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Abréviations

6HisTag

Etiquette hexa-histidine

AA

Acide aminé

FB-précurseur

Sel d’acide pentaméthylbenzyl(4-trimethylammonium)benzoate
trifluorométhanesulfonique

CBT Cyanobenzothiazole

CKllax Unité o de la caséine kinase Il humaine

Ccv Volume de résine (Column Volume)

CT Tomodensitométrie (Computerized Tomography)

NC Nombre de coordination

DECP Diethylcyanophosphonate

DFO Desferrioxamine B

DIPEA Diisopropylethyl amine

DOTA Acide 1,4,7,10-Tétraazacyclododécane-1,4,7,10-tétraacetique

DTPA Acide diéthyléne triamine penta acétique

Effet EPR Effet augmenté de perméabilité et de rétention (Enhanced Permeability
and Retention effect)

EDTA Acide éthyléne diamine tétraacétique

EGFR Récepteur au facteur de croissance épithélial (Epidermal Growth Factor
Receptor)

FBEM N-[2-(4-fluorobenzamido) éthyle] maléimide

FDG 2-désoxy-2-fluoro-D-glucose

HEPES Acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique

HER Récepteur au facteur de croissance épithélial humain (Human Epidermal
growth factor Receptor)

HYNIC Acide 6-hydrazinopyridine-3-carboxylique

IMAC chromatographie d'affinité via des ions métalliques (Immobilized-Metal
Affinity Chromatography)

IPTG Isopropyl 3-D-1-thiogalactopyranoside

IRM Imagerie par Résonance Magnétique

Kb Constante de dissociation

Kryptofix 222 4,7,13,16,21,24-Hexaoxa-1,10-diazabicyclo[8.8.8]hexacosane

LBT Etiquette de fixation aux lanthanides (Lanthanide-Binding Tag)

MES Acide 2-(N-morpholino)éthanesulfonique

MM Masse molaire

NOTA Acide 1,4,7-Triaza-cyclononane-1,4,7-triacétique

NTA Acide nitrilotriacétique

OMS Organisation mondiale de la santé

p-i. Apres injection/post-injection

PCR Réaction en chaine par polymérase

PET Tomographie par émission de positon (Positron Emission Tomography)

PMSF Fluorure de phénylméthylsulfonyle

RN Radioélément

SDS Sodium dodécyle sulfate

SDS-PAGE Electrophorese sur gel de polyacrylamide en présence de SDS

SPECT Tomographie d’émission monophotonique (Single-Photon Emission
Computed Tomography)

TagP4 Etiquette peptidique tétraphosphorylable

TCEP Tris(2-carboxyethyl)phosphine
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TEMED N,N,N',N'-Tétraméthyléthylénediamine

TFA Acide trifluoroacétique

Xylénol orange  3,3'-Bis[N,N-bis(carboxymethyl)aminomethyl]-o-cresolsulfonephthalein
tetrasodium salt
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Code des acides aminés

A Ala Alanine N Asn Asparagine
C Cys Cystéine P Pro Proline

D Asp Acide aspartique/aspartate Q GIn  Glutamine

E Glu Acide glutamique/glutamate R Arg Arginine

F Phe Phénylalanine S Ser Sérine

G Gly Glycine pS pSer Sérine phosphorylée
H His Histidine T Thr Thréonine

I Ile [soleucine V. Val Valine

K Lys Lysine W Trp Tryptophane
L Leu Leucine Y Tyr Tyrosine

M Met Méthionine
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- Chapitre 1 : Utilisation des protéines en imagerie appliquée a I'oncologie -

UTILISATION DES PROTEINES EN
IMAGERIE APPLIQUEE A L’'ONCOLOGIE

1 C \ | f [ { \ | [ {
| ‘ ’
“—NH, - H,N - o | | |\'|I

Fonction amine Fonction amine Fonction thiol Cycle aromatique Fonction imidazole
(extrémité N-terminale) (résidu lysine) (résidu cystéine) (résidu tyrosine) (résidu histidine)

Cette partie fait 'état des lieux concernant le marquage des protéines et leur utilisation en

imagerie appliquée a 'oncologie.
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- Chapitre 1 : Utilisation des protéines en imagerie appliquée a I'oncologie -
Chapitre 1 : Utilisation des protéines en imagerie appliquée a I'oncologie

1.1. L’imagerie en oncologie

1.1.1. Intérétde l'imagerie en oncologie

En 2012, les maladies cancéreuses ont touché 14 millions de personnes dans le monde
avec une mortalité de 8,2 millions. L’Organisation Mondiale de la Santé prévoit une augmentation
de 70% des cas au cours des deux prochaines décennies [1]. Ces maladies se caractérisent par la
prolifération rapide et anarchique de cellules anormales pouvant étre disséminées dans
I'ensemble de I'organisme. La détection et le traitement des cancers a un stade précoce sont
cruciaux pour la survie des patients. Plus de 90% des patients diagnostiqués précocement d'un

cancer colorectal, du sein ou des ovaires gagnent environ 5 ans de vie supplémentaire [2].

Les récents progrés en biochimie et biologie moléculaire ont permis la découverte de
nouveaux biomarqueurs impliqués dans le développement tumoral. Les tumeurs sont le résultat
de modifications génétiques affectant 1'expression et/ou l'intégrité des protéines permettant
'activation de voies de signalisation impliquées dans la prolifération cellulaire, I'inhibition de
I'apoptose, I'angiogenese et le développement de métastases [3, 4]. Les changements moléculaires,
tant au niveau génétique que protéique, sont exploités pour le diagnostic et le traitement du
cancer. Classiquement, la caractérisation des tumeurs se fait par immunohistochimie ou via des
techniques de biologie moléculaire a partir d’échantillons biologiques obtenus par biopsie
(exérese de la tumeur) ou par prélevement de liquide cytologique (frottis, ponctions, lavages
broncho-alvéolaires). Ces techniques particuliérement invasives ne permettent pas d’obtenir un

diagnostic moléculaire fiable du fait de I'hétérogénéité tumorale.
1.1.2. Les différentes techniques d’imagerie médicale

L’'imagerie médicale rassemble les techniques non-invasives permettant de réaliser en
routine des diagnostics et de suivre I'évolution du traitement chez un patient sans avoir recours a
un prélevement biologique. En oncologie, les méthodes d’imagerie structurelle sont combinées
aux méthodes d'imagerie moléculaire afin d’obtenir des informations a la fois anatomique et

fonctionnelle (métabolisme, physiopathologie, etc.).
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1.1.2.1. L’imagerie structurelle

L’'imagerie structurelle regroupe les techniques permettant de visualiser les structures
anatomiques, telles que les techniques de résonnance magnétique nucléaire (imagerie par

résonance magnétique, IRM), tomodensitométrie (CT), radiologie ou encore échographie.

- nJ
A’

PET/MRI

Figure 1 : Images fusionnées PET/CT et PET/IRM d’un patient avec un glioblastome multiforme.
D’apres [5]

Les techniques CT et IRM permettent la détection de tumeurs ayant un diametre supérieur
a1 cm (Figure 1). Le CT utilise I'absorption des rayons X par les tissus et permet ainsi de dissocier
les tissus grace a quatre niveaux de contraste en fonction des degrés de densité (du plus foncé au
plus clair : air>eau>graisse>o0s). Contrairement au CT, I'RM n’expose pas le patient aux radiations
(2 2 10 mSv/examen CT [6]). Cette technique utilise un champ magnétique qui excite les atomes
d’hydrogene présents dans les tissus contenant des molécules d’eau et mesure le temps que
mettent ces molécules a retourner a leur état d’équilibre. Elle permet de différencier les tissus
mous (ligaments, tendons, organes, etc.) et d’appréhender I'hétérogénéité des tumeurs et la

présence de métastases.

1.1.2.2. L'imagerie moléculaire

L’'imagerie moléculaire permet le ciblage, via un radiotraceur, de biomarqueurs exprimés
a la surface des cellules ou d’étudier le métabolisme des organes, des tissus ou des cellules grace
aux techniques de tomographie par émission de positons (PET) ou par émission de photon unique
(SPECT). L'imagerie SPECT utilise des radioéléments a émission y dontle rayonnement est détecté
par des gamma-caméras planes tournant autour du patient (Figure 2). Les gamma-caméras sont

constituées : d'un collimateur ne laissant passer que les rayonnements émis perpendiculairement
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a la surface de la gamma-caméra, d'une surface de cristaux de Nal et d'un tube
photomultiplicateur. Les images 2D obtenues sont reconstruites en 3D grace a un algorithme
permettant ensuite de localiser les organes ayant absorbés le plus de radiotraceurs. L'imagerie
PET est basée sur la détection antiparallele de deux photons émettant une énergie de 511 keV. La
dégradation du noyau radioactif d’'un radioélément a émission 3+ provoque I'’émission d’un
positon capable de se recombiner avec un électron du milieu. La réaction libére ensuite deux
photons gamma dans des directions opposés avec un angle de 180° et une énergie de 511 keV.
Une série de détecteurs gamma en couronne permet d’enregistrer les photons émis
simultanément, selon une ligne de coincidence, et d’identifier la position de leur lieu d’émission

apres reconstruction algorithmique (Figure 2).

Tube
photomultiplicateur

Cristal scintillant

CoIIimateur/‘-'DDD[]D 00oooo Anneau de
e o] ’\ détecteurs\ _

Ligne de
coincidence

Cristal adapté a
I’émission 511 keV

Détecteurs SPECT triple tétes PET dédié
(trois gamma-caméras)

Figure 2 : Schéma des détecteurs SPECT et PET. D’apres les cours de Médecine nucléaire de Mme Iréne
Buvat disponibles sur Internet.

Malgré le fait que les deux techniques utilisent des détecteurs a scintillation, 1”imagerie
PET offre une sensibilité plus importante avec un meilleur rapport signal sur bruit que I'imagerie
SPECT. L’enregistrement du signal en imagerie PET n’est obtenu que lorsqu’il y a détection d’'une
paire de photon, contrairement a I'imagerie SPECT ou I'’ensemble des signaux sont enregistrés. De
plus, 'énergie émise par les radioéléments a émission B+ est plus importante que pour les
radioéléments a émission y (140 keV contre 511 keV) permettant de traverser plus facilement les
tissus. Les principaux radioéléments utilisés en oncologie pour les imageries PET et SPECT sont

résumés dans le Tableau 1.
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Tableau 1 : Principaux radioéléments utilisés en imagerie nucléaire.

Tempsde Activité massique (2) Emission

Radioélément demi-vie (MBq/g) principale Obtention Imagerie
Carbone-11 20,38 min 3,10.1013 B+ Cyclotron PET
Gallium-68 1,13 h 1,51.1012 B+ Générateur PET

Fluor-18 1,83 h 3,52.1012 B+ Cyclotron PET
Technecium-99m 6,01 h 1,95.101t Y Générateur SPECT
Cuivre-64 12,7 h 1,43.101t B+ Cyclotron PET
lIode-123 13,2h 7,14.1010 Y Cyclotron SPECT
Ytrium-86 14,74 h 9,15.1010 B+ Cyclotron PET
Indium-111 2,8]j 1,55.1010 Yy Cyclotron SPECT
Zirconium-89 3,3j 1,64.1010 B+ Cyclotron PET
Iode-124 4,2 9,28.10° B+ Cyclotron PET

1.1.3. Les radiotraceurs usuels

Selon le code de la santé publique, un radiopharmaceutique est un « médicament qui,
lorsqu’il est prét a I'emploi, contient un ou plusieurs isotopes radioactifs incorporés a des fins
médicales » qui peuvent étre diagnostiques ou thérapeutiques. Concernant le travail de these
présenté ici, nous considérerons qu’'un radiotraceur est un radiopharmaceutique constitué d’'un
vecteur ciblant spécifiquement un ou plusieurs biomarqueurs exprimés a la surface des cellules

tumorales et d’'un radioélément permettant la visualisation de la cible en imagerie (Figure 3).

Vecteur

Zone de reconnaissance 4»@ diodlé
du vecteur dirigée contre ;;} Radioelement

un biomarqueur tumoral

Figure 3: Représentation schématique d’'un radiotraceur composé dun vecteur (ici une
immunoglobuline) et d’'un radioélément.

Le radiotraceur est obtenu apres radiosynthése du radioélément et/ou du groupement
prosthétique, marquage de la biomolécule et purification du radiotraceur. Une formulation du
composé pharmaceutique est réalisée si besoin et un contréle qualité du produit final est effectué

avant d’injecter le radiotraceur au patient.

Z L’activité massique ou activité spécifique est calculée selon la formule suivante: A; (enBq/g) =
(N/MM) x (ln2/t1/2), avec N : nombre d’Avogadro, MM : masse molaire et le temps de demi-vie exprimé

en seconde.
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Les facteurs a prendre en considération concernant le choix du radioélément sont: le
temps de demi-vie physique, le type d’émission, son activité massique et sa disponibilité
(générateur de paillasse, cyclotron, etc.). Le temps de demi-vie physique du radioélément doit étre
en accord avec le temps de demi-vie biologique du vecteur, la durée de synthéese du radiotraceur
et I'application in fine du radiotraceur. En effet, si le temps de demi-vie physique est plus court
que le temps de synthése, il faudra débuter I’expérimentation avec une activité plus importante
engendrant ainsi une exposition considérable pour le manipulateur. De plus, plus le temps entre
la synthése et l'injection sera important, plus la quantité en composés non-radioactifs sera élevée,
diminuant ainsi I'activité spécifique du radiotraceur. Certains des radiotraceurs utilisés comme
agents d'imagerie moléculaire en clinique pour le diagnostic des cancers et le suivi des patients

sont résumés dans le Tableau 2.

Le radiotraceur le plus communément utilisé en imagerie PET est le 18F-
fluorodésoxyglucose (18F-FDG). En ciblant le récepteur au glucose (GLUT-1) [7, 8], il permet
d’évaluer le métabolisme du glucose de certains organes, comme le cceur, le foie et le cerveau,
mais également de certaines tumeurs. Dans plusieurs études, il a été montré que le 18F-FDG
pouvait se retrouver au niveau des sites inflammatoires [8, 9, 10, 11, 12] pouvant aboutir a des
résultats faux-positifs [13]. L'utilisation du 18F-FDG ne se basant que sur le métabolisme du
glucose utilisant le transporteur GLUT-1, il ne permet pas de dépister les cellules tumorales
n’exprimant pas ou peu GLUT-1 (sarcomes, mélanomes, hépatoblastomes, lymphomes, etc.) [14]
ou lorsque le patient est en hyperglycémie [13]. Il est alors nécessaire de coupler les études de
PET /18F-FDG avec une technique d’'imagerie structurelle et une biopsie de la masse observée pour

effectuer un diagnostic in vitro.

Ces constats ont favorisé le développement de nouveaux traceurs ciblant spécifiquement,
et avec une forte affinité, des marqueurs tumoraux présents a la surface des cellules et non plus
des cibles intracellulaires liées au métabolisme des masses tumorales. Les nouveaux
radiotraceurs possedent comme vecteurs principaux : des anticorps, leur fragment F(ab'); ou des

peptides permettant de discriminer plus facilement les tissus sains des tumeurs.
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Tableau 2 : Principaux radiotraceurs utilisés en clinique pour le diagnostic de cancers [15, 16, 17,

18, 19].
Nom commercial Radioélément Vecteur Cible Applications
OncoScint 11 . Gly(.:f)protelne 72 Cancer du cdlon et
(Satumomab) In Anticorps associée aux tumeurs des ovaires
(TAG-72)
ProstaScint Glutamate
111 i
(Capromab) In Anticorps carboxypeptidase II Cancer de la prostate
Zevalin . Antigéne CD20 des Lymphome non-
111
(Ibritumomab) In Anticorps lymphocytes B hodgkinien
C.EA-scan 99mT ¢ F(ab')z Antigene carc.mo- Cancer du sein et du
(Arcitumomab) embryonnaire colon
Verluma Cancer du poumon a
99m ' .

(Nofetumomab) Te F(ab’): TAG-40 petites cellules
Edotreotide o8 . Récepteur a la Tumeur neuro-
(DOTATOC) Ga Peptide somastatine endocrinienne
OumenScan e Neerdh merien

(DTPAOC) p somastatine
lymphome
- Petite ‘s .
Cardiolite (MIBI) 99mTc . Glycoprotéine-P Cancer du sein
molécule
FDOPA 19F Petite Récepteur Gliome
molécule dopaminergique
FLT 18F PeFlte Thymidine kinase Prollfera.‘aon
molécule cellulaire
FMISO 18 PeFlte i Ma}rqueur de
molécule I'hypoxie
Petite Récepteur au glucose Marqueur du
18
MetaTrace FDG F molécule GLUT-1 métabolisme
N Petite . . .
Scintiscan (MIBG) 123] . Récepteur adrénergique Neuroblastome
molécule

1.2. Radiomarquage des protéines

Le marquage des protéines, qu’il soit radioactif ou non, fait intervenir le plus souvent un
couplage non-régiosélectif (Figure 4). Dans cette partie, nous illustrerons les couplages chimiques
ayant lieu sur les résidus lysine et cystéine des anticorps (partie 1.2.1), 'halogénation des
protéines et plus particuliéerement le marquage direct sur résidus tyrosine ou histidine (partie

1.2.2). Une particularité concerne le radiomarquage a l'aide des radiométaux qui nécessite
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l'utilisation d’agents de chélation. Nous avons donc inclus une partie concernant la chimie des
radiométaux et leur chélation (partie 1.2.3). Afin de simplifier la compréhension des différents

schémas, un seul exemplaire de chaque résidu a été représenté par protéine.

A B ¥ c .
NN

OH NH Chelator
T‘yrosine. Lysine Lysine
side chain side chain side chain
: H 2
< N .
\

Figure 4 : Illustrations des trois principales stratégies de radiomarquage des protéines. (A)
Marquages direct et (B) indirect par insertion d’un groupement prosthétique ou (C) par complexation. Les
différentes techniques permettent l'incorporation de résidus halogéenes ((A) iode ou (B) fluor) ou (C) de
radiométaux. Image tirée de [20].

1.2.1. Conjugaison aux biomolécules : Acides aminés et fonctions chimiques impliqués

Que ce soit pour 'halogénation des protéines via des groupements prosthétiques (partie
1.2.2) ou l'insertion de cages pour la chélation de radiométaux (partie 1.2.3), les stratégies
développées font appel aux différentes fonctions chimiques présentes sur les chaines latérales des
acides aminés, et aux extrémités N-terminale (fonction amine primaire) et C-terminale (fonction
acide carboxylique) de la protéine. Classiquement, les fonctions les plus utilisées sont les fonctions

amine primaire (résidu lysine et extrémité N-terminale) et thiol (résidu cystéine).

1.2.1.1. Fonction amine primaire

Dans les conditions physiologiques (pH 7,4, 37°C, force ionique modérée), la chaine
latérale des résidus lysine est chargée positivement (pKa = 10,54) et exposée a la surface de la
protéine. La fonction amine est donc facilement accessible pour la conjugaison avec des
groupements dérivés d’esters de N-hydroxysuccinimide activés (ester du NHS) ou
d’isothiocyanate (NCS) (Figure 5). L’halogénation des protéines via l'utilisation de réactif de
Bolton-Hunter contenant un ester du NHS permet I'acylation de la fonction amine primaire des
résidus lysine et conduit a la formation d'une liaison amide stable [21]. Des exemples

d’applications sont présentés dans les Figure 8 et Figure 9 de la partie 1.2.2. Les dérivés de NCS,
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comme le p-NCS-Bz, sont généralement utilisés pour la conjugaison a des agents de chélation
(partie 1.2.3) par établissement d’une liaison thio-urée entre le groupement NCS et la fonction

amine libre des résidus lysine ou de I'extrémité N-terminale (Figure 5) [20].

o 0
Q -
N-0

(o]

O
4/_> NHS \/\\/\N/U\R

H,N

Fonction amine
(résidu lysine) R

Fonction amine
(résidu lysine)

Figure 5 : Exemples de réactions de marquage impliquant la fonction amine primaire des résidus
Iysine. NHS : N-hydroxysuccinimide activé ; NCS : isothiocyanate ; p-NCS-Bz : para-isothiocyanate-benzyle.
R : groupement fonctionnel radioactif.

1.2.1.2. Fonction thiol

Contrairement aux résidus lysine, la chalne latérale des résidus cystéine est souvent
impliquée dans le repliement des protéines (formation de ponts disulfure). Afin de pouvoir rendre
accessible la fonction thiol des résidus cystéine, il est nécessaire de réduire les résidus cystine
formés. Ceci est rendu possible par action d’'un agent réducteur comme le dithiothréitol (DTT), le
B-mercaptoéthanol ou l'acide 3,3',3”-phosphanetriyltripropanoique (TCEP). La stratégie de
marquage la plus répandue consiste a utiliser la capacité de la fonction thiol des résidus cystéine
a réagir spontanément avec un groupement maléimide (MMA) selon la réaction de Michaél [22].
La réaction de condensation entre la fonction cyano d'un dérivé du cyanobenzothiazole (CBT) et
la fonction thiol d'un résidu cystéine permet également I'insertion de groupements prosthétiques

préalablement halogénés (Figure 6 et Figure 9 de la partie 1.2.2).
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Fonction thiol
(résidu cystéine)

SH CBT
S
< <3,
NH, N>
Fonction thiol N@og
(résidu cystéine en N-ter)
Figure 6 : Exemples de réactions de marquage impliquant la fonction thiol des résidus cystéine.
MMA : maléimide ; CBT : cyanobenzothiazole. R : groupement fonctionnel radioactif.

1.2.2. Halogénation des biomolécules

1.2.2.1. lodation des protéines et peptides

Classiquement, I'iodation des protéines est réalisée de maniére directe sur les résidus
tyrosine ou histidine par substitution électrophile [20, 23]. Elle permet d’obtenir des informations
importantes au cours du développement d’'un radiopharmaceutique que ce soit pour des études
de biodistribution ou d'imagerie. La réaction fait intervenir un agent oxydant, comme le lodogen®,
qui va activer 'atome d’iode radioactif (*I). Le radionucléide oxydé va ensuite réagir avec un
doublet électronique et provoquer le départ d’'un atome d’hydrogene sous la forme d’ion H+. L'*I
va se retrouver en ortho du groupement hydroxyle du résidu tyrosine et en position 2 ou 4 de la

fonction imidazole du résidu histidine (Figure 7).

N\ / d /
N H H
1 N N
UL, W Wy
OH * N N
Cycle aromatique Fonction imidazole
(résidu tyrosine) (résidu histidine)

Figure 7 : Iodation directe des résidus tyrosine et histidine présents sur une immunoglobuline.

Lors d’applications en imagerie, I'injection d’'un diabody anti-HER2 marqués a 1''24] a
montré une accumulation d’*I dans les organes exprimant le symport sodium/iodure (estomac,

thyroide et glandes salivaires) [24] par action de 'enzyme « iodotyrosine déhalogénase 1 » [20].
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Afin de limiter I'action de I'enzyme, une stratégie consiste a marquer de maniére indirecte la
protéine via l'utilisation de groupements prosthétiques (ou réactifs de Bolton-Hunter). Les
groupements vont permettre le radiomarquage des protéines a température ambiante et en
absence de solvant [20]. Parmi les groupements prosthétiques les plus utilisés pour I'iodation des
biomolécules, nous pouvons citer le *I-N-succinimidyl-3-iodobenzoate (*I-SIB) et le *I-N-
succinimidyl-4-iodobenzoate (*I-SPIB) se couplant aux biomolécules via une fonction ester du
NHS (Figure 8). L’utilisation du groupement prosthétique 125]-SPIB®) a notamment permis le
marquage de deux Nanofitines anti-CD138 [15], d’'un Affibody anti-EGFR [25] et d’un Affibody anti-
HER2 [26].
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Figure 8 : Iodation d'une immunoglobuline via l'utilisation d'un groupement prosthétique.

1.2.2.2. Fluoration des protéines et peptides

L’halogénation des protéines peut également étre réalisée a l'aide du fluor-18. La
fluoration des protéines a principalement lieu de maniére indirecte via l'utilisation de
groupements prosthétiques. Une liste non-exhaustive de ces groupements est présentée en Figure
9. A l'instar de l'iodation indirecte, le couplage sur les fonctions amine primaire a lieu grace a
l'utilisation de dérivés d’ester du NHS. Parmi les plus couramment utilisés nous pouvons citer le

18F-N-succinimidyl-4-fluorobenzoate (18F-SFB).

Une autre technique consiste a former une oxime en faisant réagir la fonction aldéhyde du
18F-fluorobenzaldéhyde (18F-FBA) avec la fonction amine primaire des résidus lysine. Le 18F-FBA
a également permis de radiomarquer de maniére régiosélective un Affibody anti-HER2 par

formation d’'une oxime entre la fonction aldéhyde du groupement prosthétique et la fonction

3 L’iode-125, malgré son émission de rayon gamma, n’est que tres peu utilisé en imagerie SPECT, car
I'énergie délivrée est trop faible pour étre détectée correctement par les gamma-caméras. La biodistribution
des molécules et protéines marquées a 1'125] peut néanmoins étre évaluée par comptage de la radioactivité
dans les organes apreés sacrifice des souris lors des études pré-cliniques.
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aminooxy préalablement insérée sur le groupement thiol d'un résidu cystéine grace a une fonction

MMA [27].
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Figure 9 : Groupements prosthétiques utilisés pour le marquage au fluor-18.

Le marquage des biomolécules peut également étre réalisé par utilisation d’accepteurs
silylés, comme le SiFA-MMA. Apres couplage sur les fonctions thiol, une réaction de substitution
nucléophile permet I'établissement d’une liaison entre I'atome de silicium du groupement
prosthétique et un atome de fluor-18 [20, 28, 29]. Cependant, I'introduction du groupement
porteur de 'atome est trés hydrophobe ce qui va modifier les propriétés physicochimiques voire
biologiques de la protéine. Une autre stratégie pour le marquage des biomolécules consiste a
utiliser la capacité de la fonction thiol des résidus cystéine a réagir spontanément avec un
groupement MMA (Figure 10) dans les conditions physiologiques [2Z]. Cette technique a
notamment été utilisée pour le marquage d’Affibody via le groupement prosthétique N-2-(4-18F-
fluorobenzamido)éthyle maléimide (18F-FBEM) [30, 31, 27]. Un autre exemple de ce marquage est
la réaction de condensation existant entre le groupement cyano du 18F-2-cyanobenzothiazole (18F-

CBT) et la fonction thiol d’'un résidu cystéine [29, 32].

GO
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Figure 10 : Fluoration d'une immunoglobuline via I'utilisation d'un groupement prosthétique.
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1.2.3. Lesradiométaux

1.2.3.1. Chimie des métaux

Les cations acides, comme le gallium(III), I'indium(III) U'yttrium(III) et le zirconium(IV),
précipitent sous forme d’hydrocolloides a pH neutre en absence d’agents complexant appropriés.
Pour cette raison, il est nécessaire d’utiliser des agents de chélation permettant a la fois la
stabilisation du cation par chélation et le radiomarquage de la protéine. Cet agent de couplage doit
étre adapté au nombre de coordination que peut établir chaque métal. Les métaux cuivre(1l),
gallium(III), yttrium(III), indium(III) et zirconium(IV) peuvent établir, respectivement, entre 4-6,
4-6, 6-9, 4-8 et 4-9 liaisons de coordination en milieu aqueux [33]. La réaction de couplage entre
I'agent de complexation et la biomolécule a lieu via l'insertion d'une fonction MMA ou d'un
groupement p-NCS-Bz sur I'agent de chélation qui réagiront respectivement avec les fonctions

thiol ou amine primaire présentes sur la protéine (voir partie 1.2.1).

(0]
(@) (0] 0
/X /N
HO N N OH k., N /N/\fo
SO DU e =
0 N N~ O k, 0 N N
N N g i/
HO OH HO
(0]
DOTA Europium(lll Europium(lll)-DOTA
(ligand L) (métal M) (complexe ML)

Figure 11 : Constante thermodynamique de stabilité et constantes cinétiques.

A l'instar des groupements prosthétiques pour 'halogénation des protéines, 'agent de
chélation doit assurer la stabilité in vivo du radiotraceur dans les conditions physiologiques.
L’affinité pour le métal est déterminée par les constantes thermodynamiques de formation (Kwm.)
et de dissociation (Kg). La constante de formation correspond au rapport entre les constantes
cinétiques d’association (k..) et de dissociation (ko) (Figure 11). In vivo, I'agent de chélation doit
posséder une forte affinité pour le radioélément (grand Kumi) avec une cinétique de dissociation
lente (petit ko) pour éviter les échanges avec les ions présents dans 'organisme (phénomeéne de

trans-chélation ou de trans-métallation) (Figure 12).
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Figure 12: Constantes d'affinité (logKm.) des métaux pour les agents de chélation. avec Ku.=[ML]/[M][L].
ND : complexe existant, mais constante d’affinité non-déterminée. [33, 34, 35, 36]

1.2.3.2. Les agents de chélation acyclique

L’acide diéthylénetriaminepentaacétique (DTPA) est un agent de chélation acyclique, de
type octadentate et dérivé de l'acide éthylenediaminetétraacétique (EDTA). En fonction du
radiométal mis en contact, le DTPA peut établir entre 6 et 8 liaisons de coordination en conditions
douces (pH neutre a température ambiante) [20, 33]. Il peut étre directement couplé sur les
fonctions amine primaire d’'une protéine ou d’un peptide, mais cela conduit a la perte d'un des
groupements acide carboxylique nécessaire a la stabilité de la liaison Métal-DTPA [37].
Classiquement le DTPA est fonctionnalisé par un NCS permettant la conjugaison aux biomolécules
par établissement d’une liaison thio-urée entre le groupement NCS et la fonction amine libre des
résidus lysine ou de l'extrémité N-terminale des protéines [20]. Un inconvénient majeur a
I'utilisation du DTPA et de ses dérivés comme agent de radiomarquage est 'ouverture du
complexe de chélation provoquant la dissociation avec le radiométal [20], notamment dans le cas

d’une chélation avec les cations Cu(Il) et Ga(III) [37].

Un autre agent de chélation acyclique hexadentate et bifonctionnel utilisé pour le
marquage des biomolécules est la desferrioxamine B (Desferal®, DFO) [37, 38, 39, 33]. La DFO est
un peptide d’origine bactérienne utilisé en clinique pour chélater le fer et I'aluminium dans le
compartiment sanguin. La présence de trois fonctions hydroxamates permet I'établissement de 6
liaisons de coordination entre la DFO et le fer(Ill) (Figure 13). Une des extrémités de la DFO

possede une fonction amine permettant la conjugaison aux biomolécules. Cette capacité a fixer les
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métaux est utilisée pour chélater certains radiométaux notamment le gallium-68 et le zirconium-

89 [39, 40, 41].

O

\/\\
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Figure 13: Structure PDB 1K2V du complexe DFO mésylate-Fe(Ill). Log(Kin)=30,4 (Ku.= [ML]/[M][L])

1.2.3.3. Les agents de chélation macrocyclique

Afin de diminuer la cinétique de dissociation entre les agents de chélation et les
radiométaux, de nouvelles cages de type macrocyclique ont été développées. Parmi celles-ci, nous
pouvons retrouver l'acide 1,4,7,10-tétraazacyclododecane-N,N',N",N"'-tetraacétique (DOTA) et
'acide 1,4,7-triaza-cyclononane-1,4,7-triacétique (NOTA) [33]. Le DOTA est un agent de chélation
de type octodentate possédant quatre fonctions amine et quatre fonctions acide carboxylique.
Classiquement, la chélation se réalise a pH acide et a des températures élevées (80-100°C). Le pH
dépendant principalement du radiométal, il est nécessaire de réaliser un compromis entre le pH
optimal pour la complexation et la quantité d’hydrocolloides formée a pH élevé. A pH acide, les
fonctions chimiques de I'agent de chélation seront protonées rendant difficile la chélation avec les
cations [42]. Contrairement aux cations Cu(Il) et Ga(Ill) qui ne couvrent que 6 des 8 liaisons
laissant libre une extrémité carboxylique, la chélation avec les cations Y(III) et In(IIl) permet de
compléter la sphére de coordination du DOTA [37]. Pour les ions ayant une petite taille, comme le
Cu(Il) (57-73 pm) et le Ga(Ill) (47-62 pm) [33], il a été développé un dérivé du DOTA, le NOTA,
pouvant établir les six liaisons de coordination nécessaires a la stabilité du complexe avec ces

radiométaux a température ambiante [37, 33].
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1.2.3.4. Le cas particulier du technetium-99m (**mTc)

Le technétium(VII) est élué du générateur sous forme de 99mTc-pertechnetate (TcOq4).
Apres réduction a I'état d’oxydation +5, il peut étre chélaté au DTPA ou a l'acide 2-hydra-
zinonicotinique (HYNIC) préalablement conjugué a la biomolécule [43]. Une autre technique
consiste a utiliser les cceur-carbonylés. Le technetium-99m se retrouve sous la forme
[99mTc(CO)3]+ avec un degré d’oxydation +1 et peut se fixer directement sur le noyau imidazole

des résidus histidine [44] ou la fonction thiol des résidus cystéine [37].

