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Introduction

L’oncologie moderne a connu lors des 2 derniéres décennies des avancées
considérables sur les plans scientifique et technologique, qui ont ouvert la voie a la
médecine personnalisée. Cette derniére se définit comme une prise en charge
individualisée, ol chaque patient recoit un traitement adapté, optimal compte tenu
des spécificités de son cancer : le concept du « bon traitement pour le bon patient et
la bonne maladie ». Toute tumeur est unique. Chaque type de cancer inclut en effet
des sous-types présentant des signatures biologiques différentes qui se distinguent
par leur pronostic clinique et leur réponse au traitement. La médecine personnalisée
nécessite donc lidentification de caractéristiques anatomiques, biologiques,
génétiques, métaboliques, fonctionnels... pertinents, associés au patient et a sa
pathologie. Ces caractéristiques mesurées de fagon objective et évaluées comme des
indicateurs fiables de processus biologiques physiologiques ou pathologiques sont
appelées « des biomarqueurs ». Ce terme, bien que peu récent, est aujourd’hui
largement employé, le développement de la biologie moléculaire et 'avénement des
« omiques » ayant largement participé a l'accélération de la recherche dans ce
domaine. La caractérisation fine des tumeurs a permis d’identifier des biomarqueurs
diagnostiques, prédictifs de la réponse aux agents thérapeutiques, ou encore pouvant
étre utilisés comme cibles de thérapies ciblées. Ainsi, aujourd’hui, la notion de
biomarqueur ne correspond plus nécessairement & une caractéristique unique
biologique mesurée ex vivo mais inclut des caractéristiques physiologiques complexes
acquises par différentes technologies. L’imagerie en médecine nucléaire s’inscrit
parfaitement dans cette démarche en permettant d’observer in vivo, de facon non
invasive, ’expression et la distribution des biomarqueurs accessibles dans les cibles

tumorales.

Le Myélome Multiple (MM) est une pathologie idéale pour ce type d’approche.
Le MM est une hémopathie maligne caractérisée par la prolifération clonale de
plasmocytes malins dans la moelle osseuse !. C’est une maladie rare qui représente
environ 80 % des gammapathies monoclonales malignes et 15 % des hémopathies
malignes!. Cette affection touche préférentiellement les sujets de plus de 40 ans avec
un pic de fréquence entre 65 et 70 ans. Avant les années 1990, le faible arsenal
thérapeutique imposait que 'on attende de 'apparition de symptdémes cliniques

(anciens critéres « CRAB ») pour initier la prise en charge thérapeutique.
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Heureusement, le paysage thérapeutique du MM a considérablement évolué depuis,
notamment grace a l'arrivée de nouvelles molécules, telles que les inhibiteurs du
protéasome, qui ont transformé le pronostic de la maladie. Par ailleurs, la meilleure
compréhension de la biologie tumorale a permis une profonde réactualisation des
critéres diagnostiques et des indications thérapeutiques du MM. Cette pathologie
n’est donc aujourd’hui plus seulement définie par des symptomes mais par un
ensemble de biomarqueurs prenant en considération & la fois les données cliniques,
biologiques, immunologiques, cytogénétiques et d’imagerie 2. Ce changement radical
de la gestion des patients conjuguant l'utilisation d'une polythérapie moderne et une
prise en charge personnalisée a permis de prolonger considérablement la survie
globale des patients atteints de MM. La survie médiane des patients atteints de MM
nouvellement diagnostiqué a ainsi augmenté d'environ 2,5 ans dans les années 1990
a prés de 4 ans de nos jours. Certains patients présentent méme une amélioration de

la survie sans récidive, supérieure a 10 ans.

Toutefois, malgré ces progrés, le MM reste encore une maladie incurable et
Iidentification de nouveaux biomarqueurs permettant de mieux sélectionner les
patients de mauvais pronostic éligibles & une thérapie plus intensive demeure plus

que jamais d’actualité 2.
Ce travail s’articule en deux grandes parties :

- La premiére partie présente des généralités sur les biomarqueurs utilisés dans
la prise en charge des MM, en insistant sur les biomarqueurs d’imagerie notamment
en médecine nucléaire, et sur 2 futurs axes de développement des biomarqueurs que

sont 'immunoTEP et ’analyse quantitative.

- La deuxiéme partie est consacrée aux travaux expérimentaux réalisés dans le
cadre de l'unité INSERM 1232 (Equipe 13) du CRCINA (Centre de Recherche en
Cancérologie et Immunologie de Nantes-Angers) et de l'équipe de Médecine
Nucléaire du CHU de Nantes. Ces travaux ont consisté en 1’évaluation d’un anticorps
radiomarqué anti-CD138 pour 'immunoTEP du MM et a Pexploration dans des
modeéles pré-cliniques et cliniques de la valeur potentielle de paramétres quantitatifs
d’analyse de 'imagerie TEP caractérisant notamment I’hétérogénéité intra-tumorale

de la distribution des radiotraceurs.
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Biomarqueurs clinico-biologiques dans le MM

Tous les biomarqueurs décrits dans la littérature ne seront pas détaillés ci-aprés.
Beaucoup sont issus de cohorte unique et n’ont jamais été testés dans des cohortes
indépendantes, ce qui limite leur significativité. Schématiquement, les biomarqueurs
peuvent étre classés selon les différentes techniques employées pour acquérir ces
données (Figure 1). Les biomarqueurs d’imagerie et notamment ceux issus de la
médecine nucléaire seront ainsi présentés dans une partie a part. Il est également
possible de les trier selon les différents types d’objectifs poursuivis. Ainsi, selon leur
fonction, on décrit les biomarqueurs de risque (évaluent un risque de développer une
pathologie), les biomarqueurs diagnostiques (établissent un diagnostic précis), les

biomarqueurs pronostiques (permettent de prédire ou suivre l'évolution d'une

pathologie) et les biomarqueurs prédictifs (prédisent la réponse thérapeutique)

(Tableau 1).
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Figure 1: Différentes techniques d’acquisition des biomarqueurs dans le MM 3
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Tableau 1: Principaux biomarqueurs diagnostiques, pronostiques et prédictifs utilisés
dans le MM. 24,5

Biomarqueurs
Fonctions

Diagnostic - plasmocytose médullaire clonale > 10 % ou plasmocytome prouvé histologiquement
- présence d’au moins un des critéres suivants :

- hypercalcémie (> 0,25 mmol/L par rapport & la normale ou > 2,75 mmol/L),

- insuffisance rénale (créatinine > 177 mmol/L ou Cl créatinine < 40 mL/min),

- anémie (Hb < 2 g/dL par rapport & la normale ou < 10 g/dL),

- > 1 lésion ostéolytique (radiographies standard, scanner corps entier faibles doses, TEP
scanner),

- plasmocytose médullaire clonale > 60 %,

- rapport /A ou A/x > 100 (avec concentration de la chaine légére monoclonale > 100 mg/L),

Pronostic

Risque faible - ISS I/II et absence de t(4;14) ou del 17p13
- Age < 55 ans

Risque élevé - ISS II/III et présence de t(4;14) ou del 17p13
- t(14;16)
- Présence de plasmocytes circulants
- LDH > 2N
- GEP 70, IFM-15
- Age > 65 ans
- IRM lésions focales > 7
- TEP-FDG lésions focales > 3

- TEP-FDG SUVmax > 4,2

Prédictif - Critéres IMWG MRD négatifs

18




Biomarqueurs de risque

Il est de plus en plus établi que tous les MM sont précédés d’une gammapathie
monoclonale de signification indéterminée (MGUS), puis d’une phase indolente, dite
« smoldering multiple myeloma » (SMM). Cette derniére se définit par la présence
d’une protéine monoclonale dans le sérum ou d’une prolifération plasmocytaire
médullaire excessive, en 'absence de critéres cliniques et biologiques de MM 2. Cette
entité est assez hétérogéne avec un risque de progression vers un MM estimé & 5-10
% par an. Ainsi, l’enjeu principal de cette pathologie est d’en évaluer le risque
évolutif, afin de tenter de cibler les patients & haut risque de progression, qui
pourraient bénéficier d’une stratégie thérapeutique précoce. Plusieurs facteurs
pronostiques permettant d’identifier les patients porteurs de MGUS ou de SMM avec
un risque de progression estimé a environ 25 % par an ont été rapportés (médiane
de progression 2 ans) %7. Ces « biomarqueurs prédictifs » sont décrits dans le

Tableau 2.

Tableau 2: Biomarqueurs prédictifs de progression vers un M M.

-~ SMM IgA
- Rapport x/\ ou A/x > 8 mais < 100

- Progression du pic (augmentation > 25 % sur 2 prélévements consécutifs sur une période

de 6 mois)
- Pourcentage de plasmocytes médullaires normaux < 5 %
- t(4;14) ou del(17) ou 1q gain
- Augmentation du taux de plasmocytes circulants
- Infiltrat diffus ou 1 lésion focale sur I'IRM

- TEP avec =1 lésion focale hypermétabolique mais sans lyse osseuse sous-jacente

Biomarqueurs diagnostiques

L’International Myeloma Working Group (IMWG) a publié, fin 2014, une

actualisation des critéres diagnostiques du MM 2. Ces derniers consistent & mettre
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en évidence linfiltration médullaire par les plasmocytes tumoraux, caractériser la
protéine monoclonale et évaluer une éventuelle atteinte des organes cibles. Ainsi,
selon les critéres internationaux, le diagnostic de MM est défini par la présence d’une
plasmocytose médullaire clonale > 10 % ou dun plasmocytome prouvé

histologiquement, associée & au moins I'un des critéres suivants :

hypercalcémie (> 0,25 mmol/L par rapport a la normale ou > 2,75 mmol/L),

insuffisance rénale (créatinine > 177 mmol/L ou Cl créatinine < 40 mL /min),

anémie (Hb< 2 g/dL par rapport a la normale ou < 10 g/dL),
- > 1 lésion ostéolytique sur le bilan d’imagerie (radiographies, scanner ou TEP)

> 1lésion focale sur 'IRM

plasmocytose médullaire clonale > 60 %,

- rapport x/A ou A/x > 100 (avec concentration de la chaine légére monoclonale

> 100 mg/1).

Biomarqueurs pronostiques

L’évolution du MM est trés hétérogéne. De nombreuses études ont été menées

812 Initialement, ces

pour identifier des facteurs pronostiques de survie
biomarqueurs étudiés étaient principalement liés aux complications de la maladie.
L’amélioration constante des méthodes d’exploration du clone tumoral ouvre de
nouvelles perspectives en offrant la possibilité de prédire ’évolution des patients de

maniére plus performante et plus précise 3.
Biomarqueurs pronostiques liés au patient

L'age supérieur & 65 ans et I’état général du patient mesuré par le « performans
status » sont deux facteurs pronostiques puissants dans le MM quel que soit le

traitement 3.
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Biomarqueurs pronostiques liés a la masse tumorale

L’importance de la masse tumorale a été I’'un des premiers facteurs pronostiques
identifi¢. La classification de Salmon et Durie est la méthode de référence 2.
Différents paramétres sont pris en compte incluant 'isotype de la chaine lourde,
I'importance du taux de composant monoclonal, le taux d’hémoglobine, ’étendue
des lésions osseuses et la calcémie. Cette classification reste néanmoins peu utilisée
aujourd’hui. D’autres paramétres ont en effet été identifiés, au premier rang desquels
se trouve le taux de 32-microglobuline sérique. Conjugué au dosage de I’albuminémie,
il permet d’établir « I'International Staging System » (ISS). Ce score simple a été
révisé en 2015 par 'IMWG pour y incorporer les LDH et la présence d’anomalies
cytogénétiques de haut risque (délétion 17p, t(4 ;14) et/ou t(14 ;16)). Le score ISS
sous sa forme révisée est aujourd’hui le biomarqueur pronostique de référence dans

le bilan initial du MM 2.

Plus récemment, d’autres facteurs sériques ont été décrits, reflétant également
I'importance de la masse tumorale. Le plus fréquemment cité est le taux sérique de
CD138 soluble 15, Le CD138 est exprimé électivement a la surface des plasmocytes
dans la moelle osseuse, qu’ils soient normaux ou tumoraux. Il peut étre clivé par
diverses protéases, conduisant & la libération de CD138 soluble dans le plasma. Des
taux sériques élevés corrélent avec une survie significativement plus courte, sans
apporter une significativité plus importante '°. Il n’est en pratique pas analysé en

routine a ce jour.
Biomarqueurs pronostiques liés au clone tumoral

Différents facteurs liés & la cellule tumorale elle-méme interviennent dans la
détermination du pronostic >%16, Le paramétre le plus anciennement connu concerne
les capacités prolifératives des plasmocytes malins. Ainsi, le degré de prolifération
est inversement corrélé avec la survie. La principale difficulté d’utilisation de ce

N P 2 Lz 9 . 2 1° N 21~
parameétre réside dans la nécessité d’une analyse immédiate apreés le prélévement, les

capacités prolifératives s’éteignant rapidement ex vivo.

L’analyse des anomalies chromosomiques a probablement été la principale
avancée de ces derniéres années dans la détermination du pronostic lié au clone

tumoral du MM. Plusieurs techniques peuvent étre utilisées, comme ['hybridation in
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situ en fluorescence (FISH), les profils d'expression génique (GEP) ou les recherches
d'anomalies de nombre de copies de I'"ADN par la SNParray (Single Nucleotide
Polymorphism array). En routine clinique, les deux principales anomalies
recherchées sont la translocation t(4;14) et la délétion du bras court du chromosome
17 (del(17p)) en FISH. En effet, ces 2 anomalies sont associées & un pronostic
péjoratif, tant en termes de survie sans progression que de survie globale. D’autres
anomalies structurales et numériques ont également été décrites dont les plus
fréquentes sont la perte de matériel chromosomique sur le chromosome 13 (del(13)),
la translocation t(14;16), les gains de copies supplémentaires du bras long du
chromosome 1 (gain 1q) ou I'hyperdiploidie. Deux études fondées sur de grandes
cohortes de patients ont ainsi identifié deux grands groupes de génes (GEP 70 de
IPUAMS 7 et modele 15 génes de 'TFM !8) permettant d’individualiser des patients
de haut risque. Ces scores bien que validés sur des cohortes externes et indépendantes

de patients restent peu utilisés en pratique quotidienne.

D’autres paramétres pronostiques sont plus difficilement classables, reflétant les
interactions entre les cellules tumorales et les cellules de 'environnement. Parmi
ceux-ci, le taux sérique de protéine C-réactive (CRP) est trés fréquemment utilisé 2.
L’élévation du taux de CRP reflete 'action de I'interleukine-6, cytokine importante
dans la prolifération et la survie des plasmocytes et est corrélée a une survie

significativement plus courte.

Biomarqueurs prédictifs

Aujourd’hui, la définition de réponse compléte (RC) nécessite une normalisation
de I'immunofixation sérique et urinaire et du myélogramme *19. Avec les stratégies
actuelles d’intensification thérapeutique, 60 & 70 % des patients éligibles obtiennent
une RC en fin de traitement selon ces critéres. Toutefois, cette donnée cache une
hétérogénéité interindividuelle considérable. La qualité de cette réponse impacte
directement le devenir & long terme des patients : plus la réponse est profonde, plus
la survie sans progression ou la survie globale sont bonnes. L’évaluation de la maladie
résiduelle (MRD pour minimal residual disease) est donc un facteur prédictif et
pronostique majeure dans le MM. Des outils toujours plus sensibles sont donc

développés et plusieurs technologies répondent actuellement & ce besoin : la
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cytométrie de flux (CMF), le séquengage de nouvelle génération (NGS pour Next
Generation Sequencing), ou PASO-PCR (Allele-Specific Oligonucleotide PCR). Les
critéres de réponse au traitement ont été mis a jour par 'IMWG en 2016 afin

d’inclure ces différents seuils de profondeur de réponse *.
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Biomarqueurs d’imagerie dans le MM

En paralléle des avancées technologiques en biologie moléculaire, le MM a
largement bénéficié des progrés de l'imagerie en coupe. Dans cette pathologie ou
presque 80% des patients présentent une atteinte osseuse au diagnostic, l'imagerie
joue en effet un role essentiel. Le bilan radiographique standard du squelette
constituait jusqu’a peu l'examen de référence. Bénéficiant d’une sensibilité et
spécificité nettement supérieures, le scanner, I'imagerie par résonnance magnétique
(IRM) et la tomographie par émission de positons (TEP) au 8Fluoro-désoxy-glucose
(FDG) ont, depuis 2014, été intégrés aux critéres diagnostiques du MM 219, Selon
ces derniers, la mise en évidence d’une lésion ostéolytique > 5 mm quelle que soit la
technique d’imagerie est un critére suffisant pour définir une atteinte osseuse devant
étre considérée comme un critére de traitement. Toutefois, aujourd’hui, limiter
I'utilisation de l'imagerie médicale & ce simple biomarqueur semble extrémement
réducteur tant 'IRM et la TEP-FDG offrent d’autres possibilités. Ces 2 examens
prennent en effet une place de plus en plus importante dans la prise en charge des

patients atteints de MM.

IRM et MM

Chez les patients atteints de MM symptomatique, les recommandations
internationales préconisent la réalisation d’une IRM corps entier afin de détecter la
maladie osseuse au moment du bilan initial 2. L'TRM permet en effet une imagerie
extrémement précise du squelette axial et détecte une atteinte osseuse chez plus de
90% des patients présentant un MM symptomatique. Elle représente également la
procédure de choix pour évaluer une lésion douloureuse et détecter une compression
médullaire. L'IRM est particuliérement utile dans 1'évaluation des tassements
vertébraux, surtout quand le MM n’est pas actif et que le risque de fracture

ostéoporotique est éleve 2021,

La valeur pronostique de I'IRM a également été évaluée dans plusieurs études
2223 Le nombre de lésions lytiques (> 7) et I'aspect d’infiltration diffuse apparaissent
des biomarqueurs pronostiques majeurs permettant de discriminer plus facilement

des patients a haut risque évolutif.
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Dans le suivi thérapeutique, les performances de 'TRM sont moins bonnes en
raison de la fréquence élevée des faux positifs et d’autres techniques d’imagerie

peuvent étre proposées en fonction de I'impact clinique, notamment la TEP-FDG

4,24

En paralléle, 'IRM est recommandée chez les patients atteints de SMM: les
patients présentant plus de 1 lésion focale (> 1 LF) non équivoque (diamétre > 5
mm) doivent étre considérés comme atteints d'un MM symptomatique nécessitant
un traitement 2°. Chez les patients présentant des anomalies équivoques en IRM, le
bilan peut étre complété par une imagerie scanographique pour confirmer I'atteinte
osseuse asymptomatique. De plus, il est proposé de répéter 'TRM aprés 3 & 6 mois
dans le suivi des patients atteints de SMM. Enfin, pour les patients atteints de
MGUS, 'IRM n’est pas recommandée en I’absence de signe clinique faisant suspecter

une évolutivité vers un MM.

TEP et MM

La TEP-FDG est une imagerie corps entier tridimensionnelle non invasive ayant été
validée dans de nombreuses indications en oncologie, ces derniéres années, pour
I’évaluation initiale, de fin de traitement ou I’évaluation thérapeutique précoce de
différentes tumeurs solides (carcinomes bronchiques, ORL, colorectaux,

25-27

mélanomes...) ou d’hémopathies (lymphomes B diffus & grandes cellules ou

hodgkiniens) 2839,

La TEP-FDG est validé pour le bilan initial et le suivi thérapeutique des patients
atteints de MM. Certaines données récentes de la littérature ont effectivement
montré que la TEP-FDG permettrait un meilleur bilan d’extension de la maladie au
moment du diagnostic par rapport & 'IRM et que l'examen aurait une valeur
pronostique importante au bilan initial mais également lorsqu’il se normalise aprés
les cycles initiaux de chimiothérapie, et en fin de traitement. De méme, comme pour
I’évaluation des lymphomes, les critéres d’interprétation devront étre standardisés
pour utiliser la TEP-FDG dans I’évaluation des MM en routine. L’ensemble de ces

éléments sont détaillés ci-apres.
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Performance de la TEP-FDG pour la détection de la maladie
osseuse au diagnostic initial de myélome

La TEP-FDG permet une exploration du corps entier et de la totalité du
squelette et présente une sensibilité de I'ordre de 90% pour la détection de lésions
myélomateuses. On retrouve au niveau osseux des LF, des atteintes diffuses ou des
atteintes mixtes avec une captation variable du glucose se traduisant par des valeurs
variables d’intensité de fixation mesurée par la SUV (pour « Standard Uptake
Value ») 20223131 L3 TEP-FDG permet également la détection des lésions extra-
médullaires (LEM) dans environ 10% des patients au diagnostic. La spécificité de la

TEP-FDG dans le MM varie de 70 & 100% selon les études 2232,

La sensibilité de la TEP-FDG est supérieure au bilan radiologique standard du
corps entier montrant des lésions supplémentaires chez la moitié des patients avec
cependant des faux négatifs pour les lésions craniennes de petites tailles détectées

233 L’étude prospective comparative francaise

par les radiographies standards
IMAJEM a comparé les taux de détection de la TEP-FDG et de 'IRM au bilan
initial et a retrouvé des résultats comparables avec les deux techniques, détectant
des anomalies chez plus de 90% des patients %. Enfin, la TEP-FDG permet la

détection des lésions myélomateuses situées en dehors du champ de vue de 'IRM.

Chez les patients atteints de plasmocytome solitaire, la TEP FDG détecte des

lésions supplémentaires, avec une sensibilité et une spécificité supérieure a 'IRM 31

Valeur pronostique de la TEP-FDG au diagnostic initial de

myélome

Le principal intérét de la TEP-FDG dans le MM réside dans les informations
pronostiques qu’elle apporte. La TEP-FDG et I'RM ont d'abord été comparées dans
une grande série prospective de 239 patients, traités de facon homogéne en premiére
ligne dans le programme de double autogreffe dit « total therapy » du groupe de
Little-Rock, Arkansas, pour évaluer la valeur pronostique respective de ces
examens3®, En analyse multivariée, le seul examen d’imagerie associé de fagon
significative & un pronostic défavorable tant pour la survie globale que pour la survie
sans événement était la TEP-FDG lorsque le nombre de LF était supérieur a 3 au

diagnostic. Le nombre de LF sur 'IRM initiale (7 et plus) affectait la survie sans
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événement (PFS pour Progression Free Survival) mais pas la survie globale (OS

pour Overall Survival).

La valeur pronostique du nombre de LF sur la TEP-FDG initiale a ensuite été
confirmée dans une large série de 192 patients atteints de MM rentrant dans un
programme de double autogreffe aprés une induction comprenant du thalidomide et
de la dexamethasone 7. Dans cette étude, un nombre d’au moins 3 LF (44% des
cas), une SUV > 42 (46% des cas), la présence de LEM (6%) affectaient
négativement la PFS & 4 ans. La SUV > 4.2 et la présence de LEM étaient aussi

associées a une OS plus courte.

La valeur pronostique de la TEP-FDG a également été étudiée dans une série de
61 patients au moment du diagnostic de MM ou plasmocytome solitaire 3%. Une
corrélation était retrouvée entre les LEM les plus fixantes, la fixation ostéo-
médullaire (p = 0,027) et le score ISS (p = 0,048). La SUVmax ostéo-médullaire
était corrélée a I'ISS (p = 0,013). Les 44 patients positifs en TEP-FDG avaient une
survie estimée a 5 ans, inférieure (61%) aux 11 patients TEP-FDG négatives, tous
vivants & 5 ans (p = 0,01). En analyse multivariée, seule la présence de LEM fixant
de maniére intense avait une valeur pronostique sur la survie globale (p = 0,03).
L’étude francaise IMAJEM a confirmé la valeur pronostique négative des LEM au

diagnostic initial de MM 3.

Une autre étude menée chez 59 patients au diagnostic initial de MM ne retrouvait
pas de différence en termes de caractéristiques cliniques entre les patients présentant
une SUVmax < ou >4, alors qu’il existait des différences significatives entre les
patients avec un nombre de LF <3 et ceux avec LF >3 pour la béta2-microglobuline,

les LDH, la présence d’une anémie et le score de Salmon et Durie %,

Une corrélation a été rapportée entre les valeurs de SUVmax, le degré
d’infiltration médullaire et le ratio de plasmocytes (r = 0.54 and r = 0.74, p < 0,01)

chez 42 patients, 32 au diagnostic initial de MM et 10 en évaluation thérapeutique
40

Des biomarqueurs TEP plus complexes, tels que les volumes fonctionnels et
I'hétérogénéité tumorale, ont également été étudiés ou sont en cours d'évaluation

avec des résultats prometteurs car permettant de quantifier la charge fonctionnelle
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de la maladie. Une étude menée dans une large série de 192 patients a confirmé la
valeur pronostique du volume métabolique tumoral (MTV) et a également montré
la valeur pronostique du TLG (pour « Total lesion glycolysis ») #l. Dans cette
derniére étude, 'analyse multivariée montrait en baseline qu'un TLG > 620 g et un
MTV > 210 cm?® affectaient péjorativement la PFS et I’OS aprés ajustement pour
les facteurs pronostiques connus. Combiné avec le score pronostique GEP70, un TLG
> 205 g identifiait un sous-groupe de patients & haut risque. De plus, un TLG >
205 g séparait les patients ISS II en deux sous-groupes avec un devenir comparable

aux patients ISS I et ISS III.

Enfin, comme décrit par Carlier et al. pour 62 patients dans 1'étude francaise
IMAJEM, les caractéristiques texturales intra-tumorales (par exemple, reflétant
I'hétérogénéité de la tumeur), et particuliérement l'entropie, semblent également
avoir une valeur pronostique (valeur pronostique indépendante de 1'entropie sur la

PFS)*2. Des travaux supplémentaires sont en cours sur ce sujet.

Valeur pronostique de la TEP-FDG vers une transformation en
myélome

Chez les patients atteints de plasmocytome solitaire, la présence d’au moins 2

lésions hypermétaboliques en TEP-FDG est prédictive d’une évolution rapide vers

un MM 43.

Chez les patients suivis pour un SMM, la positivité de la TEP-FDG semble
augmenter le risque de progression vers un MM. Dans une série de 120 patients
suivis pour un SMM, I’équipe de Bologne rapportait une positivité de la TEP-FDG
dans 16% des cas et la probabilité de progression dans les 2 ans était de 58% pour

les patients TEP positive contre 33% pour les patients TEP négative %4

Intérét de la TEP-FDG dans le suivi thérapeutique

L’obtention d'une RC métabolique (RCM) en TEP-FDG lors de I’évaluation
intermédiaire avant autogreffe ou aprés autogreffe est associée a de meilleurs taux

de survie. Bartel et al. montraient en 2009 que la normalisation de la fixation du
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FDG au niveau des LF aprés les cycles initiaux de chimiothérapie et avant la
procédure d’autogreffe était associée a une meilleure PFS et OS 36, Confrontée aux
profils génétiques, la RCM avant autogreffe conférait une meilleure OS chez les
patients & bas risque et une meilleure PFS chez les patients & haut risque. La méme
équipe rapportait en 2013 chez des patients traités selon le méme protocole intensif
(Total Therapy 3) la valeur pronostique de la TEP-FDG précoce réalisée au septiéme
jour de l'induction dans une série de 302 patients, 277 d’entre eux ayant aussi
bénéficié d’une étude du profil d’expression des génes #°. L’analyse multivariée
concluait qu’un nombre > a 3 LF sur la TEP-FDG a J7 était associé & une PFS et
une OS inférieures méme dans le groupe de patients & haut risque selon le profil
génétique, la TEP-FDG pouvant étre envisagée comme un outil d’adaptation

thérapeutique précoce.

Dans la série italienne de 192 patients, la persistance d’une SUV > 4.2 aprés
I'induction thérapeutique était associée a une réduction de la PFS 37. Trois mois
aprés l'autogreffe, une RCM était obtenue chez 65% des patients, avec une PFS et
une OS & 4 ans supérieures a celles des patients TEP-positive. Il est intéressant de
noter que dans cette étude, 23% des patients obtenant une RC selon les critéres
conventionnels étaient considérés TEP-positive. L’analyse multivariée montrait que
le statut TEP aprés autogreffe était un facteur pronostique indépendant de la PFS.
L’équipe de Bologne confirmait ces résultats en 2015 chez 282 patients atteints de
MM symptomatique traités en premiére ligne entre 2002 et 2012 %6. Le suivi était de
67 mois. Aprés traitement, une RCM était obtenue chez 70% des patients alors que
les méthodes conventionnelles concluaient a 53% de RC. La négativité de la TEP
affectait la PFS et la survie globale positivement. Chez 12% des patients ayant
rechuté, la progression osseuse était uniquement détectée par la TEP-FDG réalisée
dans le suivi systématique et I’analyse multivariée montrait qu’une SUVmax > 4,2
aprés le traitement de premiére ligne était un facteur indépendant prédisant la

progression sur 'imagerie métabolique.

L’étude prospective IMAJEM a également confirmé lintérét de la TEP-FDG
pour I'évaluation thérapeutique du MM dans une population de 134 patients traités
par une lenalidomide, bortezomib et dexamethasone (RVD) avec ou sans autogreffe,
suivi par lenalidomide en maintenance 3°. Alors que la normalisation de I'TRM aprés

3 cycles de RVD et avant la maintenance n’affectait ni la PFS, ni I’OS, la PFS des
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patients TEP-négative a 3 cycles était meilleure que celle des patients TEP-positive
(PFS a 30 mois de 78,7% versus 56,8). La normalisation de la TEP-FDG avant la

maintenance était associée & une meilleure PFS et OS.

L’intérét de la TEP en post-autogreffe a également été rapporté en 2013 dans
une série prospective de 77 patients évalués par TEP-FDG 3 mois aprés 'autogreffe
puis tous les 6 4 12 mois dans le suivi ¥, Les patients étaient classés en groupe 1
(rechute) et groupe 2 (absence de rechute). Dans le groupe 1, la durée de la réponse
était plus longue quand la TEP était négative (27,6 mois) que quand elle était
positive (18 mois) (p = 0,05) avec chez les patients TEP-positive une SUVmax
inversement corrélée a la durée de la réponse (p < 0,01). Dans le groupe 2, 27
patients avaient une TEP-FDG négative et 13 une TEP-FDG positive mais la

SUVmax restait stable dans le suivi.

Une autre étude a évalué les performances de la TEP-FDG pour la détection de
maladie résiduelle aprés autogreffe 8. Un total de 197 TEP-FDG a été enregistré
chez 99 patients a différents temps, permettant la détection de 576 LF osseuses et
LEM sur 79 TEP-FDG avec en plus une infiltration ostéo-médullaire diffuse (IMD)
chez 17 patients. La TEP-FDG avait une sensibilité de 54,6%, une spécificité de
82,1%), une valeur prédictive positive de 82,3%, une valeur prédictive négative 54,2%

et une exactitude de 65,5%.

Valeur pronostique de la TEP-FDG a la rechute dans le MM

La valeur pronostique de la TEP-FDG a aussi été évaluée chez les patients
atteints de MM suspects de rechute aprés autogreffe 4950, Il a été montré dans une
petite série de 37 patients que l'absence de foyer avide de FDG était un facteur
pronostique favorable sur le temps jusqu’a la progression (TTP) et la survie globale
(p<<0.01). La présence de plus de 10 LF étaient corrélée au TTP (p<0,01) et & ’OS
(p<0,05) et 'intensité de la fixation du FDG et la présence de LEM a un TTP plus
court (p=0,037 and p=0,049, respectivement). Le résultat de la TEP-FDG induisait

un changement de la prise en charge dans 30% des cas.
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Quelques voies de développement en TEP pour le MM:

La TEP-FDG reste 1’élément de base de I'imagerie TEP en oncologie. Toutefois,
comme nous l'avons apercu précédemment, l'imagerie TEP ne se limite pas
uniquement a l'utilisation de ce radiopharmaceutique et & l'analyse visuelle des
images obtenues. La prochaine partie développe 2 aspects de I'imagerie TEP qui
permettent d’explorer plus en détail 'hétérogénéité tumorale. Cette derniére peut
effectivement étre appréciée en explorant les distribution et fixation d’un traceur tel
que le FDG, ou par l'intermédiaire de multiples radiopharmaceutiques apportant
chacun une information différente. Ces deux approches représentent deux pistes de
développement pour la recherche de nouveaux biomarqueurs dans la prise en charge

du MM.

L’approche semi-quantitative en TEP

Valeur de fization standardisée: la SUV

Le contraste sur les images TEP-TDM entre les zones hyperfixantes et le reste
de lorganisme suffit généralement a la détection des foyers pathologiques.
Cependant, devant la difficulté fréquente de distinguer une fixation bénigne d’une
fixation maligne, un indice de quantification a été développé : la « Standardized
Uptake Value » ou SUV. Elle correspond au taux de FDG (MBq/mL) rapporté a la

dose injectée et au poids du patient (g) ou a sa surface en m2 (Figure 2).

SOV - concentration tissulaire (MBq/mlL)

dose injectée (MBq)/ poids(g)

Figure 2 : Formule de la SUV

L’approche classique la plus répandue en pratique clinique consiste & considérer
la valeur maximale mesurée dans la tumeur (SUVmax). Cette mesure de la SUV
dépend grandement de la préparation du patient, de la machine utilisée, des
protocoles d’acquisition ou encore des paramétres de reconstruction °°2 mais la

simplicité de calcul de cette méthode justifie sa fréquente utilisation. D’autres calculs
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de SUV sont possibles, mesurés a partir d’'un plus grand nombre de voxels. Une
approche alternative consiste ainsi a mesurer la valeur moyenne de la fixation dans
la région tumorale d’intérét (SUVmean). Il a également été proposé de mesurer la
concentration d’activité moyenne dans un volume d’intérét fixe et dont la position
dans la tumeur est choisie afin de maximiser la valeur de la SUV finalement calculée
(SUVpeak). La SUVpeak serait alors moins sensible que la SUVmax aux
caractéristiques de I'image telles que la résolution. Néanmoins I'un des problémes
relatifs & 'utilisation de ces deux derniers index est l’absence de consensus sur la

définition du volume d’intérét.

Pour diminuer ces biais lors du suivi longitudinal d’un méme patient ou afin de
comparer les données issues de centres différents, la communauté scientifique a
proposé de normaliser les pratiques. Les critéres EORTC appliqués a la TEP %3,
proposés en 1999, sont longtemps restés les seuls critéres d’évaluation de la réponse
au traitement. Les critéres PERCIST %, par exemple, basés sur une bibliographie
plus riche, ont été proposés depuis et sont basés notamment sur le calcul du Delta
SUVpeak. En dépit des limitations intrinséques de la SUV, lorsque celle-ci est
mesurée de fagon rigoureuse, elle fournit une mesure de la captation du FDG qui
peut étre utilisée pour évaluer objectivement les changements uniquement liés aux

cellules tumorales.

Analyse volumique

D'autres mesures quantitatives sont également utilisées proposant des approches
volumiques, tels que le MTV ou le TLG. Ces indices évaluent donc le volume tumoral

global en TEP-FDG, reflet théorique de la charge tumorale.

Le MTYV correspond au volume métabolique tumoral. La principale difficulté de
cette mesure est alors de délimiter la région tumorale, et plusieurs méthodes existent
actuellement sans véritable consensus. Les plus utilisées sont les méthodes de
seuillage en raison de leur simplicité d’exécution et facilité d’utilisation. Le seuil peut
étre fixe ou proportionnel & la SUVmax. La valeur de 40 % est aujourd’hui largement
utilisée en routine clinique et provient d’une simplification des travaux de Erdi et al
54 Bien que de nombreux paramétres tels que la taille de la tumeur, le contraste, le

niveau de bruit dans les images puissent influencer la valeur du seuil optimal, cette
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valeur de 40 % méne & une corrélation significative entre les volumes TEP et les
volumes TDM dans de nombreuses études. Ce seuil apparait bien adapté a la
segmentation de lésions homogénes, volumineuses et bien contrastées. Une valeur
seuil égale a 2,5 a également été proposée de maniére empirique dans la littérature
pour différencier les tumeurs malignes des fixations non significatives . Tous les
pixels ayant une valeur de SUV supérieure a 2,5 sont alors considérés comme
appartenant a la cible. Le seuil peut également étre défini en fonction des
caractéristiques de I'image comme le niveau de bruit de fond ou le rapport signal sur
bruit (méthode de seuillage adaptatif). D’autres méthodes plus sophistiquées ont
également été proposées dans la littérature. La plupart portent sur des méthodes
statistiques de classification de voxels cherchant & définir, voxel par voxel, & quelle
région (fond ou lésion) celui-ci appartient en s’appuyant sur linformation
contextuelle de voisinage des voxels d’'une méme région. Ces méthodes telles que
loutil FLAB pour « fuzzy locally adaptive Bayesian » °0, sont semi-automatiques
car elles nécessitent au préalable une phase de définition d’un volume de travail

incluant la lésion, la segmentation n’ayant pas lieu sur toute 'image TEP.

Le TLG est défini comme le produit, pour chaque lésion, du volume métabolique
et de son activité moyenne. L’intérét pronostique de ce dernier index, qui combine
explicitement informations de volume et d’activité est en cours d’évaluation et les

criteres PERCIST 25 conseillent de relever ces valeurs a des fins exploratoires.

Analyse de I’hétérogénéité tumorale via l'analyse de texture

Parallélement aux mesures classiques de volume et/ou de SUV moyenne ou
maximale basées sur une population de voxels définis comme caractéristiques de la
lésion étudiée, d’autres méthodes pour caractériser le métabolisme tumoral en TEP-
FDG ont été proposées telles que les analyses de texture. La simple analyse visuelle
de la fixation de FDG en TEP suggére en effet que la distribution intra-tumorale du
radiotraceur peut étre extrémement hétérogéne. Des études sur petits animaux ont
montré que la distribution de FDG dans les tissus tumoraux est corrélée aux

caractéristiques du microenvironnement tumoral °7.

L’hétérogénéité intratumorale est également une notion familiére au pathologiste.

Les interactions des cellules cancéreuses avec leur microenvironnement ne sont pas
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uniformes dans la tumeur, et les propriétés du stroma cancéreux ainsi que le
remodelage de la matrice extracellulaire varient en fonction des régions de la tumeur.
D’autre part, certaines zones d’un cancer sont moins bien vascularisées et oxygénées
que d’autres et cette variation locale de 'angiogénése et de I’hypoxie locale conduit,
entre autres, & une modification du métabolisme énergétique. Ceci conditionne
Pagressivité de la tumeur et la résistance thérapeutique. Ainsi, les tumeurs avec une
forte hétérogénéité intrinséque ont un pronostic plus péjoratif %59, Il reste difficile
d'évaluer cette hétérogénéité intratumorale par un échantillonnage « aléatoire » via
une biopsie, cette derniére ne représentant pas lintégralité des variations
phénotypiques de la maladie tumorale. Une méthode non invasive d'évaluation de
I'hétérogénéité tumorale, en particulier en cette ére de la médecine personnalisée,
pourrait donc permettre d’extraire des caractéristiques utiles dans le cadre de
I’évaluation tumorale et de mieux sélectionner les patients de mauvais pronostic pour

une thérapie plus intensive.

Au cours des derniéres années, des efforts considérables ont été entrepris par la
communauté de l'imagerie médicale pour obtenir des corrélations entre les
caractéristiques de l'image et I’hétérogénéité tumorale. L'analyse de texture permet
I’acquisition d’informations sur la distribution spatiale des voxels d’intensités
différentes dans une image ou une région sélectionnée et donc la répartition spatiale
du radiotraceur. Les données obtenues par analyse de texture peuvent étre classées
en paramétres de premier ordre, deuxiéme ordre ou d’ordre supérieur. La premiére
approche, trés utilisée en traitement d’image, consiste & extraire différentes
statistiques directement issues de la répartition des valeurs de fixations normalisées
de FDG dans la tumeur. On utilise, pour les calculer, un histogramme d’intensité
représentatif de la distribution des valeurs des SUV des voxels contenus dans le
volume segmenté étudié. Les paramétres de premier ordre ne considérent pas les
éventuelles relations de voisinage de chacun des voxels. Les paramétres de deuxiéme
ordre et d’ordre supérieur mesurent les relations entre des groupes de deux ou
plusieurs voxels dans l'image. Ils peuvent étre calculés notamment a partir de
matrices de cooccurrence qui déterminent la fréquence ou la probabilité avec laquelle
un voxel d'intensité 4, se trouve associé & un autre voxel d'intensité j. La matrice de
cooccurrence, alors mise en ceuvre et adaptée a des données & 3 dimensions, permet
de mesurer la probabilité de trouver des voxels voisins d’intensité donnée dans toutes

les directions de ’espace. Une fois calculée, cette matrice donne accés entre autres,
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a différentes grandeurs locales telles que ’entropie, I’énergie, le contraste ou encore
I’homogénéité. L'entropie, équivalente & la grandeur physique utilisée
en thermodynamique comme la mesure du degré de désordre d'un systéme au niveau
microscopique, mesure ainsi le caractére aléatoire de la distribution des pixels dans
I'image. Plus I’entropie de I'image est élevée, plus les pixels sont répartis de fagon
aléatoire. L'énergie mesure 1'homogénéité de I'image. Une valeur élevée d’énergie
signifie une grande uniformité des valeurs de niveaux d’intensité dans la matrice de
cooccurrence. En bref, plus l'entropie est élevée et plus ’énergie est basse, plus la
distribution des différents niveaux d’intensité est hétérogéne dans l'image de la
tumeur. La mesure du contraste traduit la gamme dynamique des niveaux d'intensité
dans I'image et le niveau de variation locale de 'intensité. L'homogénéité représente
I'uniformité de la matrice de cooccurrence. La corrélation est une mesure du degré

de dépendance linéaire entre 2 niveaux d’intensité.

Malgré, la quasi-absence de résultats dans la littérature sur la réelle signification
biologique des paramétres d’hétérogénéité calculables sur les images TEP et des
phénoménes physiopathologiques sous-jacents, ’étude de ces paramétres apparait
prometteuse avec des résultats encourageants dans un certain nombre de cancers,
dont le cancer de l'cesophage 62 de la sphére ORL %64 et du poumon %6,
Néanmoins, bien que plusieurs parameétres puissent étre dérivés de l'analyse de
texture, seul un nombre limité d'entre eux ont montré un réel intérét clinique. En
effet, I'analyse de texture reste aujourd’hui limitée et biaisée par de nombreux
facteurs statistiques 7 mais également techniques et physiologiques inhérents a
I’acquisition de I'image TEP tels que la faible résolution spatiale, 'effet de volume
partiel, les algorithmes de reconstruction, les artefacts de mouvement, le bruit de
I'image et la technique de segmentation qui peuvent affecter la quantification de
I’hétérogénéité de I'image. Des mesures standardisées doivent donc étre adoptées
avant d’utiliser ces index pour des comparaisons multicentriques et pour que
I’applicabilité et la valeur ajoutée de I’analyse de texture par rapport aux parameétres

utilisés jusqu’a maintenant puissent étre démontrées %70,
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Autres radiopharmaceutiques

Le FDG, traceur de métabolisme, n’est pas un traceur spécifique. En effet, les
cellules inflammatoires étant également avides de glucose, elles sont donc
susceptibles de générer des faux positifs. Par ailleurs, 'avidité de la tumeur pour le
glucose et donc pour le FDG est variable : les 1ésions agressives, & croissance rapide
sont avides de glucose et donc bien visualisées mais les cellules indolentes ou
dormantes, souvent observées dans les niches osseuses dans le MM, consommant
moins de glucose pourraient étre plus difficilement détectables. Une étude récente
sur 227 patients au diagnostic initial de MM rapportait un taux de négativité de la
TEP FDG de 11 % associé a une faible expression du géne codant pour ’hexokinase

2 catalysant la premiére étape de la glycolyse’.

