présente une
distribution homogene, a haut débit de dose, limitlans le temps de fractions
parfaitement définies d’énergie. Ces caractéristgjme sont pas transposables a
une RIT utilisant des rayonnemena&s agissant par une irradiation délivrée en
continu, a débit de dose bas et variable, a partine source répartie de facon
hétérogéne. Dans notre étude, le radioimmunocorgugst administré par voie
intraveineuse et séjourne dans le torrent circutatotous les organes normaux
sont donc irradiés a partir du volume sanguin. leanpéabilité microvasculaire
aux macromolécules est dépendante du type de vadsation, des conditions
physiologiques ou pathologiques et de I'existeneerdcepteurs spécifiques au
niveau de I'endothélium vasculaire. En effet, leiefo la moelle osseuse
hématopoiétique et la rate sont constitués d’'unscubarisation capillaire de type
sinusoide, tres perméable et trés abondante, cioetnant au rein possédant une
vascularisation capillaire de type fenétré (moyeneat perméable) ou au
cerveau présentant une vascularisation capillagéygpe continu (peu perméable)
(Figure 4 et tableau VI).
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A Capillaire non sinusoide non fenétré B Capillaire non sinusoide non C Capillaire non sinusoide non
* * fenétré avec diaphragme = fenétré ouvert

E . Capillaire sinusoide réticuloendothélial fenétré

T

D.

Figure 4 : Ultrastructure des différents types de cpillaires sanguins

Les piliers verts émanant de la surface luminalel'eledothélium représentent les fibres individuelids
mucopolysaccharides du glycocalyx endothélial. Lgio® hachurée orange entourant la surface ablueninal
représente la membrane basale. (d'aprés [185]).
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Tableau VI: Classification et propriétés des difféents types de capillaires sanguins

(D’apres [185])

174

174

Type de capillaire | Localisation Membrane | Glycocalyx Voie de passage| Taille des pores Cellules
basale des molécules endothéliales
Non sinusoide non | Encéphale, nerf, Continue Epais : 150-400 nm Fentes Zona occludens Couche continue
fenétré moelle épiniere interendothéliales <1 nm
Muscle, os, tissu Continue Epais : 150-400 nm Macula occludens | Couche continue
adipeux, peau, 5nm
poumon
Non sinusoide Tissu conjonctif,| Continue Epais : 150-400 nm Diaphragmes Diaphragmés Présence de
fenétré intestin 6-12 nm fenestrations
Glomérule rénal| Continue Epais : 150-400 hm Featstrs Ouverts Présence de
15 nm fenestrations
Sinusoide Moelle osseuse | Discontinue| Fin Fentes Macula occludens Couche continue
réticuloendothélial | hématopoiétique interendothéliales 5 nm
non fenétré
Sinusoide Foie, rate Discontinue Absent au niveau Fenestrations Homme : 50-180 nm | Présence de
réticuloendothélial des fenestrations Rongeurs : 50-280 nm | fenestrations
fenétré

174
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Discussion sur la toxicité observée

Le 2'Bi couplé & la BSA présente principalement une ¢@téi hépatique & moyen
terme (a l'activité injectée de 11.1 MBQ) et un«itmté rénale a long terme (a
I'activité injectée de 7.4 MBQ), ainsi qu’'une toii€ hématologique précoce,
transitoire mais réversible, quelle que soit I'adté injectée.

Ce travail est actuellement la seule étude montrgoe les particulesa
occasionnent une toxicité hépatique avérée a foatdssités injectées sur le long
terme chez les souris. En termes de survie, cetiedeé révele une mort
prématurée de I'ensemble des souris injecté avexantivité 11.1 MBqg. Ce fort
taux de mortalité est attribuable a une dysfonctigdpatique, toutes ces souris
présentant une augmentation de l'activité plasmadigles transaminases avant
leur mort. Cette toxicité hépatique peut étre egpée par la structure du foie et
par le mode d’action des rayonnements En effet, les hépatocytes sont des
cellules de 30 a 40 um de diameétre, agencées adoasrunicellulaires, bordés de
part et d’autre par un endothélium vasculaire deetginusoide, de 5 a 10 um de
diameétre. Il est donc peu probable que les hépdescyéchappent a une
irradiation a partir du volume sanguin par des mares a dont le trajet est
compris entre 50 et 80 unkigure 5).

213Bi-BSA

i Tl %
ey S ' Calile
e a
....._Em

eha D
- HasTmeye

Camlimuin
=1 1H

213Bi-BSA

Figure 5 : Irradiation des hépatocytes a partir du wlume sanguin
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Le travail de Bethge faisait déja état de I'observa de dysfonctionnement
hépatique chez le chien, suite a une RIT utilisamtanticorps anti-TCE&3 couplé

au ?!®Bi, dans une gamme d’activité injectée similaired]2De méme, Jurcic
rapporte des dysfonctions hépatiques chez 22% d¢i®ms traités avec un anti-
CD33 couplé au?'°Bi
plasmatique des PAL, ASAT et ALAT) [106]. Il apparadonc que la toxicité

hépatique des particulesait été constatée chez plusieurs especes animales.

(hyperbilirubinémie et augmentation de [|'acti@it

La toxicité rénale apparait tardivement (300 joapsés injection) pour les souris
injectées avec une activité de 7.4 MBqg. Cependdiitn que des Iésions
histologiques tubulaires, glomérulaires et inteaistles soient observées, aucune
différence statistiguement significative n’a pu étmise en évidence entre les
souris témoins et les souris injectées.

La toxicité hématologique observée se caractérige yne diminution précoce
mais transitoire des leucocytes et des thrombocyasguins. Cependant, la
numeération cellulaire revient aux valeurs physidtpges entre J14 et J25 apres
injection, selon [l'activité injectée. Il semblerailonc qu’'une partie des
progéniteurs médullaires soient épargnés par ldraéion a a partir du volume
sanguin. La persistance de 5% des cellules progérd hématopoiétiques est
suffisante pour assurer le repeuplement cellulgpae des cellules différenciées
[70]. De plus, les cellules hématopoiétiques netspas distribuées de facon
uniforme au sein de la moelle osseuse : il exigteguadient spatial des cellules
hématopoiétiques matures et des progéniteurs. tegémiteurs hématopoiétiques
sont situés a proximité des trabécules osseuseass tharégion endostéale alors
que les cellules matures, plus différenciées, qumtcipalement localisées dans
la région médullaire centrale [158]. Une étude deatWman, portant sur la
moelle osseuse hématopoiétique de la créte iliadpiéa souris, montre que 11%
des cellules hématopoiétiques CD3@rogéniteurs) sont localisées dans les 50
premiers micrometres adjacents aux vaisseaux sasgui8.5% sont localisées
entre 50 et 100 um des vaisseaux et 70% sont le€asi entre 100 et 500 pm
[217]. Cette méme équipe a montré une distributielativement semblable au
niveau de la moelle osseuse hématopoiétique desscdit de la vertebre L1 [24].
Le trajet des particules étant de 50 a 80 um, il est donc concevable quse le
précurseurs hématopoiétiques soient épargnés parpdeticuleso irradiant a

partir du compartiment sanguin. Les mégacaryocytesnt a eux, se développent
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au niveau de la surface adventitielle des sinuscwksres médullaires et sont

donc plus exposeés, ce qui tend a expliquer la thr@ecytopénie observée [158].

Cette étude met également en lumiere le fait quetdsicité médullaire ne
constitue pas un facteur limitant a l'utilisatiores particulesn, en accord avec
les résultats obtenus par I'équipe de Behr [16]urPles souris injectées avec une
activité de 3.7 MBqg, une légere augmentation desapatres reflétant les
fonctions hépatiques et rénales est observée, mHés s’avere statistiqguement
non significative par rapport aux témoins. Une Rdlpha est donc concevable
chez la souris & une activité injectée de 3.7 MB'YR() avec un vecteur de type
macromolécule (comme les immunoglobulines). Ce psogloit cependant étre
modulé par le fait que, dans cette étude?fiBi a été couplé a la BSA (vecteur
non spécifique). Dans le cadre d’une thérapie?'f8i est destiné & étre couplé a
un anticorps spécifique. Cet anticorps peut présienhe certaine toxicité propre
(c’est le cas par exemple des anticorps anti-CD4hb),peut étre potentialisée par
le radionucléide. Des études d’évaluation de ladi& a long terme doivent donc
étre envisagées au cas par cas, selon le coupieoaps/radionucléide étudié.
Dans la suite de ce travail, cette activité de BIBg sera donc retenue pour les
essais thérapeutiques utilisant différents antisocpuplés alf**Bi, que ce soit
dans le cadre du ciblage vasculaire (anticorps-&miL05) ou dans le cadre du
ciblage de cellules tumorales d’origine hématopigjig¢ (anticorps anti-CD138

ciblant les cellules tumorales du myélome multiple)
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Deuxieme partie : Radioimmunothérapie alpha et cildge
de I'endothélium tumoral

L'objectif de cette deuxiéme partie est d’évalueand un premier temps, la
pertinence d’'un antigéne, le CD105, dans le ciblags cellules endothéliales
tumorales. Cet antigéne, trés prometteur, sera lédpans un deuxieme temps au

213gj et a I"?11At et son efficacité antitumorale sera estimée.

|- Particularités de la vascularisation tumorale

A- Réle de la néovascularisation lors du processismoral

1- Néovascularisation et établissement de la tumeur

Lorsqu’une tumeur atteint un diametre critigue (derdre de 2 mm), elle a
besoin, pour se développer davantage, de déclengherréponse angiogénique
dans le tissu environnant. Les travaux de Folkntis 1971, mettent en évidence
le fait que la croissance tumorale est étroitemteittutaire de la vascularisation.
La néovascularisation permet d’approvisionner leslludes tumorales en
nutriments et en oxygéne, ainsi que de prendre barge les déchets du
métabolisme cellulaire. L’hypoxie tumorale est aorigine du basculement
angiogénique qui déplace [I'équilibre des facteurso-angiogéniques et
antiangiogéniques en faveur de I'angiogénése. Caesttte étape que les cellules
endothéliales changent de profil d’expression [73]a néovascularisation
résultante est associée a une croissance pluseagid une invasion locale. Une
augmentation de l'angiogénése est, de plus, aseod@éun risque accru de
meétastases [218]. La survie et le développementtdeseurs solides sont donc

étroitement dépendants de I'angiogéneése.
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2- Néovascularisation et pronostic

L'intensité de la vascularisation d’'une tumeur esflétée par la mesure de la
densité microvasculaire intratumorale. La corré&atipositive entre une forte
densité microvasculaire intratumorale et un promogtéjoratif (diminution du

taux de survie ou augmentation du risque métastadica €té mise en évidence
dans de nombreux cancers (cancers du sein, du pouc® la prostate, de la
vessie, du rectum, de la téte et du cou ainsi qaesde mélanome, le myélome
multiple, les cancers des tissus mous ou encor& deusysteme nerveux central)
[218]. Les cellules endothéliales, en plus d’assyrar I'angiogénése la nutrition
des cellules tumorales, produisent également destefas de croissance
nécessaires a la croissance tumorale comme le bf@bic Fibroblast Growth

Factor), les IGFs (Insulin Growth Factors), le PD@Hatelet-Derived Growth

Factor) ou encore le GM-CSF (Granulocyte Macrophdgelony-Stimulating

Factor) [94]. Leur réle dans la croissance tumoras¢ donc capital. De plus, les
cellules endothéliales activées sécretent de nombriacteurs de croissance
ayant une action paracrine: collagénases, urokisast activateur du
plasminogéne. Ces molécules favorisent la péné&na¢it la diffusion des cellules
tumorales dans la matrice extracellulaire, le tissanjonctif du stroma ainsi

gu’au travers des vaisseaux lymphatiques et sarsgu@ela favorise ainsi la
migration cellulaire, lI'extension métastatique da tumeur, et aggrave le

pronostic [219].

B- Caractéristiqgues des vaisseaux tumoraux

1- Classification des vaisseaux tumoraux

Jain soumet une classification des vaisseaux intnaraux en 9 catégories. Les 7
premieres catégories de vaisseaux sont aussi biéaeptes au niveau du tissu
normal qu’au niveau du tissu tumoral [102]. Il siag

- des arteres et artérioles,

- des capillaires continus, bordés par un endotimlintact continu, soutenu par
une membrane basale et constitués de cellules bptlates possédant des

jonctions serrées,
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- des capillaires fenétrés, bordés par un endotingéldiscontinu et une basale
continue,

- des capillaires discontinus ou sinusoides, bordas un endothélium et une
basale discontinus, dont les cellules endothéliatenagent des espaces entre
elles,

- de veinules post-capillaires, tres tortueusedetlarge diametre. Au sein du
tissu tumoral, ces derniéres sont dépourvues de bmame basale, contrairement
aux veinules post-capillaires des tissus normaux,

- des veines et veinules d’architecture tortueusesacculaire, fréquemment
dilatées,

- d’anastomoses artérioveineuses, permettant umtséutre le systeme artériel et
le systeme veineux, plus fréquentes et plus syst@gmas dans les tissus
tumoraux que dans les tissus normaux.

Les 2 autres catégories de vaisseaux sont présemiggiement au sein du tissu
tumoral. Il s’agit :

- de vaisseaux sanguins non bordés par un endaothéli

- de bourgeons capillaires.

2- Modifications du flux sanguin intratumoral

Les vaisseaux normaux présentent une hiérarchigghmogiquement identifiable
d’artérioles, de veinules et de capillaires caraisés par une taille, une forme et
une structure pariétale propres. Les artériolest gpourvues d’'une couche de
muscle lisse, les capillaires et les veinules spotrvus de péricytesF{gure 6).
Les cellules musculaires lisses des artérioles soglativement uniformes,
arrangées de maniére circonférentielle, prochesuhess des autres et étroitement
associées a I’endothélium. Les péricytes des capds sont orientés
longitudinalement par rapport au vaisseau, possedda longs et fins
prolongements cytoplasmiques, sont étroitement Hag cellules endothéliales,
mais ne couvrent qu’une petite portion de la suefaasculaire. Les péricytes des
veinules sont de forme irréguliere, étroitementoasds aux cellules endothéliales

et recouvrent une grande partie de la surface desiaule Figure 7).
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Vaisseaux normat

Venule
je

Cellules endothélial
. Péricvte

= Membranebasal
" Vaisseaux tumoraux

Figure 6 : Comparaison structurale entre vaisseauxarmaux et tumoraux
(D’aprés [10]).

Les vaisseaux intratumoraux présentent des caristigues qui leur sont propres
et qui jouent un role fondamental dans la physibp&igie tumorale [10, 61]
(Figure 6). Les vaisseaux intratumoraux sont de diametre, fdeme et de
structure irréguliers et présentent de nombreusesstmmoses anarchiques. lls
sont peu différenciés et les artérioles, veinulds capillaires ne sont plus
distincts. Ces vaisseaux intratumoraux présenterd paroi fine et fragile, une
absence de muscle lisse périvasculaire, une dinronudu nombre de complexes
de jonction intercellulaires et une membrane basalastituée, par endroit, de
plusieurs couches [9]. Les péricytes présentent @omene anormale et sont
associés moins étroitement aux cellules endothésigfFigure 7). lls ménagent
ainsi des espaces et contribuent aux modificatid@gperméabilité des vaisseaux
tumoraux [149].
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o T

Artériole Capillaire Veinule Vaisseau tumoral

Figure 7 : Comparaison des cellules murales d'une #riole, d'un capillaire et d'une veinule avec un

vaisseau intratumoral présentant des péricytes anaraux

Les péricytes intratumoraux ne sont que tres lachenassociés a I'endothélium (1), possedent des
prolongements cytoplasmiques s’'étendant au-dela garoi vasculaire (2) (jusqu’a parfois recouwtiautres
péricytes (3)) et accompagnent les bourgeons \aises) allant méme au-dela de I'extrémité de cesdemns

(4) (d'apres [149]).

3- Conséquences sur les cellules tumorales

Les vaisseaux tumoraux présentent donc des pasatitgs structurales,
engendrant des particularités fonctionnelles. Nawsns vu précédemment que
les vaisseaux tumoraux sont caractérisés par dedlifroations de leur
perméabilité. Les vaisseaux tumoraux sont, de plostueux et de fréquentes
anastomoses anarchiques perturbent la circulatimmggine, contribuant a son
ralentissement voire a sa stagnation. La pressioerstitielle accrue au sein de la
tumeur et la pression intravasculaire diminuée guirésultent sont a I'origine de
collapsus vasculaires contribuant également a uasessanguine intratumorale.
C’est pourquoi les cellules tumorales évoluent dams microenvironnement
relativement hypoxique. La grande hétérogénéité nplgpique et les
particularités structurales des vaisseaux sanguaimsoraux ont fait I'objet de
nombreuses études [10, 102, 118]. De ces étudeqnédt concept de ciblage
spécifiqgue des vaisseaux tumoraux, basé sur leursprigtés et sur les

mécanismes de I'angiogénese.
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C- Mécanismes de I'angiogénese tumorale

1- Description du processus d’angiogénese

L’angiogénése se caractérise par la formation daveaux vaisseaux sanguins
capillaires conduisant a une néovascularisation. slagit d’'un mécanisme
complexe, nécessaire a la croissance tumorale etéaeloppement de métastases
[218]. Il fait intervenir une série d’étapes sucsi®s comprenant l'activation
des cellules endothéliales par des facteurs de ssamice spécifiques, la
dégradation de la membrane basale vasculaire éa deatrice extracellulaire par
des protéases activées, la migration et la praodiié@n des cellules endothéliales
et enfin, la formation de bourgeons capillaires ]J[3Bans un premier temps,
aprés stimulation par des facteurs angiogéniques, Maisseaux quiescents se
dilatent et une cellule endothéliale terminale sgiectionnée pour assurer la
connexion avec d’autres vaisseaux. La formation adte cellule terminale
requiert la dégradation de la membrane basale gtaachement des péricytes et la
distension des jonctions des cellules endothélidlegure 8a). L’accroissement
de la perméabilité qui en résulte permet aux prsiplasmatiques extravasées
de se déposer sur une matrice provisoire. Des ps®® remodélent la matrice
interstitielle préexistante, facilitant la migratiocellulaire, parmi lesquelles les
métalloprotéinases de la matrice (MMPs) et I'uPArokinase Plasminogen
Activator). Dans un second temps, la cellule enétitie terminale s’oriente en
réponse a des signaux chimiotactiques, adhére @nd#&rice extracellulaire et
migre. Les cellules en amont proliferent, s’allongeet forment une lumiére
(Figure 8b). Dans un troisiéme temps, les bourgeons fusiohmpeur établir un
néovaisseau correctement perfusé. Les cellules medif@ration recrutent les
péricytes et une membrane basale stable est syséweét Aprés la fusion des
branches voisines, la formation d’une lumiere petrhaeperfusion du néovaisseau
qui revient a I'état quiescent en rétablissant gaetions, une membrane basale,
des péricytes matures et en produisant des sigrmdaxmaintien du vaisseau
(Figure 8c¢) [35].
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a- Relachement des jonctiofisE-cadhérine)

Remodelage de la matri¢elMPs)

Formation de la cellule terminale
(VEGFR-2, NRP-1, HIF-d)

Facteurs angiogéniques
(VEGF, VEGF-C, FGFs, ANG-2)

Détachement des péricytesSNG-2)

Vaisseau quiescent Flux . . .
q Perméabilité, vasodilatation

et extravasatiofiVEGF)

MMPs : matrix metalloproteinase, VEGFR : vasculadathelial growth factor receptor, NRP1 : neuropilin
HIF-1a : hypoxia-inducible factord, FGF : fibroblast growth factor, ANG-2 : angioten?

b- Formation d’une lumieré/E-cadhérine, VEGF)

Recrutement des péricytésDGF,
ANG-1, éphrin-B2, FGF)

/ Orientation et adhésion de la cellule

1

terminale(éphrine)

Libération de facteurs
angiogéniques par la matrice

" (VEGF, FGFs) 4\

ECM

Elongation Recrutement de ,
Flux (VEGFR-1, PIGF, cellules myéloides \?ac.,igggei\?lna%il:;\r::e
FGFs) (ANG-2, PIGF)
PDGF : | Transport transendothélial de lipidéEGF-B) ir

Maintenance vasculaif®’ EGF,

C- ANG-1, FGF)

Formation d’une barriére
(VE-cadhérine, AN(-1) !

a Formation d’'une membrane |

Flux basalgTIMPs ,PAI-1)

Maturation des péricytes
(PDGF-B, éphrine-B2,
ANG-1, TGFB1)

TIMPS : tissue inhibitors of matrix metalloproteieasTGF$1 : transforming growth factopl, PAI-1 :
plasminogene activator inhibitor-1

Figure 8 : Etapes consécutives de I'angiogénése bgapnnante
(D’apres [35]).
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Une tumeur peut développer différents dispositifsoup assurer son
approvisionnement en nutriments et en oxygene 73,:

- des mécanismes non angiogéniques, lors desqadisneur présente la capacité
de « parasiter » le stroma normal et les vaissesalxguins normaux pour ces
propres besoins métaboliques,

- de I'angiogénese « bourgeonnante » classiquecoi@mment décrite)Figure
9a),

- de la vasculogénése post-natale, lors de laquetles précurseurs
mésodermiques de cellules endothéliales dérivéslalemoelle osseuse (les
angioblastes) se logent dans la vascularisationotramhe, se différencient en
cellules endothéliales et stimulent la néovasculation tumorale en combinant
vasculogénese et angiogénese conventionnéligufe 9b),

- du remodelage vasculaire, lors duquel la péné&inatie cellules tumorales dans
les vaisseaux provoque leur scission (phénoméneatwsusception) et donne
naissance a des vaisseaux-fiEgure 9¢). L’angiogénese par intussusception est
un processus rapide (de I'ordre de I'heure), neugggnt pas la prolifération des
cellules endothélialed=fgure 10),

- du recrutement, caractérisé par le détournemert ld vascularisation
préexistante par les cellules tumoral&sgure 9d),

- du mimétisme vasculaire, lors duquel les cellulesnorales acquierent des
caractéristiques de cellules souches et bordemsatiémes le réseau capillaire
(Figure 9e),

- un recours a des cellules présentant des anomaytogénétiques sur leurs
chromosomes, dérivées de potentielles cellules sesicancéreuse&igure 9f).
Contrairement aux tissus normaux qui n’utilisent equ’angiogénése, la
vasculogénese et l'intussusception, les vaisseaumotaux peuvent mettre en

ceuvre ces six mécanismes pour former leur vascdédn propre.
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a- Angiogéneése bourgeonnante b- Vasculogénese
Cellule terminale ! e -
Différenciation des progéniteurs
Membrane ‘ . .. en cellules endothélial
basal li, Pericyte N

Cellule endothéliale
c- Intussusception

Cellules tumorales Cellules souches tumorales bordant les vaisseaux
bordant les vaissea se différenciant en cellules endothéliales

Figure 9 : Différents modes de formation de vaisseawsanguins tumoraux

Figure 10 : Angiogénése par intussusception

Ce processus se fait en quatre étapes. a (repaieanén 3 dimensions), a'(représentation en 2 dgioss) :
protrusion des cellules endothéliales (EC) de paspjsées dans la lumiére vasculaire, b, b’ : iésbhent
d’'un contact inter-endothélial, ¢ ¢’ : un piliernteal est formé, envahi ensuite par les péricyle3 ét les
myofibroblastes (Fb), d, d’ : le pilier augmentediamétre, est colonisé par des fibres de collag€ng et les
cellules endothéliales se rétractent, formant aleak nouveaux vaisseaux (d'apres [32]).
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2- Mécanismes moléculaires gouvernant 'angiogénése

Les cellules endothéliales nouvellement formées Ide I'angiogénése tumorale
subissent des altérations de I'expression de lemotécules d’adhésion, de leurs
réecepteurs et d’autres protéines. Elles surexprimégalement des marqueurs
antigéniques, comme les VEGFR (Vascular Endotheli@rowth Factor
Receptors) ou les intégrinesns, Delta-4). L’angiogéneése est placée sous le
contréle d’'une myriade de facteurs solubles et mmiubles, qui régulent la
croissance et la différenciation des cellules ehédttles. Les facteurs solubles
stimulateurs de I'angiogénese les plus connus ieciula famille des VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor), 'aFGF (aadtibroblast Growth Factor),
le bFGF, le PDGF, la TP (Thymidine Phosphorylasle), TGH (Transforming
Growth Factorp), le TNFo (Tumor Necrosis Factoa), I'lL-4 (Interleukine-4) et
I'lL-8. Ces molécules sont sécrétées par les ceBuéndothéliales, les cellules
tumorales ou encore par des cellules recrutées lsusite de l'angiogénese

(péricytes, macrophages, mastocytes et plaquefgds)].

a- La famille VEGF et ses récepteurs

VEGF

Cette famille de molécules pro-angiogéniques esplias connue. Ce sont des
médiateurs cruciaux de la vasculogénese et de itayEnese, tant physiologique
gue pathologique. Leur expression est intimemergoa®e a la croissance des
tumeurs solides et a la formation de métastases.famille VEGF comprend
VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E et PIGF (Rlantal Growth
Factor). Ces molécules ont la capacité de se lilg @méme classe de récepteurs,

de type récepteurs tyrosine-kinasdsalleau VII) [202].

Récepteurs au VEGF

Les trois principaux récepteurs aux protéines defdmille VEGF qui ont été
décrits sont: VEGFR-1, VEGFR-2 et VEGFR-3. Le VE&GB est restreint a

I’endothélium lymphatique chez I'adulte mais estrexprimé au sein de
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I’endothélium tumoral [205]. D’autres récepteurs deindre importance sont
également rapportés: NRP1 (Neuropilin 1) et NRP#nt le rdle dans
I'angiogénese est plus complexe. Ce sont tous despteurs tyrosine-kinases. La
liaison des protéines de la famille VEGF a ces p&éears induit une dimérisation
de ces récepteurs, une autophosphorylation et tarestiuction du signal via des
voies de signalisation diverses comme MAPK (Mitogéctivated Protein
Kinase) et AKT [202].