1.3. Les protéines alternatives aux anticorps

1.3.1. Leradiotraceur idéal en imagerie appliquée a I'oncologie

Comme précisé plus tot, un radiotraceur est composé de deux parties, un vecteur
permettant de cibler de maniére efficace et spécifique les cellules tumorales, et un radioélément
dont le temps de demi-vie physique est applicable au temps de demi-vie biologique du vecteur. Le
radiotraceur idéal en imagerie moléculaire doit permettre I'obtention d'un bon contraste dans un
temps bref pour avoir un protocole clinique court (<un jour). Dans cette optique, il est
recommandé d’utiliser des vecteurs qui seront rapidement éliminés de I'organisme tout en étant
retenus pour une période de temps prolongée au niveau du site cible. De ce fait, ils doivent étre

conjugués a des radioéléments au temps de demi-vie physique court (Tableau 1, Tableau 3).
1.3.1.1. Importance de la taille du vecteur

En pharmacocinétique, le terme « temps de demi-vie biologique » définit le temps au bout
duquel 50% de la molécule administrée est éliminée du compartiment sanguin par l'organisme.
La détermination de ce parametre est réalisée en mesurant la concentration du composé a
différents temps dans le plasma d'un individu. Apres administration par voie intraveineuse, le
médicament est directement distribué a I'ensemble de I'organisme et est soit filtré directement
par le glomérule, nous parlons alors de clairance rénale, soit métabolisé au niveau du foie. La
limite de filtration du glomérule étant comprise entre 30 et 70 kDa [45], les anticorps et les
protéines d’affinité ayant une taille supérieure a 70 kDa auront un temps de circulation plus long

que les biomolécules d’une taille inférieure a 20 kDa (Figure 14) [46].
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Figure 14 : Taille des vecteurs et temps de demi-vie biologique. Structures schématiques des anticorps
et de leurs dérivés. Effet de leur taille (kDa) sur le temps de demi-vie biologique (t1/2). Figure modifiée d’aprés

[46].

En oncologie, le temps de résidence des composés pharmaceutiques joue un role
important lors de leur application, et ce, notamment en thérapeutique. L’absorption tumorale des
protéines d’affinité ayant un poids moléculaire >70 kDa sera d’autant plus importante que la
clairance de ces biomolécules sera lente (Figure 22A) [47]. La protéine d’affinité aura plus de
chance de se fixer aux biomarqueurs exprimés a la surface des cellules tumorales. En revanche,
pour des applications en imagerie, il est nécessaire que les radionucléides restent dans le sang le
moins de temps possible, afin d’obtenir le meilleur contraste entre la tumeur et les autres organes,
mais également pour limiter les doses radioactives délivrées aux organes sains. L'utilisation de
protéines d’'un poids moléculaire supérieur a 70 kDa devient alors contraignante. Il est nécessaire
d’attendre plusieurs heures, voire plusieurs jours, pour obtenir une absorption tumorale
suffisante permettant de discriminer de maniere satisfaisante la masse tumorale des organes
sains (Figure 22B). En imagerie, ce contraste est évalué en calculant le ratio entre le signal obtenu
pour la tumeur et celui obtenu pour les organes sains. Concernant les protéines d’'une taille
inférieure a 20 kDa, elles atteignent leur maximum de rétention plus rapidement que les grosses
molécules (Figure 22B) avec une absorption tumorale similaire (Figure 22A) [47]. De plus, elles
possedent une demi-vie biologique tres faible (= 3 min) (Figure 14) [46] permettant d’obtenir une
image satisfaisante plus rapidement que lors de l'utilisation de protéines d’affinité ayant un poids

moléculaire supérieur a 70 kDa.
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Figure 15 : Taille des vecteurs,absorption tumorale et temps de demi-vie biologique. (A) Effet de la taille
des vecteurs anti-HERZ, dérivés ou non des anticorps, marqués au 9°Tc, 4Cu et 111[n sur I'absorption tumorale.

Tirée de [47]. (B) Effet de la taille des vecteurs anti-HERZ2 sur leur temps d’absorption maximale. Marquage a
I'125] en trait plein. Marquage a I"°™Tc en pointillés. Figures tirées de [47].

Zahnd et al. ont montré pour des DARPin anti-HER2 que la taille du vecteur et son affinité
pour la cible jouent un role important au niveau de I'absorption tumorale. Pour une DARPin de
14,5kDa, le ratio entre la tumeur HER2-positive et le sang est supérieur a 60 24 h apreés injection
pour une affinité de 90 pM (8% ID/g dans la tumeur 24 h p.i.) et 48h apres injection pour une
affinité de 270 nM (6,5% ID/g dans la tumeur 48h p.i.). L’ajout d’'un groupement PEG permet
d’augmenter le temps de résidence des DARPin, ce qui permet d’augmenter 'absorption tumorale

(13,4% ID/g 24 h p.i.), mais diminue le ratio tumeur/sang [48].
1.3.1.2. Spécificité de ciblage et affinité du vecteur pour le biomarqueur tumoral

L’affinité du vecteur pour le biomarqueur ciblé doit permettre I'accumulation spécifique
du radiotraceur dans les tumeurs pour éviter les réactions croisées et les résultats faux-positifs.
Tolmatchev et al. ont montré que la détection de tumeurs HER2-positives dépendait autant de la
quantité de récepteurs exprimés a la surface de la cellule tumorale que de I'affinité du radiotraceur
pour sa cible. Pour des cellules ayant une expression du récepteur HER2 supérieure a 106, le
radiotraceur, constitué d'un Affibody anti-HER2 marqué a I'indium-111, doit posséder une affinité
pour le récepteur de 'ordre du nanomolaire. Par contre, si I'expression est inférieure, il est

nécessaire d’avoir une affinité inférieure au nanomolaire [49].
1.3.1.3. Stabilités radiochimique et biologique du radiotraceur

Le radiotraceur doit avoir une haute stabilité structurale vis-a-vis du marquage radioactif

et ce marquage doit étre stable dans les fluides biologiques. Comme précisé dans la partie
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« marquage radioactif des protéines », le radiomarquage avec des radiométaux peut parfois étre
instable. Par effet de trans-chélation (ou trans-métallation), le radiométal peut étre échangé avec
un cation présent dans le compartiment sanguin. Le radioélément va ensuite s’accumuler dans les
organes non-ciblés. Il est donc nécessaire de choisir 'agent de chélation le plus adapté au
radioélément choisi. Il est intéressant de noter que le radiomarquage des anticorps peut avoir lieu
sur plusieurs types d’acides aminés (lysine, cystéine, tyrosine, histidine), I'extrémité N-terminale
ou encore les régions glycosylées des anticorps. Ces résidus étant présents sur 'ensemble de la
protéine, le radiomarquage se réalise alors de maniére non-spécifique et I'agent de chélation peut
se retrouver au niveau du site actif de celle-ci et empécher la reconnaissance des cellules
tumorales. Afin d’éviter son inactivation par les cellules de I'immunité, il est important de vérifier

I'immunogénicité du vecteur.

En résumé, le radiotraceur idéal doit permettre la détection et le suivi de la croissance
tumorale en ciblant exclusivement, et avec une forte affinité, les biomarqueurs exprimés a la
surface des cellules tumorales sans affecter les tissus adjacents (ciblage actif). Il doit pouvoir étre
stable dans les fluides biologiques et étre furtif vis-a-vis du systéme immunitaire (non-
immunogene). Il doit étre de petite taille pour pénétrer rapidement dans les tumeurs de maniére
passive par effet EPR 4 (Enhanced Permeability and Retention effect), se fixer de maniere active
sur les cellules tumorales et ne doit pas s’accumuler dans les organes sains. Sa petite taille doit
permettre 'obtention d’'un bon contraste dans un temps bref en éliminant rapidement les

radiotraceurs non-fixés.

1.3.2. Les alternatives aux anticorps en imagerie moléculaire

Les anticorps et leurs fragments sont souvent optimisés pour des applications
thérapeutiques. Leur affinité importante pour leur cible permet de les utiliser a des fins
diagnostiques in vitro [19, 50, 51]. Lors d’une application in vivo, ils montrent une lente
accumulation dans les tumeurs, une clairance sanguine lente et une accumulation aspécifique
dans les tissus sains [39]. Cela est dli en partie a leur taille importante, mais également a la
présence du fragment Fc des anticorps entiers provoquant la rétention de ces agents d’imagerie

dans certains tissus, comme le foie, via les récepteurs anti-Fc [50]. De ce fait, ils ne sont pas les

4 L’effet EPR (Enhanced Permeability and Retention) est un phénomeéne utilisé pour cibler de maniére
passive les tumeurs. En effet, I'endothélium tumoral présente des fenestrations permettant I'absorption de
macromolécules (jusqu'a 200 nm) dans le milieu interstitiel (effet de perméabilité). D’autre part, le drainage
lymphatique étant déficient, les macromolécules sont retenues au sein de la tumeur diminuant ainsi leur
clairance (rétention).
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vecteurs idéaux pour des applications en imagerie contrairement aux peptides et aux petites

protéines ayant une taille inférieure a 70 kDa (limite de filtration du glomérule) [45].

Au cours des deux derniéres décennies, il a été développé de nombreuses protéines de
faible poids moléculaire ciblant spécifiquement des récepteurs membranaires surexprimés par
les cellules tumorales et leurs ligands (Figure 16). Parmi ces récepteurs, nous retrouvons
principalement ceux de la famille a activité tyrosine-kinase (TK) impliqués dans I'activation de
voies de signalisation entrainant la prolifération cellulaire, l'inhibition de l'apoptose,
I'angiogeneése et le développement de métastases [3, 4]. Parmi ces protéines membranaires nous
pouvons citer trois des quatre récepteurs aux facteurs de croissance épithéliaux humains (EGFR,
HER2 et HER3), le récepteur au facteur de croissance de l'endothélium vasculaire de type 2
(VEGFR2) et son ligand de type A (VEGF-A), le récepteur au facteur de croissance des hépatocytes
(HGFR ou MET) et son ligand (HGF), et le récepteur au facteur de croissance insuline-like 1 (1GF-
1R) [52]. Actuellement, plusieurs alternatives aux anticorps sont en cours d’essai clinique, comme
I’Adnectin anti-VEGFR2 (CT-322, phase II) [53], I'Affibody anti-HER2 (ABY-025, phase II) [59, 54],
I'Anticalin anti-VEGF (PRS-050-PEG40, Phase ) [55], et les DARPin bispécifiques anti-VEGF /anti-
HGF (MP0250, Phase I) [56] et anti-VEGF (MP0112, phase II) /57, 58].
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Figure 16 : Alternatives aux anticorps développées contre des récepteurs a activité TK. Figure
adaptée d’apres la revue de Skrlec K et al. [52]. Les publications citées figurent en note de bas de page. (5)

La majorité de ces protéines a été développée pour étre utilisée comme outil

thérapeutique, diagnostique ou théranostique a la place des anticorps avec un nombre de résidus

5 Publications citées dans la figure : 23, 25, 26, 27, 30, 31, 32, 39, 40, 41, 44, 48, 53, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61,
62, 63, 64, 65, 66,67,68,69,70,71,72,73,74,75,76,77, 78,79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92,
93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 102, 103, 104, 105, 106.
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variant entre 40 (Armadillo repeat proteins) et 180 (Anticalin) acides aminés [52], et une affinité
pour leur cible entre 1 pM et 100 nM [30]. Appliquées a I'imagerie, les protéines alternatives aux
anticorps permettent d’obtenir une image de qualité supérieure dans un temps plus court que lors
de T'utilisation des anticorps. La possibilité de générer in vitro ces protéines permet l'insertion
d’étiquettes ou d’acides aminés spécifiques a la conjugaison de groupements prosthétiques ou a
la chélation de radiométaux de maniere régiospécifique sans affecter la capacité de fixation ou
I'activité biologique de la biomolécule. Cette stratégie a déja été développée avec les Affibody et
les DARPin via l'insertion génétique d’un résidu cystéine pour la chélation d’'un groupement

possédant une fonction MMA ou d’une étiquette peptidique pour la chélation du technetium-99m

(Tableau 3).

Tableau 3 : Alternatives aux anticorps développées pour I'imagerie nucléaire des récepteurs a

activité TK.

Charpente Cible RN* GP/AC AA Réf.
125] SPIB Lys, N-ter 25
18F FBEM, CBT Cys 30,32
EGFR Al18F3 NOTA-MMA Cys 32
64Cy, 11[n  DOTA-MMA Cys 79,7577
1]n DTPA-NCS Lys, N-ter 76,25
125] SPIB Lys, N-ter 26
18F FBA Aminooxy-Cy 27
18F SiF-MMA, FBEM Cys 31,27
Al'8F; NOTA-MMA Cys 62,27
. 68Ga, 111In  NOTA-MMA Cys 62
Affibody  HER2  “ynp, DOTA-MMA Cys 59, 54, 65, 68
68Ga, 111In ~ DOTA,NOTA N-ter 61, 66,67
99mTc - Gly-Gly-Gly-Cys 69
99mTc - Gly-(D)Ala-Gly-Gly 70,71
99mTc - Cys 64,68,72
HER3 11]n NOTA-MMA Cys 82
99mT¢ - His-Glu-His-Glu-His-Glu 83
11]n DOTA-MMA Cys 103
IGF-1R  ¢*Cu NOTA-MMA Cys 104
99mT¢ - His-Glu-His-Glu-His-Glu 102
Anticalin HGFR 89Zr DFO-Bz-NCS Lys, N-ter 40
125] - Tyr 23
DARPiIn HER2 1[n DOTA-MMA Cys 23
99mTc - 6HisTag 48
EGFR 68(Ga, 89Zr DFO0-Bz-NCS Lys, N-ter 39
99mTc - 6HisTag 92, 93, 44
Nanobody HER? 99mT¢ - 6HisTag 89
68Ga NOTA-NCS Lys, N-ter 90
HGF 897r DFO-Bz-NCS Lys, N-ter 41
Nanofitine = EGFR 18F FBEM Cys Chapitre 4

RN*: radioélément, GP : groupement prosthétique, AC : agent de chélation, AA : acide aminé.
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1.3.3. Les Nanofitines : charpentes protéiques alternatives aux anticorps

Les Nanofitines(®) sont de petites protéines alternatives aux anticorps générées a fagcon par
I'entreprise Affilogic. Elles dérivent structurellement des protéines Sac7d et Sso7d membres de la
famille des protéines de 7 kDa fixant '’ADN double-brin et issues respectivement des archées
hyperthermophiles et acidophiles Sulfolobus acidocaldarius [107] et Sulfolobus solfataricus [116].
Les protéines Sac7d et Sso7d sont constituées d’'une chalne polypeptidique exempte de résidus
cystéine dont le repliement compact et thermodynamiquement stable confére une haute stabilité
thermique (90,4°C pour Sac7d et 100,2°C pour Sso7d) et chimique (de 0 a 12 pour Sac7d etjusqu’a
13 pour Sso7d) [120] aux Nanofitines. Le role supposé des protéines Sac7d et Sso7d est de
protéger 'ADN contre les hautes températures et 'acidité des milieux dans lesquels évoluent les
archées du genre Sulfolobus. La fusion de la protéine Sso7d a la pFu polymérase, nommée Phusion,
permet notamment de protéger 'ADN contre les hautes températures lors des « Réactions en

Chaine par Polymérase » (PCR) [123].

v

Figure 17 : De Sac7d aux Nanofitines. Structure PDB 1AZP de la protéine Sac7d fixée a 'ADN (en vert) et
acides aminés mutés pour générer les Nanofitines (en rouge) [128].

Les Nanofitines sont obtenues apres mutations aléatoires de 10 a 14 des résidus présents
au niveau de la surface d’interaction avec I’ADN double-brin des protéines Sac7d et Sso7d [118]
(Figure 17) ou par élongation et mutation des boucles qui seront impliquées dans la
reconnaissance de la cible [112, 124]. Les protéines sont ensuite sélectionnées par ribosome
display contre la cible voulue [125]. Il a ainsi été développé des Nanofitines contre plus de

quarante cibles [100] avec une affinité pour leur cible allant jusqu’au picomolaire [107]. La

6 Les Nanofitines sont également connues sous le nom d’Affitines.
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charpente conservée de Sac7d et Sso7d confere aux Nanofitines une grande stabilité vis-a-vis du
pH, de certains agents chaotropes et de la température [107]. Les caractéristiques
physicochimiques des Nanofitines permettent d’envisager leur utilisation pour de nombreuses
applications thérapeutiques dont le traitement des maladies inflammatoires du tractus intestinal

par administration orale (Figure 18) [100].

Fusion GFP GFP-ready | SPECT
‘ P ET Y
Anti-PulD fusion GFP [113] Anti-GFP fusion TNFa [174] | Anti-CD138 (¥7Tc, 1251) [15] Diabéte de type 1
. PET Inhibition enzymatique
Biocapteur fluorescent ! Anti-lysozyme (15F) [111]

Anti-glycosidase [112]
Anti-lysozyme couplée & un fluorophore solvatochrome [115

Maladies inflammatoires
Psoriasis (dimére anti-IL17 /antiFTNFo)**
Gastro-intestinale (anti-TNFa)**

Imagerie
. . e =] i i i
Chromatographie d’affinité = Maladies infectieuses
. . s = Klebsiella oxytoca (Gram-) (anti-PulD
Immunoglobuline G {A"t"FC[‘“Q'*‘L" = fusionnée & la phosphatase alcaline) [107]
Virus (anti-RCNMV immobilisée sur 3 Staphylococeus aureus (Gram+)*
une surface de nickel) [121] % Streptococcus gallolyticus (Gram+)*
m Pseudomonas aeroginosa (Gram-)**
& Escherichia coli (Gram-)**
""""""""""""""""""""""""" Oncologie**
Fonctionnalisation de nanocapsules
Western-blot et ELISA lipidigues pour le traitement du mélanome
Anti-PulD fusionnée & la phosphatase alcaline {107, 108] 122]
Puce a protéine Maladies liées au vieillissement
Anti-lysozyme fusionnée & une étiquette phosphorylée et Oﬁte’op’orose** ) ) ) »
immobilisée sur surface de phosphonate de zirconium [109, Dégénérescence maculaire humide (DMLA) (Anti-VEGF)
110 Systéme nerveux central**

Figure 18 : Applications des Nanofitines dans les domaines des biotechnologies, de I'imagerie et de
I'in vivo. *: Projet NanoFar 2014-06-C3, **: site Internet de la société Affilogic [100]. Figure adaptée pour
les Nanofitines d’apreés la revue de Lofblom J. et al. [101]. Les publications citées figurent en note de bas de
page. (/)

La surface de fixation se trouvant sur les feuillets et la premiere boucle, il est facile
d’ajouter par ingénierie moléculaire a I'une des extrémités un élément permettant la fixation sur
une surface, le marquage régiospécifique ou encore la fusion d’'une Nanofitine avec un partenaire
protéique. Cette stratégie a été utilisée pour la fixation de la Nanofitine anti-lysozyme H4 sur une
surface de phosphonate de zirconium via une étiquette peptidique phosphorylée [110] ou la
fixation de la Nanofitine anti-RCNMYV sur une surface de nickel via I'étiquette hexa-histidine [121].

L’insertion d'un résidu cystéine en bout de chaine a permis l'ajout d'un fluorophore

7 Publications citées dans la figure : 15, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113,114, 115,116, 117, 118,119, 120,
121,122.
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solvatochrome réagissant avec les groupements thiols [115] ou d'un groupement prosthétique
radiomarqué via une fonction MMA [111] sur la Nanofitine anti-lysozyme H4(®). En tant que
partenaire de fusion, les Nanofitines peuvent étre utilisées comme outils de détection in vitro [107,

108, 113, 114] ou dans des micro-organismes vivants [107].

La petite taille des Nanofitines et leur robustesse permettent d’envisager leur utilisation
pour des applications en imagerie moléculaire. Avec une taille inférieure a 20 kDa, elles ont une
meilleure pénétration tissulaire que les anticorps et sont éliminées rapidement de 'organisme.
L’affinité pour leur cible étant comparable a celle des anticorps, ces protéines permettraient
I'obtention d’'un bon contraste entre le tissu ciblé et les autres tissus en peu de temps. Deux
Nanofitines anti-CD138 (A6 et A872) ont déja été radiomarquées de maniere directe et indirecte
avec de 1'125], et par du 9mTc pour le diagnostic des myélomes multiples par imagerie SPECT et
biodistribution [15]. Les marquages ayant eu lieu sur les résidus lysine, histidine et tyrosine, ils
ont induit une perte d’activité de la Nanofitine A872 [15]. Une nouvelle stratégie de marquage
régiosélectif de Nanofitines a été réalisée au sein du Centre de Recherches du Cyclotron (CRC) en
partenariat avec 'entreprise Affilogic. Cette stratégie consiste a insérer génétiquement un résidu
cystéine a l'extrémité C-terminale d’'une Nanofitine et a réaliser ensuite le couplage avec le

groupement prosthétique 18F-FBEM [111] (Figure 19).

(0]
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L—sH 30 min, TA, pH 7.4

Figure 19 : Marquage régiosélectif de la Nanofitine anti-lysozyme H4 par du 18F-FBEM (avec I'aimable
autorisation de Sylvestre Dammicco) [111].

8 Cette stratégie est développée dans le Chapitre 4 du présent manuscrit.
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1.4. Objectifs et organisation du travail de these

Les anticorps et leurs fragments sont souvent optimisés pour des applications
thérapeutiques. Malgré une forte accumulation dans les tumeurs grace a leur forte affinité, leur
clairance lente ne permet pas d’obtenir un bon contraste en imagerie in vivo en un temps court,
faisant des anticorps des vecteurs non-idéaux pour ce type d’application. Leur radiomarquage
ayant lieu le plus souvent sur des acides aminés présents sur I'ensemble de la protéine (partie
1.2.1), il se réalise alors de maniere non-spécifique et peut conduire a I'inactivation de sa capacité

de reconnaissance moléculaire.

Le présent travail de these s’inscrit dans le cadre du développement d’'un nouvel outil de
diagnostic et de suivi en oncologie permettant I'obtention d'images in vivo de tumeurs dans un
délai en accord avec le confort du patient (en réduisant le temps entre l'injection et 'acquisition
d’images). Suivant cet objectif, mon travail de thése s’est articulé autour de 'utilisation des
Nanofitines comme alternative aux anticorps en les radiomarquant a I'aide d’'un radioisotope de
faible demi-vie physique, comme le gallium-68. Dans un premier temps (Chapitre 2 et Chapitre
3), nous nous sommes intéressés au développement d'une nouvelle méthode de radiomarquage
par le gallium-68 ne nécessitant pas d’étape de modification chimique de la protéine a marquer.
Ces travaux s’inscrivent dans la continuité de précédentes recherches ayant abouti au
développement d’'une étiquette peptidique tétra-phosphorylable in vitro dont les groupements
phosphates permettent I'établissement de liaisons de coordination avec des métaux. Ainsi, le
Chapitre 2 décrit le développement d’'un systéme permettant la phosphorylation in vivo de
I'étiquette préalablement fusionnée a une Nanofitine en co-exprimant la protéine chimeére
résultante en présence d’une kinase. Le Chapitre 3 reprend les travaux visant a 'optimisation de
I'étiquette peptidique, initialement développée pour I'ancrage de protéines sur des surfaces de
phosphonate de zirconium, pour la chélation de radiométaux en solution. Enfin, dans un second
et dernier temps, nous avons évalué dans le Chapitre 4 la capacité d’'une Nanofitine anti-EGFR a
cibler de maniére spécifique in vivo les tumeurs EGFR-positives a I'aide d'un modele de xénogreffe

portant deux tumeurs, une tumeur EGFR-positive et une tumeur EGFR-négative.
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Figure 20: Schéma reprenant l'objectif principal de la thése consistant au développement d’un
nouvel outil diagnostic en oncologie. La Nanofitine en bleu représentant la Nanofitine anti-lysozyme H4
et en rouge la Nanofitine anti-EGFR B10.
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GENERATION D'UN SYSTEME DE CO-
EXPRESSION POUR LA PHOSPHORYLATION
IN VIVO DE NANOFITINE

Les expérimentations présentées dans ce chapitre ont été réalisées avec 'aide technique
d’Alain Defontaine et Amina Fateh. Les résultats obtenus font I'objet d’'une publication intitulée
« In vivo phosphorylation of a peptide tag for protein purification » et acceptée au sein de la revue

scientifique « Biotechnology Letters ».
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Chapitre 2 : Génération d'un systeme de co-expression pour la

phosphorylation in vivo de Nanofitine
2.1. Introduction

La génération d'une étiquette tétra-phosphorylable in vitro (EEDSDSSSEDE, TagP4) par
I'unité alpha de la caséine kinase humaine II (CKIla) permettant la fixation de maniére forte a des
surfaces de phosphonate de zirconium. Elle a été réalisée au sein du laboratoire UMR CNRS 6286
[110, 129]. L’établissement de liaisons entre 'oxygéne des groupements phosphate du TagP4 et
les ions Zr(IV) présents sur des surfaces de phosphonate de zirconium a permis une
immobilisation stable et orientée de la Nanofitine anti-lysozyme H4 fusionnée génétiquement au
TagP4 pour la préparation de puces a protéines [110, 129, 130]. Nous voulons utiliser la capacité
naturelle des phosphates a établir des liaisons fortes avec certains cations métalliques, comme le
gallium(Ill), le zirconium(IV) ou le fer(Ill), pour marquer de maniére régiosélective les

Nanofitines avec du gallium-68.

Dans les travaux précédents, les protéines, Nanofitine et CKlla, étaient produites
séparément et purifiées grace a une résine de nickel(II) complexée a l'acide nitrilotriacétique
(NTA) (Ni(II)-NTA). Cette purification était rendue possible grace a I'affinité existant entre le
nickel(Il) et l'étiquette hexa-histidine (6HisTag) présente sur les deux protéines. La
phosphorylation du TagP4 était réalisée in vitro en présence d’adénosine triphosphate (ATP) et
de la CKlla (Figure 21). La kinase était ensuite éliminée par précipitation en chauffant le milieu
réactionnel a 70°C. La Nanofitine tétra-phosphorylée était finalement purifiée sur résine Ni(Il)-

NTA (cf. : Matériel et Méthodes).

] 3

! _—
= - 6h, 30°C _
Q\/f‘ o -
Nanofitine anti-lysozyme H4
fusionnée au TagP4 en C-ter

CKlla + ATP

P

Figure 21 : Phosphorylation in vitro de la Nanofitine anti-lysozyme H4P par la CKlla.
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Afin de diminuer le nombre d’étapes de purification, nous proposons dans ce chapitre une
stratégie qui consiste a co-exprimer au sein d’'une méme bactérie hote la CKlla et la Nanofitine
H4 fusionnée au tagP4. Pour se faire, nous nous sommes inspirés des systemes de biotinylation in
vivo existants, dans lesquels une protéine est fusionnée a un peptide de biotinylation, I'Avitag, et
co-exprimée avec I'enzyme de biotinylation BirA [131, 132, 133, 134]. Nous avons choisi de
travailler avec deux types de vecteurs. Le premier est un dérivé du vecteur pBAD33 et le second
du vecteur pQE30 exprimant respectivement la CKlla et la Nanofitine anti-lysozyme H4 fusionnée
au TagP4. Les vecteurs pQE30 et pBAD33 possédent des marqueurs de sélection et des
promoteurs différents permettant d’exprimer les protéines de maniére individuelle [135]

(Tableau 4).

Tableau 4 : Caractéristiques des vecteurs choisis pour la co-expression.

Vecteur Marqueur de sélection Promoteur
pPQE30 Résistance a I'ampicilline T5
Résistance au
pBAD33 chloramphénicol araBAD

2.2.  Choix des vecteurs et de la souche

2.2.1. Duvecteur transcriptionnel pPBAD33 au vecteur traductionnel pCKIlx

Le systeme d’expression du pBAD33 est constitué du promoteur araBAD (Pgap) et de la
protéine régulatrice AraC. Le promoteur Pgap posséde peu de fuite d’expression et est régulé de
maniere fine par l'arabinose [136, 137], plus la concentration en arabinose sera élevée, plus
I'expression sera importante [138, 139]. Le vecteur pBAD33 ne possédant pas de séquence Shine-
Dalgarno (RBS), il ne peut étre utilisé directement pour la production de protéines. Nous avons
alors transformé ce vecteur transcriptionnel en vecteur traductionnel en respectant le modeéle
d’un vecteur commercial équivalent (pBAD/His, Invitrogen). Nous avons inséré dans le vecteur
pBAD33 la séquence du RBS huit bases en amont du codon d'initiation (ATG). Afin de contréler
finement 'expression de la CKlla, nous avons choisi de cloner le géne codant pour la CKlla dans
ce nouveau vecteur. L’expression de protéines dans des vecteurs de type pBAD nécessite
l'utilisation d'une souche d’Escherichia coli qui ne dégrade pas 'arabinose [136, 138, 139]. Deux
souches d’Escherichia coli Ara- sont conseillées pour la production de protéines via des vecteurs

pBAD par la société Invitrogen, il s’agit des souches TOP10 et LM194 [140, 141].

La création du vecteur traductionnel a été réalisée en plusieurs étapes. La premiére a

consisté a générer un insert encadré des sites de restriction Mlul et Sacl comprenant le promoteur
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araBAD et le RBS selon le modeéle du vecteur pBAD/His. Un second insert comprenant la séquence
codante de la CKlla (sans 6HisTag) encadrée par les sites de restriction des enzymes Sacl et
HindIIl a ensuite été généré. L’étape suivante a consisté a liguer les deux inserts décrits
précédemment pour générer un seul insert encadré par les sites de restriction Mlul et HindIII. Le
produit de ligation, obtenu apres amplification et digestion, a été sous-cloné dans le vecteur
pBAD33 également linéarisé par digestion avec les enzymes Mlul et HindlIl. Le vecteur résultant
a été nommé pCKlla (Figure 22). La production et la fonctionnalité de la CKIla ont été validées
lors des expériences de co-expression. L’absence d’étiquette du 6HisTag permet d’éviter la co-

purification de la kinase et de la protéine a phosphoryler lors des expériences de co-expression.

2.2.2. Les vecteurs permettant 'expression de la Nanofitine anti-lysozyme H4

Nous avons choisi pour les vecteurs qui devront exprimer la Nanofitine anti-lysozyme H4
fusionnée a l'étiquette phosphorylable des vecteurs dérivés du pQE30 dont I'expression est
induite par I'ajout d’isopropyl 3-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) dans le milieu de culture. Son
induction n’étant pas modulable, il y aura alors production massive de la protéine d'intérét en
présence d’'IPTG. Le vecteur d’origine, pNF1, permet I'expression de la Nanofitine anti-lysozyme
H4 sous la forme d’'une double protéine de fusion avec un 6HisTag a I'extrémité N-terminale (N-

ter) et le TagP4 en C-ter [110]. Cette protéine est nommée H4P et sa forme phosphorylée H4P-P.

BamH1 Hindlll
pNF1 6HisTag Nanofitine anti-lysozyme H4 TagP4 L
BamH1 Hindlll Pstl
|
pNF2 6HisTag Nanofitine anti-lysozyme H4 TagP4 mm

BamH1 Hindlll Pstl Sacl Hindlll

|
pNF3 1 Nanofitine anti-lysozyme H4 TagP4 mm

Figure 22 : Constructions générées pour le développement du systéme de co-expression in vivo.

Pour pouvoir éliminer I'étiquette 6HisTag, qui pourrait interférer avec les expériences de

chélation, nous avons créé un second vecteur avec un site de clivage reconnu par la protéase TEV
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entre |'étiquette 6HisTag et la Nanofitine. Ce vecteur posséde le TagP4 en C-ter entre les sites de
restriction HindIII et Pst1. Nous avons cloné la séquence de la Nanofitine H4 issue de pNF1 entre
les sites BamH1 et HindlIIl. Ce nouveau vecteur, nommé pNF2, permet d’exprimer la protéine
H4HP4 (Figure 22). Apres purification sur Ni(I[)-NTA4, il sera alors possible de retirer le 6HisTag
si besoin et d’utiliser directement le TagP4 pour la purification de la protéine d’'intérét

phosphorylée nommée H4HP4-P.

2.3.  Phosphorylation in vivo des Nanofitines H4P et H4HP4
2.3.1. Production de Nanofitines dans les TOP10

Concernant le développement du systéme de co-expression, nous avons choisi de
travailler avec la souche d’E. coli Ara- TOP10. Traditionnellement, la production des Nanofitines
étant réalisée dans des E. coli DH5alaclq, nous avons donc voulu valider 'utilisation des TOP10
pour I'expression des Nanofitines H4P et H4HP4. Pour se faire, nous avons transformé des souches
d’E coli TOP10 et DH5aLacla avec le pNF2 et avons analysé les fractions solubles obtenues apreés
induction IPTG par électrophorese sur gel de polyacrylamide en présence de SDS (SDS-PAGE).
Nous avons observé la présence d’une protéine surexprimée entre 10 et 15 kDa (Figure 23A)
correspondant a la taille attendue pour la Nanofitine H4HP4 (11 424,5 Da). La fonctionnalité de

cette protéine a également été vérifiée par interférométrie de surface (Figure 23B).

A. B. Vérification de I'activité de la H4HP4 produite dans les TOP10
Souche T D 12
FS FS 10 -
E——— e \
250kDa g o8 P
£ o e — —
55kDa — e L8 7 - A ——
35kDa — - 3 o4 [ S
25kDa — W 0z J ey
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15kDa — Y
5% 100 o L’;("J i 200 250 300
ime (sec
S S < H4HP4 TOPIOTRHPA.GHND DHSaLackgH4HP4 dI1/10 msummmm/m mmmemn
10kDa — NiNTA NiNTA SAdysozyme Shdysazyme

Figure 23 : Validation de la construction du pNF2 et fonctionnalité de la protéine H4HP4. A. SDS-PAGE
17% des fractions solubles (5uL) apres production de H4HP4 dans des TOP10 ou des DH5aLacl. FS : fraction
soluble, T : TOP10, D : DH5aLacl4. B. Courbes d’affinité de la H4HP4 pour le lysozyme et le Ni(1l)-NTA obtenues
par interférométrie de surface avec des biosensors lysozyme-streptavidine et Ni(1l)-NTA. Les échantillons testés
sont les fractions solubles diluées au dixiéme apreés production de H4HP4 dans des TOP10 ou des DH5aLaclA.