Quelques études ont ainsi souligné l'intérét diagnostic de nouveaux radiotraceurs
dans le MM. Cassou et al. ont ainsi comparé les sensibilités respectives du FDG et
de la ®F-fluorocholine (FCH) pour la détection des LF & la rechute ou progression
de la maladie, dans une petite série de patients 7. Dans cette étude, 76% de lésions
supplémentaires étaient détectées avec la FCH, suggérant un potentiel diagnostic
supérieur de ce traceur a la rechute/progression du MM, avec cependant dans cette
petite cohorte aucun cas strictement négatif en TEP-FDG et positif en TEP FCH.
Lapa et al ont comparé prospectivement la sensibilité du FDG et de la C-méthionine
(MET) pour la détection des lésions myélomateuses chez des patients évalués au
bilan initial (n=11) ou en rechute (n=32) ™. La TEP-MET permettait la détection
de LF et de LEM pour respectivement 6 et 2 patients de plus que la TEP-FDG et
elle retrouvait également plus de LF et de LEM dans respectivement 28 et 6 cas,
confirmant ainsi les résultats préliminaires publiés par Okasaki et al™. On peut
néanmoins s’interroger sur la valeur pronostique de ces deux traceurs, notamment

en comparaison avec le FDG dont il s’agit du point fort dans cette pathologie.

Par ailleurs, la ¥F-Fludarabine (2- [*F] fluoro-9-f-D-arabinofuranosyl-adénine),
radio-pharmaceutique émetteur de positon développé au centre Cyceron-PET a
Caen, représente également un bon candidat potentiel pour l'exploration du MM.
En effet d’aprés les travaux déja effectué dans des modéles de lymphopathies, ce
traceur présente une forte sélectivité pour les cellules lymphoides, indépendamment

du cycle cellulaire et les études pré-cliniques déja effectuées chez les souris,
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comparant la distribution de la '®F-Fludarabine a celle du FDG, montrent une
absorption significativement plus faible de la Fludarabine dans les cellules
inflammatoires (p <0,01), une vidange trés rapide dans les sites de fixation
physiologiques du FDG et enfin une meilleure corrélation intensité de
fixation /histologie que le FDG (r2=0.91, p<0.001 versus r2=0.55, p=0.03) ™ 77. Les
résultats issus d’une premiére étude clinique pilote réalisée chez 10 patients
nouvellement atteints de lymphomes (lymphomes B diffus a grandes cellules et de
leucémies lymphoides chroniques) confirment 1’ensemble des résultats obtenus en
pré-clinique ainsi que l’excellente tolérance du radiopharmaceutique chez les 10
patients inclus (données en cours de publication). Cette étude pilote démontre en
effet la bonne sensibilité de la !®F-Fludarabine pour détecter les lésions
lymphomateuses, particuliérement pour les lymphomes indolents. Elle confirme
I’absence de fixation sur les lésions inflammatoires et ainsi le probable intérét en
termes de spécificité notamment pour l’évaluation de la réponse thérapeutique.
Compte tenu de ces résultats pertinents dans les lymphopathies, I’équipe de Caen a
également évalué la faisabilité de 1'utilisation de la '®F-Fludarabine en pré-clinique
et en comparaison au FDG, sur un modéle murin de MM 78. Les résultats de ce
travail confirment la bonne fixation de la '®F-Fludarabine sur le MM tant au niveau
cellulaire que sur les 5 souris xénogreffées et explorées en imagerie. Ils démontrent
également une corrélation entre le volume tumoral évalué en bioluminescence et la
captation du radiopharmaceutique plus favorable avec la '®F-Fludarabine qu’avec le
FDG. Enfin les résultats des analyses immunohistochimiques évaluant les
expressions du CDI138 et F4/80 (pour caractériser les cellules inflammatoires)

suggérent une meilleure spécificité de la ®F-Fludarabine que du FDG pour le MM.

A l'inverse, malgré la valeur théorique potentielle, des résultats décourageants
ont été observés en ce qui concerne la performance du '8F-NaF dans 1'évaluation du
MM. Ce radiotraceur qui refléte le remodelage osseux, apparait comme une méthode
d'imagerie intéressante pour les maladies osseuses malignes. Pourtant, tel que
rapporté dans 1'évaluation diagnostique et 1'évaluation du traitement™%, le 18F-NaF
ne semble pas ajouter d'information significative & la FDG-PET chez les patients

MM.

Enfin, de nouvelles perspectives diagnostiques et thérapeutiques s’offrent dans le

MM grace aux traceurs dits « théranostiques ». Le CXCR4 (pour chemokine
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receptor-4) par exemple est souvent exprimé en forte concentration par les cellules
plasmocytaires monoclonales et une étude récente a révélé le potentiel du 68Ga-
Pentixafor, un ligand possédant une haute affinité pour le CXCR4 et offrant un
excellent rapport signal/bruit chez les patients exprimant le CXCR4%!. Ce méme
ligand peut également étre marqué avec des émetteurs £ a visée thérapeutique,
comme le ""Lutétium ou I’ °Yttrium, avec des résultats cliniques préliminaires trés

encourageants.

L’ ImmunoTEP3?2

Les progrés constants réalisés ces derniéres décennies dans la compréhension des
mécanismes impliqués dans 1'oncogenése associés au décryptage progressif des voies
de transduction du signal cellulaire, ont posé les bases de 'oncologie moderne 8384,
En ont découlé de profonds changements dans la prise en charge thérapeutique des
patients, marqués par l'utilisation des thérapies moléculaires dites « ciblées »
utilisées en complément des médicaments cytotoxiques et des chimiothérapies « non
spécifiques ». Les deux principaux représentants de ce nouveau type de traitements
sont les anticorps monoclonaux (AcM) 8% et les inhibiteurs de la tyrosine kinase
(ITK) 8. Ils sont congus pour interférer spécifiquement avec certaines voies
moléculaires clés impliquées dans la tumorigenése, réalisant ainsi la vision d'Ehrlich
d'une «magic bullety capable de détruire sélectivement les cellules tumorales

disséminées tout en épargnant les tissus sains %,

La technologie des hybridomes de K&hler et Milstein fut une découverte majeure
dans le cadre de la production des AcM . Cette derniére a permis la génération
quasi-illimitée d’AcM, murins, stables, avec une spécificité prédéterminée.
Cependant, lors de leurs premiéres utilisations, I'immunogénicité de ces AcM murins
a constitué le principal obstacle a leur succés thérapeutique. Cela a conduit au
développement d'une seconde génération d’AcM chimériques et humanisés L.
L'efficacité clinique du trastuzumab, ciblant le récepteur 2 du facteur de croissance
épidermique humain (HER2) chez les patientes atteintes d'un cancer du sein et du
rituximab anti-CD20 dans le lymphome non hodgkinien (LNH) a démontré pour la
premiére fois que les AcM pouvaient étre commercialisés comme de puissants agents

thérapeutiques dans la lutte contre le cancer 293, Le succés clinique du rituximab et
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du trastuzumab a ainsi stimulé la recherche de nouvelles protéines membranaires

cibles, dans les lymphomes et les tumeurs solides.

En paralléle, dans les années 1980, quelques AcM ont été marqués avec des
radionucléides pour l'imagerie scintigraphique en oncologie %4 C'était un défi
prometteur, mais le succés escompté était limité par une faible résolution d'imagerie
malgré une assez bonne spécificité de ces AcM. Ce n’est qu’au cours de la derniére
décennie, grace au développement de détecteurs plus sensibles et de logiciels dédiés,
ainsi qu’aux progrés techniques importants dans la production de radionucléides
émetteurs de positons et leurs méthodes de marquage, qu'une large gamme de

B8 o été développée.

nouveaux traceurs pour la réalisation d’imagerie spécifique
Dans la pratique meédicale, dans le contexte d’une médecine personnalisée,
'identification de biomarqueurs devient lentement mais stirement une condition
préalable a toute décision thérapeutique. L'immunoTEP, combinant la sensibilité
élevée et la résolution d'une caméra TEP & la spécificité d'un AcM, s’intégre
parfaitement & cette approche. En effet, les AcM marqués avec des radionucléides
représentent des sondes prometteuses pour les approches théranostiques, offrant une
solution non invasive pour évaluer l'expression et la distribution des cibles in vivo
et pour obtenir des informations diagnostiques, pronostiques et thérapeutiques
fiables *. Cet apercu de la distribution des molécules cibles dans ’organisme pourrait
ainsi étre intégré dans des stratégies de traitement individuelles avant l'introduction
de thérapies potentiellement cotiteuses ou toxiques!®. De plus, une fois radiomarqués
avec des émetteurs B ou o, les AcM ciblant les molécules d’intérét exprimées par
différentes tumeurs solides ou hémopathies peuvent étre utilisés en radio-

immunothérapie (RIT)!0L,

Le choix du radionucléide

En TEP, le choix du radioélément est déterminant. La période physique du
radioélément constitue un paramétre essentiel : elle doit étre adaptée a la période
biologique du vecteur. L’émetteur approprié pour le marquage d’une
immunoglobuline intacte n’est donc pas le méme que celui approprié pour le
marquage d’'un fragment d’AcM. L’utilisation d’IgG intactes implique théoriquement
de réaliser des images plusieurs jours aprés 'injection du traceur afin d’obtenir un

contraste d'image optimal en raison d’une clairance sanguine lente. Le spectre
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d’émission du radioélément, la présence d’émissions gamma associées, est a
considérer en termes de radioprotection, en fonction de 'activité a injecter. L’énergie
et le parcours du positon déterminent la résolution. Les paires d’isotopes B+ /B—
(1?*Tode/13ode, Y ttrium /Y ttrium, “Cuivre/5Cuivre) sont, de plus, intéressantes
pour les développements de dosimétrie dans le contexte de la RIT. Enfin, la stabilité
du marquage, la disponibilité et le cotit du radioélément sont & prendre en compte.
Le ¥Gallium, par exemple, a 'avantage d’étre disponible sous forme de générateurs
directement accessibles dans les services cliniques pendant plus de six mois. Il émet
un positon avec un rapport d’embranchement de 87,9 % et une énergie de 1,89MeV
conduisant & une trés bonne résolution intrinséque. Cependant, étant donné sa
période de 1,13 heure, plus courte que celle du ®F, il ne permet le marquage que de
molécules & distribution rapide comme des peptides, des anticorps fragmentés ou des
immunoconjugués de petite taille. Le %Zirconium (%Zr) et I'**Iode avec leurs
périodes de plusieurs jours sont adaptés pour le marquage d’IgG intactes. Leurs
spectres sont néanmoins plus complexes, notamment celui de 1''**Iode, ce qui n’est
pas favorable théoriquement en termes de détection et de radioprotection. Des études
ont démontré les performances favorables (linéarité, résolution spatiale) obtenues

avec le 897r.

Enfin, le % Cuivre (%4Cu) présente des propriétés physiques trés favorables avec
une période de 12,7 heures, pouvant étre utilisé pour marquer un grand nombre de
molécules de tailles différentes, et une énergie du positon de 653keV conduisant a
une excellente résolution intrinséque. Par ailleurs, sa période permet des
enregistrements a visée dosimétrique et le Cuivre est un émetteur — trés favorable

pour la RIT.
Le choix du vecteur

L'imagerie TEP utilisant des AcM intacts nécessitant généralement un délai
minimum de 24h entre l'injection et l'acquisition des images, cette contrainte a
encouragé le développement d'agents d'imagerie basés sur des fragments d'anticorps,
plus petits, se distribuant plus vite. Ces vecteurs de synthése comprennent
notamment les fragments F(ab')2 et Fab, les diabodies, les mini-bodies 102 Tls
permettent en théorie une élimination rapide de la circulation systémique et une

meilleure pénétration tumorale que les AcM intacts afin de réaliser une imagerie
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avec un excellent contraste le jour méme de l'administration. Les immunoconjugués

basés sur ces fragments ont pour le moment démontré des résultats précliniques 103

105 106,107

et des résultats cliniques encourageants
Le radiomarquage

Les radionucléides peuvent étre soit directement conjugués a un AcM, soit
indirectement via un bras de liaison greffé sur un synthon, en fonction de leurs
propriétés intrinséques. Les radionucléides d'imagerie TEP les plus couramment
utilisés en imagerie appartiennent & deux classes : les radio-halogénes et les radio-

métaux.

Les radio-halogénes (entre autres '*F, ™Br, "°Br), dont le principal représentant,
en immunoTEP, est 1'?*[ode, sont généralement directement conjugués au vecteur
biologique. La méthode d'iodation par substitution électrophile directe sur un résidu
de tyrosine est la méthode la plus simple pour le marquage des protéines'®®. Cette
technique est couramment utilisée et fournit des résultats satisfaisants avec des
anticorps ou des peptides non internalisés. Malheureusement, en cas
d’internalisation, le catabolisme intracellulaire de 1'anticorps et la déshalogénation
entrainent 1'élimination de l'iode radioactif du tissu cible et une accumulation non
cible, telle que la thyroide, pour l'iode. Concernant le F, bien que sa facilité de
production en grande quantité, sa demi-vie et la faible énergie du positron émis en
fasse un radionucléide polyvalent idéal pour 1'imagerie TEP, la préparation de '8F-
conjugués nécessite une radiosynthése longue et difficile. Au cours de la derniére
décennie, malgré le fait que le marquage direct reste un défi non résolu, des progreés
considérables ont été réalisés en ce qui concerne le marquage au '*F des biomolécules

10910 La combinaison de fragments

et plusieurs stratégies ont été développées
d'anticorps et de 8F semble particuliérement intéressante car la demi-vie physique

de 8F serait bien adaptée a la demi-vie biologique des petits fragments.

A T'opposé, les radio-métaux, tels que %Ga, Cu ou 8Zr, nécessitent toujours
'utilisation d'agents chélatants bifonctionnels tels que le DOTA (acide 1,4,7,10-
tétraazacyclododécane-1,4,7,10-tétraacétique). L'anticorps d'intérét est d'abord
conjugué a l'agent chélateur par liaison covalente. L'anticorps modifié par un agent
chélatant peut alors étre utilisé afin de séquestrer le radionucléide pour donner un

complexe stable. Cependant, les radionucléides métalliques présentent des chimies
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de coordination diverses et, par conséquent, il existe un nombre important de

chélateurs différents en fonction des radionucléides utilisés 11112,

Quel que soit le radionucléide, la stabilité est 1'un des principaux facteurs a
prendre en considération pour la sélection d'un agent chélateur approprié. Une autre
importante propriété a prendre en compte est le devenir du radionucléide en cas de
dissociation ou aprés le catabolisme des anticorps. Dans le cas idéal, les conjugués
intacts s'accumulent et sont retenus sélectivement sur le site de la lésion cible, tandis
que les radionucléides libres sont rapidement excrétés par les voies urinaires sans
rétention intracellulaire dans les tissus non ciblés. Malheureusement, on observe
fréquemment des fixations indésirables des radionucléides métalliques. Par exemple,
de nombreuses études précliniques récentes ont rapporté une absorption osseuse
significative du %Zr due a la présence de cations libres, déconjugués de leur agent
chélatant 3. De méme, des phénoménes de transmétallation ou de transchélation
peuvent se produire in vivo lorsque le radiopharmaceutique rentre en compétition
avec des protéines complexant les métaux, telles que la transferrine ou la

14 Pour

céruloplasmine, entrainant des fixations indésirables du foie et des reins
limiter ces phénoménes, la dissociation du radionucléide étant directement associée
a une perte de qualité d'image, le développement de meilleurs agents chélatants afin

d'améliorer a la fois la sélectivité et la stabilité reste d’actualité 2.

Les systémes de préciblage ou de ciblage en plusieurs étapes ont été développés
dans le but d’obtenir une meilleure sélectivité et de limiter le temps de circulation
de I'agent radio-marqué. Ils reposent sur la séparation entre I’administration, dans
un premier temps, d’'un agent ciblant les cellules tumorales, un dérivé d’AcM non
radioactif possédant une double spécificité, 'une envers un antigéne (Ag) tumoral,
lautre envers une molécule de bas poids moléculaire (PM) puis, dans un second

temps, de cette molécule de bas PM radio-marquée.

Cette approche en plusieurs étapes, initialement développée pour améliorer la
qualité des images, permet une reconnaissance spécifique de I’Ag tumoral et une
élimination rapide de 'agent radio-marqué conduisant ainsi & une amélioration de
la détection tumorale liée & un meilleur contraste des images (meilleur rapport
tumeur /tissus sains). Cette technique de préciblage apparait également intéressante

pour des applications thérapeutiques, permettant une amélioration de la fixation
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tumorale spécifique et ainsi une augmentation de la dose absorbée par la tumeur,

sans altération de la tolérance 115117,

Quelques exemples d’application de l'immuno-TEP

La littérature scientifique s’est enrichie ces derniéres années dans ce domaine,
I'immuno-TEP apparaissant comme un outil majeur de diagnostic moléculaire a
I’échelle du corps entier pour développer une démarche théranostique ou de
diagnostic compagnon dans le contexte de la médecine personnalisée 18119,
Appliquée a la RIT, limmuno-TEP pourrait fournir des informations
complémentaires sur le ciblage de la tumeur, la pharmacocinétique et 1'accumulation
du radio-conjugué dans les organes sains critiques permettant ainsi d’obtenir des
données dosimétriques capitales pour le calcul de lactivité thérapeutique a

administrer. Appliquée au diagnostic, cette nouvelle technique d’imagerie pourrait

mieux évaluer 'extension d’une tumeur.

Plusieurs études cliniques sont maintenant rapportées dans la littérature,
suggérant les potentialités de 'immuno-TEP, avec le 8°Zr ou I''?!. Un exemple trés
prometteur concerne l'utilisation de I’AcM chimérique ¢G250 anti-carbonic
anhydrase-IX (CAIX) marqué a ''?4I pour la caractérisation des masses rénales!?0:121,
Le CAIX est exprimé par plus de 90 % des carcinomes rénaux a cellules claires. La
visualisation de son expression par imagerie peut permettre chez les patients
présentant une masse rénale d’éviter une biopsie et de proposer d’emblée une
chirurgie. La TEP au ¢G250-'%T a été évaluée dans une série de 26 patients porteurs
de masses rénales. Une sensibilité de 94 % et une spécificité de 100 % ont été
obtenues pour les carcinomes rénaux a cellules claires permettant de proposer
I’'approche d’immuno-TEP comme alternative & la biopsie considérée invasive. Le

cas de faux négatif dans cette série de 26 patients était rapporté & une masse

tumorale largement nécrotique.

Trés récemment, I’équipe de Morris a démontré la faisabilité de 'immuno-TEP
utilisant I'’AcM  anti-PMSA marqué au %7Zr chez 50 patients porteurs
d’adénocarcinome prostatique métastatique. Une analyse par lésion était effectuée
pour valider les résultats de 'immuno-TEP en prenant pour Gold Standard les

122

résultats du bilan conventionnel + /- T’histologie 1?2. Les auteurs démontraient
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I’excellente performance de I'immuno-TEP pour la détection des lésions osseuses
(lésions supplémentaires visualisées par rapport au bilan conventionnel) et des
performances un peu moins bonnes, mais néanmoins identiques & celles du bilan

conventionnel, pour les lésions des tissus mous.

L’immuno-TEP permettrait également de mieux sélectionner les candidats a la
RIT en vérifiant ’expression tumorale de ’Ag et son accessibilité. Par exemple, il a
été démontré que l'immuno-TEP utilisant ’Ac B-B4 anti-CD138 marqué a 1'%
pouvait étre utile pour détecter I’expression tumorale du CD138 et ainsi sélectionner
les candidats potentiels & une RIT dans un modéle murin de cancer du sein
métastatique triple négatif non candidat & un traitement hormonal ou & une
immunothérapie anti-HER2 '?3. Les images d’immuno-TEP obtenues a partir de
I''?4-B-B4 Mab étaient bien corrélées aux données de biodistribution issues du
sacrifice des animaux. De la méme facon, il a été montré que la distribution du 0Y-
Zevalin pouvait étre prédite par I'immuno-TEP au %9Zr-Zevalin afin de vérifier

lexpression du CD20 avant la RIT 24,

Jusqu'a présent, seules les méthodes invasives telles que la biopsie puis les
analyses immuno-histochimiques pouvaient identifier les patients ayant le plus de
chance de répondre & une immunothérapie, I'immuno-TEP pourrait étre une
alternative aux gestes invasifs pour sélectionner les patients candidats & une
immunothérapie. Par exemple, dans le cadre du cancer du sein, les agents
thérapeutiques anti-HER2 ne sont efficaces chez les patients ayant un cancer du sein
HER2-positif. 11 a été prouvé que 'immuno-TEP anti-HER2 utilisant un AcM
marqué avec le %Ga, le %Cu ou le ¥Zr permettait d’identifier les lésions
métastatiques exprimant HER2, y compris dans le cerveau 2> 127, Bensch et al. ont
également récemment publié un parfait exemple de cette application avec les
premiers résultats chez ’homme d’une imagerie avec 'atézolizumab (anti-PD-L1)

128 L'axe PD1/PD-L1 est un point de controle immunitaire

marqué au 5%Zr
important pour l'activation des cellules T. La surexpression de PD-L1 est associée &
un pronostic plus défavorable dans une variété de cancers, mais ces patients ont
généralement une réponse plus forte au traitement anti-PD-L1 comme
'atézolizumab 29130 L'expression tumorale de PD-L1 est habituellement évaluée

par immunohistochimie ou séquencage de I'ARN. Dans 1'étude de Bensch et al., les
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réponses cliniques étaient mieux corrélées a l'intensité de fixation sur la TEP avant

traitement que ces deux évaluations.

Cette premiére partie, & visée bibliographique, a fait 1’'objet de 2 revues de la
littérature, publiées dans International Journal of Molecular Sciences (Articles

fournis en Annexe)3382.
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Travail de Thése :

Etudes expérimentales et

clinique
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Objectifs du travail de thése

Malgré d’importants progrés lors de cette derniére décennie, le MM reste encore
une maladie incurable et 'identification de nouveaux biomarqueurs permettant de
toujours mieux sélectionner les patients de mauvais pronostic éligibles & une thérapie
plus intensive demeure d’actualité. Comme présentée dans la premiére partie,
I'imagerie en médecine nucléaire s’inscrit parfaitement dans cette démarche en
permettant d’observer in vivo, de fagcon non invasive, ’expression et la distribution
des biomarqueurs accessibles dans les cibles tumorales. Cette hétérogénéité de
signatures moléculaires peut étre appréciée qualitativement ou quantitativement,
par l'intermédiaire de multiples traceurs apportant des informations phénotypiques,
métaboliques... complémentaires ou en explorant les distributions et fixations de

chaque traceur individuellement.

Ce travail de thése a été réalisé dans le cadre de I'unité INSERM 1232 (Equipe
13) du CRCINA (Centre de Recherche en Cancérologie et Immunologie de Nantes-
Angers) et de 1’équipe de Médecine Nucléaire du CHU de Nantes. Il s’articule en 3

parties dont les objectifs sont les suivants :

1- La premiére partie de ce travail a été consacrée a l'évaluation pré-clinique
d’anticorps ciblant le syndecan-1 ou CD138, un protéoglycane utilisé comme
marqueur standard par de nombreux laboratoires pour [l'identification et la

purification de cellules myélomateuses.

2- La deuxiéme partie de ce travail est consacrée & ’exploration de paramétres
quantitatifs d’analyse de I'imagerie TEP caractérisant ’hétérogénéité intra-tumorale
de la distribution des radiotraceurs. L’objectif de cette partie est notamment de
profiter des travaux expérimentaux précédents afin de corréler les données de

I’analyse de texture obtenues en TEP & celle obtenue en histologie.

3- La troisiéme partie de ce travail consiste en 1’évaluation de la pertinence de
certains de ces biomarqueurs (paramétres quantitatifs d’analyse de 'imagerie TEP)

en clinique sur les données de la cohorte IMAJEM.
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Premiére Partie : Evaluation pré-clinique d’anticorps
ciblant le syndecan-1 ou CD138
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Introduction

Comme nous 'avons vu précédemment, le FDG, analogue du glucose, n’est pas
un traceur spécifique et le développement d’imageries TEP, dites phénotypiques, est
envisagé pour mieux caractériser les processus tumoraux & I’échelle du corps entier,

131,132

en ciblant les biomarqueurs exprimés par les tumeurs La disponibilité

d’anticorps hautement spécifiques a conduit au développement de nouveaux
radiopharmaceutiques et la réalisation d’une imagerie spécifique, 'immunoTEP 89133,
Les applications d’une telle imagerie sont multiples ; outre une amélioration de la
détection tumorale et la stadification, il est possible d’envisager in wvivo la
caractérisation biologique des processus tumoraux, caractéristique pertinente lorsque
des spectres biologiques et des comportements cliniques variables sont attendus, avec
un impact sur la réponse aux traitements. De plus, 'immunoTEP pourrait permettre

I'identification de cibles directement utilisables pour des protocoles de radiothérapie

vectorisée ou de thérapies ciblées.

Parmi les antigénes potentiellement cibles, le CD138 ou syndécan-1 est une
protéoglycane de surface cellulaire qui joue un role important dans la régulation de
la signalisation cellulaire et qui agit comme médiateur de 1’adhésion cellulaire 14134,
Chez 'homme, il est exprimé par les cellules épithéliales, les précurseurs des cellules
B et les plasmocytes normaux mais également de facon importante par les cellules
myélomateuses viables de la moelle osseuse et du sang périphérique 35136,
Actuellement, le CD138 est utilisé comme marqueur standard par de nombreux
laboratoires pour l'identification et la purification de cellules myélomateuses. Par
ailleurs, comme vu précédemment, un taux élevé de CD138 circulant plasmatique
est associé & un mauvais pronostic de survie chez les patients atteints de MM 2. Par
conséquent, le CD138 est une protéine pontentiellement intéressante pour la
thérapie. Son ciblage moléculaire & ’'aide d’AcM a d’ailleurs été exploré par différents
travaux de recherche pré-clinique et clinique et s’est révélé pertinent, témoignant

ainsi de son bon niveau d’expression par les tumeurs 37142, Le CD138 peut donc

aussi étre considéré comme une cible intéressante pour une approche d’immunoTEP.

Le travail effectué dans cette premiére partie de thése se situe dans la continuité
de travaux déja réalisés par I'équipe d’Oncologie Nucléaire du CRCINA, et

notamment par le Docteur Marie Lacombe, qui avait, lors de son Master 2, évalué
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la faisabilité de la TEP au %Cu couplée a ’anticorps monoclonal anti-mCD138 (clone
9E7.4, créé et caractérisé au sein de 1’équipe) pour la détection des lésions osseuses
dans un modéle murin syngénique orthotopique de MM (C57BL /KaLwRij et cellules
5T33). Si les premiers résultats obtenus par le Dr Lacombe semblaient montrer que
I'imagerie phénotypique permettait une détection précoce du MM, certaines
discordances dans les résultats et la survenue de difficultés techniques ont nécessité

un complément d’investigation et la réalisation de nouvelles expérimentations.

Nous avons donc cherché, dans notre travail expérimental a confirmer les
données précédemment observées sur l'apport de l'imagerie phénotypique par
rapport & I'imagerie métabolique et a définir les paramétres optimaux de réalisation

de I'immuno-TEP avec ’Ac anti-CD138.

Ce travail a été débuté lors de mon année de Master 2 et certains résultats seront

repris ici pour une meilleure compréhension.

Les expérimentations ont été réalisées sur la microTEP Inveon (SIEMENS) sur
le site de I’Ecole Vétérinaire ONIRIS puis aprés son déménagement sur le centre
d’imagerie CIMA (Centre d'Imageries Multimodales Appliquées) sur le site de
I’Hotel Dieu CHU Nantes.

Ce travail expérimental s’est déroulé en plusieurs étapes :

- Chapitres 1 et 2 : Evaluation de la biodistribution de 'AcM anti-mCD138
couplé au %Cu chez des souris C57BL/KaLwRij et ¢tude de I'apport de cette
immuno-TEP pour la détection du MM dans un modéle murin syngénique
(C57BL/KaLwRij et cellules 5T33) en implantation sous-cutanée et systémique, en
comparaison avec la TEP-FDG et la TEP au CuCl..

- Chapitre 3 : Etude de comparaison des immuno-TEPs avec ’AcM anti-
mCD138 radiomarquées au %Cu ou ¥Zr pour la détection du MM dans un modele
murin syngénique (C57BL/KaLwRij et cellules 5T33) en implantation sous-cutanée

et systémique.

- Chapitre 4 : Etude de 'apport d’'une dose de pré-charge avant 'immuno-
TEP avec I’Ac anti-mCD138 pour la détection du MM dans un modéle murin
syngénique (C57BL/KaLwRij et cellules 5T33).
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Les étapes 1 et 2 ont fait 'objet d’un article publié¢ dans Oncotarget'®? et 'étape
3 d’un article publié dans International Journal of Molecular Sciences'** (Articles
fournis en Annexes). Ces travaux ont également été présentés sous forme de posters
aux congrés internationaux EANM 2018, PILM 2018 et au congrés national JEMN
2017.
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Premier Chapitre - Evaluation de la biodistribution de I’Ac

anti-mCD138 couplé au Cuivre 64 chez des souris
C57BL/KaLwRij greffées avec des cellules 5T33 de MM murin.

Introduction

Dans ce premier travail d’expérimentation, la biodistribution d’un anticorps anti-
mCD138 couplé au Cu a été étudiée chez des souris C57BL/KaLwRij greffées en
sous cutanée (SC), avec des cellules 5T33 de MM murin, le méme modéle murin
syngénique de MM que celui utilisé lors du travail de Master 2 de Marie Lacombe.
[’anticorps monoclonal murin 9E7.4 a été employé. C’est un anticorps mis au point
et produit par notre laboratoire!®®. Il s’agit d’une immunoglobuline de rat de type
IgG2a qui réagit spécifiquement avec la partie extra-membranaire du syndécan-1
murin et qui présente une trés bonne affinité de lordre de 101°M. Un anticorps
isotype-controle a également été introduit comme témoin négatif pour évaluer la

liaison non spécifique des anticorps IgG2a,k de rat aux cellules de souris.

M atériels et Méthodes

Lignées et cultures cellulaires :

A Dorigine, la lignée cellulaire de MM murin 5T33 nous a aimablement été fournie
par le Docteur Harvey Turner (Service de Médecine Nucléaire, Hopital de Fremantle,
Australie), avec la permission du Docteur Jiri Radl (Institut TNO, Leiden, Pays-

Bas) 146,

Avant mon arrivée dans le laboratoire, les cellules 5T33 ont été transfectées par

le géne codant pour la luciférase en utilisant une approche rétrovirale 47.

Les cellules 5T33-Luc(+) ainsi obtenues, tout comme les cellules originelles 5T33,
ont été cultivées dans du milieu RPMI1640 (Gibco, Saint Aubin, France) contenant
2 mM de L-glutamine et 10% de sérum de veau foetal inactivé par la chaleur
(Laboratoires PAA /GE Healthcare Europe GmbH). Elles ont ensuite été incubées a
37°C, avec un taux de CO2 de 5% et un taux d’humidité de 100 %. Les cellules ont

52



été maintenues a une concentration inférieure a 1,5x109 cellules/mL et ont été
ensemencées a 0,1x10° cellules/mL deux jours avant toute utilisation in vitro ou in

VI00.

Anticorps 9E7.4, anticorps anti-mCD 138

La génération de l'anticorps anti-mCD138 a été réalisée par la société
GENCECUST contre un peptide de 40 acides aminés spécifique du domaine
extracellulaire du CD138 et sa caractérisation a été assurée au sein de I'équipe!#.
L’anticorps 9E7.4 est une immunoglobuline de rat de type IgG2a,x présentant une

spécificité pour le CD138 avec une constante d’affinité de 'ordre de 10-10M.

Anticorps Isotype controle IgG 2a,x

L'anticorps IgG2ak de rat (R&D Systems ; réf 54447) a été choisi comme controle
isotypique.

Modéle animal

Les expérimentations animales ont été réalisées sur des souris femelles
C57BL/KaLwRij, agées de 17 semaines. Les expérimentations effectuées dans cette

étude ont été approuvées par les services vétérinaires (référence 00143.01).

Six souris ont été greffées en sous-cutané (SC) a l'aide de 2x10° cellules 5T33-
Luc(+) sur les deux pattes, 10 jours avant les premiéres images TEP. Les tumeurs

présentaient des tailles de 0,3 - 0,8 cm de diamétre.

Cuivre-64 (4Cu)

Deux traceurs ont été utilisés : Cu-TE2A-9ET7.4 spécifique du CD138 et
l'isotype-controle $4Cu-TE2A-Ig2a,x.

Le %Cu est un isotope radioactif du cuivre, avec une période de 12,7 h,

notamment émetteur de positons. Le 4Cu utilisé dans notre étude était produit par
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le cyclotron d’Arronax (GIP Arronax, Saint-Herblain, France) en utilisant la
réaction %Ni (d,2n) %Cu et il était fourni en solution dans de 1’acide chlorhydrique

(HC1 0,1M), donc sous forme 4CuCl,.

Le radiomarquage a été réalisé par les radio-chimistes du Centre de Recherche
en Cancérologie-Immunologie Nantes-Angers (CRCINA, INSERM U1232, CNRS
ERL6001, Nantes, France). L’anticorps 9E7.4 a été préalablement couplé & un agent
chélatant le cuivre appelé TE2A-benzyl isothiocyanate (ZH195, UMR-CNRS 6521,
Brest, France). Pour le radiomarquage, I’anticorps a été incubé avec une solution de
244 nL de %4Cu produite par le GIP Arronax et 60 pL d’acétate d’ammonium 2,5M
pendant 20 minutes a 40°C. Puis 10 pLL ’EDTA ont été rajoutés (pH 7 ; 10 mM) et
une nouvelle incubation de 5 minutes a 40°C a été réalisée. La réaction de
radiomarquage a été évaluée par chromatographie couche mince (ITLC-SG, tampon
citrate de sodium 0,1M pH 4,5) a 83%. L’immuno-conjugué marqué au %Cu a été
purifié¢ du %‘Cu libre par chromatographie d’exclusion de taille en utilisant une
colonne PD-10 (Sephadex G25) et du PBS. La pureté radiochimique était finalement
évaluée a 100% (ITLC-SG, tampon citrate de sodium 0,1M pH 4,5). A la fin du
marquage, l’activité volumique était de I'ordre de 200 MBq/mL.

Déroulement de l'étude in vivo

Le protocole est représenté dans la Figure 3.

m 4 Souris femelles C57BL/KaLwRij

= Greffes syngéniques SC de
cellules 5133-luc(+).

® |njection ¢Cu-TE2A-9E7.4 ou *“Cu-TE2A-1gG2aK Isotype
= Acquisitions TEP 2h et 24h post-injection

= Sacrifice

= Biodistribution & 24h

Figure 3: Protocole expérimental de ’évaluation de la biodistribution de I’Ac anti-
mCD138 couplé au 4Cu vs Isotype-Controle
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Injection des traceurs

Trois souris ont été injectées en 4Cu-TE2A-9E7.4 et 3 souris en 4Cu-TE2A-

Ig2a,k.
Imagerie
Anesthésie

Afin de réaliser les acquisitions d’imagerie in vivo, les souris ont bénéficié d’une
anesthésie gazeuse. Elles ont été placées dans une boite d’induction hermétique ou
elles ont inhalé de l'isoflurane 4%. Une fois endormies, les souris ont été installées
sur la table de la micro-TEP, ou l'anesthésie a été poursuivie au masque (Isoflurane
2%). Dés la fin des images, les souris ont été replacées dans leur cage et surveillées

visuellement afin de controler leur réveil.

TEP-TDM

Les images corps entier ont été acquises sur une TEP-TDM petit animal Inveon
(Siemens Medical Solutions), équipée de détecteurs de type LSO (OxyorthoSilicate
de Lutécium). Les images TDM ont été acquises en premier et utilisées pour la
correction d’atténuation (paramétres du tube a rayon X : 80 kV ; 500 pA). Les
images TEP ont été acquises pendant 20 minutes. Les sinogrammes 3D ont été
reconstruits selon lalgorithme de reconstruction itérative 3D-OSEM (Order Subset
Expectation Maximization) (sous-ensembles = 16, itérations = 2) puis 'algorithme
MAP (Maximum A Priori) (itérations = 18). La résolution spatiale de la micro-TEP
était de 1,5 mm. Chaque jour, I’étalonnage de la TEP a I’aide d’une source de
Germanium-68 et le controle du centre du scanner étaient réalisés. Pour le %Cu,
deux séries d’images des souris entiéres ont été acquises, 2 et 24 heures aprés
Pinjection afin d’étudier la distribution du signal et donc du radiotraceur en fonction
du temps. Le post-traitement des images a été réalisé a l'aide du logiciel « Inveon

Research Workplace » de Siemens.
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Ftude de biodistribution

Pour les 6 souris, aprés 'imagerie au 4Cu, un prélévement veineux rétrobulbaire
a été réalisé puis les souris ont été sacrifiées par élongation cervicale. Les organes
(tumeur, foie, rein, muscle, rate, peau, os, cceur, poumons, cerveau, intestin, fémur,
estomac, queue) ont été prélevés, pesés sur une balance de précision puis passés
successivement au compteur gamma (temps de comptage : 30 secondes par tube).
Afin de pouvoir analyser les résultats en fonction de 'activité injectée, une activité
standard de référence (correspondant a l'activité injectée aux souris ou dose totale
injectée) a été passée simultanément au compteur gamma. Pour chaque organe, le
pourcentage de dose injectée par gramme (%DI/g) était calculé en rapportant
Pactivité de I'organe a son poids (en grammes) puis en le divisant par la dose totale

injectée.

Résultats

Imagerie

TEP au %Cu couplé a lanticorps anti-mCD138 (%4Cu-TE2A-
9E7.4)

Trois souris ont bénéficié d’'une imagerie TEP au ¢4Cu-TE2A-9E7.4 a 2h et 24h.

Toutes les souris présentaient sur les images acquises & 2 heures une fixation
intense du secteur vasculaire et plus particuliérement du cceur, de 'aorte et des
troncs supra-aortiques. A 24 heures, ces hyperfixations étaient moins intenses mais
toujours visibles. Une fixation intense du foie et de la rate et plus modérée du tractus
digestif était également visible chez toutes les souris, que ce soient 2h ou 24 h aprés
I’injection du radio-traceur. La plupart des souris présentaient une activité buccale
sur les images acquises 24 heures aprés l'injection du traceur. Concernant le secteur
osseux, il a été mis en évidence un renforcement de fixation diffus de ’ensemble du
squelette prédominant sur les derniéres vertébres lombaires, les articulations sacro-
iliaques et coxo-fémorales ainsi que les genoux sur les images acquises & 2h et

nettement diminué & 24h.
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Toutes les souris présentaient une hyperfixation supérieure au bruit de fond
environnant des masses sous-cutanées bilatérales sur les membres postérieurs a 2 h,

se renforgant a 24 h (Figure 4).

TEP 2h post injection
64Cu-TE2A-9E7 .4

/A O\

Figure 4: Imagerie TEP au %4Cu couplé a I’anticorps anti-mCD138 a 2h (A) et 24h (B)
d’une souris greffée SC présentant des hyperfixations des 2 tumeurs SC bilatérales.

TEP 24h post injection
64Cu-TE2A-9E7 .4

TEP au % Cu couplé a lanticorps Isotype controle (%4 Cu-TE2A-
Ig2a,x).

Toutes les souris présentaient sur les images acquises a 2 heures une fixation intense
du secteur vasculaire et de la vessie, diminuant & 24 heures. Concernant les tumeurs
SC bilatérales, une hyperfixation était observée relativement stable aux deux temps

de Pexamen (Figure 5).
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TEP 2h post injection TEP 24h post injection
64Cu-isotype-contrble 84Cu-isotype-contréle
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Figure 5: Imagerie TEP au %4Cu couplé a isotype-controle a 2h (A) et 24h (B) d’une
souris greffée SC.

Biodistributions

Les biodistributions permettent d’obtenir ’activité réelle de chaque organe. Les

résultats sont présentés dans la Figure 6.
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Figure 6: Biodistributions du %4Cu couplé a ’anticorps anti-mCD138 et de l’isotype-
controle obtenues par organe 24 h aprés l'injection des radiotraceurs, exprimées
respectivement en %DI/g d’organe (A et B) et en rapport %DI/g d’organe / %DI/g de
sang (C et D)
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Sur les données de biodistribution de 'anticorps anti-mCD138 couplé au %Cu,
04Cu-TE2A-9E7.4 (Figures 6A et 6B), on a retrouvé une accumulation importante
du radiotraceur dans les tumeurs SC avec un %DI/g de 12,82 + 6,09 % a 24 heures
post-injection (PI)) correspondant & un rapport tumeur sur sang élevé (4,08 + 1,9 a
24 h PI). Le radio-immunoconjugué %Cu-TE2A-9E7.4 présentait une clairance
sanguine rapide déterminée par la radioactivité restant dans le sang a 24 h PT (3,47
+ 1,28% ID/g). Une faible absorption musculaire a été observée de 0,49 + 0,03 %
ID/g & 24 h PIL. Des doses relativement élevées de 9Cu-TE2A-9E7.4 ont néanmoins
été notées dans plusieurs organes normaux comme le foie (9,04 + 0,36 % DI/g a 24
h PI) et la rate (6,46 &+ 2,99 % DI/g a 24 h PI). Tous les autres organes présentaient
des concentrations d'activité de 5 % DI/g ou moins & 24 h PI. Pour controler la
spécificité du Cu-TE2A-9ET7.4, des biodistributions de 1'isotype “Cu-TE2A-IgG2ak
a 24 heures PI ont été réalisées (Figures 6C et 6D). Elles ont montré une activité
élevée persistante dans le sang (9,26 + 0,75 % DI/g a 24 h PI) et des fixations
relativement élevées dans plusieurs organes normaux, y compris les tumeurs (6,53 +
1,14 % DI/g a 24 h PI), avec un trés mauvais rapport tumeur/sang (0,71 + 0,15 a
24 h PI).

