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Des molécules fluorescentes
au service de la chirurgie
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Résumé L’assemblage chimique de fonctions de reconnaissance cellulaire et de détection sur chassis moléculaire
permet d’obtenir des systémes de guidage tumoral sélectifs et modulables qui ouvrent des applications
inédites dans le domaine de la détection et de la thérapie. En particulier, la validation chez I'animal de
systemes fluorescents de guidage vers les tumeurs avec le développement de caméras de détection proche
infrarouge a pu étre valorisée pour le développement de technologies telles que I'aide au geste chirurgical
par imagerie de fluorescence en temps réel.

Peptides RGD, ligations chimiosélectives, sondes fluorescentes, chirurgie guidée par imagerie

proche IR, innovation.

Mots-clés

Abstract Fluorescent molecules for surgery

The chemical assembly of functions such cellular recognition and detection on molecular frame allows to
obtain selective and flexible tumour guidance systems which open new applications in the field of the
detection and therapy. In particular, the validation in animal of fluorescent guidance systems for tumour with
the development of near infrared cameras is able to be valued for the development of technologies such
as the assistance to the surgical gesture by real-time fluorescence imaging.

Keywords RGD peptides, chemoselective ligations, fluorescent probes, NIR image-guided surgery, innovation.
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L’ avenir des traitements contre le cancer ainsi que des
stratégies de prévention et de dépistage va étre forte-
ment influencée par I'utilisation de biomarqueurs tumoraux
qui permettent de concevoir de nouvelles molécules pour des
thérapies ciblées (« targeted therapy »). Ces produits, véri-
tables missiles a téte chercheuse, visent précisément les
caractéristiques spécifiques de la cellule cancéreuse ou de
son environnement, sans léser les tissus sains, et avec des
effets secondaires moins séveéres et différents de ceux de la
chimiothérapie. Avec les avancées de la génomique, de la
protéomique et de la pharmacogénomique, il est possible
d’identifier des biomarqueurs propres a chaque patient qui
permettraient d’établir diagnostic et traitement associé ainsi
qu’un suivi du traitement adaptés a la bonne personne plutot
qu’a un groupe d’individus. Des exemples de thérapie ciblée,
basés notamment sur les biotechnologies et I'utilisation
d’anticorps spécifiques dirigés contre un ligand ou un récep-
teur impliqué dans le cancer, ouvrent la voie vers une méde-
cine personnalisable et appropriée a I'individu. Dans cet
article, nous décrirons une des contributions de notre groupe
de recherche dans le domaine de la chimie des biomolécules
avec une approche de recherche « translationnelle » pour le
ciblage tumoral et sa valorisation pour I’'aide au geste chirur-
gical, notamment pour la résection") tumorale. La chirurgie
du cancer reste aujourd’hui I'un des traitements les plus effi-
caces contre lamaladie : cing millions de personnes souffrant
d’un cancer sont opérées chaque année dans le monde, dont
pres de 370 000 en France, soit une toutes les 90 secondes.
Parmi les cibles potentielles se trouvant dans
I’environnement tumoral, un récepteur transmembranaire,
lintégrine ayB3 [1], a particulierement attiré I'attention de

certains groupes de recherche. Cette protéine est
surexprimée a la surface des cellules endothéliales
constituant les néovaisseaux tumoraux lors de I’'angiogenése
tumorale et sur certaines lignées cancéreuses métastasiques.
Plusieurs équipes ont démontré que des peptides contenant
la séquence « RGD » (-Arg-Gly-Asp-) permettent de cibler
cette intégrine avec une trés bonne efficacité et spécificité
[2]. Un cyclopentapeptide, le cilengitide (Merck KGaA,
Darmstadt) découvert dans le laboratoire du professeur Horst
Kessler [3], est utilis€é comme inhibiteur de I'angiogenese
dans plusieurs phases cliniques. Actuellement, de nombreux
travaux sont menés pour développer de nouveaux composés
ciblant la néoangiogenése tumorale pour des applications
thérapeutiques et diagnostiques ou leur combinaison
théragnostique®@.

Le ciblage tumoral
via un cluster de ligands « RGD »

De nombreux systéemes biologiques controlent les
interactions ligand-récepteur par des effets de multivalence.
C’est devenu un nouveau centre d’intérét dans la recherche
et la conception de nouveaux composés plus affins pour leur
cible. L’utilisation d’interactions multivalentes peut aussi
engendrer des propriétés biologiques fondamentalement
différentes de celles trouvées lors des interactions
moléculaires monovalentes [4]. Dans ce contexte, nous
avons été parmi les pionniers a concevoir des ligands
multivalents ciblant I'intégrine o3 grace a I'utilisation d’un
chéssis moléculaire de présentation multivalente nommé
RAFT et au développement de méthodes chimiques
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permettant leur fonctionnalisation par des biomolécules
polyfonctionnelles.