Quel que soit le type de souche utilisé, nous observons des courbes de fixation et de
dissociation semblables. Par ailleurs, la présence du site TEV, ne semble pas géner la capacité de

capture de la Nanofitine vis-a-vis de sa cible, le lysozyme. Apreés purification sur résine Ni(I1)-NTA,
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nous avons phosphorylé in vitro les protéines H4P et H4HP4, et les avons utilisées comme contréle

lors de I'analyse des expériences in vivo.

2.3.2. Co-expression des Nanofitines et de I'unité a de la caséine kinase II

Dans un premier temps les TOP10 sont rendues compétentes par la technique SEM [142]
et transformées par le vecteur pCKlla. Apres sélection sur LB-agar supplémenté en
chloramphénicol, la présence du vecteur est vérifiée par séquencage. Les bactéries TOP10/pCKlla
sont ensuite rendues compétentes par la technique TSS [143] et transformées avec un vecteur
pNF1 ou pNF2 (Figure 24). Aprés sélection sur LB-agar supplémenté en ampicilline et

chloramphénicol, la présence des vecteurs pNF et pCKlla est vérifiée par séquencage.

TOP10 TOP10/pCKlla TOP10 co-transformées

Méthode SEM Méthode TSS

—_—T > —_—T >

pCKlla pNF

Figure 24 : Co-transformation des Escherichia coli TOP10 par les vecteurs pNF et pCKlla.

Les TOP10 co-transformées sont mises en culture dans un milieu supplémenté a la fois en
ampicilline et en chloramphénicol. La production des protéines est induite par addition de 0,5 mM
d'IPTG [110] et/ou 0,2% d’arabinose [137]. Les fractions obtenues apres purification sur résine
Ni(I[)-NTA sont analysées en SDS-PAGE. La Figure 25 reprend les résultats obtenus pour la
protéine H4P.

Sur le gel polyacrylamide coloré en bleu de Coomassie, nous observons un retard de
migration entre les échantillons témoins non-phosphorylés et phosphorylés in vitro. En absence
d’induction (puit 1), nous observons en SDS-PAGE, aprés coloration en bleu de Coomassie, la
présence d’une bande correspondant a la taille de la Nanofitine H4P (MM = 9614,5 Da) pouvant
étre due a la fuite d’expression du promoteur T5 [7144]. En présence uniquement d’arabinose (puit
2),nous observons un décalage de la bande correspondant a la Nanofitine phosphorylée suggérant
que le TagP4 a été phosphorylé et qu’il y a co-expression d’'une CKlla fonctionnelle. Lorsque les
cultures sont induites uniquement en présence d’'IPTG (puit 3), nous observons une bande

présentant une migration similaire au produit observé en absence d’induction, validant ainsi que
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la bande observée en absence d'induction correspond a la protéine non-phosphorylée. Quand la
culture est co-induite (puit 4), nous observons une bande au méme niveau que lors de la simple
induction en présence d’arabinose suggérant la présence d’'une protéine phosphorylée pour les

cultures induites en présence d’arabinose.

La phosphorylation de la Nanofitine a ensuite été confirmée pour les échantillons co-
induits (puit 4) et induits uniquement avec de I'arabinose (puit 2) grace a un colorant spécifique
des phosphoprotéines, le ProQDiamond. La présence d'une deuxiéme bande de faible intensité
observable en coloration bleu de Coomassie, non-détectée en ProQDiamond et se trouvant a la
méme hauteur que la protéine témoin non-phosphorylée suggere que la phosphorylation n’est

pas compleéte.
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Figure 25 : Phosphorylation in vivo de la protéine H4P. Gel de polyacrylamide a 17% coloré au
ProQDiamond puis au bleu de Coomassie. Dépot de 2 ug d’échantillon purifié sur résine Ni(ll)-NTA. T- :
Protéine H4P, T+ : Protéine H4P-P phosphorylée in vitro.

2.4. Optimisation de la phosphorylation

2.4.1. Variation de la concentration en arabinose

Le fait que la phosphorylation soit incomplete pourrait suggérer un rapport de production
entre les Nanofitines et la CKlla non optimal. Une voie d’amélioration potentielle consiste a
induire en différé les différentes protéines [145]. Nous avons essayé de modifier 'ordre des ajouts

d’inducteur dans le milieu de culture, mais quel que soit I'ordre d’induction, nous n’avons pas
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observé de différences significatives entre les essais. Pour moduler le rapport d’expression de la
CKIla/Nanofitine, nous avons fixé la quantité d'IPTG a 0,5 mM et ajouté une quantité variable

d’arabinose (de 0,1% a 2%). Les résultats obtenus pour la protéine H4P sont présentés dans la

Figure 26.
Arabinose (%) T- 0 0,1 0,2 1 2 T+
—

116kDa — =

66kDa —
o 4s5kDa —
2
1]
5 24kDa —
=]
v
-
g
= 18kDa

14kDa — W ¢ HeP-P

% Hap
45kDa — #==
T 24kDa — %=
Qo
E .
8
[=)
[=4
<
a
' W & Hap-p
® Hap

Figure 26 : Optimisation de la phosphorylation in vivo de la protéine H4P par variation de la
concentration en arabinose. SDS-PAGE des fractions purifiées sur Ni(l1l)-NTA obtenues apreés cultures des
TOP10 co-transformées pNF1 et pCKIla. Dépéts de 2 ug de protéines. L’induction a été réalisée en présence
de 0,5 mM d’IPTG et une quantité variable d’arabinose. T- : H4P, T+: H4P-P phosphorylée in vitro.

La présence d'un décalage de bande en bleu de Coomassie des 0,1% suggére que la
phosphorylation commence en présence d’une faible concentration en CKlla et que le décalage de
bande a lieu des la premiere phosphorylation. L’augmentation du signal observé en coloration
ProQDiamond peut étre interprétée comme une augmentation de la quantité de protéines
phosphorylées ou du taux de phosphorylation. Cette observation est en accord avec les propriétés
régulatrices des vecteurs de type pBAD [137]. La coloration en ProQDiamond montre alors que la

phosphorylation in vivo est plus importante avec 2% d’arabinose (Figure 26).
2.4.2. Phosphorylation ex-vivo

Une autre hypothese en lien avec la phosphorylation incomplete serait que la
concentration intracellulaire en ATP est insuffisante pour permettre la production des deux
protéines et la phosphorylation de la Nanofitine. Par analogie aux travaux de co-expression de

BirA et d’'un peptide a biotinyler [146], une solution est de poursuivre la phosphorylation ex-vivo
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de la Nanofitine en ajoutant de I’ATP dans la fraction soluble. Apres co-expression des Nanofitines
H4P et H4HP4 en présence de 2% d’arabinose, la fraction soluble obtenue apres lyse par
sonication est supplémentée avec 5 mM d’ATP et incubée sur la nuit a 30°C. Les échantillons sont
ensuite chauffés a 75°C, pour faire précipiter les protéines endogénes, et les Nanofitines sont
purifiées sur résine Ni(II)-NTA. Les résultats obtenus pour la protéine H4HP4 sont présentés dans

la Figure 27.
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Figure 27 : Phosphorylation ex-vivo de la protéine H4HP4. A. Gel polyacrylamide a 17% coloré au bleu
de Coomassie. Fractions solubles (5 uL) aprés co-expression dans un milieu supplémenté en IPTG et
arabinose avec ou non ajout d’ATP. Les fractions sont obtenues soit par lyse par sonication (S) soit par lyse
Bugbuster (B). B. Fractions purifiées (2 ug) sur résine Ni(ll)-NTA des fractions obtenues apres lyse par
sonication. Le gel est d’abord coloré au ProQDiamond puis au bleu de Coomassie. T- : protéine H4HP4 (2 ug)
purifiée sur colonne Ni(Il)-NTA.

Nous avons analysé en SDS-PAGE les fractions solubles obtenues apres la lyse avant
chauffage a 75°C (Figure 27A). Lors de l'utilisation du Bugbuster pour la lyse bactérienne, nous
obtenons un précipité important apres une nuit a 30°C, qui est absent lorsque la lyse est effectuée
par sonication. Nous avons donc choisi la sonication comme mode de lyse par la suite pour les
études de phosphorylation ex-vivo. Nous avons également analysé par SDS-PAGE les fractions
obtenues apres purification Ni(II)-NTA. Lorsque le gel est coloré avec du bleu de Coomassie, nous
n'observons pas de différence significative entre les échantillons obtenus avant ou apres
phosphorylation ex-vivo. Lorsque les gels sont colorés avec du ProQDiamond, nous observons une

bande d'une plus forte intensité pour I'échantillon phosphorylé ex-vivo (Figure 27B). Ce résultat
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suggere qu’il y a augmentation du taux de phosphorylation apres ajout d’ATP et que cette étape

favorise I'obtention de la Nanofitine multi-phosphorylée.

2.5. Purification des phosphoprotéines

2.5.1. Génération des résines Fe(III)-NTA et Ga(IlI)-NTA

La présence de I'étiquette 6HisTag sur les différentes Nanofitines permet de purifier
sélectivement ces protéines. Voulant utiliser les protéines phosphorylées pour la chélation de
radiométaux appliquée a I'imagerie médicale in vivo, il est nécessaire d’obtenir un produit le plus
pur possible. Ainsi, nous voulons purifier de maniere efficace les Nanofitines phosphorylées.
Traditionnellement, la purification des protéines se réalise par chromatographie d'affinité via des
ions métalliques (IMAC) [147, 148]. La purification des protéines possédant une étiquette 6HisTag
se réalise grace a des billes d’agarose fonctionnalisées avec de 'acide nitrilotriacétique (NTA). Le
NTA est un agent de chélation tétradentate pouvant établir quatre liaisons de coordination avec
les ions nickel(Il) [149, 150]. Les ions Ni(II) une fois chélatés au NTA fixent les protéines His-
taggées grace aux deux derniéres liaisons de coordination disponibles [150]. Apres fixation, les

protéines sont éluées par compétition avec un tampon fortement concentré en imidazole.

Tableau 5 : Caractéristiques physicochimiques et constantes de stabilité du nickel(Il), du fer(III) et
du gallium(III).

Rayon Nombre de Constante de stabilité (logkmw)
ionique coordination Réf.
(pm) maximal NTA EDTA 6HisTag
Fer(II) 64,5 8 15,87 25,7/25,10 lzg; 11?7 11552
Gallium(II1) 62 6 13,60 21/22/20,27 33, 11 5519 154,
Nickel(I1) 69 6 11,26/11,54/11 18,56/18,62/19 14 1417'531511'55352'

Avec Kur= [ML]/ [M].[L]=1/ Kp (M : métal, L : ligand).

Pour purifier spécifiquement les protéines phosphorylées, nous voulons utiliser la
capacité de certains cations a fixer les groupements phosphate. Pour se faire, nous avons généré
des résines Fe(II)-NTA et Ga(III)-NTA selon le protocole développé par Machida et al. [160]. Le
Ga(lII) peut établir jusqu’a six liaisons de coordination, quatre de ces liaisons servant a la chélation
du métal aux groupements acide iminodiacétique du NTA et les deux autres permettant
d’immobiliser les protéines phosphorylées via les groupements phosphates. Le Fe(III) peut établir
jusqu’a quatre liaisons de coordination avec les protéines phosphorylées. Pour purifier, les

protéines phosphorylées, nous avons utilisé les protocoles développés par Machida et al. [160] et

Page | 59



- Chapitre 2 : Génération d'un systeme de co-expression —

QIAGEN [161] en fixant la concentration en NaCl a 500 mM pour limiter les interactions protéine-
protéine. Afin de valider l'utilisation des résines pour la purification de protéines phosphorylées
in vivo et ex-vivo, nous les avons testées avec les protéines H4P-P et H4HP4-P phosphorylées in
vitro. Apreés fixation sur les résines Ga(IlI)-NTA ou Fe(III)-NTA équilibrées avec du tampon MES
pH 5.5, les résines sont lavées avec le méme tampon et les protéines sont éluées par compétition
avec du tampon phosphate 50 mM pH 7.4. Nous avons rajouté une étape de lavage avec de 'EDTA
pour décrocher les complexes protéine-cations qui pourraient s’étre formés. Les résultats obtenus

pour la protéine H4P et sa forme phosphorylée in vitro sont présentés dans la Figure 28.
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Figure 28 : Purification des Nanofitines H4P et H4P-P phosphorylée in vitro sur résine de Fe(IIl)-NTA
ou Ga(Ill)-NTA. Nous avons déposé 5uL d’échantillons dans chaque puits. Les échantillons déposés sur les
deux résines sont strictement les mémes. NR : Fraction non-retenue, LAV : fraction de lavage, EL : Fraction
d’élution, EDTA : fraction obtenue apres lavage de la résine avec de 'EDTA 100 mM pHS.

Nous observons la présence des protéines, phosphorylées ou non, majoritairement dans
la fraction d’élution quel que soit le type de résine utilisée. Il est alors possible qu’il y ait fixation
via un autre élément présent sur la protéine que le TagP4. Il a été montré que le Fe(IlI) pouvait
étre chélaté par les résidus histidine [7162] et notamment par les étiquettes histidine de plus de
trois résidus [7148]. Le Ga(Ill) et le Ni(II) possédant le méme nombre de liaisons de coordination

(Tableau 5), il est possible que I'étiquette 6HisTag interfere avec la chélation du TagP4.
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2.5.2. Un vecteur sans étiquette hexa-histidine

A Torigine, I'étiquette 6HisTag devait étre éliminée grace a la présence du site de clivage
TEV et la protéine phosphorylée purifiée sur résine de Ga(IlI)-NTA ou Fe(IlI)-NTA.
Malheureusement, I'affinité du 6HisTag pour les résines métalliques ne permettrait pas d’obtenir
la protéine phosphorylée seule. Nous nous sommes donc affranchis du 6HisTag en générant un
nouveau vecteur, nommé pNF3, permettant la production de la protéine H4P4. Pour se faire, nous
avons inséré entre les sites BamH1 et Pst1 d'un vecteur sans étiquette la séquence de la Nanofitine
H4 fusionnée au TagP4. La protéine résultante, nommée H4P4, ne possédant pas de 6HisTag, ne
peut étre purifiée que sur résine métallique aprés phosphorylation in vivo ou ex-vivo. Apres co-
expression dans des TOP10 en présence de 1 mM d’IPTG et 2% d’arabinose, nous avons

phosphorylé ex-vivo les échantillons et les avons purifiés sur les deux types de résine (Figure 29).
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Figure 29 : Purification des Nanofitines H4P4-P phosphorylées in vivo ou ex-vivo sur résine de
Fe(III)-NTA ou Ga(IlI)-NTA. SDS-PAGE 17% des fractions purifiées en IMAC obtenues apres croissance des
E. coli co-transformées par les vecteurs pCKlla et pNF3. L’induction a été réalisée en présence uniquement
d’IPTG (puits 1-3), d'IPTG et d’arabinose (puits 4-6) et avec ajout d’ATP dans la fraction soluble (puits 7-9).
Nous avons déposé 5uL. d’échantillons dans chaque puit. Les échantillons déposés sur les deux résines sont
strictement les mémes. NR : Fraction non-retenue, LAV : fraction de lavage, EL : Fraction d’élution.
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La différence d’intensité entre les différentes fractions d’élution pour les échantillons non-
induits, phosphorylés in vivo ou ex-vivo, peut s’expliquer par le fait que nous avons chauffé les
échantillons a 75°C. En faisant précipiter la majorité des protéines endogénes, nous avons limité

la fixation non-spécifique des protéines aux différentes résines.

Concernant les échantillons en absence d’induction d’arabinose et phosphorylation in vivo,
nous observons sur SDS-PAGE la présence de bandes correspondant a la taille des Nanofitines
H4P et H4P-P dans les fractions non-retenues et dans les fractions d’élution quel que soit le type
de résine utilisée. Pour les expériences de phosphorylation ex-vivo, nous observons dans les
fractions non-retenues et d’élution la présence d’'une bande correspondant a la protéine H4P-P.
En comparantles résultats obtenus pour les deux résines, nous remarquons que la bande est d'une
intensité plus importante pour les résines Fe(II[)-NTA. Apreés phosphorylation, le TagP4 possede
trois atomes d’oxygéne donneurs d’électrons par résidu sérine phosphorylé. Entre pH2 et pH7, le
TagP4 peut donc établir jusqu’a neuf liaisons de coordination s’il est tétra-phosphorylé. Le Fe(III)
pouvant établir plus de liaisons avec le TagP4 que le Ga(IIl), la résine Fe(III)-NTA peut donc fixer

plus fortement les protéines phosphorylées.

2.5.3. Détermination du taux de phosphorylation

Etant donné que I'étiquette phosphorylable est constituée de quatre résidus serine et que
nous observons sur gel polyacrylamide un retard de migration dés 0,1% d’arabinose, nous ne
savons pas si 'ensemble des résidus sérine est phosphorylé, ni quel résidu est phosphorylé. De
plus, la coloration ProQDiamond, méme si elle permet de colorer spécifiquement les protéines
phosphorylées, détecte également les protéines non-phosphorylées lorsqu’elles sont présentes en
grande quantité nécessitant l'utilisation d’'une autre technique de détection. Afin de déterminer le
taux de phosphorylation des protéines d’'intérét, nous avons essayé différentes méthodes
électrophorétiques basées sur le pH isoélectrique des protéines. La phosphorylation des résidus
sérine de I'étiquette peptidique, par I'ajout de groupements phosphate, va modifier la charge nette
de la protéine et donc son pH isoélectrique (Figure 30). En fonction du nombre de groupements
phosphate présents, nous pourrons alors déterminer si nous sommes en présence de composés

mono-, di-, tri- ou tétra-phosphorylés®.

9 Lorsque les protéines sont phosphorylées in vivo ou in vitro, nous les nommons -P (ex : H4P-P). Lorsque
nous connaissons leur état de phosphorylation, nous ajoutons le nombre de phosphorylation (ex : H4P-1P
est la forme mono-phosphorylée de la protéine H4P-P).

Page | 62



- Chapitre 2 : Génération d'un systeme de co-expression —

Protéines H4P H4P-4P H4HP4 H4HP4-4P H4P4 H4P4-4P
ChargeapH 7 -4,85 -11,88 -4,84 -11,88 -6,49 -13,53

Evolution de la charge des protéines en fonction du pH
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Figure 30 : Charge nette des différentes protéines.

La premiere technique que nous avons essayée était I'isofocalisation en une dimension
avec la protéine H4P-P phosphorylée in vitro. Les résultats obtenus ne permettent
malheureusement pas de différencier de maniére certaine les différents états de phosphorylation.
Nous obtenons plusieurs bandes que ce soit pour la protéine H4P ou H4P-P phosphorylée in vitro.
Une technique alternative développée par Buehl et al [163], I'électrophorése en gel de
polyacrylamide contenant de I'urée et du triton-X (NUT-PAGE), permet de visualiser les différents
états d’acétylation ou de phosphorylation des protéines en fonction de leur charge a pH 7 sans

utilisation d’ampholytes.

A Theure actuelle, nous n’avons pas réussi a déterminer le taux de phosphorylation ni les
différentes espéces phosphorylées obtenues concernant les expériences de phosphorylation in
vivo et ex-vivo (Figure 31)10. Lorsque H4P est déposée seule, il existe une seconde bande située en-

dessous de la bande correspondant a la Nanofitine H4P. Il est possible que cette seconde bande

10 NB : Apres rédaction du manuscrit de thése, nous avons réalisé de nouvelles expérimentations et montré
que la protéine était tétra-phosphorylée in vivo et ex-vivo (voir la publication). La présence d'une bande plus
intense en ProQDiamond pour la protéine phosphorylée ex-vivo (Figure 27) est peut-étre due au fait qu’il y
a plus d’échantillons phosphorylés que pour la protéine phosphorylée in vivo.
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corresponde a une isoforme dans laquelle il existe une méthylation du résidu méthionine a
I'extrémité N-terminale de la Nanofitine [129]. Afin de déterminer d’'une maniére qualitative le
nombre de groupements phosphate insérés sur le TagP4, il serait nécessaire de réaliser une étude

en spectrométrie de masse.
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Figure 31 : Détermination du taux de phosphorylation de la protéine H4P4-P. Fractions d’élution
obtenues sur résine Fe(Ill)-NTA des échantillons phosphorylés in vivo et ex-vivo, et analysées en SDS-PAGE
17% et NUT-coloré au ProQDiamond. Dépot de 4 ul. d’échantillon précipité dans de I'acétone. T- : Protéine
H4P, T+ : Protéine H4P-P phosphorylée in vitro.

2.6. Conclusion

Nous avons réussi a développer un systéme permettant la production simultanée d’'une
kinase et d’'une protéine fusionnée au TagP4. Cette co-expression permet d’obtenir la protéine
phosphorylée in vivo. L'efficacité du systéme a été confirmée par SDS-PAGE par retard de
migration de la bande correspondant a la protéine phosphorylée et coloration au ProQDiamond.
L’augmentation de la phosphorylation est ensuite réalisée ex-vivo en ajoutant de 'ATP dans la
fraction soluble sans addition supplémentaire de CKlla. L’étiquette phosphorylée obtenue pourra
également étre utilisée pour la purification de protéines phosphorylées en IMAC via une résine de
Fe(II[)-NTA. Cependant, concernant notre projet, 'objectif final est d’utiliser le TagP4 pour
chélater du gallium-68 en solution. Ne connaissant pas la proportion de cations non-fixés aux
billes d’agarose-NTA, notamment pour les résines générées Fe(IlI)-NTA ou Ga(IlI)-NTA pour le
projet, il est possible que le TagP4 soit déja chélaté aux cations libres. Nous pourrions alors
évaluer la quantité d’ions libres par IMS (lon Mobility Spectrometry) apres lavage de la résine avec
les différents tampons (sans dépot de la protéine). Il serait cependant judicieux d’utiliser une
autre étiquette de purification ne chélatant pas les métaux comme le StrepTagll pour les études

de chélation.
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Au cours de cette étude, nous avons été confrontés a plusieurs obstacles dont le principal
était le manque de reproductibilité entre les différentes productions, et ce, notamment lors des
études de phosphorylation ex-vivo. Cette variation inter-lot et la faible proportion de Nanofitines
phosphorylées in vivo peuvent s‘expliquer par la présence de phosphatases dans le lysat bactérien.
Une maniére de vérifier cette hypothése serait de reprendre I'étude en ajoutant des inhibiteurs
lors de la lyse des bactéries. Il faut également noter que la souche TOP10 utilisée est une souche
d’amplification et non de production, ce qui peut expliquer le faible taux d’expression lors des
études de co-expression. Pour des expériences futures, il conviendrait de tester la souche de

production Ara- LM194.

Concernant les techniques électrophorétiques de détection des protéines phosphorylées,
en plus de celles basées sur les différences de pH isoélectrique, il existe une méthode, développée
par Kinoshita et al. [164, 165], utilisant la capacité des cations comme le zinc(Il) ou le
manganeése(Il) a se fixer aux groupements phosphate. Les cations sont couplés a un ligand nommé
Phos-Tag avant polymérisation du gel de migration. En contact avec la protéine, le complexe va

permettre un retard de migration plus important que lors d’'un SDS-PAGE classique.
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MISE AU POINT D’UNE ETIQUETTE
PEPTIDIQUE PHOSPHORYLABLE POUR LA
CHELATION DE CATIONS TRIVALENTS

Les expérimentations présentées dans ce chapitre ont été réalisées avec I'aide technique
d’Alain Defontaine et d’Amina Fateh. Les résultats obtenus concernant la partie terbium(III)

feront I'objet d’'une publication.
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Chapitre 3 : Mise au point d'une étiquette peptidique phosphorylable pour la

chélation de cations trivalents

3.1. Introduction

3.1.1. Chélation de métaux par des peptides ou des protéines

De nombreuses protéines présentes naturellement dans les organismes chélatent de
maniere spécifique les ions présents dans le compartiment sanguin et le cytoplasme des cellules.
L’établissement de liaisons ion métallique-protéine est rendu possible grace a la présence
d’atomes donneurs d’électrons sur la chaine latérale des acides aminés chargés (aspartate (Asp-),
glutamate (Glu-) et cystéine déprotonée (Ser-)) et des acides aminés polaires (asparagine (Asn),
glutamine (GIn) et histidine (His)) /169, 170]. Les groupements thiolates et carboxylates des
résidus chargés vont permettre I'établissement d’une liaison plus forte avec les ions métalliques
que les groupements hydroxyle et imidazole des acides aminés polaires [7170]. Des exemples de ce
types de liaisons s’établissant entre un cation, le calcium(Il), et le groupement carboxylate des

résidus Asp- et Glu- sont présentés en Figure 32.

o e (i & cat
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Figure 32 : Types de liaison s’établissant entre un ion calcium(Il) et le groupement carboxylate des
résidus aspartate (Asp-) ou glutamate (Glu-). Figure tirée de [171].

Parmi les domaines protéiques impliqués dans la chélation des ions métalliques, les plus
étudiés sont ceux en doigt-a-zinc et en EF-hand (Figure 33). Le premier motif adopte une
conformation en tétraédre par établissement de quatre liaisons de coordination avec le zinc(II)
(NC @znz+) =4-6 01 [172]) (Figure 33A). Le second établit sept liaisons de coordination avec un ion
calcium(II) selon une configuration pentagonale bipyramidale (NC caz+) = 6-8 [172]) (Figure 33B).

Le motif en EF-hand, présent en quatre exemplaires dans la calmoduline, est composé de 12 acides

11NC : nombre de coordination qu'un ion peut établir avec un ligand. La valeur est généralement établie par
études cristallographiques. Elle dépend a la fois de la charge de I'ion, de sa taille et de sa capacité a recevoir
des charges, mais également du ligand (taille, charge, denticité (monodentate, bidentate, etc...) [170].
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aminés dont les résidus en position 1, 3,5, 7, 9 et 12 participent a la formation du site de chélation
[173] (Figure 33C et Figure 33D). La séquence consensus du site de chélation est constituée :
de trois résidus monodentates en position 1, 3 et 5 (Asp, Asn ou Ser) ; d’'un résidu bidentate en
position 12 (Asp ou Glu); de la chaine carbonyle du résidu en position 7 et d’'une molécule d’eau

stabilisée par le résidu en position 9 [173] (Figure 33B).

Site de fixation au Ca?* du motif en EF-

: . . -
(A) Motif en doigt-a-zinc complexé au Zn (B) hand de 1a calmoduline

Motif en EF-hand de la calmoduline

(9] Motif en EF-hand de I'apo-calmoduline (D) complexé au Caz*

Figure 33 : Structures des motifs en doigt a zinc et EF-hand. (A) Motif en doigt a zinc tiré de la structure
PDB 1AAY [166]. Le site de chélation au zinc(Il) est constitué de deux résidus histidine et de deux résidus
cystéine. (B) Site de chélation au calcium(Il) du motif en EF-hand de la calmoduline tiré de [167]. Motif en
EF-hand de la calmoduline avant (C) et apreés (D) chélation avec le calcium(ll) tiré de [168].

3.1.2. Phosphorylation et chélation de métaux

Comme précisé dans le chapitre précédent, une étiquette tétra-phosphorylable in vitro
(TagP4) par l'unité alpha de la caséine kinase humaine II (CKlla) a été générée au sein du
laboratoire UMR CNRS 6286. Fusionnée en C-ter de la Nanofitine anti-lysozyme H4, elle permet la
fixation de la protéine sur des surfaces de phosphonate de zirconium via I'établissement de
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liaisons fortes entre I'oxygéne des groupements phosphate du TagP4 et les ions Zr(I1V) [110, 129].
Des peptides synthétiques de référence reprenant la séquence du TagP4 avec différents états de
phosphorylation (de 0 a 4 résidus sérine-phosphorylés) ont montré que plus le peptide était
phosphorylé, plus la liaison établie avec la surface de phosphonate de zirconium semblait forte

[130].

L’objectif étant de marquer de maniére régiosélective les Nanofitines, nous voulons
utiliser la capacité naturelle des phosphates a établir des liaisons fortes avec certains cations
métalliques. Nous avons choisi d’étudier les phénomenes de chélation avec des cations comme le
gallium(IlI) et le zirconium(IV), car ceux-ci sont couramment utilisés dans les systémes de
purification des phosphopeptides et phosphoprotéines [160, 174, 175]. De plus, les Nanofitines
possédent une demi-vie biologique inférieure a 5 minutes compatible avec la demi-vie physique
du gallium-68. Afin de déterminer s'il existe un phénomene de complexation en solution entre le
TagP4 et des ions métalliques, nous avons évalué la capacité du peptide a chélater un cation de la
famille des lanthanides : le terbium(III). Contrairement aux cations métalliques comme le Zr(IV)
ou le Ga(IIl), les lanthanides peuvent émettre un signal de luminescence apres excitation, qui est
accru en présence d’agent de chélation, permettant de suivre la complexation aux étiquettes

peptidiques.

3.1.3. Leslanthanides

Les lanthanides (Ln3+) sont des cations trivalents représentant les éléments du bloc 4f
allant du lanthane-57 au lutécium-71. Ils possedent une structure électronique de type [Xe]4fn
(Tb3+: [Xe]46s2) [176]. Les Ln3+ ont un rayon ionique allant de 86 a 122 pm et peuvent établir
entre 7 et 9 liaisons de coordination avec des atomes donneurs d’électrons comme I'oxygéne ou
'azote [177]. Ces ions possedent la particularité d’émettre de la luminescence sur un large spectre
allant de l'ultraviolet (Gd3*) au proche infra-rouge (Pr3+, Nd3+, Ho3*, Er3+, Yb3+) en passant par le
visible (Tm3+ (bleu), Tbh3* (vert), Sm3+ (orange), Eu3+ (rouge), etc.) [178]. La fixation des Ln3+ a des
agents de chélation, comme le DOTA, va empécher le quenching du lanthanide par les
groupements -OH des molécules d’eau et entrainer une exaltation de la fluorescence. La
luminescence obtenue est due a un transfert d’énergie intramoléculaire entre les couches
électroniques f-f apres excitation a une longueur d’'onde comprise entre 320 et 440nm [176]. Le
retour a I'état fondamental des Ln3* excités est lent, permettant de séparer en « temps résolu » la

luminescence du lanthanide de la fluorescence naturelle de I'agent de chélation [176, 179].
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3.2.  Optimisation de I’étiquette phosphorylable

3.2.1. Les peptides mimétiques

Afin de simuler les phénomenes de chélation que nous pourrions obtenir avec le TagP4,
nous avons utilisé des peptides synthétiques de référence reprenant la séquence de I'étiquette

avec différents états de phosphorylation (Tableau 6).

Tableau 6 : Séquences des différents peptides synthétiques utilisés.

Nom Séquence
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
oP E E D S D S S S E D E
1P E E D E D D D pS E D E
2P E E D pS D D D pS E D E
3P E E D pS D D pS pS E D E
4P E E D pS D pS pS pS E D E

OP: non-phosphorylé, 1P: mono-phosphorylé, 2P : di-phosphorylé, 3P : tri-phosphorylé, 4P : tétra-
phosphorylé, pS : résidu sérine phosphorylé, D : acide aspartique, E : acide glutamique.

3.2.1.1. Détermination de la structure des peptides

La présence des résidus sérine phosphorylés pouvant influer sur la conformation des
peptides, nous avons réalisé une étude en dichroisme circulaire. Nous pouvons observer pour le
peptide non-phosphorylé (0P), un minimum de signal aux alentours de 200 nm et une absence de
dichroisme sur le reste du spectre UV (Figure 34A). Ce type de résultat est caractéristique des
peptides ne présentant pas de structure secondaire définie [169]. Les peptides mono-phosphorylé
(1P) et tétra-phosphorylé (4P) présentent sensiblement les mémes spectres que le OP. Concernant
les peptides di-phosphorylé (2P) et tri-phosphorylé (3P), nous pouvons observer une légere
augmentation de la négativité de l'ellipsité vers 225 nm correspondant a la formation de
structures secondaires [169]. Cette observation suggere que les peptides 2P et 3P ont une

structure favorisant leur repliement et donc la chélation avec les ions.

3.2.1.2. Etude de chélation avec des cations trivalents ou tétravalents

Le TagP4 permettant la fixation sur des surfaces de phosphonate de zirconium, nous avons
évalué la capacité de chélation des peptides avec du Zr(IV) en solution. Les phénomenes de
chélation pouvant changer la conformation des peptides, nous avons effectué une étude de
titration avec du ZrOCl; suivie en dichroisme circulaire. Nous n’avons pas observé de différence
significative entre les différents spectres obtenus. Nous avons ensuite réalisé une titration en

bioluminescence des peptides en présence d'une quantité croissante de Tb(III). Les premiéres

Page | 72



- Chapitre 3 : Mise au point d’'une étiquette peptidique phosphorylable -

expérimentations ont été réalisées dans les conditions décrites par Tamara Cooper utilisant les
longueurs d’onde d’excitation et d’émission du Tb(III) (A excitation = 345 NM, A émission = 544 nm) [180)].
Le tampon choisi pour cette étude est le tampon T a pH7 contenant de I'acide 4-(2-hydroxyethyl)-
1-piperazineethanesulfonique (HEPES, pKa; = 3, pKa; = 7,55) et présentant une faible auto-

fluorescence et un faible pouvoir chélatant [182, 183].