Discussion :

Les données de biodistribution ont permis de valider ce modéle murin d’étude de
MM avec le systéme Cu-TE2A-9E7.4 et de mettre en évidence les performances de

la TEP avec I'anti-mCD138 marqué au 5*Cu.

En continuité avec les travaux préliminaires réalisés par Marie Lacombe, nous
avons travaillé sur le CD138 dans un modéle murin syngénique de MM. Ce modéle
tumoral présente plusieurs avantages. Tout d’abord, l'utilisation d’animaux
immuno-compétents permet grace a la participation du systéme immunitaire de
préserver les relations microenvironnement hote/tumeur, qui sont importantes dans
cette pathologie. De plus, aprés inoculation des cellules 5T33, le développement de
la maladie est bien connu, reproductible, avec un délai de latence court permettant

I’analyse de la progression tumorale. De plus, plusieurs études ont montré que ce
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modeéle avait des caractéristiques physiopathologiques proches du MM de

I’homme?!4s.

Notre étude a utilisé le 9E7.4 couplé au %Cu. Comme discuté précédemment, la
période physique du radioélément constitue un paramétre essentiel en immunoTEP:
elle doit étre adaptée a la période biologique du vecteur. Le *Cu du fait de sa période
physique de 12,7 heures, autorise le marquage puis la délivrance du
radiopharmaceutique hors du site de production. De plus, le type de rayonnements
émis lors de la décroissance est adapté a 'imagerie TEP conduisant a une excellente
résolution intrinséque (B+ : 17,4% ; Ef+max = 653 keV) comme démontré par

149151 La principale difficulté de ce radioélément réside dans la

plusieurs études
nécessité d’un chélateur stable permettant de fixer le radio-isotope a la biomolécule
vectrice 12, Les milieux biologiques sont en effet riches en cations métalliques,
protéines chélatantes et enzymes réducteurs, susceptibles d’entrer en compétition
avec le chélate et d’entrainer la dissociation du complexe cuivre-chélate. Ainsi, dans
une étude récente, Roosenburg et al ont montré que suivant le type de chélate utilisé
pour le couplage de 'anticorps avec le %Cu, les profils de biodistribution n’étaient
pas les mémes '%3. Une forte absorption par le foie et les autres organes comme les
intestins était rapportée en raison de la modeste stabilité in vivo des différents
chélateurs. Dans notre étude, c¢’est un dérivé du DOTA, le TE2A qui a été utilisé
comme agent chélateur 1%, C’est un macrocycle dont la structure est plus adaptée a
154

la stabilisation du cuivre in vivo™?, sans toutefois garantir une absence de relargage

du cuivre sous forme Cu?". Cette éventualité sera étudiée dans la prochaine partie.

Aprés analyse des images et des données de biodistribution, on a observé sur les
images au %Cu-TE2A-9E7.4 enregistrées & 2h une fixation intense du secteur
vasculaire et plus particuliérement du coeur, de I'aorte et des troncs supra-aortiques.
Ces fixations étaient beaucoup moins intenses & 24h. De méme, le renforcement de
fixation diffus de I’ensemble du squelette prédominant sur les derniéres vertébres
lombaires, les articulations sacro-iliaques et coxo-fémorales ainsi que les genoux sur
les images acquises a 2h apparaissait nettement diminué a 24h. Ces fixations
vasculaires et osseuses traduisaient la distribution précoce progressive de
Pimmunoconjugué dans le secteur vasculaire, observation retrouvée dans la

littérature 9. Ces données ont également confirmé que lacquisition a 24h PI
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semblait étre le point temporel optimal pour une imagerie avec un contraste

satisfaisant.

Par ailleurs, une fixation intense du foie et de la rate et plus modérée du tractus
digestif était également visible chez toutes les souris, que ce soit & 2h ou a 24h aprés
I'injection du %*Cu-TE2A-9E7.4. Plusieurs explications semblent plausibles. La
premiére est une expression hépatique du CD138 soit par les microvillosités des
membranes basales des hépatocytes soit liée & une hématopoiése extra-médullaire
156, De maniére générale, la plupart des antigénes cibles, surexprimés par les tumeurs,
sont également présents de facon endogéne, parfois de fagon ubiquitaire, dans de
nombreux tissus non cancéreux. La séquestration des AcM radiomarqués par ces
sites « mnon-cibles » tels que le foie ou les antigénes circulants affecte donc
négativement la fixation spécifique tumorale en diminuant la quantité de
radiotraceurs disponibles'®”1%8, De plus, la fixation des AcM radiomarqués par les
tissus normaux se produit généralement plus rapidement que dans les tissus
tumoraux, dont la cinétique d'absorption est plus lente en raison d'une
vascularisation intrinséquement inorganisée et de pressions interstitielles élevées. Des
stratégies ont été mises au point pour surmonter ces séquestrations d’AcM et
notamment l'injection d’une pré-charge d’anticorps froids ou une modification de

159,160 T,a seconde explication est la fixation classique des AcM de

Iactivité spécifique
type IgG aux récepteurs Fcy hépatiques (cellules de Kupffer) et aux follicules
lymphoides primaires et secondaires de U'intestin (plaques de Peyer)01 163 agssociée
au catabolisme physiologique des IgG. Dans la littérature, jusqu'a 20% des IgG
totales injectées sont ainsi décrites comme éliminées par le foiel6416%, La troisiétme
possibilité est la fixation hépatique du cuivre, suite & un probable relargage de cuivre
libre, puis intestinal par le biais d’un cycle entéro-hépatique physiologiquement
connu. Si les 3 hypothéses émises sont vraisemblablement imbriquées dans notre
modéle, le fait que les fixations physiologiques soient également retrouvées avec
I'isotype-controle (mais de maniére moins intense sur le tractus digestif), laisse
penser que les deuxiéme et troisiéme mécanismes sont prédpondérants. Une
quatriéme hypothése a également été émise par Vanderkerken et al qui décrivaient
la possible présence de cellules 5T33 au niveau hépatique et splénique dans un modéle

IV166, Cette derniére hypothése semble moins probable dans un modéle de greffe SC.
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Concernant les tumeurs SC bilatérales, 'analyse des données d’imagerie et de
biodistribution a montré une hyperfixation des 2 tumeurs avec les 2 radiotraceurs.
Le contraste était néanmoins nettement supérieur sur les images au %Cu-TE2A-
9E7.4 avec une fixation et un rapport tumeur/bruit de fond plus importants. On
visualisait également une variation de ce rapport, avec une tendance a
laugmentation entre 2h et 24h pour les tumeurs imagées au *Cu couplé a I’anticorps
anti-mCD138 et une stabilité pour les tumeurs imagées avec 'isotype controle. Cette
fixation tumorale relativement faible, ce faible rapport tumeur/sang et cette
distribution uniforme s’expliquaient par un effet non spécifique de perméabilité et

de rétention (EPR) accru 167:168,

Conclusion

L’immuno-TEP avec le Cu-TE2A-9E7.4 a permi I'obtention d’images avec un
excellent rapport signal sur bruit sur les greffes SC. Les performances de cette
imagerie dans un modéle orthotopique restent néanmoins & explorer notamment en
comparaison aux traceurs existants. De plus, la potentielle implication de la fixation
physiologique du traceur hépatique, splénique et digestive sur l'analyse devra étre

explorée ainsi que I'impact du cuivre libre sur les performances de 'imagerie.
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Deuxiéme Chapitre - Etude de 'apport de I'immuno-TEP
avec I’Ac anti-mCD138 pour la détection du MM dans un modéle
murin syngénique (C57BL/KaLwRij et cellules 5T33) en
implantation sous-cutanée et systémique, en comparaison avec la
TEP-FDG et la TEP au %CuCls.

Introduction

Lors de la précédente étape, nous avons montré que I’AcM 4Cu-TE2A-9E7.4
était capable de reconnaitre spécifiquement les cellules tumorales et permettait
Pobtention d’images d’immunoTEP avec un contraste satisfaisant dans un modéle
murin de souris C57BL/KaLwRij greffées en sous cutanée. En conséquence, les
performances de I’anticorps anti-mCD138 couplé au %Cu ont ensuite été étudiées,
dans un modéle orthotopique syngénique. Cette imagerie a été comparée a la TEP-
FDG, et & une imagerie au % CuCls, utilisé a la fois comme controle de la libération
potentielle de cuivre par l'agent chélateur et comme sonde moléculaire propre. En
effet, le cuivre joue un roéle critique dans la prolifération cellulaire, I'angiogenése et
la croissance tumorale 69170 et T'utilisation du %‘CuCly a été rapportée comme
prometteuse pour l'imagerie de divers types de cancers comme le cancer de la

prostate et le mélanome 171173,

M atériels et Méthodes

Lignées, cultures cellulaires et modeéle animal:

La méme lignée cellulaire de myélome multiple murin 5T33-luc(+) et la méme
espéce de souris femelles C57BL/KaLwRij que précédemment décrites dans la

premiére étape ont été utilisées.

Pour le modéle orthotopique, une dissémination médullaire a été simulée par
injection IV de cellules tumorales de MM. Pour ce modéle expérimental disséminé,
un million de cellules 5T33-Luc(+) (injection de 100 pL d’une solution a 10.10°
cellules/mL) ont été greffées par voie intra-veineuse (IV) dans une veine de la queue

chez 8 souris, 34 jours avant les premiéres images TEP. Neuf souris supplémentaires
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= 8 Souris femelles : . ;
C57BL/KalwRij ! 1w Greffes syngéniques SC de i 1 m Acquisifions TEP 1h post-injection

i 1= |njection $4Cu-TE2A-9E7.4 ou #CuCl,
de cellules 5T33-luc(+). | toooooooo .

i = Greffes syngéniques IV

ont été greffées en SC a l'aide de 2x109 cellules 5T33-Luc(+) sur les deux pattes, 10
jours avant les premiéres images TEP. Ces greffes ont permis I'obtention de tumeurs

de tailles comprises entre 0,3 - 0,8 cm de diameétre.

Traceurs

Trois traceurs ont été utilisés : le FDG, le Cu-TE2A-9E7.4 et le 54CuCly pour

I’analyse du tropisme naturel du cuivre.

Comme précédemment, le 54Cu utilisé était produit par le cyclotron d’Arronax

(GIP Arronax, Saint-Herblain, France) et il était fourni sous forme 5CuCl,.

La technique de radiomarquage a été décrite dans la premiére partie. Son
rendement et l'activité spécifique aprés purification du bioconjugué étaient
respectivement de 95 + 2,8 % et 188 + 27 MBq/mg et son immunoréactivité était
de 81 + 7 %.

Déroulement de l'étude in vivo

Le protocole est représenté dans la Figure 7.

= |njection '8F-FDG

cellules 5T33-luc(+).

= Sacrifice

= Bjodistribution

= Découpe des tumeurs

= Autoradiographie

= Analyse anafomopathologique

Figure 7 : Protocole expérimental de I'évaluation de la biodistribution de ’AcM anti-mCD138
couplé au %4Cu vs FDG et 94CuCls
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Injection des traceurs

Parmi les souris greffées en SC, 3 souris ont été imagées au FDG puis 4Cu-TE2A-
9E7.4 et 6 souris au FDG et %CuCly. Cinq souris greffées en IV ont été imagées au

FDG et “4Cu-TE2A-9E7.4 et 3 souris au FDG et “CuClo.
Bioluminescence

La bioluminescence a été réalisée afin de localiser et suivre la progression tumorale
chez les souris. Les souris ont été anesthésiées par injection intra péritonéale de
solution anesthésique (25 mL de Ketamine a 10 mg/mL, (Panpharma); 3 mL de
Xylazine a 2%, (Bayer) ; 10 mL de PBS - 100 nL./10 g). Les images ont été acquises
pendant 30 secondes dans deux positions, ventrale puis dorsale, par caméra refroidie
de type PhotonIMAGER ™ (Biospace Lab, France), 10 minutes aprés l'injection
intra-péritonéale de 100 pL de luciférine (Interchim, 12mg/mL). Les images ont été

analysées a 'aide du logiciel M3Vision ™ (Biospace Lab, France).
Imagerie

Les protocoles d’imagerie sont les mémes que décrits en premiére partie. Seules les

différences sont détaillées ci-aprés.
TEP-FDG

Les souris ont regu approximativement 10 MBq de FDG en IV. Elles étaient a
jeun depuis au moins 6 heures pour éviter ’hyperinsulinisme et limiter la fixation
myocardique mais gardaient un accés libre & l'eau. Pour éviter les fixations
musculaires striées, les souris étaient anesthésiées immédiatement aprés l'injection

du traceur et jusqu’a la fin de 'acquisition des images.
TEP au %Cu-TE2A-9E7.4

La premiére partie ayant montré que l'acquisition & 24h post-injection était

optimale, seule cette derniére a été réalisée.
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TEP au %CuCl2

Pour le ¢CuCl2, deux séries d’images des souris entiéres ont été acquises, 2h et 24h

apres l'injection.
FEtude de biodistribution

Le déroulement des études de biodistribution a déja été décrit dans la premiére
étape. Ces derniéres ont été réalisées chez les 3 souris greffées SC et imagées 24h PI
de %Cu-TE2A-9E7.4, chez 3 souris greffées SC et imagées 2h PI de %4CuCls, chez 3
souris greffées SC et imagées 24h PI de 62CuCla.

Cryostat

Des tumeurs représentatives SC et des atteintes lésionnelles chez les souris
greffées IV ont été prélevées puis congelées par immersion dans une solution de 2-
Méthylbutane froid et conservées dans de la carboglace. Les piéces ont été découpées
a laide d’'un Cryostat (Leica CM 3050 Biosystems®)) et déposées sur lames
Superfrost, sans paraffine. Les coupes étaient sériées pour l'autoradiographie et

I'immunomarquage.
Autoradiographie

Le systéme Beaver®) (AidR, Nantes, France) a été utilisé pour réaliser les
acquisitions autoradiographiques. II s’agit d’un autoradiographe numérique
fonctionnant en comptage pur de la radioactivité. Pour le 4Cu, les électrons Auger
issus de la décroissance étaient comptés en priorité par le détecteur (énergie moyenne
= 6 keV). Ce systéme est en effet sensible a tous les émetteurs de particules chargés
(électrons, positons, particules alpha), mais insensible aux photons X et gamma. La
résolution spatiale annoncée par le constructeur est d’environ 50 pm pour le %*Cu.
La technologie utilise un détecteur gazeux ultra-sensible & microstructures
amplificatrices d’électrons. L’analyse des images a été réalisée sur le logiciel dédié,

Beamage(®).
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Analyse anatomopathologique et immunohistochimique

Les organes prélevés ont été prélevés puis conservés dans du formaldéhyde (4%)
et inclus en paraffine. Afin d’analyser la structure histologique des tumeurs, une
coloration standard a I’Hématoxyline-Phoxine-Safran et des immuno-marquages par
Panticorps primaire anti-mCD138-Dylight 650 (40 pg/mL), un controdle isotypique-
Dylight 650 (40 pg/mL) et du DAPI (1,25 pg/mL), ont été effectués par la
plateforme microPicell. Le scanner de lames Nanozoomer HAMAMATSU(®), installé
sur la plateforme technique d’imagerie cellulaire, a été utilisé pour réaliser les images

d’immunofluorescence. La lecture a été effectuée sur le logiciel dédi¢ (NDPview).

Analyse statistique

L'analyse statistique a été réalisée avec le logiciel GraphPad Prism version 7.0.
Les différences de fixation des radiotraceurs ont été vérifiées au moyen d’un test non
paramétrique de Mann-Whitney. L'évaluation de la sensibilité et de la précision du
64Cu-TE2A-9ET7.4 et de la TEP-FDG dans le modeéle de maladie disséminée a été
effectuée en utilisant comme référence la bioluminescence et ’acquisition TDM de la

TEP-FDG. Une valeur de p inférieure a 0,05 a été jugée significative.

Résultats

Expériences de biodistribution ex vivo

Les résultats de la biodistribution ex vivo chez les souris a 24h PI de Cu-TE2A-
9E7.4 dans le modéle SC de MM étaient similaires & ceux de la premiére étape avec

une fixation tumorale élevée (9,5 £ 4,5 % DI/g a 24 h PI).

La biodistribution du %CuCly a été déterminée a 2h et 24h PI (Figure 8). Le
64CuCly a montré une accumulation rapide dans les tumeurs (7,47 + 2,52 % ID /g a
2h PI) qui a légérement diminué avec le temps (2,87 £ 0,32 % ID/g a 24h PI). En
paralléle, était observée une clairance sanguine significative entre 2h PI (3,9 + 0,28
% ID/g) et 24h PI (1,43 £+ 0,29 % ID/g), entrainant des rapports tumeur/sang
stables (1,88 + 0,59 a 2h PI et 2,05 + 0,34 a 24h PI). Des doses relativement élevées
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de %4CuClsz ont été observées dans des organes non cibles comme le foie, les reins, les

poumons, 'intestin et 'estomac. A l'exception du foie (19,45 + 2,47 % DI/g a 2h PI
; 13,48 £+ 1,13 % DI/g a 24h PI) et des reins (24,40 + 2,12 % DI/g a 2h P1; 9,73 +
0,76 % DI/g a 24h PI), ces fixations élevées n’étaient plus significatives a 24h PI.

30
Biodistribution 84CuCl, Bl 2h
B 24h
204
2
@]
g\?‘.
10+

Figure 8: Biodistributions du %4CuCls obtenues par organe 2h et 24 h aprés injection,
exprimées en %DI/g d’organe

Dans le modeéele SC

Imagerie TEP

Les observations issues de la biodistribution ont été confirmées par les

expériences d'imagerie TEP (Figure 9 et 10). Ces derniéres ont aidé a mieux
visualiser les distributions in vivo de 9 Cu-TE2A-9E7.4 et 64CuCly dans le temps.

68



/ |
TEP 2h post injection TEP 24h post injection
64Cu-TE2A-9E7 .4 84Cu-TE2A-9E7 .4

Figure 9: Imagerie TEP &4 2 h (A) et & 24 h (B) post-injection de 94Cu-TE2A-9E7.4
montrant des fixations dans les deux tumeurs sous-cutanées et d'un ganglion
lymphatique iliaque (les tumeurs sont indiquées par les fleches rouges).

Sur les images TEP obtenues aprés injection de %CuCls, les tumeurs SC étaient
clairement visibles aux deux temps mais avec une accumulation modeste
(Figures 10A et 10B). De plus, I'hypersignal et le contraste ont diminué entre 2 h et
24 h PI. Une importante fixation hépatique, rénale et splénique était observée aux

deux temps
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TEP 2h post injection TEP 24h post injection
64CuCl, 64CuCl,

Figure 10: Imagerie TEP 4 2 h (A) et a4 24 h (B) post-injection de 64CuCly montrant des
fixations dans les deux tumeurs sous-cutanées (les tumeurs sont indiquées par les
fleches rouges).

La comparaison entre les analyses de quantification des images TEP obtenues
aprés 24h PI de %1Cu-TE2A-9E7.4 et 94CuClz a montré une absorption plus élevée
dans les tumeurs pour le premier traceur (9,5 + 4,5 vs 2,32 + 0,45 respectivement

pour %Cu-TE2A-9ET7.4 et %4CuCly a 24h PI ; p = 0,0286 ; test non paramétrique).
Autoradiographie

Des acquisitions d'autoradiographie ont été réalisées sur des tumeurs SC de souris

respectivement imagées avec du %Cu-TE2A-9E7.4 et du %CuCly (Figure 11).
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Tumeur %*CuCI2 Tumeur %*Cu-T2EA-9E7.4

Figure 11: Acquisitions en autoradiographie Beaver de coupes sériées réalisées sur les

tumeurs SC de souris respectivement injectées en 4CuCly et 4Cu-TE2A-9E7.4

Premiérement, I’acquisition de coupe tumorale obtenue avec le *Cu-TE2A-9E7.4
a révélé une grande hétérogénéité dans la distribution du vecteur. Deuxiémement, la
mesure des coups/mm? a révélé une différence significative (583,3 + 54,3 + 54,3 vs
3277 + 316,6 respectivement pour %CuCls et Cu-TE2A-9E7.4 ; p = 0,0008 ; test
non paramétrique) entre les deux traceurs, ce qui refléte 1'excellente fixation observée

avec le radioimmunoconjugué.

Dans le Modéle Orthotopique

Imagerie TEP

Pour établir un modéle de maladie disséminée, des souris ont été injectées par
IV et la distribution des lésions tumorales a été suivie et évaluée par bioluminescence.
Ces souris ont développé des lésions craniennes, de la colonne vertébrale, du sacrum

et des membres.

Les images TEP obtenues & 1h PI de FDG ont montré une distribution
physiologique du FDG dans le cerveau, le cceur, les muscles et les intestins
(Figures 12 et 13). A 1'exception des lésions de la voute cranienne, la fixation était
corrélée avec les images de bioluminescence, mais avec une intensité limitée dans les
tumeurs (Figures 12, 13 et 14). Sur l'imagerie TEP avec le “Cu-TE2A-9E7.4, en
plus des fixations physiologiques également observées dans le modéle SC, les

métastases osseuses et ganglionnaires étaient distinguées avec d'excellents rapports
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tumeurs/bruit de fond. L'imagerie avec le 4Cu-TE2A-9E7.4 a permis de détecter
toutes les lésions observées en imagerie par bioluminescence et a également permis
de détecter une atteinte cranienne de souris (Figure 13), indiscernable sur les images
de TEP-FDG. Un contraste plus élevé a été observé a 24h PI par rapport aux images

réalisées & 2h PI.

Figure 12: Différentes explorations réalisées chez une souris, greffée en IV :
bioluminescence (A), TEP-FDG (B), TEP au ¢4Cu-TE2A-9E7.4 (C) et analyse
anatomopathologique du fémur gauche en coloration & 'Hématoxyline-Phoxine-Safran
(D) retrouvant deux infiltrats plasmocytaires (E et G) séparés par de la moelle saine

(F)

-csn

% B A
20%IDig i 20%ID/g 15%ID/g

"

0% ID/g 0% ID/g 0% ID/g

Figure 13: Imagerie par bioluminescence (A), TEP-FDG (B), TEP au %4Cu-TE2A-9E7.4
a 2h (C) et 24 h post injection (D) montrant des fixations dans le crane, le sacrum et
l'aile iliaque gauche (Les tumeurs sont indiquées par les fleches).

L'imagerie TEP réalisée a 2h et 24 h PI de %CuCly a montré, comme pour
I'imagerie TEP chez les souris du modéle SC, une intensité de fixation élevée
hépatique et rénale & tous les temps. Concernant la fixation tumorale, cette derniére
était peu marquée, avec un contraste moindre que sur les images TEP-FDG (Figure

14) voire inexistante (Figure 15).
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Figure 14: Imagerie par bioluminescence (A), TEP-FDG (B), TEP au %4CuCl; a 2h (C)
et 24 h post injection (D) montrant des fixations dans le crane (Les tumeurs sont
indiquées par les fleches).

Figure 15: Imagerie par bioluminescence (A) et TEP-FDG (B), montrant des fixations
dans les deux fémurs (les tumeurs sont indiquées par des fleches). Aucune absorption
significative n'a été observée sur les images TEP 2 h (D) et 24 h (F) aprés 'injection de
64CuCly. Images sagittales représentatives du fémur gauche en imagerie TEP (C, E, G).

Histologie

Des tumeurs représentatives SC et deux fémurs ont été collectés pour analyse
morphologique. L'analyse des tumeurs SC a révélé de nombreux plasmocytes
atypiques et de grande taille. L'analyse morphologique des fémurs a montré une
moelle osseuse riche et normale dans le fémur considéré comme négatif sur les images
TEP au %Cu-TE2A-9E7.4. Le fémur considéré comme positif sur les images TEP au

64Cu-TE2A-9E7.4 a montré une moelle osseuse sensiblement normale entourée de
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deux infiltrats cellulaires dont la morphologie et les caractéristiques sont similaires

& celles de la tumeur SC.

Discussion

Comme nous l'avons précédemment vu, le MM semble étre une pathologie
candidate pour I'imunoTEP ™. Bien que les données récentes de la littérature
suggérent que la TEP-FDG soit une technique prometteuse pour 1’évaluation du
MM avec une valeur tant diagnostique que pronostique, le développement d'un
traceur plus spécifique du myélome semble intéressant. Ce travail démontre pour la
premiére fois l'efficacité de I'immuno-TEP anti-CD138 et du %/CuCls pour détecter

les 1ésions MM dans un modéle préclinique.

La précédente partie a démontré la fixation significative du Cu-TE2A-9E7.4
chez des souris porteuses de tumeurs SC de MM. Dans cette seconde étape, nous
avons cherché & évaluer ce traceur dans un modéle orthotopique. Comme représenté
dans les Figure 12 et Figure 13, les images réalisées 24h PI de %Cu-TE2A-9E7.4 ont
montré un excellent contraste tumoral pour la détection des lésions disséminées. La
TEP au “Cu-TE2A-9E7.4 a semblé présenter de meilleures performances et obtenir
de meilleures résolutions en contraste que la TEP-FDG. En effet, en TEP-FDG,
malgré les précautions prises en terme d’anesthésie et de chauffage pour réduire le
métabolisme cellulaire 17176 il a persisté un bruit de fond important expliqué par
I'activité métabolique résiduelle des cellules notamment musculaires. De plus, la
TEP-FDG présentait beaucoup plus de fixations non spécifiques (musculaire et
graisses brunes). Enfin, une lésion cranienne observée en bioluminescence a été
retrouvée chez une souris en TEP au %Cu-TE2A-9E7.4 et non visible en TEP-FDG
(Figure 13). Des études de sensibilité et spécificité n’ont néanmoins pas pu étre
réalisées devant les performances relatives de la bioluminescence. En effet, comme
démontrée lors de ’étude de tumeurs sous-cutanées en bioluminescence par Klerk et
al, la détermination de la masse tumorale absolue est rendue difficile, d’une part par
I’extinction de la bioluminescence par les composants des tissus, d’autre part par
I’absence de localisation exacte des lésions tumorales en raison de la résolution

spatiale limitée !"7. Deux hyperfixations pathologiques (Figure 12) ont par ailleurs
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été comparées & une analyse anatomopathologique, seul réel examen de référence,

confirmant 1'excellente sensibilité et spécificité du *Cu-TE2A-9E7.4 dans le MM.

Cette bonne performance est particuliérement soulignée par le modéle murin
utilisé. En effet, dans la littérature, I'utilisation répandue de modéles de xénogreffes
sous-cutanées permet habituellement d'évaluer facilement la charge tumorale. Les
fixations physiologiques observées dans les organes de clairance tels que le foie et les
reins sont théoriquement un inconvénient majeur de l'utilisation d'un modéle de
tumeurs syngéniques et orthotopiques car pouvant potentiellement masquer des
tumeurs disséminées. De plus, 1'utilisation d'un modéle syngénique permet d'accéder
a la distribution réelle du vecteur, qu'il soit lié a la fixation épitopique ou a la fixation

due au fragment Fc, complexifiant I’analyse des données de biodistribution.

Cette étape a également permis d’étudier un éventuel relargage du cuivre sous
forme Cu?*. Etant donné I'impossibilité d’injecter du cuivre sous la forme cationique,
nous avons choisi d’injecter aux souris du cuivre sous forme 4CuClsy afin d’étudier
le devenir du métal in vivo. Il a d’ailleurs été récemment démontré que le %4Cu sous
sa forme ionique pouvait étre utilisé directement comme sonde pour l'imagerie TEP
de divers types de cancers 7. Il est intéressant de noter que le MM pourrait encore
une fois étre un bon candidat; un chélateur du cuivre, ’ATN-224, induisant une
mort cellulaire programmée dans les cellules de MM et soulignant le role essentiel de
cet ion dans cette pathologie "8, Notre étude est, & notre connaissance, le premier
rapport qui explore le potentiel du *CuCly pour l'imagerie du MM. Les résultats des
études de biodistribution et des images TEP ont révélé une absorption significative
du %CuCls dans les tumeurs SC de MM. Le %CuCls a effectivement montré une
accumulation rapide dans les tumeurs SC qui a légérement diminué avec le temps.
Des résultats similaires ont déja été rapportés dans divers modéles murins de cancers
tels que le mélanome, le cancer colorectal, le cancer de la prostate, avec des valeurs
d'absorption ou des cinétiques hétérogenes 1017173179181 T 'ahsorption du 4CuCls
par les tumeurs est effectivement trés variable, dépendant du profil des divers
transporteurs, protéines-chaperonnes et molécules de liaison du cuivre et non
simplement du niveau d'expression de Ctrl (Copper transporter 1 protein), comme
'ont démontré certains chercheurs!™180, Avec une absorption de 7,47 + 2,52 % DI/g
a 2 h PI, les performances du %CuCls dans notre étude semblent similaires aux

expériences  réalisées sur des xénogreffes de mélanome, rapportées
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précédemment! 7182, Une absorption relativement élevée du %CuCls a également été
observée dans des organes non cibles comme le foie, les reins, les poumons, l'intestin
et l'estomac. Ces résultats concordent avec les conclusions de la littérature '72.
Néanmoins, comparativement aux données obtenues avec I’AcM Cu-TE2A-9E7 .4,
la fixation hépatique et digestive du %4CuCls était plus importante (respectivement
pour le foie, 13,48 + 1,13 % DI/g a 24h PI de %“CuCla et 9,04 + 0,36 % DI/g a 24 h
PI du %Cu-TE2A-9E7.4). L’analyse des données des différentes imageries, de la
biodistribution et de l’autoradiographie Beaver a également montré une
hyperfixation tumorale nettement supérieure sur les images au Cu-TE2A-9E7.4
avec un rapport tumeur/bruit de fond plus important. On visualise aussi une
variation de ce rapport, avec une tendance & ’augmentation entre 2h et 24h pour

les tumeurs imagées au %“Cu couplé a I'anticorps anti-mCD138 et une diminution

pour les tumeurs imagées au %CuCl,.

De méme, les performances du 5*CuClz ont montré leur limite dans le modéle
orthotopique et la détection des lésions osseuses disséminées. En effet, méme si la
plupart des tissus (comme les os et le cerveau) présentaient une absorption
relativement faible du CuCly, le rapport tumeur/sang et donc le contraste restait
faible avec des performances méme inférieures & la TEP-FDG. Ainsi, bien que
I'exploration du métabolisme du cuivre comme biomarqueur d'imagerie dans le MM
semble intéressante, le 64CuCly n’apparait pas comme un radiotraceur efficace dans

cette pathologie. Tout le contraire du Cu-TE2A-9E7 4.

Conclusion

Cette seconde étape a permis de valider les études de biodistribution du systéme
61Cu-TE2A-9E7.4 et de mettre en évidence les performances de la TEP avec 'anti-
mCD138 marqué au %Cu par rapport au FDG ou au %CuCly. Le potentiel de ce
dernier traceur pour l'imagerie TEP du MM reste incertain. La trés bonne sensibilité
de 'immunoTEP avec le %Cu-TE2A-9E7.4 en fait une piste de recherche a
développer en clinique. Néanmoins, du fait du tropisme hépatique du cuivre et de la
potentielle présence de cuivre libre, il parait essentiel de développer un nouvel agent
chélatant ou d’essayer le marquage d’un autre radioisotope peut-étre & demi-vie plus

longue, afin de minimiser l'impact de ces derniers. En effet, 'utilisation d’une
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immunoglobuline intacte permet théoriquement de réaliser des images plusieurs jours
aprés l'injection du traceur et le 89Zr avec sa période de plusieurs jours parait adapté

183,184 " Cette hypothése sera explorée dans ’étape suivante.
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Troisieme Chapitre - Etude de comparaison des immuno-
TEPs avec I’Ac anti-mCD138 pour la détection du MM dans un
modéle murin syngénique (C57BL/KaLwRij et cellules 5T33) en
implantation sous-cutanée et systémique, radiomarquées au 4Cu
ou 897r.

Introduction

Comme nous l'avons vu précédemment, pour I'immuno-TEP, le choix du
radionucléide reste une question fondamentale®>. Combinant des demi-vies
appropriées pour la biodistribution des AcM et des propriétés d'émission favorables
pour l'imagerie TEP, le %4Cu et le 8Zr ont monopolisé 1'attention des équipes de
recherche durant la derniére décennie avec un avantage pour le second en terme de

183,185

nombre d'études . Cependant, la libération de 8Zr par le radiotraceur, rapportée

par certains, peut représenter un inconvénient pour l'imagerie des lésions osseuses!!3
et donc pour l'évaluation du MM. En paralléle, le tropisme hépatique du %Cu est
également un inconvénient. Dans ce travail, un nouveau traceur basé sur le 9K7.4
marqué au ¥Zr a été évalué en utilisant la desferrioxamine B (DFO) comme agent
chélateur. Ces résultats ont été comparés a ceux de la TEP-FDG et a 1'imagerie par
bioluminescence comme standards et a ceux de l'imagerie TEP a 1'oxalate de %Zr
comme contrdle de la libération potentielle de 89Zr par le chélateur. De plus, afin

d’évaluer le radioimmunotraceur anti-CD138 optimal, nous avons comparé ces

données a celles obtenues dans les Chapitres 1 et 2.

M atériels et Méthodes

Lignées, cultures cellulaires et modeéle animal:

La méme lignée cellulaire de myélome multiple murin 5T33-luc(+), la méme
espéce de souris femelles C57BL /KaLwRij et les mémes modéles que précédemment

décrits ont été utilisés. Douze souris ont été greffées en SC et sept souris en IV.
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Traceurs

Trois traceurs ont été utilisés : le FDG, le 8Zr-DFO-9E7.4 et 'oxalate de 8Zr.

Préparation du $Zr-DF0-9E7./

Le DFO est I’agent chélatant le plus couramment utilisé dans les études sur les
radio-immunoconjugués  marqués au  ¥Zr. Le  P-isothiocyanatobenzyl-
desferrioxamine B (DFO-SCN) a été acheté a Macrocyclics (Dallas, Etats-Unis). Le
DFO-9ET7.4 a été préparé conformément aux protocoles publiés'®® en conjuguant le
DFO-SCN au 9E7.4 AcM pour ensuite chélater le 8Zr (t12 = 78.4 h ; B+, 22.7%, Ef
+ max = 897 keV). Briévement, un échantillon de 4 mg/mL de 9E7.4 a été préparé
dans une solution saline de tampon borate (0,3 M, pH 9,0). Le DFO-SCN
fraichement dissous dans du diméthylsulfoxyde a été ajouté au mélange avec un
rapport molaire AcM:chélateur de 1:5. La conjugaison s'est déroulée pendant 3 h &
température ambiante sur un bloc agitateur. Le DFO-9E7.4 a été purifié de 1'excés
de DFO-SCN par dialyse membranaire a 50 kDa Amicon®) Ultra-15 (Merck
Millipore, Darmstadt, Allemagne) avec 0,25 M de tampon acétate de sodium (pH

5,5) comme tampon de dialyse et concentré a 1,5 mg/mL.

Pour le marquage du ¥Zr, sous agitation constante, 185 MBq d’oxalate de %Zr
ont été ajustés a un pH de 7,2 dans un tampon HEPES (0,5 M) et NaxCO3 (2 M).
Enfin, 330 pL. de DFO-9E7.4 (1,5 mg/mL) ont été ajoutés et le pH a été réajusté a
7,5 a l'aide du tampon HEPES (0,5 M). Le mélange a été incubé a température
ambiante pendant 60 minutes. La pureté radiochimique a été déterminée par
chromatographie sur couche mince ITLC-SG a l'aide d'un tampon citrate (pH 4,5 ;
0,1 M) et était de 93,8%. L'immunoconjugué a donc été ensuite purifié par
chromatographie d'exclusion & l'aide d'une colonne PD-10 (Sephadex G25, GE
Healthcare, Chicago, Illinois, Etats-Unis). La pureté radiochimique a finalement été
réévaluée par ITLC-SG. L'immunoréactivité de 3¥Zr-DFO-9E7.4 a été déterminée a
l'aide de billes magnétiques (Pierce, Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts,
Etats—Unis) marquées avec un peptide de 40 acides aminés reconnu par l'anticorps
9E7.4 conformément au protocole du fournisseur. La pureté radiochimique et
I'immunoréactivité étaient respectivement de 98 % et 80 + 5 %. A la fin du
radiomarquage, 1'activité spécifique du ¥Zr-DFO-9E7.4 était de 5 + 0,8 MBq/100pL
(116 + 13 MBq/mg).
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Préparation de l'ozxalate de 89Zr

L'oxalate de ¥Zr fourni a été neutralisé avec du NapCO3z (2 M) et dilué avec une
solution saline (NaCl a 0,9%) pour obtenir une concentration finale d'oxalate de 10

mM.

Déroulement de l'étude in vivo

Le protocole est représenté dans les Figure 16 et Figure 17.

i ® Suivi tumoral clinique et par bioluminescence

e et
I 1

| I I '

JOo J24 J34-35-36
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e e i ; 1 ® Acquisitions TEP 24h, 48h et 72h p.i.

= 12 Souris femelles C57BL/KalwRij
C578BL/KalwRij = Greffes syngéniques SC de = Acquisitions TEP 1h post-injection

= Greffes syngéniques IV cellules 5T33-luc(+). : = Injection®Zr-DFO-9E7.4 ou oxalate de 87Zr
de cellules ST33-UC(#). | tocommmoo oo !

= |njection '8F-FDG
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Figure 16: Protocole expérimental de I’évaluation de la biodistribution de I’AcM anti-
mCD138 couplé au 89Zr vs FDG et Oxalate de 89%Zr

Pour le modéle SC, neuf souris ont été imagées au FDG puis avec P’AcM 37Zr-

DFO-9E7.4 et trois avec le FDG puis I'oxalate de 8Zr.

Pour le modéle orthotopique, cing souris ont été imagées avec le FDG et ’AcM
897r-DFO-9ET7.4. Deux souris ont bénéficié d’'une TEP-FDG et d’'une TEP au %Cu-
TE2A-9E7.4 au cours d'une premiére session, puis une semaine plus tard d’une

nouvelle TEP-FDG et d’'une TEP au 89Zr-DFO-9E7.4.

Une souris sans greffe a été imagée avec de 1'oxalate de ¥Zr comme témoin.
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i\ m 2 Souris femelles

: C57BL/KalwrRij = Acquisitions TEP 1h post-injection = Acquisitions TEP 1h post-injection
1w Greffes syngeniques IV ® Injection $4Cu-TE2A-9E7.4 ® Injection #Zr-DFO-9E7.4
de cellules 5T33-luc(+).

e el '+ = Acquisitions TEP 24h post-injection How Acquisitions TEP 24h post-injection

= |njection '8F-FDG iI = Injection 'F-FDG

Figure 17: Protocole expérimental de ’évaluation de la biodistribution d'AcM anti-
mCD138 couplés au 64Cu et 39Zr vs FDG

Imagerie

Les protocoles d’imagerie sont les mémes que décrits précédemment. Seules les

différences sont détaillées ci-aprés.
TEP au %9Zr-DFO0-9E7.4 et a l'ozxalate de %Zr

Pour les études de TEP avec le %Zr, des protocoles d’imagerie similaires a ceux
précédemment décrits ont été suivis sauf que l'imagerie a eu lieu 24 h, 48 h et 72 h
PI. Compte tenu de la longue demi-vie physique du %Zr et de la distribution
progressive des radio-immunoconjugués, aucune imagerie précoce n’a été réalisée.
Chaque souris a été injectée par voie intraveineuse avec 5 MBq de radiotraceur (*Zr-
DFO-9E7.4 ou oxalate de %Zr) dans un volume de 100 yL via une veine arriére
latérale. Selon la désintégration du 3Zr, 'activité spécifique au moment de 1'injection

était comprise entre 116 MBq/mg et 180 MBq/mg pour le ¥Zr-DFO-9E7 4.
Etude de biodistribution

Le déroulement des études de biodistribution a déja été décrit. Ces derniéres ont
été réalisées chez toutes les souris porteuses de tumeurs SC aprés I'imagerie TEP au
897Zr (n = 3 pour chaque groupe) : & 24 h et 72 h PI pour le ®Zr-DFO-9E7.4 et a 24
h PI pour l'oxalate de %9Zr.

Cryostat et Autoradiographie

Des fémurs de souris greffées IV et de la souris-témoin ont été prélevés puis

congelés comme précédemment décrits pour analyse en autoradiographie.

81



Analyse statistique

L'analyse statistique a été réalisée avec le logiciel GraphPad Prism version 7.00.
La significativité des différences de fixation a été évaluée a ’aide d’un test non
paramétrique de Mann-Whitney. Une valeur de p inférieure a 0,05 a été jugée

significative.

Résultats

Expériences de biodistribution ex vivo

Les résultats de la biodistribution ex vivo réalisée & 24 h et 72 h PI sont présentés
dans la figure 18. Dans 1'étude menée a 24 h PI de 8Zr-DFO-9E7.4 (figure 18A et
figure 18B) dans le modéle SC, le traceur a montré une accumulation correcte dans
les tumeurs qui a diminué & 72 h PI. Une clairance sanguine significative entre 24 h
PI et 72h PI du 3Zr-DFO-9E7.4 a été observée, entrainant une augmentation
concomitante du rapport tumeur/sang. Le radio-immunoconjugué a également
montré des doses relativement élevées dans plusieurs organes comme le foie, la rate
et les intestins. Une faible absorption musculaire a été observée a 24h et 72h PI.
Tous les autres organes présentaient des concentrations d'activité de 5 % DI/g ou
moins & 24 h avec une activité décroissante & 72 h PI. Seuls les os plats et les fémurs
ont montré une activité croissante entre 24 h et 72 h PI. Afin de controler la
libération potentielle de 3Zr, des expériences de biodistribution de I'oxalate de 89Zr
ont été effectuces a 24 h PI (figure 18C et figure 18D). Ces études ont montré une
forte fixation osseuse et relativement élevée dans plusieurs organes normaux, y

compris le sang et les tumeurs, avec un trés mauvais rapport tumeur/sang.
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Figure 18: Résultats de la biodistribution et rapports organes/sang de I’AcM 87Zr-DFO-
9ET7.4 et de l'oxalate de 39Zr chez des souris porteuses de tumeurs. Résultats de
biodistribution ex vivo (A) et rapports organes/sang (B) de 'AcM 39Zr-DFO-9ETET7.4 a
24 h et 72 h post-injection, dans le modéle de tumeur sous-cutanée (n = 3 pour chaque
groupe). Résultats de la biodistribution ex vivo (C) et rapports organes/sang (D) de
89Zr-oxalate a 24 h PI (n = 3).