Tableau VIl : Roles et récepteurs des différentesrptéines de la famille VEGF

Protéine Réle Récepteurs
VEGF-A Prolifération des cellules endothéliales VEGFR-1
Vasodilatation VEGFR-2
NRP1
NRP2
VEGF-B Prolifération des cellules endothéliales VEGFR-1
NRP1
VEGF-C Augmentation de la perméabilité vasculaire VEGFR-2
Migration et prolifération des cellules endothéil VEGFR-3
NRP2
VEGF-D Prolifération des cellules endothéliales VEGFR-2
VEGFR-3
VEGF-E Prolifération des cellules endothéliales VEGFR-2
NRP1
PIGF Stimulation des progéniteurs endothéliaux médtair VEGFR-1
NRP1

b- Les angiopoiétines et le récepteur Tie-2

La famille des angiopoiétines est constituée darnids (Ang-1, Ang-2, Ang-3 et
Ang-4) se liant exclusivement aux récepteurs tymeskinases Tek/Tie-2. Ang-1
et Ang-2 présentent des effets antagonistes sucddisiles endothéliales : Ang-1
stimule la phosphorylation de Tie-2 alors que Ang+i8hibe. Ang-1 promeut la
survie et la migration des cellules endothélialets séabilise les vaisseaux
néoformés en facilitant le recrutement des périsyet d’autres cellules péri-
endothéliales. Ang-2 bloque les effets stabilisasede Ang-1 [202].

c- Les récepteurs Eph et les éphrines

Leur réle dans I'angiogénese a été mis en éviddoce du développement de la

vascularisation embryonnaire et par le fait que Iesuris knock-out pour
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I’éphrine B2 présentent des anomalies du dévelopygm vasculaire.
L’expression de I'éphrine Al et de son récepteuh&p a été démontrée lors de
I'angiogénese tumorale. Les mécanismes gouverndmtetaction entre le

récepteur et son ligand ainsi que ces implicatios®snt encore en cours
d’investigation [202].

Les interactions entre les ligands de la famille W&GF et les différents

récepteurs tyrosine-kinases de la famille des VEGI®Rt récapitulées efigure
11

Ang-1
VEGF-A e
i ng-3
EESEQ tggg:g ¥Eg]]:3:g VEGE-B Ang-4 Ephrin-B1 Ephrin-B1

VEGEE VEGEE VEGEA Ephrin-A1 Ephrin-B2 Ephrin-B2 Ephrin-B2

PIGF VEGF-C

7
Z — 7
NRP1 NRP2
VECGER-1 VEGFR-2 VEGFR-3 Tie-2 EphA2 EphB2 EphB3 EphB4

Figure 11 : Interactions entre les ligands de la faitie du VEGF et leurs récepteurs respectifs
(D’apres [202]).

d- Les intégrines

La famille des intégrines est tres étendue et eshstituée de molécules
d’adhésion de surface. La fonction principale detgrines est de faciliter les
interactions entre les cellules et les protéineslalenatrice extracellulaire. Les

intégrinesayps et ayPs contribuent a la survie, a la migration et a lalggration
des cellules endothéliales [202].

Ces mécanismes moléculaires gouvernant l'angiog&nsmnt autant de cibles

potentielles pour une thérapie antiangiogénique.
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lI- Ciblage de Ila vascularisation tumorale dans les
thérapies anticancéreuses

Difféerentes approches ont été développées afin dgude la vascularisation
tumorale et d’'inhiber I'angiogénese soit directemyemar le ciblage de protéines
ou de récepteurs liés a la membrane, soit indimeetg, par le ciblage de facteurs
de croissance solubles. Bien que la cellule endadleesoit la principale cible de
ces thérapies, I'effet antiangiogénique peut éga&leimétre obtenu en ciblant les
stimulateurs angiogéniques, les protéines de larioatextracellulaire ou les

mécanismes de contrble de I'angiogénese.

A- Les inhibiteurs naturels de I'angiogénése

Les cellules tumorales elles-mémes peuvent produides molécules
antiangiogéniques. L'angiogénése tumorale est Riltédnte d’un équilibre entre
molécules pro- et antiangiogéniques au sein de umeur. Les principales
molécules antiangiogéniques sont [I’angiostatine,entostatine et la

thrombospondine-1.

1- Angiostatine

L’angiostatine est la premiére molécule identifiépour ses capacités
antiangiogéniques. Elle inhibe la prolifération, lmigration des cellules

endothéliales et la formation de tubes. Elle pegit @omme inhibiteur circulant,

a distance du site tumoral primaire. L’administoatid’angiostatine a des souris
permet la régression de la tumeur primaire et prBvila vascularisation et la
croissance des métastases [31]. Cette moléculatd dbjet d’'un essai clinique

de phase Il sur des patients atteints de cancepaltmon non a petites cellules
[117].
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2- Endostatine

L’endostatine inhibe la prolifération des celluleadothéliales, la croissance de
la tumeur primaire mais également [|'établissemerit la croissance des
métastases. Chez des souris greffées avec deslexltle mélanome B16F10,
I’endostatine exerce une action synergique avecndiastatine [187].

L’endostatine est la premiere molécule a avoir éésStée dans des essais
cliniques, actuellement en phase | et en phaseafisde cadre du cancer du sein

[107].

3- Thrombospondine-1

La thrombospondine-1 est un inhibiteur de la pr@étion, de I'adhésion, de la
migration et de la morphogénése des cellules emdmles. Son niveau
d’expression est inversement corrélé a la surviemsdale nombreux cancers
(thyroide, colon et vessie) [48]. Un essai clinigle phase Il a été réalisé sur des
patients atteints de carcinome rénal. Cependarnliséten monothérapie, 'ABT-
510 (un peptide analogue de la thrombospondine:a)pas démontré d’activité

anticancéreuse convaincante [59].

4- Inhibition de la dégradation de la matrice extraellulaire

Ces molécules inhibent la protéolyse de la matrex¢racellulaire, préalable a
I'angiogénese, notamment en inhibant I'uPA ou lesMRbk. Parmi elles, le
marimastat (phase Il pour le cancer du pancréa$) [66le neovastat (phase Il
pour le cancer du poumon non a petites cellulegJL2

B- Ciblage spécifique de I'angiogénese

1- Ciblage des peptides pro-angiogéniques

Le bevacizumab (Avastin®) est le premier inhibitele 'angiogénese a avoir été

développé et utilisé en clinique. Il s’agit d’untarorps monoclonal humanisé
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anti-VEGF-A. La liaison du bevacizumab au VEGF-Ahibe sa fixation a son
récepteur, situé a la surface des cellules endales. En outre, le bevacizumab
prévient 'augmentation de perméabilité induite plar VEGF-A ainsi que la
migration et la prolifération des cellules endofhés. En dépit de ses effets
secondaires (perforation gastro-intestinale, copations de cicatrisation,
hémorragies, thrombo-embolies artérielles, neutno@éet infection, syndrome
néphrotique, insuffisance cardiaque congestive ygtehtension), le bevacizumab
a été approuvé par la FDA (Food and Drug Adminigona) en février 2004 dans
le cadre du traitement du cancer colorectal, enlziomison avec le 5-fluorouracil
[183]. Il est encore utilisé aujourd’hui pour d’'aes applications (cancer du sein,
cancer du poumon, glioblastome multiforme, carcieromnal métastatique) [61].
Le thalidomide est I'inhibiteur d’angiogénése leuplrécemment approuvé par la
FDA (mai 2006). Il cible le bFGF-2, peptide interagant avec des héparane-
sulfates et des récepteurs tyrosine-kinases au §@Hes cellules endothéliales.
Le thalidomide altére également I'expression desléuooles d’adhésion des
cellules endothéliales. La principale indication thalidomide est le traitement
des patients atteints de myélome multiple (en coralson avec Ila
dexaméthasone) [119]. Les effets indésirables dalidiomide sont bien connus :

tératogeénicité, mortalité intra-utérine et throméowolie veineuse.

2- Ciblage des récepteurs tyrosine-kinases

Le sorafenib (Nexavar®) est un inhibiteur des VE@F& 3, du PDGFR3, de

Raf-1, du FIt3 et de KIT, approuvé pour le traitathedu cancer rénal depuis
décembre 2005 [61]. Des essais cliniques de phdssoht actuellement en cours
portant sur le carcinome hépatocellulaire [30],Mdélanome [69] et le cancer du
pancréas [81]. Les effets secondaires les plus souwapportés sont une
diarrhée, un syndrome mains-pieds, une alopécie, amorexie et une perte de
poids. Le sunitinib (Sutent®) est un inhibiteur dgrosine-kinases (VEGFR1,
VEGFR2, VEGFR3, PDGFRr, PDGFR$, KIT et FIt3 entre autres), approuvé
pour le traitement du cancer rénal et des tumeuwstrg-intestinales stromales
depuis janvier 2006 [61]. Des essais cliniques Hdase Il sont actuellement en
cours portant sur le cancer du sein [18], du paasri2] et du poumon [186].
Les effets secondaires les plus souvent rapportést sune fatigue, une
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hypertension, des nausées, une diarrhée et desnevamnts. Le semaxanib
(SU5416®) est un inhibiteur du VEGFR2, actuellemeévalué par des essais

clinigues de phase Il dans le cadre du traitemenim@&lanome [148].

3- Ciblage des molécules d’adhésion

Un anti-ayps (cilengitide, Vitaxin®) a été développé : les étsdde phase |
démontrent une faible toxicité [88] et les études ghase Il sont en cours [91].
D’autres molécules d’adhésion peuvent égalemerd éitnlées, comme le VCAM-
1 (Vascular Cell Adhesion Molecule 1) ou I'E-sélie.

4- Limites des thérapies antiangiogéniques

Les thérapies antiangiogéniques peuvent avoir dgsenmcussions négatives sur
tous les tissus présentant une néovascularisatifsiplogique tels que l'utérus,
le placenta, les plagues de croissance ou encare¢ideus cicatriciels. Cependant
ces tissus ne constituent pas la majorité des sissun organisme adulte. Ce type
de traitement ne s’attaque pas directement auxuledl tumorales et il est
vraisemblable que la déprivation en oxygene et atriments ne détruise pas la
totalité des cellules tumorales et que certainenties elles soient maintenues a
I’état de latence ou de dormance. Ceci représemterisque de rechute non
négligeable, déja observé lors de thérapies anty@niques classiques,
notamment avec les inhibiteurs des VEGFRs [58]. dirtire, certaines tumeurs
progressent indépendamment d’'une néovascularisatipar infiltration et
incorporation de vaisseaux préexistants. Ces tumeswnt clairement moins
sensibles aux thérapies antiangiogéniques [176]Jesll également important de
noter qu'une thérapie ciblant les cellules endoilés ne s’attaque pas a la
membrane basale vasculaire. Cette derniére, enasérde trame, peut étre a
I'origine d’une revascularisation de la tumeur [100a majorité des cibles
thérapeutiques se concentrent sur les cellules #édi@ales en prolifération, il
faut cependant admettre que I'endothélium tumorsti €galement constitué de
cellules endothéliales quiescentes. Pour toutes caisons, les thérapies

antiangiogéniques ne sont jamais utilisées seuledsmnmen association avec
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d’autres chimiothérapies cytotoxiques, ciblant diement les cellules

cancéreuses.

C- Intéréts du ciblage de I'endothélium tumoral

Le concept de thérapie ciblant la vascularisatiarmarale a été proposé
originellement par Folkman en 1971 et a été ensaidepté et développé par
Denekamp, dans les années 80, notamment comme pilkeéradjuvante aux
thérapies anticancéreuses traditionnelles. Cetterathie antivasculaire vise a
détruire les cellules endothéliales intratumorala8n de priver les cellules
tumorales d’oxygéne et de nutriments. Les avantadesciblage des cellules

endothéliales intratumorales sont détaillés ci-gpré

1- Accessibilité

Les cellules endothéliales intratumorales sontégsia I'interface entre le torrent
circulatoire et la tumeur. Elles sont donc plusessibles aux thérapies délivrées
par voie intravasculaire que les cellules tumoraédles-mémes. Les tumeurs,
notamment les tumeurs solides, présentent une fgntession interstitielle

limitant 'acceés et la distribution de macromoléeslthérapeutiques. Cette faible
pénétration est également imputable a la forte dénsellulaire des tumeurs, a
leur stroma fibreux dense et a I'absence de dranggphatique efficace dans la
majorité des tumeurs solides, contribuant a I'éléma de la pression interstitielle

au sein de la tumeur. Le ciblage des cellules emélodles permet donc de
s’affranchir de tous les problemes liées a la diftus des molécules

thérapeutiques au sein de la tumeur [1].

2- Amplification

La mort d’'une cellule endothéliale aboutit a la ddation de I'endothélium
vasculaire, exposant la matrice sous-endothélialmidiant ainsi la cascade de la
coagulation par I'activation des voies intrinsecteextrinséque. Il s’ensuit alors
la formation d’'un thrombus qui peut étre occlusife ciblage des cellules
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endothéliales des vaisseaux intratumoraux aboutitcda la mort par ischémie
des nombreuses cellules tumorales dépendant de vegesseaux pour leur
approvisionnement en nutriments et en oxygene airfda prise en charge de
leurs déchets métaboliques [1]. Ainsi, une thérapithlant les cellules
endothéliales ne détruit pas seulement les cellplegant I'antigene cible mais
egalement les cellules tumorales en aval du vaiss&iasi détruit, amplifiant

ainsi son action par un effet de « cascade ».

3- Stabilité génétique

Les cellules endothéliales intratumorales présentere stabilité génétique et une
relative homogénéité de leur phénotype antigéniquomtrairement aux cellules
tumorales [29]. Elles sont donc moins sujettes mecanismes d’échappement et
de résistance aux drogues chimiothérapeutiquesergd@ament développés par les
cellules tumorales [1]. Cependant, I'équipe de Hidikcrit certaines anomalies
cytogénétiques touchant les cellules endothéligl@seuploidie et centrosomes
anormaux notamment), nuancant quelqgue peu cettenafion. Cette étude
montre également que les cellules endothélialesmémt une population

hétérogéne et non clonale [92].

4- Thérapie non spécifique

La quasi-totalité des tumeurs nécessite une néaMassation pour assurer les
besoins en nutriments et en facteurs de croissanEdes sont donc
potentiellement toutes redevables d’'une thérapielacit leur vascularisation.
Cependant, il est nécessaire de préciser que I'dboce de la néovascularisation
n'est pas identique qu’'il s’'agisse de tumeurs sadid (fort potentiel
néoangiogénique) ou bien de tumeurs hématopoiésigytible potentiel
néoangiogénique). Une thérapie ciblant spécifiquetmkes néovaisseaux sera

donc plus efficace sur les tumeurs a fort potenti@angiogénique [33].
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5- Pertinence du ciblage de I'endothélium tumoral

a- Couplage d’'une immunotoxine a un anticorps

Le ciblage de I'endothélium vasculaire a déja faéts preuves. Les expériences
de I'équipe de Thorpe illustrent la validité du cept de ciblage vasculaire et
justifient la recherche de marqueurs spécifiques’dadothélium tumoral [210]
(Figure 12).

Figure 12 : Aspect macroscopique de tumeurs sous-eutées chez les souris traitées avec une
immunotoxine dirigée contre la vascularisation tumeale

Dans ce modele, des cellules de neuroblastomeei@ss avec le géne de I'liFMhurin sont implantées dans
une souris Nude. L'IFiNsecrété par la tumeur induit I'expression d’amggedu CMH de classe Il au niveau de
I'endothélium vasculaire tumoral exclusivement. Wmile injection d’'une immunotoxine (la chaine Alde
ricine) couplée avec un anticorps anti-CMH de @dsshez des souris suffit & induire une thrombasapléte
de la vascularisation tumorale, un infarcissemargd et une régression tumorale remarquable. Lé dag/
cellules tumorales dans le temps montre une premiperdition de cellules tumorales 2 heures aprés
l'injection. Vers 5-6 heures, les vaisseaux intnawaux sont complétement occlus par des thrombest
premiers signes de nécrose de cellules tumoralparaipsent vers 8-12 heures. A 24 heures, lesle=llu
tumorales sont pycnotiques et & 48 heures, unessign tumorale est macroscopiquement visible. Api2s
traitement, de massives hémorragies intratumopatesquent une décoloration noire et a J7, la masserale
est réduite & un tissu cicatriciel correspondadu &ssu tumoral nécrotique (J9), d’aprés [210].

b- Couplage du facteur tissulaire a un anticorps

Dans un deuxieme temps, la méme équipe a couplaniicorps anti-VCAM-1
murin au domaine extracellulaire du facteur tisstdehumain, afin de provoquer
une coagulationin situ, au niveau des vaisseaux tumoraux (notion de
« coaguligand »). Aprés administration intraveineuse coaguligand entraine
une thrombose au niveau des vaisseaux intratumgramprimant fortement le
VCAM-1 [173] (Figure 13).
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Figure 13: Evolution des cellules tumorales aprés jection du coaguligand

Dés 4 heures aprés injection du composé, les prertfieombi commencent & se former. A 24 heuressapré
injection, les cellules tumorales se détachentifess des autres et leur noyau devient pycnotique2 Aeures
apres injection, des zones de nécrose apparaisSest.thromboses occasionnent un ralentissemena de |
croissance tumorale [173].

c- Couplage d’'un radionucléide a un anticorps

La RIT des tumeurs solides se heurte a deux pranexpécueils. D'une part, seule
une faible fraction de l'activité totale parvient &tteindre les cellules cibles,
d’autre part, I'accumulation du radionucléide estugent lente. Le ciblage de
I’endothélium vasculaire dans le cadre d’'une RITmpet de délivrer rapidement
une plus grande fraction de I'activité totale. Leuke étude ciblant I'endothélium
vasculaire tumoral et démontrant la faisabilitél'entérét du ciblage vasculaire
par RIT & I'aide d’un anticorps anti-thrombomoduwdisouplé alf*®Bi est celle de

Kennel. Dans cette étude, I'anticorps utilisé eistg contre la thrombomoduline
murine (anticorps 201B). Bien que la thrombomodalime soit pas exprimée de
facon spécifigue par les vaisseaux tumoraux (el également fortement
exprimée a la surface des capillaires et de vaissesanguins de faible diamétre

au niveau du poumon normal), cette étude montregfaentation du pourcentage
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de survie de souris préalablement xénogreffées ¥navec des cellules de
carcinome trachéal de rat. Cet effet est obtenes@dministration intraveineuse
de 5.02 MBq (136 pci) dé'°Bi-201B [110]. Dans une autre étude portant sur le
traitement de souris greffées par des cellulesalecer mammaire murin (EMT-6)
par ce méme radioimmunoconjugué*®gi-201B), Kennel reporte une forte
toxicité pour le parenchyme pulmonaire normal seac&risant par I'apparition
d’'une fibrose pulmonaire 100 jours apres le trai¢@m aux plus fortes activités
injectées (2.6-6.7 MBq soit 70-181 uCi) [111].

Le développement d’'un anticorps dirigé contre unigane plus spécifique des
vaisseaux tumoraux prend donc ici toute sa légitémien alliant efficacité et

moindre toxicité.
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llI- Intéréts du ciblage du CD105

Contrairement a I’endothélium vasculaire bordant lgaisseaux des tissus
différenciés qui est quiescent et dont le renowmknt est lent (environ 1000
jours), [I’endothélium tumoral est constitué prinagipment de cellules
endothéliales en prolifération baignant dans uniemnnement riche en facteurs
pro-angiogéniques et en cytokines pro-inflammateir®ans ce contexte, les
cellules endothéliales tumorales expriment ou sprement des marqueurs de
prolifération, des marqueurs de stress hypoxiquemme HIFL (Hypoxia
Inducible Factor la)) et des récepteurs aux facteurs de croissancenrfuo le
VEGFR) [94]. Leur taux de prolifération est 45 faapérieur a celui de cellules
endothéliales normales [93]. Cependant, un phémmtgpécifique des cellules
endothéliales tumorales n’a pas encore pu étrendéfi

A- Caracteristiques et expression du CD105

Le CD105 (appelé encore endogline) est une glyctpne transmembranaire de
633 acides aminés et de 180 kDa initialement idedgi comme un antigene
membranaire associé aux leucémies humaines [90].gEéme codant pour le
CD105, long de 40 kb, a été localisé au niveau duomosome humain 9934
[73]. La transcription de ce gene produit un ARNssager (ARNm) de 3,4 kb et
de 14 exons. Les exons 1 a 12 codent pour le doenextracellulaire (561 acides
aminés), I'exon 13 code pour le domaine transmemair@ (25 acides aminés) et
I’exon 14 pour le domaine cytoplasmique (47 acidesinés) [47, 85]. Le CD105
est une protéine dimérique présentant un domairteaegllulaire développé, un
seul domaine transmembranaire et une courte régitmacellulaire Figure 14).
Suite a la découverte du CD105 en 1988 par I'égudpeGougos, de nombreuses
fonctions lui ont été attribuées. La majorité d'entelles est associée a la
réegulation de la signalisation par le TE®IFL24]. La signalisation du T@Fdans
les cellules endothéliales gouverne surtout la ipéohtion, la migration et

I'adhésion cellulaires [47].

85



Zéme

partie : Radioimmunothérapieet ciblage de I'endothélium

I — Peptide signal

/

Domaine orpheli

-

.

Domaine
extracellulaire

/

RGD

/

.
Domaine ZI

i

AN

Domaine cytoplasmiqt

L-endoglir

Figure 14 : Représentation schématique de la prot&nCD105 de 'homme

Le domaine extracellulaire est constitué d'un domaorphelin et d’'un domaine ZP (Zona Pellucida).
Contrairement au CD105 humain, le CD105 murin nespde pas de séquence RGD (séquence Arginine-
Glycine-Acide aspartique) au niveau de son domexteacellulaire (D’'apres [207]).

Le niveau d’expression du CD105 a la surface ddhiles endothéliales module
la réponse proliférative de ces derniéres, indpide le TGPB. Le CD105 se lie au
TGFB en s’associant au récepteur au TGHe type Il (PBR-Il). De cette
association résulte une altération de I'état de spiorylation du PBR-II,
induisant la prolifération des cellules endothé&mlpar la voie TG/ ALK-1, par
I'intermédiaire de la phosphorylation de Smad 1Mne deuxiéme voie de
signalisation est possible, induisant la quiescedes cellules endothéliales par
la voie TGH/ALK-5, par l'intermédiaire de la phosphorylatione dSmad 2/3.
Suite a cette activation, les Smads phosphorylésmémt des complexes
hétérodimériques avec le médiateur Smad4, agisskrts le noyau comme
facteur de transcription régulant l'activité tranigtionnelle de génes cibles
(Figure 15) [74].
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Figure 15 : R6le du CD105 dans la voie de signalisam TGFp au sein des cellules endothéliales
(D’'apres [74]).

Deux isoformes du CD105 ont été identifiees chdzothme et la souris : une

forme longue et une forme tronquée de 35 acidesnamidont la partie

cytoplasmique est restreinte a 14 acides aminé$. [BBez I'homme et la souris,

la forme longue du CD105 est la forme prédominaaie sein des cellules

endothéliales [58]. L'isoforme courte est expriméans le foie et le poumon et
plus faiblement dans le cceur, la rate et I'épider@es données, issues de RT-
PCR, ne précisent pas les types cellulaires coreerpar ces expressions
différentielles [166]. Le CD105 murin présente umemologie de 72% avec son
équivalent humain. Les régions les plus conservéamt les domaines

transmembranaire et cytoplasmique, pour lesquekepourcentage d’homologie

atteint 95%.
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B- Expression physiologique et pathologique du CDH0

1- Démonstration du réle du CD105 dans I'homéostasivasculaire

Chez I’'homme, la mutation du géne codant pour 1elG®, entre les exons 1 et 9,
est a l'origine de la télangiectasie hémorragiquéréditaire de type 1 (ou
syndrome d’Osler-Weber-Rendu) [138]. Cette affestEoutosomale dominante se
caractérise par une dysplasie vasculaire multisygqée et des hémorragies
récurrentes, notamment au niveau de la cavité oealées tractus respiratoire,
gastro-intestinal et urinaire [7]. Ce syndrome @atteune fréquence de 1 pour
10 000 [23]. L'importance du CD105 dans I'lhoméos¢agasculaire est attestée
par I'étude du phénotype des souris knock-enti’”". Ces souris knock-out pour
le géne de CD105 meurenh utero précocement (a J9 de gestation) d’'une
insuffisance vasculaire de la vésicule vitelline dd malformations cardiaques
(défauts valvulaires et défauts de septation) [584]. Les souris hétérozygotes
constituent un modele pour la télangiectasie héagique héréditaire de type 1.
Elles présentent des vaisseaux sanguins fragilesoaffrent d’épistaxis [207].
Des étudesn vitro montrent que les cellules endothélialesd’ présentent des
capacités migratoires et prolifératives signifiz@inent réduites, attestant du
role prépondérant du CD105 dans la migration etptalifération des cellules
endothéliales et donc dans la vasculogénése [104].

Lors de I'angiogéneése, I'expression du CD105 estoage a la prolifération des
cellules endothéliales soumises a une angiogéneéeean vitro etin vivo [146].
Le CD105 est fortement exprimé par les cellules ahdliales en prolifération
(jusqu’ & 3 x 16 copies par cellule), plus exprimé que d’autreslesbdes
thérapies antiangiogéniques telles que les VEGFRiigmde 0,2 x 1Dcopies par
cellule) [37]. Son expression promeut I'angiogén@sa seulement en activant la
prolifération des cellules endothéliales mais égeat en activant des voies de
signalisation antiapoptotigues au sein des cellukrsdothéliales dans des
conditions d’hypoxie [47]. Cette activation passar ga liaison a des éléments
HRE (Hypoxia Responsive Elements), répondant apdnie en amont du site de
transcription du gene du CD105 [19].
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2- Expression du CD105 dans les tissus humains atkf normaux et tumoraux

Le CD105 n’est que tres peu présent au niveau eadodthélium vasculaire
quiescent, qui représente la majorité de I'enddth@lvasculaire d’'un organisme
adulte. L’expression du CD105 au niveau des tisswsnains normaux est

détailléetableau VIII [47].