(A) (B)
Spectre de dichroisme circulaire obtenue pour les peptides Titration des peptides mimétiques par du terbium(lll)
mimétiques (100 pM dans de I'acide formique pH 2) (20 pM dans du tampon HEPES pH 7)
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Figure 34 : Caractéristiques des peptides mimétiques. En bleu ciel : peptide OP ; en rouge : peptide 1P ;
en vert foncé : peptide 2P, en vert clair : peptide 3P, en bleu foncé : peptide 4P. (A) Spectre de dichroisme
circulaire des différents peptides a 100 uM dans de l'acide formique 10 mM pH 2 obtenus a 40°C, cuve en
quartz, fente de 1 cm. (B) Titration des peptides mimétiques a 20 uM par du Th(III). Les courbes sont
obtenues apres soustraction de la fluorescence naturelle des peptides et du Th(IIl) (excitation a 235nm,
tampon T pH7, 30°C). (C) Lissage des courbes selon I'équation de Hill en fixant le maximum de luminescence
a 100. (D) Détermination de la constante de dissociation a I'équilibre selon I'équation de Hill avec un seul
site de fixation. Les résultats ont été obtenus a l'aide du logiciel Graphpad. Avec n, le nombre d’expériences
réalisées.
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Nous pouvons observer sur les courbes de titration (Figure 34B) que la chélation avec les
peptides 2P et 3P montrent une luminescence plus importante que pour les autres peptides et
notamment le peptide 4P. L’allure en sigmoide des courbes obtenues suggere un phénomene de
coopération entre les peptides en solution pour chélater le Tb(III). Si nous appliquons I'’équation
de Hill (Figure 34C) pour déterminer la constante de dissociation (Kp), les valeurs obtenues sont
comprises entre 36,9 + 0,81 uM (2P) et 55,8 + 0,93 uM (3P) (Figure 34D). Les études de dichroisme
circulaire et de titration ont montré que les peptides 2P et 3P adoptent une conformation spatiale
semblant favoriser la chélation avec le Tb(III). Si I'on compare les séquences des peptides 2P, 3P
et 4P, il est possible que la présence d'un résidu sérine-phosphorylé en position 6 limite le
repliement du peptide 4P (Figure 35). La différence de signal entre les peptides 2P/3P et le
peptide 4P pourrait étre expliquée par le quenching de la luminescence de I'ion Tb(III) par des
molécules d’eau. Il serait intéressant de garder un pas de 2 a 3 acides aminés entre les résidus
sérine-phosphorylé pour favoriser le repliement du peptide et donc la chélation avec des ions

trivalents.

& o &
a?mog s

2P

Figure 35 : Représentation schématique des hypothéses concernant la chélation du terbium(III) par
les peptides 2P, 3P et 4P. En vert : le Tb(IlI), en jaune-orangé : les résidus sérine-phosphorylé, en rouge :
les résidus acide aspartique et acide glutamique. Les molécules d’eau sont représentées par l'assemblage
d’une sphére rouge et de deux sphéres blanches.

3.2.1.3. Limitations a l'utilisation des peptides

Rappelons que I'étiquette phosphorylable TagP4 a été créée pour une phosphorylation
efficace par la CKlla afin d'immobiliser des protéines sur une surface de phosphonate de
zirconium. Les surfaces de phosphonate de zirconium présentent une densité localement élevée
en Zr(IV) prédisposés spatialement pour une interaction efficace avec des groupements
phosphates. La chélation des ions en solution, comme le Tb(Ill), présente des contraintes
différentes qui semblent impliquer l'intervention de plusieurs peptides pour lier les cations a
I'étiquette phosphorylable (effet de coopération présenté dans la Figure 34)). Notons que pour
réaliser les études de titration nous avons di utiliser des quantités importantes en peptide (20

uUM) pour obtenir un signal supérieur au bruit de fond. Cela est notamment da au fait que les
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peptides synthétiques utilisés ne présentent pas de résidu aromatique (Tableau 7) pouvant servir

d’antenne par transfert d’électron [181] pour I'exaltation de la bioluminescence du Tb(III).

Tableau 7 : Longueurs d’ondes d’excitation et d’émission du terbium(Ill) et des acides aminés
aromatiques.

Terbium(III) Tryptophane Tyrosine Phénylalanine
Aexcitation 345 nm 280 nm 274 nm 257 nm
Aémission 544 nm 348 nm 303 nm 282 nm

3.2.2. Les étiquettes de fixation aux lanthanides (LBT)

Nous avons montré dans la partie précédente grace a des études de chélation mettant en
jeu des peptides synthétiques et le Tb(III) que la séquence du TagP4 n’était pas optimale pour la
chélation de cations en solution. L'introduction de résidus sérine, tyrosine ou thréonine
phosphorylés permet de générer ou de modifier la capacité de certains peptides a fixer les ions
métalliques [169, 192]. L'introduction d’un résidu tyrosine-phosphorylé dans la séquence d’un
peptide dérivé du motif EF-hand a permis de convertir sa spécificité pour les lanthanides vers
d’autres cations comme 'uranyle(11) [192]. Suivant la méme stratégie, nous voulons optimiser une
séquence de fixation déja décrite et la rendre phosphorylable pour la chélation de Tbh(III) pour
ainsi permettre la chélation de cations métalliques comme le Zr(IV) ou Ga(III). Nous avons choisi

de travailler avec les étiquettes de fixation aux lanthanides (lanthanide-binding tags, LBT).

Les LBT sont des étiquettes peptidiques de 15 a 25 acides aminés obtenues par
mutagenese dirigée du motif de fixation au calcium de I'EF-hand. Elles sont sélectionnées pour
leur capacité a complexer en solution les lanthanides tels que le Tb(III) ou I'Eu(Ill) avec une
affinité de l'ordre du nanomolaire [179, 184, 185, 187, 188, 189, 190, 191]. Fusionnées a des
protéines, elles permettent d’étudier leur structure, leur fonction et leur dynamique par des

études de spectroscopies RMN, de cristallographie par rayon X et de luminescence [184].

Le site de chélation des LBT est constitué de deux résidus acide aspartique (Asp, D)
monodentates en position 4 et 8, ainsi que de deux résidus acide glutamique (Glu, E) bidentates
en position 12 et 15 (Figure 36). Le repliement du LBT et la formation de la cage sont assurés par
la présence d’acides aminés hydrophobes en positions 2, 11 et 16 [187, 189, 190] et de résidus
glycine (Gly, G) en position 9 et 13. La structure indole de la chaine latérale du tryptophane (Trp,
W) en position 10 et le cycle aromatique de la tyrosine (Tyr, Y) en position 11 font de ces résidus
de bons électrons pi-donneur [184] permettant de visualiser la chélation en servant d’antenne.

L’excitation a une longueur d’onde de 280 nm permet le transfert d’énergie entre le tryptophane
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et le Tb(III) et offre ainsi une luminescence optimale permettant la visualisation de la chélation

[179, 185, 187].

Figure 36 : Structure du LBT nommé « peptide 1 » et chélaté au terbium(Ill). Figure réalisée d’apres
la structure PDB 1TJB a l'aide du logiciel Pymol.

De nombreuses mutations du LBT « peptide 1 » ont été réalisées afin d’augmenter son
affinité pour le Tb(III) (Tableau 8). Langdon ]J. Martin [7190] a montré que I'on pouvait muter le
résidu Asp14 en glycine, proline, sérine ou asparagine sans affecter de maniere significative la
capacité de fixation aux lanthanides. De la méme maniére, le résidu asparagine (Asn, N) en
position 7 peut étre muté en alanine, acide aspartique, acide glutamique ou glycine. Le résidu
Tyr11 a été muté en isoleucine et le résidu Leul7 en tyrosine augmentant ainsi l'affinité pour le
Tb(III) d’'un facteur 1,5 (Ko (peptide1) = 57 nM, Kp (sLBT2) = 38 nM). La perte du cycle aromatique
provoque la diminution de la fluorescence [189] qui est toutefois rétablie par mutation de la Tyr2
en phénylalanine avec une augmentation concomitante de I’affinité pour le Tb(III) (Kp (sLBT3) =

18 nM) [189].

Tableau 8 : Séquences des différentes étiquettes générées par I'équipe d’'Imperiali.

Séquence de I'étiquette

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
D G W Y E G D E L L A
D G W I E G D E L Y A
D T N N D G W I E G D E L Y A

Nom

1
Peptide1l G
sLBT2 G
sLBT3 G

O O »
e A B
zZ| Z o
AR AR |

3
I
I
I

< =< N

Les résidus impliqués dans le repliement et/ou la chélation des lanthanides et/ou l’émission du signal en
luminescence sont mis en couleur. En blanc : Les résidus pouvant étre mutés. F : résidu phénylalanine (Phe), I : résidu
isoleucine (lle), T : résidu thréonine (Thr), L : résidu leucine (Leu), A : résidu alanine (Ala).
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3.3. Etudes de la phosphorylation des étiquettes peptidiques LBT

3.3.1. Génération de Nanofitine fusionnée aux LBT

Nous avons choisi de travailler a partir de la séquence du sLBT3 [189, 193] afin de larendre
phosphorylable et permettre la chélation de radiométaux (Tableau 8). Le sSLBT3 est une étiquette
cysteine-free possédant une affinité de 18 nM pour le Tb(III) lorsqu’elle est sous forme de peptide
en solution, et de 2,4 nM (premier site) et 23 nM (deuxiéme site) lorsque deux copies du tag sont
fusionnées génétiquement a l'ubiquitine [189]. Afin de faciliter les manipulations, nous avons
choisi de fusionner génétiquement cette étiquette a la Nanofitine anti-lysozyme H4. La protéine
choisie possede un taux de production élevé, ainsi qu'une forte stabilité thermique et chimique.
L’utilisation de la H4 permet la mise au point des conditions expérimentales pour la chélation des

cations a pH acide.

(A) (B)

BamH1 HindlIll Pstl

mm SLBT3 Nanofitine anti-lysozyme H4 StrepTag I

Nanofitine anti-lysozyme H4
fusionnée au sLBT3 en N-ter

Figure 37 : Expression de la protéine LBT+. (A) Schéma du vecteur pLBT+ permettant I’expression de la
protéine LBT+. (B) Représentation de la Nanofitine anti-lysozyme H4 fusionnée au sLBT3 a l'extrémité N-
terminale (LBT+). Figure obtenue a partir de la structure PDB 1AZT de la protéine Sac7d. Les acides aminés
correspondants a l'étiquette SLBT3 en N-ter sont représentés par des cercles de couleur. En gris foncé : résidu
Ala, en bleu moyen : résidus Tyr ou Phe, en vert : résidus Leu ou Ile, en rouge : résidus Asp ou Glu, gris clair :
résidus Gly, en rose : résidu Trp, en cyan : résidu Asn, en jaune : résidu Met, en jaune-orangé : résidu Thr.

Pour se faire, nous avons généré un vecteur dérivé du pQE30 permettant I'expression de
la H4 sous la forme d'une double protéine de fusion avec la séquence du sLBT3 a I'extrémité N-
terminale (N-ter) et I'étiquette de purification StrepTagll en C-ter (Figure 37). Cette séquence
permet de s’affranchir de I'étiquette poly-histidine classiquement utilisée pour la purification de

protéines pouvant intervenir dans les phénomeénes de chélation (voir partie 2.5). La protéine
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résultante est nommée LBT+ (12). Afin d’avoir un témoin négatif lors des études de titration, nous
avons produit la H4 fusionnée uniquement avec le StrepTagll en C-ter. La protéine obtenue est

nommée LBT-.

3.3.2. Insertion de résidus phosphorylables dans le site de chélation d’'un LBT

Les étiquettes de fixation aux lanthanides reprenant la séquence de I'EF-Hand, leur site de
chélation est constitué des résidus acide aspartique (D, Asp) en positions 4 et 8, ainsi que des
résidus acide glutamique (E, Glu) en positions 12 et 15 (Figure 38A). Les résidus Asp jouantle réle
d’agent de chélation monodentate et les résidus Glu d’agent de chélation bidentate [189]. Nous
avons fait I'’hypothése que la substitution des deux résidus Glu par des résidus sérine
phosphorylés (pSer, pS) permettrait de restaurer un encombrement similaire pour la
complexation de cations métalliques (Figure 38C), tout en renforcant I'affinité pour les ions Zr(IV)
et Ga(Ill). A l'instar des résidus Glu, les groupements phosphate, entre pH 2 et pH 7, peuvent
établir deux liaisons avec les cations par la présence de deux oxygénes se partageant une charge

négative (le troisiéme étant protoné).

Figure 38 : Substitution des résidus acide glutamique par des résidus sérine-phosphorylés. (A) Site
de chélation du peptide 1 d’apreés la structure cristallographique PDB 1T|B. Les liaisons établies entre le
Tb(11I) (en cyan) et les oxygene (en rouge) des résidus acides aspartique et glutamique sont signalés en
jaune. (B) Substitution des résidus acide glutamique en positions 12 et 15 par des résidus sérine. (C)
Phosphorylation des résidus sérine. Modéles obtenus par modification de la structure PDB 1T|B a l'aide du
logiciel Pymol.

Pour la phosphorylation in vitro des résidus sérine (Ser, S) en positions 12 et 15, nous
avons travaillé avec la sous-unité catalytique a de la caséine kinase I (CKlla). La séquence
consensus de la CKlla, déterminée par Meggio et al. [194] préconise la présence en +3 d’un résidu

acide (D/E/pS/phospho-tyrosine/phospho-thréonine) ainsi que 'absence d’acide aminé basique

12 [’ensemble des séquences protéiques est données dans le Matériel et Méthodes.
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(histidine/lysine/arginine) entre les sites -1 et +4. Considérant I'introduction des résidus sérine
en positions 12 et 15, il conviendra donc de muter le résidu Alal8 en acide aspartique afin de
favoriser la phosphorylation du résidu Ser15. La phosphorylation du premier résidu permettra de
créer I'environnement favorable a la phosphorylation du résidu Ser12. Le résidu Thr5 pouvant
présenter un site de phosphorylation potentiel non désiré, nous avons choisi de rendre silencieuse
cette position en le mutant en alanine. Nous avons ensuite généré le mutant LBT2-2S possédant

les deux résidus sérine en positions 12 et 15 (Tableau 9).

Tableau 9 : Premiére génération de mutants par mutagenése dirigée pour la phosphorylation de
l'étiquette LBT.

Séquence de I'étiquette

Nom
i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
LBT+ G F 1 D T N N D G W I E G D E L Y A
LBT1 G F 1 D T N N D G W I E G D E L Y E
LBT2 G F 1 D A N N D G W I E G D E L Y E
IBT2-2 G F I D/ A N N D G W 1 S G DS L Y E

LBT+ : Nanofitine anti-lysozyme H4 fusionnée génétiquement a l'étiquette peptidique sLBT3+, LBT1 : mutant
LBT+ A18E, LBT2 : mutant LBT1 T5A, LBT2-2S : mutant LBT2 E12S/E15S.

La phosphorylation in vitro du mutant LBT2-2S a ensuite été testée en présence d'une
quantité variable de kinase (Figure 39). Nous pouvons observer, par retard de migration, sur un
gel polyacrylamide 17% en présence de SDS que la phosphorylation de la protéine témoin H4P a
lieu dés 0,1% en CKlla. La présence de deux bandes pour la protéine LBT-2S semble indiquer une

phosphorylation incomplete de I'étiquette.
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LBT2-2S H4P
Concentration
enCKlla 0% 01% 1% 5% 0% 0% 0.1% 1% 5%
250kDa — S
—
— —
23kba - <4 CKlla
35kDa — "=
25kDa — "
15kDa — " / LBT2-2SP
10kDa — " <
LBT2-2S

Figure 39 : Phosphorylation in vitro des protéines H4P et LBT2-2S avec différentes concentration en
CKlla. SDS-PAGE 17%. Dépét des échantillons (2 pg) directement aprés phosphorylation des fractions
purifiées sur résine Ni(Il)-NTA ou Streptactin. Nous avons choisi comme témoin de phosphorylation la
protéine H4P décrite dans le chapitre précédent. Pour la suite des expériences, la concentration en CKlla a
été fixée a 1%.

3.3.3. Optimisation de la phosphorylation des résidus sérine

3.3.3.1. Génération des mutants LBT3 et LBT4

La phosphorylation du mutant LBT2-2S semblant étre incompleéte, nous avons cherché a
améliorer la séquence de I'étiquette pour la rendre phosphorylable. Nous avons donc analysé les
différentes séquences reconnues par la CKlla et mis en relief quatre séquences pouvant se
rapprocher de celle du sLBT3 fusionnée a la Nanofitine H4, celles des protéines Myf-5 [194], nm
HC Myosin B [194], Cam1P [192] et C1R [194].

En comparant les séquences de la Myf-5 et de la nm HC Myosine B avec celle du LBT2-2S
(Tableau 10), nous avons pu remarquer que les motifs phosphorylés par la CKlla étaient
nettement chargés négativement (présence de résidus S, E et D) favorisant la phosphorylation du
résidu sérine. Meggio et al. ont déterminé que la probabilité de phosphorylation d’'une sérine était
plus grande lorsqu’un résidu acide aspartique ou glutamique était présent en position +1 et/ou
+2 [194]. Afin d’augmenter I'environnement acide autour de la Ser15, nous avons muté le résidu
Tyr18 (en +2 de la sérine) en acide aspartique. Nous avons ainsi généré les mutants LBT3 et LBT3-
2S possédant respectivement les résidus Glu12/Glu15/Asp18 et Ser12/Ser15/Asp18 a partir des
vecteurs pLBT2 et pLBT2-2S.
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Tableau 10 : séquences compatibles avec la phosphorylation de la deuxiéme sérine.

4 -3 -2 -1 0 +1 +2 +3 +4 +5 +6 +7

LBT2-2S I S G D S L Y E G S V K
Myf-5 R Y I E S L Q E L L R
nmHCMyosineB || E G A S L E L S D D

De laméme facon nous avons travaillé sur I'environnement du résidu Ser12. En comparant
les séquences des protéines LBT3-2S, Cam1P et C1R (Tableau 11), nous avons pu observer que si
nous voulions avoir un résidu antenne en -2, il était préférable d’insérer un résidu tyrosine plutét

gqu’'un tryptophane. Nous avons donc muté le résidu Trp10 en tyrosine.

Tableau 11 : séquences compatibles avec la phosphorylation de la premiére sérine.

+1 +2 +3 +4 +5 +6

-2
LBT3-2S D A N N D G w I

Cam1P D K D G D G Y I
CiR S G Y I

wnig9 un o
o3|

Nous avons ainsi généré les mutants LBT4 et LBT4-2S possédant respectivement les
résidus Tyr10/Glu12/Glul5 et Tyr10/Ser12/Ser15 a partir des vecteurs pLBT3 et pLBT3-2S
(Tableau 12).

Tableau 12 : Deuxiéme génération de mutants pour la phosphorylation de I'étiquette LBT.

Séquence de I'étiquette
Nom

1 2 3 10 11 12 13 14 15 16 17 18

LBT3 w1 E G D E L | D

I E

LBT3-2S

G

LBT4 G F I
G
G

O | O | O O
> = > = u
ZzZ | 2|z z2|&
z | 2|z, 2|9
| 9| g Ol ®
[op I I o> I I o> IR I oD IR IR =)

E

Y G D D E

w1 S G D | S L D E

LBT4-2S Y I S G D D E

LBT3 : mutant LBT2 Y17D, LBT4 : mutant LBT3 W10Y, LBT3-2S : mutant LBT2-2S Y17D, LBT4-2S : mutant LBT3-
28 W10Y.

3.3.3.2. Phosphorylation des mutants

Nous avons évalué en SDS-PAGE la capacité des mutants a étre phosphorylés in vitro. Nous
observons pour le mutant LBT3-2S la présence de deux bandes suggérant que la phosphorylation
est incompléte. Concernant le mutant LBT4-2S, le suivi de phosphorylation montre la disparition

de la bande correspondant a la protéine non phosphorylée au profit de I'apparition d’'une bande a
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migration retardée. Cela laisse supposer que la phosphorylation est compléte (Figure 40). Cette
observation a ensuite été confirmée par électrophorése en gel de polyacrylamide contenant de

I'urée et du triton-X (NUT-PAGE) (Figure 41B).

LBT3-2S LBT4-2S

Phosphorylation

in vitro + + +
250kDa — 4= z 5
55kDa —
35kDa —
25kDa —
15kDa — .- LBT3-25P

/ W - LBTA-2SP

10kpa — X —_—

Figure 40 : Phosphorylation in vitro des mutants LBT3-2S et LBT4-2S. SDS-PAGE 17%. Dépots de 2 ug
de protéines obtenues a partir du mélange réactionnel apres phosphorylation des fractions purifiées sur
résine Streptactin.

3.3.3.3. Monophosphorylation de I'étiquette LBT (LBT5)

Afin de déterminer si la présence d'un seul résidu sérine phosphorylé est suffisante pour
la chélation avec le Tbh(III), nous avons créé le mutant LBT5-1S possédant uniquement le site de

phosphorylation concernant le résidu sérine en position 12 (Tableau 13).

Tableau 13 : Troisiéme génération de mutants pour la phosphorylation de I'étiquette LBT.

Séquence de I'étiquette
Nom

i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

LBT5 G F I D A N N D G Y I E G D E L Y | E

LBT5-1S G F I D A N N D G Y I S G D E L Y | E

LBTS5 : mutant LBT2 W10Y, LBT-1SP : mutant LBT5 E12S.

La phosphorylation in vitro de la protéine a été évaluée en SDS-PAGE et NUT-PAGE (Figure
41). Le décalage de la bande en SDS-PAGE valide la phosphorylation du mutant LBT5-1S. Le
décalage ayant lieu des la premiére phosphorylation, nous ne savons pas si le mutant LBT4-2S est
mono- ou di-phosphorylé (partie 2.4.1). En NUT-PAGE, les protéines non-phosphorylées LBT5-1S

et LBT4-2S ont le méme temps de migration. Lorsqu’elles sont phosphorylées in vitro, nous
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observons un décalage plus important pour la protéine LBT4-2SP suggérant que celle-ci est di-

phosphorylée.
(A) (B)
LBT4-2S LBT5-1S
Phosphorylation 17, wn % %
N . + ~ + — o~ — t\ll
in vitro " < ) - ) <
B B B B & &
250kDa — | 3 | | | |
=
55kDa — s A - < CKlla
35kDa — -
= s =
PHi
15kDa — s LBT4-2SP
- W8 <« e v
10kDa — i " | (T TR
LBT4-25

Figure 41 : Phosphorylation in vitro des mutants LBT4-2S et LBT5-1S. (A) SDS-PAGE 17%. Dépot de
5uL de mélange réactionnel aprés phosphorylation des fractions purifiées sur résine Streptactin. (B) NUT-
PAGE des protéines LBT4 et LBT5, ainsi que de leur mutant phosphorylé ou non.

3.4. Etudes de complexation des LBT modifiés avec des cations

3.4.1. Complexation avec un lanthanide

3.4.1.1. Chélation des Nanofitines fusionnées LBT par du terbium(III)

Dans un premier temps, nous avons voulu nous assurer, de maniére qualitative, que
I'introduction des mutations n’était pas délétere vis-a-vis de la capacité de chélation du LBT. Nous
avons incubé les différentes protéines avec deux équivalents de Tbh(III) (Figure 42). La diminution
du signal entre les protéines LBT+ et LBT4 peut s’expliquer par le fait que nous avons muté le
Trp10 en tyrosine. La structure indole de la chaine latérale du tryptophane permet d’exciter un
plus grand nombre d’électrons que le cycle aromatique de la tyrosine. Le résidu tryptophane a
donc un meilleur réle d’antenne que le résidu tyrosine. Nous pouvons observer pour les protéines
LBT3-2S et LBT4-2S une fluorescence du méme ordre que celle du tampon, montrant ainsi qu’il y
a perte de la capacité de chélation entre les protéines et le lanthanide lorsque les résidus acide

glutamique sont mutés en sérine.
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Etude de chélation des Nanofitines fusionnées LBT avec du terbium(lll)

45000 45000
40000 40000 :
Diminution de la
35000 35000 fluorescence due a
< \a mutation W10Y
= 30000 30000
£
=
3 25000 25000
[T, ]
T
@ 20000 20000
=3
=
bt
B 15000 15000
e
g
£ 10000 10000
N I - I
0 0
<>
‘b ) "
A~ .3 v h
.\'b& § é ’\'b‘° \§\ &

W

Figure 42 : Etude de chélation des Nanofitines fusionnées LBT avec du terbium(IIl). Les échantillons
(500 nM) sont mis en présence de TbCI3 (1 uM). Les mesures ont été réalisées dans du tampon T pH7. Ces
mesures ont été réalisées une fois.

Malgré une phosphorylation incomplete (Figure 40), le mutant LBT3-2SP montre une
augmentation de la luminescence comparée a celle observée pour le mutant non-phosphorylé. Le
résultat obtenu suggere qu'il y a chélation du Tb(III) par la protéine phosphorylée. Concernant le
mutant phosphorylé LBT4-2SP, nous observons également une augmentation du signal lorsque
celui-ci est mis en contact avec du Tb(III). Cependant, bien que supérieur a celui observé pour le
mutant LBT3-2SP, le signal reste inférieur a celui observé pour le mutant LBT4. Le mutant ayant
une phosphorylation compléte, la présence de résidus phosphorylés semble diminuer I'affinité
pour le Tb(III) a pH7.

3.4.1.2. Titration des Nanofitines fusionnées LBT par du terbium(II1)

Nous avons réalisé une étude de titration avec du Tb(III) en exposant le mélange
réactionnel a la longueur d’onde de 280 * 10 nm, permettant d’exciter a la fois les résidus
tryptophane (A excitation = 280 nm) et tyrosine (A excitation = 274 nm) [180, 190]. Par effet antenne, le
lanthanide permet de visualiser la chélation et de déterminer les différentes constantes de

dissociation a I'équilibre (Kp) associées aux protéines H4 fusionnées aux étiquettes LBT mutées

(Figure 43).
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Terbium (M) [terbium] (pM)
Protéine Séquence Kp R? n
LBT+ GFIDTNNDGWIEGDELYA 99 + 26 nM 0,9693 4
LBT1 GFIDTNNDGWIEGDELYE 494 + 79 nM 0,9817 3
LBT2 GFIDANNDGWIEGDELYE 607 £ 93 nM 0,9823 3
LBT3 GFIDANNDGWIEGDELDE 87 +11 nM 0,9953 3
LBT4 GFIDANNDGYIEGDELDE 303 +61 nM 0,9768 3
LBT5 GFIDANNDGYIEGDELYE 499 + 127 nM 0,9584 3
LBT5-1SP GFIDANNDGYIpSGDELYE 1,49 + 0,15 uM 0,9813 4
LBT4-2SP GFIDANNDGYIpSGDpSLDE 1,02+0,12uM 0,9834 4

Figure 43 : Courbes de titration et constantes de dissociation pour le terbium(Ill) a pH7 des
différentes Nanofitines anti-lysozyme H4 fusionnées aux LBT. Les mesures ont été réalisées dans du
tampon T a pH7 avec une concentration en protéine fixée a 1uM et une concentration croissante en TbCls.
Afin de faciliter I'interprétation des résultats, le maximum de fluorescence pour les protéines titrées avec du
Tb(111) a été fixé a 100. Les résultats ont été obtenus a 'aide du logiciel GraphPad (voir équation [186] dans
la partie Matériel et méthodes).

Page | 85



- Chapitre 3 : Mise au point d’'une étiquette peptidique phosphorylable -

En comparant les Kp des protéines LBT+, LBT1 et LBT2, nous pouvons observer que
I'affinité pour le Tb(III) est divisée par cinq pour le LBT1 et par six pour le LBT2 par rapport au
LBT+. Il semblerait que les résidus Ala18 et Tyr5 participent a la chélation entre les protéines et
le Tb(III), en améliorant la géométrie du site de fixation, certainement lors de la formation du
cceur hydrophobe. La mutation du résidu Tyr17 en acide glutamique semble favoriser la chélation
du Tb(III). Le tryptophane en position 10 jouant un réle dans I'ancrage du Tb(III) dans le site de
chélation des LBT [187, 189], il est alors possible que sa mutation en tyrosine modifie I'affinité du
LBT4 pour le Tb(III). Nous pouvons observer pour cette protéine une diminution du Kp d'un
facteur 3,5 entre le LBT3 et le LBT4. Le rétablissement du résidu tyrosine en position 17 divise
par 5 I'affinité pour le lanthanide entre le LBT2 etle LBT5, confirmant le fait que I'acide glutamique

inséré en position 17 favorise la chélation du Tb(III).

3.4.2. Complexation avec des cations métalliques

Il a été montré avec le « Peptide 1 » 131 que plus le rayon ionique du lanthanide est petit,
plus l'affinité est importante (Kp[La3*] =4 pM (103,2 pm) ; Kp[Tb3*] =57 nM (92 pm)) [185, 188].
Etant donné que le Ga(lll) et le Zr(IV) possedent respectivement un rayon ionique de 62 pm et de
74 pm, il est possible que l'affinité pour ces ions soit plus importante que pour le Tb(III) qui

possede en rayon ionique de 92 pm (Tableau 14).

Tableau 14 : Paramétres physicochimiques du gallium(IlIl), du zirconium(IV) et du terbium(IIl), et
constantes de stabilité pour le NTA.

Rayon Nombre de liaison de Constante de stabilité

ionique (pm) coordination avec I'’eau pour le NTA (logkmi) Ref.
Ga(III) 62 6 13,60 33,151,154
Zr(1v) 74 8 20,80 33,154,155
Th(III) 92 8 11,25 156

Avec Kui= [ML]/ [M].[L] = 1/Kp (M : métal, L : ligand).

Afin de déterminer si les différentes mutations appliquées a la séquence du LBT+ ont un
impact sur la chélation des cations métalliques, nous avons réalisé des études de compétition en
complexant au préalable les protéines avec du Zr(IV) ou le Ga(IlI), puis en titrant le complexe

obtenu avec du Tb(III). Si I'affinité pour ces cations est plus importante que le lanthanide pour

13 Le « Peptide 1 » correspond au LBT dont la structure cristallographique est présentée dans la Figure 36
et la séquence dans le Tableau 8.
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I'étiquette peptidique, il y aura une diminution de la luminescence comparée a celle obtenue pour

le Th(III).
3.4.2.1. Compétition entre le terbium(1Il) et le zirconium(1V)

Le Zr(IV) est soluble sur une gamme de pH € [1,0 ; 3,0[. En dehors de ces pH, il se complexe
a des entités OH- et précipite sous forme d’hydrocolloides Zr(OH)4 [195]. En dessous de pH 3, les
résidus acide aspartique (pKa = 3,9) et glutamique (pKa = 4,2) sont sous forme protonée, la
chélation avec les ions métalliques sera donc plus forte. De plus, si nous voulons comparer la
chélation des protéines avec le Tb(III) et les autres cations, il est plus intéressant de rester dans
les conditions expérimentales optimales développées par Langdon ]. Martin. Un moyen de

stabiliser le Zr(IV) a pH 7 est de le complexer a un agent de chélation comme le NTA (Figure 44).

logyy du complexe Kp déterminé  logyy, du complexe
NTA-Zr* connu expérimentalement NTA-Tb3 connu

e R R

[Zr(NTA,‘pZ]2 Nanofitine H4 Th3! LBT-Zr* LBT-Th3 NTA-Tb>*
fusionnée LBT en N-ter

Figure 44 : Schéma de I'étude de compétition avec du [Zr(NTA):].

Nous avons alors synthétisé le complexe [Zr(NTA);] selon le protocole développé par
Larsen et Adams [196]. Aprés avoir mis en contact de maniére équimolaire les protéines
fusionnées avec une solution de [Zr(NTA):], nous avons titré le mélange réactionnel avec une
quantité variable de Tb(III). Les résultats obtenus pour les protéines LBT-, LBT+, LBT4, LBT5 et

LBT5-1SP sont présentés sous forme de courbes dans la Figure 45.