Imagerie TEP

Dans le modeéle SC

In vivo, comme précédemment, le ciblage des lésions de MM par 1’AcM 39Zr-
DFO-9E7.4 a d'abord été évalué dans un modeéele SC. Les différentes séquences
d’imagerie TEP (figures 19 et 20) ont confirmé les données de biodistribution et aidé
a visualiser les distributions in vivo de ’AcM 39Zr-DFO-9E7.4 dans le temps. Sur les
images TEP obtenues a 24 heures PI, les tumeurs SC étaient clairement visibles avec
le 8Zr-DFO-9E7.4 (figure 19A) tout en présentant une fixation trés modeste avec

I'oxalate de 8Zr (figure 19C), le FDG étant utilisé comme témoin (figure 19B). La
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figure 20 illustre la décroissance progressive du contraste des tumeurs SC de 24 h
PI, 48 h PI a 72 h PI et l'augmentation notable de I'absorption osseuse
(prédominante sur les articulations coxo-fémorales, épaules et genoux). Une
augmentation des fixationq hépatique, splénique et digestive était observée au cours
du temps. En raison de cette accumulation de ¥Zr sur les os, significative dés 48 h
PI, le point de 24 h PI semble étre le meilleur temps pour l'imagerie immuno-TEP

avec ce radio-immunoconjugué.

Figure 19: Imagerie TEP aprés injection de 39Zr-DFO-9E7.4 (A), FDG (B) et oxalate de
89Zr (C) chez des souris porteuses de tumeurs SC. (Les tumeurs sont indiquées par des
fleches rouges)
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Figure 20: Imagerie TEP a4 24 h (A;D), 48 h (B;E) et 72 h (C;F) post-injection de 89Zr-
DFO-9E7.4 dans le modéle SC (Les tumeurs sont indiquées par des fleches rouges, et les
fixations osseuses non spécifiques par des fleches vertes)

Dans le modele orthotopique

Les souris injectées par voie IV ont développé des lésions dans le crane, la colonne

vertébrale, le sacrum, les ailes iliaques et les membres.
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L'imagerie TEP PI de ¥Zr-DFO-9ET7.4 a été effectuée a 24 h, 48 h et 72 h (figure
21). En plus des fixations physiologiques également observées dans le modeéle SC, les
lésions osseuses étaient facilement identifiables présentant d'excellents rapports
tumeur/bruit-de-fond. L'imagerie TEP avec PAcM %Zr-DFO-9E7.4 a permis de
détecter toutes les 1ésions observées sur l'imagerie par bioluminescence. Un contraste
élevé était observé a tous les temps d’imagerie, mais, comme dans le modéle SC, les
images TEP réalisées & 24 heures PI semblaient moins génées par les fixations

osseuses aspécifiques (Figure 21).
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Figure 21 : Imagerie par bioluminescence (A) et Imagerie TEP 24 h (B;E), 48 h (C;F)
et 72 h post injection (D;G) de $9Zr-DFO-9E7.4 dans le modeéle disséminé
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Focus sur le compartiment osseux

La fixation osseuse du %7Zr a été étudiée plus en détail dans un groupe
représentatif de souris présentant des lésions fémorales, imagées & 24h PI et 48h PI,
(figure 22). Les deux fémurs de chacune des souris ont été prélevés et des acquisitions
autoradiographiques ont été effectuées. Une accumulation d'activité a été observée
sur les images de TEP et d'autoradiographie dans les constituants minéralisés des
os (os compact et épiphyses) avec des intensités similaires entre ’AcM *Zr-DFO-
9E7.4 a 48h PI et 'oxalate de 8Zr. Cette forte affinité apparente du ¥Zr pour les os
et les articulations a clairement entravé la bonne visualisation des lésions de MM
dans le compartiment cellulaire de la moelle osseuse, a 48 h PI comparativement aux

images réalisées a 24 h PI (Figure 22).
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Figure 22: Imagerie TEP et acquisitions d'autoradiographie numérique réalisées sur des
femurs de souris imagés au 89Zr-DFO-9E7.4 ou oxalate de 39Zr. Imagerie TEP 24h (A)
et 48h (B) apres l'injection de 89Zr-DFO-9ETE7.4 de souris montrant des lésions
fémorale gauches. Imagerie TEP 24h apres injection d’oxalate de 89Zr (C). Acquisitions
en autoradiographie numérique réalisées sur les fémurs des souris (D).
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La figure 23 illustre la modification du contraste observé dans le modéle
orthotopique visible pour certaines souris dés 24h PI. En effet, I'imagerie TEP a 24h
PI de 8Zr-DFO-9E7.4 des souris présentées sur les Figure 23B, Figure 23C, Figure
23E, et figure 23F a montré des fixations osseuses multiples correspondant & des
lésions de MM visibles par bioluminescence. Cependant, une fixation articulaire
symétrique des épaules et genoux a également été observée (Figure 23E et figure
23F.), correspondant a des foyers osseux faussement positifs dus & la présence de

89%7r libre.
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Figure 23: Modification du contraste dans le modéle disséminé imagé avec 'AcM 89Zr-
DFO-9E7.4 a 24h. Imagerie par bioluminescence (A) révélant des lésions dans les deux
féemurs. Images TEP 24 h aprés l'injection de 89Zr-DFO-9E7.4 (B et C) montrant une
fixation de ces mémes lésions dans les deux fémurs. Imagerie par bioluminescence (D)
révélant des lésions dans le sacrum, le fémur gauche et les deux ailes iliaques. Images
TEP 24 h apreés l'injection de 89Zr-DFO-9E7.4 (E et F) montrant une fixation
correspondante dans le sacrum, le fémur gauche et les ailes iliaques. De multiples foyers
osseux faussement positifs ont également été observés (indiqués par des fléches vertes).

Comparaison des deur radio-immunoconjugués

Sur les mémes souris

Afin de déterminer le meilleur radio-immunoconjugué dans le cadre de l'imagerie
TEP antiCD138 de lésions de MM, le 9E7.4 marqué au ¥Zr et celui marqué au %Cu
ont été comparés. L’AcM Cu-TE2A-9E7.4, d'abord, puis ’AcM #¥Zr-DFO-9E7.4,
sept jours plus tard, ont été utilisés pour une série d’imagerie chez deux souris. Des
images avec un excellent contraste tumoral ont été obtenues (Figure 24). Les images

TEP ont été réalisées 24 h PI, ce délai apparaissant optimal pour les deux traceurs.
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Les deux traceurs TEP ont permis la détection de toutes les lésions observées par
bioluminescence. Une lésion du crane d’une des 2 souris a été visualisée sur 'imagerie
TEP avec 'AcM %Cu-TE2A-9E7.4, (Figure 24.E), non retrouvée sur les images
TEP-FDG (Figure 24.B). Cette lésion était identifiable sur I'imagerie TEP PI de
897r-DFO-9E7.4 avec un contraste tumeur/tissu normal plus élevé. Ceci s’explique
probablement par une progression tumorale dans l'intervalle de sept jours séparant
les deux immuno-TEP; progression illustrée par la visualisation de ['atteinte

cranienne sur les deuxiémes images de TEP-FDG (Figure 24.F).
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Figure 24: Comparaison d’imagerie TEP avec les AcM 64Cu-TE2A-9E7.4 et 89Zr-DFO-
9E7.4. Imagerie par bioluminescence (A) révélant des lésions de la colonne vertébrale et
de 1'aile iliaque gauche. TEP-FDG (B; C) et imagerie TEP a 24 h post-injection de
64Cu-TE2A-9E7.4 (D;E), réalisées 33 jours apreés injection des cellules de myélome
multiple. TEP-FDG (F;G) et imagerie TEP a 24 h post-injection de 89Zr-DFO-9E7.4
(H;I), réalisées 40 jours aprés injection des cellules. Les lésions identifiables ont été
repérées par des fléches rouges dans le crane, la colonne vertébrale et 1'aile iliaque
gauche.
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Entre les expérimentations des Chapitres 2 et 3.

Malgré des intensités de fixation similaires sur les tumeurs et organes, quelques
différences dans la métabolisation des AcM marqués au %Zr ou au %*Cu ont été
observées a 24h PI, comme le montrent les données de biodistribution (Figure 25),
extraites des Figure 6 et Figure 18. L’AcM 3Zr-DFO-9E7.4 a effectivement montré
des activités discrétement supérieures a celles du “Cu-TE2A-9E7.4 dans le foie
(13,92 + 1,36 % DI/g contre 9,04 £ 0,36 % DI/g, respectivement, a 24 h PI ; p =
0,133 ; test non paramétrique) et une accumulation plus importante dans les os (3,1
+ 1,15 versus 1,48 + 0,29, respectivement, & 24 h PI ; p = 0,006 ; test non
paramétrique), la rate et le sang. Il en a résulté des ratios tumeurs/sang nettement
plus élevés pour I'immunoconjugué marqué au %Cu (4,08 + 1,09 contre 1,42 + 0,24,
respectivement, pour le *Cu-TE2A-9E7.4 et le ¥Zr-DFO-9E7.4 4 24 h PI ; p =
0,0391 ; De des
significativement plus élevés étaient observés avec le 4Cu-TE2A-9E7.4 (Figure 26)

(8,59 + 3,64 pour le “Cu-TE2A-9E7.4 4 24 h PI contre 4,13 + 1,06 et 1,35 + 0,32

test mnon paramétrique). méme, rapports tumeurs/os

pour le ¥Zr-DFO-9E7.4 & 24 h et 72 h PI respectivement ; p = 0,0127 ; test non
paramétrique).
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Figure 25: Résultats de la biodistribution (A) et rapports organes/sang des AcM 89Zr-
DFO-9E7.4 et 64Cu-TE2A-9E7.4 (B) chez des souris porteuses de tumeurs. (n = 3 pour
chaque groupe). Les valeurs sont exprimées en pourcentage de la dose radioactive
injectée par gramme de tissu (% ID/g) et présentées en moyenne + écart-type.
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Biodistribution **Zr-DFO-9E7.4 (24h and 72h PI)
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Figure 26: Rapports tumeurs/os de 89Zr-DF0O-9E7.4 et 64Cu-TE2A-9E7.4. dans le modéle
tumoral sous-cutané (n = 3 pour chaque groupe).

Discussion

Au cours des derniéres années, 'immunoTEP s'est imposée comme un outil
prometteur de la médecine personnalisée dans le contexte des stratégies de
traitement multimodal®?. Dans ce contexte, les propriétés favorables du 8Zr pour
l'imagerie des AcM ont entrainé un intérét croissant pour cet isotope et son
utilisation!®3. Nous avons évalué dans ce travail les performances de cet isotope
comme alternative au %Cu pour I'imagerie des lésions de MM avec 1’anti mCD138

9E7 4.

Cette étude a montré que 'AcM ¥Zr-DFO-9E7.4 se liait efficacement aux
tumeurs exprimant CD138 et permettait l'acquisition d'une imagerie TEP
satisfaisante dans notre modéle murin syngénique. Le radio-immunoconjugué
affichait de bonnes propriétés de ciblage, permettant une bonne résolution en
contraste dés 24h PI. Les images ont montré d'excellents rapports tumeur /bruit-de-
fond et bien que le contraste ait diminué a 48h PI et 72h PI, les tumeurs restaient
clairement visibles avec le 8Zr-DFO-9E7.4. Les données de biodistribution

concordaient bien avec ces résultats issus de la TEP et montraient une fixation
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tumorale maximale de PAcM #Zr-DFO-9E7.4 a 24h PI (12,47 + 4,77 % DI/g) qui
diminuait avec le temps. Dans l'ensemble, le %Zr-DFO-9E7.4 présentait une
accumulation nettement plus faible dans les tissus non cibles avec une activité
décroissante & 72h PI, sauf dans le foie, qui affichait la deuxiéme activité la plus
intense a 24h PI (13,92 + 1,36 % DI/g) et des temps de résidence supérieurs. Seuls
les os plats (2,97 £ 1,07 % ID/g a 24h Pl et 3,43 + 1,12 % ID/g a 72h PI) et les
féemurs (3,22 + 1,38 % ID/g a 24h PI et 3,30 £ 0,70 %ID/g & 72h PI) ont montré
une activité croissante entre 24h et 72h PI. De telles observations n'avaient pas été
notées avec le % Cu-TE2A-9E7.4 et sont cohérentes avec certaines études précliniques

décrivant la transchelation progressive in vivo du ¥Zr dans le temps!!3.

A ce jour, le DFO est le chélateur le plus couramment utilisé dans les études sur
les radio-immuno-conjugués marqués au #7Zr 183186 Cependant, malgré la bonne
stabilité du complexe 3Zr-DFO sur une courte période de temps dans les études
précliniques, des délais de circulation in vivo prolongés entrainent une libération
substantielle de #¥Zr du DFO et une augmentation de la fixation a 1’os du 8Zr 13187
19 Comme le montrent les images TEP, des dépots osseux de Zr ont été observés
de fagon marquée aux épiphyses des humérus, des tibias et des fémurs & 48 h PI et
72 h PI (figures 20 et 21), mais aussi dés 24h PI. En effet, en raison d'une forte
affinité pour le phosphate, le 8Zr est incorporé a 1'hydroxyapatite, aux phosphates
constitutifs des os et particuliérement dans les épiphyses ou la formation osseuse est

13,191 Ceci est illustré par la TEP et l'imagerie par autoradiographie

plus active
(Figure 22) ou départager visuellement 1'os minéralisé du compartiment médullaire
présentant les lésions tumorales semblait moins évident & 48 h PI qu’a 24 h PI. Les
images TEP avec 'AcM 8Zr-DFO-9E7.4 se « transforment » ainsi lentement mais
stirement en images TEP a loxalate de ®Zr avec le temps. Or, la stabilité des
isotopes aprés chélation et le devenir des radionucléides libres sont des questions
fondamentales pour la sélection des isotopes dans la conception d'un radiotraceur!'?2.
En effet, la dissociation du complexe 8Zr-DFO pourrait nettement réduire 1'efficacité
de 'immuno-TEP pour l'imagerie des 1ésions osseuses, la fixation non spécifique du
8971 libre aux sites de renouvellement osseux pouvant induire de faux positifs osseux.
Cet inconvénient est notamment illustré a la Figure 23, ot de multiples foyers osseux

faussement positifs sont observés.
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Ainsi, bien que le 3Zr posséde un grand potentiel, cet isotope apparait
actuellement limité pour les études précliniques et la transition en clinique
notamment dans l'exploration des patients atteints de MM. Dans les modéles
oncologiques murins, de nombreuses métastases surviennent dans les métaphyses et
les épiphyses des os longs. Ces sites conjuguent en effet, un remodelage osseux actif
et un flux sanguin élevé avec des sinusoides fenestrées qui prédisposent &
'embolisation et la croissance des cellules tumorales'?3194, La fixation du 8Zr libre
préférentiellement sur ces sites a également un impact direct sur l'immuno-TEP et
son utilisation en tant que compagnon & la planification thérapeutique. De multiples
études précliniques ont ainsi rapporté 1'utilisation d'AcM marqués au ¥Zr avec des
doses élevées retrouvées dans le compartiment osseux, ce qui (bien que non
systématiquement décrit ou commenté) a clairement modifié l'interprétation des
images TEP 188 190,195,196 (Ceg résultats sont également en accord avec les données
issues de la littérature sur l'utilisation de l'immuno-TEP avant la RIT avec une
grande disparité rapportée entre la distribution des conjugués 39Zr et des conjugués
RIT124197.198  Sangs parler du fait que ces études précliniques ont été réalisées dans
des modeéles de xénogreffes de tumeurs humaines qui surestiment généralement
I'absorption tumorale, ces derniéres étant la seule source d'expression de l'antigéne

par opposition au modéle murin syngénique.

En ce qui concerne les données cliniques, la plupart des études ne rapportent que
de minimes fixations & l'os. Le remaniement osseux physiologique chez 1'homme
étant significativement plus lent que chez les rongeurs, la libération de 3Zr ne semble
pas empécher 1'utilisation de ce radionucléide chez les patients 199202, Toutefois, des
travaux récents faisant état d'un taux élevé de foyers faux-positifs osseux avec
l'utilisation de trastuzumab marqué au %Zr chez des patientes atteintes d'un cancer

203,204

du sein laissent planer le doute sur lintérét de ce couple

radionucléide/chélateur.

Dans cette étape, les AcM %Cu-TE2A-9E7.4 et %Zr-DFO-9E7.4 ont été
également directement comparés afin de choisir le meilleur traceur. Comme vu
précédemment, le 8Zr et le 54Cu libres s'accumulent respectivement dans les os et le
foie. Pourtant, la synthése de nos données montre des activités similaires de 9E7.4
marqués au ¥Zr et au Cu dans le foie (13,92 £+ 1,36 % DI /g contre 9,04 + 0,36 %

DI/g, respectivement, a 24 h PI), voire méme un peu supérieures pour le #7Zr. Ce
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résultat semble concorder avec les chiffres rapportés sur la fixation classique des
AcM de type IgG aux récepteurs Fcy associée au catabolisme hépatique
physiologique des IgG 164165 La responsabilité du cuivre libre dans la fixation hépato-
digestive observée apparait également selon ces données moins franche. En paralléle,
les accumulations osseuses de ¥Zr-DFO-9E7.4 étaient supérieures a celles de 54Cu-
TE2A-9E7.4 (3.1 £ 1.15 contre 1.48 + 0.29, respectivement, & 24 h PI ; p = 0.0061
; test non paramétrique) alors que le contraire était observé a 24 h PI pour le ratio
tumeur /sang (1.42 + 0.24 contre 4.08 £+ 1.09 ; p = 0.0.0391 ; test non-paramétrique).
En ne tenant compte que de ces facteurs, le 9E7.4 marqué au %4Cu semble étre le
meilleur traceur pour l'imagerie immuno-TEP. Cette conclusion est en accord avec
la seule autre étude qui a comparé directement ces deux radionucléides dans un
modéle préclinique®®, mais aussi avec deux travaux récents décrivant le
développement de deux traceurs pour 'immuno-TEP utilisant 1'anticorps humain
CD38 daratumumab marqués au 37Zr? et au *Cu?”, respectivement, dans des
modéles murins de xénogreffe. Méme si différentes méthodologies étaient appliquées,
le radioimmunoconjugué marqué au %Cu semble étre le meilleur choix. Le
développement d'un meilleur agent chélateur du 8Zr, tel que décrit dans une étude

récente de Heskamp et al?’8, pourrait changer ce classement a 1'avenir.

Conclusion

Dans cette étude, nous avons démontré que des anticorps anti-CD138 marqués
au 54Cu et au 8Zr étaient capables de détecter les lésions de MM dans des modéles
murins SC et IV avec une sensibilité élevée, surpassant celle de la TEP-FDG. Le
radioimmunoconjugué marqué au %Cu semble étre le meilleur de ces 2 traceurs, la
stabilité du couple 3Zr-chélateur compromettant les performances de 1’exploration
du compartiment ostéo-médullaire, primordiale dans ce modéle néoplasique. Le
développement de nouveaux chélateurs du 89Zr permettra peut-étre de faire évoluer

208,209

cette situation dans les années & venir L'anticorps %4Cu-anti-CD138 apparait

donc comme un nouvel agent radiopharmaceutique prometteur en immunoTEP du

MM.

Toutefois, afin d’optimiser au mieux les performances de cette imagerie, il

apparait nécessaire d’essayer de diminuer les fixations physiologiques extra-
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tumorales de ce traceur. Comme vu précédemment, ’expression de CD138 par les
membranes des hépatocytes et le catabolisme des IgG semblent des explications
plausibles a ce bruit de fond sur I'imagerie TEP. Cette optimisation et notamment

I'impact d’une dose de pré-charge seront évalués dans le prochain chapitre.
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Quatriéme Chapitre — Optimisation de I'immuno-TEP avec
I’Ac anti-mCD138 pour la détection du MM dans un modéle
murin syngénique (C57BL/KaLwRij et cellules 5T33) : Etude de
I’apport d'une dose de pré-charge.

Introduction

Comme nous l'avons vu lors des précédents chapitres, 'AcM 9E7.4 couplé au
64Cu a montré de bonnes performances pour la détection des lésions de MM dans un
modéle murin syngénique. Néanmoins, cette immunoTEP anti-mCD138 est
également marquée par une fixation hépatique, splénique et digestive. Ces derniéres
étant retrouvées sur les images TEP aprés injection de 9E7.4 marqué au %Zr, le
relargage de cuivre libre ne peut étre tenu comme seul responsable de cette fixation.
De méme, également partiellement visible sur les images réalisées aprés injection de
lisotype-contréle, I'expression du CD138 par les microvillosités des membranes
basales des hépatocytes n’apparait pas non plus comme la seule explication plausible.
La troisiéme hypothése considérant la fixation des AcM de type IgG aux récepteurs
Fey hépatiques et intestinaux associée au catabolisme physiologique des IgG semble
donc jouer un role prépondérant dans cette fixation. Comme rapporté plus haut,
dans la littérature, cette élimination est décrite comme « accaparant » jusqu’a 20%
des IgG totales injectées 164165 chiffres similaires a ceux décrits dans notre travail.
Dans un objectif d’optimisation de l'imagerie TEP, nous avons exploré dans ce
chapitre I'impact d’une dose de pré-charge sur I'imagerie TEP avec ’AcM 9E7.4
couplé au %Cu. En effet, il est généralement admis que l'injection d’AcM non
marqués potentialise la fixation tumorale en saturant les sites de liaison non cibles.

La validité de cette hypothése a donc été testée dans notre modéle.

M atériels et Méthodes

Lignées, cultures cellulaires et modeéle animal:

La méme lignée cellulaire de myélome multiple murin 5T33-luc(+), la méme
espéce de souris femelles C57BL/KaLLwRij et le méme modeéle SC que précédemment

décrits ont été utilisés.
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Traceur

Seul un AcM anti-CD138 marqué au %Cu a été utilisé. Afin de minimiser un
éventuel relargage de %Cu libre, et suite aux travaux de Anne-Sophie Navarro?!0211,
le chélateur TE2A a été remplacé par le p-SCN-Bn-TE1PA, ce dernier présentant
un meilleur rendement de couplage, une meilleure stabilité in vivo et aboutissant a

une meilleure immunoréactivité.

La technique de radiomarquage, similaire & celle du TE2A, a déja été décrite
précédemment. L'activité spécifique aprés purification du bioconjugué était de 108.4

MBgq/mg et son immunoréactivité était de 84.2 + 1.3 %.

Déroulement de l'étude in vivo

Le protocole initialement programmé est représenté dans la Figure 27.

= 60 Souris femelles C57BL/KaLwRij

= Greffes syngéniques SC de
cellules 5133-luc(+).

Pas d’ Injection | Injection | | Injection || Injection
injection 50 pg 100 pg 200 ug 400 ug !
de 9E7.4 de 9E7.4 | de 9E7.4 | | de 9E7.4 | | de 9E7.4 i

«froidy» «froid» «froidy» «froidy (froidy» |

1 m Acquisitions TEP 24h post-injection '
= Sacrifice
' = Biodistribution a 24h :

Figure 27: Protocole expérimental initial de ’évaluation de la biodistribution de I'’AcM
anti-mCD138 couplé au 64Cu avec pré-charge d’AcM « froids »
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--------------------- e S S
1 3 1] : :
= 15 Souris femfellfas C57BL/KalwRi } Pas d' injection Injection 50 pug de Injection 100 pg de
= Greffes syngeniques SC de 1 ' | de 9E7.4 «froidy 9E7.4 «froidy 9E7.4 «froidy

Pré-charge et injection des traceurs

Pour étudier 1'effet d'une modification de la dose d'anticorps « froids » injectée, 50
ug, 100 yg, 200 pg ou 400 pg de 9ET7.4 devaient étre injectés en pré-charge. Pour
évaluer l'effet de la variation du temps entre l'injection de 9E7.4 « froid » et
'administration de %Cu-TE1PA-9E7.4, la dose de pré-charge devait étre injectée 5
min, 1h, 4h, ou 24 h avant-injection (AI) de %Cu-TE1PA-9E7.4. Trois souris par

groupe de dose et délai, étaient prévues pour cette expérimentation.

En raison de la malencontreuse conjugaison de problémes techniques, une
modification du nombre de groupe s’est avérée nécessaire. En se basant sur les
données de la littérature et notamment les travaux de Houghton et al 22, seuls les
doses de 50 ug ou 100 ug et les délais de 4h et 24h ont été conservés. Le protocole

expérimental est représenté dans la Figure 28.

cellules 5T33-luc(+). |

‘ = 4h aprés, Injection *Cu-TE1PA-9E7.4

n | | w 24n aprés, Injection Cu-TE1PA-9E7.4

= Acquisitions TEP 24h post-injection
= Sacrifice
= Biodistribution & 24h

Figure 28: Protocole expérimental initial de I’évaluation de la biodistribution de I’AcM
anti-mCD138 couplé au 64Cu avec pré-charge d’AcM « froids »

Imagerie

Les protocoles d’imagerie sont les mémes que décrits précédemment.
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Analyse statistique

L'analyse statistique a été réalisée avec le logiciel GraphPad Prism version 7.00.
La significativité des différences de fixation a été évaluée a l'aide d'un test non

paramétrique de Mann-Whitney. Une valeur de p inférieure a 0,05 a été jugée

significative.

Résultats

Expériences de biodistribution ex vivo

Les résultats de la biodistribution ex vivo sont représentés dans les Figure 29 et
Figure 30.

=== ¥Cu-TEIPA-DET 4 (sans précharpe)
305 == "CU-TE2A-3ET 4 (50pg préchange 4h Al
=== "C-TE1PA-SET. 4 (100pg précharge 4h Al)
m— ICY-TE1PA-SET7 4 (E0pg précharge 240 Al)
m— CCU-TETFA-SET 4 [ 100pg precharge 24n Al
204
1l )
10 -
0- T
=) a2 5 T & = o o = . & 2] - Pas
) s o ) by ¥ e o o A -
& = o = q-a{o & _P-S‘ & ) % {.F'ﬁ @d‘?‘ D“Q\‘} A
¥ & o e oS o®

Figure 29: Résultats de la biodistribution de 'AcM 4Cu-TE1PA-9E7.4 avec pré-

charge chez des souris porteuses de tumeurs SC
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Figure 30: Résultats des ratios tissus/sang de ’'AcM 64Cu-TE1PA-9E7.4 avec pré-
charge chez des souris porteuses de tumeurs SC

Les données de biodistribution (Figure 29) ont permis de comparer les différentes
combinaisons de doses et délais de pré-charge par rapport a 1'absence de pré-charge
d'anticorps froids. Aucune différence significative n’a été observée entre le groupe
controle sans pré-charge et les autres groupes, quels que soient le délai ou la dose.
Les souris ayant bénéficié d’une dose de pré-charge semblaient présenter une discréte
majoration du signal sanguin associée a une diminution des ratios tumeur/sang et

foie/sang notamment pour les groupes 100pg, mais sans valeur significative.

Imagerie TEP

Les images TEP réalisées 24 h aprés injection de ’AcM 6Cu-TE1PA-9E7.4 en
fonction des combinaisons de pré-charge sont représentées dans la Figure 31. Aucune

différence significative n’a été mise en évidence.
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LA
Pré-charge 100 ug Pré-charge 50 ug Pré-charge 100 ug
Pas de Pré-charge
4h avant 24h avant 24h avant

Figure 31: Images TEP réalisées 24 h apreés injection de ’AcM 64Cu-TE1PA-9E7.4 en
fonction des combinaisons de pré-charge chez des souris porteuses de tumeurs SC

Discussion

Dans notre modeéle, contrairement aux résultats décrits par Houghton 2'2,

I’injection d’une dose de pré-charge, quels que soient le délai ou la dose, n’a montré
aucune différence significative avec l’absence de pré-charge sur les données de

biodistribution ou les images TEP.

Malgreé 1'utilisation courante de la technique de la pré-charge d'anticorps froids,
peu d’études ont finalement prouvé son bénéfice ou son explication physiologique.
Cette pratique repose en réalité sur une étude de dosimétrie de phase I/II sur
l'ibritumomab tiuxétan marqué a 1"'"In chez six patients 2!3. Chez trois de ces
patients, une pré-charge de 100 mg/m? de rituximab a été administrée, tandis que
les trois autres patients ont regu une dose de 250 mg/m?. Cette seconde option avait
finalement été retenue comme la meilleure car aucune différence n’avait été observée
en imagerie et en dosimétrie et qu'il était possible que cette dose plus élevée de
rituximab entraine une réponse clinique accrue. Cependant, dans cette étude, aucune
comparaison n'avait été faite avec la distribution sans dose de pré-charge. De plus,
cette étude a évalué l'impact d'une pré-charge avec le rituximab, un anticorps
chimérique, sur le ciblage d'un deuxiéme anticorps anti-CD20 radiomarqué,

I’ibritumomab, un anticorps murin.

D’autres travaux ont, depuis, retrouvé des conclusions intéressantes. Ainsi, en se
basant sur I’étude de Schiele et al 214, Muylle et al ont comparé les distributions du

rituximab marqué au ¥Zr avec et sans pré-charge chez des patients atteints d'une
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récidive de lymphome B CD20+ 215, Bien que cette étude ait été menée aupres d'un
petit groupe de patients, il existe des différences frappantes en ce qui concerne
l'influence de la pré-charge standard de rituximab froid (250 mg/m?). Chez les
patients présentant une déplétion en lymphocytes B, ce qui représente la majorité
des patients actuellement traités par RIT, la pré-charge de rituximab non marquée
influait négativement le ciblage des 1ésions tumorales en entrainant une saturation
partielle des récepteurs CD20 présents sur les cellules lymphomateuses. En revanche,
chez les deux patients sans altération du taux de lymphocytes CD20+ circulants, la
pré-charge de rituximab froid a entrainé une nette réduction de la dose d’irradiation
au corps entier, une réduction significative de 1'absorption de la radioactivité dans

la rate, et amélioré la fixation tumorale.

L’impact positif ou négatif de la pré-charge n’a pu étre établi dans notre modéle.
Ceci suggére probablement que la dose de pré-charge minimale requise pour voir une
saturation des antigénes cibles ou non-cibles n’a pas été atteinte et que celle-ci se
situe a une dose supérieure & 100pg d’AcM froids. Toutefois, il est important
d’émettre 2 mises en gardes. Premiérement, si la fixation des AcM de type IgG aux
récepteurs Fcy hépatiques apparait dans notre modéle comme la cause principale,
les AcM administrés ne représentant qu'une petite fraction des anticorps endogénes
totaux, il est peu probable que cette voie soit facilement saturée!'®3. Deuxiémement,
ces résultats restent également difficiles & interpréter du fait du changement de
chélateur. En effet, comparativement aux données obtenues avec le %Cu-TE2A-
9E7.4, la fixation hépatique était plus importante avec le “Cu-TE1PA-9E7.4
(respectivement : 9,04 + 0,36 % DI/g a 24 h PI du %Cu-TE2A-9E7.4 et 16,87 +
2,04 % DI/g a 24 h PI du “Cu-TE1PA-9E7.4).

Toutefois, 1'hétérogénéité inhérente & la distribution des radiopharmaceutiques
dans les lésions cibles et les organes normaux suggére qu'une approche individualisée,
adaptée au patient, apparait essentielle notamment dans l'optique secondaire de la
mise en place d'une thérapie. En effet, plusieurs parameétres jouent un role clé dans
la quantité de radioconjugués nécessaire pour assurer des taux sériques optimaux,
tels que la charge tumorale, le volume de la rate, la quantité d’antigénes circulants,
I'hétérogénéité des tumeurs ou l'emplacement/l’accessibilité de 'atteinte
159

tumorale L’imagerie TEP apparait alors comme un outil prometteur pour

I'évaluation de l'influence de ces multiples facteurs sur le ciblage des tumeurs, pour
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évaluer 'occupation des récepteurs par les anticorps monoclonaux et pour définir la
dose thérapeutique biologiquement efficace. Ainsi, entre autres®'62'7, Menke-van der
Houven van Oordt et al. ont récemment rapporté une étude d’immunoTEP avec
des anticorps monoclonaux anti-récepteur-3 du facteur de croissance épidermique
humain (HER3) (GSK2849330 ) marqués au %Zr chez 6 patients atteints de tumeurs
HERS3 positives?!8. L'effet de doses thérapeutiques de GSK2849330 sur 1'absorption
tumorale a été évalué comme indicateur de l'occupation des récepteurs mais a
également été modélisée par une analyse pharmacocinétique compartimentale de
Patlak afin de représenter la liaison et l'internalisation du GSK2849330 par les
cellules tumorales. Des études d'imagerie dans de plus larges groupes de patients
restent néanmoins nécessaire pour confirmer la valeur prédictive du niveau
d'occupation des récepteurs déterminé par limmunoTEP sur le résultat

thérapeutique chez les patients traités'®.

Conclusion

Dans ce chapitre, 'impact positif ou négatif de la pré-charge n’a pu étre établi
dans notre modéle. Ceci montre néanmoins que la quantité de radioconjugués
nécessaire pour assurer des taux sériques optimaux dépend de plusieurs parameétres
et que l'imagerie TEP apparait comme un outil prometteur pour 1'évaluation de
I'influence de ces multiples facteurs sur le ciblage des tumeurs. La réalisation de
nouvelles expériences de pré-charge a des doses supérieures doit étre discutée dans
notre modéle. Toutefois, afin de s’affranchir de la fixation des AcM de type IgG aux
récepteurs Fcy hépatiques, 'utilisation, au lieu d’'une immunoglobuline entiére, d’un
fragment F(ab’)2, limitant la dégradation secondaire de l'anticorps par le foie, sans

baisser la fixation tumorale, constituerait une solution envisageable.
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Conclusion de la premiére partie

L’imagerie TEP a transformé la médecine nucléaire diagnostique et est devenue,
depuis une dizaine d’années, un outil essentiel dans la prise en charge en oncologie
et notamment en hématologie. Avec le développement continu de cette modalité
d'imagerie, de nouveaux traceurs TEP apparaissent nécessaires pour répondre aux
problémes posés par certaines pathologies comme le MM, dans lesquelles les
méthodes d'imagerie classiques restent perfectibles. L’immuno-PET, combinant la
sensibilité et la résolution d'une caméra TEP avec la spécificité d'un AcM, s'inscrit

parfaitement dans cette approche.

Ce travail a démontré pour la premiére fois dans un modéle murin syngénique
de MM, l'intérét des AcM marqués au %*Cu comparés aux AcM marqués au Zr. La
trés bonne sensibilité de cet examen ainsi que l'amélioration des performances de
détection par rapport & la TEP-FDG en font une piste de recherche a translater vers
la clinique & visée diagnostique mais également théranostique. En effet, son
utilisation comme compagnon de planification thérapeutique, tant en association &
un AcM radiomarqué, émetteur 3 ou a, qu'a un AcM « froid » apparait essentielle.
Dans ce contexte, toutefois, le choix de la cible CD138 est plus discutable, le CD38
semblant une cible plus pertinente. En effet, malgré des résultats pré-cliniques de
RIT prometteurs'”145 les données cliniques sont beaucoup moins encourageantes.
En monothérapie, l'indatuximab ravtansine (BT062), anticorps anti-CD138
conjugué & un agent cytotoxique antimitotique, le dérivé maytansinoide, n’a permis
un controle de la maladie que dans 50% des patients et 78 % dans le cadre d’une

140,141,219 A P’inverse, le daratumumab, anticorps ciblant le CD38,

polychimiothérapie
s’est imposé dans le traitement du MM, seul et en association avec le traitement
standard, en premiére ligne et en rechute, chez le sujet non éligible & la greffe mais
également en premiére ligne du patient éligible au traitement intensif??0 223, Le
daratumumumab représente une avancée majeure dans le traitement de cette
pathologie. Il est probable qu'il sera intégré dans le traitement de tous les stades de
la maladie au cours des prochaines années. Le développement d’un traceur anti-
CD38 basé sur cette molécule permettant la prédiction de 'efficacité du traitement
et servant de base a4 des approches théranostiques pour les patients atteints de MM,

se révéle étre une magnifique opportunité pour le futur de 'immunoTEP. Une

réorientation de nos travaux et de la stratégie d’équipe vers le CD38 en lieu et place
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du CD138 semble donc nécessaire, d’autant plus que trois études 296:207.224  ytilisant
le 4Cu ou le ®Zr ont récemment été publiées dont une présentant les premiéres
injections et images chez I’homme. Ces travaux, au-dela de la preuve de concept, se
sont néanmoins heurtés avec le CD38 aux mémes difficultés que notre équipe, gage,
s’il en est, que notre expérience avec le CD138 et ces enseignements ne peuvent

qu’étre bénéfiques dans cette transition.

A suivre...
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Deuxiéme Partie : Exploration de paramétres
quantitatifs d’analyse de I'imagerie TEP caractérisant
I’hétérogénéité intra-tumorale de la distribution des
radiotraceurs a partir des données d’expérimentation
animale
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Introduction :

[’analyse semi-quantitative via la SUVmax demeure aujourd’hui l'index de
quantification de lintensité de fixation du FDG le plus couramment utilisé en
pratique clinique. Récemment, de nombreux travaux se sont intéressés a la mesure
de I'hétérogénéité du radiotraceur au sein du volume tumoral. En effet, comme vu
précédemment, il est bien connu que les tumeurs présentent souvent une large
hétérogénéité biologique, cellulaire et tissulaire. Or une méthode non invasive
d'évaluation de I'hétérogénéité tumorale, en particulier en cette ére de la médecine
personnalisée, pourrait donc permettre d’extraire des caractéristiques utiles dans le
cadre de I’évaluation tumorale et de mieux sélectionner les patients de mauvais
pronostic pour une thérapie plus intensive. Bien que les images de TEP-FDG
souffrent d’une résolution spatiale modeste, ’analyse de la distribution du traceur
dans la tumeur pourrait ainsi apporter une meilleure caractérisation de la lésion que
la SUVmax ou le volume métabolique tumoral. Sur la base de cette hypothése,
plusieurs travaux ont étudié ’hétérogénéité tumorale en calculant des indices de
texture sur les images TEP-FDG au diagnostic??*?26, Néanmoins, seul le travail
d’Orlhac et al a s’est concentré, sans succés, sur l’éventuelle relation entre
I’hétérogénéité texturale des images TEP-FDG et les caractéristiques histologiques

de la tumeur??”.

Dans ce contexte et dans le cadre de I’étude préclinique de la premiére partie,
'objectif de ce (bref) travail était d'étudier la relation entre les indices de texture
dérivés des images TEP avec 1'anti-CD138m-DFO-%Zr, les images
autoradiographiques et les images histologiques afin de déterminer si les indices
mesurés sur une échelle TEP sont représentatifs des caractéristiques observées sur
une échelle microscopique (images autoradiographiques) et au niveau cellulaire

(images histologiques).
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M atériels et méthodes :

Lignées, cultures cellulaires, modéle animal et protocole:

La méme lignée cellulaire de myélome multiple murin 5T33-luc(+), la méme
espéce de souris femelles C57BL/KaLLwRij et le méme modéle SC que précédemment
décrits ont été utilisés. Deux souris ont été greffées en SC et ont bénéficié d’une
injection de ¥Zr-DFO-9ET7.4 puis imagées en TEP 24h PIL Comme décrit
précédemment, les tumeurs SC ont ensuite été prélevées, congelées, découpées a
Paide d’un Cryostat et déposées sur lames Superfrost, sans paraffine. Les coupes
étaient sériées pour une nouvelle analyse en TEP mais également en

autoradiographie.

Traitement des images TEP et d’autoradiographie:

Le traitement des images a été fait comme décrit dans la littérature??7-228,

Briévement, les images TEP ont été reconstruites sans post-filtrage avec deux tailles
de voxel différentes (0.78 x 0.78 mm2 et 0.39 x 0.39 mm2). Les images
d’autoradiographie ont été analysées avec leur résolution native (0.05 x 0.05 mm?2)
mais également rééchantillonnées aux tailles de voxel de la TEP et lissées avec un
filtre gaussien (SD = 677 pm) pour correspondre a la résolution spatiale des images
TEP. Les images ont été recalées selon la méthode d’information mutuelle. Une
segmentation par « k-means clustering » a été réalisée (3 classes). Pour chaque
image bidimensionnelle sélectionnée et chaque modalité, l'intensité maximale dans
la région tumorale d'intérét a été calculée et un ré-échantillonnage des intensités de
voxel sur 64 niveaux de gris a été réalisé. Aprés cette étape, plusieurs indices de
texture ont été extraits & partir de la matrice de co-occurrence, la matrice de
longueurs de zones homogénes et la matrice de longueurs de plages comme décrits®?
230 Ces indices ont été sélectionnés en raison de leur robustesse précédemment

démontrée??7,
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Statistiques

Les corrélations entre les différents parameétres d’hétérogénéité mesurés en
autoradiographie et en TEP ont été étudiées a I'aide du coefficient de corrélation

des rangs de Spearman.

Seules les valeurs de p < 0,05 étaient considérées comme statistiquement

significatives.
Reésultats

Un exemple des différentes images reconstruites selon différentes tailles de voxel

est présenté dans la Figure 32.

F o ™ Autoradiographie. PET.
*‘ 0,78 x 0,78 mm? 0,78x 0,78 mm?

« ¥+ -t
"y

Autoradiographie.
0,05 x 0,05 mm?

Autoradiographie. PET.
0,39 x 0,39 mm? 0,39 x 0,39 mm?

Figure 32: Exemple d’images d'autoradiographie et TEP reconstruites selon différentes
tailles de voxel

Seuls 3 paramétres de texture présentaient une corrélation significative (r>0,7 ;
p<0,001 avec un intervalle de confiance de 95% : r € [0,5;1,0]) entre les images TEP
et les images d’autoradiographie (Entropie, Energie et ZLNU pour Zone Length Non
Uniformity). Seul lindice ZLNU calculé sur la taille originale du voxel
d’autoradiographie (0.05 x 0.05 mm?) reste corrélé avec l'indice extrait sur les images

TEP. La Figure 33 met en évidence cette corrélation.
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Méme taille de voxel Taile de voxel TEP (0,78 x 0,78 mm?)
(0,39 x 0,39 mm?) Autoradiographie ( 0,05 x 0,05 mm?)

8000

Taile de voxel TEP (0,39 x 0,32 mm?)
Autoradiographie ( 0,05 x 0,05 mm?)

Black: correlated

|
Méme taille de voxel 50(4/

| I R A LR L R —
(0,78 x 0,78 mm?) 50 100 150 200 250 300 350 400

ZLNU (PET)

Figure 33: Corrélation de l'indice ZLNU (Zone Length Non Uniformity) entre les
images TEP et en autoradiographie

Discussion

L’analyse de texture existe depuis plusieurs décennies et a été initialement
développée pour I'étude des images aériennes et satellites. Son utilisation a depuis
été étendue a lanalyse quantitative de lensemble des images médicales?3!. Elle
permet de quantifier objectivement les hétérogénéités d’une zone d’image qui ne
peuvent étre appréciées a I’ceil nu en évaluant les variations des niveaux de gris des

voxels contenus dans le volume d’intérét et leur position dans I'image.