Tableau VIl : Expression du CD105 par les tissus timains normaux

Localisation Type cellulaire

Appareil cardiovasculaire Cellules endothéliales

Cellules musculaires lisses vasculaires

Systeme hématopoiétique Fibroblastes du stroma

Progéniteurs B

Précurseurs érythroides

Systeme des phagocyteMacrophages interstitiels de la pulpe rouge spléniq
mononucléés Monocytes activés

Macrophages différenciés

Cellules dendritiques folliculaires des organespimides
Appareil génito-urinaire Cellules interstitiellest@a-glomérulaires

Cellules mésangiales glomérulaires

Cellules basales des tubes séminiferes

Tégument Mélanocytes

Embryon Syncytiotrophoblastes du placenta

Cellules mésenchymateuses cardiaques embryonnaire

2]

Le CD105 est surexprimé par les cellules tumordieamaines dans la leucémie
lymphoblastique aigué de type non-T et dans la éenie myéloide monocytaire
[84]. De méme, le CD105 est surexprimé par I'enddilhm vasculaire tumoral
dans les cancers du sein [116], du colon [182],pdumon [206], de la prostate
[221], de l'estomac [155], du foie [227], du reirRZ6], dans le mélanome,
I'ostéosarcome, |'angiosarcome et le lymphome dedddon [34]. Cette
surexpression est imputable a la présence d’élésnefRE en amont du site de
transcription du géne du CD105 [19]. Une étude mpprofondie de Zhu montre
que la surexpression du CD105 passe par la voie ERKtracellular signal-
Related Kinase), p38 MAPK et JNK (JuN amino-termikdnase) [233]. Une
thérapie ciblant le CD105 s’avére donc théoriguemga@rtinente et peu toxique
au vu de la forte différence d’expression de cdigame entre les tissus normaux

et tumoraux.
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3- Comparaison avec des marqueurs vasculaires clapses (CD31 et facteur de Von
Willebrand)

Loin d’étre un tissu homogéne, I'endothélium vasiwg revét différents profils
phénotypiques, dépendant du type de vaisseau etisdu auquel il appartient.
Ceci n’est guere surprenant si l'on considere laffédentes fonctions des
cellules endothéliales dans les tissus. Pour n’é&ercque quelgues-unes, les
cellules endothéliales sont chargées de la maimesade la barriere hémato-
encéphalique (capillaires continus), contribueradiltration de sang par le rein
(capillaires fenétrés) ou encore au maintien déolaction hépatique (capillaires
sinusoides). De nombreux anticorps dirigés coné® dellules endothéliales sont
utilisés pour l'identification histopathologique slemicrovaisseaux tumoraux.
Parmi eux, deux catégories peuvent étre évoquées :marqueurs dits « pan-
endothéliaux », tels le CD31 et le facteur de Vonll®brand (vVWF) et les
marqueurs de I’endothélium en prolifération, teld®105 (Tableau IX).
L’anticorps anti-CD31 est un anticorps ciblant IE®AM-1 (Platelet Endothelial
Cell Adhesion Molecule), une molécule d’adhésiorégente a la surface des
cellules endothéliales. Cet anticorps est utilisdnme « gold standard » pour
évaluer la densité microvasculaire tumorale dans m@nbreuses études.
Cependant, quelques marquages non spécifiques peé@ee présents et génants
(plasmocytes, plaquettes, cellules inflammatoirg¢sp, 215]. Néanmoins, cet
anticorps présente une valeur pronostique certgirdce a son large spectre de
réactivité, le plus large des marqueurs vasculagmedothéliaux.

Le VWF joue un rbéle important dans I'adhésion edglfégation plaquettaires et
est localisé au sein des corps de Weibel-Palades da cytoplasme des cellules
endothéliales. L’expression du VWF est connue p&ue restreinte aux vaisseaux
de gros calibres hautement différenciés (artérege@tes). Son expression tend a
décroitre au fur et & mesure que le diamétre dgsesu diminue [118]. Le VWF
est également fortement exprimé par les plaquettes, mégacaryocytes et les
cellules endothéliales des vaisseaux lymphatigl@svariabilité d’expression du
VWF sur les cellules endothéliales est dépendantesthde de maturation du
vaisseau. Les vaisseaux intratumoraux sont peuéridffciés et immatures et
donc, n'expriment pas ou tres peu cet antigene.vh&ur pronostique de ce

marqueur est donc limitée.
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De nombreuses études rapportent la supériorité duqoage par un anticorps
anti-CD105 par rapport a un marquage par le CD3ll@oewWF, en termes de
sensibilité [17, 116]. Le CD105 permet une détectgpécifigue des vaisseaux
tumoraux car il est fortement surexprimé par cesntas. Il constitue donc
également, au travers de la mesure de la densitdomdsculaire intratumorale,

un meilleur indicateur pronostique [19].

Tableau IX : Caractéristiques et propriétés des magueurs classiques de I'angiogénése (CD31, vWF)
comparées au CD105

CD31 Facteur de Von CD105
Willebrand

Expression cellulaire Cellules Cellules endothéliales| Cellules endothéliales en
endothéliales Mégacaryocytes prolifération
Plaguettes Plaguettes Proérythroblastes
Monocytes Monocytes activés
Neutrophiles Trophoblastes
Plasmocytes

Vaisseaux de gros +++ +++ +

diamétre (artére, veine)

Vaisseaux de petit ++ - +++

diamétre (capillaire)

Vaisseaux lymphatiques - ++ +

En conclusion, les arguments pour lesquels le CD¥»t une cible
potentielle intéressante sont nombreux [213] :
- 'expression du CD105 est relativement faibleraueau des tissus normaux par
rapport aux tissus tumoraux,
- cet antigene est associé a la prolifération deHutes endothéliales et est
surexprimé par I'’endothélium tumoral.
De plus, le ciblage du CD105 et la destruction deHules endothéliales qui en
résulte, contribuent a renforcer I’hypoxie au se&ia I'environnement tumoral.
Cette hypoxie, dans un processus de cercle vertugduit la surexpression de
CD105 sur les cellules endothéliales survivantear (pintermédiaire des HRE).
Le CD105 serait donc potentiellement surexprimé&e@ une thérapie dont il est

la cible, amplifiant ainsi ses effets antitumoraux.
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C- Application des anticorps anti-CD105 en cancérolie

En tant que marqueur des cellules endothélialespealifération, le CD105

présente un intérét diagnostique (imagerie tumoralet examen

histopathologique), pronostique (évaluation de l&nsité microvasculaire

intratumorale, quantification de sa forme solubbnd le plasma) et thérapeutique
(anticorps anti-CD105)Kigure 16) [19].

CD105 f

<:I exprimé par
les cellules

endothéliales N

Figure 16 : Intéréts du CD105 en cancérologie
(D’apres [19]).

1- Anticorps anti-CD105 et pronostic

De nombreuses études rétrospectives ont évalué eldinence du marquage
immunohistochimiqgue avec un anticorps anti-CD10%sCtudes ont démontré
gue le CD105 est surexprimé au niveau des celleledothéliales tumorales de
nombreux carcinomes : sein [116], prostate [2213foenac [155], foie [227],
poumon [206], colon [182], rein [226], utérus [234]phere oro-pharyngée [132]
et d’autres cancers non carcinomateux comme |'agtame [229]. Parmi ces
tumeurs, la densité vasculaire évaluée par immustokchimie anti-CD105 est
étroitement corrélée avec un pronostic péjoratihelétude d’Akagi montre une
augmentation de la densité microvasculaire, étudp@e un immunomarquage
anti-CD105, lors de la progression dysplasie-adésa@arcinome colique. Dans

ce cadre, la détermination de I’expression du CDp&&nd un caractere prédictif
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du risque de progression de lésions dysplasiquesadon vers un cancer colique
[2].

L’expression du CD105 est également corrélée aguesde métastases dans le
carcinome prostatique [221], le carcinome gastriqu®5], le carcinome du col

de l'utérus [234] et le carcinome mammaire [46]. CB105 est exprimé a la fois

par I'endothélium vasculaire en prolifération magalement par I'’endothélium

lymphatique. Une thérapie ciblée sur le CD105 paitrdonc avoir un effet sur

les deux modes les plus fréquents de disséminatiétastatique, la voie sanguine
et la voie lymphatique [29].

L’évaluation de la densité microvasculaire a l'aid&anticorps anti-CD105 est

corrélée a la diminution du taux de survie dansnielanome [134], le carcinome

mammaire [116], le carcinome endométrial [64], Encer non a petites cellules
du poumon [206], le carcinome de la prostate [22lE],carcinome gastrigque

[155], le carcinome épidermoide lingual [40], lercimome rénal a cellules

claires [57] et le glioblastome [17].

Enfin, le taux sérique de CD105 soluble est sigrativement plus élevé chez les
patients présentant des carcinomes métastatiquaarfmment du sein [204], de la
prostate [107], du foie [227] et du colon [122]) des tumeurs hématologiques
dont le myélome multiple [211] par rapport aux indius sains ou aux patients
sans métastase. La détection du taux sérique deO&Ddoluble peut donc

présenter une valeur pronostique.

2- Anticorps anti-CD105 et imagerie

Le CD105 est un antigene présent au niveau de lanbnane des cellules
endothéliales en prolifération. Il est donc facikemh accessible a des anticorps
anti-CD105 et permet une imagerie rapide. De nombes études ont utilisé des
anticorps anti-CD105 (humain ou murin) couplés dfé&ents radionucléides
(indium 111 {*Yn), 231, technetium 99 CTc), gallium 66 °Ga), cuivre 64
(°*Cu) ou encore zirconium®{Zr)) et chez différentes espéces (souris, chien et
homme). Les caractéristiques des différents anpsoanti-CD105 actuellement

disponibles sont décrites danstbbleau X.
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Tableau X : Méthodes d’obtention des différents antorps anti-CD105

Anticorps | Type d'immunisation Cible

SN6 Immunisation de souris avec des membraneslaistisl de| CD105 humain
cellules de leucémie humaine [90]

44G4 Immunisation de souris avec des suspensiongetleles| CD105 humain
entieres de leucémie humaine [84]

TC-11 Immunisation de souris avec des cellules #mitiales dg CD105 humain
veine ombilicale humaine [34]

MJ7/18 Immunisation de rats avec de la peau inflatoire de souris CD105 murin
[77]

Leurs applications en imagerie sont détaillées dartableau XI.

Tableau Xl : Principaux anticorps anti-CD105 utilisés en imagerie

MJ7/18 MA-END3 E9 TRC-105
Type Anti-CD105 de | Anti-CD105de | Anti-CD105de | Anti-CD105
d’anticorps rat antisouris souris antihumain| souris antihumain| chimérique
(19G2x) (lgG1) (lgG1) humain/murin (IgG1)
Radionucléide | ™In 1 *Tc *Ga,*'Cu,*zr
Détection Scintigraphie Scintigraphie SPECT PET
Tumeurs B16 (mélanome| Adénocarcinome | Carcinome rénal | 4T1 (carcinome
étudiées murin) mammaire mammaire murin)
MCF7 (carcinome
mammaire humain)
Espéce Souris Chien Homme Souris
Références [28] [72] [43] [63, 95, 96]

L'étude de Bredow, utilisant le MJ7/18 couplé a'ltin, détaille la

pharmacocinétique de cet anticorps et montre qu# @& la dose injectée de
MJ7/18 quitte le volume sanguin circulant en 15 uotes et que la demi-vie
sanguine est inférieure a 1 minute, ce qui démontme fixation rapide de cet
anticorps. Une liaison de cet anticorps au niveaufa@ie, du rein et du cceur est

également observée dans cette étude [28].

3- Anticorps CD105 et thérapie anticancéreuse

Les différentes études utilisant des anticorps -&il05 a visée thérapeutique

chez la souris sont répertoriées dansaleleau XII.
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Anti- Couplage | Modele Espece Effet Référence
CD105
SN6a, Nu 4T1 (carcinome mammaire | Souris Augmentation de la survie [212, 213]
SN6j, murin) Inhibition de la croissance tumorale
SN6k Colon-26 (carcinome colique Suppression de la formation de métastases
murin) Absence d’effet secondaire
MJ7/18 Nu WiDr (cancer colique humain)  Souris Diminutiom ld taille de la tumeur [147]
Diminution du nombre des métastases
pulmonaires
SN6f, SN6j | Ricine MCF7 (cancer du sein humain) Souris SCID Diminution de la croissance tumorale | [136, 189]
xénogreffées Suppression des métastases
SN6f, SN6j | 1= MCF7 (cancer du sein humaifn) Souris Inhibition de la croissance tumorale [201]
SCID xénogreffées
SN6h Nu MCF7 (cancer du sein humain) Chimeére peau Diminution de la croissance tumorale | [203]
humaine/souris SCID
TEC-11 Ricine HUVEC (Human Umbilical | In vitro Diminution de la prolifération des celluleg34]
Vein Endothelial Cell) endothéliales
MJ7/18 Nigrine b | BIGMEL4A5 (mélanome Souris C57BL/6J Blocage de la croissance tumorale [151]

murin)
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Ces anticorps ont été utilisés soit nus, soit cés@ une immunotoxine (ricine ou
nigrine-b), soit couplés & un radionucléidé®). Les résultats obtenus sont assez
prometteurs, faisant état :

- d’'une augmentation de I'apoptose,

- d’une inhibition de I'angiogénese,

- d’'une diminution de la prolifération des celluleadothéliales,

- d’'une diminution, voire d’'une inhibition de la@issance tumorale,

- d’une diminution, voire d’'une suppression des aséases.

4- Mécanismes d’action des anticorps anti-CD105

Plusieurs mécanismes peuvent étre a l'origine dectlvité antivasculaire des
anticorps anti-CD105 [19, 190].

Premiérement, la liaison de I'anticorps au CD105mbeanaire des cellules
endothéliales en prolifération peut bloquer la foon du CD105, modifier la
cascade de signalisation en aval, supprimant dasnultiplication des cellules
endothéliales, voire provoquant leur mort. Il estpiortant de noter que les
cellules dépourvues de CD105 subissent une apomogerésence de T@Fet en
conditions hypoxiques [123].

Un second mécanisme peut impliquer des interactienge le fragment Fc de
I'anticorps lié au CD105 membranaire et le réceptelic des cellules
immunitaires effectrices, aboutissant a une ADCCnt{Body-Dependent Cell
Cytotoxicity).

Une troisiéme possibilité est une CDC (Cytotoxicépendante du Complément)
conduisant a la lyse de la cellule cible. En ce qancerne la CDC, une étape
préalable nécessite le recrutement du composantpatdes IgG liées a la cellule
cible. Cette étape déclenche une cascade prot@uolgtaboutissant a 'activation
du complément. Cela conduit a la formation du coexel d’attaque membranaire
lysant la cellule cible en détruisant sa membralesmique. De plus, le Clq lié a
la cellule cible peut interagir avec les récepteuts complément C1gR,
CR1(CD35) et CR3 (CD11b/CD18) présents sur les uwel effectrices
(granulocytes neutrophiles, macrophages et cellN&3. Ces deux mécanismes
aboutissent a la lyse ou la phagocytose de la eldible, suivant la nature de la
cellule immunitaire engagééd-igure 17).
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Figure 17 : Mécanismes d'action des anticorps anti-8105 : ADCC et CDC
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V- Expression du CD105 et intérét du ciblage endobilial
par la radioimmunothérapie alpha dans un modele mun
de cancer du sein

A- Objectifs de travalil

Les expérimentationsin vivo constituent une étape importante dans le
développement précliniqgue de thérapies antiangicgérs, notamment pour
établir la preuve de concept de nouvelles cibledémolaires et pour évaluer la
pharmacocinétique et la toxicité. De nombreusesap&s antiangiogéniques sont
évaluées chez des souris immunodéficientes xénbggef La limite de ces
modeles est que la vascularisation tumorale estrigime murine ; or, les
anticorps monoclonaux développés pour la médecimmaine ne présentent que
rarement des réactions croisées avec les tissusneiuc’est pourquoi il est
nécessaire d'utiliser des anticorps monoclonauxgés contre I'antigene murin
dans les études impliquant des souris, pour mieakder I'intérét du ciblage
sélectionne.

Il nous a donc paru judicieux de produire et deifi@r un anticorps anti-CD105
murin (le MJ7/18), disponible a ’ATCC (American pg Culture Collection) afin
de pouvoir mener a bien les études portant surfdtefles anticorps anti-CD105

sur modeles murins.
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Abstract

CD105 expression is considered to be a specifikenasf neoangiogenesis. In tumors, its
overexpression is correlated with a poor prognostadioimmunotherapy (RIT) uses
radiolabelled specific antibodies to selectivelyadiate the tumor. Alpha particles are
characterized by high energy and short path leagthare particularly suitable for vascular
targeting. In order to test the potential usefudnes CD105 as a target for alpha RIT, we
evaluated a) the expression and location of CDI0&armal and grafted tumoral murine
tissues (murine colon cancer, murine multiple myeloand xenografted human breast
cancer), in comparison to other common endothetiatkers; b) the biodistribution of an
antibody raised against murine CD105 (MJ7/18) afteravascular injection in xenografted
mice; c) the effectiveness of a targeted radioimotiuerapy (RIT) against CD105, using the
MJ7/18 antibody coupled witf*Bi and ?*'At in mice bearing MDAMBA468 triple-negative
breast tumor.

Immunohistochemistry studies showed that, in nortedues, CD31 was expressed on
arteries, veins and capillaries; VWF was detectedaoge vessels but not in capillaries and
CD105 was strongly expressed on capillaries, batklyeon large vessels. In tumoral tissues,
CD31 was expressed on all vascular structuresgritymoral or intratumoral areas; VWF was
expressed on peripheral large vessels but notriatinmoral capillaries. CD105 was strongly
expressed on intratumoral capillaries and weaklyenpheral arteries making this a good
candidate for vascular targeting in tumors. Biothstion study showed an early
accumulation of MJ7/18 in lungs, liver, heart, spleand kidney, in agreement with the
results of the immunohistochemical study. In thedu there was an accumulation of MJ7/18
beyond 48h, and there was no activity decrease tmvith, unlike other organs, in favor of
antibody fixation and accumulation on tumor vastura Alpha RIT with?**Bi-MJ7/18 and
2LIAt-MJ7/18 showed a delayed tumoral growth attestimg relevance of the CD105 as a

target in anticancer therapies.

Keywords: mouse, CD105, angiogenesis, immunohistochemistagioimmunotherapy,

breast cancer.
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Angiogenesis plays a central role in the pathogsrafscancer. It is critical for maintaining
the oxygen and nutrients supply and the removabaste products to support tumor growth
beyond a few mh™?. The concept of vascular targeting was originphyposed by Folkman
and has been subsequently extended by numeroustigaters as an alternative adjuvant to
traditional anticancer therapi€é”. The benefits of this approach are numerous. ,First
targeting endothelial cells may be efficiently penied after intravenous administration of
the antivascular agent. Second, each intratumayallary supports thousands of tumor cells,
so the death of several endothelial cells could lkeathe death of thousands tumoral cells.
Third, mutant and resistant tumor endothelial calls unlikely to emerge as a result of
vascular targeting because the tumoral endothelsumon-malignant and has a relatively
stable genome. Fourth, this non-selective apprshchild be applicable to a broad spectrum
of tumors.

CD105 (endoglin) is an endothelial cell surface enale of particular interest for vascular
targeting. This 180 kDa cell surface protein isregged as a homodimer with disulphide
bonds on endothelial cells. The main evidence sdipygpthe fundamental role of CD105 in
angiogenesis is observed in CD105 knockout micevstgpdefective vascular development
leading to death during early gestati%ﬁ In human, mutations in the CD105 gene are
associated with hereditary hemorrhagic telangiextype 1 (HHT-1), a dominant-inherited
disease, characterized by arteriovenous malformsagod bleeding®.

Endoglin has been found to be an auxiliary recefaorthe TGFB receptor complex. In
particular, it antagonizes the inhibitory effects TGF$1 on endothelial cells, i.e. the
suppression of growth, migration and capillary tulsemation “?. In human, CD105
expression is not restricted to endothelial cétlss also expressed on activated monocytes,
differentiated macrophages, early B cells, erythqmiecursor cells, follicular dendritic cells,
vascular smooth muscle cells and trophoblastics €8lIHowever, it has been demonstrated
that CD105 is overexpressed in endothelial cellsndutumor angiogenesis in many solid
tumors. Expression of CD105 is indeed correlateth wascular density, poor prognosis,
decreased survival rate and metastasis risk in ncangers: breast®, colon®?, lung ©®,
prostaté?®, stomact?, liver V), endometriun*?, kidney®® and brairff*®. These properties
make CD105 an attractive target for therapeutierugntions.

Animal studies represent important steps in preindevelopment of antiangiogenic
therapies, particularly to determine the proof ohaept of new approaches or target, to
evaluate toxicity and pharmacokinetics, and tordeitee the biodistribution of the therapeutic
compound at the level of a whole organism. Regardims kind of studies, numerous
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anticancer therapies are tested on immunodeficrece which are xenografted with human
cell lines. One limitation of these models is ttie tumor vasculature originates from host’s
tissues, i.e. murine tissues. Thus, because therapaonoclonal antibodies developed for
human medicine do not always cross-react with aniisgues, experiments in murine models
has to be performed using a monoclonal antibodgcted against murine antigen if
interesting translational data are expe&t8din mice, CD105-specific antibodies, either alone
or conjugated with different effector moleculesaatonly weakly or not at all with quiescent
endothelium but specifically bind to proliferatiegdothelial cells during tumor angiogenesis
with few signs of toxicity®®, further emphasizing its potential for preclinidavestigation in
anticancer therapy.

Radioimmunotherapy (RIT) may be an interesting agpin for antiangiogenic targeting
because endothelial cells are easy to reach viablibedstream by radiolabelled specific
antibodies. RIT is a kind of internal radiotherajsing a vector, labeled with a radioactive
isotope. The radiolabelling of the vector enabtepdrform a specifii situirradiation, with
low irradiation of surrounding healthy tissues. &a¥ radioactive isotopes can be used,
emitting different type of radioactive particle$plaa, beta or gamma. Alpha-particle emitters
offer several advantages which make feasible awastargeting. First, alpha particles are
characterized by high energy, with an average gnengarted per unit path length (LET for
lineic energy transfer) of 60-230 keV/um, and arspath length of 50-80 um, that increases
the lethal effect on target cells and reduces the-gpecific irradiation of normal tissue
around the target cell. For comparison, beta pastibave low LET (0.1 to 1 keV/um) and a
long path length (> 1 mny. Second, endothelial cells in tumor stroma hailimited ability

to repair the damage caused by highly cytotoxihalparticle to DNA, as double-strand
breaks. At last, these biological effects have bsbBown to be independent of both
oxygenation status and cell cycle position of tinadiated cells, enhancing the attractiveness
of alpha patrticles for targeted radiotherapy ofathdlial cells.

In this study, we proposed first to evaluate, bynimmohistochemistry, the expression and
location of CD105 in normal and tumoral murine Wiss, in comparison to other common
endothelial markers. Tumoral tissues consistedraftegl tumoral cell lines of murine origin
(MC38 (colon cancer cell line) and 5T33 (multiplggatoma cell line)) or of human origin
(MDAMBA468 (breast cancer cell line)). Then, we exséd the biodistribution of an antibody
raised against murine CD105 (MJ7/18) after intraubs injection of **3-anti-CD105
(MJ7/18) in mice, which were xenografted with MDAM®&S8, a human breast cancer triple-
negative cell line (ER-, PR- and HER 2-). Finalye tested the effectiveness of a targeted
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RIT against CD105, using the MJ7/18 antibody codipléth >°Bi and?*At in mice bearing
MDAMBA468 tumor.

Materiel and methods

Cell culture

The 5T33 murine myeloma cell line, derived from B8b&KalLwRij mice, was kindly
provided by Dr J. Radl (TNO Institute, Rijswijk, @Netherlands). The MC38 murine colon
carcinoma cell line, derived from C57BL/6 mice, waevided by Dr Pélegrin (Centre de
Recherche en Cancérologie, CRLLC Val d’Aurelle-Raarharque, Montpellier, France). The
MDAMB468 human breast carcinoma cell line was siggplby American Type Culture
Collection (ATCC reference HB-132). Cell lines wendtured in RPMI-1640 supplemented
with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (PAAbbratories/GE Healthcare Europe
GmbH), 100 units/ml penicillin, 50 pg/ml streptomyand 2 mM L-glutamine (GIBCO-Life
technologies, Saint-Aubin, France). Cells were atad at 37°C, 5% GO and 95%
humidity and medium was changed every 2 to 4 daijsell populations were observed at
regular interval using an inverted microscope (adV IL) and were monitored for viability

with eosin dye exclusion.

Animals

Female C57BL/6 mice and NMRI-r{au/nu)mice, weighting between 25 and 30 g and being
8 to 10 weeks old, were purchased from JanVi¢ke Genest St Isle, France). Female
C57BL/KaLwRij mice weighting between 25 and 30 gl &to 10 weeks old, were purchased
from Harlan] (Gannat, France). Mice were housed under stancamditions. All animal
experiments were carried in our laboratory aninzalilities (approval number B-44-279).
Experiments performed in this study were approvgd Bthics Committee for animal
experiments - Région Pays de la Loire (N°CEEA 2QI7ZA for biodistribution study,
N°CEEA 2013 2 for RIT experiments).

Antibodies

The anti-murine CD105 antibody MJ7/18 was obtaibgdybridoma culture (ATCC). Cells

were cultured with 10% of heat-inactivated fetaliibe serum, 100 units/ml penicillin, 50

pg/ml streptomycin and 2 mM L-glutamine. Fetal mevserum was previously deprived of

IgG by an affinity column (HiTrap protein G GE Ht#adare, Dutscher, Brumath, France).
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The supernatant was harvested after one week obation and purified with a protein G
column. Endotoxins were removed using an affindumn (Pierce High Capacity Endotoxin
Removal Spin Columns, Perbio Science France, BrehieFrance). The purity of the
antibody was controlled by SDS-PAGE. B-B4 antibgalyti-human CD138) was provided by
Diaclone research (Besancon, France) and OKT3-amtian CD3y—chain) was obtained by
hybridoma culture (ATCC CRL-8001) and purified &scribed previously.