En comparant les courbes obtenues pour I'ensemble des LBT lors des études de titration
et de compétition, nous pouvons observer une diminution de I'affinité apparente de la protéine
pour le Tb(III) en présence de Zr(NTA).. Cette observation laisse supposer qu’il y a bien chélation
entre le LBT et le Zr(IV), mais que I’équilibre est déplacé lorsque des concentrations plus
importantes en Tb(III) sont ajoutées. Concernant le témoin négatif, le LBT-, les études de titration
et de compétition présentent le méme profil. Cette observation montre que s’il existe un effet de
trans-chélation entre le Tb(III) et le Zr(IV), vis-a-vis du NTA, celui-ci n’est pas visible lorsque I'on

excite le mélange réactionnel a 280 nm.
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[terbium] (M)

Terbium(I1I) seul

Compétition avec du [Zr(NTA):]

Protéine
1uM

( H ) KD KD R2 n
LBT+ 99 + 26 nM 682 + 79 nM (1:1) 0,9858 3
LBT1 494 + 79 nM 2,09+0,33 uM (1:1)  0,9830 3
LBT2 607 £ 93 nM 3,82+098uM (1:1) 09678 3
LBT3 87 +11 nM 623 70 nM (1:1) 0,9905 3
LBT4 303+ 61 nM 1,26 £ 0,26 uM (1:1) 0,9706 3
LBT5 499 + 127 nM 2,26 £0,76 uM (1:1) 0,9584 3
i 2,21+£0,41uM (1:1) 09847 1
LBT5-15P LA9LOISUM 445 4 253 M (1:4)  0,9622 3

Figure 45 : Compétition entre le terbium(IIl) et le zirconium(IV) a pH7. Les mesures ont été réalisées
en incubant pendant 15 min la protéine en présence de [Zr(NTA)z]. Les courbes de titration sont obtenues
en ajoutant une quantité croissante de TbCls. Afin de faciliter l'interprétation des résultats, le maximum de
fluorescence sur la plaque a été a 100 et a permis la normalisation des autres valeurs (excepté pour LBT5-
1SP ot le maximum de fluorescence est fixé a 100 pour la courbe de titration en présence de Tb(III) seul).
Les résultats ont été obtenus a 'aide du logiciel GraphPad.
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Cependant, si nous voulons déterminer la proportion d’ions Tb(III) chélatés au NT4, il
serait intéressant de réaliser une étude de compétition dans les mémes conditions mais en
excitant la plaque a 345 nm, puis a 280 nm. Connaissant la constante d’affinité des LBT pour le
Tb(III) et la constante d’affinité apparente obtenue lors des études de compétition (Figure 45),

nous pourrons ainsi déterminer une constante d’affinité approximative des LBT pour le Zr(IV).

3.4.2.2. Compétition entre le terbium(IlI) et le gallium(II1)

Etant donné que la détermination de la constante d’affinité des LBT pour le Zr(IV) sous
forme de Zr(NTA), demeure complexe du fait des multiples équilibres de complexation en jeu
(Figure 44), nous avons voulu tester la compétition entre le Tb(III) et le Ga(III). Tout comme le
Zr(1V), le Ga(III) précipite en solution sous la forme d’hydrocolloides Ga(OH)s. La fenétre de pH
recommandée pour la chélation du gallium-68 aux cages DOTA est comprise entre 4 et 5,5 [33].
Les tampons préférentiellement utilisés pour la chélation des cations sont le tampon HEPES,
I'acide 2-(N-morpholino)ethanesulfonique (MES) et les tampons acétate de sodium ou
d’ammonium, avec un pH compris entre 4,5 et 6,5 [37, 20]. Les tampons MES et HEPES, développés
par Norman Good et al. dans les années 60, présentent une faible auto-fluorescence et un faible
pouvoir chélatant [182, 183]. Le tampon MES, qui possede une gamme de pH allant de 5.5 a 6.5
[183], a déja été utilisé pour la chélation de I'indium(III) aux cages DOTA et DTPA [197] en
remplacement des tampons acétate classiquement utilisés pour la chélation de radiométaux [37,

20].

Pour nos études de compétition avec le Ga(Ill), nous avons choisi de travailler avec le
tampon WPP contenant du MES (pKa = 6,19) [183]. 1l a été utilisé a pH 5,5 dans le chapitre
précédent pour la purification sur colonnes de Fe(IlI) ou Ga(Ill) des phosphoprotéines. Le pH
pouvant affecter les pKa des différents acides aminés impliqués dans la chélation des cations, nous
avons déterminé les constantes de dissociation des différentes protéines pour le Tb(III) dans du
tampon WPP a pH 5.5. Les résultats obtenus sont résumés dans la Figure 46. Alors que I'affinité
pour le Tb(III) semble avoir diminuée pour les protéines LBT+ et LBT1 a pH 5,5, celle-ci est
augmentée pour la protéine LBT5-1SP avec un Kp de 'ordre de 500 nM contre 1 uM a pH 7. La
protéine LBT4-2SP quant a elle possede un Kp d’une valeur inférieure a 100 nM. Il semblerait que

le nombre de résidus sérine-phosphorylés joue sur I'affinité pour le Tb(III).
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Titration des mutants LBT4 et LBT5 dans du Constantes de dissociation des mutants pour le

tampon pH 5.5 Tb(III) dans du tampon pH 5.5
100
Protéine Kp R? n
£
-
E LBT+ 1,75+ 0,20 uM 0,9832 2
-©
2 LBT1 2,35+0,19 uM 0,9904 2
2
£ 0 LBT4 457 + 74 nM 0,9713 3
6
E LBT5 500 + 89 nM 0,9603 3
c
§ & LBT4 LBT5-1SP 513 +114 nM 0,9575 3
o = |BT4-25P
§ & LBT5 LBT4-2SP 36 +27 nM 0,9215 3
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Figure 46 : Affinité pour le terbium(IIl) des différentes Nanofitines anti-lysozyme H4 fusionnées aux LBT. Les
mesures ont été réalisées dans du tampon WPP a pH 5.5 avec une concentration en protéine fixée a 1uM et une
concentration croissante en ThCls. Afin de faciliter l'interprétation et la comparaison entre les résultats, le maximum
de fluorescence pour les protéines titrées avec du Th(Ill) a été fixé a 100. Les résultats ont été obtenus a l'aide du
logiciel GraphPad. n : nombre d’essais réalisés.
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Figure 47 : Etude de compétition entre le gallium(IIl) et le terbium(III) pour les protéines LBT+ et LBT1. Les
mesures ont été réalisées dans du tampon WPP a pH 5.5 avec une concentration en protéine fixée a 1uM et une
concentration croissante en TbCls. Le maximum de fluorescence obtenu pour le LBT+ titré avec le Tb(IlI) a été fixé a
100 et a servi a normaliser le reste des données. Les résultats ont été obtenus a l'aide du logiciel GraphPad.

Apreés avoir mis en contact la protéine LBT+ avec une solution de GaCls, nous avons titré
le mélange réactionnel avec une quantité variable de Tb(III). Les résultats préliminaires obtenus

pour les protéines LBT+ et LBT1 sont présentés dans la Figure 47. En comparant les signaux
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obtenus lors de la titration des protéines seules par le Tb(IIl), nous pouvons observer une
diminution de la fluorescence de 40% a pH 5,5 entre le LBT+ et le LBT1. Le résultat obtenu
confirme que le résidu Alal8 est bien impliqué dans la chélation du Tb(III) par la séquence
peptidique. Concernant les études de compétition, nous pouvons observer pour les deux protéines
qu’il n’y a pas de différence significative en présence ou en absence de Ga(IlI) a 1 uM. L’absence
de signal obtenu pour les compétitions avec 1 mM de Ga(Ill) permet de montrer qu’il y a bien
chélation du Ga(Ill) par I'étiquette LBT, mais qu’il faut un large exces de Ga(Ill) pour déplacer
completement le complexe LBT-Tb3*. Le besoin d’ajouter le Ga(Ill) en exces suggére que la

constante d’affinité pour cet ion métallique est comprise entre 1 uM et 1 mM.

L’objectif étant de montrer que 'insertion de résidu phosphorylé permet de rétablir le site
de chélation de I'étiquette peptidique et d’augmenter I'affinité pour les radiométaux, nous avons
réalisé une étude de compétition entre le Tb(III) etle Ga(IIl) pour les protéines LBT4-2SP et LBT5-
1SP. Apres incubation avec une quantité variable de Ga(IlI) (de 0 a 150 uM), du Tb(III) a été ajouté
a une concentration finale de 2 uM (Figure 48). Nous avons ainsi pu observer une diminution de
la fluorescence aprés l'ajout de Ga(Ill). Cette diminution de la fluorescence a lieu pour une
concentration en Ga(Ill) comprise entre 0 et 25 pM suggérant que 1'équilibre est déplacé a ces
concentrations et que la constante de dissociation du complexe LBT-Ga3+* est comprise entre 0 et
25 pM. Nous avons ensuite réalisé le méme type d’étude de compétition en titrant la protéine avec
une concentration en Ga(Ill) comprise entre 0 et 50 uM en présence de 5 uM de Tb(III). Lorsque
nous sommes en présence de Ga(IIl) a 50 uM, nous obtenons pour les protéines phosphorylées un
signal de fluorescence supérieur a celui obtenu pour les protéines sans Ga(IlI). Nous ne sommes
donc pas dans les conditions expérimentales optimales pour déterminer les constantes d’affinité

pour le Ga(III) et nous n’avons malheureusement pas réussi a reproduire les résultats précédents.

Effet de 1a phosphorylation sur la chélation du
gallium(1II)
100
90
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-+
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—e—LBT5 LBT5-1SP —@—LBT4 —@—LBT4-25P

Figure 48 : Etude de compétition entre le terbium(Ill) et le gallium(IIl) pour les protéines LBT4,
LBT5, LBT4-2SP et LBT5-1SP. Les mesures ont été réalisées dans du tampon WPP a pH 5.5 avec une
concentration fixe en protéine (1uM) et Th(1Il) a 2 uM.
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3.5. Conclusion et perspectives

Au cours de cette étude nous avons généré de nombreux mutants permettant la chélation
du terbium(III) avec une affinité pour le lanthanide allant de 90-600 nM a pH 7 et 450 nM-2,5 pM
a pH 5.5. L’insertion de résidus phosphorylés a montré une diminution de I'affinité a pH 7 entre
les mutants LBT5 ( 500 nM) et LBT5-1SP (= 1,5 uM). A l'inverse, en se plagant a pH 5.5, nous
avons pu observer une augmentation de I'affinité entre les mutants LBT4 (= 500 nM) et LBT4-2SP
(= 50 nM). Cette augmentation de 'affinité a pH 5.5 est d’autant plus importante que le nombre
de résidus phosphorylés augmente (Kp(LBT5-1SP) = 500 nM, Kp(LBT4-2SP) ~ 50 nM). Au cours
de cette étude, nous avons été confrontés a plusieurs obstacles dont le principal était le manque
de reproductibilité concernant les études de titration ou de compétition a pH 5,5 avec les mutants

phosphorylés et plus particulierement avec le LBT4-2SP.

La présence des deux groupements phosphate semble changer la conformation de
I'étiquette et modifie sa capacité de chélation. Il serait alors judicieux de réaliser des études de
titration avec un cation stable a pH 7 et ayant un rayon ionique proche de celui du Ga(IlI) (NC = 4-
6, rayon ionique : 47-62 pm), comme le Cu(II) (NC = 4-6, rayon ionique : 57-73 pm) [33]. Il faudrait
alors choisir un autre ion lanthanide pour suivre les études de titration, comme I'Eu(IIl) ou le
Sm(1II), le Tb(III) émettant un rayonnement vers 544 nm (vert) proche de la couleur de I'ion Cu(II)
en solution (bleu). Nous pourrions également changer de radiométal pour réaliser les images en
in vivo, le cuivre-64 étant un émetteur de positon avec un temps de demi-vie physique de 12,7 h

permettant 'acquisition d'images PET sur une journée.

Si nous voulons utiliser les étiquettes phosphorylées LBT5-1SP et LBT4-2SP pour des
manipulations in vivo, il est alors nécessaire de vérifier la stabilité des complexes LBT-Ga3* et LBT-
Cu?+ vis-a-vis d’autres ions présents dans le compartiment sanguin, comme le Fe(II/III) ou le
Ca(ID), ou des agents de chélation naturels (transferrine, etc.). Pour se faire, il sera nécessaire de
complexer la Nanofitine fusionnée LBT avec du gallium-68 et d’évaluer la stabilité du radiotraceur
obtenu a 37°C dans du sérum feetal bovin (FBS) et du tampon phosphate salin a pH 7 (PBS). Le
suivi est réalisé ensuite par chromatographie sur couche mince (radio-TLC) ou chromatographie
en phase liquide a haute performance (radio-HPLC). Cette derniere technique permet également
de vérifier si la protéine servant de vecteur se fixe aux protéines plasmatiques. Une fois la stabilité
dans le FBS validée, il est nécessaire d’évaluer la stabilité du radiotraceur au contact avec des
agents de chélation, comme I'EDTA, et de cations, comme le Ca(Il) dans les concentrations

plasmatique (x 1,8 mM) [170].
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Cependant, il est important de noter que le radiotraceur étudié est composé d'une
Nanofitine fusionnée a I'étiquette peptidique LBT et d’'un atome de gallium-68 (ou de cuivre-64).
La protéine utilisée comme vecteur (i.e. la Nanofitine) possédant un temps de circulation tres
court (environ 5 minutes), si les complexes LBT-Ga3+ et LBT-Cu2+ présentent une constante de
vitesse de dissociation (kosr) suffisamment faible, la stabilité peut toutefois étre suffisante pour
réaliser les études d’imagerie. Il sera cependant nécessaire d’évaluer la toxicité des ions

radiométalliques seuls et du radiotraceur dans 'organisme.
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IMAGERIE FONCTIONNELLE DE
NANOFITINE

Les expérimentations présentées dans ce chapitre ont été réalisées avec l'aide des
plateformes du CMMI (cultures cellulaires et injection des cellules dans les souris) et du CRC
(injection de la Nanofitine radiomarquée dans les souris, imagerie et biodistribution). Les

résultats obtenus feront I'objet d’'une publication.
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Chapitre 4 : Imagerie fonctionnelle de Nanofitine
4.1. Introduction

Le récepteur au facteur de croissance épithélial humain de type 1 (EGFR ou HER1) est un
récepteur transmembranaire a activité tyrosine-kinase [3] membre d’'une famille de quatre
protéines structurellement apparentées (de HER1 a HER4) [198] et impliquées dans le
développement normal des tissus d’origine épithéliale. Ces récepteurs, présents sous forme de
monomeres inactifs, vont changer de conformation en présence de leur ligand et permettre leur
homo- ou hétéro-dimérisation. La formation de dimeres va entrainer le dépliement de I'extrémité
carboxylique intracellulaire et permettre I'activation du récepteur par transphosphorylation des
résidus tyrosine [199, 200]. Leur dimérisation va entrainer l'activation d'une cascade de
signalisation controlant 'angiogenese, la survie, 'adhésion, la prolifération, la différenciation et la
division cellulaires [3, 4, 201, 202, 203]. EGFR est fréquemment retrouvé surexprimé et/ou muté
dans un large nombre de tumeurs épithéliales, incluant les carcinomes des voies respiratoires
supérieures, du sein, du c6lon, du poumon, de la prostate, du rein, de 1'ovaire, du cerveau, du

pancréas et de la vessie [204, 205, 206] (Tableau 15).

Tableau 15 : Cancers présentant une surexpression d'EGFR [204].

Augmentation de I'’expression
Cancer

d’EGFR (%)

Voies respiratoires 80-100
supérieures (téte et cou)

Col de I'utérus 80-100
Colorectal 70-90
Rein 50-90
Pancréas 30-90
Sein 15-90
Poumon a non a petites cellules 40-80
Prostate 40-80
Estomac 20-80
Ovaire 35-70
Gliome 40-50

Classiquement, le diagnostic et le suivi des patients sur-exprimant EGFR se réalisent via
des techniques d'immunohistochimie ou de biologie moléculaire sur des échantillons biologiques.
Des stratégies d’'imagerie ont été développées avec succés pour déterminer le niveau d’expression
de 'EGFR in vivo sans avoir recours a un prélevement biologique. L’utilisation d’anticorps
reconnaissant avec une forte affinité le récepteur, comme le Cetuximab, permet de distinguer les
masses tumorales EGFR-positives [19, 51] entre 16 et 24 h aprés injection [39, 127]. La lente

clairance du radiotraceur est due en partie a la taille importante des anticorps, mais également a
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la présence du fragment Fc provoquant la rétention de ces agents d'imagerie dans certains tissus,
comme le foie, via les récepteurs anti-Fc [50]. L'utilisation de fragments F(ab’), permet de
s’affranchir de la présence du fragment Fc, mais leur taille supérieure a 70 kDa [45] entraine un
long temps de circulation plasmatique [126]. De petites protéines alternatives aux anticorps ont
été développées pour la visualisation in vivo des tumeurs sur-exprimant EGFR (Annexe 2:
Récapitulatif des radiotraceurs anti-EGFR existants.), comme les Affibody 21907 [30, 32, 25, 79,
77],22377 [75] et Z955 [76], ainsi que les Nanobody 7C12 [92, 93], 7D12 [93, 39] et 8B6 [44].

4.2. Marquage régiospécifique de la Nanofitine B10-Cys

4.2.1. Génération de Nanofitine anti-EGFR

La Nanofitine anti-EGFR B10 a été sélectionnée par 'entreprise Affilogic pour sa capacité
a cibler de maniére spécifique in vitro 'EGFR humain avec une affinité de 27,6 nM sans pénétrer
a l'intérieur des cellules tumorales [207]. Afin de valider I'utilisation de cette Nanofitine comme
outil de diagnostic et de suivi de traitement, nous voulons marquer au 18F la protéine B10 selon la
technique développée par Dammicco et al. pour le radiomarquage de la Nanofitine anti-lysozyme
H4-Cys [111]. Pour se faire, nous avons générée par génie génétique la Nanofitine anti-EGFR B10-
Cys qui posséde a l'extrémité N-terminale une étiquette hexa-histidine (6HisTag) et en C-
terminale un résidu cystéine éloigné de la séquence de la protéine par un résidu glycine (Figure
49). L’insertion d'un résidu cystéine unique en bout de chaine a notamment été utilisée pour le
radiomarquage régiosélectif al'aide du 18F-FBEM des Affibody anti-EGFR Z1907 [30], et anti-HER2
7342 [31] et 22891 [27].

o]
(o]
[:N\_NSH < > o
(o]

8E_FBEM
o SH
\)LNLWOH
H o]
Nanofitine anti-EGFR Nanofitine anti-EGFR
B10-Cys 18F-FBEM-Cys-B10

Figure 49 : Schéma du radiomarquage de la Nanofitine anti-EGFR B10-Cys par du 18F-FBEM.

La présence du 6HisTag va permettre I'immobilisation de la Nanofitine sur des billes

magnétiques fonctionnalisées avec du Ni(II)-NTA (Figure 55). Le couplage au groupement
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prosthétique 18F-FBEM se réalisera ensuite de maniére spontanée et régiosélective entre la

fonction thiol du résidu cystéine [22] et la fonction maléimide du 8F-FBEM (Figure 49).

Marqueur (kDa)
250 -

70
55 | W

35 | .
25.

15 s # <— Dimére de B10-Cys

2
10 E‘.-.f g:— Monomere de B10-Cys

Figure 50 : SDS-PAGE de la Nanofitine anti-EGFR B10-Cys. Dépit de 2 ug de protéine sur SDS-PAGE 17%
en condition non-dénaturante (sans B-mercaptoéthanol) apres purification sur résine Ni(Il)-NTA superflow
de la fraction soluble obtenue apres production de la Nanofitine en E. coli DH5aLaclq.

L’insertion du résidu cystéine en bout de chalne va également entrainer la formation
spontanée de ponts disulfures entre les protéines (Figure 50). La formation des diméres de
Nanofitine en solution va empécher la conjugaison entre la fonction maléimide des groupements
19F-FBEM ou !8F-FBEM et le résidu cystéine de la B10-Cys. Il est alors nécessaire d’utiliser un agent
réducteur thiol-free tel que le tris(2-carboxyéthyle)phosphine (TCEP) (Figure 51), afin de réduire
les dimeres de Nanofitines et rendre les résidus cystéine disponibles pour la réaction de

marquage.

X O,

Figure 51 : Schéma réactionnel de I'action du TCEP sur les diméres de Nanofitine B10-Cys.
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4.2.2. Marquage a froid de la Nanofitine avec du 19F-FBEM

Afin de vérifier la faisabilité du marquage de la Nanofitine anti-EGFR B10-Cys par le 18F-
FBEM, un marquage a froid de la protéine a été réalisé avec le groupement prosthétique non-
radioactif 19F-FBEM. Apreés incubation avec I'agent réducteur, la Nanofitine anti-EGFR B10-Cys est
mise en contact avec le 19F-FBEM pendant 90 min. Le mélange réactionnel est ensuite injecté en
HPLC apres 45 et 90 minutes d’incubation. Sur les différents chromatogrammes obtenus, nous
pouvons observer la présence d’un pic majoritaire ayant un temps de rétention de 23 min, ainsi
que trois pics minoritaires ayant comme temps de rétention respectifs : 16 min, 17 min et 18 min

(Figure 52).

B10-Cys + °F-FBEM (90 min)

=
= iz}
w o
I =

B10-Cys + “*F-FBEM (45 min)

010

0.05—

0.00 s

I I I
5.00 10.00 15.00 20,00 2500 30.00
Mirutes

Figure 52 : Marquage a froid de la Nanofitine anti-EGFR B10-Cys avec du °F-FBEM.
Chromatogrammes de la Nanofitine anti-EGFR B10-Cys analysés en HPLC sur colonne C18 en phase-inverse.
(En bas) Nanofitine seule. Aprés incubation pendant 30 minutes dans du TCEP/HCI, La Nanofitine anti-EGFR
B10-Cys est couplée avec du 1°F-FBEM. Une injection est réalisée en HPLC a 45min (au milieu) et 90 min (en
haut).

La détermination des produits correspondant aux différents temps de rétention a été
réalisée en injectant le 19F-FBEM seul, le 1°F-FBEM en présence de TCEP et le 19F-FBEM incubé

pendant 90 minutes dans du tampon phosphate pH 8. Les pics a 16, 17 et 18 minutes

Page | 100



- Chapitre 4 : Imagerie fonctionnelle de Nanofitine -

correspondent respectivement au 19F-FBEM qui a réagi avec le TCEP [208], au 19F-FBEM hydrolysé
en présence d’ions OH- [209] et au 19F-FBEM encore intégre présent en exces, l'injection de la
Nanofitine seule donnant un temps de rétention de 23 min. Le pic majoritaire présent a 45 et 90
minutes peut correspondre a la protéine couplée ou non au 19F-FBEM. Afin de valider la réaction
de couplage entre la Nanofitine et le 19F-FBEM, nous avons analysé en spectrométrie de masse les
échantillons ayant un temps de rétention de 23 min obtenus pour les deux temps d’'incubation

(Figure 53).

1004 9429.000

%

8765.000

O e UV U AU B U T T e T Mass

8600 8700 8800 8900 9000 9100 9200 9300 9400 9500
B10-Cys 19F-FBEM-Cys-B10 B10-Cys sans extrémité KLGC
9167,4 Da 9429,6 Da 8765,9 Da

Figure 53 : Analyse en spectrométrie de masse (ESI-Q-TOF) des fractions récoltées a 23 minutes en
HPLC apreés 45 min de réaction et calculs des masses molaires associées a la Nanofitine anti-EGFR
B10-Cys. Les analyses ont été réalisées par la plateforme GIGA Proteomics de Liége.

Nous pouvons observer sur les spectres de masses obtenus la présence d'un pic
majoritaire de masse 9429 + 0,9 Da correspondant a la masse attendue pour la protéine couplée
au 19F-FBEM. Nous supposons que la présence d'un pic minoritaire de masse 8765 + 0,9 Da
pourrait correspondre a la Nanofitine clivée en C-terminal au niveau du site HindIII (EKTKL) par

une protéase Lysine-spécifique (Trypsin-like) présente dans le cytoplasme des DH5aLacla.

4.2.3. Marquage a chaud de la Nanofitine et stabilité in vitro

Apreés détermination du temps de rétention du composé F-FBEM-Cys-B10 par HPLC,
nous avons couplé la Nanofitine anti-EGFR B10-Cys avec du 18F-FBEM. Pour se faire, nous avons
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synthétisé de maniere automatisée le groupement prosthétique. Apres purification sur une
colonne HPLC, nous avons obtenu le 18F-FBEM avec un rendement corrigél4 de 30 + 3% (n = 6)

(Figure 54).
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Figure 54 : Synthese automatisée du 18F-FBEM. (A) Schéma de radiosynthése du 18F-FBEM. Composé 1 :
FB-précurseur ; composé 2 : 4-18F-fluorobenzoate d’éthyle ; composé 3 : acide 4-8F-fluorobenzoique;
composé 4 : 18F-FBEM (voir Matériel et méthodes pour le détail des réactions). (B) Purification du 18F-
FBEM sur une colonne HPLC semi-préparative SymmetryPrep C18. Le temps de rétention du composé est
d’environ 20 min en UV.

La Nanofitine anti-EGFR B10-Cys a ensuite était couplée au 18F-FBEM selon la méthode
développée par Dammicco et al. [111] (Figure 55). Apres fixation sur des billes magnétiques
fonctionnalisées avec du Ni(II)-NTA, du TCEP a été rajouté au milieu afin de réduire les ponts

disulfure établis entre les diméres de Nanofitines. Le pH du milieu est ensuite fixé a 8 pour

14 Les rendements corrigés présentés dans ce chapitre tiennent compte de la demi-vie physique du
radioélément (voir la partie Matériel et Méthodes pour la formule utilisée).
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favoriser la réaction. Le TCEP résiduel est éliminé par des lavages avec du tampon phosphate a
pH 7,4. Le 18F-FBEM, dilué dans le tampon, est rapidement mis en contact avec les Nanofitines. Le
18F-FBEM en excés est éliminé par des lavages. Les protéines sont ensuite éluées en présence
d'imidazole. Nous avons ainsi obtenu la Nanofitine anti-EGFR radiomarquée 8F-FBEM-Cys-B10
avec un rendement corrigé de 45 *+ 14% (n = 6) correspondant a environ 50 ng de 18F-FBEM-Cys-

B10 en présence de 100 pg de Nanofitine B10-Cys non-marquée.

> »

Q )

= “" Dimére TCEP/HCI  Lavage
“ ‘ pH7.4 pH8 pH7.4

& R

18F-FBEM

Billes magnétiques pH7.4

Lavage

pH7.4

18F-FBEM-Cys-B10

Figure 55 : Schéma de marquage de la Nanofitine sur billes magnétiques. Les diméres de Nanofitine
sont immobilisés sur des billes magnétiques fonctionnalisées avec du Ni(ll)-NTA via leur étiquette hexa-
histidine. Les ponts disulfures sont réduits par action du TCEP apres ajustement du pH a 8. L’excés de TCEP
est éliminé par lavage. Les protéines sont ensuite couplées par du 8F-FBEM. L’excés de groupement
prosthétique est ensuite éliminé par lavage. La protéine 18F-FBEM-Cys-B10 est éluée par compétition avec
de I'imidazole.

4.2.4. Stabilité in vitro de la Nanofitine radiomarquée

L’objectif étant d’utiliser la Nanofitine 18F-FBEM-Cys-B10 comme radiotraceur en
imagerie in vivo, il est alors nécessaire de vérifier sa stabilité dans les conditions physiologiques
(pH 7.4, 37°C), mais également vis-a-vis des protéines plasmatiques. Nous avons incubé a 37°C la
Nanofitine 18F-FBEM-Cys-B10 a la fois dans du sérum feetal bovin (FBS) et dans du tampon
phosphate salin pH 7.4 (PBS). La stabilité du radiotraceur a ensuite été évaluée par radio-HPLC

(Figure 56).
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Figure 56 : Stabilité in vitro de la Nanofitine radiomarquée a 37°C. (A) Co-injection en radio-HPLC du
18F-FBEM (temps de rétention de 20 min) et de la Nanofitine radiomarquée (temps de rétention de 23 min)
dans du PBS. (B) Injection en radio-HPLC de la Nanofitine radiomarquée apres incubation pendant 2h dans
du FBS et (C) pendant 2h30 dans du PBS.

La présence d’un pic, avec un temps de rétention de 23 min, a ainsi été observée aprés 2h
d’incubation dans du FBS ou 2h30 dans du PBS (la diminution du pic étant di a la décroissance
radioactive du fluor-18). La co-injection de 18F-FBEM-Cys-B10 et de 18F-FBEM a permis de
déterminer que le pic observé correspond a la protéine radiomarquée. Le pic ayant la méme allure
sur I'ensemble des chromatogrammes, ces études permettent d’affirmer que la Nanofitine anti-
EGFR 18F-FBEM-Cys-B10 est stable dans les conditions physiologiques et ne se fixe pas aux
protéines plasmatiques. Elle peut donc étre injectée dans des souris pour réaliser des études

d’imagerie jusqu’a 2h30 post-injection (p.i.).

4.3. Le modeéle animal EGFR : un double modele tumoral

4.3.1. Choix des lignées cellulaires

Voulant vérifier la spécificité in vivo de la Nanofitine anti-EGFR radiomarquée 8F-FBEM-
Cys-B10, nous avons choisi de créer un modeéle animal portant a la fois une lignée tumorale EGFR-
positive et une EGFR-négative. Classiquement, le modeéle animal exploité pour la validation des
protéines d’affinité anti-EGFR en imagerie utilise une lignée cellulaire humaine issue d'un
carcinome épidermoide de la peau nommée A431 (ATCC, CRL-1555). Ces cellules présentent une
expression du récepteur EGFR de I'ordre de 2.000.000 de récepteurs par cellule [206, 44]. Nous
avons donc choisi cette premiére lignée cellulaire comme témoin positif pour les
expérimentations in vivo. La seconde lignée cellulaire sélectionnée est issue d'un carcinome
humain de poumon a cellules squameuses nommée H520 (ATCC, HTB-182). Ces cellules sont
considérées comme étant EGFR-négatives, car elles ne sont pas reconnues par les anticorps anti-
EGFR que ce soit en immunohistochimie [210], en cytométrie en flux, en test MTT ou encore en

western-blot sur lysats totaux [211, 212, 213].
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4.3.2. Mise en place du modele animal EGFR

Les différentes lignées cellulaires sélectionnées étant d’origine humaine, nous avons choisi
une souche de souris immunodéficiente pour faciliter la pousse des tumeurs. Les lignées
cellulaires A431 et H520 ont été co-injectées en sous-cutanée dans les flancs droit et gauche,
respectivement, de souris balb/c nude. Le suivi de pousse des tumeurs a ensuite été réalisé en

mesurant la taille des masses tumorales a I'aide d’'un vernier (Figure 57).

Co-injection des cellules tumorales Injection en différé
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Figure 57 : Suivi de la pousse des tumeurs H520 et A431 injectées dans des souris balb/c nude. (A
gauche) Co-injection de 5.10¢ de cellules A431 (flanc droit) et H520 (flanc gauche) (n = 6). (A droite)
Injection dans le flanc gauche de souris balb/c nude de 5.10° cellules H520. A J+8, injection dans le flanc droit
de 5.106 cellules A431 (n = 7). La taille des tumeurs a été mesurée a I'aide d’un vernier et la taille calculée en
émettant 'hypothése que les tumeurs sont de forme ellipsoide (voir Matériel et Méthodes pour la formule
utilisée).

Nous avons pu observer que les tumeurs A431 atteignaient leur taille limite!s plus
rapidement que les tumeurs H520. Une limitation a 'utilisation du modéle co-injecté est que les
tumeurs A431, du fait de leur taille, sont en parties nécrosées et risqueraient de montrer une
image faussée d’absorption de la protéine. Afin d’avoir des tailles de tumeurs plus homogeénes,

nous avons choisi d'injecter en différé les cellules H520 et A431. Trois semaines apres injection

de 5.106 de cellules H520, nous avons injecté le méme nombre de cellules A431. Nous avons

15 Limite de 1 cm3 fixée par la commission d’éthique animale de I'Université de Liége.
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obtenu des tumeurs A431 avec un volume compris entre 76 et 697 mms3, et des tumeurs H520

avec un volume compris entre 12 et 577 mma3.
4.3.3. Validation du modeéle par immunohistochimie

Le microenvironnement tumoral influant sur I'expression des récepteurs a la surface des
cellules in vitro ou in vivo, il est nécessaire de vérifier I'expression d’EGFR apres injection des
lignées tumorales dans les souris balb/c nude. Aprés sacrifice des animaux, 1'expression du
récepteur EGFR a la surface des cellules tumorales a été vérifiée par immunohistochimie en
fluorescence sur des coupes cryopréservées et fixées de tumeurs (Figure 58). Les images
superposées obtenues montrent la présence d’EGFR a la surface des cellules tumorales A431 et
son absence a la surface des cellules H520. Ces résultats indiquent que le modeéle de double-
injection tumorale (nommé modéle EGFR) est pertinent si nous voulons comparer 'absorption de
la Nanofitine anti-EGFR B10-Cys radiomarquée, et ainsi valider sa reconnaissance spécifique in

vivo.

Tumeur H520 Tumeur A431

Figure 58 : Inmunohistochimie en fluorescence de coupes de tumeurs H520 (a gauche) et A431
(a droite) implantées sur les souris modéle EGFR. (a) Le niveau d’expression du récepteur EGFR a
été évalué en colorant les coupes de tumeurs cryopréservées avec un anticorps de lapin dirigé contre le
récepteur EGFR humain et un anticorps de chévre anti-lapin couplé a de I'’AlexaFluor 488 (vert). Les
coupes ont été recolorées avec du DAPI afin de visualiser les noyaux (bleu).

4.4, Biodistribution de la Nanofitine anti-EGFR B10-Cys

4.4.1. Absorption de la Nanofitine anti-EGFR dans les organes

Une fois la stabilité de la Nanofitine radiomarquée dans le sérum fcetal bovin validée, nous
avons injectée la Nanofitine 18F-FBEM-Cys-B10 dans des souris saines (souche balb/c) et dans des
souris modéle EGFR. Nous avons ainsi évalué I'absorption au cours du temps de la Nanofitine
pendant 2h dans les souris balb/c et 4h dans le modéle EGFR (Figure 59).
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Figure 59 : Cinétique d'absorption des Nanofitines anti-EGFR B10-Cys dans le modéle EGFR et
les souris saines. Les données sont exprimées en pourcentage de dose injectée par gramme d’organe
[% ID/g]. Les résultats sont obtenus a partir des images superposées IRM et PET dynamique (2h pour
les souris saines et 4h pour le modéle EGFR) apres injection de 13-25 MBq (souris saines n=5) 22,6 MBq

(modéle EGFR n=1) de Nanofitines radiomarquées.
Les tumeurs étant implantées dans la partie supérieure de ’animal, il estimportant de pouvoir
les distinguer des autres organes comme le foie. ’étude de 4h a montré qu’a 120 minutes apres
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injection nous avons peu d’activité dans les organes du métabolisme (reins et foie) et un
maximum d’activité dans les organes excréteurs (vessie et vésicule biliaire). Les courbes
d’absorption pour les tumeurs suggérent qu’'il y a suffisamment d’activité a 120 min pour
discriminer la tumeur EGFR-positive de la tumeur EGFR-négative. Nous avons donc choisi de faire

nos études en statique a 120 min.