De nombreux travaux s’intéressant a l’exploitation plus compléte de ces analyses
de texture sur les données TEP semblent montrer aujourd’hui un potentiel intérét
de ces paramétres en complément des indices déja existants et utilisés couramment,
comme le volume et les SUV%:22.20 De facon simple, il est reconnu que méme si
I’origine clonale d’un cancer est généralement unique, les tumeurs ne se développent
pas uniformément et montrent une forte hétérogénéité cellulaire intra- et inter-
tumorale. Cette observation s’explique notamment par les interactions des cellules

cancéreuses avec leur microenvironnement, ’accumulation de mutations au cours du

110



développement tumoral ainsi que par les phénoménes de néoangiogénése, hypoxie,
nécrose et métabolisme glucidique, autant de facteurs conditionnant également
I’agressivité de la tumeur et la résistance thérapeutique. Ainsi, les tumeurs avec une
forte hétérogénéité intrinséque ont un pronostic plus péjoratif. Etant donnée la
nature microscopique de la tumeur et de son microenvironnement aux alentours
d’'une dizaine de ym, il parait illusoire, compte-tenu d’une résolution spatiale de
lordre de 3-4 mm, que l'imagerie TEP puisse évaluer précisément cette derniére.
Néanmoins, méme si le développement tumoral n’est pas uniforme, il peut étre
considéré comme tel & un niveau local. Chaque voxel contiendrait alors une
information moyennée des phénoménes physiopathologiques sous-jacents. C’est sur
cette hypothése que se fonde ’analyse de texture qui permettrait alors d’accéder a
un plus grand nombre d’informations de maniére non-invasive et répétée sur les
tissus, sans nécessiter d’acquisitions supplémentaires et sans les biais

d’échantillonnages inhérents aux biopsies.

Malgré I'idée attrayante que 'image TEP puisse refléter la biologie de la tumeur
sous-jacente, aucune preuve d’une relation directe entre les images TEP-FDG et les
caractéristiques histologiques de la tumeur n’a encore été publiée. L’étude d’Orlhac
et al est, & notre connaissance, le seul travail ayant cherché & évaluer ce lien. Ce
travail a montré, comme le ndtre, une corrélation entre 1'hétérogénéité dérivée des
images TEP et celle calculée sur les images autoradiographiques en utilisant des
indices tels que I’Entropie ou ZLNU. Dans le travail d’Orlhac et al, aucun lien n’a
par contre été retrouvé entre les indices de textures et la distribution spatiale des
cellules tumorales en histologie ou leur densité. Cette absence de corrélation
s’explique probablement par le choix du FDG et de ses « témoins » en histologie.
En effet, la fixation du FDG refléte avant tout le métabolisme glucidique plutot que
la densité cellulaire. Toutefois, examiner ce dernier en histologie parait compliqué,
car conjuguant tant Pactivité des transporteurs GLUTs que celle d’enzymes telles
que I’hexokinase. L’utilisation d’un immunoconjugué, plus spécifique, semble donc
une bonne approche pour limiter ces difficultés et pour comparer réellement la

distribution du méme traceur en TEP, en autoradiographie et en histologie.

Dans notre étude, cette derniére étape n’a malheureusement pu étre réalisée en
raison de problémes techniques récurrents lors de l'acquisition des images de

fluorescence initialement prévues.
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Conclusion

Ce travail, bien qu’incomplet, a confirmé la corrélation entre 'analyse de texture
des images TEP et celles d’autoradiographie et montré la robustesse d’indices tels
que ZLNU malgré les différences de résolution ou la taille des voxels. En effet,
I’analyse de texture connait actuellement un essor particuliérement important ces
derniéres années. Un grand nombre de paramétres issus de différentes méthodes et
matrices de calcul ont été décrits et il est aujourd’hui nécessaire d’identifier parmi
ces derniers ceux qui apportent une information quantitative fiable, robuste,
reproductible et enfin non redondante et complémentaire des indices déja existants
et utilisés couramment, comme le volume et les SUV. 1l reste toutefois un effort de
standardisation & mettre en ceuvre ainsi que des études permettant de donner une
meilleure compréhension de la base biologique des caractéristiques de texture
calculables sur les images TEP-FDG. Cette étape apparait nécessaire avant une
compléte application des indices en routine clinique et une potentielle combinaison
de la radiomique & la génétique ou & la clinique en vue d’une caractérisation

phénotypique tumorale dans I'optique de la médecine personnalisée.
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Troisieme Partie : Exploration de parameétres
quantitatifs d’analyse de I'imagerie TEP caractérisant
I’hétérogénéité intra-tumorale de la distribution des
radiotraceurs a partir des données cliniques
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Introduction :

Malgré d’importants progrés dans la prise en charge de cette pathologie, le
pronostic du MM reste sombre avec une médiane de survie proche de 4 ans. La
connaissance de facteurs pronostiques demeure nécessaire afin d’identifier au mieux
les patients a haut risque de rechute et/ou de déces, et de permettre la mise en place
de stratégies thérapeutiques adaptées au niveau de risque de la pathologie. Comme
vu précédemment, certains travaux s’accordent sur un intérét pronostique de la
TEP-FDG?!33. Au bilan initial, le nombre de LF36:37 la SUVmax?®" et les paramétres
volumiques*! semblent corrélés a4 une moins bonne PFS chez les patients atteints de
MM. De facon similaire, plusieurs études ont montré une corrélation entre la
normalisation de la TEP-FDG avant maintenance et une meilleure PFS, malgré des
critéres d’interprétation utilisés différents®37. Par exemple, I'étude IMAJEM a
rapporté la valeur de I’analyse visuelle de la TEP-FDG, en utilisant le bruit de fond
hépatique comme seuil de positivité. Selon ces critéres, les patients dont la TEP-
FDG était négative avant maintenance, présentaient une PFS significativement
améliorée®. Dans cette population, une négativation précoce aprés 3 cycles de
chimiothérapie par RVD était également associée a4 une meilleure PFS bien que cette
observation ne soit pas statistiquement significative. Comme rapportée dans le

4232233 Panalyse semi-quantitative de la TEP-FDG pourrait permettre

lymphome
d’améliorer les performances pronostiques de cette imagerie intermédiaire. L’objectif
de ce travail était donc d'évaluer la valeur pronostique de la TEP-FDG précoce
effectuée aprés 3 RVD en utilisant la diminution de la SUVmax, dans la population
de patients MM, présentant une maladie ayant une avidité pour le FDG, incluse
dans 1'étude prospective multicentrique francaise IMAJEM. Ce travail a fait I'objet

d’une publication dans Clinical Cancer Research 3*(Article en Annexe).

M atériels et méthodes :

Patients

Il s’agit d’un travail ancillaire au protocole IMAJEM du groupe IFM, qui fait
partie de 'étude IFM/DFCI2009 (identifiant ClinicalTrial.gov : NCT01309334). Les
objectifs, les critéres d'inclusion et d'exclusion ont déja fait 1'objet d'un rapport?3.
Briévement, 1'essai clinique IFM/DFCI vise a évaluer une prise en charge

thérapeutique par RVD (bras A) vs une association de RVD et autogreffe (bras B),
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suivie d’'une maintenance par du lénalidomide, en premiére ligne, chez des patients
atteints de MM, agés de moins de 65 ans. Un sous-groupe de 134 patients a été
recruté dans 1'étude prospective IMAJEM dont I’objectif principal était de comparer
le taux de détection des lésions osseuses par IRM et TEP-FDG au diagnostic, aprés

trois cycles de RVD et avant maintenance®.

TEP-FDG

Pour ce travail, les images TEP-FDG réalisées lors du bilan initial et aprés trois
cycles de RVD (TEP intermédaire) ont été prises en compte. Chacun des 18 centres
participant & cette étude a appliqué sa propre procédure d'acquisition pour l'imagerie
des patients. Avant chaque TEP-FDG, les patients étaient & jeun depuis au moins
quatre heures et la glycémie était contrélée par un glucométre au moment de
Iexamen pour un taux requis < 150 mg/dL. L’acquisition des images était réalisée
entre 60 et 80 minutes aprés U'injection de ' FDG (de 3 & 7 MBq/kg) et la méme
procédure a été répétée pour chacun des deux examens TEP-FDG requis dans ce
protocole. Les données de TEP-FDG des 18 centres ont été collectées et relues de
maniére centralisée. Pour la présente analyse, seuls les patients présentant des LFs
considérées comme FDG-avides, définies par une fixation lésionnelle supérieure &
celle du foie, ont été inclus. Chez ces patients atteints de LF's, des atteintes diffuses

ostéo-médullaires (IMD) et des LEMs ont également été observées.

Pour les images de TEP-FDG initiales et précoces, le calcul de la SUVmax était
effectué a partir des valeurs de SUVmax de la LF la plus fixantes sur chacun des 2

examens (de topographie parfois différente entre les 2 examens).

Le pourcentage de différence de SUVmax ((ASUVmax) entre la TEP initiale et
la TEP intermédiaire a été calculé comme précédemment décrit?*®. Dans I’éventualité
d’une négativation compléte de la TEP intermédiaire, sans lésion individualisable,
la SUVmax était fixée & 1 sur cet examen. Les patients présentant une nouvelle

lésion a 3 mois, suspecte de maladie progressive, étaient exclus de cette analyse.

En plus de la SUVmax, une analyse visuelle utilisant 1’échelle standardisée en 5

points de Deauville (DS) sur la lésion présentant une fixation résiduelle la plus
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intense était effectuée sur la TEP-FDG intermédiaire?3”

en DS 1-2-3 ou DS 4-5.

. Les patients étaient classés

A des fins de comparaison, un ASUVmax quel que soit le type d’atteintes
tumorales (LFs, LEMs ou IMD) a également été considéré entre la TEP-FDG initiale
et la TEP-FDG intermédiaire. Afin de minimiser d’éventuels faux-positifs dus & un
hypermétabolisme ostéo-médullaire diffus réactionnel post-chimiothérapie, étaient
exclus de cette analyse les patients dont la SUVmax sur la TEP-FDG intermédiaire

portait sur une IMD, si cette derniére n’était pas présente sur la TEP initiale.

Etant donné que les valeurs de SUVmax peuvent présenter des biais significatifs
et en raison de la variance potentielle due & la nature multicentrique de cette
étude??; une normalisation de la SUVmax a été effectuée avec la SUVmax hépatique
(ratio SUVmax FL / SUVmax hépatique), comme déja rapporté avec succés chez
des patients atteints de lymphome de Hodgkin par Annunziata et al*?. Le
pourcentage de différence de cette SUVmax normalisée a été décrit comme
ArSUVmax dans notre étude et a été évalué en utilisant la méme population que
pour le ASUVmax. Une analyse similaire a également été réalisée en considérant le
ArSUVmax entre la lésion la plus intense (qu’elle soit une LF, une LEM ou une

IMD) au bilan initial et apres trois cycles de RVD comme décrit précédemment.

Statistiques

La PFS était définie comme la période s’écoulant de la fin des 3 cycles de RVD
a la date d’une éventuelle progression documentée de la maladie, du décés du patient,
quelle qu’en soit la cause ou de la derniére date de suivi. L’association a la PFS a
été examinée a l'aide d'un modeéle de régression de Cox & une variable et en
considérant les paramétres quantitatifs (SUVmax, ASUVmax ou ArSUVmax)
comme des variables dichotomisées. Etant donné que la PFS était significativement
prolongée dans le groupe autogreffe de la population IMAJEM (médiane de survie
de 50 mois contre 36 mois, respectivement), un ajustement par bras de traitement a
été effectué. L'age, 1'hémoglobine, le R-ISS et la réponse biochimique aprés trois
cycles de RVD selon les critéres IMWG ont également été considérés dans cette
analyse univariée. Une correction de tests multiples a été effectuée en utilisant

I'approche Benjamini-Hochberg. Les paramétres démontrant une association
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significative avec la PFS en univarié ont ensuite été évalués a 1'aide d'une analyse
multivariée de Cox ne comprenant pas plus de quatre variables compte tenu du
nombre d'événements observés (20 progressions) (au moins 5 événements par
variable). Les critéres R-ISS et la réponse biochimique ont également été inclus dans
le modéle multivarié. Le seuil optimal de ASUVmax a été établi a partir de
«maximally selected rank statistics » de l'ensemble R « maxstat » et utilisé pour
comparer les groupes a risque élevé et a faible risque pour les paramétres quantitatifs
en choisissant le seuil associé & une relation avec la survie la plus significative. Les
« hazard ratio » (HR) et les valeurs de p associées ont été calculés pour chaque
paramétre quantitatif dichotomisé. Les courbes de survie ont été réalisées par la
méthode de Kaplan-Meier et la différence a été évaluée par un test de « log-rank ».
Une valeur de p < 0,05 a été jugée statistiquement significative. Tous les tests ont

été reéalisés avec R version 3.4.1 (R Foundation, Vienne, Autriche).

Résultats

Parmi les 134 patients inclus dans 1'étude IMAJEM, 71 patients présentant des
lésions hypermétaboliques d’intensité supérieure au bruit de fond hépatique ont été
considérés pour cette analyse (Figure 34). Les caractéristiques démographiques et
cliniques de ces patients étaient semblables & celles de 1'ensemble de la population
IMAJEM. Trente-huit patients ont été traités dans le groupe A et 33 dans le groupe
B. Notre cohorte comprenait 71 patients atteints de FL (100 %), 46 patients (65 %)
d’IMD et 6 patients (8 %) de LEM au bilan initial.
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134 patients randomisés
dans I’étude IMAJEM

/

<

54 patients exclus:

- 12 TEP-FDG normales au

diagnostic

- 42 patients avec une maladie

non FDG-avide

\

J

80 patients avec une maladie
FDG-avide

9 patients exclus:

"""" > — Maladie progressive devant

I’apparition de nouvelles Iésions

sur I'imagerie TEP-FDG

71 patients inclus dans
cette étude

Figure 34: Diagramme de flux d'inclusion des patients

Au diagnostic, la valeur médiane de SUVmax des FLs était de 6,4 (allant de 3,5

a27,1) avec 65 (92 %) des 71 patients présentant une valeur de SUVmax supérieure

a 4,2. Sur la TEP-FDG intermédiaire, 45 patients (64 %) présentaient encore au
moins une LF, 25 (35 %) une IMD et 2 (2 %) une LEM. La valeur médiane résiduelle
de SUVmax était de 1,7 (allant de 1,0 a 15,0).

Les valeurs des paramétres étudiés sont résumées dans le Tableau 3. La durée

médiane du suivi était de 21,5 mois. Douze progressions sont survenues dans le bras

A et huit dans le bras B.
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Tableau 3: Caractéristiques des patients et paramétres TEP-FDG au diagnostic et aprés
3 cycles de RVD

Paramétres
Awu diagnostic
Age (années) (médiane, intervalle) 61 (37 — 65)
Sexe (homme) (%) 44 (62)
R-ISS I/1I/1IT (%) 12 (17)/45 (63)/14 (20)
Hémoglobine (g/dL) (médiane, intervalle) 10.0 (8.0 — 14.0)
Présence d’'une IMD (%)/LEM (%) 47 (66)/6 (8)
Médiane de SUVmax (intervalle) 6.4 (3.5 -27.1)
Apreés 8 cycles de RVD

Réponse Biochimique : MS/RP/TBRP/RC (%) 0 (0)/27 (47)/27 (47)/3 (6)
FL or LEM résiduelle DS: 1-3(%) ; 4-5 (%) 42 (59) ; 29 (41)
Médiane de SUVmax des LFs résiduelles (intervalle) 1.7 (1.0 - 15.0)
Médiane de ASUVmax en % (intervalle) -71 (-96 — +62.5)

de ASUVmax<-25% (%) 56 (79)

de ASUVmax>-25% (%) 15 (21)

R-ISS: Revised International Staging System; SUVmax: maximum standardized uptake value; DS:
Echelle de Deauville; LF: Lésion Focale; RVD: lenalidomide, bortezomib and dexamethasone; MS:
Maladie stable; RP: Réponse partielle; TBRP: Trés bonne réponse partielle; RC: réponse compléte;

IMD: infiltration ostéo-médullaire diffuse; LEM: Lésion extra-médullaire

Les résultats issus de I'analyse univariée sont présentés dans le Tableau 4. Seul
le ASUVmax calculé sur les LFs les plus intenses était significativement associé &
une meilleure PFS (p=0,003 aprés correction de tests multiples). Deux exemples sont
illustrés dans la Figure 35. Il est intéressant de noter que 'analyse visuelle de la
TEP intermédiaire en utilisant DS 1-3 vs 4-5, la valeur de SUVmax sur la TEP
intermédiaire ou les facteurs pronostiques connus tels le score R-ISS, n’étaient pas

corrélés & une meilleure PFS selon ’analyse univariée (Tableau 4).
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Tableau 4: Analyse univariée des facteurs associés a la PFS aprés trois cycles de RVD

Paramétres Hazard ratio Intervalle de confiance 95% Valeurs de p
Age (>50) 2.15 0.83 — 5.61 0.12

R-ISS Il a Il 2.35 0.90 - 6.13 0.08
Hémoglobine (>9.4g/dL) 2.08 0.82 — 5.28 0.12

Réponse Biochimique (ZTBRP) 0.37 0.13 - 1.06 0.06

DS (4-5 vs 1-3) 1.95 0.78 — 4.92 0.11
ASUVmax (>-25%) 4.54 1.85 - 11.11 <0.009

En gras: les valeurs de p significatives aprés correction de tests multiples

R-ISS: Revised International Staging System; TBRP: Trés bonne réponse partielle; DS: Echelle de

Deauville; SUVmax: maximum standardized uptake value.
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Figure 35: Deux exemples de calcul de ASUVmax chez des patients atteints de MM sur
des TEP-FDG acquises au diagnostic et aprés trois cycles de RVD. Toutes les LFs sont
représentées en rouge. Les ASUVmax entre les TEP-FDG acquises au diagnostic (A,E)
et aprés chimiothérapie (B,F) ont été calculées sur la LF la plus intense (représentée en
vert). Le premier patient présentait une LF sur le sacrum (C-D) avec un ASUVmax de
-17,8% et a rechuté de son MM aprés 4,8 mois.Le ASUVmax pour le deuxiéme patient
présentant une LF sur la deuxiéme cote gauche (G-H) était de -83,9% et la reechute est
survenue aprés 21,5 mois.

Aprés analyse des courbes de Kaplan-Meier pour le ASUVmax, les patients du
groupe & risque élevé ((ASUVmax > -25 %) présentaient une médiane de PFS de
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22.6 mois. La médiane de PFS dans les groupes de patients caractérisés par un niveau
de risque faible (ASUVmax < -25 %) n’était pas atteinte avec un HR = 4.41
(p<0.001) (Figure 36). Les résultats étaient semblables aprés ajustement sur le bras

de traitement (p=0.005).
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Figure 36: Courbes de Kaplan-Meier pour la PFS selon le ASUVmax de la LF la plus
intense et la réponse biochimique aprés trois cycles de RVD
En analyse multivariée, le ASUVmax (p=0,001, HR=5,56 ; IC & 95 % : 1,96 -
15,81) et une réponse biochimique, apres trois cycles de RVD, meilleure que la TBRP
(p=0,025, HR=0,29 ; IC a 95 % : 0,1 - 0,85) sont apparus comme des facteurs

pronostiques indépendants avec néanmoins un HR plus élevé pour le ASUVmax.

L’incorporation des LEMs et des infiltrations ostéo-médullaires diffuses n’a pas
modifié les résultats de cette analyse (Tableau 5) excepté que seul le ASUVmax
conservait une valeur pronostique significative aprés analyse multivariée (p=0.023;

HR=3.41; 95% CI: 1.18 — 9.84).

Une évaluation similaire a été effectuée en utilisant la normalisation hépatique
de la SUVmax (Tableau 5). Les courbes de survie du ArSUVmax présentaient une
tendance similaire, avec une bonne stratification entre les groupes a risque élevé et
a faible risque (HR = 3,26 ; IC 4 95 % : 1,22 - 8,73 ; p = 0,007) et une PFS médiane

de 22,6 mois vs non atteinte, respectivement. Ces résultats étaient similaires en
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tenant compte de tous les types de lésions et de la normalisation par la SUVmax

hépatique (Tableau 5).

Tableau 5: Analyses univariée et multivariée sur la PFS aprés trois cycles de RVD de
différentes définitions de la variation du SUVmax

Analyse Univariée Analyse Multivariée®
Paramétre HR (95 % CI) p Paramétre HR (95 % CI) P
5.56 (1.96 —

ASUVmaxLF 4.54 (1.85 - 11.11)  <0.001 ASUVmax 15 81() 0.001
TBRP ou meilleure 0.29 (0.10 — 0.85) 0.025

ArSUVmaxtF 3.33 (1.35 — 7.69) 0.008 ArSUVmax 3.02 (1.12 - 8.16) 0.029
TBRP ou meilleure 0.32 (0.11 - 0.92) 0.035

ASUVmaxLF-IMD-LEM 3.43 (1.31 — 9.03) 0.012 ASUVmaxLF-IMD-LEM 3.41 (1.18 - 9.84) 0.023

ArSUVmaxMFIMD-LEM 365 (1.27 — 10.47)  0.016 ArSUVmaxF-IMD-LEM 2.87 (0.96 — 8.63) 0.060

2 Modéle multivarié incluant ASUVmax, R-ISS et réponse biochimique (TBRP ou meilleure) (n=57)

LF: Lésion Focale; IMD: infiltration ostéo-médullaire diffuse; LEM: Lésion extra-médullaire ; TBRP:
Treés bonne réponse partielle;

ASUVmaxL¥ : pourcentage de différence entre les SUVmax de LFs au diagnostic et sur la TEP
intermédiaire

ArSUVmaxF: pourcentage de différence entre les SUVmax de LF's au diagnostic et sur la TEP
intermédiaire, normalisées sur les SUVmax hépatiques.

ASUVmaxEF-IMD-LEM : pourcentage de différence entre les SUVmax de LF, IMD ou LEM au
diagnostic et sur la TEP intermédiaire, normalisées sur les SUVmax hépatiques.
ArSUVmaxMF-IMD-LEM: nourcentage de différence entre les SUVmax de LFs au diagnostic et sur la TEP
intermédiaire, normalisées sur les SUVmax hépatiques.

En gras: les valeurs de p significatives

Discussion

Cette étude a permis de démontrer la valeur pronostique d’une diminution
précoce de la SUVmax aprés trois cycles de traitement chez les patients atteints de

MM FDG-avides. Ce travail est le premier & rapporter la pertinence de cette
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variation du ASUVmax dans un essai clinique prospectif, chez des patients atteints
de MM traités de maniére homogéne, en premiére ligne, avec un traitement

comprenant des inhibiteurs du protéasome et des médicaments immunomodulateurs.

Dans la littérature, la plupart des autres études se sont concentrées sur 'intérét
et la valeur pronostique de la TEP-FDG en fin d’induction. Seul le travail d’Usmani
et al a rapporté la valeur pronostique significative de la TEP-FDG aprés sept jours
de traitement d'induction par deux cycles de VID-PACE (bortézomib, thalidomide,
dexaméthasone ; perfusions continues de cisplatine, doxorubicine, cyclophosphamide,
étoposide pendant 4 jours ; protocole Total Therapy 3, p=0,0003)%. Il est donc
difficile de comparer nos résultats & ceux des autres études déja publiées, et ce
d’autant qu’il existe d’importantes différences en termes de thérapies et de critéres
d'interprétation de la TEP-FDG. Dans 1'étude d’Usmani et al., la persistance de plus
de 3 LF sur la TEP FDG & J7 était associée & une PFS et une survie globale
inférieures. Par opposition, dans 1’étude IMAJEM, le critére TEP-FDG considéré

aprés trois cycles de RVD était la normalisation?®.

Dans la présente étude, nous avons émis I'hypothése qu'une méthode semi-
quantitative pourrait étre plus sensible que 1'analyse visuelle pour évaluer la réponse
précoce a la chimiothérapie, comme cela a déja été démontré dans le lymphome?40-
242 En effet, la possibilité de distinguer les patients répondeurs lents des autres est
primordiale car la fonte tumorale précoce est directement associée & la profondeur
de la réponse?*?. Nous avons donc décidé de comparer les critéres standardisés de DS
validés dans le lymphome au SUVmax et au ASUVmax. Comme précédemment
décrit dans I’étude sur les lymphomes B diffus & grandes cellules 240, seuls les patients
atteints de MM présentant des lésions évaluables par la TEP-FDG au bilan initial
(hypermétabolisme d’intensité supérieure a celle du bruit de fond hépatique) ont été
inclus dans l'analyse, considérant qu’une SUVmax trop faible était un critére

244 Ce sous-groupe de patients dont la

d’exclusion pour le calcul du ASUVmax
maladie montre un faible taux d’avidité pour le FDG présentent probablement une
forme plus indolente de la maladie®. Les patients présentant de nouvelles lésions
aprés trois cycles de RVD suggérant d’emblée une progression de la maladie ont
également été exclus de l'analyse du ASUVmax. Ainsi, au sein de la population
incluse dans ce travail, une analyse semi-quantitative du ASUVmax s'est révélée

supérieure & une analyse visuelle et & une analyse de la SUVmax intermédiaire pour
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prédire la PFS. Cette forte valeur pronostique a été observée dans les deux groupes
de traitement et indépendamment de la réponse biochimique évaluée selon les
criteres IMWGH. Elle a également été confirmée par 1’étude du ArSUVmax normalisé
permettant une réduction de la variabilité des mesures des SUVs. Bien que
I'hyperplasie réactionnelle de la moelle osseuse induite par le traitement par G-CSF
ou due au repeuplement de la moelle osseuse chez les patients anémiques ne soit pas
rare aprés la chimiothérapie, le calcul du ASUVmax est resté significativement
associé a la PFS lorsque la valeur maximale de SUVmax permettant le calcul du
ASUVmax se situait sur une IMD (& la seule condition que 'IMD était également

présente sur la TEP-FDG initiale).236:240

Ces résultats concordent avec les résultats des études antérieures réalisées dans
le lymphome. En effet, chez les patients atteints de MM FDG-avide, le calcul du
ASUVmax semble représenter le processus dynamique continu de réduction de
I’activité métabolique tumorale pendant le traitement avec plus de précision qu'une
échelle visuelle3'?4!, De plus, il s'est avéré que la reproductibilité entre observateurs

de cette méthode était plus élevée que les critéres de DS?32:240,

Ce travail comporte néanmoins plusieurs limites, notamment car il explore deux
ensembles de paramétres, acquis a deux temps différents et qui ne reflétent donc pas
forcément la méme situation. Cette étude a été congue rétrospectivement afin
d’évaluer la valeur pronostique de marqueurs calculés prospectivement, qui
pourraient étre utiles pour guider la démarche thérapeutique par l'imagerie en
association avec les facteurs de risques connus. A I’heure actuelle, les paramétres
pronostiques du MM sont, comme vu précédemment, principalement identifiés au
moment du diagnostic, avant le début du traitement. L'objectif de ce travail était
donc d’identifier de nouveaux parameétres permettant une adaptation de la prise en
charge thérapeutique en cours du traitement. Ces paramétres pronostiques acquis de
maniére "dynamique", tels que la réponse aprés induction ou des biomarqueurs
d'imagerie comme le ASUVmax, pourraient en effet étre utilisés a 1'avenir pour
modifier ou adapter le traitement en cas de réponse sous-optimale. Ce travail montre
bien l'importance de la TEP-FDG dans cette évaluation dynamique de la réponse,
qui pourrait, & terme, comme évoqué par I'IMWG, étre complémentaire a
I'évaluation de la MRD par cytométrie en flux de nouvelle génération ou séquencage

de nouvelle génération.
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Conclusion

Dans cette étude, chez les patients présentant un MM avide de FDG inclus dans
la cohorte IMAJEM, le ASUVmax (p <0,001) est apparu comme un facteur
pronostique indépendant. Cette étude souligne la valeur ajoutée potentielle de
I'intégration de la TEP-FDG aux facteurs pronostiques connus, tels que le R-ISS et
la réponse biochimique, dans le traitement du MM. Ces résultats devront étre

confirmés dans d'autres cohortes de patients MM.
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Quatrieme Partie : Conclusions et perspectives

La médecine nucléaire est 1'une des spécialités médicales les plus dynamiques.
Les progrés des connaissances en biologie du cancer et l'essor des nouvelles
techniques d'imagerie (nouveau systéme de détection, progrés en analyse d'images...)
font de cette discipline un domaine en évolution constante. Ce dynamisme est un
véritable atout car la médecine personnalisée n'a jamais été aussi pertinente
qu’aujourd'hui. Or, l'imagerie TEP apparait comme un outil essentiel pour
I'exploration non invasive de 1'hétérogénéité intratumorale et interlésionnelle par
I’analyse de la distribution et de la fixation d'un traceur ou en utilisant plusieurs

radiopharmaceutiques, chacun fournissant une information différente.

Au terme de ce travail, illustrant ces différentes approches, plusieurs points de

conclusion et de perspectives peuvent étre dégagés :

La premiére étude a démontré pour la premiére fois dans un modéle murin de
MM, la trés bonne sensibilité de 'immunoTEP anti-CD138 ainsi que I"amélioration
de la détection par rapport a la TEP-FDG mais également les performances des
AcM marqués au %Cu comparés aux AcM marqués au 3Zr. Par ailleurs, ces données
soulignent également 'importance de 'utilisation d’un modéle syngénique, pratique
malheureusement rare dans la littérature. En effet, les radiotraceurs en
développement sont souvent évalués dans le cadre de souris immunodéficientes
portant des xénogreffes humaines exprimant un antigéne. C’est ainsi le cas dans les
études portant sur le CD38. Bien que ces derniéres aient démontré que l'imagerie
anti-CD38 était faisable, la pertinence de la transposition clinique reste entravée par
le fait que la biodistribution et la fixation tumorale par rapport aux tissus sains
n'ont pu étre correctement évaluées. La distribution hépatique et I’élimination rénale
du daratumumab radiomarqué semblent ainsi respectivement augmentée et diminuée
chez ’homme par rapport aux données présentées chez le rongeur 206:207224  Teg
résultats présentés et I'expérience acquise ne pourront étre que bénéfiques dans une

transition vers le CD38.

De plus, ces données confirment que l'immuno-TEP est un outil prometteur pour
évaluer l'occupation des récepteurs-cibles dans les tumeurs et pourrait ainsi aider a

optimiser la dose d'AcM nécessaire au traitement du cancer dans le cadre d’une
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thérapie ciblée ou d’une RIT. En effet, comme discuté précédemment, plusieurs
études précliniques et cliniques ont rapporté I'administration probabiliste d'un excés
d'AcM non marqués, tant pour confirmer la spécificité de la localisation tumorale en
diminuant ’absorption tumorale, que pour, au contraire, I’augmenter en saturant
les récepteurs-non cibles!®’. Cependant, ces études n'examinent que rarement 1effet
de ces excés d’AcM non marqués et n'identifient pas la dose optimale & injecter. Ces
aspects apparaissent pourtant essentiels dans l'utilisation de I'immunoTEP comme
compagnon de planification thérapeutique. Nous avons ainsi montré, contrairement
aux travaux sur un anticorps antiCA19.9 dans un modéle de cancer pancréatique de
Houghton et al?'?, I’'absence de retentissement d’une pré-charge d’AcM « froids » sur
des doses allant jusqu’a 100pg d’AcM froids a 4h ou 24h Al Ces données suggérent
la faible généralisation d’un modéle a I’autre et la nécessité de ces étapes de titration.
Cette approche devra étre poursuivie dans 'optimisation de I'imagerie anti-CD138
et mise en place dans une éventuelle transition vers le CD38. De méme, I'intérét du
développement de fragments F(ab’)2, évoqué dans le cas d’un ciblage anti-CD138,
apparait également intéressant avec le CD38. Toutefois, I'action tumoricide des
anticorps anti-CD38, tels que le daratumumab, dépend de l'interaction de la région
Fc de l'anticorps avec les récepteurs Fcy exprimés sur les cellules effectrices
immunitaires 24, Les fragments F(ab’)2 anti-CD38 non radiomarqués s’intégrent ici
dans le cadre d’une pré-charge, afin de diminuer la toxicité des fixations non-cibles
et notamment sur les cellules NK. Ces cellules bien qu’impliquées dans les
mécanismes effecteurs Fc-immunodépendants, expriment fortement le CD38 et on
observe une réduction rapide de cette population dans le sang périphérique et la

moelle aprés perfusion de daratumumumab?#.

En marge des études d’optimisation de I'immuno-TEP anti CD138, nous avons
étudié le substrat microscopique de l'analyse de texture des images TEP. Nos
analyses bien que préliminaires constituent un des 2 seuls travaux ayant porté sur
ce sujet. Nous avons ainsi démontré que les analyses de texture des images TEP et
celles d’autoradiographie étaient corrélées. Nous avons également montré la
robustesse d’indices tels que ZLNU malgré les différences de résolution ou la taille
des voxels. Comme discuté, dans le travail d’Orlhac et al, aucun lien n’a par contre
été retrouvé entre les indices de textures et la distribution spatiale des cellules
tumorales en histologie ou leur densité. Nous espérons obtenir de meilleurs résultats

avec un traceur plus spécifique.
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Finalement, la derniére partie de ce travail de thése a porté sur l'étude de
Panalyse semi-quantitative de la TEP-FDG afin d’améliorer les performances
pronostiques de I’évaluation thérapeutique. Dans cette pathologie, 1'hétérogénéité
multiclonale reste 1'un des principaux défis dans le développement de stratégies
efficaces. Pourtant, dans cette étude menée par notre équipe, la diminution de la
SUVmax entre les TEP-FDG initiale et intermédiaire, était un outil puissant pour
prédire la survie & long terme chez les patients atteints de MM FDG-avide. A l'instar
des travaux antérieurs sur les lymphomes ou les tumeurs solides, 'analyse de la
lésion la plus fixante sur chaque examen, permet d’évaluer la portion la plus agressive
de la maladie et de se libérer d’une étude de ’hétérogénéité inter-lésionnelle chez les
patients avides de FDG. Ce travail constitue un des nombreux projets établis sur la
base des données de I"'étude multicentrique IMAJEM, financée par un programme
STIC et coordonnée par le Professeur Philippe Moreau. Cette derniére a confirmé la
valeur diagnostique de la TEP-FDG et sa valeur pronostique lors de 1'évaluation
thérapeutique®. Si les résultats de ces travaux sont cohérents avec ceux publiés par
d’autres équipes, 1'hétérogénéité des critéres d'interprétation utilisés impose une
tache de normalisation. Ainsi, dans le cadre du SIRIC ILIAD, ont été débutées des
études portant sur (i) la normalisation des critéres d'analyse de la TEP pour le
diagnostic initial et 1'évaluation thérapeutique, en collaboration avec une équipe
d'experts de Bologne ; (ii) I'évaluation de l'échelle de Deauville, validée dans les
lymphomes, a différents stades du traitement du MM ; (iii) analyse de la valeur

pronostique du MTV et de I’analyse de texture sur la TEP initiale.
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Abstract: Multiple myeloma (MM) is a hematological neoplasm characterized by the clonal proliferation
of malignant plasma cells in the bone marrow. MM results in diffuse or focal bone infiltration
and extramedullary lesions. Over the past two decades, advances have been made with regard
to the diagnosis, staging, treatment, and imaging of MM. Computed tomography (CT) and magnetic
resonance imaging (MRI) are currently recommended as the most effective imaging modalities at
diagnostic. Yet, recent data from the literature suggest that positron emission tomography combined
with computed tomography (PET/CT) using '®F-deoxyglucose (FDG) is a promising technique for
initial staging and therapeutic monitoring in this pathology. This paper reviews the recent advances
as well as the potential place of a more specific radiopharmaceutical in MM.

Keywords: multiple myeloma; solitary plasmacytoma; PET/CT; therapeutic evaluation

1. Introduction

Multiple myeloma (MM) is a malignancy characterized by the clonal proliferation of plasma cells.

It is marked by heterogeneous phenotypic, genetic and clinical presentation and it is almost always
preceded by monoclonal gammopathy of undetermined significance (MGUS) [1]. Smoldering multiple
myeloma (SMM) represents a mid-clinical stage between MGUS and MM. This latter constitutes
a heterogeneous entity including patients displaying a very slow progression towards an identified MM

within several years and patients progressing rapidly towards symptomatic myeloma (high-risk SMM).

The definition of symptomatic MM, a clinical staging requiring treatment, was traditionally
based on the presence of organ damage related to plasma cell growth as defined by CRAB criteria
(hypercalcemia, renal insufficiency, anemia and the presence of bone lesions). This definition was
revised in 2014 by the International Myeloma Working Group (IMWG), integrating new prognostic
biomarkers, with the aim of not delaying the initiation of treatment of high-risk SMM-classified patients
and to avoid the establishment of harmful bone lesions or renal impairment [2]. New biomarkers have
therefore been defined as associated with an 80% probability of progression towards positive MM
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CRAB criteria within two years, making it possible to identify patients requiring therapy: clonal bone
marrow plasma cell percentage >60%, involved /uninvolved serum free light chain ratio >100, and
more than 1 focal bone lesion (FL) (=5 mm in size) on magnetic resonance imaging (MRI) studies.

Given that the presence of even an asymptomatic bone disease must be considered as a treatment
criterion, imaging plays a significant role in the management of MM [2]. Although a standard skeletal
survey was traditionally considered as the reference technique, studies carried out over the last
10 years have established the superior performances of low-dose whole-body computed tomography
(CT-WB) and MRI. Positron emission tomography (PET) using '®F-deoxyglucose (FDG-PET), a marker
of glucose metabolism, produces performances similar to that of morphological imaging techniques
in bone lesions’ detection. MRI detects bone abnormalities in more than 90% of patients presenting
with symptomatic MM and appears as the best procedure for evaluating painful lesions and detecting
medullary compression [3]. On the other hand, in the therapeutic follow-up, the MRI performances
are less satisfactory due to a high frequency of false-positive images, while FDG-PET appears to be
more effective [2,3]. In addition, MRI is recommended in SMM patients: patients presenting more than
1 non-equivocal FL (diameter >5 mm) must be considered as suffering from symptomatic MM and
requiring treatment [2,3]. In patients presenting equivocal anomalies in MRI, staging can be completed
by a CT-WB or a FDG-PET to confirm asymptomatic bone impairment [2].

By detecting tumor cells or a tumor environment with high glucose consumption, FDG-PET
provides additional information to that provided by MRI or CT [2]. In criteria revised in 2014,
the detection of one or more osteolytic lesions in FDG-PET defines MM bone disease recognized by
the CRAB criteria. FDG-PET can also be proposed to patients with SMM if MRI is inaccessible or
non-conclusive [2]. In addition, FDG-PET allows for the detection of extra-medullary disease (EMD)
and provides prognostic information for symptomatic MM at baseline and therapeutic follow-up [4-7].
FDG-PET is of equal interest for patients with solitary plasmacytoma (SP) to detect EMD [8,9] and has
a prognostic value in patients with SMM [10,11].

Other radiopharmaceuticals targeting alternative MM biomarkers have also shown promising
results, such as radio-labeled choline, ®*Ga-Pentixafor targeting C-X-C chemokine receptor type 4
(CXCR4), and immuno-PET using radiolabeled monoclonal antibodies (mAbs) as a companion of
antibody-based therapies [12-16].

2. FDG-PET for Bone Disease Detection

Despite some variations from one study to another, FDG-PET permits a whole-body investigation
with an overall sensitivity of 90% and specificity of 75% for the detection of myeloma lesions [5-7].
It has the ability to show diffuse involvement, FLs, or mixed bone diseases with variable glucose uptake,
resulting in heterogeneous maximum standardized uptake values (SUVmax). PET-FDG enables the
detection of EMD, which occurs in less than 10% of patients at diagnosis. FDG-PET is also useful for
evaluating patients with non- or slightly secreting forms of myeloma, which cannot be evaluated by
biological methods.

FDG-PET sensitivity is better than a whole-body skeletal survey, showing additional lesions in
half of the studied patients yet with reported false negative scans for small size lesions of the skull [17].
The French IMAgerie JEune Myélome (IMAJEM) study has compared FDG-PET and MRI performed
at baseline in patients with symptomatic MM, showing comparable results with both techniques,
detecting abnormalities in more than 90% of the patients [18]. FDG-PET also allows for the detection
of additional medullary lesions or EMD in regions unexplored by MRL In patients with SP, FDG-PET
detects additional lesions with a greater sensitivity and specificity than MRI [8]. In addition, it has
been demonstrated that the presence of at least two hypermetabolic lesions predict a rapid progression
towards MM [9].
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3. Prognostic Value of FDG-PET in Baseline Evaluation of Symptomatic MM and SMM
The prognostic value of FDG-PET and MRI were firstly compared in a large prospective series

of 239 patients who underwent homogeneous first line treatment in a double autograft program [19].

In multivariate analysis, the only diagnostic imaging modality significantly associated with an
unfavorable prognostic value, both for overall survival (OS) and event-free survival (EFS), was FDG-PET
when the number of FLs was greater than three at diagnosis. The number of FLs on the baseline MRI
(7 and more) affected EFS, but not OS.

The prognostic value of the number of FLs on FDG-PET at baseline was then confirmed in a large
series of 192 patients with MM treated with thalidomide-dexamethasone induction therapy and double
autologous stem cell transplantation (ASCT) [20]. In this study, at least 3 FLs (44% of cases), a SUVmax
>4.2 (46% of cases) and the presence of EMD (6%) negatively affected four-year progression-free
survival (PFS). The SUVmax >4.2 and the presence of EMD were also associated with shorter OS.

The prognostic value of FDG-PET at diagnosis has also been studied in a smaller series of
61 patients including MM (55 patients) or SP (6 patients) [21]. A correlation has been found between
the most intense EMD FDG-uptake and both osteo-medullary fixation (p = 0.027) and the International
Staging System (ISS) score (p = 0.048). The bone marrow SUVmax was correlated with the ISS score
(p = 0.013). The 44 patients with positive FDG-PET had a shorter five-year survival (61%) than

the 11 patients with negative FDG-PET patients, all of whom were alive after five years (p = 0.01).

In multivariate analysis, only the EMD with the highest SUVmax had a prognostic value on OS (p = 0.03).

Another study comparing FDG-PET and MRI in a small series of 33 patients with MM at diagnosis
concluded that FDG-PET had a prognostic value above MRI [22]. The univariate and multivariate
analyses showed that FLs and diffuse bone marrow impairments on FDG-PET affected patients’ PFS
(p < 0.001), whereas OS was only affected by FLs (p = 0.001). The MRI data were not predictive in
multivariate analysis.

Several studies also evaluated the prognostic value of baseline volume-based FDG-PET
parameters. These metrics such as metabolic tumor volume (MTV) and total lesion glycolysis (TLG)
appear as promising tools by quantifying functional disease burden in MM [23,24]. In a recent study
performed with 192 MM patients, baseline TLG higher than 620g and MTV higher than 210 cm® were
associated with poor PFS and OS after adjusting for baseline myeloma variables. Combined with the
70-gene expression profiling (GEP70) risk score, TLG higher than 205 g identified a high-risk subgroup,
and divided ISS stage 11 patients into two subgroups with similar outcomes to ISS stage I and ISS stage
1. However, because of heterogeneous data, further prospective clinical studies are mandatory to
confirm the validity of these results.