Tumoral graft models
Three different cell lines (MC38, 5T33 and MDAMB468ere subcutaneously injected in the

right flank. MC38 (murine colon carcinoma cell jneas used as a syngeneic epithelial

tumor model, 5T33 (murine myeloma cell line) wasdias a syngeneic hematological tumor
model and MDAMB468 (human cancer cell line) wasduae a xenografted tumor model.
Three C57BL/6 mice were injected with 200,000 M@288s suspended in a total volume of
100 pL sterile phosphate-buffered saline (PBS)mpeuse. Mice were sacrificed by cervical
dislocation at day 35 and subcutaneous tumors semgpled. Three C57BL/KaLwRij mice
were injected with 105T33 cells suspended in a total volume of 100 terile PBS per
mouse. Mice were sacrificed by cervical dislocatbmay 24 and subcutaneous tumors were
sampled. Three Nude mice were injected with SMIDAMBA468 cells suspended in a total
volume of 200 uL sterile PBS per mouse. Mice waaiiced by cervical dislocation at day

30 and subcutaneous tumors were sampled.

Histology and immunohistochemistry

Tissues samples were fixed in neutral-buffered 4%mélin, embedded in paraffin and
routinely processed for histological examinatiohréle microns thick sections of tumor were
submitted for staining with hematoxylin-eosin-saff(HES).

Streptavidin-biotin complex immunodetection wasf@ened using the Ventana iView Open
secondary DAB (3-3diaminobenzidine) Detection System. Primary artibs targeted
CD31 (PECAM-1) (1/10, clone RM0032-1D12, Santa Qruan Willebrand Factor (or vVWF)
(1/400, polyclonal, Dako) and CD105 (1/15, clone7M8, ATCC). Secondary antibodies
were biotinylated goat anti-rat IgG (1/100, poly@d, Invitrogen) for CD31 and CD105, and
biotinylated goat anti-rabbit IgG (1/200, polyclbndako) for vWF. Sections were
counterstained with hematoxylin. Immunohistochemnistins were performed with an
automated slide preparation system (Benchmark X@nt&ha, Roche Diagnostics France,
Meylan, France).
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Radiolabelling of antibodies with*Bi and**'At
213Bj decays mainly (98%) by beta- and 440 keV gammissions with asf, of 45.6 min to
the ultra-short lived high energy (8.4 MeV) alptmaitter >**Po (.= 4.2 ps), whereas a direct

a decay pathway t8°°TI plays only a negligible role (2% of &1°Bi decays)®. Antibodies
(CD105, OKT3 and B-B4) were modified with 2-(4-isgiocyanatobenzyl)-cyclohexyl-
diethylenetriaminepenta-acetic acid (SCN-CHX-A”-BA, Macrocyclics) as previously
described®. In brief, antibodies were incubated with 20 egléwts (mol/mol) of CHX-A"-
DTPA in carbonate buffer (0.05 M, pH 8.7) and, aftevernight incubation at room
temperature, purified by high-performance liquidarhatography on a Sephadex G200 gel-
filtration column (Amersham Biosciences). For labgl with **Bi, the antibodies were
incubated wittf*3Bi eluted from &2°Ac/**Bi generator (Institute for Transuranium Elements)
for 10 min in 0.8 M ammonium acetate pH 5.3. Theutiéng >**Bi-labelled antibodies were
separated from unbourdd®Bi by size-exclusion chromatography using a PD-dltimn (GE
Healthcare)?. Radiochemical purity was greater than 95%, asrdened by instant thin-
layer chromatography silica gel (ITLC-SG) using 1@%hloroacetic acid as the solvefit
The radiolabelling of?*'At-MJ7/18 was performed according the method dbsedriby
Bourgeois et af®.

Biodistribution study and dosimetry
We performed biodistribution study wiffi -MJ7/18 and applied the decay 9fBi to the
results obtained with'®3. Indeed, the short half-life of!3Bi is not convenient for

biodistribution and Hartmann et al. previously showhat biodistribution of?°*2°Bi-
radiolabeled antibodies aritf-radiolabeled antibodies were comparable over timéo 24h

14 Groups of three mice, xenografted with 3.MDAMB468 cells 30 days earlier, were
injected with*?1-MJ7/18 (8 pg) via the tail vein and were sacstidy cervical dislocation at
4, 24, 48 and 72 h after the injection. Mice warbkjscted to a full necropsy and blood, liver,
kidney, lung, spleen and heart were sampled. Thauatrof radionuclide activity in tissues
was measured by gamma scintillation counter (WalBilleria, MA) in parallel with a
calibrated standard. The results were expressdldeasiean percentage of injected dose per
gram of tissue (%ID/gk standard deviation (SD) and corrected by the eafitin of the
decay of*Bi.
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Radioimmunotherapy witfiBi

Thirty-three nude mice were subcutaneously xenteplafvith 5.16 MDAMB468 cells,
expressing CD138 antigen at the surface of thdopdgsm. Mice were divided in 3 groups:
OKT3 (non specific antibody) (n=8), BB-4 (anti-C8lantibody) (n=9) and MJ7/18 (anti-
CD105 antibody) (n=9). Seven mice were used asr@ofdr the three groups. Antibodies

were injected with a single dose injection, 24 dafter engraftment when tumoral volume
reached 200 mm Mice received increasing activity of antibodiesupled with?**Bi (3.7
MBq (n=4 for OKT3 and B-B4, n=5 for MJ7/18) and 1MBq (n=4 for OKT3 and MJ7/18,
n=5 for B-B4)). Tumoral volume was regularly receddwith a caliper and expressed as

relative volume compared to initial volume at dafd@y of radioimmunoconjugate injection).

Fractionated radioimmunotherapy witHAt

Seven nude mice were subcutaneously xenograftédSxitf MDAMB468 cells. Mice were
divided in 2 groups: control mice (n=4) and miceaiging?**At-MJ7/18 (n=3). The antibody
was injected intravenously twice, 24 days (0.37 MBad 90 days (0.67 MBq) after

engraftment.

Statistical analysis

Tumoral growth curves were compared with the 2&iiann-Whitney test. P values of 0.05
or less were considered significant. These analyss performed using Prism (GraphPad
Software, San Diego, CA).

Results

Immunohistochemical expression of CD105 on normaftime tissues and comparison to

other endothelial markers

CD105 expression was evaluated in many organs, g@which: heart, kidney, liver, spleen,
lung, skin, bone marrow, thymus, lymph node, brayg, tongue, esophagus, stomach, small
intestine, caecum, colon, pancreas, salivary gladenal gland and uterus (data not shown).
In normal tissues, expression of CD105 was deteotdd on endothelial cells of blood-
vascular structures and not on other type of ¢eftithelial cells, mesenchymatous cells). No
or very slight and inconstant staining for CD105swdserved in arterial and venous vessels.
Some capillaries were positive for CD105 (glomerudad interstitial kidney capillaries,
uterine capillaries, fenestrated capillaries ofeadis and sinusoidal capillaries of bone
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marrow and liver). Alveolar septal capillaries tetlung were moderately positive. Some
capillaries were positive for CD105 expressionha éndometrium, one of the adult organs in
which neoangiogenesis takes place physiologicalyle 1 and Figure ).

In normal tissues, positive staining for CD31 wdsserved on endothelial cells of large
arteries and veins, arterioles, venules and ca#laof nearly all evaluated organs. Of note,
endothelial cells of spleen sinus, red pulp capdia central arteries of the spleen, cutaneous
lymphatic vessels and chyliferous vessels of tibesiine were negative for CD31. Moreover,
platelets, monocytes, neutrophils and plasma eadi® positively stained by CD3Tdble 1
and Figure 1).

In normal tissues, VWF was expressed on endothediid of large arteries and veins, of
arterioles and venules but not in small capillari@omerular capillaries of the kidney,
alveolar septal capillaries of the lung, fenesttatapillaries of adrenals and sinusoidal
capillaries of bone marrow and liver were negatMereover platelets and megakaryocytes
showed a positive staining for vWIFable 1 and Figure J.

In normal tissues, CD105 immunohistochemistry stdiandothelial cells of some capillaries
and weakly other vascular structures (arteries\aids). Moreover, CD105 was specific to
endothelial cell, unlike CD31 and vWF. Thereforatilaody against CD105 can be used in
therapy, with less probability of fixation in norhigssues and organs than antibody against
CD31 or vWF.

Immunohistochemical expression of CD105 on tumapafts and comparison to other

endothelial markers
Mice were grafted (MC38 and 5T33) or xenografted@®MB468) with several cancer cell

lines. MC38 is a murine colon cancer cell line, 3Ti8 a murine myeloma cell line and

MDAMBA468 is a human breast cancer cell line. Westldisposed of a syngeneic epithelial
tumor, a syngeneic hematopoietic tumor and a xemgepithelial tumor.
Immunohistochemical experiments showed that, intypaoral areas, CD105 was strongly
expressed by veins but weakly by arteries. In fotreral areas, tumoral vessels (mostly
capillaries) strongly expressed CD105 for everyedtgd cell line (MC38, 5T33 and
MDAMB468). CD31 was strongly expressed by all véssm peritumoral and intratumoral
areas, for every injected cell line. Whatever tak line, reactivity of VWF was quite similar
in peritumoral areas where VWF was strongly exmedssy arteries and veins while in

intratumoral areas tumoral vessels did not expréds (Table 2 andFigures 2, 3 and 4.
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As far as CD105 was concerned, there was a strittiifgrential expression between healthy
vessels and intratumoral tumoral vessels, attediinghe strong expression of CD105 by
tumoral capillaries. CD105 should appear as a agletarget for cancer therapies, with little

effect on normal vascular structure.

Biodistribution study

Biodistribution study was performed with a monoebrantibody anti-murine CD105
(MJ7/18), coupled with?3. The radioimmunoconjugate was injected in thedehwein of
mice, which were xenografted with MDAMB468, 30 ddsore.

The activity in the lung was higher at 4h (17.504%gl (£ 4.73)) but rapidly decreased to less
than 4.01% ID/g (x 0.36) at 24h after injection.eTactivity in the blood was lower at 4h
(9.11% ID/g (£ 0.64)) and decreased slowly to 5.4@/g (+ 0.19) at 24h after injection. In
the liver, heart, spleen and kidney, the activiggr@ased from 6.72% ID/g (£ 0.68), 4.66%
ID/g (x 0.68), 4.59% ID/g (= 1.04) and 3.93% IDA)@.43) respectively at 4h to 3.05% ID/g
(£ 0.41), 2.47% ID/g (= 0.5), 2.67% ID/g (x 0.2INh2.69% ID/g (x0.38) respectively, 24h
after injection. Interestingly, the activity remathstable in the tumor: 2.9% ID/g (+0.45) at
4h and 2.34% ID/g (£0.46) at 24h; At 48h and 72eraihjection, the activity in the tumor
was greater than activity in many other organsdegflly liver, heart, spleen and kidney),
around 2% ID/gKigure 5). These results demonstrated a concentrationechdhivity related
to the differential expression of the CD105 antigerthe tissues and organs as observed in

immunohistochemical study.

Radioimmunotherapy with Bi

In mice treated with a single injection of the repecific radioimmunoconjugafé®Bi-OKT3,

a tumoral growth delay was noticed at the injecetvity of 11.1 MBq. At 77 days after
RIT, the relative tumoral volume (tumoral volume dgy 77/ tumoral volume at day 0)
reached 7 compared to a relative tumoral volum&7d in control mice. This was likely to
be due to the non-specific toxicity of alpha paeticat high activities (p=0.0061). The relative
tumoral volume at day 77, in mice injected with B1Bq of “*Bi-OKT3, was comparable to
the relative tumoral volume in control mice at Haene time point.

In mice treated with a single injection 11.1 MBg*bBi-BB-4, targeting the tumor cells and
not the vasculature, the relative tumoral volumeéat 77 reached 8.5 (p=0.0051 comparing

to control mice).
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In mice treated with a single injection 3.7 MBq 0fBi-MJ7/18, the anti-murine cD105

antibody, the relative tumoral volume reached 1d, t8moral growth delay was observed
with a three-fold smaller injected activity (3.7 MBnstead of 11.1 MBq) after anti-CD105
RIT, which revealed the high efficiency and thewaince of this targeFigure 6).

Fractionated radioimmunotherapy witHAt

In mice treated with two injections 6t'At-MJ7/18, a tumoral growth delay was observed.
After each injection (day O and day 66 after RI®tresponding to day 24 and day 90 after
tumoral engraftment), a stabilization of the tunhgr@wth was noticed and was illustrated by
two stagnations between day 0 and day 10 aftefirgienjection and between day 60 and day
75, after the second injection. These preliminasults confirmed those obtained witfBi-

MJ7/18 and underlined the interest of a fractiodateliotherapy targeting the CD105 antigen

(Figure 7).
Discussion

Angiogenesis is a crucial step for tumor developmaard metastasis. Vascular targeting is
theoretically a good approach to limit tumoral gtiovibut it could lead to toxic effects on
normal vascular structures. Angiogenesis inhibito(angiostatin, endostatin and
thrombospondin), monoclonal antibodies against VHG&vacizumab)) or tyrosine kinase
receptor inhibitors (sorafenib, sunitinib, and sgamab) are evaluated to date in cancer
therapies®. However, these treatments lack specificity andessk effects are frequent. So
there is a need to determine a specific markewrabt vessels, in order to limit toxicity and to
improve efficiency.

In the wide range of currently available endotidf@ecific antibodies, two categories can be
defined: the pan-endothelial cell markers (as CBBYWF) ** ?® and the antibodies which
are reported to bind preferentially to prolifergtiendothelium (as CD105). In this study, we
aimed to evaluate the interest of CD105 comparedthier endothelial antigen in order to
target specifically neoplastic stromal vessels.

In normal murine tissues, CD31 was strongly exmedsy all vascular structure in most of
the examined orgar8. In murine tumoral tissues, CD31 stained bothdagd small vessels
with equal intensity in peritumoral and intratumoreas. It appears that CD31 is a

ubiquitous marker of vessels (and some other eallplatelets, monocytes, neutrophils and
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plasma cells) and that it could not be a relevarget for tumoral vessel targeting, because of
a great risk of toxicity against normal blood vésse

The expression of VWF is known to be largely restd to large vessels, whereas its
expression tends to decrease in capillaries ang sndothelial cell§”. The variability of
VWF expression on endothelial cells may be relatetie maturation status of the cell. In the
present study, we noticed that vVWF was expressaghdathelial cells of large vessels but not
in normal capillaries. In murine tumoral tissue®/F stained mainly large and mature vessels
in peritumoral areas. In all tumoral cell lines (B&; 5T33 or MDAMBA468), intratumoral
immature vessels were negative for VWF. VWF isthetefore a good target, because of the
high risk of toxicity on mature vascular structamed because of the lack of VWF expression
by intratumoral capillaries.

Anti-CD105 antibody targets endoglin, which is kmowo be expressed, in humans,
throughout the process of vasculogenesis. In thuslyson murine tissues, CD105 was
strongly expressed by small vessels (capillariekidmey, liver, bone marrow, uterus and
adrenals) but weakly or not by arteries, arteri@ded veins in normal organs. In tumoral
tissues, it strongly stained small vessels arowmadi@side the tumor.

Anti-CD105 antibody, by highlighting a high numlzdrthe proliferating vessels in tumors, is
a more specific and sensitive marker for tumor aggnesis than the commonly used pan
endothelial marker&. One of the most interesting finding, with respecCD105, was its
ability to preferentially stain endothelial cellstin neoplastic tissue. This was in contrast to
established markers such as CD31 or von Willebriotor, which do not differentiate
between neoplastic and normal vessels. The signde of this finding has multiple
applications. First, assessments of intratumorarawascular density by CD105 detection
will be more accurate, staining newly-formed vessaid not preformed established vessels.
Second, the specificity of CD105 has a great thearap potential with the possibility for a
drug targeting CD105 to preferentially destroyatwimoral vessels.

The biodistribution study usinif3-MJ7/18 injected to xenografted mice showed arlyear
location of the antibody in lung, liver, heart, esph, and kidney 4 hours after injection. These
data were in accordance to the immunohistochendatd, obtained with MJ7/18. Twenty-
four hours after injection, there was a dramatiréase of antibody uptake in these organs.
The high activity found in lungs rapidly decreasedeach similar levels than other organs
(liver or kidney) at 24h. Hong et al., using TRCT8Br (a chimeric human/mouse antibody
against CD105) in PET imaging, showed an uptakéven and spleen due to a non specific
harnessing by the splenic and hepatic resident aphages™9. In our study, the
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biodistribution experiments pointed out a relapaor tumor uptake (3% ID/g) 4 hours after
injection. However the tumor uptake remained stélelsveen 4h and 72h (around 2% ID/g),
contrary to other organs. At 48h and 72h, the #@gtivas higher in the tumor tissue than in
other organs. MJ7/18 targets endothelial cells these cells were less numerous than tumor
cells in a tumoral mass. So the density of theetad) antigen was smaller and could explain
the relatively poor tumoral uptake of MJ7/18, whiolay not impair antivascular therapeutic
effects.

In the RIT experiments, several antibodies wereptmliwith?**Bi and injected once in mice
xenografted with MDAMBA468 cells. OKT3 is an antilyodgainsty chain of human CD3
(non relevant antibody), B-B4 antibody targets hom@D138, a heparan sulphate
proteoglycan expressed on MDAMBA468 cell membramgit(anor relevant antibody acting
as positive control) and MJ7/18 targets murine C10

There was no effect of injection of 3.7 MBq ©fBi-OKT3, compared to control mice.
However, injection at an activity of 11.1 MBq induwt a reduced tumoral growth. These
results revealed probably a non specific systemity (including tumor tissue) due to this
high injected activity. There was no effect of ttjen of >°Bi-B-B4 at the activity of 3.7
MBgq. Nevertheless, as féf*Bi-OKT3, injection of**Bi-B-B4 at the activity of 11.1 MBq
induced a reduced tumoral growth. These resulte wgenilar to those obtained with the
irrelevant OKT3 antibody, probably due to the wehKusion of B-B4 inside the tumor,
incompatible with the short half-life 6t°Bi (45 minutes).

In the same model, the MJ7/18 antibody coupled ®iBi induced a tumoral growth delay at
a less toxic injected activity of 3.7 MBq. The retlan of tumoral growth was the same for
mice injected with 3.7 MBq of**Bi-MJ7/18 than for mice injected with the more tXxi
activity of 11.1 MBq of?**Bi-MJ7/18. It suggested that targeting endothetials with a
specific antibody radiolabelled b§*Bi was more efficient than targeting tumoral cells
themselves, probably because of the rapid accbgsibf the targeted endothelial cells
compared to tumoral cells.

Furthermore, this activity of 3.7 MBqg did not shamy renal, hepatic or hematological
toxicity (unpublished data) and could be thus corabtiwith other therapies. When coupled
with 2*At and injected twice in mice xenografted with MD&MG8 cells, MJ7/18 led to a

transient similar tumoral growth delay after eagjection.

In conclusion, the present study has examined rtiraunoreactivity of murine endothelial
cells in a wide range of normal and neoplastiaigsswith a panel of antibodies against well-
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characterized endothelial antigens, and has eng#thdhe phenotypic heterogeneity of
endothelial cells. Targeting specifically tumoradsgels is crucial to avoid adverse toxic
effects. For example, the bevacizumab (a monoclantibody against VEGF) could be toxic
as it targets a ubiquitous vascular peptide. S df a great usefulness to test new more
specific antigen, as CD105, to better target intradral vessels. Murine CD105 is strongly
expressed in the vascular endothelium of tumoudésswhereas the expression is weaker in
the vascular endothelium of normal tissues. CD1@¥ tve an interesting cellular target for
preclinical research in mouse models of antibodgiated therapies, among which alpha
RIT. Biodistribution study confirmed immunohistochieal data. These preliminary results
demonstrated that targeting CD105 with alpha radibdes seemed to be a promising

anticancer strategy.
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Table 1: Comparison between CD31, von Willebraraddiaand CD105 immunoreactivity on
normal murine tissues (-: Nno immunoreactivity, +eak immunoreactivity, ++: moderate

immunoreactivity, +++: strong immunoreactivity).

Tissues Vessel-type CD31 |VvWF CD105
Kidney Glomerular capillaries +++ - +++
Interstitial capillaries +++ - +++
Interlobular veins ++ ++ ++
Interlobular arteries +++ +++ +
Liver Sinusoidal endothelium +++ - ++
Central veins ++ ++ ++
Portal veins ++ ++ -
Portal arteries +++ +++ -
Lung Alveolar septal capillaries | +++ - +
Veins +++ +++ B
Arteries +++ 4+ B
Skin Superficial vessels ++ ++ -
Deep vessels +++ +++ -
Lymphatic vessels - ++ -
Bone marrow Sinusoidal endothelium + - +++
Spleen Sinus - - -
Red pulp capillaries - - -
Central arteries - +++ -
Trabecular arteries ++ +++ -
Cerebrum and cerebellum Capillaries +++ ++ -
Venules ++ T+ -
Arterioles +++ +++ -
Esophagus (mucosa and sub-Capillaries ++ - ++
mucosa) Venules -+ +H+ .
Arterioles +++ +++ -
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Stomach (mucosa and subr Capillaries ++ - -
mucosa) Venules 4+ +++ -
Arterioles +++ +++ -
Small intestine (mucosa and Capillaries ++ - -
sub-mucosa) Chyliferous vessels - ++ -
Venules +++ ++ -
Arterioles +++ +++ -
Large intestine (mucosa and Capillaries ++ + -
sub-mucosa) Venules ++ ++ -
Arterioles +++ +++ -
Adrenal gland Cortical capillaries + - +
Medullary capillaries ++ - +++
Central vein +++ ++ +++
Uterus Capillaries +++ - +++
Venules +++ ++ +++
Arterioles +++ +++ -
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Figure 1: CD31, vWF and CD105 immunohistochemistnynormal murine tissues (x200,
insert x400)
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Table 2: Comparison between CD31, von Willebraraddiaand CD105 immunoreactivity on
tumoral murine tissues (-: no immunoreactivity, weak immunoreactivity, ++: moderate

immunoreactivity, +++: strong immunoreactivity).

Tumors Vessel-type CD31 | vWF CD105
MC38 Intratumoral capillaries +++ - +
(murine colon cell line) | Peritumoral arteries +++ +++ +
Peritumoral veins +++ +++ ++
5T33 Intratumoral capillaries +++ - +++
(murine multiple | Peritumoral arteries +++ +++ +
myeloma cell line) Peritumoral veins +++ +++ ++
MDAMB468 Intratumoral capillaries +++ - +++
(human breast cancer| Peritumoral arteries +++ +++ +
cell line) Peritumoral veins T+ +H+ o+
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Figure 3: CD31, vVWF and CD105 immunohistochemistmytumoral murine tissue (graft of
murine multiple myeloma cell line 5T33, x200, inset00).
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Intratumoral area

Figure 4: CD31, vWF and CD105 immunohistochemisty tumoral murine tissue
(xenografted human breast cancer cell line MDAMB468200, insert x400).
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Figure 5: Biodistribution study followin{f-MJ7/18 intravenous injection evaluated at 4, 24,

48 and 72 h after injection
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Figure 6: Follow-up of relative tumoral volume inam xenografted with MDAMBA468 cells
and treated, 24 days after engraftment, with alsimgection OKT3 (non specific antibody),
or B-B4 (anti-CD138 antibody) or MJ7/18 (anti-CD1é&atibody) coupled with 213-bismuth.
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Figure 7: Follow-up of relative tumoral volume ina@m xenografted with MDAMBA468 cells
and treated, with two injections of MJ7/18 (anti-TI3 antibody) coupled with 211-astatine
at day 0 and day 66 after RIT (corresponding to2taand day 90 after engraftment)
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Complément a 'article 2

L'immunohistochimie anti-CD105 a été réalisée s@r mombreux organes sains.
Les résultats sont présentés danstdeleau Xlll, en complément de I'article

précédent.

Tableau XlII : Immunohistochimie comparative CD31,vWF et CD105 sur les organes murins normaux
(barre = 100 pm)

Organe

Estomac
(x20)

Caecum
(x20)

Encéphale
(x20)

Surrénale
(x20)
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Organe CD31 VWF CD105
Moe”e ] fHF pollg L ¥ T i
osseuse
(x20)

Rate
(x20)

Utérus
(x20)
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V- Conclusions de la deuxieme partie

Le ciblage du réseau vasculaire tumoral, associé dorte cytotoxicité des
particulesa, permet de limiter la croissance tumorale. Cetpprache permet de
s’affranchir de certains obstacles rencontrés awrgode chimiothérapies
classiques :

- la chimiorésistance des cellules tumorales,

- le probléme de Ila biodistribution et de [I'accdsBté des anticorps
thérapeutiques a la tumeur,

- ’'hétérogénéité des cellules tumorales et I'instaé génétique qui en découle.
L’antigene CD105, fortement exprimé par les capida intratumoraux et
faiblement par les vaisseaux sanguins normaux, &ele donc étre une cible
pertinente dans le cadre d’'une thérapie ciblantdscularisation tumorale.

Nous avons obtenu de premiers résultats promettedémontrant un
ralentissement de la croissance tumorale lors d’&®€ o utilisant I'anticorps
anti-CD105 murin (MJ7/18) couplé ai°Bi & une activité de 3.7 MBq, activité
non toxique telle que démontrée dans la premiérdi@ale ce travail. A cette
activité, I'effet obtenu avec le MJ7/18 est supérié celui observé soit avec un
anticorps spécifiqgue de la tumeur, soit avec unicmps non spécifique. Ces
résultats ont également été obtenus en couplaMJié/18 avec un autre émetteur
a, "?**At, en injections répétées. Ces résultats méritere confirmation par une
RIT de plus grande ampleur et appliquée a d’autypges tumoraux.