La biodistribution du radiotraceur a ensuite été évaluée 2h30 apreés injection. Pour se faire, nous
avons sacrifié les souris apreés imagerie PET et IRM, récupéré les organes d'intérét et compté la
radioactivité résiduelle a I'aide d’'un compteur gamma. Les résultats obtenus pour les deux
souches de souris montrent un profil similaire avec une forte rétention de la radioactivité dans les
organes sieges du métabolisme des protéines (cf. partie 4.4.2) et une faible absorption de la 18F-

FBEM-Cys-B10 dans les autres organes (Figure 60).

Souris saines Modéle EGFR
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Figure 60 : Biodistribution de la Nanofitine 18F-FBEM-Cys-B10 injectée avec approximativement 20
ug de B10-Cys a 2h30 apres injection. Les données sont exprimées en pourcentage de dose injectée par
gramme d’organe [% ID/g] + SD (n = 4) apres injection en intraveineuse de la protéine radiomarquée dans
des balb/c (a gauche) et dans le modéle EGFR (a droite). *: Le P<0.05 est évalué selon un test de Mann-
Whitney.

La faible présence de radioactivité dans les os (0,20 + 0,01% ID/g pour le modele EGFR et 0,32
+ 0,09% ID/g pour les balb/c) indique qu’il n'y a pas de défluoration in vivo du radiotraceur.
Malgré la petite taille de la Nanofitine (environ 3 nm de diameétre), il y a peu de radioactivité
retrouvée au niveau des muscles (0,12 = 0,03% ID/g dans le modéle EGFR et 0,18 + 0,13%/ID/g
dans les balb/c) et de la peau (0,28 + 0,12% ID/g dans le modéele EGFR et 0,55 + 0,17% ID/g dans
les balb/c), indiquant une absence de pénétration passive de la protéine radiomarquée dans les
tissus. La faible proportion de radioactivité dans le cerveau (0,02 + 0,01% ID/g pour le modele
EGFR et 0,05 = 0,02% ID/g pour les balb/c) et le cceur (0,17 + 0,03% ID/g pour le modéle EGFR

et 0,48 = 0,14% ID/g) montre qu’il n’y a pas d’accumulation dans les organes sensibles. De méme
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la faible présence de radioactivité retrouvée au niveau plasmatique (0,32 + 0,07% ID/g pour le
modele EGFR et 0,99 + 0,20% ID /g pour les balb/c) et de larate (0,27 + 0,08% ID /g pour le modéle
EGFRet 0,77 £0,22% ID/g pour les balb/c) montre I'innocuité de la Nanofitine par non-activation

de la réponse immunitaire adaptative.

4.4.2. Métabolisme des Nanofitines couplées au 18F-FBEM

Les études de biodistribution ont montré une accumulation de la radioactivité dans les
organes impliqués dans le métabolisme des protéines avec une absorptionde: 0,17 + 0,03% ID/g
(modele EGFR) et 6,56 + 2,40% ID/g (balb/c) pour les reins, 1,13 + 0,52% ID/g (modele EGFR) et
4,92 + 2,06% ID/g (balb/c) pour le foie, 5,61 * 5,29% ID/g (modele EGFR) et 24,39 + 5,85% ID/g
(balb/c) pour les intestins (Figure 60). Les différences observées entre les deux souches de souris
peuvent notamment s’expliquer par le fait que les souris balb/c sont des souris saines et que les
souris modéles EGFR ont recu une injection de cellules tumorales, la présence des tumeurs

pouvant modifier le métabolisme des souris.

La superposition des images obtenues en PET dynamique et IRM montre une
accumulation préférentielle de la radioactivité dans les organes régissant les métabolismes
urinaire (vessie, régions corticale et médullaire des reins) et hépatique (foie, vésicule biliaire et
intestins) (Figure 61). Au cours du temps, nous pouvons observer au niveau des reins, une
accumulation de la radioactivité tout d’abord dans la région corticale du rein, puis médullaire et
ensuite dans la vessie (Figure 61B). La Nanofitine anti-EGFR B10-Cys couplée au 18F-FBEM
posséde une masse moléculaire inférieure a 30kDa, est hydrophile (LogP négatif) et est chargée
positivement a pH plasmatique. Ces différentes caractéristiques permettent a la Nanofitine d’étre
filtrée au niveau du glomérule (région corticale du rein). Nous pouvons alors supposer, a I'instar
des autres protéines de faible poids moléculaire, qu’'elle est métabolisée au niveau du tube
proximal (région médullaire du rein) et que les fragments peptidiques et acides aminés résultants

sont ensuite relargués dans la circulation systémique et dans les voies excrétrices (vessie) [45].
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Figure 61 : Métabolisme de la Nanofitine anti-EGFR radiomarquée 18F-FBEM-Cys-B10. RCo : région
corticale du rein, RMe : région médullaire du rein, Vb : vésicule biliaire, Ve : vessie, Int : Intestin, H520 :
tumeur EGFR-négative, A431 : tumeur EGFR-positive (A) Coupes coronales obtenues apres superposition des
images IRM et PET dynamique accumulées pendant 2h apreés injection de la Nanofitine (5,6 MBq/100uL, 0,9
ng en présence d’environ 20 ug de B10-Cys) dans une souris balb/c anesthésiée sous isoflurane. (B) Coupes
coronales obtenues apres superposition des images IRM et PET dynamique apreés injection de la Nanofitine
(22 MBq/100ulL, 3,4 ng en présence d’environ 20 pg de B10-Cys) dans une souris modele EGFR anesthésiée
sous isoflurane.

Aprés pénétration des protéines dans les hépatocytes, les vésicules endocytotiques
fusionnent avec les lysosomes ou directement avec la membrane du canalicule biliaire. Les
protéines sont ensuite métabolisées par des peptidases en fragments peptidiques et acides aminés
renvoyés dans la circulation sanguine pour étre éliminés par les voies d’excrétion classiques
(poumons, peau, reins), ajoutés au pool d’acides aminés de I'organisme ou excrétés par exocytose

dans la vésicule biliaire (élimination par les intestins) [45] .

4.4.3. Réactions croisées entre les récepteurs EGFR humain et murin

Contrairement a la Nanofitine anti-lysozyme H4-Cys radiomarquée, présentant un
maximum de radioactivité dans les reins et le foie a 10-15 minutes apreés injection dans des souris
C57BL/6 (Figure 62B), nous pouvons observer pour la Nanofitine 18F-FBEM-Cys-B10 un
maximum d’absorption a 13 min dans le foie et a 37 min dans les reins apres injection dans des

souris balb/c (Figure 62A). Les propriétés physicochimiques (poids, moléculaire, hydrophobicité,
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pl) de ces deux Nanofitines étant tres proches (Figure 62C), la différence de biodistribution

provient donc essentiellement de la cible pharmacologique de la Nanofitine anti-EGFR B10.

(A) (B)
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(C) Propriétés physicochimiques des Nanofitines H4-Cys et B10-Cys

MM Hi Hydrophobie Charge globale a Charge globale a pH
(g/mol) P (logP) pH 7 7.5
H4-Cys 91924 8,74 -0,882 3,3 2,2
B10-Cys 9167,4 7,92 -0,73 2,3 1,2

Figure 62 : Cinétique d'absorption des Nanofitines anti-EGFR B10-Cys et anti-lysozyme H4-Cys
radiomarquées avec du 18F-FBEM. (A) Les données sont exprimées en pourcentage de dose injectée par
gramme d’organe [% ID/g]. Les résultats sont obtenus a partir des images superposées IRM et PET
dynamique (2h) apres injection dans des souris balb/c (n=5) de 13-25 MBq de Nanofitine anti-EGFR B10-
Cys radiomarquée. (B) Les données sont exprimées SUV (Standardized Uptake Value) en normalisant les
résultats par le poids des souris. Les résultats sont obtenus a partir des images superposées IRM et PET
dynamique (2h) apres injection dans des souris C57BL/6 de la Nanofitine anti-lysozyme H4-Cys
radiomarquée [111]. (C) Propriétés physicochimiques des Nanofitines H4-Cys et B10-Cys obtenues a partir
des sites Internet « Expasy ProtParam » et « Protein Calculator v3.4 ». MM : masse molaire.

Les séquences protéiques des récepteurs EGFR humain et murin possédant 90,3% de
similarités (Annexe 1), il est probable que la Nanofitine anti-EGFR B10-Cys reconnaisse le
récepteur EGFR murin fortement exprimé dans le foie [77]. Des études d’interférométrie de
surface réalisées par 'entreprise Affilogic ont montré que la Nanofitine B10 posséde une affinité
pour I'EGFR humain de 27 nM et pour 'EGFR murin de 83 nM [207]. L’affinité pour le récepteur
murin crée alors un phénomeéne de réaction croisée permettant d’expliquer en partie le

métabolisme préférentiellement hépatique de la Nanofitine anti-EGFR.
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4.5. Ciblage tumoral

4.5.1. Activité métabolique des tumeurs

Les tumeurs A431 ayant montré une tendance a la nécrose lors des études de pousse, il est
nécessaire de vérifier 'activité métabolique de chaque tumeur a l'aide du !8F-fluorodeoxyglucose
(18F-FDG). Les images superposées PET/CT obtenues 1h apres injection montrent une rétention
similaire du 18F-FDG, suggérant ainsi que les deux tumeurs ont une activité métaboliquement
équivalente (Figure 63A). Aprés injection de la Nanofitine 18F-FBEM-Cys-B10 et sacrifice des
souris, les tumeurs sont récupérées dans un fluide cryoprotecteur. La prolifération cellulaire des
tumeurs est ensuite vérifiée en immunohistochimie en fluorescence par détection du facteur de
prolifération cellulaire KI67 (Figure 63B). Les résultats obtenus permettent de confirmer que les

deux types de tumeur ont une activité proliférative.

(A) 18F-FDG 18F-FBEM-Cys-B10

(B)

Figure 63 : Ciblage de la tumeur EGFR-positive par la Nanofitine anti-EGFR radiomarquée 18F-
FBEM-Cys-B10. (A) (a gauche) Coupes transversales superposées PET statique et CT 1h apres injection
de 18F-FDG (9 MBQq). (a droite) Coupes transversales superposées PET statique et IRM obtenues 2h apres
injection de la Nanofitine 18F-FBEM-Cys-B10 (19 MBq/100uL, 2,9 ng) avec approximativement 20 pg de
B10-Cys froid. (B) Immunohistochimie en fluorescence des tumeurs H520 (a gauche) et A431 (a droite)
implantées sur les souris modele EGFR. Détection de I'antigene K167 (marqueur de prolifération présent
en phase G1, S, G2 et M du cycle cellulaire) via un anticorps de rat anti-KI67 et un anticorps de chevre
anti-rat couplé a de I’AlexaFluor 488 (vert). Les coupes ont été recolorées avec du DAPI afin de visualiser
les noyaux (bleu).
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4.5.2. Absorption spécifique de la tumeur EGFR-positive

Apreés injection de la Nanofitine dans des souris modéle EGFR, nous observons en image
superposée PET/IRM une accumulation de la radioactivité plus importante dans la tumeur A431
que dans la tumeur H520 (Figure 63A). Le comptage de la radioactivité montre une rétention
significativement plus importante de la Nanofitine (P<0,05) dans les tumeurs EGFR-positives
A431 (1,42 £ 0,18% ID/g) que dans les tumeurs EGFR-négatives H520 (0,56 + 0,10% ID/g) avec
un rapport d’absorption A431/H520 de 2,53 + 0,18 a 2h30 apres injection (Figure 64). Cette
accumulation dans les tumeurs A431 est similaire a celle observée avec I'Affibody anti-EGFR
radiomarqué 18F-FBEM-Cys-Z1907 co-injecté avec une grande quantité d’Affibody anti-EGFR froid
Ac-Cys-Z1907 (0,97 + 0,42 % ID/g a 3h apres injection, 2-3 pg de protéines radiomarquées pour
500 pg de protéines froides) [30].
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Figure 64 : Rapport d’absorption de la Nanofitine 18F-FBEM-Cys-B10 injectée dans les souris modéle
EGFR. Les données sont exprimées en ratio de pourcentage de dose injectée par gramme d’organe [% ID/g]
+SD 2h30 apres injection (n = 4).

Le rapport d’absorption A431/sang (4.55 * 0.63) confirme que les Nanofitines sont de
bonnes protéines alternatives aux anticorps en ce qui concerne I'imagerie de tumeur, car celles-ci
montrent généralement un rapport tumeur/sang en-dessous de deux 24 h apres injection dans
des modeéles tumoraux avec A431 [214, 213]. Ce rapport reste proche de celui de I'Affibody 18F-
FBEM-Cys-Z1907 co-injecté avec une grande quantité d’Affibody anti-EGFR froid (7,76 £ 1,29 a 3h
apres injection) [30]. Les rapports d’absorption A431 /foie (1,43 + 0,52), A431/rein (0,98 + 0,29),
foie/sang (4,80 = 1,05) et rein/sang (6,74 = 2,30) montrent une forte métabolisation de la

Nanofitine pouvant expliquer le faible ratio A431/sang. Plus la Nanofitine sera métabolisée vite,

moins il y aura de protéines disponibles pour se fixer sur la tumeur.
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4.5.3. Absorption non-spécifique dans la tumeur EGFR-négative

L'absorption non spécifique de la Nanofitine anti-EGFR B10-Cys dans la tumeur EGFR-
négative H520 peut étre due a l'effet EPR (Enhanced Permeability and Retention). L’endothélium
vasculaire des tumeurs présente de larges fenestrations permettant l'absorption de
macromolécules dans le milieu interstitiel des tumeurs et diminuant ainsi leur clairance. L’effet
EPR a déja été décrit lors de l'utilisation d’anticorps dans le diagnostic tumoral et est largement

utilisé pour le traitement des cancers via des nanoparticules.

4.6. Conclusion et perspectives

Au cours de ces travaux, nous avons réussi a marqué de maniere régiosélective la
Nanofitine anti-EGFR B10-Cys avec un rendement radiochimique corrigé de 45 * 14% (n = 6)
(correspondant a environ 50 ng de Nanofitine marquée en présence de 100 pg de Nanofitine non-
marquée). La Nanofitine anti-EGFR B10-Cys ne pénétrant pas a I'intérieur des cellules A431, elle
permet l'utilisation de ce nouveau radiopharmaceutique pour le monitoring de patient lors d’'une
thérapie dirigée spécifiquement contre les tumeurs EGFR-positives. La faible proportion de
Nanofitine radiomarquée permet la saturation des EGFR endogénes (90,3% de similitude entre
les récepteurs EGFR murin et humain) et le ciblage spécifique de la tumeur A431. L’effet EPR
(Enhanced Permeability and Retention) va provoquer 'absorption non-spécifique des protéines
dans la tumeur H520 et la fixation sur la tumeur A431, il y aura de fait moins de radioactivité
disponible pour les organes du métabolisme. Un moyen d’augmenter la quantité de Nanofitine
marquée serait de générer les Nanofitines par synthese chimique et de les coupler directement au

groupement prosthétique.

Le faible temps de demi-vie du fluor (110 min) et la petite taille de 1a Nanofitine ont permis
I'acquisition des images PET 2h30 maximum apres injection. Le faible ratio existant entre la
tumeur A431 et le sang s’explique par la faible demi-vie de la protéine. Ce rapport peut étre
amélioré en augmentant l'affinité de la Nanofitine pour sa cible (par maturation d’affinité de la
Nanofitine anti-EGFR B10 en ribosome-display) ou en créant des homo-dimeres de Nanofitine anti-
EGFR. Les temps de demi-vie biologique de ces homo-dimeres étant similaire, nous garderons
I'avantage d’une clairance rapide tout en favorisant le ciblage de la tumeur A431 par recrutement

de plusieurs récepteurs a la surface des cellules tumorales.
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Chapitre 5 : Conclusion et perspectives
5.1. Conclusion concernant le travail de theése

En accord avec le confort du patient, le radiotraceur idéal pour I'imagerie en oncologie doit
combiner une clairance rapide, une absorption tumorale efficace et un ciblage spécifique des
cellules cancéreuses, permettant ainsi 'obtention d’'une image avec un bon rapport tumeur sur
bruit peu de temps apres administration du radiotraceur. Dans cette étude, nous avons introduit
l'utilisation de Nanofitines comme nouveaux vecteurs en imagerie moléculaire pour le suivi non-
invasif de patient en oncologie. Les Nanofitines possedent un profil pharmacocinétique optimal
avec un temps de demi-vie biologique trés court et une forte affinité pour leur cible. La Nanofitine
sélectionnée cible une protéine extracellulaire impliquée dans le développement et I'expansion
des masses tumorales, 'EGFR, avec une affinité de 'ordre de la dizaine de nanomolaire. Le temps
de demi-vie biologique de la protéine étant trés court et 'application in fine du radiotraceur étant
de I'imagerie, nous avons choisi de la radiomarquer avec un radioélémént possédant une demi-
vie physique inférieure a 24 h. Ayant uniquement a disposition un scanner utilisant la technique
de la PET pour les études d’'imagerie, nous nous sommes orientés vers des émetteurs + produits
au sein du Centre de Recherches du Cyclotron a Liege, le fluor-18 et le gallium-68. Le
radiomarquage des vecteurs protéiques ou peptidiques a I'aide de 18F ou 68Ga s’effectue le plus
souvent de maniere indirecte en utilisant des groupements prosthétiques ou des cages de
chélation. Les acides aminés, résidus lysine et cystéine, impliqués dans les réactions de couplage
étant présents sur 'ensemble de la protéine, le radiomarquage se réalise alors de maniére non-
spécifique. Un autre aspect a prendre en compte est I'accessibilité en milieu hospitalier aux
différents radioéléments. Le gallium-68 étant obtenu a I'aide d'un générateur de paillasse, il sera

en théorie plus accessible que le fluor-18 obtenu par cyclotron.

L’objectif du présent travail de thése était de développer un nouvel outil de suivi des
patients en oncologie a I'aide d’'une Nanofitine anti-EGFR marquée de maniére site-spécifique,
sans étape de couplage chimique, a un radioisotope de faible demi-vie physique, le gallium-68.
L’idée initiale était d’éviter I'étape de marquage chimique des protéines, en produisant
directement une Nanofitine fusionnée génétiquement avec un peptide capable de chélater le
radioisotope. Au sein du laboratoire UFIP, UMR CNRS 6286, une étiquette peptidique
phosphorylable, permettant I'immobilisation de Nanofitines phosphorylées sur des surfaces de

phosphonate de zirconium, avait été développée. Les liaisons établies entre le cation métallique
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Zr(1V) et les phosphates de la protéine phosphorylée étant stables, nous voulions utiliser cette

capacité naturelle pour la chélation de cations métalliques en solution.

Dans la premiere partie de la thése (Chapitre 2), nous avons réussi a développer un
systéme bactérien permettant la co-expression d’'une kinase et d’'une Nanofitine fusionnée
génétiquement a I'étiquette peptidique décrite précédemment. Apres purification sur résine de
fer(III), nous avons obtenu la Nanofitine phosphorylée in vivo. Dans le Chapitre 3, nous avons
montré grace a des études de chélation mettant en jeu des peptides synthétiques et un lanthanide,
le terbium(Ill), que la séquence de I'étiquette peptidique utilisée précédemment n’était pas
optimale pour la chélation de cations en solution. En nous inspirant de séquences phosphorylées
par la kinase et de la séquence d'une étiquette de fixation aux lanthanides, nous avons généré de
nombreux mutants permettant la chélation du terbium(I1I) avec une affinité allant de 90 a 600 nM
apH7etde 450 nM a 2,5 uM a pH 5,5. L’insertion de résidus phosphorylables in vitro a la place
des résidus acide glutamique (Glu) présents dans le site de chélation s’est accompagnée d’un
travail sur I'environnement autour des résidus sérine pour favoriser leur phosphorylation par
I'unité o de la caséine kinase Il humaine. Nous avons montré lors des études de titration une
diminution de I'affinité pour le terbium(III) a pH 7 entre les mutants contenant les résidus Glu (=
500 nM) et le mutant mono-phosphorylé (x 1,5 uM). Al'inverse, en se placant a pH 5,5, nous avons
pu observer une augmentation de I'affinité entre les mutants contenant les résidus Glu (= 500 nM)
et le mutant di-phosphorylé (= 50 nM). L’augmentation de 'affinité a pH 5,5 est d’autant plus
importante pour le terbium(III) que le nombre de résidus phosphorylés augmente. Les études de
compétition réalisées a pH 5,5 entre le terbium(III) et le gallium(IIl) suggérent néanmoins que
l'affinité pour le gallium(III) reste faible (de 'ordre du micromolaire). De plus, le manque de
reproductibilité observé a pH 5,5 pour les études de titration ou de compétition concernant les
mutants phosphorylés laisse penser que le pH de I'étude n’est pas le plus adapté pour la chélation
des cations. Il serait alors plus judicieux de travailler avec un cation possédant un rayon ionique
proche de celui du gallium(III) et stable a pH 7, comme le cuivre(Ill). Le cuivre-64 étant un
émetteur 3+ avec un temps de demi-vie physique de 12,7 h, il permettrait la réalisation d’études
en imagerie sur la journée. L’obtention d'une structure du complexe LBT diphosphorylé avec le
Tb(III) serait intéressante pour controler le mode de chélation avec le métal et orienter les

modifications ultérieures a effectuer sur cette séquence pour renforcer les interactions.

2

Dans le Chapitre 4, nous avons réussi a radiomarquer au fluor-18 de maniére
régiosélective la Nanofitine anti-EGFR Cys-B10 en utilisant la fonction thiol d’'un résidu cystéine
unique inséré a 'extrémité C-terminale de la protéine et la fonction maléimide du groupement

prosthétique 18F-FBEM. Les études de biodistribution et d'imagerie PET ont montré une faible
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accumulation du radiotraceur résultant, !8F-FBEM-Cys-B10, dans les organes sains lors de
I'injection dans des souris saines ou dans des souris modéle EGFR. Les ratios exprimés entre les
organes sieges du métabolisme et le sang confirment que les Nanofitines ont une faible demi-vie
biologique. En imagerie PET sur les souris modéle EGFR, nous avons pu observer une meilleure
rétention de la protéine 18F-FBEM-Cys-B10 dans la tumeur sur-exprimant EGFR comparée a
I'absorption dans la tumeur EGFR-négative. Les études de biodistribution ont également montré
qu'il y avait presque cingq fois plus de radioactivité dans la tumeur EGFR-positive que dans le sang
2h30 apres injection. L’anticorps anti-EGFR Cetuximab présentant un ratio tumeur EGFR-
positive/sang en-dessous de 2 une journée apres injection, nous pouvons affirmer que la !8F-
FBEM-Cys-B10 est une bonne alternative a l'utilisation d’anticorps pour l'imagerie in vivo de
tumeurs EGFR-positives. Grace a son faible poids moléculaire et son ciblage spécifique in vivo, la
Nanofitine 18F-FBEM-Cys-B10 a montré une pénétration tumorale prompte et efficace avec une
clairance plasmatique rapide, permettant ainsi l'obtention d’images tumorales avec un bon
contraste dans un court délai apres injection. L'ensemble des résultats obtenus suggére que les
radiotraceurs congus a 'aide de Nanofitines, comme le 18F-FBEM-Cys-B10, ont un fort potentiel

clinique quant a leur utilisation en imagerie et suivi thérapeutique des patients en oncologie.

Au cours des différentes études présentées, nous avons montré qu’il était possible
d’utiliser une étiquette phosphorylée in vitro ou in vivo pour chélater des ions en solution, et que
la Nanofitine anti-EGFR pouvait étre utilisée comme agent d’imagerie grace a son faible poids
moléculaire et sa forte affinité pour EGFR. L’objectif final étant d’étendre la stratégie de marquage
chemistry-free développée dans le chapitre 3 au marquage de la Nanofitine anti-EGFR, il faudrait
compléter ce travail de these en vérifiant la stabilité du complexe Nanofitine-radiométal formé in
vitro (études de trans-chélation/trans-métallation, stabilité a 37°C dans du tampon et du plasma,
etc.), puis in vivo dans des souris saines et des souris modele EGFR en ayant comme contréle

I'injection du radioélément seul.
5.2. Perspectives quant a I'utilisation des Nanofitines en clinique

Les images TEP obtenues avec un bon contraste dans le chapitre 4 ont permis de valider
la preuve de concept quant a 'utilisation des Nanofitines en tant qu’outil en imagerie médicale,
mais également en tant qu’'outil pour le développement préclinique de Nanofitines a visée

thérapeutique.

Les premiéres images PET de Nanofitines ont été obtenues pour une Nanofitine qui ne

pénetre pas a l'intérieur des cellules tumorales. Si nous voulons utiliser les Nanofitines a des fins
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radiothérapeutiques, la faible demi-vie biologique permettrait de limiter la dose de radiations
délivrées aux organes sains. Dans cette optique, il serait intéressant de travailler sur
I'augmentation de 'affinité de la Nanofitine pour sa cible par maturation d’affinité. La génération
d’homo- ou d’hétéro-diméres de Nanofitine pourrait également favoriser la fixation sur différents
récepteurs exprimés a la surface des cellules tumorales et donc la pénétration cellulaire. Les
radioéléments utilisés en radiothérapie sont les émetteurs a (bismuth-213 (ti2 = 45,6 min),
astate-211 (ti2 = 7,2 h), etc.) et les émetteurs B- (cuivre-67 (ti2 = 2,6 j), lutétium-177 (ti,2 = 6,7
j), yttrium-89 (t1,2 = 2,7 j), etc.). La grande proportion de radiométaux (¢7Cu, 177Lu, 89Y, etc.) laisse
supposer que nous pourrions utiliser la stratégie développée dans ce manuscrit qui consiste a
utiliser des protéines phosphorylées pour la chélation de cations a condition de pouvoir
augmenter l'affinité de 1'étiquette peptidique pour ces métaux. Une stratégie permettant de
favoriser la fixation de la Nanofitine a sa cible serait d’augmenter le temps de résidence de la
protéine. L’ajout d'un domaine de fixation a I'albumine a ainsi permis de diviser par trois

I'absorption rénale et de multiplier par deux 'absorption tumorale d’un Affibody anti-HER2 [60)].

Une autre stratégie pour l'application thérapeutique consiste a fonctionnaliser des
nanovecteurs contenant une drogue anti-cancéreuse, comme les nanocapsules lipidiques ou les
liposomes, avec des Nanofitines. Les nanovecteurs fonctionnalisés ayant une taille supérieure a
70 kDa, ils devraient avoir un temps de résidence plus important et, grace a leur spécificité, les
Nanofitines devraient permettre le ciblage efficace des cellules tumorales. La présence de
plusieurs protéines d’affinité a la surface des nanovecteurs devrait pouvoir favoriser la fixation

aux cellules.

Page | 120



- Chapitre 6 : Matériel et méthodes -

Chapitre 6 : Matériel et méthodes?®

6.1. Composition des tampons, solutions et milieux

Tableau 16: Composition des tampons, solutions et milieux

Nom Composition pH
Eluant QMA 4.5 mg Kryptofix 222 /500 pL CH3CN + 0.69 mg K»C03/80 pL H20 -
Milieu A431 500 mL de milieu DMEM HG supplémenté en L-glutamine, 50 mL )

de FBS désactivé et 5 mL de Pénicilline-Streptomycine

500 mL de milieu RPMI supplémenté en L-glutamine, 50 mL de FBS

Milieu H520 désactivé et 5 mL de Pénicilline-Streptomycine )
Milieu LB 10 g/L de tryptone, 5 g/L de levure, 10 g/L de NaCl

Milieu LB-Agar 15 g d’agar/L de milieu LB

Milieu LB-TSS 16.5 mM PEG-6000, 104 mM MgS0,, 703.5 mM DMSO -
PBS 10 mM tampon phosphate, 137 mM Na(l, 2.7 mM KCl 7,4
Solution DPEA 20 pL DIPEA dans 4 ml dans CH3CN/Et,0 (1:1) -
Solution D Pro-Q 20% CHsCN/50 mM AcONa 4
Solution F Pro-Q  MeOH 50%/CH3COOH 10% -
Solution 10 mg de trifluoroacétate de N-(2-Aminoethyl) maléimide dans 4 )
Maléimide-DECP  ml CH3CN/Et;0 (1:1) + 20 puL DECP (60 pmol)

Solution P 20 mg de FB-précurseur dans 1 mL DMF -
Tampon A 150 mM Tris-HC], 500 mM NacCl, 50 mM imidazole 7,4
Tampon B 150 mM Tris-HCl, 500 mM NacCl, 250 mM imidazole 7,4
Tampon E 100 mM Tris-HC], 150 mM NacCl, 2.5 mM D-desthiobiotine 8
Tampon EM 150 mM Hydrogénophosphate de disodium, 300 mM imidazole 8
Tampon EPP 50 mM phosphate de potassium (KH2PO., K;HPO4), 500 mM NaCl 7,4
Tampon P Ezﬁr;;zjl;llgg mM MgCl2, 10% glycerol, 1,25 mM DTT, 75
Tampon R 100 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1 mM HABA, 1 mM EDTA 8
Tampon T 20 mM HEPES, 100 mM NacCl 7
;i‘l‘;‘/"é’l';cllg’é /sps 250 mM Tris, 192 M glycine, 1% SDS 8,3
Tampon W 100 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl 8
Tampon WM 200 mM Hydrogénophosphate de disodium 7,4
Tampon WPP 50 mM MES, 500 mM NaCl 55
TB+ 10 mM PIPES, 250 mM KCl, 15 mM CaCl;, 55 mM MnCl, 6,7
TBS-500 20 mM Tris-HCI, 500 mM NacCl 7,4

16 Les références des produits ainsi que les fournisseurs sont fournis en Annexe 3 : Produits et matériel.
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6.2. Amorces et souches bactériennes

Tableau 17 : Amorces générées pour les besoins du projet

Nom Séquence 5’ -> 3’

Primer 01 ATTGTAGACCAAAGCCATGACAAAAACG

Primer 02 TACAATGAGCTCCATGGTTAATTCCTCCTGTTAGCCCAAAAAAACGGGTATGG

Primer 03 ATTGTAGAGCTCATGTCCGGTCCGGTCC

Primer 04 TACAATAAGCTTAAGCTT TCACTA CTGCTGAGC

Primer 05 ATTGTAGTCGACCTAGCCAAGCTTAATTAATGACTGAGCCTGCAGTTGGACTCCTGTTG
ATAGAT

Primer 06 CCAAGCTAGCTTGGATTCTC

Primer 07 CACACAGAATTCATTAAAGAGGAGAAATTAAC

Primer 08 TACAATCTGCAGTCATTACTCATCTTCGGAGGAGGAGTCGGAATCTTCTTCAAGCTTGG
CTAGGTCGAC

Primer 09 ACCATCACGGATCCGTCAAGGTGAAATTC

Primer 10 (C}EATATAAAGCTTTTTCTCGCGTTCCGCACGCGCTAACATATCTAATAACTCTTTCGGG

Primer 11 CTCATCCGCCAAAACAG

Primer 12 TACAATGGATCCTGCATATAGTTCATCTCCTTCTATCCATCCATCATTGTTTGTATCTA
TAAATCCCATGGTTAATTTCTCCTCTTTAATG

Primer 13 GAACTATATGAAGGATCCGTC

Primer 14 GACGGATCCTTCATATAGTTC

Primer 15 GGGATTTATAGATGCGAACAATGATGGATG

Primer 16 CATCCATCATTGTTCGCATCTATAAATCCC

Primer 17 CGAACAATGATGGATGGATATCTGGAGATTCTCTATATGAAGGATCCGTC

Primer 18 GACGGATCCTTCATATAGAGAATCTCCAGATATCCATCCATCATTGTTCG

Primer 19 GAGATTCTCTAGATGAAGGATCC

Primer 20 GGATCCTTCATCTAGAGAATCTC

Primer 21 GAGATGAACTAGATGAAGGATCC

Primer 22 GGATCCTTCATCTAGTTCATCTC

Primer 23 GAACAATGATGGATACATATCTGGAGATTC

Primer 24 GAATCTCCAGATATGTATCCATCATTGTTC

Primer 25 GAACAATGATGGATACATAGAAGGAGATG

Primer 26 CATCTCCTTCTATGTATCCATCATTGTTC

Primer 27 CATAGAAGGAGATGAACTATATGAAGGATCCGTC

Primer 28 GACGGATCCTTCATATAGTTCATCTCCTTCTATG

Primer 29 CATATCTGGAGATGAACTATATGAAGGATCCGTC

Primer 30 GACGGATCCTTCATATAGTTCATCTCCAGATATG

Primer 31 GGATGTTAATGACTGAGCCTGCAGTTG

Primer 32 GAACTGCGGGTGGCTCCAGCTTGCCATAGTTAATTTCTCCTCTTTAATGAATTC

Primer 33 TGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAGGGATCCGTCAAGGTGAAATTC

Primer 34 CAACTGCAGGCTCAGTCATTAACATCCAAGCTTTTTCTCGCGTTCCGC
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Tableau 18 : Souches d'Escherichia coli utilisées

E. coli Génotype Résistance aux
antibiotiques
BL21(DE3) F-ompT gal dcm lon hsdSg(rs- mg) A(DE3 [lacl lacUV5-T7 Aucune
gene 1ind1 sam7 nin5])
TOP10 F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80lacZAM15 AlacX74 Aucune
nupG recAl araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16
rpsL(StrR) endA1l A-

DH5alacle F’ proA+B+ laclq A lacZ M15/ fhuA2 A(lac-proAB) glnV gal
R(zgb-210::Tn10)TetS endA1 thi-1 A(hsdS-mcrB)5

Kanamycine a 25
pg/mL
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6.3. Génie génétique

6.3.1. Techniques utilisant la « Réaction en Chalne par Polymérase » (PCR)

6.3.1.1. Génération de l'insert 1 par PCR pour la création du vecteur pCKlla

Tableau 19 : Protocole et mix de PCR classique

Pour 1 Pour 3 Programme

échantillon | échantillons
Eau MilliQ sans DNAse/RNAse 36 pL 108 pL 98°C 30 sec
Tampon phusion HF 5x 10 pL 30 pL 98°C 10 sec
Mix dNTPs (10 mM) 1L 3uL 51°C17 30 sec 25X
Amorce sens (10 uM) : Primer 01 1 uL 3 uL 72°C 2 min 30
Amorce anti-sens (10 uM) : Primer 02 1pL 3 uL 72°C  5min
Phusion polymérase (2U/uL) 0.5 uL 1.5 pL 14°C 00

Du « mix PCR » (49,5 pL) est mis en contact dans chaque tube PCR avec du pBAD33 (0,5

uL, entre 50 et 150ng) ou de 'eau MilliQ DNAse/RNAse free (0,5uL). L'amplification est ensuite

contr6lée par dépdt des échantillons sur un gel d’agarosel® a 1,5% contenant du GelGreen®

(5uL/50mL de solution d’agarose). Les échantillons sont ensuite purifiés sur gel d’agarose a l'aide

du kit QIAquick® gel extraction kit!9. L’ADN est élué avec de I'’eau préalablement chauffée a 65°C

et la concentration évaluée par mesure de 'absorbance a 260nm via un Nanodrop. Le produit de

PCR est ensuite digéré par les enzymes de restriction Mlul et Sac120 (voir partie « Digestion par

les enzymes de restriction »).