In SMM, FDG-PET also showed a prognostic value. In a series of 122 patients with SMM,
Siontis et al. [10] demonstrated that the probability of progression within two years of patients with
positive FDG-PET (hyper fixation with or without lytic lesion described on CT) was 75% vs. 30% in
patients with negative FDG-PET, without therapy (median progression: 21 months vs. 60 months;
p <0.001). Among patients with positive FDG-PET, the probability of progression was 87% at two
years when high uptake foci were accompanied by osteolytic lesion (n = 16) vs. 61% in the cases
without CT lesion (1 = 9). In a prospective study of 120 patients, Zamagni et al. [11] demonstrated
a rate of progression towards MM at two years for patients with positive FDG-PET (FLs without
osteolytic involvement in relation to CT) of 58% vs. 33% for patients with negative FDG-PET.

4. Therapy Assessment in Symptomatic MM

Obtaining complete metabolic remission (CMR) on FDG-PET exam in an intermediate evaluation
before or after ASCT is associated with better survival rates. Bartel et al. [19] showed that the
normalization of FDG fixation in FLs after initial chemotherapy courses and prior to ASCT was
associated with improved EFS and OS. Confronted with genetic profiles, pre-ASCT CMR bestowed
better OS in low risk patients and better EFS in high-risk patients. In 2013, the same team reported the
prognostic value of early FDG-PET performed on day 7 of induction therapy, in a series of 302 patients
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treated according to the same intensive protocol, 277 of whom also had gene expression profiling [25].
The multivariate analysis concluded that more than 3 FLs on FDG-PET on day 7 was associated
with lower PFS and OS even in the subgroup of high-risk patients according to genetic profiles.
This underlies the value of FDG-PET as a future tool for early corrective therapeutic measures.

In the Italian series of 192 patients, the persistence of a SUVmax >4.2 after induction therapy
was associated with a reduced PFS [20]. Three months after ASCT, CMR was obtained in 65% of the
patients, with better four-year PFS and OS than those of FDG-PET positive patients. Interestingly, 23%
of the patients obtaining complete remission according to conventional criteria were considered as
FDG-PET positive. Multivariate analysis showed that post-ASCT FDG-PET status was an independent
prognostic factor of PFS. The same team confirmed these findings in 2015, in a series of 282 patients
with symptomatic MM undergoing first-line treatment between 2002 and 2012 [26]. Median follow-up
was 67 months. After treatment, CMR was obtained in 70% of patients, whereas conventionally defined
complete response was observed in 53% of cases. FDG-PET negativization favorably affected PFS
and OS. In 12% of patients experiencing relapse, skeletal progression was only detected by systematic
FDG-PET during follow-up. Multivariate analysis showed that a SUVmax >4.2 on metabolic imaging
after first-line treatment was an independent predictive factor of progression.

The interest of post-ASCT FDG-PET has also been reported in a prospective series of 77 patients
evaluated by FDG-PET three months after transplant and every 6-12 months during follow-up [27].
The patients were classified into group 1 (relapse) and group 2 (no relapse). In group 1, the time to
relapse was longer when FDG-PET was negative (27.6 months) than when it was positive (18 months)
(p = 0.05) with a SUVmax inversely correlated with the time to relapse (p < 0.01) in PET positive
patients. In group 2, 27 patients had a negative FDG-PET and 13 positive but with SUVmax remaining
stable in the follow-up.

Finally, the French IMAJEM [18] study confirmed the superiority of FDG-PET as opposed to MRI
in the therapeutic evaluation of patients with MM in front-line therapy. This work prospectively
compared the value of MRI and FDG-PET realized at diagnosis, after three cycles of induction
chemotherapy and before maintenance therapy, in a series of 134 patients treated in the Intergroupe
Francophone du Myelome/Dana—Farber Cancer Institute (IFM /DFCI) 2009 clinical trial. FDG-PET
normalization after three cycles of induction chemotherapy was associated with a better PFS (p = 0.04),
as opposed to MRI. Pre-maintenance therapy FDG-PET normalization was equally correlated with
improved PFS (p < 0.001) and OS (p = 0.01), unlike MRIL.

Similarly to the evaluation of lymphomas [28], concerted efforts have been made to standardize
response assessment for FDG-PET imaging in MM. As described in this review, different groups have
reported promising and concordant results. Yet the lack of standard interpretation criteria makes it
difficult to draw general guidelines. Several studies mainly relied on semi-quantitative analysis such
as SUVmayx, while others based their image interpretation on a visual assessment or on both methods.
In this context, new interpretation criteria (Italian Myeloma criteria for PETUse; IMPeTUs) were drafted
by a group of Italian nuclear medicine experts as a framework that may be useful for harmonizing
clinical trials results [29]. Moreover, considering the additive value of imaging-based assessment of
minimal residual disease (MRD), the IMWG has recently defined new response categories of MRD
negativity [30]. These combine the absence of clonal plasma cells detectable by flow-cytometry or
molecular techniques, negative FDG-PET imaging, and a normal heavy/light chain ratio, and probably
better represents complete response, to available levels of detection, of malignant cells from all
compartments. Further prospective studies are warranted to confirm the validity of these parameters.

5. FDG-PET to Detect Relapse

The interest of FDG-PET has also been evaluated in patients with MM suspected of relapse after
ASCT [31]. It has been shown in a small series of 37 patients that the absence of FDG avid foci was
a prognostic factor associated with better time to relapse and OS (p < 0.01). The presence of more than
10 FLs was correlated with lower time to relapse (p < 0.01) and OS (p < 0.05). The intensity of FDG
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uptake and the presence of EMD were also correlated with a shorter time to relapse (p = 0.037 and
p = 0.049, respectively). Moreover, the FDG-PET findings led to a change in patients’ management in
30% of cases.

6. PET Using Other Radiopharmaceuticals

Certain studies have emphasized the diagnostic interest of new radiotracers in MM. In a pilot
study, Cassou-Mounat et al. [13] compared 8F-fluorocholine (FCH), a metabolite incorporated into
various phospholipids essential in the formation of cell membranes, and FDG for the detection of
MM lesions in 21 patients at time of disease relapse or progression. In the 15 patients with countable
bone foci, the on-site reader detected 72 FDG foci vs. 127 FCH foci (+76%), and the masked reader
69 FDG foci vs. 121 FCH foci (+75%), both differences being significant. These data suggested that PET
performed for suspected relapsing or progressive MM would reveal more lesions when using FCH
rather than FDG. Similarly, Lapa et al. [14] prospectively compared the myeloma lesions” detection
sensitivity of FDG and ''C-methionine (MET), an amino acid required for protein synthesis, in 43 MM
patients for staging or re-staging. MET-PET detected FL in 39 patients (detection rate: 90.7%), whereas
10 patients were missed on FDG-PET (detection rate: 76.7%, p < 0.05). MET depicted more FLs in
28 patients (p < 0.001). Both FDG and MET uptake correlated significantly with biopsy-proven bone
marrow involvement (p < 0.001), with MET demonstrating a stronger correlation (SUVmean, r = 0.9
vs. r=0.6; SUVmax, r = 0.88 vs. r = 0.58). Abnormal 3-2-microglobulin and free light chain levels
correlated with the presence of focal intramedullary lesions detected in MET- or FDG-PET (MET,
p =0.006 and p = 0.01, respectively; FDG, p = 0.02 and p = 0.01).

On the other hand, despite a potential theoretical value, discouraging results have been observed
regarding the performance of 18F-NaF in the assessment of MM. This radiotracer reflects bone
remodeling and appears as an interesting imaging method for malignant bone diseases. Yet, as
reported in both diagnostic and treatment evaluation [32,33], 18F-NaF does not seem to add significant
information to FDG-PET in MM patients.

Theranostic radiopharmaceuticals could also be of interest in MM. CXCR4 is often expressed
in high concentration by the monoclonal plasma cells, and a recent study performed in 14 relapsing
MM suggested potential of “®Ga-Pentixafor, a specific ligand showing a high affinity for CXCR4,
offering an excellent contrast in CXCR4-positive patients [16]. CXCR4 can also be targeted by the
p-particle-emitters 7" Lu- or *Y-pentixather for therapeutic purposes, ®*Ga-Pentixafor allowing for
a selection of patients to these therapies in a theranostic approach [34]. Radiolabeled mAbs with
radionuclides such as ®*Cu or #Zr are also considered to select patients before antibody-based
therapies [35], and preclinical studies reported feasibility of immuno-PET with *Cu in MM mice
models [36].

7. Conclusions

FDG-PET constitutes a high performance imaging in symptomatic MM patients to detect
medullary and extra-medullary disease at baseline, to assess therapy with prognostic value and
to detect relapse after treatment. Yet, FDG-PET interpretation criteria and methods should be

standardized for extensive use in clinical practice for symptomatic MM patient management [29].
In SMM, FDG-PET allows for the detection of patients with a high risk of progression towards MM.

Pilot studies also reported the interest of innovative radiopharmaceuticals targeting other biomarkers
in MM, with potential interest in theranostic approaches.
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Abstract: Recent advances in molecular characterization of tumors have allowed identification of
new molecular targets on tumor cells or biomarkers. In medical practice, the identification of these
biomarkers slowly but surely becomes a prerequisite before any treatment decision, leading to
the concept of personalized medicine. Immuno-positron emission tomography (PET) fits perfectly
with this approach. Indeed, monoclonal antibodies (mAbs) labelled with radionuclides represent
promising probes for theranostic approaches, offering a non-invasive solution to assess in vivo target
expression and distribution. Immuno-PET can potentially provide useful information for patient risk
stratification, diagnosis, selection of targeted therapies, evaluation of response to therapy, prediction
of adverse effects or for titrating doses for radioimmunotherapy. This paper reviews some aspects
and recent developments in labelling methods, biological targets, and clinical data of some novel
PET radiopharmaceuticals.

Keywords: immuno-PET; molecular imaging; antibody

1. Introduction

Recent decades have seen the discovery of oncogenesis and tumor suppressor genes, which along
with the progressive deciphering of cellular signal transduction pathways, defined the biological
hallmarks of cancer [1,2]. This initiated a new era of cancer therapy by developing the use of targeted
molecular therapies in complement to cytotoxic drugs and nonspecific chemotherapy. The two main
types of these treatments are monoclonal antibodies (mAbs) [3,4] and tyrosine kinase inhibitors
(TKIs) [5,6]. They are designed to interfere specifically with single or multiple key molecular pathways
involved in tumorigenesis, fulfilling Ehrlich’s vision of a “magic bullet”, capable of selectively
destroying disseminated tumor cells while sparing normal tissues [7].

A key discovery for the production of mAbs was the hybridoma technology, by Kéhler and
Milstein [8], which allowed unlimited generation of stable mAbs with predetermined specificity.
Yet, during their early use, the immunogenicity of these murine mAbs constituted the main obstacle
to their therapeutic success. This led to the development of a second-generation of chimeric and
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humanized mAbs [9]. The first highly specific mAbs targeting the human epidermal growth
factor receptor 2 (HER2) or CD20 opened the door to novel therapeutic strategies and represented
an impressive step forward. The clinical efficacy of the anti-HER2 trastuzumab in patients with
breast cancer and the anti-CD20 rituximab in B non-Hodgkin lymphoma (NHL) demonstrated for
the first time that mAbs can be commercialized as powerful therapeutic agents in the fight against
cancer [10,11]. Clinical success with rituximab and trastuzumab energized the research of new
target membrane proteins in lymphomas and solid tumors. In the meantime, in the 1980s, a few
mAbs were labelled for scintigraphic imaging of tumors [12]. It was a promising challenge but the
expected success was limited by a poor imaging resolution despite a rather good specificity of the
mAbs. Yet, thanks to the development of more sensitive detectors and specific software, along with
significant technical advances in the production of positron-emitting radionuclides and their related
labelling methods, a broad range of new tracers for the realization of specific imaging [13-16] were
developed in the last decade. In medical practice, the identification of biomarkers will slowly but surely

become a prerequisite before any treatment decision, leading to the concept of personalized medicine.

Immuno-positron emission tomography (PET), combining the high sensitivity and resolution of a PET
camera with the specificity of a mADb, perfectly fits with this approach. Indeed, mAbs labelled with
radionuclides represent promising probes for theranostic approaches, offering a non-invasive solution
to assess in vivo target expression and distribution and to obtain reliable diagnostic, prognostic and
therapeutic information [17]. This overview of targets’ distribution could thus be incorporated into

individual treatment strategies before the introduction of potentially expensive or toxic therapies [18].

Moreover, one could imagine a role of immuno-PET to facilitate the development of new drugs by
pharmaceutical companies. Radio-labelling potential candidates during early development phases

could constitute an effective and rapid solution to monitor their pharmacokinetics and distribution.

Once labelled with - or x-emitters, radiolabelled mAbs targeting relevant molecular markers

expressed by different solid tumors or hemopathies can be used for radioimmunotherapy (RIT).

This short review provides an overview of the main issues, current use and promising results of
immuno-PET in line with the development of personalized medicine.

2. Radionuclides

Since the 1990s, mAbs have been labelled with y-emitting radionuclides, such as **™Tc or '''In,

and imaged with planar or Single Photon Emission Computerized Tomography (SPECT) cameras.

Although informative, these imaging modalities suffered from limited sensitivity and low-spatial
resolution, and did not provide reliable quantitative measurements. In this context, due to high
sensitivity, improved spatial resolution and signal-to-noise ratios, coupled with the capability to
perform accurate quantification, PET has rapidly emerged as a very powerful method for mAbs
imaging [19].

Combining mAbs and positron-emitters requires an appropriate match between the biologic
half-life of the protein and the physical half-life of the radionuclide to achieve optimal
tumor-to-background activity ratios [20,21]. Indeed, intact antibodies have a long residence
time (several days) due to slow blood clearance resulting in optimal image contrast and
tumor-to-background activity ratios only at prolonged time points after injection. Thus, the use
of short half-life 18F (t; ;5 = 110 min) or Ga (t; 2 = 68 min) is limited to small size molecules such as
peptides or small molecular weight proteins such as mAbs fragments that distribute rapidly in the
body. On the other side, 8 Zr (t1/2 =784 h)and 1247 (t1/2 = 100 h) are more suitable for large molecule
labelling, such as intact mAbs. **Cu with an intermediate half-life of 12.7 h can be used for labelling
a large number of molecules with different sizes. Radionuclides with a long half-life also offer logistic
advantages with respect to radiolabelling and transportation outside the production site but also
potential disadvantages with respect to the radiation burden to the patient, especially when coupled to
intact mAbs with long biologic half-lives. Finally, within the scope of a theranostic approach, both the
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imaging and the therapeutic products can be labelled using the same chemical elements with pairs of
B+/(— emitting radionuclides ('2*1/13'1, 30Y /%0y, 4Cu /" Cu, #Sc/47Sc).

Several additional considerations must also be taken into account in selecting the appropriate
radionuclides [21]. Positron energy range may affect resolution as the positron may travel a significant
distance before annihilation: high-energy positron will result in an intrinsic resolution loss. In addition
to half-life, existence of concomitant y emissions will have major effects on the radiation dose to the
patient. Finally, other factors to consider include cost and accessibility.

Imaging with intact mAbs typically requires a minimum delay of more than 1 day post-injection
before high-contrast images can be obtained and this has spurred the development of imaging agents
based on smaller antibody fragments that retain immune-recognition capabilities. These engineered
constructs include F(ab’)2 and Fab fragments, diabodies, minibodies, cysdiabodies or affibodies.
They offer rapid clearance from systemic circulation, better extravasation and tumor penetration than
intact mAbs allowing for imaging on the same day after administration. Immunoconjugates based on
these fragments have for the moment demonstrated encouraging significant preclinical [22-24] and
clinical results [25,26].

3. Labelling Techniques

Radionuclides can either be directly conjugated to a mAb or attached indirectly through a linker,
depending on their intrinsic properties. The most commonly used PET imaging radionuclides for
immuno-PET belong to two classes: radiohalogens and radiometals.

Radiohalogens—of which the main representative is >*I—are usually directly conjugated to
the biological vector. The iodination procedure by direct electrophilic substitution on a tyrosine
residue is the simplest method for protein labelling [27]. This technique is commonly used and
provides satisfactory results with non-internalizing antibodies or peptides. Unfortunately, when
internalization occurs, intracellular catabolism of the antibody and dehalogenation result in the
clearance of radioiodine from the target tissue, leading to signal loss and unspecific accumulation
such as thyroid for iodine. A number of research groups have developed prosthetic or pendant
groups to solve this problem [28-30], but they are still at the level of preclinical proofs of concepts.
Concerning '8F, although its ease of production in large quantities, its half-life and the low energy of
the emitted positron make it an ideal versatile radionuclide for PET imaging, preparing '*F-conjugates
require time-consuming and challenging radiosynthesis. In the last decade, despite the fact that direct
labelling remains a special challenge, tremendous progress has been made regarding the *F-labelling of
biomolecules, and several strategies have been introduced beyond the use of prosthetic groups [31,32].
Moreover, the combination of antibody fragments and 8F is particularly attractive as the physical
half-life of '*F will be well matched to the biologic half-life of the small fragments.

Alternatively, radiometals, such as ®¥Ga, %*Cu or 8Zr necessitate the use of bifunctional chelating
agents such as DOTA (1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic acid). The antibody of interest
is first conjugated to the chelating agent through covalent attachment. The chelating agent-modified
antibody can then provide sequestration of the radionuclide to yield a stable complex. However, the
metallic radionuclides are diverse in terms of their coordination chemistries, and thus, various kinds
of chelating agents are required to label with many radionuclides [33,34].

One of the main factors to be considered for the selection of a suitable chelating agent for a specific
radionuclide is stability. Another additional critical property to consider is the fate of the radionuclide
in case of dissociation, or after antibody catabolism. Ideally, intact conjugates would accumulate and
be retained selectively at the tumor site while free or chelated radionuclides would be rapidly excreted
via the urinary tract without intracellular retention in the non-target tissues. Yet, this is not the case,
and unwanted retention of metallic radionuclides is the rule. For example, a lot of recent preclinical
studies reported the use of 8Zr and its most commonly used chelator, desferrioxamine (DFO) [35].
Yet, significant bone uptake has been reported in preclinical studies even with purified % Zr-DFO-mAb
conjugates [36]. This uptake is explained by the release of free %'Zr cations within the body that
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mineralize into the skeleton. This uptake of free 897r could be of particular concern in the clinic, and
has led several groups to investigate the possibility of developing better chelators for 8°Zr. Similarly,
transmetallation or transchelation phenomena can occur in vivo when the radiopharmaceutical is in
competition with metal complexing proteins, such as transferrin or ceruloplasmin leading to unwanted
liver and kidney uptakes. This potential drawback has been described in a recent review by Zhou [37]
with regard to biological behaviors and distributions of radionuclide-labeled mAbs. To limit these
phenomena, as dissociation of the radionuclide is directly associated to this loss in image quality,
continued research of better chelation agents has been done in order to improve both selectivity
and stability. Chelating agents with very high affinities for metals and kinetics stabilities need to be
developed [34].

An alternative approach to provide better tumor-to-background ratios and contrast, is pre-targeted
imaging [38-40]. In this approach, unlabelled antibodies are used, capable of both binding antigens
and radiolabelled small molecular weight ligands. After administration, binding, and clearance of
the antibody, the radioactive ligand is injected in a second step to bind to the pre-localized antibody.
A variety of pre-targeting techniques have been proposed with good results both for imaging and
therapy in preclinical and clinical models.

Very recently, the use of click chemistry has also emerged as a new specialized conjugation method
for preparing imaging probes [41,42]. Due to their rapid and highly selective nature, bioorthogonal
chemistry reactions represented by the strain-promoted alkyne-azide cycloaddition and inverse
electron demand Diels-Alder cycloaddition, are attracting a significant amount of interest in the
radiopharmaceutical community [43,44]. Click chemistry has the potential to circumvent many of the
limitations of its predecessors and has shown significant promise in a few pioneering preclinical studies.

4. Applications

Each patient is unique. The move toward personalized medicine aims to provide the right
therapeutic strategy to the right patient at the right dose, at the right time. As previously described,
immuno-PET perfectly fits in this concept. Radio-immunoconjugates (RIC) have become prominent in
recent developments in oncology because of improvements in mAb technology, and access to novel
radionuclides has also improved; together these have increased the clinical attention to immuno-PET
in the last 5 years (Figure 1).

Published Items in Each Year Citations in Each Year
700

Figure 1. Topic of research on Webofknowledge.com: “immuno-positron emission tomography (PET)".
This report reflects citations to source items indexed within Web of Science Core Collection.

mAbs labelled with positron-emitters could indeed have several in vivo uses. They could of
course help in molecular diagnosis or be correlated to the prognosis of patients. They could also be
considered as companions in theranostic approaches, to non-invasively assess in vivo tumor antigen
expression and accessibility, in the context of targeted mAb therapies or RIT. This role in patient
selection appears essential and is considered as one the main advantages of immuno-PET, target
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expression usually being a prerequisite for response. Moreover, if target accessibility is low, therapeutic
agents cannot reach the tumor and be effective, even if immunohistochemical expression of receptors
on the tumor cells has been assessed. For RIT, immuno-PET could probably help optimizing injected
doses too.

The first clinical proof that immuno-PET represents a powerful tool for molecular diagnosis
has probably been reported by Divgi et al. [45] in clear cell renal cell carcinoma (ccRCC), with the
chimeric antibody ¢G250 (girentuximab). This mAb reacting against carbonic anhydrase IX (CAIX),
a cell-surface antigen over-expressed in the vast majority of ccRCC, was '**I-labelled and used in
26 pre-surgical patients with renal masses. In this study, the sensitivity and specificity for ccRCC were
respectively 94% and 100%, with a negative predictive value of 90% and a positive predictive value of
100% [45]. These excellent preliminary results have been confirmed in a phase III study (REDECT),
demonstrating that PET imaging using '**I-labelled girentuximab could accurately and noninvasively
assess the presence or absence of ccRCC while avoiding the inherent risks of biopsy [46]. Another study
reported a potential interest of CAIX immuno-PET imaging as this protein is also upregulated in many
other tumor types and generally correlated with hypoxia. The capability of ¥ Zr-labelled girentuximab
to visualize tumor hypoxia was thus assessed, in a preclinical model of human head and neck xenograft
tumor. This study reported a significant, positive correlation between ¥Zr-labelled girentuximab
accumulation and CAIX expression on a microscopic level [47]. Even though further clinical studies
are warranted, these results suggest an additional potential role for this radioimmunconjugate in
defining CAIX-positive hypoxic areas potentially requiring intensified therapy.

Interesting results in diagnostic and prognostic imaging were also obtained with prostate cancer.
Prostate-specific membrane antigen (PSMA) is a well-characterized imaging biomarker of prostate
cancer directly related to androgen independence, metastasis and progression. One of the first
anti-PSMA radioimmunoconjugates is the !!'In-labelled capromab pendetide (ProstaScint), a mouse
monoclonal antibody conjugate that is useful for SPECT imaging [48]. New high affinity antibodies
of PSMA for PET imaging have also been developed, such as J415, J533, and J591. The latter is
the most extensively studied [49,50], with satisfactory results in accurately targeting bone and soft
tissue metastatic prostate cancer sites. A phase I imaging trial with 8 Zr-labelled J591 in 10 patients
with metastatic prostate cancer also demonstrated the ability of this construct to identify metastases,
including lesions that were not detected on conventional imaging [51]. Moreover, a recent prospective
study in patients awaiting prostatectomy found that a 8Zr-labelled conjugate of the J591 antibody was
able to identify tumors with a Gleason score of seven or greater [52]. Yet, major disadvantages have
been described with these radiolabelled monoclonal antibodies such as the long time from injection for
optimal imaging, with several days often required due to poor tumor penetration. To address that
issue, multiple small-molecule ligands targeting PSMA have also been explored such as aptamers and
PSMA inhibitors of low molecular weight [50].

The pre-targeting anti-carcinoembryonic antigen (CEA) system using TF2, a humanized trivalent
bispecific antibody (BsMab) and IMP288, a radiolabelled hapten have been adapted for immuno-PET
in different solid tumor models, using short half-life emitters such as 18R or 8Ga. In a first human
optimization trial testing the feasibility of this system in relapsing medullary thyroid cancer, our team
demonstrated that a high-contrast tumor uptake can be obtained using pre-targeted immuno-PET
(Figure 2) [40]. Promising results were also obtained in CEA-positive breast cancer patients and another
study (ClinicalTrials.gov NCT02587247) is ongoing to evaluate the potential of anti-CEA immuno-PET
in colorectal carcinoma.

In the context of personalized medicine, selecting patients before targeted therapy to predict
response also appears as an application to consider. Excellent results were obtained with anti-HER2
imaging in breast cancer, and will be further discussed below. Similarly, ¥Zr-labelled bevacizumab
was assessed in seven patients with non-small cell lung cancer and followed by induction therapy
combining carboplatin, paclitaxel and bevacizumab. A positive trend without significant correlation
was found for tumor uptake and progression-free survival and overall survival after treatment [53].
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Similar encouraging results were observed in patients with advanced colorectal cancer who received
897r-labelled cetuximab followed by treatment with cetuximab [54]. Yet, no association was obseved
between tumor accumulation and clinical benefit in other clinical applications such as ¥Zr-labelled
bevacizumab followed by everolimus therapy in patients with neuroendocrine tumors [55] and in
patients with recurrent high-grade glioma treated with fresolimumab using %Zr-labelled fresolimumab
imaging [56]. Based on these preliminary clinical results, despite some discrepancies and studies
with a relatively small numbers of patients, it appears that immuno-PET has a real potential for
predicting response to targeted therapy assuming that the radioimmunoconjugate’s biodistribution
is representative of the therapeutic mAbs’ biodistribution. The validation of this approach to guide
therapeutic strategies requires larger prospective studies demonstrating that stopping or continuing

therapy based on imaging results is favorable to patient outcomes compared with standard practice.

Moreover, for therapeutic evaluation, if the imaging radiolabelled mAb is the same as the one used
for therapy, more investigations will be perhaps needed to determine whether the potential absence
of tumor uptake reflects a reduction in target overexpression as a consequence of targeted therapy
or impaired targeting explained by partial saturation with unlabelled mAbs [57]. Similarly, optimal
dosage of radiolabelled-mAbs might be different in naive patients than in those undergoing treatment
with unlabelled-mAbs [58]. Further randomized multicentric clinical studies are still warranted before
immuno-PET could be fully considered as a companion diagnostic test.

Figure 2. Inmuno-PET maximum-intensity-projection images recorded in five patients (one patient
of each cohort, A to E) included in the optimization part of the first-in-human immuno-PET trial
using anti-carcinoembryonic antigen CEA bispecific antibody and %Ga-labelled peptide in metastatic
medullary thyroid carcinoma. Arrows showed foci considered as pathologic by immuno-PET.
(This research was originally published in JNM. Immuno-PET using anti-CEA bispecific antibody
and %®Ga-labelled peptide in metastatic medullary thyroid carcinoma: clinical optimization of the
pre-targeting parameters in a First-in Human trial. Bodet-Milin et al. J. Nucl. Med. 2016, 57, 1505-1511.
© by the Society of Nuclear Medicine and Molecular Imaging, Inc., Reston, VA, USA).
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One of the most widely used mAbs in clinical practice is trastuzumab, which targets HER2. HER2
plays an important role in breast cancer pathogenesis. Anti-Her2 therapeutic agents are only effective
in patients who have HER2-positive breast cancer. In clinical practice, HER2 expression is assessed by
immunohistochemistry and technical difficulties can arise when lesions are not accessible to biopsy.
Moreover, HER2 status of metastatic lesions can differ from the primary site and discrepancies can
appear across lesions within the same patient during the course of the disease. Several reports
suggested the negative prognostic impact of these changes in histopathological biomarker profiles
between primary and recurrent tumors in breast cancer [59-61]. For these reasons, evaluating HER2
status of recurrent breast cancer before therapeutic decisions of targeted therapies seems an essential
prerequisite. An anti-HER2 immuno-PET would allow measurement of receptor expression of whole
tumors and their metastases, avoiding sampling errors and thus misinterpretation due to intratumoral
and interlesional heterogeneity, without the need for repeated invasive biopsies. Several studies
reported that immuno-PET with %Ga, ®*Cu or %Zr could allow non-invasive assessment of lesions that
are likely to respond to therapy [62-65]. In the ZEPHIR study, pre-treatment PET using %Zr-labelled
trastuzumab was explored in HER2-positive metastatic breast cancer patients scheduled for treatment
with trastuzumab emtansine (T-DM1) [66]. PET using ['®F]-fluoro deoxy glucose (FDG-PET) was
performed at baseline and before the second cycle of T-DM1. Immuno-PET with anti-HER2 was
negative in 29% of the studied population. Positive predictive value and negative predictive value were
respectively of 72% and of 88% for immuno-PET and of 96% and of 83% for FDG-PET. Predictive values
of 100% were obtained by combining immune-PET and FDG-PET, and patients with a time-to-treatment
failure of 2.8 months from those with a time-to-treatment failure of 15 months were discriminated.
This innovative work and results support the benefit of combining imaging methods to assess target
expression with evaluation of drug impact on the target. To our knowledge, this is the first time such
a combined approach has been undertaken and it clearly demonstrates its accuracy in predicting
whether adequate tumor targeting is followed by sufficient efficacy and cytotoxicity.

The programmed cell death protein 1 (PD1)/programmed death-ligand 1 (PD-L1) axis is
an important immune checkpoint for T cell activation. PD-L1 overexpression is associated with
a poorer prognosis in a variety of cancers, especially in breast, gastric, renal cell, ovarian, non-small
lung, hematologic cancers and melanoma [67-73]. Patients with PD-L1 overexpression typically
have a stronger response to anti-PD-L1 therapy, such that determining PD-L1 expression allows
identifying patients who will respond to anti-PD-L1 therapy. Additionally, monitoring changes
in PD-L1 expression could provide information considering treatment efficacy or potential toxicity.
The PD-L1 expression is usually evaluated using immunohistochemistry (IHC) on archive tissue
samples, and does not consider that PD-L1 expression may undergo changes due to alterations in
tumor microenvironment or previous treatment. Some preclinical studies showed the potential
interest of noninvasive SPECT or PET imaging of tumor PD-L1 expression using radiolabelled
anti-PD-L1 antibodies [74-76]; yet, to our knowledge and according to Clinicaltrials.gov, only one
clinical study is under recruitment. The latter aims to evaluate the potential interest of an anti-PDL1
antibody called MPDL3280A labelled with #Zr for non-invasive imaging and quantification of PD-L1
distribution in patients with locally advanced or metastatic non-small cell lung cancer, bladder cancer
or triple-negative breast cancer.

Immuno-PET could provide information about tumor targeting, pharmacokinetics and
accumulation in critical normal organs for RIT planning. By translating tumor-to-background ratios
into potential absorbed radiation doses, this approach allows for improved optimal dosing. Impact
of preloading with unlabelled antibody could also be assessed [77,78]. Rizvi et al. [79] conducted
a prospective clinical study to evaluate the biodistribution and radiation dosimetry of *’Y-ibritumomab
tiuxetan (Zevalin®) using % Zr-ibritumomab tiuxetan. Patients with relapsed B-cell NHL underwent
PET scans after injection of Zr-ibritumomab tiuxetan and again 2 weeks later after coinjection
of Y-ibritumomab tiuxetan. Biodistribution of #Zr-ibritumomab tiuxetan was not influenced by
simultaneous treatment with **Y-ibritumomab tiuxetan. High correlation was observed between
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predicted pre-therapy and absorbed therapy organ doses as based on ¥ Zr-ibritumomab tiuxetan
images. These results are similar to previous data presented by Perk et al. [80], and confirm the
potential value of pre-therapy * Zr-immuno-PET to enable individualized treatment by optimizing
RIT dose schedules for patients.

5. Conclusions

Today, the field of PET molecular imaging is rapidly progressing toward clinical use, providing
repeatable non-invasive whole-body biomarkers mapping. Furthermore, immuno-PET represents
a promising tool for personalized medicine in the context of multimodality treatment strategies.
Consistent preclinical and clinical studies have been performed showing the safety, the improved
image quality, as well as the potential for proper estimation of the antigenic expression level of
immuno-PET. Moreover, it is attractive for studying the in vivo behavior of antibody-based therapies
and for better understanding their therapy efficacy.
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ABSTRACT

Purpose: Although recent data from the literature suggest that PET imaging
with [18]-Fluorodeoxyglucose (**F-FDG) is a promising technique in multiple
myeloma (MM), the development of other radiopharmaceuticals seems relevant.
CD138 is currently used as a standard marker in many laboratories for the
identification and purification of myeloma cells, and could be used in phenotype
tumor imaging. In this study, we evaluated a %Cu-labeled anti-CD138 murine
antibody (°*Cu-TE2A-9E7.4) and a metabolic tracer (°*CuCl,) for PET imaging in a
MM syngeneic mouse model.

Experimental Design and Results: “Cu-TE2A-9E7.4 antibody and ¢*CuCl2 were
evaluated via PET imaging and biodistribution studies in C57BL / KaLwRij mice
bearing either 5T33-MM subcutaneous tumors or bone lesions. These results were
compared to 18F-FDG-PET imaging. Autoradiography and histology of representative
tumors were secondly conducted. In biodistribution and PET studies, **Cu-TE2A-9E7.4
displayed good tumor uptake of subcutaneous and intra-medullary lesions, greater
than that demonstrated with F-FDG-PET. In control experiments, only low-level,
non-specific uptake of “Cu-labeled isotype IgG was observed in tumors. Similarly, low
activity concentrations of *“CuCl, were accumulated in MM lesions. Histopathologic
analysis of the immuno-PET-positive lesions revealed the presence of plasma cell
infiltrates within the bone marrow.

Conclusions: %“Cu-labeled anti-CD138 antibody can detect subcutaneous MM
tumors and bone marrow lesions with high sensitivity, outperforming *F-FDG-PET
and $*CuCl, in this preclinical model. These data support “Cu-anti-CD138 antibody as
a specific and promising new imaging radiopharmaceutical agent in MM.
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INTRODUCTION

Multiple myeloma (MM) is a hematological neoplasm
characterized by the clonal proliferation of malignant
plasma cells in the bone marrow [1]. It is a rare disease
that accounts for approximately 15% of hematological
malignancies and results in a diffuse infiltration of the
bone marrow, focal bone lesions and extra-medullary
lesions. Over the past two decades, advances have been
made with regard to the diagnosis, staging, treatment and
imaging of MM [1, 2]. Magnetic resonance imaging (MRI)
is currently recommended as the most effective imaging
for MM at diagnosis [2]. Positron emission tomography
(PET) combined with computed tomography using [18]
Fluorodeoxyglucose (*F-FDG) is still being evaluated for
initial staging and therapeutic monitoring in this pathology
and its place needs to be validated [3, 4]. However, *F-FDG
being a non-tumor-specific metabolic tracer, development of
phenotype tumor PET imaging is an attractive novel option
to improve tumor characterization by targeting biomarkers
expressed by neoplasm’s cells [5]. The combination of PET
with monoclonal antibodies (mAbs), combining the high
sensitivity and resolution of a PET camera with the specificity
of'a mAD allows the production of a specific imaging, called
immuno-PET [6]. In MM, among the targeted antigens,
CDI138 or syndecan-1 is a cell surface proteoglycan that
plays an important role in regulating cell signaling [7]. 1t
is expressed by viable MM cells in the bone marrow and
peripheral blood as well as differentiated plasma cells [8] and
is currently used as a standard marker in many laboratories
for the identification and purification of myeloma cells.
CDI138 PET imaging may thus specifically image MM
lesions. Moreover, Phase I-11 studies have been initiated with
an antiCD138mAb [9, 10] and stronger response might be
obtained by conjugating antiCD138mAb with radioisotopes,
as previously demonstrated with radiolabeled antiCD20mAb
in lymphoma [11]. Besides, based on the evidence that the
human copper transporter 1 (CTR1) is overexpressed in
neoplastic tissues, *CuCl, has been reported as a promising
PET probe for imaging a variety of cancers such as prostate
cancer and melanoma [12-14].

Here, we report preclinical PET imaging of CD138
in a subcutaneous and bone marrow disseminated mouse
model of orthotopic syngeneic MM (C57BL / KaLwRij
and 5T33 cells) using Copper-64 labeled mCD138-
specific 9E7.4 antibody (*Cu-TE2A-9E7.4) compared
to "F-FDG-PET, bioluminescence imaging and *CucCl,
imaging both as a control of potential copper release by
the chelator agent and as a molecular imaging probe.

RESULTS

Ex vivo biodistribution experiments

Ex vivo biodistribution results are presented in Figure
1. On the study conducted 24h after administration of

“Cu-TE2A-9E7.4 (Figure 1A and 1B) in a subcutaneous
model of MM, the highest accumulation was observed in
tumors compared to all other samples collected (12.82 +
6.09% injected dose per gram [%ID/g] at 24 h post injection
(PI)) with high tumor-to-blood ratios (4.08 + 1.9 at 24 h
PI). #Cu-TE2A-9E7.4 displayed rapid blood clearance as
determined by the radioactivity remaining in the blood at
24 h P1(3.47 + 1.28% ID/g). The radioimmunoconjugate
also showed low muscle uptake of 0.49 £ 0.03% ID/g at
24 h PL. Relative high uptakes of “Cu-TE2A-9E7.4 was
found in several normal organs such as liver (9.04 £ 0.36%
ID/g at 24 h PI) and spleen (6.46 = 2.99% ID/g at 24 h
PI). All other organs displayed activity concentrations of
5%ID/g or less at 24 h P1. As a control of specificity of the
#Cu-TE2A-9E7 4, biodistribution experiments at 24 h PI of
#Cu-TE2A-IgG2ak Isotype was performed (Figure 1C and
1D). It showed persistent high activity in the blood (9.26 +
0.75%ID/g at 24 h PI) and relative high uptakes in several
normal organs including tumors (6.53 = 1.14%ID/g at 24
h PI) resulting in very poor tumor-to-blood ratios (0.71 =
0.15 at 24 h PI).

Biodistribution of “CuCl, was determined at 2h and
24 h after injection (Figure 1E and 1F). “CuCl, displayed
rapid yet modest accumulation in the tumors (7.47 +
2.52% ID/g at 2 h PI) which slightly decreased over time
(2.87 +0.32% ID/g at 24 h PI). “*CuCl, showed significant
blood clearance from 2h PI (3.9 + 0.28% ID/g) to 24h PI
(1.43 £ 0.29% ID/g), resulting in stable tumor-to-blood
ratios (1.88 = 0.59 at 2 h PI and 2.05 £ 0.34 at 24h PI).
Relative high uptakes of “CuCl, was observed in non-
target organs such as liver, kidney, lung, gut and stomach.
Except for the liver (19.45 = 2.47%ID/g at 2h PI; 13.48
£ 1.13% ID/g at 24 h PI) and kidney (24.40 = 2.12%ID/g
at 2h PI; 9.73 + 0.76% ID/g at 24h PI), these high uptakes
clearly decreased at 24 h PI.

PET imaging of subcutaneous tumor

PET imaging experiments (Figure 2) confirmed
biodistribution observations and helped to visualize in
vive distributions of “*Cu-TE2A-9E7.4 and “CuCl, over
time. Data plotted in Figure 2E were consistent with the
biodistribution data (Figure 1). For “Cu-TE2A-9E7.4,
PET images illustrated the progressive selective targeting
of SC tumors (and lymph node for Mouse 2), which
increased from 2 h PI to 24 h PI while a concomitant
decrease in blood and bone (predominant on the last
lumbar vertebrae, the sacroiliac, coxo-femoral joints and
knees) activity was observed (Figures 2A and 2B). Intense
liver uptake and moderate to intense digestive uptake were
also visible at 2 h PI, which decreased at 24 h P1.

On PET images obtained after “CuCl, injection, SC
tumors were clearly visible at both times yet with modest
accumulation (Figures 2C and 2D). Moreover radioactivity and
contrast decreased between 2 h and 24 h P High liver, kidney
and intestines uptakes were observed at all the time points.

www.impactjournals.com/oncotarget

9062

Oncotarget

169



Biodistribution *'Cu-TE2A-BET.4 (24h P1)

2
@
]
S
@
H
s
s
©
s
5
L
£

%1D/g Tissue / %ID/g Blood

Biodistribution "'Cu-TE2A-9E7.4 (24h PI)
Organs / Blood Ratio

Biodistribution **Cu-TE2A-gG 2ak Isotype (24h P1)

=
°
]
1
°
H
3
<
£
s
=
B

=l

%1D/g Tissue / %1D/g Blood

2

*Cu-TE2A-IgG 2ak Isotype (24h P1)
Organs / Blood Ratio

Biedistribution

[m]

Biodistribution “*CuCl, (2h P1and 24h P 1)

259
=F
e 240 Pl
204
2
@
s 159
2
°
b
K
s
o 104
2
5
EN
<
54
o
o

o
H
5
o
2
-]
=
M
H
“
g
L)
2
#

Biodistribution MCUCL;J (2h Pl and 24h P1)
Organs / Blood Ratio

=1
&S 24h PL

Figure 1: Biodistribution results and organ-to-blood ratios of “Cu-TE2A-9E7.4, “Cu-TE2A-I1gG2a k Isotype and
“CuCI2 in tumor-bearing mice, Ex vivo biodistribution results (A) and organ-to-blood ratios (B) of “Cu-TE2A-9E7.4 at 24 h post-
injection (PI), in the subcutancous tumor model (# = 3). Ex vive biodistribution results (C) and organ-to-blood ratios (D) of “Cu-TE2A-
IgG2a k Isotype at 24 h PI (n = 3). Ex vivo biodistribution results (E) and organ-to-blood ratios (F) of “CuCl,at 2 h and 24 h PI (» = 3 for
each group). Values are expressed in percentage of the injected radioactive dose per gram of tissue (%ID/g) and presented as mean +/— SD.
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Comparison between quantification analysis of
PET images obtained after 24 h PI of “Cu-TE2A-9E7.4
and “CuCl, showed net higher uptake in tumors for the
first probe (9.5 + 4.5 vs 2.32 + 0.45 respectively for *Cu-
TE2A-9E7.4 and *CuCl, at 24 h PI; p = 0.0286; non-
parametric test) (Figure 2E).

Digital autoradiography

Digital autoradiography acquisitions were performed
on SC tumors of Mice 1 and 7, respectively imaged with
#Cu-TE2A-9E7.4 and “CuCl, (Figure 3). Firstly, tumor
section obtained with “Cu-TE2A-9E7.4 revealed a high
heterogeneity in the distribution of the vector. Secondly,
measurement of counts/mm? found a significant difference
(583.3 + 54.3 vs 3277 + 316.6 respectively for “CuCl,
and “Cu-TE2A-9E7.4; p = 0.0008; non-parametric test)
between “CuCl, and “Cu-TE2A-9E7 .4 signals reflecting
the observed excellent uptake.