A titre indicatif, lors d’'une étude de phase | cHdmmme, les effets secondaires
notés avec une thérapie anti-CD105 nu (TRC-105) son

- une anémie, résultant de la suppression des pséaus érythroides de la moelle
osseuse exprimant le CD105,

- des télangiectasies,

- et des réactions locales au point d’injection{L7

Cependant, I'étude complete de la toxicité a loegmte du MJ7/18 couplé au
213 ;
Bi

bY

reste encore a effectuer. Notre étude se heuatel’évaluation de
I'immunoréactivité du CD105. En effet, il n’existeas de cellules en culture
exprimant le CD105 a un niveau suffisant pour n@esmettre de réaliser ces
tests d’immunoréactivité et ainsi de caractérisest @anticorps en termes
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d’affinité. Il est possible de contourner cet oldeaen transfectant des cellules
CHO (Chinese Hamster Ovary) avec le géne du CD106m

L'utilisation d’'une RIT a ciblant le CD105 ne saurait constituer un traitame
anticancéreux a part entiere. Il est donc nécessdie l'intégrer dans une
approche de thérapies combinées, afin d’obtenireffiet potentialisateur et de
limiter la toxicité. En effet, de nombreuses étudapportent des effets obtenus
aprés couplage d’agents ciblant la vascularisatiomorale et la radiothérapie
(combrestatine et RITB [164], paclitaxel et RITa [109], angiostatine et

irradiation X [82], anti-VEGF et irradiation [121], anti-VEGF et irradiation X

[83]). Ces associations conduisent principalementurde suppression de la
croissance tumorale ainsi qu’une diminution de kegsion interstitielle et de

I'hypoxie intratumorales.
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Troisieme partie: Radioimmunothérapie alpha et
immunomodulation

Il est bien connu que le systéme immunitaire jowmerale dans le contréle de la
croissance tumorale. En effet, il existe une cati@n positive entre
I'importance de l'infiltration de la tumeur par dégmphocytes T effecteurs et la
survie. De plus, le risque de développer un cane®lr accru chez les patients
immunodéprimés. Bien que les patients atteints @dmcer développent une
réponse immunitaire antitumorale spontanée (huneoetlfou cellulaire), le rejet
complet de la tumeur par le systeme immunitairewesgvenement rare. Stimuler
le systeme immunitaire peut donc se révéler étre stratégie thérapeutique
prometteuse, illustrée notamment par le bénéficemiqlie obtenu chez les
patients traités par radiothérapie aux rayons X][&#& but de I'immunothérapie
consiste donc a stimuler et a exploiter les ressesirimmunitaires existantes
pour les orienter vers une réeponse antitumoralecatfe. En plus de I'effet direct
de la radioactivité sur les cellules tumoralesest connu depuis longtemps que la
radiothérapie peut avoir un effet bénéfiqgue a diseadu champ d’irradiation. En
1953, R.J. Mole a qualifié cet effet a distance ftEe abscopal, du latin ab-
« éloigné » et —scopus « but, cible ». Ce termes’a@plique pas uniquement a la
radiothérapie mais a toute thérapie locale ayaneffat systémique. Cependant,
par elle-méme, la radiothérapie est rarement saffie pour induire une réponse

antitumorale thérapeutique suffisante pour éradiquee tumeur [209].

L’objectif principal de cette troisieme partie edtétude de la réponse
immunitaire associée a la radiothérapie interne todsée (utilisant des
rayonnementst), pour préparer une approche combinée du traitérdes cancers
par les radiopharmaceutiques et par I'immunothérapi

L’effet abscopal, désigne une régression provogp@e une radiothérapie de
tumeurs éloignées de la tumeur irradiée. L’équigeDkmaria a étudié cet effet
abscopal lors d'une radiothérapie gamma associém draitement par le FIt3-
ligand (FIt3-L) et a démontré que cet effet absdopait intervenir des

lymphocytes T spécifiques de tumeur [50]. La RITrmpet d’atteindre par voie
systémique des micrométastases inaccessibles aadathérapie externe. La
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possibilité d’induire une réponse immunitaire auur®d du traitement de la
maladie résiduelle ou dans des traitements de datesoon offrirait donc
I'avantage de mettre en place une mémoire immunighog permettant au patient
de faire face a une récidive de cancer et a sotesys immunitaire de s’adapter a
I'instabilité génomique des cellules tumorales. N@mouhaitons donc investiguer,
a partir d’'un modele animal (modéle murin de myééomultiple) la modulation
de la réponse immunitaire couplée a la Ri'par des approches visant a stimuler

la réponse antitumorale, au moyen du FIt3-L.

I- Introduction

A- Acteurs de la réponse immunitaire antitumorale

Le concept d'immunité antitumorale a été déveloplpés de nombreuses études.
Les premiers travaux a ce sujet font état d’'un treje sarcomes murins induits
expérimentalement par le 3-méthylchloranthrene [71]e rbdle majeur de
I'immunité cellulaire a été mis en évidence par tesvaux d’Eberlein suivi des
travaux appligués de Rosenberg sur les immunothésapantitumorales
concernant le lymphome [60]. Le support mécanistigde cette immunité
antitumorale est constitué par différents actewBudaires de I'immunité, parmi

lesquels les lymphocytes T, les cellules dendritisjet les cellules NK.

1- Lymphocytes T

Les lymphocytes T sont les acteurs principaux de réponse immunitaire
adaptative cellulaire. lls présentent des récemenembranaires, appelés TCR (T
Cell Receptor), permettant la reconnaissance d@sighes antigéniques présentés
par les molécules du CMH (Complexe Majeur d’Histoguatibilité) situées a la
surface des CPA (Cellules Présentatrices d’Antigenees lymphocytes T
peuvent difficilement étre activés par des antigeselubles ; c’est pourquoi, la
présentation d’antigénes transformés et liés a éamborane par des CPA est une
étape cruciale de I'induction de I'immunité cellule.
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a- Lymphocytes T CD4helper)

Les lymphocytes T CD% représentent environ 60 a 70% des lymphocytes T
matures. La lyse des cellules tumorales libere drtigenes qui peuvent étre
captés par des CPA. Ces dernieres, apres inteatadis des motifs antigéniques,
les présentent aux lymphocytes CDgrace aux molécules du CMH de classe Il.
Les lymphocytes CD%4sont constitués de différents sous-types dontaesons
sont tantot antitumorales, tantot protumorales [234

Les lymphocytes Thl

Les lymphocytes Thl sécrétent majoritairement déN-y (Interférony), du
TNF-a (Tumor Necrosis Factoa) et de I'lL-2 (Interleukine 2). Ils induisent les
réponses immunes cellulaires les plus efficacestreotes cellules infectées par
les virus et les bactéries. Ces cellules sont auspliquées dans les maladies

auto-immunes [234].

Les lymphocytes Th2

Les lymphocytes Th2 présentent un autre profil dedpction cytokinique, avec
une sécrétion majoritaire d’'lL-4, d’'IL-5 et d’'IL-13 lls soutiennent la
différenciation des lymphocytes B pour la produatid’anticorps. L’'IL-5 est

particulierement importante pour la production Elgt I'action des granulocytes
éosinophiles, favorisant I'élimination des parasitextracellulaires comme les
helminthes. Cependant, les lymphocytes Th2 favarides maladies allergiques
[234].

I a été démontré que le développement de ces gopsHations était
mutuellement antagoniste : I'lFM{«signature» des lymphocytes Thl) bloque le
développement des lymphocytes Thia I'inhibition de la production d’'IL-4 («
signature » des lymphocytes Th2) et réciproguemé&mte amplification positive
s’établit pour une des deux sous-populations, né@sul en une polarisation
fonctionnelle de la réponse immune en fonction dgtokines présentes dans le

microenvironnement cellulaire.
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Les lymphocytes Th17

Plus récemment d’autres profils de sécrétion desplyocytes T CD4 effecteurs
ont été décrits. Les cellules Th1l7 produisent tle-17, de I'lL-22 (« signatures »
des lymphocytes Th1l7) et de I'lL-21. Ces cellulemntsimportantes pour le
controle des infections bactériennes extracell@sairet fongiques et jouent un
role dans le recrutement et I'activation des celsule I'immunité innée comme
les granulocytes neutrophiles. Les Ilymphocytes Thp&uvent aussi étre

impligués dans plusieurs maladies auto-immunesiBaimmatoires [235].

Les lymphocytes T régulateurs

Les lymphocytes T régulateurs (Treg) sont des lyompties T CD4+ spécifiques
des antigenes du soi et expriment le CD25 (récaptea I'lL-2) et le facteur de
transcription Foxp3 (Forkhead box P3) a des nivealevés. lls représentent 5 a
10% des lymphocytes T CD&irculants chez ’hnomme et la souris [235]. Leadl
des Treg dans l'immunité antitumorale a été pour plemiere fois mis en
évidence dans une expérience ou l'injection d’amtps anti-CD25 a des souris
porteuses de tumeurs conduit a I’éradication detoeseurs [161]. Le groupe de
Zitvogel a montré que lors d’'une réponse immuniaantitumorale, le TGB-
produit par les Treg et fixé a leur surface permgttd’inhiber les fonctions
effectrices et cytotoxiques des cellules NK (Natukiller) sur les cellules
tumorales [79]. L'immunosuppression induite par lgsnphocytes Treg est un
des principaux mécanismes d’échappement a la répansitumorale et constitue

donc un obstacle majeur au succés de I'immunothéraptitumorale.

Les lymphocytes CD%4 de type Thl exercent une action principalement
antitumorale [99], alors que les lymphocytes Chie type Th2 et Treg exercent
plutdt une action protumorale. Les lymphocytes CDh17 développent tantot

une activité antitumorale [152], tantdt une actévfirotumorale [180].

b- Lymphocytes T CD8(cytotoxiques)

Les cellules tumorales exposent des antigénes a deuface. L’activation des
lymphocytes T CD8+ suite a la reconnaissance de aatgénes par les

lymphocytes T CD8+ spécifiques entraine leur lyBgg(re 18).
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Lyse spécifique

Lyse non spécifique
Perforine, granzymes Y pecid

Perforine, granzymes

Cellule tumoral

\____Z

Peptide
CMH-II

Peptide
CMH-I

QCO TCR

Figure 18 : Contréle des cellules tumorales par leystéme immunitaire
Les CPA déclenchent la réponse immunitaire spé&fitans les aires T des organes lymphoides secesdair

Ce sont les principaux acteurs de la lyse des btedluumorales. Ils détruisent
leur cible selon trois mécanismes :

- action des perforines qui lysent la membrane mpiligsie de la cellule tumorale,

- action des granzymes qui entrent ensuite darcelale et la lysent,

- induction d’apoptose par le systéme Fas-Fas-lidgan

Les perforines et les granzymes sont des médiateaostenus dans des
granulations cytoplasmiques des lymphocytes T. genzymes sont des sérine-
protéases qui sont délivrées a l'intérieur des weB cibles par les pores
préalablement créés par l'action des perforinese Unis a l'intérieur de la

cellule cible, les granzymes activent les caspastesnduisent I'apoptose de la
cellule cible.

Les lymphocytes T activés expriment Fas-ligand, unelécule homologue du

TNF, capable de se lier au récepteur Fas, présemtla cellule cible et
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conduisant également a son apoptose, par l'interaigal de I'activation de la

caspase 8.

2- Cellules dendritiques

Les progéniteurs de cellules dendritiques (DC) denioelle osseuse donnent
naissance a des précurseurs circulants qui seikerdl ensuite dans les tissus ou
ils résident en tant que cellules immatures. Les $0@t présentes dans tous les
tissus lymphoides. Lorsqu’elles rencontrent un pag#ne, elles sécrétent de
I'lFN o permettant d’activer les granulocytes éosinophiles macrophages et les
cellules NK Figure 19).

Immunité innée Immunité adaptative

DC immature DC mature

Tumor LYSE

Figure 19 : Importance des DC dans le lien entre Famunité innée et 'immunité adaptative lors de la

réponse antitumorale.

Les précurseurs des DC reconnaissent les motifscolalées associés aux éléments pathogénes tumoraux
(PAMP : Pathogen Associated Molecular Patterns)cegréa des récepteurs spécifiques (PRR : Pattern
Recognition Receptor). Il s’en suit une sécrétiolirMla activant les macrophages et les cellules NK qui
induisent une mort des cellules tumorales, conctugaa libération de fragments de cellules tunezalCes
fragments sont capturés par les DC immatures, upissent une maturation et présentent les antigénewe
sélection de lymphocytes spécifiques de tumeurslyineghocytes T CDBprocédent alors directement a la lyse
des cellules tumorales alors que les lymphocyted’@Rtivent les macrophages et les cellules NK (d®pré
[11]).
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Les DC sont les principales CPA permettant d’initid’amplifier et de réguler
une réponse immunitaire T spécifique dirigée contles antigenes. Les DC
expriment un niveau élevé de molécule de CMH II,@B1l1lc (intégrine) et de
molécules de costimulation (CD80, CD86). Trois agmies de DC
conventionnelles ont été identifiées chez la sauliss DC lymphoides (CD11¢
MHC-11*, CD11b, CD86’, CD40", CD8a"), myéloides (CD11g CD11b, MHC-
II*, CD86, CD40", CD8x) et plasmacytoides (CD1%¢ CD45RA", CD11b,
MHCII', IL-3R", CD4") [160, 225].

Les deux premieres catégories de DC ont été miseg®wdence dans la rate
[143]. Les DC lymphoides orientent les lymphocyt&s CD4" naifs vers la
production de cytokines de type Thl, alors que D&3 myéloides orientent les
lymphocytes T CDZ vers une réponse de type Th2 [11, 143]. Par comsgy le
GM-CSF, qui mobilise préférentiellement les DC mjiéles chez la souris,
provoque principalement la production d’'lgGl en oape a des antigénes
solubles, alors que le FIt3-L, qui mobilise a laisfoles DC lymphoides et
myéloides, occasionne la production d’anticorpstyjee 1gG2a, une signhature du
type Thl. Les DC plasmacytoides, sont caractérig@asleur capacité a sécréter
de I'lFNy [160, 225].

Les DC myéloides sécretent de I'lL-12 et de I'lL-1®lubles stimulant la
production d’'IFNy promouvant la cytotoxicité et la prolifération desllules NK
[62]. Les travaux de Masurier démontrent que ledutes NK au repos peuvent
étre activées directement par contact avec desrm@@pendamment de I'lL-12 ou
des IFNy et B, placant les DC a l'interface entre I'immunité g et I'immunité
acquise. L’activation des cellules NK par les DC tsaduit notamment par une

augmentation de la survie, de la fonction lytiquede la sécrétion d’IFN[135].

3- Cellules NK (Natural Killer)

a- Caractéristiques des cellules NK

Les cellules NK, cellules de I'immunité innée, odtté découvertes au début des
années 70. Ces cellules représentent 10 a 15% ydeghlocytes circulants et ne

portent pas de TCR. Le développement des cellul&ssH fait en trois phases
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[54]. La premiére phase constitue lI'engagement dedlules progénitrices

hématopoiétiqgues dans la lignée NK. La seconde @lasnprend l'acquisition

des molécules impliquées dans la détection desuledlcibles (comme le NK1.1)
par les cellules NK immatures. Enfin, la troisiemghase concerne la
différenciation finale des cellules afin d’acquémteinement les compétences
caractéristiques des cellules NK matures.

NK1.1, également nommé Nkrplc, est un récepteurademant a la famille

murine Nkrpl présent chez différentes lignées derisg comme les souris
C57BL/6 et absent chez d'autres, notamment les isoBalb/c. Le marqueur

NK1.1 est absent des précurseurs des cellules Nk reat exprimé par les NK
immatures et matures. Le NK1.1 est un récepteuivatdur dont le ligand est
inconnu. La présence du NK1.1 associée a |'absatiegpression du marqueur
CD3 est la combinaison utilisée en routine pournitiger les cellules NK en

cytométrie de flux. Outre son rble dans l'identdicon des cellules NK, un

anticorps anti-NK1.1 peut étre utilisé pour la d&pdn in vivo des cellules NK

chez la souris C57/BL6.

Morphologiquement, les cellules NK sont plus grasspie les lymphocytes et
contiennent de nombreuses granulations azurophil@sst pourquoi, elles sont
fréequemment nommeées grand lymphocytes granuleuXesElfont partie du

systeme immunitaire inné et constituent souventptamiére ligne de défense
contre les infections virales et les tumeurs. Effegfles cellules NK ont la

capacité de lyser une grande variété de cellulesotales et de cellules infectées
par des virus ainsi que de produire des cytokinedes chimiokines. Les cellules

NK ont également la capacité de lyser les cellulssouvertes d’IgG par ADCC.

b- Activation des cellules NK

L’activation des cellules NK par des cytokines caitda une augmentation de
leur taille, de leur granularité et a I'expresside marqueurs de surface tels que
le CD69 (lectine) ou encore le CD25 [8, 56]. Le CD@ppartient a la
superfamille des lectines C et est une protéine bramaire constituée d’'un
homodimere lié par des ponts disulfures, possédanitx chaines phosphorylées.
Il est exprimé par les cellules NK activées et estdes marqueurs d’activation
des cellules NK le plus précocement exprimé. Unedétde Giavedoni, révéle
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une corrélation entre I'activité cytotoxique dedlakes NK (sécrétion d’IFN) et

I'expression du CD69 chez des macaques Rhésus [80].

c- NK et immunité antitumorale

Les cellules NK ont la capacité de lyser les cadluh’exprimant pas, ou peu, les
molécules du CMH de classe I. En effet, les ceduNK possédent des récepteurs
inhibiteurs dont les ligands sont des moléculesGMH de classe |. En d’autres
termes, toute cellule exprimant peu ou pas de mdisx du CMH de classe |
n'active pas les récepteurs inhibiteurs des ceHulNK, et donc sera lysée
(Figure 20). Chez la souris les principaux récepteurs int@brs sont des lectines
(Ly49 et CD94/NKG2A). Les cellules NK présententaégment des récepteurs
activateurs permettant la lyse des cellules tumesaxprimant les molécules du
CMH de classe | et des ligands activateurs. Chezsdaris, ces récepteurs

activateurs sont egalement des lectines (Ly49DMyre 21).

® CMH R
Inhibiteur CH Inhibiteur
*‘ =
=i 4’5 b
(é‘: Ligand
Activateur Activateur Activateur
PAS DE LYSE
LYSE +
—» NIDE PRODUCTION
PRODUCTION
DE CYTOKINES -

DE CYTOKINES

Figure 20 : Action des NK selon le niveau d’expressn du CMH de classe | sur la cellule cible

o

Ligands
Activateurs

Activateur

Activateur PAS DE LYSE Activateurs
NI DE PRODUCTION b
—») PRODUCTION
DE CYTOKINES
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Figure 21 : Action des NK selon le niveau d’expressn de ligands activateurs sur la cellule cible
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Il s’agit d’'une immunité sans stimulation préalakdenon spécifique (les cellules
NK ne possédent pas de TCR). Leur mode d’action meiche de celui des
lymphocytes T CD8 (sécrétion de perforine et de granzymes). Lesutesl NK
peuvent détruire des cibles tumorales recouvertaatttorps car elles expriment
a leur surface le récepteur pour la fraction Fc g3 (CD16).

Leur action est potentialisée par certaines cytekiromme les TNFo( et B),
I'IL-2 (libérée par les lymphocytes T CD¥ou encore I'lL-12 (secrétée par les
macrophages). Les cellules NK n’ont pas de « mémeiret semblent servir de
premier mécanisme effecteur cellulaire contre ledudes tumorales [13]. Elles
seraient donc des acteurs précoces dans la répiomsenitaire, confirmant la
théorie de Janeway stipulant que I'immunité innéeta I'immunité acquise
[103]. Les cellules NK, recrutées aux sites tumoaragarticipent a la lyse des
cellules tumorales et a la libération consécutiwed®bris cellulaires. Ces débris
nécrotiques ou apoptotiques sont ensuite phagocgtégrésentés par des CPA,
induisant ainsi une réponse immunitaire lymphocrgaiT spécifique des
antigenes tumoraux [50].

Les travaux de Gerosa montrent une étroite collabion entre les cellules NK et
les DC. Lors d’expérience de co-culture de celluNds et de DC issues de sang
humain, il est observé une activation des celluld& (augmentation de
I'expression de CD69), une maturation des DC (augtagon de I'expression des
molécules de costimulation CD80, CD83 et CD86) ek taugmentation de la
production d’'IL-12. Les cellules NK activées patl‘2 induisent directement la
maturation des DC et augmentent leur capacité mwdgr les lymphocytes T
CD4" [78].

B- Intérét et rble in vivo de Flt3-ligand

Le FIt3 (Fms-like tyrosine kinase receptor 3) est técepteur membranaire
tyrosine kinase de type Ill, appartenant a la mé&araille de récepteur que les
récepteurs KIT, FMS et PDGF. Sa liaison au Flt3ulne glycoprotéine, stimule
la prolifération et la différenciation des cellulpsogénitrices hématopoiétiques,
mais également la maturation des lymphocytes Bt @ess cellules NK.
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1- Cellules productrices de Flt3 ligand

Bien que 'ARNm du FIt3-L soit exprimé de facon ghitaire par de nombreux
tissus, la protéine n’est retrouvée qu'au sein dgmphocytes T et des
fibroblastes du stroma de la moelle osseuse hénvaédigue [222, 223]. Le FIt3-
L est exprimé en temps que protéine liee a la maméra la surface des cellules
et peut subir un clivage protéolytique, générane yprotéine soluble. Ces deux
isoformes, membranaire et soluble, exercent leutivédé au niveau des
membranes des cellules exprimant le récepteur a8-IEl Il est & noter que les
FIt3-L murin et humain présentent une homologie @ dans leur séquence
d’acides aminés [55]. Le géne codant est situé Isuchromosome 5 chez la
souris et sur le chromosome 13 chez I'homme. Lesgrisodéficientes en FIt3-L
présentent une réduction significative du nombre s deprogéniteurs
hématopoiétiques (myeéloides et lymphoides). De ,ptes souris ont un nombre
réduit de lymphocytes B, de cellules NK et de DCrauweau du thymus, du sang
périphérique, des nceuds lymphatiques et de la [a#]. Ces observations
mettent clairement en évidence le rbéle crucial dtBf dans la genese de ces

cellules du systeme immunitaire.

2- Cellules cibles du FIt3 ligand

Les récepteurs au FIt3-L murin et humain partag@é¥% d’homologie. Chez la
souris, le récepteur au FIt3-L est présent au nivea la moelle osseuse, du
cerveau, du thymus, de la rate et du foie foetal [l niveau cellulaire, le
récepteur au FIt3-L est présent sur les lymphocBed, et les monocytes de la
rate, du thymus et du sang. Au niveau de la moe#igeuse, il est présent sur les
cellules blastiques, les monocytes et de rares hoegtes (pré-pro B et pro-B).
Les souris déficientes en récepteur au FIt3-L néspntent pas d’altérations
phénotypiques (lymphocytes B fonctionnels dans &g mais la capacité de
leurs cellules hématopoiétiques au repeuplemenésprradiation est fortement
limitée [129]. En effet, ces souris présentent wumibre réduit de précurseurs de
lymphocytes B (pro-lymphocytes B) dans la moellsasse hématopoiétique. En
ce qui concerne les autres populations cellulairess souris déficientes en

réecepteur au FIt3-L présentent :

139



3*™partie : Radioimmunothérapie et immunomodulation

- une réduction de la cellularité de la moelle asse hématopoiétique (-27%),
des nceuds lymphatiques (-35%) et de la rate (-3@&tichant principalement les
lymphocytes B et T,

- une diminution du nombre des DC CDZIlau sein de la rate (-11%), du thymus
(-6%) et des nceuds lymphatiques (-6,5%),

- et une diminution du nombre de cellules NK daagdte (-19%) [142].

En effet, Williams a démontré la nécessité du Hltour la générationn vitro

de cellules NK a partir de cellules souches hématépques [222].

3- Effets cellulaires du FIt3 ligand

a- Effet sur les progéniteurs hématopoiétiques

Aprés traitement par le FIt3-L, une augmentation dombre de cellules
progeénitrices hématopoiétiques a été rapportée.[2@]s effets sont transitoires
et un retour aux valeurs normales est atteint ea semaine suite a l'arrét du

traitement.

b- Effet sur les leucocytes sanguins

L’adjonction de FIt3-L a des souris saines engendre augmentation des
lymphocytes (x 3,4), des monocytes (x 77,5) et desnulocytes neutrophiles (x
9,8) dans le sang [26]. Smith a décrit dans unedétu’expansion des
lymphocytes Tin vivo, consécutive a un traitement par le FIt3-L [194es

numérations-formules sanguines reviennent a la abenune semaine apres la fin
du traitement par le FIt3-L. Chez I'homme, I'adnstrnation de FIt3-L occasionne

un doublement de la population lymphocytaire sanguil33].

c- Effet sur les cellules dendritiques

Un traitement de 10 jours consécutifs chez la sbemgendre une augmentation
du nombre de DC CD1%Ic dans les tissus lymphoides (moelle osseuse

hématopoiétique, rate (x 17), nceuds lymphatiqued)(xhymus, tissu lymphoide
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gastro-intestinal) et non lymphoides (sang (x 6 @, 1foie, poumon, cavité
péritonéale) [5, 131]. L’augmentation du nombre d28 CD11¢ dans la rate
atteint son maximum a 10 jours [191igure 22). Le FIt3-L augmente le nombre
de DC, qu’elles soient lymphoides ou myéloides [1Lependant ['effet
immunitaire adjuvant du FIt3-L est abrogé chez Bauris déficientes en DC
plasmacytoideg115], ce qui souligne I'importance de ce type de @d@&ns la
réponse immunitaire dépendante du FIt3-L.