Un chassis moléculaire nommé RAFT

Les molécules RAFT («regioselectively addressable
functionalized template »), développées au début des années
1990 dans le domaine du « protein de novo design » [5] sont
des décapeptides cycliques comportant deux coudes 3 de
type Il dus a I’enchainement proline-glycine qui leur confére
une mobilité conformationnelle réduite, conduisant a une
orientation des chaines latérales des six autres acides aminés
du cycle de part et d’autre du plan moyen du cycle (figure 1).
L’originalité de ce systeme est qu’il permet de définir deux
faces fonctionnalisables grace aux chaines latérales qui
peuvent étre ainsi adressables chimiquement de maniéere
indépendante. Nous utilisons ces RAFT pour combiner une
fonction de reconnaissance (ligands) et des fonctions
conférant a la molécule des propriétés de détection ou de
destruction (molécules fluorescentes, cytotoxiques...). Le
ciblage tumoral via 'intégrine ay/B3 a été mis en évidence en
utilisant un édifice RAFT portant un cluster de quatre ligands
cyclopentapeptidiques, RAFTc(-RGDfK), (dénoté « RGD »),
et un fluorophore permettant I’'étude de ses propriétés [6]
(figure 2).

Les RAFT ont aussi été utilisés pour d’autres applications
comme la conception de mimes de surface (4-helix-bundle)
[7-8], de canaux ioniques [9], la stabilisation de G-
quadruplexe(3) [10] ou la formation de mimes de fibres
amyloides [11].

Figure 1 - Structure d’un cyclodécapeptide RAFT contenant six
lysines [5].
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Figure 2 - Structure d’un composé fluorescent ciblant I'intégrine
P [6]
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Construction chimique de type
« LEGO™ moléculaires »

Pour réaliser des structures complexes, de haut poids
moléculaire et qui combinent différentes biomolécules, le
chimiste a besoin de réactions performantes et compatibles
avec les différentes classes de biomolécules (peptides,
sucres, acides nucléiques). Parmi les nombreuses réactions
couramment utilisées par les chimistes pour modifier une
biomolécule, un intérét particulier a été accordé aux
réactions chimiosélectives [12]. Depuis une quinzaine
d’années, nous avons été parmi les premiers a utiliser le lien
éther d’oxime qui est obtenu par I'addition d’une fonction
oxyamine sur un dérivé carbonylé du type cétone ou
aldéhyde. L'utilisation de ce lien chimique permet ainsi
I'ingénierie controlée de biomolécules a la maniere d’un
LEGO® en codant I’'assemblage par réaction chimiosélective
entre oxyamine et carbonyle en milieu aqueux, sans besoin
de réactif de couplage et de groupes protecteurs.

Nous avons montré que la formation successive de liens
éther d’oxime permet de synthétiser des macromolécules
peptidiques composées d'un cluster de cyclopeptide
« RGD » conjugué a des acides nucléiques [13] ou a des
résidus carbohydrates [14], combinant ainsi leurs propriétés
intrinséques de reconnaissance, de toxicité intracellulaire ou
de solubilisation. Pour accéder a ce type de composés, la
stratégie de synthése consiste a (i) former un premier lien
éther d’oxime pour greffer sur le cyclodécapeptide une
premiere molécule d’intérét (ligand « RGD »), (ii) oxyder une
sérine (aldéhyde masqué), puis (iii) coupler une deuxieme
molécule d’intérét (acides nucléiques, sucres) (figure 3a).
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Figure 3 - Stratégie de synthése (a) itérative oxime-oxime [13] ; (b) « one-
pot » oxime-cycloaddition [15].

Bien qu’efficace et conduisant a des structures
hautement complexes, cette stratégie nécessite plusieurs
étapes successives qui limitent les rendements. Ceci nous a
conduits a développer un procédé de synthése convergeant
« one-pot » : nous avons choisi d’associer a la réaction de
formation d’éther d’oxime, la cycloaddition 1,3-dipolaire
catalysée par le cuivre(l) entre un azoture et un alcyne
(CuAAQC) (figure 3b) [15].

Au cours de cette étude, nous avons validé la
compatibilité des deux réactions chimiosélectives. En
d’autres termes, il est ainsi possible de coder le site de
réaction sur chacun des partenaires pour que, lorsqu’ils



sont mélangés, ils puissent réagir chimiosélectivement et
régiosélectivement et étre assemblés sur le RAFT. Acejour,
ces différentes méthodes de synthése permettent d’obtenir
des composés combinant un cluster de ligand « RGD » et
diverses fonctions utilisées pour améliorer sa biodistribution,
pour des applications diagnostiques et/ou thérapeutiques.