Tableau 20: Vecteurs et inserts obtenus par PCR

Produit Matrice Amorces Température Enzymes de Insert Vecteur
obtenu d’hybridation restriction digéré
puc57- Primer 03 o . i
Insert 2 oCKII Primer 04 51°C Sacl et HindIlI CKII
CKilg  [msertl+  Primer01 51°C Mlul et Hindlll  RBS-CKII ~ pBAD33
P Insert 2 Primer 04 b p
Primer 05 o
pAFG17 pAFG06 Primer 06 55°C Sall et Nhel MCS pAFGO06
Primer 07 o
pAFG18 pAFG17 Primer 08 55°C BamH1 et Pst1 = MCS-TagP4  pAFG17
Primer 09 o BamH1 et
PNF2 pNF1 Primer 10 55°C Hindll] H4 pAFG18
pAFG10- Primer 07 o
LBT pAFG10 Primer 12 53°C EcoR1 et BamH1 LBT pAFG10

17 Varie en fonction des amorces (voir Tableau 3).
18 Sj le nombre de paires de bases de I'échantillon est < 500pb, un gel a 1.5% en agarose est réalisé. Sinon, il

est conseillé de faire un gel agarose a 1%.

19 §’'il n’y a qu'une bande apparente, le produit de PCR est purifié a I'aide du QIAquick® PCR purification kit.
20 Les enzymes varient en fonction des sites de restriction présents dans les amorces (voir Tableau 1 et 3).
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6.3.1.2. Création des mutants LBT par mutagenése dirigée

Tableau 21 : Mix mutagenése dirigée

Pour 1 Pour 3 Programme

échantillon | échantillons
Eau MilliQ sans DNAse/RNAse 41 pL 123 uL 95°C 30 sec
Tampon Pfu + MgS04 10x 5 uL 30 pL 95°C 30sec
Mix dNTPs (10 mM) 1 uL 3 uL 50°C 1min 16X
Amorce sens (10 pM) : Primer 01 1 uL 3 uL 68°C 7 min
Amorce anti-sens (10 uM) : Primer 02 1 uL 3 uL 14°C o0
Pfu polymérase 1L 3 uL

Du « mix mutageneése dirigée » (49 pL) est mis en contact dans chaque tube PCR avec de la

matrice (1pL, entre 20 et 50ng) ou de I'eau MilliQ DNAse/RNAse free (1uL). Aprés réalisation du

programme PCR, 1pL d’enzyme de restriction Dpnl est ajouté a chaque tube PCR afin de digérer

les vecteurs natifs. L’incubation est réalisée pendant 1h a 37°C. La réaction de PCR est ensuite

controlée par dépot des échantillons sur un gel d’agarose a 1% contenant du GelGreen®

(5pL/50mL de solution d’agarose). Des DH5aLlacla sont transformées avec les échantillons

préalablement purifiés a I'aide du kit « MinElute® PCR Purification Kit». Une pré-culture de

chaque colonie est réalisée en incubant une colonie dans 10 mL de LB supplémenté en ampicilline.

Apreés incubation a 37°C pendant une nuit, un stock glycérol est réalisé en mettant dans un

cryotube de 2 mL 700 pL de pré-culture et 300 pL de glycérol a 80%. Le stock glycérol obtenu est

conservé a -80°C. Apreés extraction plasmidique, la séquence du vecteur est vérifiée par

séquencage automatisé (société GATC) en utilisant 'amorce Primer 06.

Vecteur obtenu Amorces Matrice
pLBT1 Primer 13 et Primer 14 pLBT+
pLBT2 Primer 15 et Primer 16 pLBT1

pLBT2-2S Primer 17 et Primer 18 pLBT2
pLBT3-2S Primer 19 et Primer 20 pLBT2-2S
pLBT3 Primer 21 et Primer 22 pLBT2
pLBT4-2S Primer 23 et Primer 24 pLBT3-2S
pLBT4 Primer 25 et Primer 26 pLBT3
pLBT5 Primer 27 et Primer 28 pLBT3
pLBT5-1S Primer 29 et Primer 30 pLBT3-2S

Figure 65 : Vecteurs pLBT générés par mutagenése dirigée
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6.3.2. Digestion par les enzymes de restriction

L’ensemble des réactions de digestion a été réalisé avec des enzymes FastDigest dans un
volume réactionnel de 100 pL. Nous avons digéré entre 2-3 pg de vecteur pour obtenir une
quantité suffisante d’insert et de matrice digérés apres une purification sur gel. De 1a phosphatase
alcaline FastAP est ajoutée dans le tube contenant la matrice a digérer. Aprés incubation a 37°C,
le produit de digestion est vérifié sur un gel d’agarose (1.5% : < 500pb, 1% : > 500pb) contenant
du GelGreen® (5uL/50mL de solution d’agarose). Les échantillons sont ensuite purifiés soit a
I'aide d’un kit de purification de produit PCR lorsqu’il n’y a qu'une bande apparente (QIAquick®
PCR purification kit), soit a I'aide d’un kit de purification sur gel d’agarose s’il y a plusieurs bandes
apparentes (QIAquick® gel extraction kit). L’ADN est élué avec de I’eau préalablement chauffée a
65°C. La concentration en ADN est évaluée par mesure de l'absorbance a 260nm via un

Nanodrop®. Les échantillons peuvent étre stockés a -20°C.

6.3.3. Ligation

Les réactions de ligation ont été réalisées avec 100ng de matrice digérée et 20ng d’'insert
al’aide de la T4 DNA ligase dans un volume réactionnel de 10pL. Un témoin négatif sans insert est
réalisé. La ligation est réalisée en incubant le mélange réactionnel a température ambiante
pendant 30min. La ligase est inactivée par chauffage (10 min, 65°C). Les vecteurs vides sont
éliminés par digestion via 'enzyme FastDigest Kpnl2! (1uL) en présence de MgCl2 (50mM, 6uL)
dans un volume réactionnel de 40pL. Apres incubation (15 min, 37°C), I'enzyme est inactivée par

chaleur (5min, 80°C) et le produit de ligation peut étre utilisé pour transformer des bactéries.

6.3.4. Bactéries compétentes et transformation bactérienne

6.3.4.1. Préparation des bactéries TOP10 compétentes : Méthode SEM [142]

Une carotte du stock glycérol de TOP10 est inoculée dans 10 mL de milieu LB22 et incubée
sur la nuita 37°C sous agitation. La pré-culture obtenue est ensuite ajoutée a du milieu LB (0,1 mL
de pré-culture par L de LB). Apres incubation a 37°C jusqu’a 0,4<DOgo0nm<0,5, la culture est
transférée dans des tubes Falcon™ de 50mL pré-refroidis. Le culot obtenu apres centrifugation

(15 min, 2500g, 4°C) est repris en chambre froide par agitation douce dans 2 mL de TB+ froid.

21 ]] est nécessaire de choisir un site de restriction enzymatique présent dans le site de multi-clonage du
vecteur vide et absent de l'insert.
22 Dans le cas de l'utilisation de DH5aLaclq, il faut supplémenter le milieu LB avec de la kanamycine a 25

ug/mL.
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Aprés 15 min d’'incubation a 4°C, le volume est complété a 16 mL avec du TB+. Le mélange
réactionnel est ensuite agité doucement et incubé dans la glace pendant 15 min. Le culot obtenu
apres centrifugation (15 min, 2500g, 4°C) estrepris dans 4 mL de TB+ froid et incubé dans la glace
pendant 15 min. Les tubes sont ensuite regroupés et 560 uL. de DMSO ajoutés. Les bactéries

compétentes sont aliquotées en fraction de 50 puL et stockées a -80°C.

6.3.4.2. Préparation des bactéries TOP10/pCKlla compétentes : Méthode TSS [143]

Une carotte du stock glycérol de TOP10/ pCKlla est inoculée dans 10 mL de milieu LB
supplémenté en chloramphénicol a 10 pg/mL et incubée sur la nuit a 37°C sous agitation. La pré-
culture obtenue est ensuite ajoutée a du milieu LB supplémenté en chloramphénicol (200 pL de
pré-culture pour 10 mL de milieu). Aprés incubation a 37°C jusqu’a 0,4<DO¢00nm<0,5, 1a culture est
aliquotée en fraction de 1 mL. Le culot obtenu aprés centrifugation (5 min, 4500 g) est repris dans
la glace avec 200 uL de LB-TSS. Les bactéries compétentes sont ensuite transformées avec le

vecteur pCKlla.

6.3.4.3. Transformation bactérienne

Du produit de ligation (5 puL) ou du vecteur purifié (20-100 ng) est ajouté a un aliquot de
bactéries rendues compétentes selon la technique SEM ou TSS. Un choc thermique est réalisé en
incubant les bactéries 30 min dans la glace, 50 s a 42°C (bain-marie) et 2 min de nouveau dans la
glace. Du milieu LB (800 pL) et ajouté et 'ensemble est incubé 1 h a 37°C sous agitation. Aprés
centrifugation (4500g, 5min, TA), le surnageant est éliminé par retournement. Le culot est ensuite
re-suspendu avec le restant de milieu et étalé sur des boites LB-Agar supplémentées avec les
antibiotiques nécessaires au maintien des sélections bactériennes et plasmidiques. Les boites sont

incubées sur la nuit a 37°C.

6.3.5. Extraction plasmidique des vecteurs dérivés de pQE30

Des pré-cultures sont réalisées a partir de bactéries transformées ou d'un glycérol
bactérien (1 colonie/10mL de LB supplémenté avec de l'ampicilline a 100 pg/mL). Apres
centrifugation (3220g, 10min, 4°C), le surnageant est éliminé et le vecteur extrait du culot
bactérien grace au QIAquick® spin miniprep kit. L’ADN est élué avec de I'eau préalablement
chauffée a 65°C et sa concentration évaluée par mesure de I'absorbance a 260nm. Les échantillons

sont envoyés pour séquencage a 'entreprise GATC.
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BamH1 Hindlll

BamH1 Hindlll Pstl

BamH1 Hindlil Pstl

BamH1 Hindlll  Pstl

BamH1 Hindlll Pstl
pLBT+ Nanofitine anti-lysozyme H4

Figure 66 : Les vecteurs de type pAFG, pNF et pLBT dérivant du vecteur pQE30
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6.4. Production et purification des protéines

6.4.1. Expression des Nanofitines

6.4.1.1. Production des Nanofitines en DH5aLacla

En milieu stérile, 200mL de LB, supplémenté avec de 'ampicilline (100 pg/mL), de la
kanamycine?3 (25 pg/mL) et 0,1% en glucose, sont inoculés avec un volume de pré-culture
nécessaire pour obtenir une DOgoonm~0.07. La culture est incubée a 37°C sous agitation jusqu’a
obtenir une 0,6<D0400nm<0,8. La production de la Nanofitine est induite par ajout de 100uL d'IPTG
a 1M et incubation sur la nuit a 30°C sous agitation. Les cultures sont ensuite centrifugées (45 min,

3220 g, 4°C) et les Nanofitines sont purifiées selon leur étiquette de purification.

NB : Pour les manipulations de co-expression les bactéries sont cultivées dans un milieu supplémenté
en glucose (0,1%), ampicilline (100 ug/mlL) et chloramphénicol (10 pg/mL). L'induction est réalisée
avec de I'IPTG et de I'arabinose. Si la Nanofitine ne posséde que le TagP4, se référer a la partie

« Phosphorylation ex-vivo » pour la purification.
6.4.1.2. Purification des protéines possédant un 6HisTag

Les culots sont repris dans du tampon A (tampon de lavage) (5 mL/g de culot). De la
DNAsel (5 pg/mL de tampon) et du Bugbuster® 10x (100 pL/mL de tampon) sont ajoutés et le
mélange est incubé 1h sous agitation a 20°C. Aprés centrifugation (20min, 12 000 g, 4°C), le
surnageant, correspondant a la fraction soluble, est récupéré et transféré dans un tube Falcon™
de 50mL. Dans une colonne, de la résine Ni(II)-NTA Superflow a 50% (1 mL a 50% => volume de
résine (CV) = 500 pL, capacité 30 mg/mL de résine) est équilibrée avec 10 CV de tampon A. La
fraction soluble est ensuite déposée (max 10CV) et la fraction non-retenue (notée NR) récupérée.
La résine est lavée avec du tampon A (10 fractions de 1 CV =10 * 1 CV) et les fractions de lavage
récupérées (notées LAV1 a LAV10). La protéine est ensuite éluée par compétition par exces
d’imidazole avec 6 * 1 CV de tampon B (tampon d’élution) et les fractions d’élution récupérées
(notées EL1 a EL6). La concentration en protéines est évaluée par spectrophotométrie a 280 nm

avec un Nanodrop® etla pureté des fractions d’élution est évaluée par SDS-PAGE 17% en déposant

23 Si production en TOP10, seulement de 'ampicilline.
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2 pg de protéines/puit. Aprés migration, les fractions les plus concentrées sont rassemblées et

concentrées sur Vivaspin 3kDa si nécessaire.

NB : Les protéines possédant un StrepTagll sont purifiées sur résine StrepTactin superflow (capacité
3-15mg/mL de résine) avec le tampon de lavage W. La protéine est éluée par compétition par exces
de d-desthiobiotine avec 6 * 0,5 CV de tampon E. La résine est ensuite régénérée en ajoutant du
tampon R (solution commerciale contenant de 'EDTA) selon le protocole fournit par le fournisseur

(IBA Technologies).

6.4.2. Electrophorése en gel de polyacrylamide contenant du dodécysulfate de sodium (SDS-
PAGE)

La technique du SDS-PAGE est réalisée en condition dénaturante (élimination des liaisons
hydrogene) et permet de séparer les especes protéiques en fonction de leur poids moléculaire.
Les Nanofitines étant des petites protéines, nous avons choisi une concentration en

polyacrylamide de 17% permettant de séparer les protéines de faible poids moléculaire.

Gel de migration Gel de concentration

Acrylamide 17% 5%
Tris 100 mM pH 8,8 3,8 mL -
Tris 100 mM pH 6,8 - 630 pL
SDS 10% 150 pL 50 pL
APS 10% 150 pL 50 pL
TEMED 6 pL 5 uL
Volume total 15 mL 5mL

Les échantillons (volume échantillon + gsp 15 pL avec de I'eau + 5 pl. de tampon de charge)
sont chauffés a 95°C pendant 5 min en présence de bleu de charge (5 pL). La présence de f3-
mercaptoéthanol dans le bleu de charge permet de réduire les ponts disulfures. Apres une
migration de 90 min a 150 V, les gels sont colorés soit au bleu de Coomassie soit au

ProQDiamond®.

6.4.3. Coloration des gels polyacrylamide a 17%

6.4.3.1. Au bleu de coomassie : « Fast Protocol »

Les gels sont mis dans les cuves de migration et recouverts de tampon Tris/Glycine/SDS

1x. Les échantillons et 5uL. de marqueur de taille PageRuler™ Plus sont déposés dans les puits. Une
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fois la migration réalisée (90 min a 150V), les gels sont immergés dans de I'’eau (100 mL) et
chauffés au four micro-ondes (cuisson douce, 2 min) (x2). Les gels sont colorés dans du PageBlue™
(50 mL, chauffer au four micro-ondes (cuisson douce, 1 min) et ensuite décolorés dans de I'eau

(100 mL, 3 h).

6.4.3.2. Double coloration ProQDiamond et bleu de Coomassie

Une fois les gels mis dans les cuves de migration et recouverts de tampon
Tris/Glycine/SDS 1x. Les échantillons et 7uL. de marqueurs de taille PeppermintStick™ (2pL de
marqueur + 5ul. de tampon de charge). Une fois la migration réalisée (90 min a 150V), les gels
sontimmergés dans 100mL de solution F Pro-Q pendant 30min sous agitation. Le bain est changé
et les gels immergés de nouveau dans 100mL de solution F Pro-Q et incubés sur la nuit sous
agitation. Les gels sont lavés trois fois dans 100 mL d’eau MilliQ pendant 10min, puis immergés
dans 50mL de Pro-Q® Diamond. L’ensemble est chauffé au four a micro-ondes (cuisson douce)
pendant 40s, puis les gels mis a agiter pendant 10min. Les gels sont de nouveau chauffés au four
a micro-ondes pendant 20s et mis a agiter 10min. Les gels sont décolorés dans 100mL de solution
D Pro-Q pendant 30min (x2) et lavés dans 100mL d’eau pendant 10min (x2). Les bandes
représentant les protéines phosphorylées sont révélées a I'aide d’'un GelDoc (BIORAD) en mode
UV/trans (exposition 3s). Les gels sont ensuite incubés en présence de 50mL de PageBlue™ sur la

nuit sous agitation. Les gels sont décolorés le lendemain dans de I'eau.
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6.4.4. Propriétés physicochimiques des Nanofitines produites

Tableau 22 : Propriétés physicochimiques des Nanofitines produites.?*

Nom

MM
(g/mol)

Coeff. Ext.
Mol.

pHi

Vecteur

Séquence protéique

H4P

9614,5

13980

5,61

pNF1

MRGSHHHHHHGSVKVKFFWNGE

EKEVDTSKIVWVKRAGKSVLFIYD

DNGKNGYGDVTEKDAPKELLDML
ARAER

H4HP4

11424,5

15470

5,65

pNF2

MRGSHHHHHHSSGRENLYFQGSV
KVKFFWNGEEKEVDTSKIVWVKR
AGKSVLFIYDDNGKNGYGDVTEKD
APKELLDMLARAEREKKLE

H4P4

9119,1

13980

4,66

pNF3

MGSVKVKFFWNGEEKEVDTSKIV
WVKRAGKSVLFIYDDNGKNGYGD
VTEKDAPKELLDMLARAEREKKL
E

B10-Cys

9167,4

6990

7,92

pNF4

MRGSHHHHHHGS-B10-KLGC

LBT-

9164,4

19480

7,93

pLBT-

MGSVKVKFFWNGEEKEVDTSKIV
WVKRAGKSVLFIYDDNGKNGYGD
VTEKDAPKELLDMLARAEREKKL
AGSWSHPQFEK

LBT+

11175,5

26470

5,01

pLBT+

MGFIDTNNDGWIEGDELYAGSVK
VKFFWNGEEKEVDTSKIVWVKRA
GKSVLFIYDDNGKNGYGDVTEKDA
PKELLDMLARAEREKKLAGSWSH
PQFEK

LBT1

11233,5

26470

4,89

pLBT1

MGFIDTNNDGWIEGDELYEGSVK
VKFFWNGEEKEVDTSKIVWVKRA
GKSVLFIYDDNGKNGYGDVTEKDA
PKELLDMLARAEREKKLAGSWSH
PQFEK

LBT2

11203,5

26470

4,89

pLBT2

MGFIDANNDGWIEGDELYEGSVK
VKFFWNGEEKEVDTSKIVWVKRA
GKSVLFIYDDNGKNGYGDVTEKDA
PKELLDMLARAEREKKLAGSWSH
PQFEK

LBT2-2S

111194

26470

5,16

pLBT2-2S

MGFIDANNDGWISGDSLYEGSVK
VKFFWNGEEKEVDTSKIVWVKRA
GKSVLFIYDDNGKNGYGDVTEKDA
PKELLDMLARAEREKKLAGSWSH
PQFEK

LBT3

11155,4

24980

4,79

pLBT3

MGFIDANNDGWIEGDELDEGSVK
VKFFWNGEEKEVDTSKIVWVKRA
GKSVLFIYDDNGKNGYGDVTEKDA
PKELLDMLARAEREKKLAGSWSH
PQFEK

LBT3-2S

11071,3

24980

4,99

pLBT3-2S

MGFIDANNDGWISGDSLDEGSVK
VKFFWNGEEKEVDTSKIVWVKRA

24 Les parameétres physicochimiques ont été calculés selon le site Internet « Expasy ProtParam ».
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GKSVLFIYDDNGKNGYGDVTEKDA
PKELLDMLARAEREKKLAGSWSH
PQFEK

MGFIDANNDGYIEGDELDEGSVK
VKFFWNGEEKEVDTSKIVWVKRA
LBT4 11132,4 20970 4,79 pLBT4  GKSVLFIYDDNGKNGYGDVTEKDA
PKELLDMLARAEREKKLAGSWSH
PQFEK

MGFIDANNDGYISGDSLDEGSVK
VKFFWNGEEKEVDTSKIVWVKRA
LBT4-2S 110483 20970 4,99 pLBT4-2S GKSVLFIYDDNGKNGYGDVTEKDA
PKELLDMLARAEREKKLAGSWSH
PQFEK

MGFIDANNDGYIEGDELYEGSVK
VKFFWNGEEKEVDTSKIVWVKRA
LBT5 11180,4 22460 4,89 pLBT5  GKSVLFIYDDNGKNGYGDVTEKDA
PKELLDMLARAEREKKLAGSWSH
PQFEK

MGFIDANNDGYISGDELYEGSVK
VKFFWNGEEKEVDTSKIVWVKRA

LBT5-1S 111384 22460 5,01 pLBT5-1S GKSVLFIYDDNGKNGYGDVTEKDA
PKELLDMLARAEREKKLAGSWSH
PQFEK
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6.5. Etudes de la phosphorylation

6.5.1. Phosphorylation ex-vivo
6.5.1.1. Génération de résine de Fe(Ill)-NTA a 50% [160]

Elimination du nickel(Il) : De la résine Ni(II)-NTA Superflow est culotée puis reprise dans quatre
fois son volume en eau. Apres centrifugation (1100 g, 2 min), le culot est repris dans trois fois son
volume dans une solution d’EDTA a 100mM pHB8. La résine est centrifugée (1100 g, 2 min) et
reprise dans quatre fois son volume en eau. L’étape de chélation avec de 'EDTA est répétée jusqu’a
décoloration compléte de la résine. L’EDTA est ensuite éliminé en centrifugeant (1100 g, 2 min)

et reprenant la résine avec de I'eau (x3).

Fixation des ions fer(1ll) : Apres centrifugation (1100 g, 2 min), le culot est repris dans quatre fois
son volume en solution de FeCl3 100mM (100mL de solution pour 10mL de résine). La résine est
centrifugée (1100 g, 2 min) et le culot repris dans quatre fois son volume en acide acétique 0.1%
(x3). Cette étape permet d’éliminer les ions fer(Ill) non-fixés. Apres quatre lavages avec de I'eau
(centrifugation a 1100 g pendant 2 min), les billes sont reprises dans 1 volume d’EtOH a 30%. La

suspension a 50% peut se stocker 40jours a 4°C.
6.5.1.2. Phosphorylation ex-vivo et purification des protéines obtenues

Apreés centrifugation (partie 6.4.1.1), les culots obtenus aprés co-expression sont repris
dans du TBS-500 (5 mL/g de culot). De la DNAsel (5 pg/mL de tampon) et du PMSF a 100 mM
(100 pL/mL de tampon) sont ajoutés et les bactéries lysées soit par sonication (pulse 6, intensité
80, par tranche de 2min), soit par chauffage (80°C, 15min). La fraction de lyse est obtenue apres
centrifugation (20 min, 12000 g, 4 °C) en transférant le surnageant dans un tube Falcon™ de 50mL.
De I'ATP est ensuite ajouté pour étre a 5 mM final. Des aliquots de 500puL sont réalisés et incubés
surlanuita 30 °C sous agitation. Les protéines endogénes et la CKIla sont précipitées en chauffant
le mélange réactionnel pendant 15min a 75°C. Les fractions sont regroupées et centrifugées (20
min, 12000g, 4°C). Le surnageant, correspondant a la fraction soluble, est récupéré et transféré

dans un tube Falcon™ de 50mL.
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Figure 67 : Schéma de purification des phosphoprotéines sur résine de Fe(Ill)-NTA. Des billes d’agarose sont
fonctionnalisées avec du NTA (en gris) et du Fe(Ill) (en rouge). La Nanofitine fusionnée TagP4 est
schématisée en rose et jaune. La d-desthiobiotine est en vert.

Le tampon est changé par du tampon WPP grace a des PD-10 via le “Gravity Protocol” selon
le protocole du fournisseur (GE Healthcare). De la résine Fe(II1)-NTA a 50% (1 mL a 50% pour 30
mL de lysat -> CV = 500 pL) est ajoutée a I’éluat obtenu apres changement du tampon (maximum
20 CV). L’ensemble est incubé minimum 1h sur agitateur rotatif, puis transféré dans une colonne.
La fraction non-retenue (notée NR) est récupérée. La résine est lavée avec 10 * 2 CV de tampon
WPP et les fractions de lavage (notées LAV1 a LAV10) récupérées. Les phosphoprotéines sont
éluées par compétition et variation de pH avec 10 * 0,5 CV de tampon EPP. Les fractions d’élution
(notées EL1 a EL10) sont récupérées et leur concentration déterminée au Nanodrop® a 280nm.
La pureté des fractions d’élution est évaluée par SDS-PAGE 17% en déposant 2 pg de
protéines/puit. Aprés migration, les fractions les plus concentrées sont rassemblées et

concentrées sur Vivaspin 3kDa si nécessaire.

6.5.2. Phosphorylation in vitro des Nanofitines avec 6HisTag

6.5.2.1. Phosphorylation in vitro

Pour 1 échantillon Pour 3 échantillons

Tampon P 5x 20 pL 60 pL

ATP 5 mM 5 mM
Protéine 100 uM 100 uM

Eau MilliQ Qsp 100 pL gsp 300 pL
CKIla 1 nmol (0,1 %) 3 nmol (0,1 %)

Le mix de phosphorylation (100 pL) est réparti dans des tubes PCR et incubé 6h a 30°C, puis 10min
a 70°C pour dénaturer la CKlla. Un témoin négatif est réalisé en ajoutant de I'eau a la place de la

CKlla dans le mix.

Page | 135



- Chapitre 6 : Matériel et méthodes -

6.5.2.2. Purification en mini-colonne

De la résine Ni(II)-NTA (CV = 45uL) et 100uL de tampon A sont ajoutés aux 100uL de
mélange réactionnel préalablement transférés dans un eppendorf. L’ensemble est incubé sur un
agitateur rotatif pendant 1h30. Les échantillons sont ensuite déposés sur des mini-colonnes.
Aprés 1 min d’attente, les colonnes sont centrifugées (5min a 1100g) et la fraction non-retenue
(notée NR) récupérée. La résine est lavée avec 250uL de tampon A. Aprés 1 min d’attente, les
colonnes sont centrifugées (5min a 1100g) et la fraction de lavage (notée LAV) récupérée. La
protéine phosphorylée est ensuite éluée par compétition avec 250uL de tampon B. Aprés 1 min
d’attente, les colonnes sont centrifugées (5min a 1100g) et la fraction d’élution (notée EL)
récupérée. La quantité de protéine est évaluée en réalisant un dosage BCA, si la concentration en

protéine est trop faible, concentrée la fraction EL a I'aide de Vivaspin® 3kDa.

NB : Les protéines possédant soit une étiquette StrepTagll soit une étiquette TagP4 phosphorylée
sont purifiées de la méme maniére avec leurs tampons respectifs. Pour les protéines avec uniquement
le TagP4, 300ul. de tampon WPP sont ajoutés aux 100ul de mélange réactionnel aprés

phosphorylation in vitro.

6.5.2.3. Dosage BCA

Une solution d’acide bicinchonique (Sigma Aldrich) est diluée a 50% (v/v) dans de I'eau
et une solution de CuSO4 a 4% (Sigma Aldrich, 20 uL. /mL de solution a 50%) est ajoutée. Une
gamme étalon est réalisée avec de la BSA (Promega) allant de 2000 a 31,25 pg/mL. Dans une
plaque 96 puits, 100 pL. du mélange acide bicinchonique 50%/CuS04 4% (100 pL) est mis en

contact avec 4pL de la gamme étalon ou 4pL des échantillons a tester.

Tableau 23 : Concentration massique en BSA
[BSA] (ng/mL) 1 2 3 4 5 6 7 8

Gamme 0 31,25 62,5 125 250 500 1000 2000

La plaque est incubée dans un lecteur de plaque LABSYSTEM iEMS (BIORAD) a 37°C
pendant 30min (homogénéisation toutes les 10min pendant 20s) et I'absorbance estlue a 562nm.
Afin de faciliter le tracage de la courbe étalon, 'absorbance obtenue pour 0 pg/mL de BSA est
soustrait a I'ensemble de la plaque. La courbe étalon permet ensuite de déterminer la

concentration massique de I'échantillon testé.
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6.5.3. Electrophorese en gel de polyacrylamide contenant de l'urée et du triton-X (Neutral Urea

Triton-polyacrylamide gel electrophoresis (NUT-PAGE))

La technique du NUT-PAGE [163] permet de séparer les espéces protéiques en fonction de
leur charge a pH 7. La présence des groupements phosphate va modifier le pHi des protéines. Elles

vont donc migrer plus ou moins loin en fonction du nombre de groupements phosphate ajoutés.

Gel de migration Gel de concentration

Urée 6 M 6 M
Acrylamide 17% 9%
MOPS 100 mM pH7 100 mM pHS8
Triton X-100 0,37% (v/v) 0,37% (v/v)
APS 0,027% (m/v) 0,06% (m/v)
TEMED 0,13% (v/v) 0,3% (v/v)

Les échantillons sont précipités a I'aide d’une solution d’acétone a 80% et incubés a -20°C
pendant 1h. Apres centrifugation (30 min, 20 000g, 4°C), les culots sont séchés sous vide et repris
dans de I'eau MilliQ. Avant dépét sur le gel, 3 volumes de tampon de charge [Urée 6 M, MOPS 60
mM pHS8, glycérol 5%, bleu de bromophénol 0,15%] sont ajoutés aux échantillons (le volume
maximal par puits est de 20 pL). Aprés une migration de 20mn a 125V et une de 16h a 50V dans
du tampon MOPS [MOPS 22 mM pH7, imidazole 100mM)], la présence des protéines est révélée

par coloration en bleu de Coomasie.
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6.6. Etudes de chélation

6.6.1. Titration colorimétrique des solutions de TbCl3 et GaCI3

La concentration des solutions contenant des ions métalliques (TbClz, ZrOCl;, GaCl; et

ZrNTAy) a été évaluée par titrage colorimétrique a I'aide de xylénol orange.

[Thb(Ind)] (aq) + Y4_(aq) = [TBY]” (aq) + Ind®"(ag)

Dans un bécher, 1 mL d’une solution de chlorure de terbium ou de chlorure de gallium est
dilué avec 49mL de tampon acétate pH 5. Quelques gouttes de xylénol orange a 0.05% (p/v) sont
ajoutées et les solutions sont titrées avec une solution d’'EDTA a 5mM jusqu’a ce que la couleur
des solutions a titrer passe du rouge violacé au jaune. Une fois la concentration en cations

trivalents déterminée, des aliquots a 100mM dans de ’'HCI 1M sont réalisés et stockés a -20°C.
6.6.2. Synthése du potassium bis(nitriloacetato)zirconate(IV) [196]

ZrOCly ) + 2NTA () + 2K,C03 ) = Ko [ZrNTAz](5) + 2C04 ) + 2K Clig

Dans un ballon, une solution a 2,5 mM en ZrOCl;.8H20 (5 mmol, 1 éq.) dans de I'’eau (20mL)
est réalisée sous agitation. Une solution du K>CO3 (15 mmol, 3 éq.) est ajoutée progressivement a
une solution a 5 mM en NTA dans de 'eau (10 mmol, 20 mL, 2 éq.). Une fois le mélange devenu
translucide, il est ajouté au ballon contenant le zirconium. L’eau est ensuite éliminée sur un
évaporateur rotatif et le solide séché a la pompe a vide. Le ballon est ensuite placé dans de la glace
et dissout dans 3 mL d’eau MilliQ. Apres filtration sur Biichner, le solide est lavé avec 5 mL d’eau

MilliQ.