Chez I'homme, l'administration de FIt3-L (25 pg/kgendant 14 jours)
occasionne une augmentation des DC CD1icependant, ces DC ne sont que
partiellement activées : elles expriment des niveélevés de CD86 et de CMH
de classe Il mais de faibles niveaux de CD80 eC®83 (molécules d’activation)
[133].
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Figure 22 : Cinétique des variations numériques indites par un traitement de 10 jours consécutifs avetO
Mg de Flt3-L/injection sur les DC dans différents oganes chez la souris
(D'apres [191)).

d- Effet sur les cellules NK

Les souris déficientes en FIt3-L présentent uneidution du nombre de cellules
NK matures dans la rate, suggérant un impact dirdat FIt3-L sur le
développement des cellules NK [142]. Le FIt3-L p&ds la capacité de
promouvoir la prolifération des cellules NK, notamm par la présence du
récepteur FIt3 sur les précurseurs des cellules[B8. L’administration de FIt3-
L a des souris en IP (10 pg/j pendant 10 jours)dwon a une augmentation
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notable a la fois du nombre absolu, de la proported de I'activité lytique des
cellules NK dans le foie, la moelle osseuse hémaiéipque, la rate, le sang et le

thymus [26, 191] Tableau XI1V) (Figure 23).

Tableau XIV : Modification du nombre absolu, des poportions et de I'activité des cellules NK (CD3
NK1.1%) suite & 10 jours de traitement par le Flt3-L (10 g/j) chez la souris
(D’aprés [191]).

Moelle osseuse Thymus | Sang Rate Foie
Nombre absolu x1.8 X2 x10.7 X6.8 x14.9
(pic a J8 x 2) (pic a J12 x10)| (pic a J10)
Proportion x1.6 x2.8 x2.4 X2 x1.6
Activité cytolytiqgue | x2.2 ND x15.1 x5.5 x18.4
|—D— Bone Momow —— Spleen —— Laver ’

9 CD3-NELL+

Cells / Organ (10-0)

Days of Treatment

Figure 23 : Cinétique des variations numériques indites par un traitement de 10 jours consécutifs avet)
Kg de Flt3-L/injection sur les cellules NK dans difrents organes chez la souris
(D’'aprés [191)).

Cependant les cellules NK matures ne possedentdpa®cepteur au FIt3-L et ne
peuvent étre activées directement par le FIt3-L1[JL19] peut donc étre envisagé
un mode d’'action du FIt3-L sur les cellules NK eaua temps. Dans un premier
temps, le FIt3-L stimule la prolifération et la thfenciation de précurseurs
hématopoiétigues, notamment de la lignée monocgtaiboutissant a une
augmentation du nombre de DC, dans la rate prirfleipant. Ces DC produisent
des cytokines (IL-15, IL-12, IL-18, IFN a l'origine de la promotion de la
prolifération et de la cytotoxicité des cellules N2, 68, 142, 191]. Cette
hypothése est fortement étayée par I'étude de Guodnehez la souris qui

démontre, suite au traitement par le FIt3-L, ung@ansion des cellules CD11c

142



3*™partie : Radioimmunothérapie et immunomodulation

dans un premier temps, suivie d’'une expansion deldules NK1.I dans un
deuxiéme temps [86]. Cette expansion des cellul&l.N" est abrogée chez les
souris déficientes en CD11cet en IL-15, supportant donc I’hypothése selon
laquelle une coopération existe entre DC CD1%&¢t cellules NK, passant par
I'IL-15.

4- FIt3 ligand et myélotoxicité

Les individus sains présentent des faible taux t48-E plasmatique (113 a 134
pg/ml). Cependant, il est a noter que ce taux augmé¢jusqu’a 1000 pg/ml) lors
de désordres hématopoiétiques affectant le comparti des cellules souches
(pancytopénie), notamment lors de la phase de ré@@atpn suivant une

chimiothérapie ou une greffe de moelle osseuse.[€7¢st également le cas lors
de I'anémie de Fanconi, d’anémies aplasiques aegyiet lors d’irradiation

externe [223]. Les variations de la concentratidasmatique de FIt3-L sont
directement corrélées a la fois a la dose d’irréidim et au volume irradié chez la
souris [198] comme chez I'homme [97]. De plus, Igmuentation de la

concentration sériqgue en FIt3-L corréle avec la idimion du nombre de

leucocytes et de thrombocytes sanguins [97]. Le3dEltest un excellent bio-

indicateur diagnostique : l'augmentation de sa aorication plasmatique est
spécifique de I'atteinte de la moelle osseuse emgé une évaluation précise de
I'hématopoiése résiduelle de la personne irradiBeest également un bio-
indicateur a visée pronostique ; en effet, le sulei la concentration de FIt3-L
durant la premiere semaine apres irradiation peroetprédire la durée et la
sévérité de I'aplasie, et donc I'évolution clinigde la personne irradiée [97].

5- Effet antitumoral du FIt3 ligand

L’administration systémique de FIt3-L démontre uoertaine efficacité dans la
réduction de la croissance tumorale et I'inductidune infiltration mixte de la
tumeur (DC et lymphocytes T CD&ytotoxiques). Cet effet antitumoral du FIt3-
L s’avere dose-dépendant [128]. Le FIt3-L augmeetéaux de survie et diminue
les métastases pulmonaires chez les souris grefféemncer mammaire

syngénique) [38] Tableau XV).
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Tableau XV : Activité antitumorale du FIt3-L dans les modéles murins

Modéle Effet du FIt3L Référence
Mélanomes syngéniques Diminution de la croissance tumorale [65]
(CL8-1, B16) Augmentation du nombre de DC intratumorales (B16)
Lymphome syngénique Diminution de la croissance tumorale [65]
(EL-4) Augmentation du nombre de DC intratumorales
Adénocarcinome prostatique Suppression de la croissance tumorale et stabilisees tumeurs [41]
syngeénique (TRAMP-C1) Infiltration macrophagique de la tumeur
Fibrosarcome induit au Régression compléte (19 souris sur 50) [128]
méthylchloranthréene Diminution de la croissance tumorale chez des sammnunocompétentes (31
souris sur 50) et chez des souris SCID
Effet antitumoral amoindri si déplétion en lymphtesy/T CDS§ ou irradiation
Métastases hépatiques de sarcome | Réduction des métastases hépatiques [167]
(C3) et d’adénocarcinome coliqgue | Augmentation du nombre de DC et de lymphocytes B'G2 CD§ intratumoraux
(MC38) syngéniques Effet antitumoral diminué si déplétion en celluMis
Métastases pulmonaires de carcinom®iminution de la croissance tumorale [36]
pulmonaire syngénique (3LL/D22) | Augmentation du temps de survie (en combinaison awe radiothérapie X locale)
Effet antitumoral non observé chez les souris Nude
Cancer mammaire syngénique (C3L5) Régression coenpiais transitoire [38]
Absence de réponse mémoire (pas de survie des squigs ré-administration)
Carcinome ovarien (xénogreffe) Diminution de laigsance tumorale chez les souris SCID [193]
Effet antitumoral abrogé si déplétion en cellulés N
Mésothéliome Diminution de la croissance tumorale [68]

(AK7)

Effet antitumoral abrogé si déplétion en cellulds (douris B6-beige, déplétion

NK)
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Cette activité antitumorale du FIt3-L est égalemeapportée dans le mélanome
[65], le lymphome [65], les carcinomes pulmonairg6] et ovarien [193] les
adénocarcinomes prostatique [41] et colique [6Hsaique dans le mésothéliome
[135]. Fernandez a montré que |'administration dit3H., chez des souris
greffées avec des cellules de mésothéliome murik7(Anégatives pour le CMH
de classe I), induit une diminution de la croissartamorale. Cette régression
cesse des l'arrét du traitement. Cet effet antittmhaest aboli chez des souris
beige (déficientes pour la fonction NK) et chez dmsiris immunocompétentes
déplétées en cellules NK par un anticorps anti-NK[E8]. De nombreuses autres
etudes décrivent I'abrogation de I'effet antitumloda FIt3-L lors de déplétions
des NK chez la souris [36, 68, 167, 193].

Cependant, il est également rapporté une abrogadi®en’effet antitumoral du
FIt3-L chez des souris déplétées en lymphocytesDB'C L’effet antitumoral du
FIt3-L est également démontré chez les souris Sdmmunodéficientes,
suggérant I'implication de mécanismes indépendahes lymphocytes dans la
régression tumorale induite par le FIt3-L [128].

Les différentes activités biologiques du FIt3-L,sau bienin vivo quein vitro,
sont décritesFigure 24. L’administration de FIt3-L seul chez 'lhomme nte®n
revanche, suivie d’aucun effet antitumoral signafid, bien qu’elle soit a

I'origine d’'une augmentation du nombre DC CD1Xirculantes (x 44) [133].

—+ Lymphocytes T o

= In vivo:
— Lymphocyte B D =>Expansion des cellules souches
o hématopoiétiques (CSH)
— Cellules NK “#*" | oMobilisation des CSH
) =Radioprotection des CSH
‘ DC lymphoides = Activité antitumorale
= Activitéé anti-infectieuse

—— Granulocytes o

W — Monocyte: \‘_/

Auto-renouvelemer  —* DC myéloide %

Figure 24 : Activités biologiques du Flt3-Lin vivo

L’adjonction de FIt3-L (FL) stimule [lauto-renouvement des cellules souches
hématopoiétiques ainsi que la mobilisation desilesllmatures issues de la différentiation de
des cellules souches (D’apres [224]).

145



3*™partie : Radioimmunothérapie et immunomodulation

6- FIt3- ligand et effet abscopal

Dans le cas de la radiothérapie, plusieurs étudessent penchées sur les
mécanismes de l'effet abscopal. Il a notammentmthtré, dans un modele de
carcinome pulmonaire murin tres meétastatique, q@aenhinistration de FIt3-L

aprés irradiation a forte dose (60 Gy) permettag eduire le nombre de
metastases pulmonaires et d’accroitre significatigat la survie des souris.

La combinaison de la radiothérapie et du traitempat le FIt3-L s’avére plus

efficace que I'un ou l'autre des traitements se[@6]. Cet effet bénéfique n’est
pas observé chez les souris Nude (athymiques) iratifj que les lymphocytes T
sont, du moins en partie, responsables de la rédlncties métastases et de
I'augmentation de la survie. De récentes études tneawt que la radiothérapie

associée a un traitement par le Flt3-L peut rédua&ecroissance d’'une tumeur

implantée a distance du champ d’irradiatidgngure 25).

— CDB)/CDBG6
= MHCHI & Antigénes associés a
S MHCA la tumeur
I 1Cch

Radiation ionisante [:) CD40

Présentation
croisée

ﬁ‘

Lyse tumorale

IL-12 l
Activation des

5 5 Teo I! lymphocytes L2
. yIFN

Figure 25 : Modélisation du rble des radiations iorsantes dans la promotion de la présentation crois@es
antigénes associés a la tumeur et dans I'activatiates lymphocytes T antitumoraux

La présence de « signaux danger » adéquats, irmluibaturation de DC, l'activation des lymphocytes T
spécifiques et la production de cytokines pro-imftaatoires. Les lymphocytes acquiérent ainsi la defoac
lyser les cellules tumorales (d'apres [51]).
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Cet effet abscopal est de nature immunologique quiiesxercé par des
lymphocytes T spécifiques de tumeur [50]. Le mésam supposé est le suivant :
les rayonnements ionisants induisent une inflamoratilocale des tissus,
I'expression de protéines de stress (HSP : Heatckh®rotein) ou de la
calréticuline (protéine chaperonne du réticulum emldsmique), et la production
de débris cellulaires tumoraux phagocytés par dB&.CCe microenvironnement
génere des signaux dits de « danger» (ou DAMP pbanger Associated
Molecular Pattern) qui permettent la maturation de€ indispensables a la
présentation des antigenes tumoraux aux lymphocytes a l'activation d’'une
reponse spécifique [53, 139]. La nature du signahgkr conditionne I'efficacité
et 'amplitude de la réponse adaptative. Jusqu’aspnt, I'effet abscopal a été
observé chez I'animal suite a une irradiation erten I'aide de rayonnemengps
et y, mais a ce jour, aucune évidence de |'existencendeffet abscopal apres
irradiation interne, en particulier alpha, n’a éécrite.

Un autre mécanisme peut étre a l'origine de cetetefibscopal, impliquant
directement les lymphocytes T. En effet, les rayoments ionisants peuvent
sensibiliser des cellules tumorales a l'action dysteme immunitaire. Les
cellules tumorales présentent, en général, uneldaglipression des molécules du
CMH de classe | a leur surface, ce qui leur pergiéthapper aux lymphocytes T
cytotoxiques. Or, les radiations ionisantes indatsene augmentation du niveau
d’expression des molécules du CMH de classe |, aahdinsi les cellules plus
vulnérables aux attaques de ces lymphocytes T.

Les travaux de Demaria, portant sur un modele deiname mammaire chez la
souris, démontrent également I'existence d’'un efflescopal lors de I'association
RIT et traitement par le FIt3-L. Il y est reportz $pécificité tumorale de cet effet
abscopal ainsi que sa médiation par les lymphocyitdeffet abscopal inexistant
chez les souris Nude)F{gure 26), et ce, apres une dose faible d’irradiation (2
Gy) [50].
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Diminution de la croissance tumorale de
la tumeur primaire .

— FIt3-L

Diminution de la croissance tumorale
des deux tumeurs
Augmentation des DC CD11+ dans Ja

rate [ ]

Aucun effet sur les tumeurs primaire pt
secondaire

Aucun effet sur les tumeurs primaire pt
secondaire
Augmentation des DC CD11+ dans la rgte

@ 67NR tumeur mammaire syngénigue

Figure 26 : Mise en mise en évidence d'un effet atigpal spécifique suite au traitement conjugué RIT +It3-L
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Il- Etude expérimentale : potentialisation de I'efet de la
radioimmunothérapie alpha grace a 'immunostimulation

par le Flt3-ligand, étude dans un modele murin de
myeélome multiple

A- Le myélome multiple chez 'lhomme

Le myélome multiple est une tumeur d’origine plasyiaire, représentant 1%
des tumeurs chez 'homme et 10% des hémopathiesgmed [14]. Son incidence
aux Etats-Unis atteint 4,3 personnes sur 100 0@D]1Le myélome multiple est
caractérisé, chez I'homme, par la présence de kdltumorales dans la moelle
osseuse, la présence d’immunoglobulines monoclendbBns le sérum et l'urine
et le développement de lésions osseuses de typ&olysitque caractéristiques.
Chez I'homme, le traitement du myélome multiple déroule en différentes
phases pour les patients, en fonction de leur daracéligible ou non a la greffe

de moelle osseusdigure 27).

Patients éligibles a la greffe de moelle Patients non éligibles a la greffe de moelle
v v

Thérapie Dexaméthasone Melphalan + prednisone
d’induction ou
Dexaméthasone + vincristine + doxorubicine

Prélevement de cellules hématopoiétiques

! '

Thérapie de p ‘3
remiere greffe autolo .
consolidation g g Melphalan + prednisone
+ ou
Thalidomide + dexaméthasond
Seconde greffe autologue
Thérapie de Pas de traitement
maintenance ou
Corticostéroides
ou
Thalidomide

Figure 27 : Schéma thérapeutique du myélome multiplehez 'homme
(D'aprés [119]).
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De nouvelles molécules sont apparues sur le mar¢tié 2006 pour le
thalidomide, en 2008 pour le bortezomib) dont liocation principale est le
traitement du myélome multiple. Le thalidomide agir par différents
mécanismes, non encore tous connus, parmi lesgualssuppression de
I'angiogénese, l'augmentation de cytotoxicité cédive et ['altération de
I’'expression des molécules d’adhésion [119]. Letbromib est un inhibiteur du
protéasome, agissant notamment sur la voieckRKLeur mécanisme d’action est

développé ci-dessousigure 28).

Cellules stomale: Thalidomide
Bortezomit

!
!
\4

Thalidomide
Bortezomib
Bortezomib- - - - - ‘adp
-------- Bortezomit

Lymphocytes T

@

Thalidomide

NK

Figure 28 : Mécanismes d'action du thalidomide et dibbortezomib dans le cadre du traitement du
myélome multiple chez 'lhomme
(D'apres [119]).

B- Modéle de myélome multiple syngénigue et immunompétent :
injection de cellules 5T33 chez les souris KaLwRij

La souche KalLwRij est une souche de souris de baSB7BL/6,

immunocompétente, caractérisée par le développempontané d’'un myélome
multiple, pouvant atteindre une fréquence de 0.5% ans [171]. La lignée
cellulaire 5T33 est issue de la série des lignég®lomateuses de souris 5T.
Cette lignée nous a été fournie gracieusement parDr Harvey Turner
(Department of Nuclear Medicine, Fremantle Hospitavec la permission du Dr

Jiri Radl (TNO Institute). En culture, ces cellulesoissent en suspension et
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présentent un temps de doublement maximum de 25elBeuwCes cellules sont
cultivées dans du milieu RPMI 1640 (Gibco), 10% S{Ferum de Veau Foetal)
(PAA Laboratories/GE Healthcare Europe GmbH), 2 ngMitamine, 100 U/ml
pénicilline, 0,1 mg/ml streptomycine et incubées3a°’C, 5% de CQ et 95%
d’humidité. L’injection intraveineuse d’un millionde 5T33 aboutit au
développement du myélome multiple et a la mort gesris en 45 a 50 jours post
inoculation [130].

Cependant, il est important de préciser que dansnodele, les lésions de type
ostéolytiques ne sont pas rapportées, contrairendeigvolution du myélome

multiple chez 'homme Tableau XVI) [3].

Tableau XVI : Caractéristiques épidémiologiques ephénotypiques du myélome chez 'lhomme et la souris
(D’apres [171]).

Homme 5T primaire | 5T33 modéle
de souris murin
Origine spontanée Oui Oui Non
Fréguence liée a l'age Oui Oui Non
Localisation primaire a la moelle osseuse| Oui Oui Oui
Prolifération monoclonale progressive Oui Oui Oui
Lésions osseuses ostéolytiques Fréquentes | Fréquentes Absentes

Lors de I'apparition de la parésie postérieure, ¢eflules 5T33 sont détectables
dans la moelle osseuse, la rate, le foie et damssneeuds lymphatiques. La
séveérité de la parésie postérieure est directemide¢ a la sévérité de
I'infiltration de la moelle osseuse par les cellsilmyélomateuses [3].

L’avantage principal de ce modéle, outre sa conaoocg# phénotypique et
évolutive avec le myélome humain, est qu’il estg§nique et immunocompétent,

donc parfaitement adapté a I’étude de la réactromunitaire antitumorale.

C- Matériel et méthodes

L’évaluation de la potentialisation de [I'effet dea IRIT alpha grace a
I'immunostimulation du FIt3-ligand va étre conduitdans un modéle murin
syngénique et immunocompétent de myeélome multipreduit par I'injection
intraveineuse de cellules 5T33 (lignée de myélomeltiple murin) chez des

souris de souche KaLwRij. Dans un premier tempajsnoous sommes attachés a
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caractériser histologiqguement et immunohistochineigent les Iésions observées
chez les souris greffées avec des cellules 5T3GHhsDan deuxieme temps, nous
avons déterminé les effets vivo du FIt3-L que nous avons produit et nous avons
effectué des expériences de RIT alpha, utilisantamticorps anti-CD138 murin
couplé au”'®Bi, avec ou sans association avec le Flt3-L. Le @®{ou syndecan-
1) fait partie de la famille des protéoglycanes rbeamaires porteurs de chaines
héparane-sulfates. Localisé au niveau de la menbmlasmique des cellules
myélomateuses, le CD138 régit de nombreux proce&sologiques tels que les
interactions  cellule-cellule  (adhésion), celluletma@e (migration), la
prolifération et la différenciation cellulaires [18 208, 220]. Cette molécule
présente donc un réel intérét thérapeutique et @drg considérée comme une
cible pharmacologique. Afin d’identifier les popti@ns cellulaires effectrices a
I'origine de I'action antitumorale du FIt3-L dans kadre de la RIT alpha, nous
avons produit, dans un troisiéme temps, des anpic@éplétant sélectivement les
cellules NK, les lymphocytes T CD8et les lymphocytes T CDO4 Aprés avoir
évalué l'efficacité de nos protocoles de déplétionsus avons effectué une RIT
alpha avec 1€*°Bi-CD138, avec ou sans traitement avec le Flt3-Lagec des
anticorps déplétant sélectivement les principaleButes effectrices du systeme

immunitaire.

1- Caractérisation histologique et immunohistochingue des Iésions observées chez les
souris greffées avec des cellules 5T33

Afin de caractériser ces lésions, 51 souris KalLwRipnt injectées en
intraveineuse avec fade cellules 5T33. Les souris sont sacrifiées paisons
éthiques dés lors qu’elles présentent une pertpalds supérieure a 20% ou une
paralysie des membres postérieurs, réduisant leabilmé. Elles sont ensuite
autopsiées et une premiere analyse macroscopiqueéalisée. Le foie, la rate,
les reins et les nceuds lymphatiques hypertrophicaoes prélevés et fixés dans
une solution de formol 4%, tamponné a pH 7. Lesaogs sont ensuite inclus en
paraffine et les blocs obtenus sont coupés au maoone, en section de 3 um
d’épaisseur. Les sections obtenues sont colorébmde procédé décrit dans le
tableau XVII et sont ensuite observées au microscope.

Ces lames sont également utilisées pour détectprdaence de I'antigéne CD138

par immunohistochimie. Pour cela, les lames sonbr@es grace un automate
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France),

en

utilisant le systéme de révélation Ventana I-vidw. protocole utilisé est détaillé

tableau XVIII .

Tableau XVII : Coloration par 'Hemalun-Eosine-Safran (HES)

Déparaffinage : méthylcyclohexane (Prolabo, 25 3566) 2 x 10 minutes
Déparaffinage : alcool 100° (Carlo Erba, 52-9131) 2 passages
Déparaffinage : alcool 90° 1 passage
Réhydratation : alcool 85° 1 passage
Réhydratation : eau courante 1 passage
Colorer par I'hnémalun (Sigma, H3136) 5 minutes
Différenciation : alcool chlorhydrique 1 passage
Différenciation : eau courante 1 passage
Différenciation : carbonate de lithium 1 passage
Laver a l'eau courante délicatement 10 minutes
Colorer par I'éosine (Sigma, E6003) 3 minutes
Laver a l'eau courante délicatement

Déshydrater dans l'alcool 95° (Carlo Erba, 52-9131) 1 passage
Déshydrater dans l'alcool 100° (Carlo Erba, 52-9131 2 passages
Colorer par le safran (Labonord, 115-07737) 2 n@su
Rincer dans l'alcool 100° 3 passages
Eclaircir dans le méthylcyclohexane 3 passages
Monter a I'Eukitt (Shandon, 19 00 333)

Tableau XVIII : Protocole d’'IHC anti-CD138 murin

Anticorps primaire

Anticorps secondaire

Spécificité

Syndecan-1 : cellules épithéliales,
plasmocytes

Immunoglobulines de rat

Type d’anticorps | Monoclonal de rat Polyclonal de chévre biotiny
Isotype 19G2&

Clone 281-2

Référence BD Pharmingen, ref.553712 Invitrogen, ref. 629540
Dilution 1:100 1:200

2- Production du Flt3-ligand

[<]

Le FIt3-L murin sous forme soluble est produit epsteme eucaryote, afin

d’éviter toute contamination d’origine bactériennf@otamment la présence

d’endotoxines) Figure 29). Le systeme utilisé comprend des cellules CHO

(Chinese Hamster Ovary) transfectées avec le geadarmt pour le FIt3-L murin

(vecteur pKCR®6), sélectionnées par le méthotréx&es cellules sont cultivées
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dans du RPMI 1640, 10% SVF, 2 mM glutamine, 100 Updnicilline, 0,1 mg/ml
streptomycine jusqu’a 70% de confluence. Ensuitemlilieu est remplacé par du
milieu ProCHO4 et les cellules sont maintenues emviune semaine dans ce
milieu. Le surnageant de culture est ensuite récéimd filtré stérilement sur des

membranes de 0.22 um.

*

. - - | o |J-'
CHC parentales ' CHOr transfectées

TRANSFECTION (——% S —

Transtecticn par le
vecteur PROFS FIGSL

AMPLIFICATION > Sl —

Selection methotrexate Selection MTX
Snbi 10 2nhd Ly

resistantes au hTX

Selection BATX
sonhkd, 1)

Figure 29 : Production du FIt3-L en systeme eucaryoté€CHO)

a- Purification du FIt3 ligand

La purification du FIt3-L, se fait en trois étapssccessives : ultrafiltration sous
pression d’azote, passage sur une colonne échaag&'@asion puis passage sur

une colonne phase inversgigure 30).

oo

Ultrafiltration sous. Colomie echangeuse 4 anwons Colonre phase mnverse Fetrait des endotosines
pression d'azote

Figure 30 : Différentes étapes de purification du F&-L
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L'ultrafiltration sous pression d’azote du surnagede culture s’effectue grace a
une cellule de filtration frontale Amicon® de 400Lm(Stirred Cell 8400,
Millipore, Molsheim, France) pourvue d’'une membrar8® kDa (Ultracel
Ultrafiltration Disc, Millipore, Molsheim, Franceavec du tampon Tris 20 mM
pH 7.5. Le FIt3-L est quantifié par un dosage ELISnzyme-Linked Immuno-
Sorbent Assay) spécifigue (Mouse FIt3-L Duoset®, IR&ystems, Minneapolis,
USA). Pas ou tres peu de FIt3-L est détecté dassfilerats et les lavages de
concentration. Les surnageants concentrés sonteaésga -80°C en attente de
purification.

La deuxieme étape consiste en la purification saloene échangeuse d’ions
MonoQ HR 16/10 (GE Healthcare). Cette méthode deowtatographie en phase
liguide est basée sur la séparation des protéimdgnsleur charge. Le tampon
d’équilibration utilisé est du Tris 20 mM pH 7.5 B tampon d’élution, du Tris
20 mM pH 7.5 + NaCl 1 M. Un dosage ELISA spécifique FIt3-L est réalisé sur
les fractions récoltées.

La troisieme étape est constituée d'un passageusr colonne phase inverse
Nucleosil® 300-5Gg (Marcherey-Nagel, Hoerdt, France). Cette méthodsd e
basée sur la séparation des protéines selon ledropyobicité Figure 31). Un
dosage ELISA spécifique du FIt3-L est réalisé sam fractions récoltées.