PET imaging of disseminated disease

To establish a model of disseminated disease, mice
were injected intravenously and the distribution was
serially assessed using bioluminescence. Mice injected IV
developed lesions in the skull, spine, sacrum and members
(Supplementary Table 1).

The conventional "F-FDG-PET images were
performed 1h PI and showed typical *F-FDG distribution
in brain, heart, muscles and intestines (Figure 4B).
Except for skull lesions, the uptake correlated with
the bioluminescence images for all lesions yet with
limited uptake in the tumors (Figure 4, Figure 5 and
Supplementary Table 1).

PET imaging with “Cu-TE2A-9E7.4 was performed
2h and 24h PI. Besides the physiological uptakes
also observed in the SC model, bone and lymph node
metastases were easily distinguished with excellent tumor-
to-background ratios. Supplementary Table 1 shows the

p= 00286

Injected dose per g (%)

HCu-TE2A-9E7.4 (20 P.1)

"Cu-TE2A-9E7 4 (24n P 1)

®eucl, (2n P 1)

Heuct (24n P 1)

Figure 2: PET imaging and quantification with “Cu-TE2A-9E7.4 and “CuCI2 in tumor-bearing mice. Maximum intensity
projections of PET and CT imaging at 2 h post-injection (PI) (A) and at 24 h PI (B) of Mouse 2 showing uptakes in both subcutaneous
tumors and of an iliac lymph node (Tumors are indicated by arrows). Maximum intensity projections of PET and CT imaging with “CuCl,
at 2 h PI(C) and at 24 h PI (D) of Mouse 8 showing uptakes in both subcutaneous tumors. PET quantification of tumors and majors organs
at2 hand 24 h PI (E) of “Cu-TE2A-9E7.4 and *CuCl, (n = 3 for each group). Values are expressed in percentage of the injected radioactive
dose per gram of tissue (%ID/g) and presented as mean +/- SD. Comparison between quantification analysis of PET images obtained after
24 h PI of ®Cu-TE2A-9E7.4 and #CuCl, showed net higher uptake in tumors for the first probe (9.5 + 4.5 vs 2.32 + 0.45 respectively for
#Cu-TE2A-9E7.4 and *CuCl, at 24 h PI; p = 0.0286; non-parametric test).
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lesion territories for each imaging method. Imaging with
“Cu-TE2A-9E7.4 was able to detect all the lesions and
lymph nodes observed with bioluminescence imaging
except for the skull lesions of Mice 13, 14 and 15 and
was also able to detect skull infringement of the Mouse
16 (Figure 4), undistinguishable on "*F-FDG-PET images.
Higher contrast was observed at 24h PI compared to the
images realized at 2 h PI.

PET imaging with “*CuCl, was performed 2h and
24h PIL. Similarly to PET imaging in the SC tumor-bearing
mice, high liver and kidney uptakes were also observed at
all time points. For Mouse 18, skull infiltration was clearly
visible at 2 h and 24 h PI yet with lesser contrast than on
F-FDG-PET images (Figure 6). Besides, no tumor was
individualized in Mouse 19 (Figure 7).

Histology

The SC 5T33-Luc(+) tumors of Mice 1 and 7 and
both femurs of Mouse 13 were collected for morphological

analysis. Analysis of SC tumors showed numerous
large and atypical plasma cells. Figure 5 presented the
morphological analysis of the femurs of Mouse 13. A
rich normal bone marrow was observed in the femur
considered as negative on the PET images with *Cu-
TE2A-9E7.4. The femur considered as positive on PET
images with “Cu-TE2A-9E7.4 showed a substantially
normal bone marrow surrounded by two cellular infiltrates
with morphologies and characteristics similar to SC
tumor’s analysis.

DISCUSSION

Benefiting of major technological advances,
molecular characterization of tumors has helped
highlight biomarkers, useful in identifying cancer
cells and understanding the variability of response to
therapeutic agents. These biomarkers can also be used as
targets and have thus enabled the development of more
specific targeted therapies [15]. In medical practice,

5000

counts/cm?

Tumor 84CuCl, | I

Tumor 8Cu-TE2A-9E7.4

84CuCl,  S4Cu-TE2A-9E7.4

Figure 3: Digital autoradiography acquisitions performed on subcutaneous tumors of Mice 1 and 7, respectively
imaged with “Cu-TE2A-9E7.4 and “CuCl2. Measurement of counts'mm’ found a significant difference (non-parametric test)

between “CuCl, and “*Cu-TE2A-9E7 4 signals.
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Figure 4: Various explorations conducted in Mouse 14. Bioluminescence imaging (A), maximum intensity projections of "*F-FDG-
PET and CT imaging (B), maximum intensity projections of PET and CT imaging with “Cu-TE2A-9E7.4 at 2h post-injection (PI) (C) and
24 h PI (D) showing uptakes in the skull, sacrum and left iliac wing (Tumors are indicated by arrows).
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the identification of these biomarker but surely
becomes a prerequisite before any treatment decision,
leading to the concept of personalized medicine. Immuno-
PET perfectly fits with this approach. Indeed, mAbs
labeled with radionuclides represent promising probes for
theranostic approaches, offering a non-invasive solution

to assess in vivo target expression and distribution and
to obtain reliable diagnostic, prognostic and therapeutic
information [6]. MM appears to be a good candidate
for this type of imaging. Although recent data from the
literature suggest that 'SF-FDG-PET is a promising

technique for the assessment of MM with a strong

prognostic value at diagnosis, developing a more specific
radiopharmaceutical for this pathology seems relevant
[16]. Besides, based on the evidence that copper is known
to be critical for cell proliferation, angiogenesis, and
tumor growth [17], and that increased copper ions were
detected in cancer tissues [18], “CuCl, has been reported
as a promising PET probe for imaging a variety of cancers
[12-14, 19-22]. Interestingly, MM might again be a good
candidate as a copper-chelator, ATN-224, was shown to
induce programmed cell death in multiple myeloma cells
emphasizing the essential role of the Copper ion in this
pathology [23]. Our study demonstrates for the first time

Figure 5: Various explorations conducted in Mouse 13. Bioluminescence imaging (A), maximum intensity projections of "*F-FDG-
PET and CT (B), maximum intensity projections of PET and CT imaging with “Cu-TE2A-9E7.4 at 24 h post-injection (C) and histological
analysis of the left femur stained with hematoxylin-Phoxine-Safran (D) showing a substantially normal bone marrow (F) surrounded by

two plasma cell infiltrates (E and G).

Figure 6: Various explorations conducted in Mouse 18. Bioluminescence imaging (A), maximum intensity projections of "*F-FDG-

PET and CT imz
showing uptakes in the skull (Tumors are indicated by arrows).

sing (B), maximum intensity projections of PET and CT imaging with #CuCl, at 2h post-injection (PI) (C) and 24 h PI (D)
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the efficiency of anti-CD138 immuno-PET and “CuCl, to
detect MM lesions in a preclinical model.

The present work demonstrated the high targeted-
tumor uptake of “Cu-TE2A-9E7.4 in MM tumor-bearing
mice. Based on our experience with the B-B4 mAb [24, 25],
our group had developed this rat anti-mouse syndecan mAb
(9E7.4, 1gG2a « isotype) that specifically recognizes the
extracellular domain of mouse syndecan-1 [26]. This study
showed that “Cu-TE2A-9E7.4 binds effectively to CD138
tumors and allows MM imaging in a syngeneic mouse
model with high contrast. Moreover, specificity of the
observed in vivo tumor uptake was validated by the *Cu-
TE2A-IgG2ak Isotype control antibody biodistributions.
With this latter, relative low tumor uptake, poor tumor-
to-blood ratio and uniform distribution were observed
likely due to the non-specific enhanced permeability and
retention effect (EPR) [27, 28]. The biodistribution data
with “Cu-TE2A-9E7.4, in general, agreed well with the
small animal PET quantification results and showed, as it
is typical for radioimmunoconjugates, that the optimal time
point for high-contrast imaging of tumors with “Cu-TE2A-
9E7.4 appears better at 24 h than 2 h PI. This corresponded
to the time necessary for the distribution of the antibody
to the targeted tissues and clearance of non-targeted
tissues allowing for a satisfactory contrast. At 24 h PI,
relative high uptakes of “Cu-TE2A-9E7.4 was still found
in several normal organs such as liver, spleen, kidneys
and the digestive tract. These could be attributed (i) to
hepatobiliary clearance of the radiotracer and its associated
immune-complexes, (i) the endogenous expression

of CD138 by the microvilli of the basal membranes of

hepatocytes and/or (iii) potential in vivo trans-chelation
of #Cu from TE2A by hepatic enzymes even if TE2A has
previously demonstrated high in vivo kinetic stability as
a chelator for *Cu?* ion. This liver uptake could greatly
hamper the interpretation of PET images with *Cu-TE2A-

9E7.4 yet hepatic involvement is rare in multiple myeloma.
In spite of this background distribution, “Cu-TE2A-9E7.4
achieved higher resolutions’ contrasts than '*F-FDG-PET.
Indeed, despite precautions taken in terms of anesthesia
and warming to reduce cellular metabolism [29], *F-FDG-
PET showed significantly more non-specific bindings
and persistence of a high background noise explained by
residual metabolic radioactivity. This good performance is
particularly emphasized by the results of the disseminated
model. Indeed, in the literature, the widespread use of
subcutaneous xenograft models usually allows for easy
assessment of tumor burden. An important drawback to
the use of syngeneic and orthotopic tumor model would be
the signal observed from organs of clearance such as the
liver and kidneys that may conceal disseminated tumors.
Moreover, the use of a syngeneic model provides access
to the true distribution of the vector, whether it is linked to
the epitopic mapping on the whole animal or to the fixation
due to the Fc fragment. Yet, in the present work, as shown
in Figure 5, “Cu-TE2A-9E7.4 images showed excellent
tumor contrast for disseminated lesions’ detection. These
data support *Cu-anti-CD138 antibody as a promising
imaging tool. As previously stated, CD138 is expressed at
high levels in MM tumors and is a key regulator in the
disease [7]. High levels of CD138 in patient serum are
associated with poor prognosis in MM disease progression
[30]. In the past several years, our group has proven
anti-CD138 radioimmunotherapy (RIT) and a RIT to
be effective in an immuno-competent preclinical MM
model [24, 31]. Moreover, Phase I-1I studies have been
initiated with an antiCD138 mAb [9, 10]. Thus, a specific
radiotracer targeting CD138 may have advantages for
visualizing and monitoring the disease or as a companion
diagnostic imaging tool available for selecting patients
and predicting or monitoring response to CD138-targeted
therapies.

Figure 7: Various explorations conducted in Mouse 19. Bioluminescence imaging (A) and maximum intensity projections of
SF-FDG-PET and CT imaging (B), showing uptakes in both femurs (Tumors are indicated by arrows). No significative uptake seen on
maximum intensity projections of PET and CT imaging with “*CuCl, at 2 h post-injection (PI) (D) and 24 h PI (F). Representative sagittal
images of the left femur on PET imaging (C, E, G). )
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In our work, **Cu was chosen among the positron-
emitting radioelements compatible with the biodistribution
of a complete mAb. On the one hand, for its intrinsic
resolution, better than Iodine-124, and on the other hand,
with regard to biological behaviors and distributions
of free dissociated radionuclides. Indeed, even if
Zirconium-89 is a good candidate for labeled antibodies
[32], uncomplexed Zirconium-89 localizes in the bone
and could potentially represent a problem in the case of
MM phenotypic imaging [33]. Moreover, several previous
studies that have examined the use of antibodies coupled
to ®Cu for PET with success [13, 19, 34]. Nevertheless,
the main difficulty of this radionuclide is the need for
stable chelation for binding the radioisotope to the carrier
biomolecule [20, 35]. Biological media are in fact rich in
metal cations, chelating proteins and reducing enzymes,
competing with the chelator and causing dissociation of
the complex copper-chelator. Futhermore, the relatively
high tumor uptake of *Cu in different types of human
tumor tissue implies that use of unstable *Cu-labeled
PET tracers may result in non-specific tumor uptake [20].
Thus, in a recent study, Roosenburg et al have shown that
depending on the type of chelator used for coupling the
antibody with “Cu, biodistribution profiles were not the
same [34]. Strong absorption by the liver and other organs
such as the intestines were reported because of the low
in vivo stability of the various chelators. In our study, a
DOTA derivative, TE2A was used as a chelating agent
[36]. Its macrocyclic structure seems more suitable to
the in vivo stabilization of copper. In this study, “CuCl,
imaging was thus initially performed as a control of this
potential copper release by the chelating agent.

Moreover, it has been recently demonstrated that
®Cu in its ionic form can directly be used as a probe for
PET imaging of various types of cancers [13]. This study
is the first report, to our knowledge, which explores the
potential of “CuCl, for imaging in MM. The results of
the biodistribution and PET quantification studies revealed
significant uptake of **CuCl, in MM tumors. *“CuCl,
displayed rapid accumulation in the SC MM tumors
which slightly decreased over time. *CuCl, has previously
been reported to accumulate in various mouse models of
cancers such as melanoma, colorectal cancer, prostate
cancer, with heterogeneous uptake values or kinetics [12—
14, 19-22]. Tumor uptake of “CuCl, is indeed expected
to be variable based on the profile of various copper
transporters, chaperons, and copper binding molecules
and not simply depending on the expression level of
hCtrl, supported by the findings from other investigators
[14, 20]. With an uptake of 7.47 + 2.52%ID/g at 2h PI,
the performance of “*CuCl, in our study looks similar to
experiments in the mouse melanoma xenografts reported
previously [12, 37]. Relative high uptake of “CuCl, was
also observed in non-target organs such as liver, kidney,
lung, gut and stomach. These results are in agreement with
precedent findings of the literature [13]. Nevertheless, the

performance of *CuCl, in the disseminated model finally
showed its greatest limitation as it might not be suitable
for detection of disseminated metastases. Indeed, even
though most tissues (such as bones and brain) showed
relatively low uptake of “CuCl,, tumor-to-blood ratios
and thus contrast remained poor with lower performances
than "“F-FDG-PET. Thereby, albeit exploring copper
metabolism as an imaging biomarker in MM seemed
attractive, “CuCl, can’t directly be used as an effective
probe for non-invasive visualization of tumors. All the
opposite of *Cu-TE2A-9E7.4. To further investigate the
uptake of “CuCl, and compare it to “Cu-TE2A-9E7.4
more completely, additional autoradiography studies were
conducted in SC tumors. The digital autoradiography date
showed a higher and significant accumulation with *Cu-
TE2A-9E7.4 than with *“CuCl, confirming the specificity
of this radioimmunoconjugate-and its high uptake in vivo.

MATERIALS AND METHODS

Cell lines and cultures

The 5T33 murine MM cell line was kindly provided
by Dr. Harvey Turner (Nuclear Medicine Service,
Fremantle Hospital, Western Australia) with the permission
of Dr. Jiri Radl (TNO Institute, Leiden, Netherlands) [38].
Cells were transfected with luciferase cDNA as previously
described [25]. 5T33-Luc(+) were cultured in RPMI1640
medium (Gibco, Saint Aubin, France) containing 2 mM
L-glutamine and 10% heat-inactivated fetal calf serum
(PAA Laboratories / GE Healthcare Europe GmbH) at
37°C, 5% CO,, 95% humidity.

9E7.4 antibody

The 9E7.4 mAb was produced by immunization
of a rat with a 40-amino-acid peptide (GeneCust,
Luxembourg) derived from the murine CD138 protein (aa
90-130) (GenBank: CAA80254.1). Its characterization
was ensured within the team as previously described [26].
The isotype of this antibody is 1gG2a,x, and its binding
specificity was around 1 x 10" M.

Rat IgG2ak isotype control

The Rat IgG2ak antibody (R&D Systems; ref
54447) was chosen as an isotype control. This latter is
suitable for use as a negative control to assess non-specific
binding of Rat IgG2ak antibodies to mouse cells.

Animal model: subcutaneous tumor model and
IV disseminated tumor model

Female C57BL/KalwRij mice were purchased
from Envigo and housed under conventional conditions
at the Experimental Therapeutic Unit animal facility

www.impactjournals.com/oncotarget

9068

Oncotarget

175



(SFR Frangois Bonamy, IRS-UN, University of Nantes,
license number: B-44-278). Experiments were approved
by the local veterinary committee (reference 00143.01)
and carried out in accordance with relevant guidelines
and regulations. Mice were 17 weeks old at the time of
experiments.

Twelve mice were grafted subcutaneously (SC) with
2.10% 5T33-Luc(+) cells suspended in 100 puL of PBS 20
days before the first PET images on both legs. Tumors
were grown to a size of 0.3-0.8 cm in diameter.

MM has a high likelihood of disseminating to the
bones. For the experimental disseminated model, 1.10°
5T33-Luc(+) cells were suspended in 100 pL of PBS
and injected via tail vein into 8 mice, 34 days before the
first PET images. Mice were monitored for bone marrow
lesions by bioluminescence imaging over 33 days.

Bioluminescence imaging

Mice were serially imaged using bioluminescence
imaging as previously described [24] to identify, to locate
and to follow tumor progression.

The mice were anesthetized with intraperitoneal
injection of 100 pL/10g of an anesthetic solution
(consisting of | mL ketamine at 100 mg/mL (Panpharma);
0.5 mL xylazine at 20 mg/mL (Bayer); and 8.5 mL PBS).
Mice were injected intraperitoneally with 100pL luciferin
(Interchim, 12 mg/mL) 5 min before being imaged. Mice
were imaged in ventral and dorsal positions using a
Photon IMAGER ™ (Biospace Lab, Paris, France) for 30
seconds. The images were analyzed using the M3 Vision
™ goftware (Biospace Lab, Paris, France).

Labeling and controls with copper-64 (**Cu)

For in vivo experiments, three tracers with “Cu were
used: “Cu-TE2A-9E7.4, “Cu-TE2A-IgG2a k Isotype and
“CuCl,. Copper-64 (t,,=12.7h, p": 17.8%, E, =656
keV, P, 38.4%, E =573 keV) was obtained from the
ARRONAX cyclotron (GIP ARRONAX, Saint-Herblain,
France) using the reaction *Ni (p,n)*'Cu and was delivered
as “CuCl, in HCI 0.IN.

To radiolabel the 9E7.4 and the IgG2a k Isotype
mAbs, the antibodies were previously modified using a
copper chelating agent called TE2A-benzyl isothiocyanate
according to the method previously described [36].
Briefly, mAbs were incubated in a solution of 0.IM of
EDTA for 2 hours in order to chelate contaminant metals.
EDTA was then removed and mAbs were concentrated
at 4 mg/mL in carbonate buffer (0.3 M, pH 8.6) using a
disposable Amicon Ultra-4 centrifugal unit (Millipore).
For conjugation, the chelating agent TE2A-benzyl
isothiocyanate was dissolved at 12 mg/mL and added to
the mAbs at a ratio of 20 moles of TE2A to 1 mole of
antibody. After an incubation overnight, the excess of

TE2A was removed by a PD-10 disposable gel filtration
column (GE Healthcare Life Science) eluted with 0.3
M ammonium acetate (pH 7) fractions of 500 pL. For
radiolabeling, mAbs in 0.3 M ammonium acetate (pH
7) were incubated with a solution of 244 pL of *'CuClI,
(408 MBq, dissolved in HC1 0.1N) and 60 pL of 2.5 M
ammonium acetate buffer (pH 7.0) for 20 minutes at 40°C.
Then 10 pL of EDTA (pH 7; 10 mM) were added and a
further incubation for 5 minutes at 40°C was performed.
Radiochemical purity was determined by thin layer
chromatography ITLC-SG, using a citrate buffer (pH
4.5; 0.1 M) and was 83%. The immuno-conjugate labeled
with *Cu was thus secondly purified by size exclusion
chromatography using a PD-10 column (Sephadex
G25, GE Healthcare). The radiochemical purity was
finally assessed by ITLC-SG at 100%. At the end of the
radiolabeling, the specific activity for “Cu-TE2A-9E7.4
was 187 MBg/mg and the specific activity for *'Cu-TE2A-
1gG2a k Isotype was 338.7 MBg/mg.

The immunoreactivity of “Cu-TE2A-9E7.4 was
determined using magnetic beads (Pierce, Thermo
Scientific) labeled with a 40 amino acids peptide
recognized by the 9E7.4 antibody according to the
supplier’s protocol. One picomole of “Cu-TE2A-9E7 .4
was incubated 1 hour at room temperature with 20 pL of
coated magnetic beads (10 mg/mL). Using a magnetic
rack, supernatants containing non-reactive antibodies
and magnetic beads were collected separately. The
radioactivity in each fraction was measured in a gamma
counter as previously described by Halime et al [36]. The
radiolabeling yield and specific activity post-purification
of the bioconjugate were 95 + 2.8% and 188 + 27 MBq
mg ' respectively and its immunoreactivity was 81 + 7%.

PET imaging

For the SC model, 3 mice were imaged with
"F-FDG-PET and “Cu-TE2A-9E7.4 (Mice 1 to 3), 3 with
BF-FDG-PET and *Cu-TE2A-1gG2a k [sotype (Mice 4 to
6) and 6 with "*F-FDG-PET and *“CuCl, (Mice 7 to 12).

For the disseminated model, 5 mice were imaged
with "F-FDG-PET and “Cu-TE2A-9E7.4 (Mice 13 to 17)
and 3 mice with "F-FDG-PET and *CuCl, (Mice 18 to
20).

For "F-FDG-PET imaging, mice were fasted
overnight (6h to 12h) with free access to water. Mice
were warmed for at least one hour, anesthetized with
inhaled isoflurane 5%, and intravenously injected with
10 MBq of "*F-FDG in a volume of 100 pL through the
lateral tail vein. Mice were maintained under anesthesia
for a 1h uptake period and then scanned (350-650 keV
energy window, 20 min listmode acquisition, 3D rebinning
followed by OSEM-MAP reconstruction) on a multi-
modality preclinical imaging system (Inveon™, Siemens
Healthcare). CT acquisitions (80 kV, 0.5 mA) were also
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performed immediately before the PET imaging. The
reconstructed PET images were analyzed using Inveon
Research Workplace (Siemens Healthcare). Manually
drawn 3-dimensional volumes-of-interest (VOIs) were
used to determine tissue uptake values on decay-corrected
whole-body coronal images. By assuming a tissue density
of 1 g/mL, the VOIs were converted to percentage of the
injected radioactive dose per gram of tissue (% ID/g).

For ®Cu PET studies, similar procedures were
followed 24h post-'"*F-FDG-PET imaging, except that no
fasting was performed and imaging occurred at 2h and 24
h PI. Each mouse was intravenously injected with 10 MBq
of radiotracer (*Cu-TE2A-9E7.4 or #Cu-TE2A-IgG2a k
Isotype or #CuCl,) in a volume of 100 pL via the lateral
tail vein. According to the *Cu decay, the specific activity
at the injection time was between 140 MBg/mg and 170
MBg/mg for #Cu-TE2A-9E7.4 and between 320 MBq/mg
and 335 MBqg/mg for “Cu-TE2A-IgG2a k Isotype.

Biodistribution study

Tracer biodistribution studies were carried out in all
the SC-tumor-bearing mice after PET imaging (n = 3 for
each group): at 24 h PI for “Cu-TE2A-9E7.4, at 24 h PI
for “Cu-TE2A-IgG2ak Isotype and at 2 h and 24 h PI for
%CuCl,. Tumor, blood, and other selected tissues (liver,
kidney: gut, lungs, muscle, spleen, skin, brain, heart, flat
bone, femur, and stomach) were dissected, weighed and
counted on a calibrated and normalized gamma-counter.
For each organ, the percentage of injected dose per gram
(% ID / g) was calculated. The organ to blood ratios were
also compared.

Histology and digital autoradiography of
tumors

SC tumors of Mice 1 and 7 were removed, fast-
frozen in cold 2-methylbutane solution, embedded in
optimal-cutting temperature compound, and cut into
10 pm sections using a cryomicrotome (CM3050 Leica
Biosystems®). Sections were mounted on Superfrost™
slides and digital autoradiography images were obtained
on a Beaver” imager (Ai4R, Nantes, France). Image
analysis was performed on the dedicated software
Beamage® (Ai4R, Nantes, France). Adjacent 10 um
slices were stained with hematoxylin-Phoxine-Safran
and scanned using a slide-scanner Nanozoomer
(Hamamatsu®).

Both femurs of Mouse 13 were collected, formalin-
fixed and decalcified for 48 h (Decalc, Histolab). After
paraffin-embedding, femurs were cut into 10 pm sections
using a RM2255 microtome. Tissue sections were mounted
on Superfrost™ slides. Slices were stained with Hematoxylin-
Phoxine-Safran by Cellular and Tissular Imaging Core
Facility of Nantes University (MicroPICell) and scanned
using a slide scanner, Nanozoomer Hamamatsu®.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad
Prism version 7.00. Differences in uptake were tested for
significance using the non-parametric Mann-Whitney test
for two groups. Assessment of sensitivity and accuracy for
“Cu-TE2A-9E7.4 and "“F-FDG-PET in the disseminated
disease model was done using bioluminescence and CT
from the PET protocol as a reference. A p value below
0.05 was considered significant.

CONCLUSIONS

The anti-CD138 antibody 9E7.4 conjugate to
TE2A, radiolabeled with *Cu, showed specific binding
to CDI138 in vivo. Immuno-PET data demonstrated that
this radioimmunoconjugate can be used for noninvasive
imaging of CD138 expression in MM and has high tumor-
to-background tissue contrast, superior to "*F-FDG-PET.
On the opposite, the potential of “CuCl, as a radiotracer
for PET imaging of MM remains uncertain. These data
support “Cu-anti-CD138 antibody as a promising imaging
tool for selecting patients before antibody-based therapy
and RIT in particular. Future optimization studies will
include testing CD38 which is expressed at lower levels in
the liver than CD138, as a new target. Smaller vectors such
as F(ab’)2 fragments could also offer faster biodistribution
and present less catabolism by the liver.
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Abstract: Although positron emission tomography (PET) imaging with 18-Fluorodeoxyglucose
("8F-FDG) is a promising technique in multiple myeloma (MM), the development of other
radiopharmaceuticals seems relevant. CD138 is currently used as a standard marker for the
identification of myeloma cells and could be used in phenotype tumor imaging. In this study,
we used an anti-CD138 murine antibody (9E7.4) radiolabeled with copper-64 (**Cu) or zirconium-§9
(*Zr) and compared them in a syngeneic mouse model to select the optimal tracers for MM PET
imaging. Then, 9E7.4 was conjugated to TE2A-benzyl isothiocyanate (TE2A) and desferrioxamine
(DFO) chelators for #Cu and %Zr labeling, respectively. *Cu-TE2A-9E7.4 and % Zr-DFO-9E7.4
antibodies were evaluated by PET imaging and biodistribution studies in C57BL/KaLwRij mice bearing
either 5T33-MM subcutaneous tumors or bone lesions and were compared to "*F-FDG-PET imaging.
In biodistribution and PET studies, *Cu-TE2A-9E7.4 and % Zr-DFO-9E7 4 displayed comparable good
tumor uptake of subcutaneous tumors. On the bone lesions, PET imaging with **Cu-TE2A-9E7.4 and
$97r-DFO-9E7 4 showed higher uptake than with '®F-FDG-PET. Comparison of both 9E7.4 conjugates
revealed higher nonspecific bone uptakes of ¥Zr-DFO-9E7.4 than *Cu-TE2A-9E7.4. Because of
free 89Z1r’s tropism for bone when using 3Zr-anti-CD138, #*Cu-anti-CD138 antibody had the most
optimal tumor-to-nontarget tissue ratios for translation into humans as a specific new imaging
radiopharmaceutical agent in MM.

Keywords: multiple myeloma; immuno-PET; copper-64; zirconium-89; murine CD138
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1. Introduction

Over the last 30 years, major advances have been made with regard to the management of multiple
myeloma (MM) [1,2]. These improvements have occurred along with our evolving understanding
of this malignancy [3]. Multi-clonal heterogeneity of MM still remains one of the main challenges
in developing effective therapeutic strategies [4]. Immunologic approaches represent an attractive
solution to address this issue for treatment [5], however also for imaging [6] in the context of theranostic
approaches. Indeed, the combination of positron emission tomography (PET) with monoclonal
antibodies (mAbs) enables the realisation of a specific imaging called immuno-PET [7]. Among the
interesting targets, CD138 or syndecan-1 is a cell surface proteoglycan that plays a critical role in the
interaction between MM cells and their microenvironment [8,9]. This antigen is currently used as a
standard marker for the identification and purification of MM cells in daily practice. Anti-CD138
immuno-PET thus has the potential to improve MM imaging, especially regarding lesions with low
metabolic activity [10,11]. Moreover, it could also be considered as a companion agent for currently
developed therapies targeting CD138 [12,13]. In the past several years, our group has also proven that
radioimmunotherapy (RIT) combining anti-CD138 mAb and alpha-emitters radionuclides is effective
in an immuno-competent preclinical MM model and is feasible in humans [14,15].

For immuno-PET, the choice of the radionuclides remains a fundamental question [7]. Combining
appropriate half-lives for mAbs biodistribution and favorable emission properties for imaging,
Copper-64 (**Cu) and Zirconium-89 (% Zr) have monopolized much of the researchers’ attention during
the last decade with an advantage for the second one in terms of number of studies [16,17]. However,
reported release of 3Zr from the imaging probe may represent a drawback for bone lesions imaging [18]
and therefore for MM assessment. In this work, we report the preclinical evaluation of a novel PET
imaging agent based on the 8Zr-labeled anti-mouse syndecan-1 mAb (9E7.4, IgG2a k isotype) [19] in a
subcutaneous model and a bone marrow disseminated MM model using desferrioxamine B (DFO)
as chelator. This is compared to '®F-FDG-PET and bioluminescence imaging as gold standards and to
89Zr-oxalate imaging as a control of potential 3 Zr release by the chelator agent. Furthermore, given
our previous experience using **Cu [11] and to establish the optimal radiolabeled 9E7.4 mAb for
immuno-PET, biodistribution and PET imaging in vivo of #Zr- and **Cu-mAb conjugates have been
compared with emphasis on bone uptake.

2. Results

To evaluate and select the optimal radiolabeled 9E7.4 mAb for immuno-PET of MM lesions in bones,
we have generated two radio-immunoconjugates PET tracers (8Zr-DFO-9E7.4 and ®*Cu-TE2A-9E7.4).
Biodistribution and imaging studies were performed. This report focuses on PET imaging with
89Zr-DFO-9E7.4 and follows a recent published work on ®*Cu-TE2A-9E7.4 [11]. However, comparison
between both in a disseminated model is presented.

2.1. Ex Vivo Biodistribution Experiments

Ex vivo biodistribution at 24 h and 72 h post-injection (PI) results are presented in Figure 1 and
Table 1. On the study conducted 24 h after administration of 8°Zr-DFO-9E7.4 (Figure 1A,B) in a
subcutaneous model of MM, the tracer displayed correct accumulation in the tumors which decreased
at 72 h PL. 8Zr-DFO-9E7.4 showed significant blood clearance from 24 h PI to 72 h PI, resulting in
increased tumor-to-blood ratios. The radio-immunoconjugate also showed relative high uptakes of
89Zr-DFO-9E7.4 in several normal organs such as liver, spleen and guts. Low muscle uptake was found
at both 24 h and 72 h PI. All other organs displayed activity concentrations of 5 %ID/g or less at 24 h
with decreasing activity at 72 h PI. Only flat bones and femurs showed increasing activity between 24 h
and 72 h PL. As a control of potential 3Zr release, biodistribution experiments at 24 h PI of #Zr-oxalate
were performed (Figure 1C,D). These showed high activity in the bones and relative high uptakes in
several normal organs including blood and tumors resulting in very poor tumor-to-blood ratios.
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Figure 1. Biodistribution results and organ-to-blood ratios of % Zr-DFO-9E7.4, % Zr-oxalate in tumor-bearing
mice. Ex vivo biodistribution results (A) and organ-to-blood ratios (B) of 897r-DFO-9E7.4 at 24 hand 72 h
post-injection (PI), in the subcutaneous tumor model (1 = 3 for each group). Ex vivo biodistribution results
(C) and organ-to-blood ratios (D) of 8Zr-oxalate at 24 h PI (n = 3). Values are expressed in percentage of
the injected radioactive dose per gram of tissue (%ID/g) and presented as mean + SD.

Table 1. Biodistribution results and organ-to-blood ratios of 897r-DFO-9E7.4, 8Zr-oxalate in
tumor-bearing mice. Ex vivo biodistribution results and organ-to-blood ratios of 8Zr-DFO-9E7.4 at
24 h and 72 h post-injection (PI), in the subcutaneous tumor model (1 = 3 for each group). Ex vivo
biodistribution results and organ-to-blood ratios of 8Zr-oxalate at 24 h PI (n = 3). Values are expressed
in percentage of the injected radioactive dose per gram of tissue (%ID/g) and presented as mean +/— SD.

30f18

89Zr-DFO-9E7.4 89Zr-DFO-9E7.4 89Zr-Oxalate
$7r.DFO-9E74  (4hPD  87.pFo.9g74  (72hPD  $7r0xalate  @4hPD

Organs (24 h PD Ratio (72 h PI) Ratio (24 h PD Ratio
Organs/Blood Organs/Blood Organs/Blood
Median SD Median SD Median SD  Median SD Median SD Median SD
Tumor 1248 4.77 142 047 4.53 1.76 342 0.22 9.67 2.52 0.83 0.15
Blood 5.33 0.95 1.00 0.00 177 0.85 1.00 0.00 11.57 138 1.00 0.00
Liver 13.93 1.36 230 1.00 9.90 1.75 6.44 255 860 053 075 013
Kidney 5.78 2.83 0.62 0.13 3.60 1.37 2.15 0.61 12.33 1.53 1.09 0.27
Gut 7.03 0.95 1.34 0.41 6.13 247 3.65 0.98 547 129 0.47 0.06
Lungs 5.70 279 0.86 0.22 277 1.14 1.60 0.16 7.90 0.79 0.69 0.01
Muscle 1.05 0.49 0.11 0.03 0.27 0.15 0.16 0.04 2.63 0.21 0.23 0.01
Spleen 10.78 1.86 2.00 0.56 7.23 1.01 4.85 2.36 10.90 1.01 0.96 0.21
Skin 3.28 0.90 0.41 0.25 1.40 0.69 0.80 0.18 3.77 0.15 0.33 0.05
Brain 0.68 0.71 0.05 0.03 0.20 017 0.20 0.25 0.50 0.10 0.04 0.01
Heart 4.60 2.81 0.45 0.02 093 0.64 0.46 0.29 8.70 113 0.77 0.20
lf(::te 298 1.07 0.34 0.12 3.43 112 211 0.60 3920 2.03 3.44 0.58
Femur 3.23 1.38 0.45 0.11 3.30 0.70 216 0.63 38.43 140 3.37 0.55
Stomach 5.30 135 0.62 0.46 277 0.45 1.82 0.76 14.67 1.53 129 0.28
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2.2. Small Animal PET and CT Imaging

2.2.1. PET Imaging of Subcutaneous Tumor

In vivo, targeting of MM lesions by 8°Zr-DFO-9E7.4 was firstly evaluated in a syngeneic model
of mice bearing subcutaneous tumors. PET imaging experiments (Figures 2 and 3) confirmed
biodistribution observations and helped to visualize in vivo distributions of °Zr-DFO-9E7.4 over
time. On PET images obtained at 24 h PI, subcutaneous (SC) tumors were clearly visible with
89Zr-DFO-9E7.4 (Figure 2A) while presenting very modest accumulation with 8Zr-oxalate (Figure 2C),
with 8 F-FDG-PET being used as control imaging (Figure 2B). Figure 3 illustrates the progressive
decreasing contrast of SC tumors at 24 h, 48 h and 72 h PI and the conspicuous increasing bones uptake
(predominant on coxo-femoral joints, shoulders and knees). High liver, spleen and intestines uptakes
were observed at all the time points. Because of this 8Zr accumulation in bones, as early as 48 h PI,
24 h PI time-point seems the optimal one for immuno-PET imaging with this radio-immunoconjugate.

Figure 2. Positron emission tomography (PET) imaging with 897r-DFO-9E7.4, 8F-FDG-PET and
89Zr-oxalate in tumor-bearing mice. Maximum intensity projections of PET and CT imaging at 24 h
post-injection (PI) (A) of Mouse 1 showing uptake of a subcutaneous tumor (Tumors are indicated by
red arrows). Maximum intensity projections of PET and CT imaging with 89Zr-oxalate at 24 h PI (C)
of Mouse 10 showing low uptakes in both subcutaneous tumors while clearly visible on maximum
intensity projections of '®F-FDG-PET and CT imaging (B).

2.2.2. PET Imaging of Disseminated Disease

To establish a model of disseminated disease, mice were injected intravenously via a tail vein and
the distribution was assessed using bioluminescence. Mice injected IV developed lesions in the skull,
spine, sacrum, iliac wings and members (Table S1).

PET imaging with 8°Zr-DFO-9E7.4 was performed 24 h, 48 h and 72 h PI (Figure 4). Besides the
physiological uptakes also observed in the SC model, bone metastases were easily distinguished with
excellent tumor-to-background ratios. Table S1 shows the lesion territories for each imaging method.
Imaging with 3Zr-DFO-9E7.4 was able to detect all the lesions observed with bioluminescence imaging.
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High contrast was observed at all time-points yet, as observed in the SC model, PET images that were
realized at 24 h PI seemed less hampered by aspecific bone uptakes (Figure 4).

A

10%ID/g

0% ID/g /

10%ID/g

0% ID/g

Figure 3. PET imaging with 8°Zr-DFO-9E7 4 in the subcutaneous (SC) model. Maximum intensity
projections of PET imaging at 24 h post-injection (PI) (A;D), 48 h PI (B;E) and 72 h PI (C;F) showing
uptake of a subcutaneous tumor and of an inguinal lymph node (Tumors are indicated by red arrows)
(Mouse 8). Green arrows showed conspicuous binding of free 8 Zr over time at sites of osseous turnover.
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Figure 4. PET imaging with 8?Zr-DFO-9E7 4 in the disseminated model. Bioluminescence imaging
(A) revealing lesions in the sacrum and the left femur. Maximum intensity projections of PET and CT
imaging with 897r-DFO-9E7.4 at 24 h post-injection (PI) (B;E), 48 h PI (C;F), and 72 h PI (D;G) showing
uptakes in the sacrum and left femur (Tumors are indicated by arrows) (Mouse 13).

2.2.3. Focus on Bones and Bone Marrows

A representative group of mice with femur lesions imaged at 24 h and 48 h PI were studied in
more detail regarding bone uptake of %Zr (Figure 5). Both femurs of the mice were harvested and
digital autoradiography acquisitions were performed. An accumulation of activity was observed
on PET and autoradiography images in mineralized constituents of the bones (compact bone and
epiphysis) with similar uptakes between %Zr-DFO-9E7.4 at 48 h PI and % Zr-oxalate. This apparent
strong affinity of 3Zr for the bones and joints resulted in a hampered contrast for visualization of the
MM lesions in the bone marrow cellular compartment observed at 48 h PI compared to the images
realized at 24 h PI (Figure 5).
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Figure 5. PET imaging and Digital autoradiography acquisitions performed on femurs of Mice imaged
with 8Zr-DFO-9E7.4 or 8°Zr-oxalate. Maximum intensity projections of PET and CT imaging with
897r-DFO-9E7 4 at 24 h post-injection (PI) (A) of Mouse 14 showing uptake in the left femur. Maximum
intensity projections of PET and CT imaging with 3?Zr-DFO-9E7.4 at 48 h PI (B) of Mouse 15 showing
uptake in the left femur. Maximum intensity projections of PET and CT imaging with % Zr-oxalate at
24 h PI (C) of Mouse 19. Digital autoradiography acquisitions performed on femurs of Mice 14, 15 and
19 (D).

Figure 6 illustrates the altered contrast observed in the disseminated model starting as early as
24 h PI. PET imaging with 897r-DFO-9E7.4 at 24 h PI of Mice 16 and 17 (Figure 6.B,C,EF) showed
multiple osseous uptakes corresponding to MM lesions as assessed by bioluminescence imaging,
used as the gold standard. Yet symmetric joints’ uptake (shoulders and knees) was also observed on
PET imaging of Mouse 17, corresponding to false-positive osseous foci due to free Zr.
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Figure 6. Altered contrast in the disseminated model imaged with 8Zr-DFO-9E7.4 at 24 h post-injection.
Bioluminescence imaging (A) revealing lesions in both femurs. Maximum intensity projections of
PET and CT imaging with #Zr-DFO-9E7.4 at 24 h post-injection (PI) (B) and maximum intensity
projections of PET imaging with 897r-DFO-9E7.4 at 24 h PI (C) showing uptake in both femurs (Mouse
16). Bioluminescence imaging (D) revealing lesions in the sacrum, left femur and both iliac wings.
Maximum intensity projections of PET and CT imaging with 8°Zr-DFO-9E7.4 at 24 h PI (E) and
maximum intensity projections of PET imaging with 8Zr-DFO-9E7.4 at 24 h PI (F) showing uptake in
the sacrum, left femur and both iliac wings (Mouse 17). Multiple false-positive osseous foci were also
observed (indicated by green arrows).

2.3. Comparison of Both Radioimmunoconjugates

2.3.1. In the Same Mouse

To determine the best radio-immunoconjugate for CD138 immuno-PET imaging in MM bone
lesions, 3 Zr-labeled and ®*Cu-labeled 9E7.4 were compared. 64Cu-TE2A-9E7 4 first and 87 Zr-DFO-9E7 .4
seven days after were used for serial imaging (Table S1) and high-contrast images showing specific
tumor uptakes were obtained (Figure 7). PET images were collected at 24 h PI as optimal contrast was
observed at this time point for both tracers. Both tracers were able to detect all the lesions observed
with bioluminescence imaging. **Cu-TE2A-9E7.4 was also able to detect skull infringement of the
Mouse 18 (Figure 7E), undistinguishable on '®F-FDG-PET images (Figure 7B). Higher tumor-to-normal
tissue contrast was observed on 8Zr-DFO-9E7.4, probably due to the seven-day interval between both
immuno-PET imaging and the continuous tumor progression, as assessed by the skull infringement’s
visualization on the second '®F-FDG-PET images (Figure 7F).