La solution est de nouveau mise sur évaporateur rotatif et le solide a sécher a la pompe a
vide. Le ballon est placé dans de la glace et dissout dans 3 mL d’eau MilliQ. Apreés filtration sur
Biichner, le solide est re-suspendu dans 5 mL d’eau MilliQ. La présence d’ion chlorure (test au
nitrate d’argent) et d’ion zirconium (test du xylénol orange) est testée dans le ballon et dans le
filtrat. Les étapes d’évaporation et séchage sont réalisées jusqu’a obtenir un solide sans traces
d’ions chlorure (test nitrate d’argent négatif). L’eau résiduelle est ensuite éliminée a I'évaporateur

rotatif et le solide séché a la pompe a vide.
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6.6.3. Luminescence des protéines

6.6.3.1. Titration par le terbium(II)

Apres vérification sur SDS-PAGE 17%, les fractions d’élution des protéines purifiées sur
colonne de StrepTactin sont rassemblées et concentrées a I'aide des Vivaspin500 3kDa. Les
manipulations sont réalisées dans des plaques blanches 96 puits a fond plat. Pour chaque
concentration en Tb(III), un témoin sans protéine ainsi qu’'un témoin contenant la protéine LBT-
sont préparés. Les produits sont ajoutés dans I'ordre suivant : le volume de tampon T nécessaire
pour étre a 100 pL final, la protéine ou le peptide, puis le Tb(III). Le mélange est homogénéisé en
faisant des aspirations-refoulements a la pipette. La plaque est ensuite passée au lecteur de plaque

TECAN Infinite® M1000.

Tableau 24 : Exemple de tableau préparatif pour la titration des protéines possédant un LBT?>

Puits 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

V Tb3+a 8uM (pL) 50 453 405 358 31,0 263 215 168 120 7,3 25 0

VLBT+a2puM (uL) 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50

V tampon (pnL) 0 48 95 143 19,0 238 285 333 380 428 475 50
V total (nL) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
[Tb3+] (M) 4 362 324 286 248 2,10 1,72 1,34 096 058 020 O

[protéine] (uM) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Nb d'équivalent 4 362 324 286 248 21 1,72 1,34 096 058 0,2 0

Programme et paramétres :

e température fixée a 30°C
e Agitation pendant 1 seconde de maniére linéaire, amplitude 2 mm, fréquence 70,8 rpm.
e Incubation 15 minutes a 30°C.

e C(Cinétique de 20 cycles avec une pause de 1 min entre chaque.

o Agitation pendant 1 seconde de maniére linéaire, amplitude 2 mm, fréquence 70,8

rpm.

25 Pour les titrations de peptide, la concentration de la solution mere en Tb(III) est fixée a 500 uM et en
peptide a 40 uM. Pour les mutants LBT avec résidus sérine phosphorylés, la concentration de la solution
mere en Tb(III) est fixée a 16 uM et en protéine a 2 pM.

Page | 139



- Chapitre 6 : Matériel et méthodes -

o Excitation a 280 + 10 nm (mode fluorescence TRF) 26
o Lecture a 544 + 20 nm apres 50 us d’attente pendant 900 ps (12 lectures).
o Fréquence du flash : mode 2 (100 Hz), gain optimal (100%), label 2.

o Position du Z en manuel (20000 pm)

6.6.3.2. Calcul de la constante de dissociation et lissage des courbes de titration

Apreés soustraction de la fluorescence du Tb(III) seul (ligne sans protéine/peptide) et de
la fluorescence naturelle de la protéine (puits sans Tb(III)), les résultats obtenus sont traités via

le logiciel GraphPad. Le Fmax et le Kd sont obtenus selon la formule suivante :

(Cp+CL+Ky)— \/(Cp +Cp, + Kg)? — 4C,C,,
2C,

Fops = Fnax X

Avec:

e F,,s: Fluorescence observée correspondant a la fluorescence de la fraction de ligand
libre et couplé a la protéine.

e F,.: Fluorescence maximale.

e (p: Concentration initiale en protéine (en uM).

o (: Concentration initiale en Tb(III) (en uM).

e K,;: Constante de dissociation (en uM).

6.6.3.3. Etudes de compétition

En présence de [Zr(NTA),] :

Dans un eppendorf, la protéine a titrer et le [Zr(NTA):] sont mis en quantité équimolaire et le
volume complété avec du tampon T pour étre a 2 uM final. Dans une plaque blanche 96 puits, le
mélange est titré avec du Tb(III) de la méme maniere que pour les solutions protéiques seules. Le
mélange est homogénéisé en faisant des aspirations-refoulements a la pipette. La plaque est

ensuite passée au lecteur de plaque TECAN Infinite® M1000.

26 Pour les études de titration de peptides la longueur d’onde d’excitation est fixée a 345 + 10 nm.
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En présence d’'une quantité fixe de GaCls :

Dans un eppendorf, la protéine a titrer et le GaCl; sont mis en quantité équimolaire et le volume
complété avec du tampon WPP pour étre a 2 uM final. Dans une plaque blanche 96 puits, le
mélange est titré de avec du Tb(III) de la méme maniére que pour les solutions protéiques seules.
Le mélange est homogénéisé en faisant des aspirations-refoulements a la pipette. La plaque est

ensuite passée au lecteur de plaque TECAN Infinite® M1000.

En présence d’'une quantité variable de GaCls :

Dans un eppendorf, la protéine a titrer est mise en contact avec une quantité variable de GaCl; et
le volume complété avec du tampon WPP pour étre a 2 uM final en protéine. Dans une plaque
blanche 96 puits, le mélange est mis en contact avec une quantité fixe de Tb(III) a 2 uM final. Le
mélange est homogénéisé en faisant des aspirations-refoulements a la pipette. La plaque est

ensuite passée au lecteur de plaque TECAN Infinite® M1000.
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6.7. Marquage des Nanofitines
6.7.1. Marquage froid de la Nanofitine anti-EGFR B10-Cys

Dans un eppendorf, une suspension de Nanofitine (10 nmol, 100 pL tampon phosphate)

est mise en contact avec du TCEP/HCI dilué dans du tampon phosphate (10 éq, 30 min, 25°C). Du

19F-FBEM dilué dans le plus petit volume possible d’acétonitrile (20 éq, 1h30, 25°C) est ajouté. Le

mélange réactionnel (20 pL) est injecté sur une Jupiter C18 et analysé en gradient HPLC avec un
débit de 1 mL/min (Solvant A : 5% acétonitrile/0.1% TFA, Solvant B: 100% acétonitrile) (100-
60% solvant A de 0 a 20 min, 60-0% solvant A de 20 a 25min et 0-100% solvant A de 25 a 30min).

Les temps de rétention des pics visibles en UV sont identifiés et ceux correspondant a la Nanofitine

marquée envoyés a la plateforme GIGA Proteomics (Liege) pour analyse en spectrométrie de

masse (ESI-Q-TOF).

6.7.2. Marquage chaud de la Nanofitine anti-EGFR B10-Cys
6.7.2.1. Synthése du 18F-FBEM

Oy O~
H2N'/\"~/
K;CO; Kazo . ["FIF NaOH
DMF, 130°C DECP, DIEA  °F
-

2 3

f-

|
=CD

=
®
¥

4

Tracer1

Page | 142

N
HN”“‘V’N



- Chapitre 6 : Matériel et méthodes -

Figure 68 : Etapes de la synthése automatisée du 18F-FBEM.
Tableau 25 : Etapes de la synthése automatisée du 18F-FBEM.
N° Etapes

1 La cassette est mise en place dans le module FASTlab, ainsi que les flacons contenant
I'acétonitrile et 'hexane. Al'aide d’un test cassette, la présence éventuelle de fuite est vérifiée.
NB : Mettre en place le vial contenant la solution D, et connecter les flacons contenant I'hexane

(dans un plomb) et 'acétonitrile apres le « test cassette ».

2 L’eau fluorée du cyclotron est transférée vers la colonne QMA échangeuse d’anion. Les ions
18F-F- sont ensuite élués avec I'éluant QMA et transférés vers le réacteur. La formation du
complexe 18F-F-Kryptofix222 et la présence d’acétonitrile permettent d’évaporer le milieu

réactionnel par la formation d’'un azéotrope.

3  Apreés évaporation du milieu réactionnel, la solution P (composé 1) est ajoutée et I'ensemble

est chauffé a 130°C pendant 10 min. Le composé 2 est obtenu par substitution nucléophile.

4  Lafonction ester du composé 2 est ensuite hydrolysée en ajoutant 1 mL de NaOH 2M. L’ajout
de 2 mL d’HCl a 4 M permet d’arréter la réaction. Le milieu réactionnel est envoyé sur la
cartouche HLB1 apres dilution avec de I'eau. La cartouche est lavée avec de I'eau et séchée

avec 5 mL d’hexane sous flux d’azote.

5 L’acide 4-18F-Fluorobenzoique (composé 3) est ensuite élué avec 4 mL de solution DIPEA et
transféré dans le réacteur. La solution est évaporée pendant 5 min a 60°C sous flux d’azote.
La réaction de couplage se réalise par ajout des 3mL de solution Maléimide-DECP. Le milieu

est chauffé pendant 20 min a 60°C sous flux d’azote jusqu’a obtenir un volume de 1 mL.

6  Apreés dilution dans de I'eau, le mélange réactionnel est injecté sur une colonne HPLC semi-
préparative SymmetryPrep C18 avec un debit de 4 mL/min. Le pic sortant est collecté a

environ 20min et correspondant au 18F-FBEM (composé 4).

7  Le 18F-FBEM est récupéré sur la cartouche HLB2 qui est séchée avec 5mL d’hexane et flux
d’azote. Le 18F-FBEM est élué avec 4 mL d’acétonitrile avec un rendement radiochimique

corrigé de 30 £ 3% (n = 6).

6.7.2.2. Marquage des Nanofitines anti-EGFR B10-Cys

Dans un eppendorf, des billes magnétiques His-mag (100 pL) sont lavées avec du tampon
WM. Une suspension de Nanofitine B10-Cys préalablement diluée dans du tampon WM (100 pL,
10 nmol, 30min, 25°C) est ajoutée et mise en présence de TCEP/HCI dilué dans du tampon WM
(50€q). Le pH est ensuite ajusté a 7.9-8 et le mélange réactionnel est incubé sous agitation (30min,

25°C). Les billes sont ensuite lavées avec du tampon WM.
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Le 18F-FBEM est repris dans 200uL de tampon WM et mis en contact avec les billes (20min,
25°C). Les billes sont une nouvelle fois lavées avec du tampon WM jusqu'a obtenir une activité
dans lelavage <a 0.5 % de I'activité mise en contact avec les billes. Les Nanofitines 18F-FBEM-Cys-
B10 sont éluées par compétition avec 100uL. de tampon EM (5min, 25°C) avec un rendement de

marquage corrigé de 45 * 14%, correspondant a 0,062 + 0,022% de Nanofitines marquées (n=6).

La stabilité in vitro est évaluée en incubant les 18F-FBEM-Cys-B10 (10 pL, 1,8-5,4 MBq)
dans du PBS pH7,4 ou du FBS (200 uL, 37°C, 2 h). Différents prélevements de 20uL sont réalisés
et analysés en gradient radio-HPLC sur une Jupiter C18 avec un débit de 1mL/min (Solvant A : 5%
acétonitrile/0.1% TFA, Solvant B : 100% acétonitrile) (100-60% solvant A de 0 a 20 min, 60-0%
solvant A de 20 a 25min et 0-100% solvant A de 25 a 30min).

6.7.3. Calculs de rendement

6.7.3.1. Rendement radiochimique corrigé

Le rendement radiochimique corrigé correspond a la quantité de radioactivité obtenue en
fin de synthése par rapport a la quantité de radioactivité a I'origine en tenant compte du temps de

décroissance du radioélément.

In2
e((to—tl)*t1 /2) p e<(to—t1)*%>
Rendt corrigé (%) = —2 x100 = —2 «100
(to—t )*an <(to—t2)*M
Ao o=t g A e 110
2

6.7.3.2. Rendement de marquage de la Nanofitine

Le rendement de marquage corrigé de la protéine correspond a la quantité de 18F obtenue

dans la fraction d’élution en fin de marquage par rapport a la quantité de Nanofitine d’origine.

Rend® (%) = Act.spé. *8F(MBq/mol) = Act. fin de marquage (MBq) * 10° 100
Quantité de Nanofitine en solution (nmol)

6,34 * 1013 x Activité fin de marquage (MBq) * 10°
= k

100
10
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6.8. Imagerie fonctionnelle de Nanofitine

L’ensemble des manipulations animales a été réalisé en accord avec les comités d’éthique
de I'Université de Liége et du Centre de Microscopie et d'Imagerie Moléculaire de I'Université

Libre de Bruxelles et de I'Université de Mons.
6.8.1. Mise en place d’'un modele animal

Les cellules A431 et H520 sont cultivées dans des flasques dans du milieu A431 ou H520
a 37°C en atmospheére humide (95% air, 5% CO2) et repiquées une fois par semaine. Les cellules
(5.106/100uL PBS) sont injectées en sous-cutanée dans le flanc droit (A431) et gauche (H520) de
souris balb/c nude (femelles, 6-8 semaines) anesthésiées sous isoflurane (4% pour l'induction et
1.5-2% pour le maintien). Les souris, nommées modéle EGFR, sont replacées dans leur cage sous
lampe IR avec surveillance jusqu’au réveil complet. Les souris sont observées quotidiennement et
un tableau de scores est complété toutes les semaines (un exemple est donné en annexe 2). Si la
taille des tumeurs atteint 1cm3, ou que les souris montrent des signes de prostration ou d’anorexie
(perte de poids > 20%), pour des tumeurs ayant été implantées il y a trois mois et/ou si le score
atteint 5, les souris sont sacrifiées sous isoflurane par dislocation cervicale suivie d’'une
décapitation. La taille des tumeurs est évaluée a I'aide d’'un vernier. Le volume des tumeurs est

calculé en approximant le volume d’une tumeur a celui d'un ellipsoide.

longueur (mm) largeur (mm) largeur (mm)
* *
2 2 2

4
Viumeur (Cm3) = (g” * )/1000

6.8.2. Immunohistochimie des tumeurs

Apres sacrifice des souris Balb/c nude EGFR, les tumeurs sont récupérées dans un milieu
d’enrobage OCT et congelées a -80°C. Les tumeurs sont ensuite découpées en tranche de 15um via
un cryostat. Apres élimination de I'OCT par ringage avec du PBS, les coupes sont fixées grace a du
paraformaldéhyde 4% (TA, 20min). Apres ringage dans du PBS, les antigenes sont ensuite
démasqués par du citrate de sodium 10mM pH6 (95°C, 5min) et les membranes, apres lavage dans
du PBS, sont perméabilisées avec du Triton X-100 0.1% dans du PBS (TA, 30min). Le blocage des
sites non-spécifiques est réalisé en incubant les sections avec une solution de Triton X100 0.1%
dans du PBS et contenant 10% sérum de chévre dilué dans du PBS (150uL/section) (TA, 1h). Les
lames sont ensuite incubées avec I'anticorps primaire anti-EGFR humain produit chez le lapin
(1/20%me dans une solution de Triton X100 0.1% dans du PBS contenant 10% sérum de chévre
dilué dans du PBS, 150uL/section) (4°C, O/N). A I'abri de la lumiére, les lames sont rincées dans
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du PBS et incubées avec l'anticorps secondaire anti-lapin produits chez la chevre et couplés a
I’AlexaFluor 488 (1/400%me dans une solution de Triton X100 0.1% dans du PBS contenant 10%
sérum de chevre dilué dans du PBS, 150uL/section) (TA, 2h). Aprés lavage dans du PBS, les noyaux

cellulaires sont mis en évidence grace a une solution DAPI 0.5pg/mL (TA, 5min).

NB : L’anticorps anti-KI67 a été dilué au 1/500me dans une solution de Triton X-100 0.1% dans du
PBS contenant 10% sérum de chévre dilué dans du PBS. Il est ensuite révélé par une l'anticorps

secondaire anti-lapin produits chez la chévre et couplés a I'’AlexaFluor 488.

6.8.3. Imagerie

L’ensemble des manipulations en imagerie est réalisé sous anesthésie gazeuse isoflurane

a 1.5-2% dans l'air.

6.8.3.1. Biodistribution

Des souris Balb/c (sept males), anesthésiées sous isoflurane (4% pour I'induction et 1.5-
2% pour le maintien), regoivent une injection de 2-6MBq de Nanofitines marquées et diluées dans
du sérum physiologique stérile. Une acquisition PET dynamique est ensuite réalisée pendant 2h
suivie d’'une IRM en coupe coronale. Les souris sont sacrifiées par décapitation et les organes
d’intérét récupérés (sang, cerveau, cceur, foie, poumon, rein, intestin, peau, os, muscle, testicule et
rate). Laradioactivité résiduelle est ensuite comptée dans les organes grace a un compteur gamma
et le taux d’absorption de chaque organe (% ID/g) est ensuite calculé en supposant que la densité

des organes estde 1 (1 g=1mL).

SUV Activité présente dans la ROI (en kBq/mlL)

= Activité injectée (en kBq)/masse de l'individu(en g)

Activité présente dans la ROI (en kBq/mlL) * 100
Activité injectée (en kBq)

%ID/g (eng™) =

6.8.3.2. Marquage des tumeurs

Des souris modele EGFR (sept femelles), préalablement mises a jeun pendant 18h, sont
placées sous lampes IR jusqu’a ce que la température des cages atteigne 34°C. Une heure apres
chauffage, les souris sont anesthésiées sous isoflurane (4% pour 'induction et 1.5-2% pour le
maintien). La concentration plasmatique en glucose est mesurée en prélevant une goutte de sang

dans la veine caudale avant l'injection intrapéritonéale de 6-9 MBq de 18F-FDG. Une heure aprés
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injection, une acquisition PET statique est réalisée pendant 10min suivie d'un CT en coupe
transversale. Les souris sont ensuite placées sous oxygéne et lampes IR jusqu'a leur réveil

complet. Elles sont ensuite replacées dans leurs cages avec nourriture et enrichissement.

Dans les cinq jours qui suivent, les mémes souris préalablement anesthésiées sous
isoflurane (4% pour I'induction et 1.5-2% pour le maintien) recoivent une injection de 13-25 MBq
de Nanofitines marquées diluées dans du sérum physiologique stérile. Deux heures apres
injection, une acquisition PET statique est réalisée pendant 10min suivie d’'une IRM en coupe
transversale. Les souris sont sacrifiées par décapitation et les organes d’intérét récupérés (sang,
cerveau, ceceur, foie, poumon, rein, intestin, peau, os, muscle et rate), ainsi que les tumeurs. La
radioactivité résiduelle est ensuite comptée dans les organes et les tumeurs grace a un compteur

gamma. Le taux d’absorption de chaque organe (% ID/g) est ensuite calculé.
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Annexes

Annexe 1 : Alignement des séquences Uniprot des EGFR humain (P00533) et murin

(Q01279) selon le logiciel Multalin.
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Annexe 2 : Récapitulatif des radiotraceurs anti-EGFR existants.

Les manipulations ont été réalisées sur des souris portant des cellules tumorales A431. Pour I'Affibody Z2377,
la manipulation a été réalisée avec les souches Hep3B (sur-expression EGFR), PLC5 (EGFR-positive) et HepG2
(EGFR-négative). Pour les fragments Cetuximab-F(ab’)z, les manipulations ont été réalisées sur la souche CT-
26.%: spike de 30 ug, ** : blocking avec 300 ug, *** : blocking avec 500 pg.

Absorption de la

Nom Marquage Ratio tumeur positive (% Ten}ps Réf
tumeur/sang ID/g) p-i.
Cetuximab 64Cu-DOTA 1,82 22,92 48h  [127]
Cetuximab 64Cu-DOTA 1,12 18,49 24h  [127]
Cetuximab*** 64Cu-DOTA 0,54 10,69 24h  [127]
Cetuximab-
64 - - 0,
F(ab?)s Cu-DOTA 4,42% SUV 24h  [126]
Nanobody 7C12 99mT ¢ 16,35 6,54 1h [92]
Nanobody 7C12 99mTc 21,69 9,11 1h30  [93]
Nanobody 7D12 99mTc 6,41 6,09 1h30  [93]
Nanobody 7D12  68Ga-DFO 14,4 6,1 2h [39]
Nanobody 7D12  #Zr-DFO 35,2 7,6 2h [39]
Affibody Z1907 125]-P|B 2,07 2,48 4h  [25]
Affibody Z1907 125]-P|B 6,50 0,26 24h  [25]
Affibody Z1907  18F-FBEM 1,05 3,94 3h  [30]
Affibody Z1907  111[n-DTPA 14,57 3,35 4h  [25]
Affibody Z1907  111[n-DTPA 95,60 2,39 24h  [25]
Affibody Z1907  6¢Cu-DOTA 1,00 11,71 4h [77]
Affibody Z1907  64Cu-DOTA <5 8,52 (?lffg;’))/ 646 24h  [79]
Affibody Z2377  111In-DOTA ? ? ? [75]
Affibody Z1907*  18F-CBT 1,41 4,08 3h [32]
Affibody 18
71907 F-CBT 1,28 2,34 3h [32]
‘Iz‘i%l(’)‘;f:{* 18F-FBEM 8,08 0,97 3h  [30]
Affibody Z1907% 2T 2,02 4,77 3h [32]
NOTA ' ’

‘Iz‘i%l(’)‘;f:{* 6¢Cu-DOTA 5,35 6,15 4h [77]
Affibody 1251
(21907}, I-PIB 1,73 1,9 4h  [25]
Affibody 12571
(Z1907), I-PIB 11,50 0,46 24h  [25]
Affibody 1T
(21907}, In-DTPA 13,50 2,43 4h  [25]
Affibody 1T
(Z1907), In-DTPA 39,47 1,5 24h  [25]
Affibody (Z950); 111In-DTPA 9,50 3,8 4h [76]
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L’ensemble des produits chimiques proviennent de chez Sigma-Aldrich (hors spécification).

Tableau 26 : Produits chimiques.

Nom Numéro CAS Fournisseur Nom Numéro CAS Fournisseur
Acide ascorbique 50-81-7 VWR d-Desthiobiotine 533-48-2 IBA technologies
Agarose 9012-36-6 Eurogentec EDTA solution étalon  139-33-3 Fluka
FB-précurseur 124915-06-6 Centre de Recherches du Cyclotron FBEM 1089194-09-1  Centre de Recherches du Cyclotron
D-(+)-glucose 50-99-7 Fluka NTA 139-13-9 Fluka
Tableau 27 : Matériel et kit.
Nom Fournisseur Nom Fournisseur
Amorces oligonucléotidiques Eurofins PBS pH7.4 (solution stérile) Life Technologies
Billes His-mag sepharose™ Ni GE Healthcare PD-10 GE Healthcare
Bugbuster® 10x Novagen Pénicilline-Streptomycine (10000U/mL) Life Technologies
Caméra gel agarose XCD-SX910 v2.20E SONY PeppermintStick™ (marqueur de taille) Life technologies
Cellules A431 (ATCC® CRL-1555™) ATCC Peptides Proteogenix
Cellules H520 (ATCC® HTB-182™) ATCC Phosphatase alcaline FastAP Thermo Scientific
Coloration PageBlue™ Fermentas Plaques 96 puits fond plat transparentes Greiner Bio-one

Coloration Pro-Q® Diamond

Life technologies

Plaques 96 puits fond plat blanches

Greiner bio-one

CT120 eXplore

Tritoil Imaging

Polymérase Pfu

Thermo Scientific

Dialyse Slide-a-lyzer mini 2KDa 100pL

Fisher Scientific

Polymérase Phusion (2U/pL)

Thermo Scientific

DMEM HG supplémenté en L-glutamine Life Technologies QIAprep® spin miniprep kit QIAGEN

DNAsel (10mg/mL) Sigma QIAquick® Gel Extraction Kit QIAGEN

Eau MilliQ 15MQ (station) MilliPore QIAquick® PCR purification kit QIAGEN

Eau MilliQ 18MQ (station) MilliPore RPMI 1640 supplémenté en L-glutamine Life Technologies
Eau stérile Sonificateur Vibra Cell 75022 Bioblock Scientific
Electrophorese Agarose Mini-Sub® Cell GT  BIORAD Souris Balb/c CHU Liege
Electrophorese SDS Mini-PROTEAN® tetra  BIORAD Souris Balb/c nude Charles Rivers

cell

Enzyme de restriction Dpnl

Thermo Scientific

Spectrofluorimetre FP 6500

Jasco
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Enzymes de restriction Fast Digest Thermo Scientific Spectrophotométre UV-2401 PC Shimadzu
FASTlab multi-tracer GE Healthcare Spectropolarimeétre 810 Jasco

FBS inactivé par chauffage approuvé U.E. Life Technologies Strep-Tactin superflow® 50% IBA technologies
Filtre Minisart 0.2um PES 1.7cm? Sartorius SymmetryPrep C18 (7.8x300 mm; 7 pum) Waters

Gamma Counter Automatic Wizard? Perkin Elmer T4 DNA ligase Thermo Scientific
GelGreen® 10 000X Invitrogen T5 exonuclease (10U/uL)

IRM 9.4T Agilent Tampon de charge protéine

ISO Buffer (5x) Tampon de charge ADN Fermentas
Lecteur de plaque Infinite® M-1000 TECAN Tampon de migration protéine

Lecteur de plaque LabSystem iEMS BIORAD Tampon Pfu + MgS04 (10X) Fermentas
Marqueur de taille ADN SM1263 Fermentas Tampon Phusion HF 5x Thermo Scientific
Marqueur de taille ADN SmartLadder Eurogentec Tampon R/EDTA (Régénération) IBA technologies
MicroCal Auto-iTC 200 Malvern Tagq ligase (40U/pL) NEB

MicroPET Focus 120 Siemens TBE

MinElute® Reaction Cleanup Kit QIAGEN Thermocycleur M] MiniTM Personal BIORAD

Mix dNTP 10pM

Thermo Scientific

Trans-illuminateur gel agarose

Nanodrop

Trypsine EDTA 0.05%

Life Technologies

Ni(II)-NTA superflow® 50% QIAgen Vecteurs pAFGO06, pAFG08, pAFG10, Affilogic SAS
pAFG30, pNF4

PageRuler™ Plus (marqueur de taille) Thermo Scientific Vecteurs pNF1, puc57-gCKII UFIP

pBAD33 (ATCC®87402) ATCC Vivaspin-500 3kDa GE Healthcare
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Annexe 4 : Tableau de scores souris

Nom et numéro :

Date de début
d’expérience :

Parameétre Description Score Date Date Date
° (Eil vif 0
|5}

s
5 Pelage hirsute et terne 1
a2,
)
< L
Voutée 2
[ . . . ) .
& Active, interagit avec I'environnement 0
£ §
g ] Légere diminution de I'activité, moins 1
S5 interactive
= =
£
E‘ 2 Diminution prononcée de l'activité, isolée 2
5
o £
z Automutilation, hyperactivité ou immobilité 3
— )7y s .
A S’éloigne rapidement 0
=
£ o
g o Bouge lentement ou réagit de maniére 1
3 E exagérée
S Z
E‘ = S’éloigne ou bout d'un moment 2
° 8
e
2 Ne bouge pas, ne réagit pas 3
Normal 0
=
> O 2
ER- Mai 1
aigre
2% 3 §
vy © W
[®}
Squelettique 2
[72]
8 Absence 0
S o
~]
s Présence HEP

TOTAL: (si = 5, HEP)
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Annexe 5 : Productions scientifiques

Publications

Marine Goux et al. (acceptée) In vivo phosphorylation of a peptide tag for protein
purification, Biotechnology Letters.

Marine L. Goux et al. (en cours d’écriture) Nanofitin as a new imaging agent for diagnosis
of over-EGFR expressing tumour.

Sylvestre Dammicco, Marine L. Goux et al (en cours d’écriture) Regiospecific

radiolabeling of Nanofitin on Ni Magnetic Beads with [!8F]FBEM and in vivo PET studies.

BioForum 2015 (Liege, Belgique) : Strategies of regioselective radiolabeling of Nanofitin
binder for imaging

NanoFar Autumn School 2014 (Bruxelles, Belgique) : Regioselective labeling of Nanofitin
by using a phosphorylated peptide tag

EDBS 2013 (Nantes, France) : A new approach in protein phosphorylation for Nanofitin
radiolabeling

NanoFar Autumn School 2013 (Saint-Jacques de Compostelle, Espagne) : Development of

an in vivo phosphorylation system in Escherichia coli

Communication orale

NanoFar Autumn School 2012 (Angers, France) : Targeting of Nanofitin trough the blood

brain barrier for the PET imaging of the central nervous system

Page | 171



- Annexes -

Page | 172



- Annexes -

Page | 173



['université

Lu nantes
nam :..;
le mans

These de Doctorat

Marine GOUX

Ll

UNIVERSITE DE NANTES

Université
de Liége

Fonctionnalisation de protéines alternatives aux anticorps appliquée a

I'imagerie médicale en oncologie

Functionalization of protein scaffolds as alternatives to antibodies for medical

imaging in oncology

Résumé

La tomographie par émission de positon (TEP) est une
technique d’'imagerie médicale permettant le diagnostic
et le suivi de patient en oncologie. L'utilisation des
anticorps et de leurs fragments pour le ciblage de
biomarqueurs en TEP présente de nombreuses
difficultés liees notamment & leur clairance lente (taille
>100 kDa). Leur marquage, faisant intervenir
principalement des réactions peu spécifiques, conduit a
un mélange hétérogene de produits et parfois a
'inactivation des protéines.

Le développement d’un nouvel outil de suivi in vivo des
patients a l'aide de petites protéines alternatives aux
anticorps, les Nanofitines (NF), permet de s’affranchir
des contraintes liées a la taille (NF = 10 kDa). La mise
en place d’'une stratégie de marquage originale et site-
spécifique d’'une NF sans étape de couplage chimique a
d’abord été envisagée dans cette étude.

L’approche est basée sur la capacité naturelle des
phosphates a fixer des cations métalliques. L’insertion
génétique d’une étiquette peptidique phosphorylable, in
Vivo ou in vitro, a permis la chélation d’un lanthanide en
solution, le Tb(lll), avec une affinité de I'ordre du pM. La
seconde génération d'étiquettes peptidiques obtenues
par mutagenese a permis la chélation du Tb(lll) avec
une affinité d’environ 500 nM a pH7 et 50 nM a pH5,5, et
une affinité pour le Ga(lll) de lI'ordre du yM a pH5,5.
Parallélement, la biodistribution et le ciblage spécifique
in vivo d'une NF anti-EGFR radiomarquée a l'aide du
BF-FBEM ont été évalués dans un double modele
tumoral murin. Les images TEP obtenues avec un bon
contraste ont permis de valider la preuve de concept
quant a l'utilisation des NF en tant qu’outil en imagerie
médicale.

Mots clés

Nanofitine, protéine alternative aux anticorps, étiquette
peptidique, phosphorylation, chélation de métaux,
radiomarquage, imagerie TEP, EGFR.

Abstract

Positron-emission tomography (PET) is a medical
imaging technique allowing diagnosis and therapy
response monitoring in oncology. Biomarker targeting
for PET imaging with antibodies, or their fragments,
shows a lot of issues due to their slow blood clearance
(size >100 kDa). Moreover, radiolabelling, which often
occurs on lysines, is non-regioselective and leads to a
heterogeneous mixture of products and sometimes
protein inactivation.

The development of new molecular probes for patient
monitoring with small protein scaffolds as alternatives to
antibodies, such as Nanofitins (NF), overcomes the
limitations related to the size of the targeting agent (NF =
10 kDa). We considered the use of a chemistry-free
chelating system consisting of a highly phosphorylatable
peptide tag to chelate radiometals, such as gallium-68.

The approach is based on the natural ability of
phosphate to interact strongly with metal ion. Genetically
fused to a NF, the phosphorylatable peptide tag
(phosphorylated in vivo or in vitro) allowed chelation of a
lanthanide in solution, the Tb(lll), with an affinity in the
MM range. The second generation of peptide tag,
artificially derived from a sequence of calcium-binding
proteins, gave an affinity for Tb(lll) around 500 nM and
50 nM at pH7 and pH5.5 respectively ; and affinity for
Ga(lll) was obtained in the pM range at pHS5.5.
Meanwhile, biodistribution studies and specific in vivo
targeting of an anti-EGFR NF radiolabelled with 8F-
FBEM were evaluated in a double tumour-bearing mice
model. PET images, obtained with a good tumour-to-
background contrast, provided the preclinical proof-of-
concept that NF are efficient molecular imaging probes
in oncology.

Key Words

Nanofitin, alternative protein scaffold to antibodies,
peptide tag, phosphorylation, metal chelation,
radiolabelling, PET imaging, EGFR.