L'ultime étape consiste en I'élimination des enddtes par colonne d’affinité
(Pierce © High-Capacity Endotoxin Removal Resinefinoscientific) suivie du
conditionnement stérile du FIt3-L produit. Un teste quantification des
endotoxines est ensuite réalisé, pour controle,cgré un kit de dosage
enzymatiqgue (Pierce©® LAL Chromogenic Endotoxin Qtitation Kit,

Thermoscientific).
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Figure 31 : Résultat aprés passage sur la colonneae inverse
Le pic majoritaire indique les fractions contenanElt3-L, qui seront récoltées

b- Contrdle qualité du Flt3 ligand

Le contrble de pureté du FIt3-L est réalisé selauxd méthodes. La premiére
consiste en I'utilisation d’une colonne de gel fdtion S200 (GE Healthcare) afin
d’effectuer une chromatographie et de séparer |&grmr@ntes protéines selon leur
taille (Figure 32).

ko | |
| i )
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Figure 32 : Contrdle de pureté du Flt3-L sur colonnes200

Le pic majoritaire, obtenu a 13,59 mL correspond falee majoritaire trimérique de FIt3-L. La présexiaen
épaulement (fleche) correspond a la forme monoméritg FIt3-L. Les agrégats sont présents en faildatdé
(pointe de fleche) (6%)
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La deuxieme méthode consiste en la réalisation d®DS-PAGE (Sodium
Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis2 ou 6 pg de FIt3-L
murin purifié sont déposés en condition réductraae non réductrice sur un gel

12% acrylamide Kigure 33).

st —

opg g (g 2

2ug

20

Figure 33 : Contrdle de pureté du Flt3-L par SDS-PAGE

On retrouve une protéine de poids moléculaire derdie de 60 kDa, correspondant a un
trimere de FIt3-L et 2 bandes de poids moléculaioenpris entre 20 et 25 kDa, correspondant a
2 formes de monomeére de FIt3-L avec des glycosghati différentes. En présence de RB-
mercaptoéthanol, on ne note pas d’action sur ladkeak 60 kDa, attestant de I'absence de pont

disulfure impliqué dans la formation du trimeére

3- Production des anticorps déplétants

a- Production des anticorps déplétants

Afin de déterminer quelles sont les populations immitaires responsables de
I'augmentation de survie des souris ayant recurétément par le FIt3-L, il est
envisagé d’utiliser des anticorps déplétants séleg¢anti-CD4, anti-CD8 et anti-
NK). Les caractéristiques de ces anticorps sonaitlées dans léableau XIX et
leurs conditions de culture sont détailléebleau XX. Afin de faciliter leur
purification, les hybridomes croissent en milielmsaérum ou en milieu avec du
SVF déplété en Ig de veau. Les différents hybridersent ensemencés a 50 000
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cellules/ml et cultivés jusqu’a la survenue de 96&omortalité. Le surnageant est

ensuite récolté et filtré stérilement (0.45 um)atente de purification.

Tableau XIX : Caractéristiques des anticorps déplétnts

Anticorps Isotype Cible Fournisseur

Anti-NK (PK136) | IgG2a de souris| NK1.1 muripn Hybridome ATCC (HB-191
Anti-CD4 (GK1.5) | IgG2b de rat L3T4 murin | Hybridome ATCC (TIB-207)
Anti-CD8 (2.43) IgG2b de rat Lyt2.2 murinf| Hybridome ATCC (T1B-210)

Tableau XX : Conditions de culture des hybridomes

Anticorps | Milieu de culture Conditions de culture
PK136 CD Hybridoma (Life technologies SAS, Saint- 37°C, 5% CQ, 100%
Aubin, France), 8 mM glutamine, 100 U/ml humidité

pénicilline, 0,1 mg/ml streptomycine
GK1.5 IMDM (Lonza, Béale, Suisse), 10% SVF déplété, 437°C, 5% CQ, 100%
mM glutamine, 100 U/ml pénicilline, 0,1 mg/ml | humidité

streptomycine
2.43 DMEM (Gibco), 10% SVF dépléte, 2 mM 37°C, 5% CQ, 100%
glutamine, 100 U/ml pénicilline, 0,1 mg/ml humidité

streptomycine

b- Purification des anticorps déplétants

La purification des anticorps est réalisée sur oo® de protéine G (GE
Healthcare). L’équilibration de la colonne se faitec 8 volumes (40 ml) de
tampon phosphate 20 mM, pH 7 a 3 ml/min. Le passfigsurnageant pur sur la
colonne s’effectue a 2 ml/min, ce qui permet laafion des anticorps aux
protéines G par leur partie Fc. L’élution se pragqgrace a un tampon glycine
0.1 M, pH 2.9, permettant le décrochage des pr@&giassociées aux protéines G
(Figure 34). La collection des fractions d’élution se faitmdades tubes contenant
un tampon de neutralisation (Tris-HCI 1 M, pH 9)rda base de la mesure de
I'absorbance a 280 nm. Les fractions éluées sogrogpées et subissent une
dialyse en PBS 1X sur la nuit. Aprés dialyse, ldusion d’anticorps subit une
filtration sur 0.22 um et une élimination des emmahes par colonne d’affinité

dont I'efficacité est attestée par un dosage d’d¢oxime.
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Figure 34 : Profils d’élution des anticorps déplétarg

Le pic majoritaire indique les fractions contenast &nticorps, qui seront récoltées

Le contréle de pureté des anticorps est effectuepassage sur une colonne de

gel filtration S200 Figure 35).
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Figure 35 : Controle de pureté des anticorps dépléts
Le pic majoritaire témoigne de la pureté des antea@btenus.
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c- Cytométrie sur leucocytes et splénocytes

L'efficacité des déplétions sélectives est évalupar cytométrie sur les
leucocytes du sang et de la rate (n=3 souris pdwagae lot : souris témoins et
souris injectées avec chacun des anticorps dépigtabe méme, I'effet du FIt3-
L sur les différentes populations cellulaires (lymogytes T CD4, lymphocytes T

CD8", DC et NK) est documenté par cytométrie sur lascheytes du sang et de
la rate (n=3 souris pour chaque lot : souris témsomon greffées, souris témoins
non greffées traitées par le FIt3-L, souris greffémvec des cellules 5T33 et
souris greffées avec des cellules 5T33 et traitgas le FIt3-L). Les anticorps

utilisés sont détaillés dans tableau XXI.

Tableau XXI : Caractéristiques des anticorps utili€s en cytométrie de flux

Anticorps Clone Fluorochrome Fournisseur
Anti-CDA45 (rat anti-souris) 30-F11 PerCP-Cyanine 5.5 eBioscience, Paris
Anti-CD3 (rat anti-souris) 145-2C11 | FITC eBioscience, Paris
Anti-CD8 (rat anti-souris) 53-67 APC- eFluor® 780 eBioscience, Par|s
Anti-CD4 (rat anti-souris) RM4-5 PE-Cyanine 7 eBioscience, Paris
Anti-CD11c (rat anti-souris) N418 eFluor® 660 eBioscience, Paris
Anti-NK1.1 (souris anti-souris) PE eBioscience, Paris

4- Préparation de I'anticorps anti-CD138

Le matériel et méthodes concernant I'obtention’tfBi et couplage a I'anticorps
a déja été décrit dans la premiere partie de ceaitala fixation d’'un agent
chélatant sur I’anticorps peut cependant, dansatestcas, modifier son affinité.
L'immunoréactivité de I'anticorps anti-CD138 muroouplé au CHX-A”-DTPA
est évaluée par cytométrie en flux sur la ligné83Rprés marquage des cellules
par I'anticorps anti-CD138 natif ou couplé et par anticorps secondaire anti-lg
de rat. La mesure de la médiane de fluorescencéorntion d’'une gamme de
concentration d’anticorps natif ou couplé est dikéai ci-apres Figure 36). La
cytométrie en flux ne constitue pas en elle-méme technique de mesure de
fixation de I'anticorps, cependant, les résultatuypent étre représentés par un
modele de régression non linéaire de type « onedibm site ». Ce type de
régression permet d’'accéder a une valeur appardetd’affinité et permet de

comparer un méme anticorps, sous sa forme nativsoes sa forme couplée. Les
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constantes de dissociation (Kd) apparentes sonnédme ordre de grandeur pour
I'anticorps natif (5 x 16° et I'anticorps couplé (9.2 x 18). Ce test simple et
rapide permet d’évaluer I'impact global du marquade |'anticorps sur son
immunoréactivité. Bien que les constantes de disgtan apparentes soient du
méme ordre de grandeur, les niveaux de fixation imake difféerent. La

modification de l'anticorps suite a la fixation daé& peut avoir entrainé des
modifications de certains épitopes reconnus pamtirps secondaire couplé a la

fluorescéine (FITC), utilisé pour la révélation.
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Figure 36: Estimation de I'immunoréactivité de I'anticorps natif comparé a I'anticorps couplé

Etude en cytométrie de flux sur la lignée 5T33 awes ebncentrations croissantes en anticorps scst feome
native (5T33-mCD138 com), soit couplé au CHX-A"-DAR5T33-mCD138 com CHX) (détection par un
anticorps secondaire anti-rat couplé au FITC)

5- Protocole de RIT alpha t©Bi-CD138) associée au traitement par le Flt3-ligand

L’effet du FIt3-L lors de la RITa avec l'anticorps anti-CD138 murin dans le
modeéle KaLwRij est déterminé par l'injection IP d& pg de FIt3-L par souris et
par jour pendant 10 jours, a compter du jour de RHEI. Le protocole de

traitement est détaillégure 37.

nunm

JO areffe de 5TZ1C° IV J10 RIT IV+ FIt3L IP (15 pg/souris/jour) pendel0 jours (J1-J1€)

P

v

Figure 37 : Protocole d’administration du Flt3-L
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6- Protocole de RIT alpha t*3Bi-CD138) associée au traitement par le Flt3-liganet &
I'administration d’anticorps déplétants

Les anticorps anti-CD8 et anti-CD4 sont administtéss les 5 jours en IP, a
raison de 0.5 mg/souris/injection a J8, J13, J1® rdprésentant le jour de la
greffe). L'anticorps anti-NK est administré égalemdous les 5 jours en IP, a
raison de 0.2 mg/souris/injection aux mémes tenpes.protocole a été établi a
partir de la littérature faisant état d’une repagtidn NK, CD8 et CD4 en 7 jours
chez les souris KaLwRiJ aprées déplétion [4]. Le tpomle de RIT est défini

comme tel : & JO les souris sont greffées en irgirmause avec focellules 5T33,

la RIT est effectuée a J10 et les souris recoiveaton les lots, un traitement par
le FIt3-L de J10 a J19 et des déplétions sélectereNK, CD8 ou CD4 a J8, J13

PK 136 (Anti-NK)

et J18 Figure 38).

2.43 (Anti-CDE) % 3
il — m — E . Etude de survie
Hj b )

GEL.5 (Ant-CD4)

J10 RIT IV + FIt3L IP (15 pg/souris/jour) pendantjbQrs (J10-J19)

| l\lHHHH

‘ A ‘ A A

v

JO greffe de 5T33 fav Déplétions sélectives (anti-NK, anti-CD8,anti-CD4B, J13 et J18

Figure 38 : Protocole de RIT*®Bi-CD138 (activité injectée de 3.7 MBq) couplée auképlétions sélectives
et au FIt3-L
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7- Analyses statistiques

Les analyses de survie sont réalisées selon la awéthde Kaplan-Meier et

comparées par le test du log-rank. La comparaisss \dariables quantitatives est
effectuée par un test de Student non apparié bdhtées valeurs de p<0.05 sont
considérées comme significatives. Les analysedstiqties sont réalisées avec le

logiciel Prism (GraphPad Software, San Diego, CA).

D- Résultats

1- Phénotype clinique du modele murin de greffe deellules 5T33 dans les souris
KaLwRij

a- Localisation des cellules tumorales

Dans ce modéle, les cellules tumorales myélomateuS&€33 se localisent
préférentiellement dans la moelle osseuse, ou ekesplacent les cellules de la
moelle osseuse hématopoiétique, dans la rate,ikedbles nceuds lymphatiques.
Il est également noté I'absence de Iésions ossedsetype ostéolytiqueHigure
39).

Figure 39 : Radiographie témoignant de I'absence d&téolyse dans le modele murin 5T33
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b. Lésions macroscopiques observées

Lors de la survenue de la paralysie postérieureatbihle, les souris sont
sacrifiées pour raison éthique. Elles sont alorstématiguement autopsiées. Les
lésions macroscopiques les plus frequemment reméestsont :

- une splénomégalie,

- une hépatomégalie,

- un envahissement tumoral des nceuds lymphatiqueatigues (droit et/ou
gauche),

- un envahissement tumoral des nceuds lymphatiguedorainaux (lombo-
aortiques et iliaques),

- un envahissement tumoral des nceuds lymphatiquésliiastinaux, rénaux,
subiliaques, mandibulaires et axillaires,

- et un envahissement tumoral des ovaires (drddwegauche) Tableau XXII).

Tableau XXII : Lésions macroscopiques observées

Splénomégalie (rate
témoin en haut)

Hépatomeégalie (foie
témoin a gauche)

Envahissement

tumoral du nceud
lymphatique sciatique
droit

Envahissement
tumoral des nceuds
lymphatiques
abdominaux et rénau
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Envahissement
tumoral des nceuds
lymphatiques
abdominaux

Envahissement
tumoral des nceuds
lymphatiques
meédiastinaux

Envahissement
tumoral de I'ovaire
gauche

Figure 40 : Incidence des lésions macroscopiques ebges (n=51 souris)
(ALS : Absence de Lésion Significative)
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La figure 40 détaille I'incidence des Iésions observées seleur llocalisation,
confirmant la localisation préférentielle dans late et les nceuds lymphatiques

lomboaortiques et sciatiques.

c- Lésions histologiques observées

Les lésions histologiques observées consistent rea iafiltration diffuse de la
pulpe rouge de la rate par les 5T33, a l'originaurd® splénomégalie et une
infiltration majoritairement périvasculaire du foiea [I'origine d’une
hépatomégalie. La présence de 5T33 dans la ratetr@ioement a I'absence de
cellules myélomateuses dans la rate humaine lorsvalution de myélome
multiple, peut s’expliquer par le réle hématopoiéte secondaire de la rate des
rongeurs. Nous avons observé également une infittnapar les 5T33 des nceuds
lymphatiques, de la médullaire osseuse des fémursles ischions, du canal
médullaire nerveux, du muscle (notamment des fes}jae I'ovaire, du pancréas
et des méninges. Les racines nerveuses (notammant ndrf sciatique)

apparaissent comprimées par les cellules tumorales.

Afin de mieux visualiser les cellules tumorales,eurmmunohistochimie (IHC)
avec un anticorps anti-CD138 murin a été réaliseab(eau XXIII ).

Avant injection aux souris par intraveineuse, nav®ns vérifié que les cellules
5T33 exprimaient fortement le CD13&igure 41) (anticorps anti-CD138 murin,
BD biosciences, France).

Les cellules tumorales infiltrant la rate, le foikespace médullaire osseux, le
canal rachidien, les noeuds lymphatiques, I'ovaiee pancréas et les méninges
sont positives a I'immunohistochimie anti-CD138. Ibearquage positif sur les
hépatocytes est attribuable a I'expression du CDa3&iveau des microvillosités

de la membrane basale des hépatocytes, faisantdfdespace de Disse [199].
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Figure 41 : Vérification de I'expression du CD138 mirin sur les cellules 5T33 avant injection aux sousi
(A) 5T33 incubées avec l'anticorps secondaire s@ll,5T33 incubées avec le CD138 murin et 'anfisor
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Tableau XXIII : Caractérisation histopathologique e immunohistochimique du modéle 5T33
(x200, barre = 100 um)

al

Organe HES IHC anti

CD138 HES (tissu sain IHC antiCD138 (tissu sain
Rate ; —1F T T

Foie

Infiltration
médullaire
fémorale
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Organe IHC antiCD138 (tissu sain)
Infiltration I TN A : . i r = P S
intramusculaire |§& oA A o T e : ¥ 3 ;

NL sciatique

Ovaire
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IHC antiCD138 (tissu sam)

HES (tissu sain)

Organe IHC anti CD138

Pancréas

Méninges

Envahissement|
du canal
rachidien
d’'une vertebre
lombaire
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2- Contréle des propriétés fonctionnelles du Flt3gand

a- Controle de I'efficacitén vitro du FIt3-L

Les cellules Oci-AML5 (DSMZ-ACC 247, Leibniz Instt Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen) sont une léggnde cellules humaines de
leucémie myéloide. La croissance de ces derniesesl@endante de la présence
de FIt3-L dans le milieu de culture. Ce phénomenedwonc étre exploité afin de
tester la fonctionnalité du FIt3-L. Le test de foiomnalité du FIt3-L est effectué
par un test de prolifération de la lignée Oci-AML&prés sevrage par
incorporation de thymidine tritiée aprés 66h d’ibation a 37°C et 5% de GO
Des gammes de FIt3-L murin purifié (obtenu suited#férents cycles de
production) et de FIt3-L humain commercial (témopositif) sont réalisées
(Figure 42). Ce test montre que le Flt3-ligand produit esmparable au FIt3-L

commercial et peut donc étre utilisé dans nos eepees.

3000

2500 —

2004
// =#=FLT3L commercial humain
1500 A == FLT3L (2008)

—s— FLT3L (2008)
—— FLTAL (2010}
m——FLT3L (2011}

cpm

1004

500

o 5 10 15 20 25
Concentration an FL3-L (ng/mlL)

Figure 42 : Résultat du test d’efficacité du FIt3-Lin vitro : test de prolifération cellulaire en thymidine
tritiée
Plusieurs lots de FIt3-L ont été testés (2008, 22020 et 2011)
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b- Controle de I'efficacitén vivo du FIt3-L

Effet du FIt3-L sur le poids de la rate

L’administration de FIt3-L est a l'origine d’une gmmentation statistiquement
significative du poids de la rate (166.67+£20.82 pwur les souris témoins+FIt3L
contre 73.3+x5.8 mg pour les souris témoins (soie wmugmentation de 127%,
p=0.0017) et 166.67 +11.5 mg chez les souris geff6T33+FIt3L contre 86.67
+11.55 mg pour les souris greffées 5T33 (soit uneymentation de 90%,
p=0.0011)) Figure 43). Aucune différence n’est notée entre le poids dates
des souris témoins et le poids des rates des sareffées avec des cellules

5T33.

Poids rate

200~ l Ers I I . |

Figure 43 : Effet du Flt3-L sur le poids de la rate €n mg selon les conditions)

Effet du Flt3-ligand sur les lymphocytes sanguinspééniques

L’administration de FIt3-L est a l'origine d’une minution du pourcentage de
lymphocytes CD24 dans le sang pour les souris témoins+FIt3-L (p800 et
pour les souris greffées 5T33+FIt3-L (p=0.0008) papport aux souris témoins
non greffées avec les 5T33 et non traitées ave&lIt8-L. Cependant aucune
différence n’est notée entre les souris témoindest souris greffées 5T33 non
traitées par le FIt3-L. Le FIt3-L concourrait doada diminution du pourcentage

de lymphocytes CD% dans le sang. L’administration de FIt3-L ne modifi
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aucunement le pourcentage de lymphocytes Ciéns le sang, quelles que soient
les conditions (souris témoins ou grefféeB)gures 44 et 4.

CD4 (sang) CD8 (sang)

204
20

wRR

% CDd5+
% CD45+

Figure 44 : Effet du FIt3-L sur les lymphocytes sanguas
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Figure 45 : Influence du FIt3-L sur les lymphocytes Tdu sang (en pourcentage des cellules CD3
L’administration de FIt3-L semble diminuer le pourage de lymphocytes CD4nais n'a aucun effet sur le
pourcentage des lymphocytes C#ns le sang
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L’administration de FIt3-L n’influence pas le po@mtage de lymphocytes CD4
ou CD8 dans la rate, quelles que soient les conditionsuiis témoins ou
greffées, avec ou sans traitement par le FIt3HigQre 46). Nous ne retrouvons
pas I'effet de la diminution du pourcentage des pyracytes CD24 observé dans
le sang suite a 'administration de FIt3-L. Cepengdanous confirmons I'absence

d’effet du FIt3-L sur les lymphocytes CD@8le la rate.

CD4 (rate) CD8 (rate)
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Figure 46 : Effet du Flt3-L sur les lymphocytes spléigues

Effet du Flt3-ligand sur les DC et NK sanguinesm@éniques

L’administration de FIt3-L est a l'origine d’'une gmnentation statistiguement
significative du pourcentage de DC CDI1ldans le sang (x4 pour les souris
témoins+FIt3-L par rapport aux souris témoins (0L9) et x5 pour les souris
greffées 5T33+FIt3-L par rapport aux souris grefé&T33 (p<0.0001)).
Cependant, aucune différence significative n’estéeoentre les témoins et les
souris greffées 5T33 non traitées par le FIt3-L.

Une augmentation plus modeste du pourcentage désle® NK NK1.1" est
également notée suite au traitement par le FIt3x¥1.3 pour les souris
témoins+FIt3-L par rapport aux souris témoins (B8Y.7) et x3 pour et les souris
greffées 5T33+FIt3-L par rapport aux souris grefféer33 (p=0.0010))Kigure
47 et 49. De plus il est constaté une augmentation du peatage des cellules
NK due a la greffe des cellules 5T33 (x1.8 entre $@uris témoins+FIt3-L et les
souris 5T33+FIt3-L (p=0.0059)). Cette augmentatidast pas constatée chez les

souris greffées par rapport aux souris témoins.ugraentation du pourcentage
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des cellules NK chez les souris 5T33+FIt3-L résudienc de la conjonction de
deux phénomenes : la greffe des cellules 5T33adrinistration de FIt3-L.

CD11c (sang) NK1.1 (sang)
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Figure 47 : Influence du traitement au FIt3-L sur lesDC et les NK du sang
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Figure 48 : Influence du FIt3-L sur les DC (CDllE) et les cellules NK (NKl.I) du sang (pourcentage des cellules CDJZ)S

L’administration de Flt3-L est a I'origine d’uneg@mentation statistiquement significative du poutaga de DC CD1Tadans le sang

L'augmentation marquée du pourcentage des celNkschez les souris 5T33+FIt3-L résulte de la confmm de deux phénoménes : la greffe des celluled3 et
I'administration de FIt3-L.
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De méme, il est noté une augmentation statistigugmsignificative du
pourcentage de DC CD1l1dans la rate (x4.8 pour les souris témoins+FItBdr
rapport aux souris témoins (p=0.0002) et x5.1 ptes souris greffées 5T33+
FIt3-L par rapport aux souris greffées 5T33 (p=@OY. Cependant, aucune
différence significative n’est notée entre les seuémoins et les souris greffées
5T33.

Une augmentation plus modeste du pourcentage désles NK NK1.1" est
également noté (x1.6 pour les souris témoins+FIt®dr rapport aux souris
témoins (p=0.0032) et x2.3 pour les souris greffé@83+FIt3-L par rapport aux
souris grefféees 5T33 (p=0.0027)Ffigures 49 et 50. Contrairement aux cellules
NK du sang, cette augmentation est également codestahez les souris greffées
par rapport aux souris témoin (p=0.0334). Nous aomdéns donc ici, sur les DC

et NK de la rate, les résultats obtenus dans pesidC et NK du sang.
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Figure 49 : Influence du traitement au FIt3-L sur lesDC et les NK de la rate
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Figure 50 : Effet du FIt3-L sur les DC (CDllé) et les cellules NK (NKl.i) de la rate (pourcentage des cellules CDJ&}S

L'administration de Flt3-L est a I'origine d’unegmentation statistiquement significative du poutaga de DC CD1Tcet d’'une augmentation plus modeste du pourcentage
des cellules NK NK1.1dans la rate.
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3- Vérification des déplétions sélectives

Afin de vérifier que les protocoles de déplétionnsovalides, les anticorps
déplétants sont injectés conformément au protoqukcédemment décrit sur 3
souris KaLwRij/lot (témoin, déplétion NK, déplétiodD4, déplétion CD8). A la
fin du protocole, les souris sont sacrifiées et @tsdes de cytométrie de flux
sont réalisées sur le sang et la rate. Il appaga#é les protocoles de déplétions

sont satisfaisants et sélectifSigures 46, 47 et 48

180



a-Veérification de la déplétion NK

3éme

partie : Radioimmunothérapie et immunomodulation

Témoin (sang)

NK1.1

101 102 103 104 105

CD3

Déplétion NK (sang)

10
10

10

N W A o

NK1.1

10
10

1f.!l1 102 103 104 105

CD3

NK1.1

Témoin (rate)

10
10
10°
2
10
10"
10" 10° 10
CD3

10

NK1.1

Bton NK (rate)

Figure 51 : Evaluation de I'efficacité de I'anticops anti-NK sur les cellules NK du sang et de la rat(en pourcentage des cellules CD%5

Suite a I'administration d’anticorps anti-NK, lapdation NK est diminuée de 96,5% dans le sang &5J5% dans la rate

b-Vérification de la déplétion CD4
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Figure 52 : Evaluation de I'efficacité de I'anticops anti-CD4 sur les lymphocytes du sang et de latea(en pourcentage des cellules CDJ3
Suite a 'administration d’anticorps anti-CD4, lagulation de lymphocytes CD4st diminuée de 98% dans le sang et de 99% daatla
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c- Vérification de la déplétion CD8
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Figure 53 : Evaluation de I'efficacité de I'anticops anti-CD8 sur les lymphocytes du sang et de latea(en pourcentage des cellules CD3
Suite a 'administration d’anticorps anti-CD8, lagulation de lymphocytes CD@&st diminuée de 97% dans le sang et de 98% daatla
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4- Association de la RIT alpha {*3Bi-CD138) et du FIt3-L dans ce modéle

Suite aux travauxn vitro de Supiot portant sur I'efficacité de la Rl (anti-
CD138 humain couplé ad'*Bi) sur des cellules de myélome humain U266,
Chérel et coll. ont développé un protocole de RIT du myélome npl#tisur le
modéle KaLwRij, utilisant I'anticorps anti-CD138 min couplé au?'*Bi [39,
200]. Dans cette étude, il est noté une augmentastatistiquement significative
de la médiane de survie chez les souris traitéesc dtanticorps anti-CD138
couplé au?**Bi par rapport aux souris témoins ou traitées auacanticorps non
spécifique, couplé att®Bi [39].