2.3.2. Between Both Experiments

Besides, despite similar levels of tumor and organ uptakes, few differences in the metabolization of
the 8Zr- and ®*Cu-labeled mAbs were observed at 24 h P, as displayed in biodistribution experiments
(Figure 8), extracted from Figure 1 and our recent published work [11]. 89Zr-DFO-9E7.4 showed similar
uptakes than ®*Cu-labeled 9E7 4 in the liver (13.92 + 1.36 %ID/g versus 9.04 + 0.36 %IDJ/g, respectively, at
24 h PI; p = 0.133; non-parametric test) and highest accumulation in bones (3.1 + 1.15 versus 1.48 + 0.29,
respectively, at 24 h PI; p = 0.006; non-parametric test), spleen and blood. This notably resulted
in net higher tumor to blood ratios for the **Cu-immunoconjugate (4.08 + 1.09 versus 1.42 + 0.24,
respectively, for #Cu-TE2A-9E7.4 and %°Zr-DFO-9E7.4 at 24 h PI; p = 0.0391; non-parametric test).
Similarly, significantly higher tumor to bone ratios for the ®*Cu-labeled 9E7.4 were observed (Figure 9)
(8.59 + 3.64 for *Cu-TE2A-9E7.4 at 24 h PI versus 4.13 + 1.06 and 1.35 + 0.32 for 3Zr-DFO-9E7.4 at
24 h and 72 h PI, respectively; p = 0.0127; non-parametric test).
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Figure 7. PET imaging with ®*Cu-TE2A-9E7.4 and % Zr-DFO-9E7.4. Bioluminescence imaging (A)
revealing lesions in the spine and the left iliac wing. Maximum intensity projections of ®F-FDG-PET
and CT (B;C) and maximum intensity projections of PET and CT imaging with *Cu-TE2A-9E7.4 at
24 h post-injection (PI) (D;E), realized 33 days post multiple myeloma (MM) cells injection in Mouse 18.
Maximum intensity projections of '®F-FDG-PET and CT (F;G) and maximum intensity projections of
PET and CT imaging with 8Zr-DFO-9E7.4 at 24 h (PI) (H;1), realized 40 days post MM cells injection.
Pathological uptakes were spotted by red arrows in the skull, spine and the left iliac wing.
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Figure 8. Biodistribution results and organ-to-blood ratios of 3 Zr-DFO-9E7.4 and ®*Cu-TE2A-9E7.4

in tumor-bearing mice.

Ex vivo biodistribution results (A) and organ-to-blood ratios (B) of

64Cu-TE2A-9E7.4 and % Zr-DFO-9E7.4 at 24 h post-injection (PI) in the subcutaneous tumor model
(1 = 3 for each group). Values are expressed in percentage of the injected radioactive dose per gram of

tissue (%ID/g) and presented as mean + SD.
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Figure 9. Tumor-to-bone ratios of 8 Zr-DFO-9E7.4 and **Cu-TE2A-9E7.4. Tumor-to-bone ratios of
64Cu-TE2A-9E7.4 at 24 h post-injection (PI) and 8°Zr-DFO-9E7.4 at 24 h and 72 h Pl in the subcutaneous
tumor model (1 = 3 for each group). Values are expressed in percentage of the injected radioactive dose
per gram of tissue (%ID/g) and presented as mean + SD.

3. Discussion

In recent years, immuno-PET established itself as a promising tool for personalized medicine in
the context of multimodality treatment strategies [7]. In this context, the favorable properties of 87 Zr
for mAbs imaging have resulted in the growing interest and use of this isotope [17]. Given our past
experiences with the anti-CD138 mAb 9E7.4 labeled with %4Cu [11], we evaluated in this present work
89Zr as an alternative radiolabel for proper imaging of MM tumors with 9E7.4. This study showed
that 8Zr-DFO-9E7.4 binds effectively to CD138 tumors and allows MM imaging in a syngeneic mouse
model (Figures 2—-4 and Figure 7). The radiotracer displayed good targeting properties, enabling
high-contrast imaging as early as 24 h PI. The images showed excellent tumor to background ratios
and although the contrast decreased at 48 h PI and 72 h PI, the tumors were clearly visible with
89Zr-DFO-9E7 4. The biodistribution data agreed well with the small animal PET results and showed
89Zr-DFO-9E7.4 peak uptake in the MM tumors at 24 h PI (12.47 + 4.77 %ID/g) which decreased
over time. Overall, ¥Zr-DFO-9E7.4 presented markedly lower accumulation in non-target tissues
with decreasing activity at 72 h PI, except for the liver, which displayed the second highest uptake
at 24 h PI (13.92 + 1.36 %ID/g) and showed longer tracer residency times (Figure 1). Only flat bones
(2.97 + 1.07 %ID/g at 24 h P and 3.43 + 1.12 %ID/g at 72 h PI) and femurs (3.22 + 1.38 %ID/g at 24 h
PIand 3.30 + 0.70 %ID/g at 72 h PI) showed increasing activity between 24 h and 72 h PI (Figure 1).
Such observations were not noted with the same antibody radiolabeled with 64Cu (data not published,
observed between 24 h and 48 h PI) and were consistent with some preclinical studies describing the
known in vivo gradual transchelation of 897r over time [18].

Indeed, to date, DFO is the most common chelator used in 8°Zr-labeled radioimmuno-conjugates’

studies [17,20]. However, despite good stability of the #Zr-DFO complex over a short period of
time in preclinical studies, prolonged in vivo circulation times result in substantial release of 8Zr
from DFO and increase of 8Zr uptake in the bones [18,21-24]. As seen by PET images, %°Zr bone
depositions were markedly observed at the epiphyses of humerus, tibia and femur bones at 48 h and
72 h PI (Figures 3 and 4), however also as early as 24 h PI. Due to a strong affinity for phosphate,
89Zr is steadily incorporated to hydroxyapatite, phosphates constituents of bones and particularly in
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the epiphyses where more active bone formation takes place [18,25]. This is illustrated by the bone
dissection, PET and autoradiography imaging (Figure 4) where clear visual separation of the marrow
cellular compartment with intra-medullary lesions from the mineralized bone seemed less evident at
72 h PI than 24 h PL PET images with 3°Zr-DFO-9E7 4 slowly yet surely “turned into” PET images with
89Zr-oxalate over time (Figures 3-5). Yet, stability of the isotopes after chelation with conjugates and
fate of free radionuclides are fundamental questions for isotope selection in the design of a radiotracer.
Indeed, dissociation of the #Zr-DFO complex could reduce the efficacy of an immuno-PET probe as an
effective tool for bone lesions imaging as non-specific binding of free #°Zr at sites of osseous turnover
could induce false-positive osseous foci. This potential drawback is illustrated in Figure 6 as multiple
epiphyses false-positive osseous foci are observed in Mouse 17.

Thus, although 39 Zr may hold great potential, this isotope is currently limited for both pre-clinical
studies and clinical transition. In the oncological mouse model, many metastases occur in the
metaphyses and epiphyses of the long bones. These sites conjugate active bone remodeling and high
blood flow with fenestrated sinusoids which may predispose to tumor cells embolization and tumors
growth in rodents [26,27]. Yet, with the “bone-seeking” nature of ¥Zr making these localizations
preferential sites for bone accumulation too, this could directly impact immuno-PET imaging and its
use as a therapeutic planning companion. Indeed, multiple preclinical studies reported the use of
#9Zr-labeled mAbs with elevated uptakes in the bones which (although not always described) clearly
altered PET images’ interpretations [22-24,28,29]. These results are also in agreement with precedent
findings of the use of immuno-PET as a scouting procedure before radioimmunotherapy (RIT) with
large disparity of the distribution of Zr-conjugates and RIT conjugates [30-32]. Not to mention the
fact that these preclinical studies were realized in human tumor xenografts models which usually
overestimate tumor-uptake as being the sole source of antigen expression as opposed to the syngeneic
mouse model.

In regards to clinical translation, **Zr-labeled conjugates have shown minimal uptakes in bones
in most of the few human studies found in the literature. Significantly slower bone turnover is
indeed observed in comparison to rodents and ¥Zr release is not expected to hinder the use of
this radionuclide in patients [33-36]. Yet, recent works reporting a high level of false-positive
suspicious ®Zr-trastuzumab-avid foci in patients with breast cancer [37,38] again caused concern for
the translation of this radionuclide and chelator couple.

In this study, we have also opposed ®*Cu-TE2A-9E7.4 and ¥ Zr-DFO-9E7.4 with the purpose of
choosing the best tracer. As seen previously, free #Zr and **Cu from unstable chelates are known to
accumulate in the bone and liver, respectively. Yet, our data showed similar uptakes of #Zr-labeled
and ®Cu-labeled 9E7.4 in the liver (13.92 £ 1.36 %ID/g versus 9.04 + 0.36 %ID/g, respectively, at
24 h PI). At the same time point, bone uptakes of #*Zr-DFO-9E7.4 were higher than ®*Cu-TE2A-9E7.4
(3.1 + 1.15 versus 1.48 + 0.29, respectively, at 24 h PI; p = 0.0061; non-parametric test) while the
opposite was observed for tumor-to-blood ratio (1.42 + 0.24 versus 4.08 + 1.09, respectively, at 24 h
PI; p = 0.0391; non-parametric test). Weighing these factors alone, **Cu-labeled 9E7.4 appears as
the best tracer for immuno-PET imaging. This conclusion is in agreement with the only other study
which directly compared these two radienuclides in a preclinical model [39], however also with two
recent works depicting the development of two immuno-PET tracers using CD38-directed human
antibody daratumumab and *Zr [40] and ®*Cu [41], respectively, in xenograft MM mice model. Even
if different methodologies were applied, the **Cu-labeled radioconjugate seems to be the better choice.
The development of better chelator agent for 3Zr as described in a recent review by Heskamp et al. [42]
might change the face of the ranking in the future.

Consistent preclinical and clinical studies have been performed showing the potential for proper
estimation of the probe biodistribution of immuno-PET before RIT [7]. Indeed, by translating
tumor-to-background ratios into potential absorbed radiation doses, this approach allows for improved
optimal dosing for personalized medicine in the context of multimodality treatment strategies.
Moreover, Cu with the beta-emitting ”Cu provides an interesting theranostic pair with easy switch
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between diagnostic and therapeutic applications [16,43]. Up until now, due to its difficult production
process, research on 57Cy is still restricted [16]. Nonetheless, the feasibility of anti-CD138 RIT was
reported by our team with encouraging dosimetry results. CD138 targeting with a mAb coupled to a
radionuclide emitting alpha particles also represents a potential new therapeutic option for MM and
the use of alpha emitters with longer half-lives, such as 211At (7.2 h), should be evaluated in the clinic.

4. Materials and Methods

4.1. Cell Lines and Cultures

The 5T33 murine MM cell line that was used in this study was kindly provided by Dr. Harvey
Turner (Nuclear Medicine Service, Fremantle Hospital, Western Australia) with the permission of
Dr. Jiri Radl (TNO Institute, Leiden, Netherlands) [44]. Cells were transfected with luciferase cDNA as
previously described [45]. Then, 5T33-Luc(+) were cultured in RPMI1640 medium (Gibco, Saint Aubin,
France) containing 2 mM L-glutamine and 10% heat-inactivated fetal calf serum (PAA Laboratories/GE
Healthcare Europe GmbH) at 37 °C, 5% CO», 95% humidity.

4.2. Preparation of Immunoconjugates and Immuno-PET Tracers

4.2.1. 9E7.4 Antibody

The 9E7.4 mAb was obtained by immunization of a rat with a 40-amino-acid peptide
(GeneCust, Luxembourg, Luxembourg) derived from the murine CD138 protein (aa 90-130) (GenBank:
CAAB0254.1). Its characterization was ensured within the team as previously described [19]. Theisotype
of this antibody is IgG2a,k, and its binding specificity is around 1 x 10710 M.

4.2.2. Labeling and Controls with 8Zr

DFO is the most common chelator used in 3°Zr-labeled radicimmunoconjugates studies.
P-isothiocyanatobenzyl-desferrioxamine B (DFO-SCN) was purchased from Macrocyclics (Dallas, USA).
DFO-9E7 4 was prepared according to published protocols [20] by conjugating DFO-SCN to 9E7.4 mAb
to secondly chelate #Zr (t) = 78.4 h; p*, 22.7%, Ep + max = 897 keV). Briefly, an aliquot of 4 mg/mL of
9E7.4 was prepared in borate buffered saline solution (0.3 M, pH 9.0). Freshly dissolved DFO-SCN in
DMSO was added to the mixture in a 1:5 mAb:chelator molar ratio. The conjugation proceeded for 3 h
at room temperature on an agitating block. The DFO-9E7.4 was purified from excess DFO-SCN by 50
kDa membrane dialysis using Amicon® Ultra-15 (Merck Millipore, Darmstadt, Germany) with 0.25 M
sodium acetate buffer (pH 5.5) as dialysis buffer and concentrated to 1.5 mg/mL.

For #Zr labeling, under constant shaking, 185 MBq of #Zr-oxalate was adjusted to pH 7.2 in
HEPES buffer (0.5 M) and Na;COj3 (2 M). Finally, 330 uL of DFO-9E7 4 (1.5 mg/mL) was added and the
pH was readjusted to 7.5 using HEPES buffer (0.5 M). The mixture was incubated at room temperature
for 60 min. Radiochemical purity was determined by thin layer chromatography ITLC-5G using a
citrate buffer (pH 4.5; 0.1 M) and was 93.8%. The ®Zr-labeled immuno-conjugate was thus secondly
purified by size exclusion chromatography using a PD-10 column (Sephadex G25, GE Healthcare,
Chicago, IL, USA). The radiochemical purity was finally assessed by ITLC-SG. The immunoreactivity of
897Zr-DFO-9E7 .4 was determined using magnetic beads (Pierce, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)
labeled with a 40 amino acids peptide recognized by the 9E7.4 antibody according to the supplier’s
protocol. The radiochemical purity and its immunoreactivity were 98% and 80 + 5%, respectively.
At the end of the radiolabeling, the specific activity for 897r-DFO-9E7.4 was 5 + 0.8 MBg/100pL
(116 + 13 MBg/mg).

4.2.3. Labeling and Controls with Cu

Copper-64 (tj; = 12.7 h; %, 17.8%, Eg , max = 656 keV; (3", 38.4%, Ep - max = 573 keV)
was obtained from the ARRONAX cyclotron (GIP ARRONAX, Saint-Herblain, France) using the
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reaction ®Ni(p,n)*Cu and was delivered as ®#CuCl, in HC1 0.1N. Preparation and radiolabeling of
64Cu-TE2A-9E7.4 was carried out following our standard procedure and as previously reported in a
recent work [11]. The radiolabeling vield and specific activity post-purification of the bioconjugate
were 95 + 2.8% and 188 + 27 MBg/mg, respectively, and its immunoreactivity was 81 + 7%.

4.2 4. Preparation of %Zr Oxalate

The supplied 897 r-oxalate was neutralized with Na,CO5 (2 M) and diluted with saline (0.9% NaCl)
to give a final oxalate concentration of 10 mM.

4.3. Animal Studies

4.3.1. Animal Model: Subcutaneous Tumor Model and IV Disseminated Tumor Model

Female C57BL/KalwRij mice were purchased from Envigo and housed under conventional
conditions at the Experimental Therapeutic Unit animal facility (SFR Francois Bonamy, IRS-UN,
University of Nantes, license number: B-44-278). Experiments were approved by the local veterinary
committee (reference 00143.01, 28 march 2014) and carried out in accordance with relevant guidelines
and regulations. Mice were 17 weeks old at the time of the experiments.

Twelve mice were grafted subcutaneously (SC) with 2.10° 5T33-Luc(+) cells suspended in 100 pL
of PBS 20 days before the first PET images. Six mice were grafted on the right leg and six on both
legs. Tumors were grown to a size of 0.3-0.8 cm in diameter in line with ethical consideration in
animal experiments.

To establish the optimal radiolabeled 9E7.4 mAb for bone lesions immuno-PET in MM,
awell-known experimental disseminated model was generated: 1.10° 5T33-Luc(+) cells were suspended
in 100 uL of PBS and injected via the tail vein into seven mice 34 days before the first PET images.
Mice were monitored for bone marrow lesions by bioluminescence imaging over 33 days.

4.3.2. Bioluminescence Imaging

Mice were serially imaged using 2D bioluminescence imaging as previously described [14] to
locate tumor progression.

The mice were anesthetized with intraperitoneal injection of 100 uL/10g of an anesthetic solution
(consisting of 1 mL ketamine at 100 mg/mL (Panpharma); 0.5 mL xylazine at 20 mg/mL (Bayer); and
8.5 mL PBS). Mice were injected intraperitoneally with 100 pL of luciferin (Interchim, 12 mg/mL) 5 min
before being imaged. Mice were imaged in ventral and dorsal positions using a Photon IMAGER
™ (Biospace Lab, Paris, France) for 30 s. The images were analyzed using the M3Vision ™ software
(Biospace Lab, Paris, France).

4.3.3. Small Animal ImmunoPET-CT Imaging

PET-CT preclinical exams were performed on our local imaging center, CIMA (Centre d'Tmagerie
Multimodale Appliquée, Nantes, France).

For the SC model, nine mice were imaged with '®F-FDG-PET and *Zr-DFO-9E7.4 (Mice 1 to 9)
and three with "8F-FDG-PET and 8°Zr-Oxalate (Mice 10 to 12).

For the disseminated model, five mice were imaged with '®F-FDG-PET and *Zr-DFO-9E7.4 (Mice
13 to 17). Mice 18 and 19 were imaged with 'F-FDG-PET and **Cu-TE2A-9E7.4 in a first session and
secondly imaged one week later with "*F-FDG-PET and %Zr-DFO-9E7 4.

One mouse (Mouse 20) with no graft was imaged with #Zr-Oxalate as control imaging for
this radionuclide.

For "®E-FDG-PET imaging, mice were fasted overnight (6 h to 12 h) with free access to water.
Mice were warmed for at least one hour, anesthetized with inhaled isoflurane 2.5% and intravenously
injected with 10 MBq of '®F-FDG in a volume of 100 uL through the lateral tail vein. Mice were
maintained under anesthesia for a 1 h uptake period and then scanned (350-650 keV energy window,
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20 min listmode acquisition, 3D rebinning followed by OSEM-MAP reconstruction) on a multi-modality
preclinical imaging system (Inveon™, Siemens Healthcare, Erlangen, Germany). CT acquisitions
(80 kV, 0.5 mA) were also performed immediately before the PET imaging. The reconstructed PET
images were analyzed using Inveon Research Workplace (Siemens Healthcare).

For ¥Zr PET studies, similar procedures were followed 24 h post-'%F-FDG-PET imaging, except
that no fasting was performed and imaging occurred at 24 h, 48 h and 72 h post-injection (PI).
Considering the long physical half-life of 8Zr and the pharmacokinetic profile of antibody-based
radiotracers [11], time points before 24 h were not realized for longitudinal PET imaging studies.
Each mouse was intravenously injected with 5 MBq of radiotracer (¥Zr-DFO-9E7.4 or #Zr-Oxalate) in
a volume of 100 pL via the lateral tail vein. According to the 8Zr decay, the specific activity at the
injection time was between 116 MBg/mg and 180 MBg/mg for #Zr-DFO-9E7 4.

For ®Cu PET studies, similar procedures were followed and imaging occurred at 24 h PL Mice
were intravenously injected with 10 MBq of **Cu-TE2A-9E7.4 in a volume of 100 uL via the lateral tail
vein. According to the ®*Cu decay, the specific activity at the injection time was between 140 MBg/mg
and 170 MBg/mg.

4.3.4. Biodistribution Study

Tracer biodistribution studies were carried out in all the SC-tumor-bearing mice after PET imaging
(n = 3 for each group): at 24 h and 72 h PI for ®Zr-DFO-9E7.4 and at 24 h PI for ¥ Zr-oxalate. Tumor,
blood and other selected tissues (liver, kidney, gut, lungs, muscle, spleen, skin, brain, heart, flat
bone, femur and stomach) were dissected, weighed and counted on a calibrated and normalized

gamma-counter. For each organ, the percentage of injected dose per gram (%ID/g) was calculated.

The organ to blood ratios were also compared.

4.3.5. Digital Autoradiography

Femurs of Mice 14, 15 and 20 were removed, fast-frozen in cold 2-methylbutane solution, embedded
in optimal-cutting temperature compound and cut into 10 pm sections using a cryomicrotome (CM3050
Leica Biosystems®). Sections were mounted on Superfrost™ slides and digital autoradiography
images were obtained on a BeaQuant - Real-time autoradiography (Ai4R, Nantes, France). Image
analysis was performed on the dedicated software Beamage® (version 1.0, Ai4R, Nantes, France).

4.4. Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism version 7.00. Differences in uptake were
tested for significance using the non-parametric Mann-Whitney test for two groups. A p value below
0.05 was considered significant.

5. Conclusions

In this study, we synthetized 84Cy- and 89Zr-labeled anti-CD138 antibodies that were able to detect
subcutaneous MM tumors and bone marrow lesions with high sensitivity, outperforming '®F-FDG-PET
in this preclinical model. In a theranostic approach, the stability issue and “bone-seeking” nature of

87r could directly impact immuno-PET imaging and its use as a therapeutic planning companion.

Imaging **Cu-anti-CD138 antibody indeed had the most optimal tumor-to-non-target tissue ratios for

translation into humans as a specific and promising new imaging radiopharmaceutical agent in MM.

These data also support *Cu-TE2A-9E7.4 as a promising imaging tool for selecting patients before the
realization of RIT.

Supplementary Materials: Supplementary materials can be found at http://www.mdpi.com/1422-0067/20/10/
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o4Cu copper-64

DFO desferrioxamine B

DFO-SCN P-isothiocyanatobenzyl-desferrioxamine B;
18E-FDG [18]-Fluorodeoxyglucose

mAb monoclonal antibody

MM multiple myeloma

PET positron emission tomography
PI post-injection

RIT radioimmunotherapy

SC subcutaneously

TE2A TE2A-benzyl isothiocyanate
897r Zirconium-89
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Abstract

Purpose: To assess the prognostic value of interim FDG-PET analysis using decrease in
maximum standardized uptake value (SUVmax) versus visual analysis in patients with
multiple myeloma (MM).

Experimental design: We evaluated the prognostic value of FDG-PET after three cycles of
lenalidomide, bortezomib and dexamethasone (RVD) in patients with FDG-avid MM
included in the French prospective multicenter IMAJEM study. All images were centrally
reviewed and interpreted using visual criterla and maximal standardized uptake value
reduction (ASUVmax). Known prognostic factors, such as the revised International Staging
System and biochemical response after three cycles of chemotherapy were also evaluated.

Results: In the multivariate analysis, only ASUVmax (p<0.001, HR=5.56; 95% CI: 1.96 —
15.81) and biochemical response after three cycles of RVD, (p=0.025, HR=0.29; 95% CI: 0.1
— 0.85) appeared as independent prognostic factors, with a more discriminative HR for
ASUVmax. ASUVmax analysis (>-25 vs <-25%) identified patients with improved median
PFS (22.6 months and not reached, respectively).

Conclusion: ASUVmax appears to be a powerful tool for the prediction of long-term outcome
in patients with FDG-avid MM. Other prospective studies are needed to further validate this
prognostic biomarker.
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Statement of significance:

SUVmax reduction improves the early prognostic value of interim positron emission
tomography scans in multiple myeloma patients
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Introduction:

The last decade has seen the growing use of positron emission tomography using '“F-
fluorodeoxyglucose (FDG-PET) for the staging and assessment of therapy in multiple
mycloma (MM)'?. Several studies have shown the prognostic value of this imaging
technique. At baseline, the number of focal lesions (FL)™, the maximum standardized uptake
value (SUVmax)4 and volume-based parameters’ have been reported to be associated with
shorter progression-free survival (PFS) in MM patients. Similarly, FDG-PET normalization
before maintenance has been demonstrated to favourably affect PFS™*®, despite different
criteria of normalization among studies. For instance, in the French IMAJEM (IMAgerie du
JEune Myélome) study, a visual assessment using liver background as cut-off was used to
distinguish PET positivity and negativity®. A significantly improved PFS was reported in
patients, whose disease became PET-negative before maintenance®, whereas after only three
courses of lenalidomide bortezomib and dexamethasone (RVD) as initial therapy, the PFS
was improved among patients with a negative PET, but the improvement was not statistically
significant. Quantitative measurements may improve the prognostic value of interim PET
analysis, as demonstrated in lymphomal‘w
prognostic value of interim FDG-PET performed after three courses of chemotherapy
analysed using decrease in SUVmax in the FDG-avid MM patient population included in the
French prospective multicenter IMAJEM study.

. The purpose of this study was to assess the
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Materials and methods
Patients

The present study is based on the IMAJEM trial, which is part of the IFM/DFCI2009 study
(ClinicalTrial.gov identifier: NCT01309334). The aims, inclusion and exclusion criteria have
previously been reported'’. The IFM/DFCI clinical trial is aimed at evaluating the
combination of RVD versus RVD plus autologous stem-cell transplantation, followed by
lenalidomide maintenance in patients with de novo MM, younger than 65 years of age. A
subgroup of 134 MM patients were enrolled into the prospective IMAJEM trial with the
primary aim of comparing the detection rate of bone lesions using MRI and FDG-PET at
diagnosis, after three cycles of RVD and before maintenance.® All patients signed a written
informed consent form. The IMAJEM study was locally approved by the institutional ethics
committee (University Hospital, Nantes, France) and in accordance with the precepts of the
Helsinki declaration.

FDG-PET/CT evaluation

For this analysis, FDG-PET images performed at diagnosis and following three cycles of
RVD (interim FDG-PET) were considered. Each of the 18 centers involved in this study
applied their own acquisition procedure for patient imaging. Briefly, all patients fasted for at
least four hours before the examinations. The blood glucose level required prior to FDG
administration was set to be <150mg/dL. Whole-body imaging was performed between 60 to
80 minutes after injection of FDG (from 3 to 7 MBg/kg) and the same procedure was repeated
for each of the three PET/CT examinations required in this protocol. FDG-PET data from the
18 centers were centrally collected and analyzed. For the present analysis, only patients with
FDG-avid bone marrow focal lesions (FL), defined as uptake higher than liver background,
were considered. In these patients with FL, diffuse bone marrow involvement (BMI) and
extra-medullary disease (EMD) were also described®.

For baseline and interim FDG-PET images, the most intense bone marrow FL (not necessarily
the same at baseline and at interim analysis) was considered for SUV measurement and the
percentage difference of SUVmax (ASUVmax) between baseline and interim FDG-PET was
calculated as previously described'’. In cases where the lesions disappeared after three cycles
of RVD, the SUVmax was set at 1. Patients with a new lesion at three months (suspected
progressive disease) were excluded from this analysis.

In addition to SUVmax, a visual analysis using the standard Deauville 5-point scale (DS)I2 on
the most intense residual lesion was done during the interim FDG-PET analysis, as proposed
in the IMPeTUS Italian criteria'®, and patients were classified as DS 1-3 or DS 4-5.

For the purpose of comparison, the ASUVmax between the most intense lesion (either FL,
BMI or EMD) at baseline and after three cycles of RVD (not necessarily identical) was also
considered. For this analysis, and in order to minimize false positive results due to a BMI
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signal after chemotherapy, we chose to disregard patients with the highest SUVmax regarding
BMI after three cycles of RVD when their baseline BMI had been considered negative.

Since SUVmax values may harbor significant bias and because of potential variance due to
the multicentric nature of this study”, a normalization of the SUVmax was performed against
the liver SUVmax (ratio between FL. SUVmax and liver SUVmax), as already successfully
done in interim PET analyses in patients with Hodgkin lymphoma's. The percentage
difference of this normalized SUVmax was depicted as ArSUVmax in our study and assessed
using the same population as for ASUVmax. A similar analysis was also performed
considering ArSUVmax between the most intense lesion (either FL, BMI or EMD) at baseline
and after three cycles of RVD as described previously.

Statistical analysis

PFS was the period from the end of the three cycles of RVD to the date of documented
progressive disease, death from any cause or last follow-up. Association with PFS was
examined using a univariate Cox regression model and considering quantitative parameters
(SUVmax, ASUVmax or ArSUVmax) as dichotomized variables. Because PFS was
significantly prolonged in the transplantation group of the IMAJEM population® (median, 50
months v 36 months, respectively), the analysis was also conducted adjusted for treatment
arms. Age, hemoglobin, the revised International Staging System (R-ISS) and biochemical
response after three cycles of RVD according to IMWG criteria™'® were also considered in
this univariate analysis. A correction for multiple testing was subsequently performed using
the Benjamini-Hochberg approach. Parameters demonstrating significant association with
PFS at univariate level were then evaluated using a stepwise multivariate Cox analysis
including no more than four variables given the number of events observed (20 progressions)
and the rule of thumb (at least 5 to 10 events per variable). The R-ISS and biochemical
response were also included in the multivariate model. The optimal ASUVmax threshold was
derived from the maximally selected rank statistics'” from the ‘maxstat’ R package and used
to compare high- and low-risk groups for quantitative parameters by choosing the cut-off
point associated with the most significant relation with outcome. The hazard ratio (HR) and
associated p values were derived for these dichotomized quantitative parameters. The survival
curves were drawn using the Kaplan-Meier method and the difference evaluated with the
exact log-rank test. A value of p< 0.05 was considered statistically significant. All tests were
conducted with R version 3.4.1 (R Foundation, Vienna, Austria).
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Results

Among the 134 patients enrolled in the IMAJEM study, 71 patients with lesions more intense
than liver background were considered for this analysis (Figure S1). Patient demographic and
clinical characteristics were similar to those of the entire IMAJEM population®. Thirty eight
patients were treated in arm A and 33 in arm B. Our cohort included 71 patients with FL
(100%), 46 patients (65%) with diffuse BMI and 6 patients (8%) with EMD at baseline.
Median baseline FL SUVmax was 6.4 (ranging from 3.5 to 27.1) with 65 (92%) of the 71
FDG-avid MM patients presenting a SUVmax value higher than 4.2. On interim FDG-PET
analysis, 45 patients (64%) still presented with FL, 25 (35%) patients had BMI and 2 patients
(2%) had EMD. Median residual FL SUVmax was 1.7 (ranging from 1.0 to 15.0).

The characteristics of the studied parameters are summarized in Table 1. The median follow-
up time was 21.5 months. Twelve progressions occurred in arm A while 8 occurred in arm B.

The univariate Cox regression analysis for survival outcomes considering each parameter is
shown in Table 2. The only significant parameter for PFS was ASUVmax (p=0.003 after
multiple tests correction) calculated using the most intense FL. Two examples are shown in
Figure S2. It is interesting to note that interim visual analysis using DS 1-3 vs 4-5, interim
SUVmax and known prognostic factors, such as R-ISS, biochemical response (very good
partial response (VGPR) or better) after three cycles of RVD in the same population did not
reach significance in the univariate analysis (Table 2).

The Kaplan-Meier analysis for ASUVmax resulted in a median PFS of 22.6 months for those
patients in the high-risk group (ASUVmax>-25%). The median PFS has not been reached in
the low-risk group (ASUVmax<-25%) with a HR=4.41 (p<0.001) (Figure 1). Results were
similar when adjusted for treatment arm (p=0.005).

In the multivariate analysis, only ASUVmax (p=0.001, HR=5.56; 95% CI: 1.96 — 15.81) and
biochemical response (VGPR or better) after three cycles of RVD (p=0.025, HR=0.29; 95%
CI: 0.1 — 0.85) appeared as independent prognostic factors with a more discriminative HR for
ASUVmax.

Incorporation of BMI and EMD in the analysis did not alter the results (Table 3) except for
only ASUVmax being retained in the multivariate analysis (p=0.023; HR=3.41; 95% CI: 1.18
—-9.84).

A similar evaluation was conducted using liver normalization of SUVmax (Table 3). The
survival curves for ArSUVmax exhibited a similar trend with a good stratification between the
high- and low risk groups (HR=3.26; 95% CI: 1.22 — 8.73; p=0.007) and a median PFS of
22.6 months vs not reached, respectively. Again, a similar trend was reported when taking
into account BMI, EMD and normalizing by the liver SUVmax (Table 3).
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Discussion

This study demonstrates the added prognostic value of a quantitative measurement of early
treatment-induced changes in SUVmax after three treatment cycles compared to visual
analysis in patients with FDG-avid MM. To our knowledge, this paper is the first to report the
relevance of SUVmax variation in MM patients treated homogeneously in a prospective
clinical trial in the setting of frontline intensive therapy, including proteasome inhibitors and
immunomodulatory drugs. It is difficult to compare our results to previously published studies
due to differences in therapies and PET interpretation criteria applied. Usmani et al. reported a
significant prognostic value of FDG-PET after seven days of an induction therapy using two
cycles of VTD-PACE (bortezomib, thalidomide, dexamethasone; 4-day continuous infusions
of cisplatin, doxorubicin, cyclophosphamide, etoposide; Total Therapy 3 protocol, p=0.0003).
The prognostic PET biomarker in the study by Usmani et al. was the persistence of more than
three FL'®. In contrast, the FDG PET results after three courses of RVD in the IMAJEM study
affected PFS without reaching significance, however, the PET criterion considered was
normalization °.

In the present study, we hypothesized that a semi-quantitative method could potentially be
more sensitive than visual analysis to evaluate early response to chemotherapy, as has been
shown in lymphoma,lg’zz. Indeed, the ability to identify slow and fast responders is important,
as early tumor shrinkage is associated with a deeper response™. We decided to compare the
standard DS validated in lymphoma to SUVmax and ASUVmax. Visual analysis also
appeared relevant for application in MM as suggested by the recently proposed IMPeTUS
criteria', even if not yet prospectively validated. As previously done in lymphoma'®?, only
MM patients with FDG-avid lesions at baseline (uptake higher than liver background) were
included in the analysis, considering a low baseline SUVmax as a drawback for ASUVmax
calculation®. This subgroup might represent a necessary limitation of our study, however,
patients with low FDG-avid MM may harbor a more indolent form of the disease’. Only 6
(8%) of our patients presented a SUVmax lower than the previously reported* prognostic
threshold of 4.2. Moreover, patients showing new lesions after three cycles of RVD
suggesting progression were not included in the analysis of ASUVmax. Considering the
specific population included in our study, a semi-quantitative analysis using ASUVmax was
superior to interim SUVmax and visual analysis based on DS criteria in predicting PFS. This
strong prognostic value was observed in both treatment arms and independent of biochemical
response assessed according to the IMWG criteria’. Results have yet to be interpreted with
caution due to the relatively smaller number of patients with biochemical response assessment
after 3 cycles of RVD (n=57). It was also confirmed using a normalized ArSUVmax allowing
for a reduction in the variability of SUV measurements. Although reactive bone marrow
hyperplasia induced by G-CSF treatment or due to repopulating marrow in patients with
anemia is not rare post-chemotherapy, the ASUVmax calculation remained significantly
associated with PFS when BMI SUVmax was considered in the quantitative analysis in
patients with BMI at baseline.
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Our results are consistent with previous findings in lymphoma. Indeed, in patients with FDG-
avid MM, the ASUVmax-method may represent the dynamic and continuous process of
metabolic reduction of tumor cells during treatment more accurately than a visual scale".
Moreover, it was found to have higher inter-observer reproducibility and outcome prediction
performance than DS in patients with FDG-avid lesions®!"""?.

This study had some inherent limitations as it explored two sets of parameters which do not
necessarily reflect the same situation at baseline and after three cycles of RVD. It was
retrospectively designed to address the question of the prognostic value of prospectively
measured markers, which may be useful for imaging-guided therapy in combination with
baseline risk factors. At the current time, prognostic parameters are identified at diagnosis,
before the onset of therapy. The aim is to use these parameters to define risk-adapted
therapies, or to devise trial protocols focusing on patients with specific risk factors. Of note,
other prognostic parameters can now be defined at specific time-points during therapy. These
“dynamic” prognostic parameters, such as response after induction or imaging biomarkers
such as delta SUV, could be used in the future to change or adapt therapy in case of
suboptimal response. Our study shows the importance of PET in this dynamic assessment of
response, which could be complementary to the assessment of MRD within the bone marrow
by next-generation flow cytometry or next-generation sequencing.

In this study, ASUVmax was a powerful tool to predict long-term outcomes in patients with
FDG-avid MM and superior to visual assessment. This study shows the potential added value
of integrating FDG-PET alongside known prognostic factors, such as R-ISS and biochemical
response, in the management of MM. This prognostic biomarker should be confirmed in other
cohorts of MM patients.

10
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Table 1: Patient characteristics and PET parameters studied after three cycles of RVD

Number of missing

Parameters values
At diagnosis
Age (years) (median, range) 61 (37— 65) 0
Male (%) 44 (62) 0
R-ISS VI (%) 12 (17)/45 (63)/14 (20) 0
Hemoglobin (g/dL) (median, range) 10.0 (8.0 - 14.0) 0
Presence of BMI (%)/EMD (%) 47 (66)/6 (8) 0
Median baseline SUVmax (range) 6.4(3.5-27.1) 0
After 3 cycles of RVD

gg;ﬁ"ﬁéﬂ;g?;‘:{ 0(0)27 (47)27 4T3 (6)
(Fnl/;,)or EMD residual DS: 1-3(%) ; 4-5 42 (59) 1 29 (41) 0
i\;laendgi:? residual highest FL SUVmax 17 (1.0 15.0) 0
Median ASUVmax in % (range) =71 (-96 — +62.5) 0

ASUVmax=<-25% (%)

ASUVmax>-25% (%)

56 (79)

15 (21)

R-ISS: Revised International Staging System; SUVmax: maximum standardized uptake value; DS:
Deauville Scale; FL: Focal Lesion; RVD: lenalidomide, bortezomib and dexamethasone; SD: stable
disease; PR: partial response; VGPR: very good partial response; CR: complete response; BMI:
diffuse bone marrow involvement; EMD: extra-medullary disease
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Table 2: Univariate Cox regression analysis for PFS after three cycles of RVD

Parameter Hazard ratio ?5% confidence p value
interval
Age (>50) 2.15 0.83 - 5.61 0.12
R-ISS 1I to 111 2.35 0.90-6.13 0.08
Hemoglobin (>9.4g/dL) 2.08 0.82 -5.28 0.12
?&‘g;;“::;ﬁ:gpom 037 0.13—1.06 0.06
Interim DS (4-5vs 1-3) 1.95 0.78 —4.92 0.11
ASUVmax (>-25%) 4.54 1.85-11.11 <0.009

In bold: p values that remain still significant after multiple test corrections

; R-ISS: Revised International Staging System; VGPR: very good partial response; DS: Deauville
Score; SUVmax: maximum standardized uptake value.
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Table 3: Univariate and multivariate Cox regression analysis for PFS after three cycles

of RVD and for the different definition of variation of SUVmax

Univariate Cox analysis

Multivariate Cox analysis”

HR (95 % CI) P value Variable HR (95 % CI) P value
, 4.54(1.85— 5.56 (1.96 —
ASUVmax™ . ASUV .
max 1.11) <0.001 max 15.81) 0.001
0.29 (0.10 —
VGPR or better 0.85) 0.025
ArSUVmax™ ;j :2;)(' 357 0008 ArSUVmax ;:?é)(l 127 020
VGPR or better 3:33)(0.1 1= 035
ASUVmax"™™" 343 (1.31- 0012  ASUVmax™"™" 341 (1.18-  0.023
M 9.03) FMD 9.84)
ArSUVmax™ M- 365 (1.27 - 0.016  ArSUVmax™®M- 287096  0.060
FMp 10.47) EMD 8.63)

* Multivariate model including ASUVmax, R-ISS and biochemical response (VGPR o better) (n=57)

FL: Focal Lesion; BMI: diffuse bone marrow involvement; EMD: extra-medullary disease

ASUVmax"™: percentage difference of SUVmax between FL at baseline and interim FDG-PET
ArSUVmax'™: percentage difference of SUVmax normalized against the liver SUVmax between FL at

baseline and interim FDG-PET

ASUVmax"™PMMP. percentage difference of SUVmax between either FL, BMI or EMD at baseline

and interim FDG-PET

ArSUVmax™ M. percentage difference of SUVmax normalized against the liver SUVmax
between either FL, BMI or EMD at baseline and interim FDG-PET

In bold: significant p values
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Figure 1: Kaplan-Meier curves for PFS according to ASUVmax of the most intense FL

between FDG-PET at diagnosis and after three cycles of RVD and biochemical response

after three cycles of RVD (VGPR or better)
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Nouveaux Biomarqueurs en imagerie du Myélome Multiple

Mots clés : Myélome Multiple, Biomarqueurs, Imagerie, immunoTEP, hétérogénéité

Résumé : Malgré d’'importants progrés lors de
cette derniére décennie, le myélome mutliple
reste encore une maladie incurable et
lidentification de nouveaux biomarqueurs
permettant de toujours mieux sélectionner les
patients de mauvais pronostic éligibles a une
thérapie plus intensive demeure d’actualité.
L'imagerie en médecine nucléaire s'inscrit
parfaitement dans cette démarche en permettant
d'observer in vivo, de fagon non invasive,
I'expression et la distribution des biomarqueurs
accessibles dans les cibles tumorales. Cette
hétérogénéité de signatures moléculaires peut
étre appréciée qualitativement ou
quantitativement, par I'intermédiaire de multiples
traceurs apportant des informations
phénotypiques, métaboliques, complémentaires

ou en explorant les distributions et fixations de
chaque traceur individuellement. La premiéere
partie de ce travail a été consacrée a
I'évaluation pré-clinique d’anticorps ciblant le
syndecan-1 ou CD138, une protéoglycane
utiisée comme marqueur standard par de
nombreux laboratoires pour I'identification et la
purification de cellules myélomateuses. La
seconde partie a évalué des paramétres
quantitatifs d’analyse de [imagerie TEP
caractérisant I'hétérogénéité intra-tumorale afin
de les corréler aux données histologiques. La
troisieme partie de ce travail a consisté en
I'évaluation de la pertinence des parameétres
quantitatifs d’analyse de l'imagerie TEP-FDG
en clinique sur les données de la cohorte
IMAJEM.

New Biomarkers in Multiple Myeloma Imaging

Keywords : Multiple Myeloma, Biomarker, Imaging, ImmunoPET, Heterogeneity

Abstract : Despite significant progress over the
past decade, multiple myeloma remains an
incurable disease and the identification of new
biomarkers to better select patients with poor
prognosis who are eligible for more intensive
therapy remains a priority. Nuclear medicine
imaging fits perfectly into this approach by
allowing non-invasive in vivo observation of the
expression and distribution of accessible
biomarkers in tumor targets. This heterogeneity
of molecular signatures can be assessed
qualitatively or quantitatively, through multiple
tracers providing complementary, phenotypic
and metabolic, information or by exploring the
distributions and uptakes of each tracer. The first

.part of this work was devoted to the pre-clinical
evaluation of antibodies targeting syndecan-1 or
CD138, a proteoglycan used as a standard
marker by many laboratories for the
identification and purification of myeloma cells.
The second part evaluated quantitative
parameters for the analysis of PET imaging
characterizing intra-tumor heterogeneity in
order to correlate them with histological data.
The third part of this work consisted in
evaluating the relevance of quantitative
parameters for the analysis of PET-FDG
imaging in the clinic using the data of the
IMAJEM cohort.