La preuve de l'efficacité de la RIT alpha sur le dete de myélome multiple
5T33 & l'aide d’'un anti-CD138 murin couplé &&’Bi ayant été apportée [39],
nous nous sommes attachés a évaluer I'efficacitéadRIT en lui adjoignant un
traitement par le FIt3-L. L’administration de FIt3-augmente de fagon
statistiquement significative la médiane de surviele ce soit chez les souris
témoins ou chez les souris ayant recu I'anticorps-&€D138%!°Bi aux activités
injectées de 1.85 et 3.7 MBérigure 54).
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Figure 54 : Etude de I'effet du FIt3-L couplé a la RT a anti-CD138%Bi sur la survie des souris
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Les souris traitées par le FIt3-L seul ont une rmaéeéi de survie augmentée de
50% par rapport aux souris témoins. Les souristées avec une activité de 1.85
MBq et avec le FIt3-L ont une médiane de survie lWlée par rapport aux souris
traitées uniqguement par RIT a une activité de IMBBg. La médiane de survie

n'est pas déterminée pour les souris traitées anaecactivité de 3.7 MBq et avec
le FIt3-L alors qu’elle est de 78 jours pour lesuss traitées avec une activité de
3.7 MBq sans FIt3-L. Pour la suite de cette étudeus emploierons donc une
activité injectée de 3.7 MBq, efficace dans ce nled6T33 et non toxique,

comme démontré dans la premiere partie de ce travai

5- Détermination des populations immunitaires implguées

a- Ré-administration

La courbe de survie avant ré-administration montedficacité statistiguement
significative de la RITa (p<0.0001) et de l'association RIT alpha et le3Flt
(p<0.0001) sur la médiane de survie des soufigyre 55).

100
@ —— PBS (n=33)
> : il
5 804 == RIT (n=486)
m a4, 1 =
2 e
e B0= I3 —
& "
£ 40- .
m *k%k
E *k%
3 20
o _ _
E 1 ] I ] 1
0 20 40 60 80 100
Jours aprés greffe
PBS RIT
MS (j) | 43 66.5

Figure 55 : Pourcentage de survie des souris avanrd4administration
Modéle de myélome multiple sur souris KaLwRij ayanbit une RITa anti-CD138-***Bi (activité injectée de
3.7 MBq).
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Afin de déterminer si les souris ayant survécu RIa& aprés greffe de 5T33 ont
développé une réponse immunitaire de type mémoinéesau traitement par le
FIt3-L, une ré-administration de cellules 5T33 ah dst réitérée, 90 jours apres
la RIT. Il est & noter que 9% des souris grefféessmon traitées survivent.
Cependant, suite a la réinjection de 5T33 en IV l&sr souris ayant survécu aux
expériences précédentes, les souris traitées dassdciation RITa + FIt3-L ont
une médiane de survie inférieure aux souris témdqprs0.0463) et traitées par
RIT a seule (p=0.0188)Higure 56).
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Figure 56 : Pourcentage de survie des souris survirges aprés ré-administration de 5T33 en IV

La médiane de survie dans ce groupe est de 43 joswg équivalente a la

médiane de survie chez les souris témoins lorsadprémiére injection de 5T33.
Aucune réponse immunitaire de type mémoire n'a dpnctre mise en évidence.
Il apparait donc que l'augmentation de survie desirs traitées avec la RIT
combinée au FIt3-L ne soit pas dépendante d'un miéoae impliqguant les

lymphocytes mémoires de type CD8. A noter égalemmung les souris témoins
ayant survécu a la premiere injection de 5T33 tésiségalement a une deuxiéme
injection de 5T33. Ces souris présentent vraisetlelment une résistance a la

greffe des cellules 5T33, dont le support est inaon
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b- Effet des déplétions sélectives et du Flt3-Llayprogression du myélome multiple

Les déplétions sélectives ne modifient pas la pesgron du myélome multiple et
la survie des souris par rapport aux souris témogneelle que soit la population
cellulaire déplétéeRigure 57).
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Figure 57 : Pourcentage de survie des souris gref@avec 5T33 et sélectivement déplétées

L’adjonction de FIt3-L aux déplétions sélectives medifie pas la progression du
myélome multiple et la survie des souris par rappaux souris témoins non

déplétées, quelle que soit la population celluladéplétée Figure 58).
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Figure 58 : Pourcentage de survie des souris gref@avec 5T33, traitées au Flt3-L et sélectivement
déplétées
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Cependant, l'administration de FIt3-L augmente deanmre statistiqguement

significative la survie des souris greffées cheg $muris témoins non déplétées
(p=0.0420), chez les souris déplétées en NK (p=0602et en CD4 (p=0.0494)

mais pas chez les souris déplétées en CBgures 59, 60, 61 et 62
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Figure 59 : Pourcentage de survie des souris greffeavec 5T33, traitées au Flt3-L non déplétées
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Figure 60 : Pourcentage de survie des souris greff@avec 5T33, traitées au Flt3-L et sélectivement
déplétées en NK
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Figure 61 : Pourcentage de survie des souris greff@avec 5T33, traitées au FIt3-L et sélectivement
déplétées en CD8

100+
2
-
5 80+
E —— Anti CD4 (n=10)
9 60 -2~ Anti CD4 + FIt3L (n=10)
£ 40-
L)
o
a )= RRRY
a | feesass
G L] L] i ||
20 40 &0 80
Jours aprés greffe
Anti-CD4 | Anti-CD4+FIt3-L
MS () 39.5 51

Figure 62 : Pourcentage de survie des souris greff@avec 5T33, traitées au Flt3-L et sélectivement
déplétées en CD4

L'expérience consistant & évaluer I'efficacité de RIT o anti-CD1382'°Bj,
associée ou non au traitement par le FIt3-L, etltez des souris greffées par les
cellules 5T33 et sélectivement déplétées en cedlINK ou en lymphocytes CD4
ou CD8 est actuellement en cours. Elle ne figuread@as dans ce manuscrit,

mais les premiers résultats seront communiquéssoldenance.
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E- Discussion

Dans un premier temps, nous avons réalisé une t@maation macroscopique,
histologiqgue et immunohistochimiqgue du modele murisyngénique et
immunocompétent de myélome multiple, consistant Iénjection de cellules
5T33 en intraveineuse chez des souris KaLwRiJ. l&sons macroscopiques
siegent essentiellement dans la rate, le foie, l@elhe osseuse et les nceuds
lymphatiques et plus rarement dans les ovaireseepdncréas. Chez I'homme,
I'incidence de formes extramédullaires du myélomeltiple est de 7 a 18% au
diagnostic et atteint 20% au moment d’une récidj2&]. Cependant, des études
rétrospectives portant sur des autopsies de pa&tiatieints de myélome multiple
rapportent une incidence de 70% de localisationstraawédullaires,
principalement au niveau des tissus mous proches ake infiltrés (vertebres,
crane, cOtes, sternum, bassin), de la peau, du, fdee la rate, des noeuds
lymphatiques, du systeme nerveux central et du f[@ih 163]. La localisation
ovarienne est rare, quoique reportée dans 4 ca8,[282]. Plus I'’évolution du
myeélome multiple est longue, plus I'incidence desdlisations extramédullaires
augmente. Des expériences de bioluminescence, ades cellules 5T33
exprimant la luciférase, ont permis de montrer lmealisation préférentielle des
cellules myélomateuses au niveau des os du bassifiofigine de la parésie
postérieure) et des os du crane [39].

Pour des raisons économiques, nous avons choigirdéuire le FIt3-L. Afin de
pouvoir l'utiliser en pleine connaissance dans eapérimentations, nous avons
testé, dans un second temps, ses fonctionnalités vitro et in vivo.
L’augmentation du poids de la rate suite a I'admtnation du FIt3-L chez la
souris est en accord avec les données de la Iittéga rapportant une
splénomégalie marquée associée a une augmentataoqude de I’hématopoiese
extramédullaire dans la rate de souris suite ariadstration de FIt3-L [192]. De
méme, une splénomégalie est également associémdanment par le FIt3-L chez
I’lhomme, objectivée par une augmentation du voludeela rate comprise entre
13 et 84% [133]. L’augmentation observée du poutaga de DC et de NK dans
la rate et le sang est en accord avec les résutdtattsnus chez I'"homme. En effet,

I’équipe de Marroquin reporte une augmentation D& CD11" dans le sang des
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patients aprés injection de FIt3-L (x19 pour uniteenent de 25 ug/kg pendant 14
jours) [133].

De nombreuses études se sont attachées a démoldreble des cellules
immunitaires dans le cadre d’'une augmentation deisusuite au traitement avec
le FIt3-L. Cependant, il apparait que les résultapparaissent contradictoires et
dépendent du modeéle animal utilisé.

En ce qui concerne l'implication des lymphocytes &Ddans le mécanisme
d’action du FIt3-L, une étude de Lynadt coll. portant sur des fibrosarcomes
induits au méthylchloranthrene, montre que I'effattitumoral du FIt3-L passe
par une réponse T cytotoxique [128]. Merad démonti@ns son étude, la
résistance des souris survivantes a une re-admatieh de cellules tumorales
dans un modele de mélanome murin B16 [143]. Cepehdlaest fait mention
dans cette étude d’une stimulation des souris pes #SS (séquences ADN
contenant des Tlots CpG capables d’activer les DC se liant a des TLR
spécifiques). L’hypothése émise par Merad est dque le FIt3-L stimulerait la
prolifération de DC immatures et que les ISS petma@ént la maturation de ces
DC. Cependant, nous constatons qu'aucune sourigtay@vécu a une premiere
RIT alpha (anti-CD138*®Bi) ne survit & une deuxiéme injection intraveineuwse
cellules 5T33. Il n’y aurait donc pas d’inductiofetfet mémoire lors de la RIk
anti-CD1382'*Bi associée au FIt3-L chez les souris greffées e cellules
5T33. L’augmentation de survie observée lors desdiation RIT+FIt3-L ne
serait donc pas liée a I'induction d’'une réponsé&tamorale de type CD8.

L’étude de Merad démontre que 40% des souris dépken CD%4succombent a
I'invasion tumorale [143].A contrario, nous observons dans notre étude que la
déplétion en CDZ associée a une RIT et au FIt3L aboutit & une augdateon
marquée de la survie des souris (résultats prélames a confirmer). Notre
hypothése est que I'effet bénéfique de la dépléganCD4 serait imputable a la
déplétion des lymphocytes T régulateurs (Tregs)nnas pour contribuer au
détournement de la réponse immunitaire locale. Ugsmphocytes Tregs
(CD4"CD25'Foxp3’) représentent 5 a 10% des lymphocytes CDrhez les
rongeurs. lls sécrétent du T@GFcapable d’inhiber directement les fonctions
effectrices des cellules NK (sécrétion d’'lifFNet cytolyse) et de diminuer
I'expression des récepteurs NKG2D (récepteur atéup) a la surface des
cellules NK [79]. Des études ont montré que I''ddtion d’anticorps anti-CD25
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sur des modéles murins portant des tumeurs augmanmtmunité dépendante des
lymphocytes T et la réponse a des thérapies utitiskes DC [161]. Il a de plus
été démontré que [I'administration d’anticorps a@25 augmente la
prolifération et le potentiel cytotoxique des ceds NK [79] et permet la
régression tumoralén vivo de certains types tumoraux [161]. Cependant, la
déplétion utilisant un anticorps anti-CD25 peut kegaent affecter d’autres
cellules immunitaires CDZ5 (lymphocytes T, lymphocytes B); des études
complémentaires sont donc nécessaires pour optimdea utilisation. De plus,
les Tregs semblent contribuer a la dysfonction imnaire lors du
développement du myélome [25]. Cette étude rappame surexpression de
Foxp3 (x6 par rapport aux témoins) par les celluheédullaires dans 72% des
patients a myélome multiple.

Nos hypothéses s’orientent donc vers un rdle des dvdiks I'effet du FIt3-L et
sont étayées par plusieurs études. Fernandez eerSdécrivent, dans une étude
concernant le mésothéliome [68] et le carcinomermmahumain [193], un effet
antitumoral du FIt3-L. Cet effet est abrogé lors thaitement préalable des
animaux par des anticorps anti-NK. Ce résultat eetvidence le réle important
des cellules NK dans la médiation de I'effet antitaral du FIt3-L dans ces
modeles. Chen décrit également I'effet antitumodal FIt3-L chez des souris
immunocompétentes greffées avec des cellules deceratmammaire murin
syngénique (C3L5). Cependant, aucune de ces soerisurvit a la réinjection de
cellules C3L5, 4 semaines apres la premiere grg38y. C’est également ce que
nous constatons avec la lignée 5T33. Nous avonsstadé& précédemment que
I’adjonction de FIt3-L chez des souris greffées megtait le pourcentage de
cellules NK dans le sang et la rate. L’hypotheseemee est donc I'implication de
ces cellules NK dans l'augmentation de survie cHeg souris traitées avec
I'association RIT et FIt3-L.
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llI- Conclusions de la troisieme partie

L’adjonction de FIt3-L & la RITa anti-CD1382'*Bi dans un modéle syngénique
immunocompétent de myélome multiple augmente sigatfvement la survie des
souris traitées. La question de l'identification kkeou des cellules immunitaires
responsables de ce bénéfice thérapeutique se heseexpériences de réinjection
de cellules 5T33 chez des souris ayant survécu & premiéere injection suivie
d’'une RIT o (associée ou non au FIt3-L), n'ont pas permis ddtne en évidence
un effet mémoire. Les déplétions sélectives sur sk@sris greffées, en I'absence
de RIT, n'ont aucun effet sur la progression du toyge. L’adjonction de FIt3-L
augmente significativement la survie chez les s®udmoins non déplétées et
chez les souris déplétées en cellules NK et en lymeptes CD4.

Les résultats a venir concernant I’évaluation dé&jld associée ou non au FIt3-L
sur des souris greffées sélectivement déplétéesmetgront de mettre en
evidence la ou les populations impliguées dans diaantation de survie des

souris traitées avec la RIld associée au FIt3-L.
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Conclusion génerale

Durant ce travail de these, nous nous sommes adtach mettre en exergue
I'intérét de la RITo au ?*Bi et a valoriser cette nouvelle approche en tamé g
thérapie anticancéreuse. La premiére partie de enatravail a porté sur
I’évaluation de la toxicité d’'une administrationtiaveineuse dé'*Bi couplé a la
BSA. Ceci nous a permis de définir une activitéeictfe de*°Bi acceptable chez
la souris : 3.7 MBg. En termes de survie, cettedétuévéle une mort prématurée
de I'ensemble des souris injectées avec une aétitit.1 MBg. Ce fort taux de
mortalité peut étre attribué a une toxicité, entmardier liee a une dysfonction
hépatique, toutes ces souris présentant une aug@tient de [|'activité
plasmatique des transaminases avant leur mort.jécimon intraveineuse de BSA
couplée al?'®Bi occasionne également une certaine toxicité réredcondaire a
long terme a I'activité injectée de 7.4 MBq. Lesusig injectées avec une activité
de 3.7 MBq ne présentent, en revanche, ni toxibié@atique, ni toxicité rénale,
ni toxicité hématologique irréversible. Au vu desntées de survie, de poids
corporel, de biochimie et d’histologie sur un loteyme, il apparait qu'une RIT
avec le?'®Bi est concevable, chez la souris, a une actiwijédtée de 3.7 MBq.

La deuxieme partie de ce travail a consisté endlaation d’'une RITa utilisant
le 213Bi et ciblant les cellules endothéliales tumorales. ciblage vasculaire en
RIT a permet de s’affranchir des problémes rencontréscaurs de thérapies
classiques :

- résistance aux chimiothérapies (génome stablecedsles endothéliales, moins
sujettes aux mécanismes d’échappement),

- biodistribution tumorale adaptée & la courte pde du®*®Bi (45,6 minutes),

- acces facile des cellules endothéliales par waieguine,

- hétérogénéité antigénique tumorale.

L’étude immunohistochimique portant sur différemterquages vasculaires met
en évidence I'hétérogénéité antigénique de I'endbithm vasculaire, dépendant a
la fois du type de vaisseaux (artere, veine ou Itaipe) et de la nature du tissu
vascularisé (tissu normal ou tissu tumoral). Le @D&st fortement exprimé par

tous les types de vaisseaux (artére, veine et lkAp) dans la plupart des
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organes examinés. Au sein des tissus tumoraux, quel soit le type tumoral
(cancer du colon MC38, myélome multiple 5T33 ou candu sein MDAMB468),
le CD31 marque tous les types de vaisseaux avecni@me intensité, que ces
derniers soient situés en zone péritumorale ouarezntratumorale. Le VWF est
fortement exprimé au niveau des cellules endothésiades vaisseaux de gros
calibre des organes normaux. Aucune expressionW& w’est notée au sein des
capillaires normaux ou tumoraux. Le CD105, quantug est exprimé par les
capillaires des tissus normaux (foie, moelle osseusin) mais pas par les
vaisseaux de plus gros diametre. Au sein du tissmnotral, il est fortement
exprimé par les capillaires. Le CD105, présent ainsd’un grand nombre de
cellules endothéliales de vaisseaux intratumoraest donc un marqueur plus
spécifique et plus sensible des néocapillaires tamar que les marqueurs pan-
endothéliaux classiques. Cette étude met en éviedme&térogénéité antigénique
des cellules endothéliales et confirme la pertireeda ciblage du CD105 a visée
thérapeutique.

L’étude de la biodistribution de I'anticorps MJ7/X&nti-CD105 murin) montre
une fixation précoce dans les poumons, le foie,rkdas et la rate. La fixation au
foie et a la rate est attribuée a une captation spé@cifique par le systéeme des
phagocytes mononucléés hépatiques et spléniques. bladistribution de
I'anticorps a la tumeur est faible (3% de la doagectée a 4 heures) mais reste
stable jusqu’a 72h, contrairement aux autres orgame cette derniére diminue
drastiguement au cours du temps. Ces résultatsoné pas surprenants dans la
mesure ou ce sont les cellules endothéliales, et Iles cellules tumorales qui
sont ciblées par cet anticorps.

L'utilisation du MJ7/18 couplé a@'®Bi nous a permis de constater une limitation
de la croissance tumorale, suite a l'injection aveineuse de 3.7 MBq de cet
immunoconjugué. A cette activité injectée, I'effebtenu avec le MJ7/18 est
supérieur a celui observé avec un anticorps spgei(B-B4) et non spécifique
(OKT3) des cellules tumorales. Cette limitation e croissance tumorale est
également obtenue au cours d’'une RIT fractionnébsant le MJ7/18 couplé a
I'?1IAt. Le ciblage du réseau vasculaire tumoral, assoc Iefficacité
cytotoxique des particules permet donc de détruire les néocapillaires tumrrau

limitant ainsi la croissance tumorale.
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La troisiéme partie de ce travail s’est attachéstimuler le systeme immunitaire
par le FIt3-L afin de potentialiser les effets immitaires engendrés par la RbIl

En effet, I'étude sur la toxicité d@*°Bi menée dans la premiére partie de ce
travail montre que les activités utilisées sontatelement faibles. Il nous a paru
intéressant d’explorer alors d’autres mécanismestadmment immunitaires),
permettant d’augmenter I'efficacité de la R&T

Nous avons démontré I'effet bénéfique de I'assdomatRIT o et FIt3-L sur la
survie des souris dans un modéele syngénique immoam@étent de myélome
multiple. Les mécanismes sous-tendant cet effet é6gne apparaissent
relativement complexes. L’absence de réponse ambtale chez des souris ayant
survécu a une premiere injection de 5T33 suivien@'RIT a (avec ou sans FIt3-
L) et ayant recu une deuxieme injection de 5T33 e I'absence d’'une réponse
de type mémoire. L’augmentation du pourcentage deflules NK lors de
I'administration du FIt3-L a des souris grefféesmddent aller dans le sens de
I'implication des cellules NK. Il est également posle que I'effet bénéfique du
FIt-3L lorsqu’il est associé a la Rld@ ne soit pas de nature immunologique mais
plutdt lié a un effet direct du FIt3-L, en particedl un effet myéloprotecteur.

Quoi gqu’il en soit, la stimulation du systeme imnitaire par le FIt3-L peut se
réevéler particulierement adaptée chez des patielotst le systeme immunitaire

est déja déficient.
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Pour la premiere fois, notre étude consacrée akacité des rayonnements a
mis en évidence leur toxicité hépatique a long terminsi que l'absence de
myélotoxicité. Ce profil de toxicité est profondémiedifférent de celui des
irradiationsp, ou la myélotoxicité est vraiment un facteur liamt [188, 201].

La RIT o appliquée au ciblage des cellules endothélialesomnales, par un
anticorps ciblant le CD105, conduit au ralentissatmée la croissance tumorale
par un effet de ciblage spécifique de la vascuktitsm tumorale. Cependant, ce
type de thérapie ne cible pas directement les ¢tedlutumorales et pourrait
prolonger I'état quiescent de métastases microspogs [113]. Il apparait donc
nécessaire de la coupler avec d’autres thérapias phressives et plus ciblées
sur des antigénes exprimés par les cellules tumesraCependant, I'obtention
dans notre étude de tels résultats pour de faibtds/ités injectées n'engendrant
aucune toxicité notable (hépatique, rénale ou héhegique) est tres prometteur
et permet d’envisager la combinaison du ciblagecuésmire en RITa a d'autres

approches thérapeutiques.

La RIT o, associée a un traitement par le FIt3-L, permetugmenter le taux de
survie des souris greffées avec des cellules 5T38. effet n’est pas imputable a
une réponse de type mémoire (échec de survie cagzsburis réinjectées avec
des cellules 5T33). Des expériences, a base deétépk sélectives en cellules
NK, lymphocytes CD8 et lymphocytes CD% sont actuellement en cours.

Le codt élevé, la disponibilité limitée des radiahéides tels que I€Bi, la
défiance vis-a-vis de radionucléides et I'optimisat de la chimie du couplage
constituent les obstacles majeurs a la transpasitie ces résultats prometteurs
chez I'homme. Les difficultés techniques inhérentasla manipulation des
radionucléides et a la radioprotection limitent awjd hui le développement des
protocoles de RIT en clinique. En raison des contes légales s’y rapportant,
les installations susceptibles de recevoir et devetigpper ce type
d’expérimentations demeurent peu nombreuses. Caeastds logistiques ne
doivent en aucun cas remettre en cause l'intérétladdRIT dans le cadre de

thérapies anticancéreuses.
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RESUME : Traitement des tumeurs solides par radioirnunothérapie alpha sur modéle
murin : ciblage de I'angiogénése et intérét d’'unemmmunostimulation

La radiothérapie: vectorisée utilise des particulesle haute énergie cinétique, caractérisées par
un transfert d’énergie linéique élevé, un parcaorst et une forte cytotoxicité. %%Bi constitue

un candidat attractif pour un ciblage vasculaire gedioimmunothérapie (RIT). Une étude
préalable a permis de fixer une activité injectéeeptable dé™Bi, permettant une RIT sécurisée
a 3,7 MBq chez la souris. Les avantages d’'un cébhagsculaire sont multiples. Pour détruire
preférentiellement les vaisseaux de la néoangiagéenorale, le choix de la cible est important.
Au sein des tumeurs, la surexpression endoth@ial@D105 est corrélée a un pronostic péjoratif.
Nous avons donc évalué la pertinence du ciblageCdd05 en RITa. La RIT utilisant un
anticorps anti-CD105 murin couplé &iBi permet d’obtenir un ralentissement de la croissa
tumorale. Nous avons ensuite investigué la moduladie la réponse immunitaire couplée a la
RIT o par des approches visant a stimuler la réponseiaoatale par le Flt3 ligand (FIt3L). La
combinaison de la RIT et du traitement par le Fi§3vere plus efficace que I'un ou l'autre des
traitements seuls. Cette augmentation de la sa'ei pas attribuable a une réponse impliquant
les lymphocytes T CD8 Des études complémentaires, a l'aide de dépktsgtectives sont
envisagées afin de déterminer la nature des celimmunitaires responsables de 'augmentation
de la survie lors de la combinaison de la RIgt du FIt3L. Ce travail permet de mettre en lumiér
I'intérét de la RITa dans les thérapies anticancéreuses.

Mots clés: radioimmunothérapie, bismuth 213, angigénése, FlIt3 ligand,
immunomodulation

RESUME: Treatment of solid tumours using alpha radoimmunotherapy on a mouse
model: targeting angiogenesis and usefulness of anmunostimulation

Alpha radiotherapy uses alpha particles, whichcii@racterized by high lineic energy transfer,
short path length and high cytotoxicity. 213-bisimus an attractive candidate to target
vasculature using radioimmunotherapy (RIT). A poersi study has determined that an injected
activity of 3.7 MBq of?**Bi, coupled with bovine serum albumin, was safe ao toxic in mice.
The benefits of vascular targeting are numerousortier to selectively destroy tumor blood
vessels, the target choice is critical. In tumo@B,105 is overexpressed in endothelial cells and
this is correlated with a poor prognosis. We euvadahe relevance of targeting CD105 using
alpha RIT. RIT with an anti-CD105 antibody couphith 2*3Bi induced a delay of the tumor
growth. We then investigated immunostimulation witi3 ligand. A combination of RIT and
FIt3 ligand treatment proved to be more effectikant RIT alone of FIt3 ligand alone. This
increased median of survival was not attributabletCD8+ T cell immune response. Further
studies are planned to determine which immune eeisresponsible for the increase of survival
observed when RIT is associated with FIt3 ligantede studies will use in vivo selective
depletions using specific antibodies (anti-NK ce#iati-CD8 T cells, anti-CD2 T cells). This
work highlights the interest of alpha radioimmurestipy in cancer therapies.

Key words: radioimmunotherapy, 213 bismuth, neo-vasularisation, Flt3 ligand,
immunomodulation
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