Evaluation des composés
comportant un cluster de ligand « RGD »

Les propriétés résultant du cluster de quatre ligands
«RGD » porté par le RAFT ont été étudiées au travers
d’expériences réalisées in vitro a partir de lignées cellulaires
surexprimant la protéine transmembranaire oyf3. Nous
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fluorescéine (figure 2) est internalisé a 37 °C avec une
meilleure efficacité que le peptide contrble monovalent
c(-RGDfK)-Fluo (figure 5) [6]. Récemment, il a été mis en
évidence que les composés RAFTc(-RGDfK) sont
internalisés avec l'intégrine oyB3 par une endocytose®
médiée par la clathrine” [19].

avons estimé I'efficacité des composés « RGD » dans un
essai de compétition contre la vitronectine, ligand naturel de
lintégrine ayP3, en utilisant des cellules HEK293 (« human

Figure 5 - Imagerie de fluorescence de cellules CHO-3a a 15 min traitées
par 10 uM (a) RAFTc(-RGDfK)4-Fluo a 37 °C, (b) RAFTc(-RGDfK),4-Fluo a
4 °C, et (c) c(-RGDfK)-Fluo a 37 °C.

embryonic kidney »). La capacité de chaque composé a
inhiber I’'adhésion des cellules a une plaque recouverte de
vitronectine a été exprimée comme sa valeur d'1c501). Les
résultats sont illustrés dans la figure 4. Le composé
« contréle négatif » RAFTc(-RADfK)4 n’inhibe pas I’adhésion
cellulaire, tandis que le composé RAFTc(-RGDfK), empéche
fortement I'attachement cellulaire avec un IC50 de 3 uM
contre 30 uM pour le composé monovalent c(-RGDfK) [16-
17]. Ces résultats ont été corroborés par des expériences
de compétition contre un anticorps monoclonal (mAb)
spécifigue de oyPsz [18]. Finalement, des expériences
de spectroscopie de corrélation de fluorescence (FCS) ont
permis de mesurer des constantes cinétiques pour
I'intégrine : le composé tétramérique RAFTc(-RGDfK), est
douze fois plus affin (Kp=3,8nM) que le composé
monovalent [19].
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Figure 4 - Inhibition de I'adhésion de cellules HEK a la vitronectine
par des ligands « RGD ».

Etudes du « trafficking » cellulaire®
a partir de composés fluorescents

Avant d’utiliser les composés «RGD» pour des
applications anticancéreuses, nous avons étudié leur
comportement vis-a-vis de cellules cibles par microscopie
de fluorescence qui permet la visualisation d’éléments ou
molécules a I'aide de fluorochromes. L’acquisition d’images
est réalisée sur des échantillons trés fins (monocouches

Ces résultats montrent que le RAFTc(-RGDfK), est non
seulement sélectif de la cible, mais permet de plus de
pénétrer dans la cellule par endocytose a la maniére des
protéines, ce qui ouvre des perspectives pour ces composés
pour la vectorisation ciblée de drogues et/ou de fluorophores
pour des applications anticancéreuses. La multivalence
permet ici non seulement d’augmenter I’affinité pour la cible,
mais également d’internaliser la molécule de maniére active.

Le ciblage et I'imagerie in vivo :
applications anticancéreuses

Imagerie non invasive chez le petit animal

Les expériences réalisées chez le petit animal ont permis
de valider la sélectivité de nos composés in vivo. En exploitant
la capacité de la lumiere proche infrarouge a pénétrer les
tissus, I'imagerie et la spectroscopie optiques peuvent étre
utilisées pour détecter des tissus cancéreux de fagon non
invasive. Dans ce contexte, une série de molécules
fluorescentes a été préparée en incorporant sur le RAFT un
chromophore proche IR du type cyanine 5 (A;g = 649 nm ;
Aem = 670 nm). L’injection des différents composés par voie
intraveineuse a été effectuée sur des souris nude® porteuses
de modéles de tumeurs sous-cutanées surexprimant ou pas
I’intégrine oy /B3, respectivement HEK293(33) et HEK293(31)
[20]. Comme on peut le voir sur la figure 6, quatre heures
apres I'injection, un signal beaucoup plus intense est observé
pour la souris recevant le composé « RAFTc(-RGDfK)4-Cy5 »
par rapport a la souris recevant le ligand monovalent
c(-RGDfK)-Cy5. La tumeur HEK293(B1), ne captant pas le
ligand fluorescent « RGD », démontre la sélectivité de notre
systéme pour I'intégrine oyfB3. Nous avons cependant noté
une faible rétention du composé « RAFTc(-RGDfK)4-Cy5 » au
niveau des reins. Les études de ces différents systemes de
fluorescence proche infrarouge ciblants ont également
permis le développement de nouveaux systemes de caméras
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cellulaires) afin d’observer la transmission de la lumiére
visible et d’obtenir un bon contraste. Les résultats montrent
que le composé contenant un cluster de « RGD » muni d’une

Figure 6 - Imagerie non invasive a 4 h de souris nude traitées par 10 nmol
de composés.
Les animaux portent des tumeurs sous-cutanées HEK293(33) (a-b) ou HEK293(31) (c).
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portables pour le petit animal et de méthodes de tomogra-
phie de fluorescence pour le suivi en fluorescence et
reconstruction 3D de métastases sur des modeles animal.

L'utilisation d’une fonction de détection (sonde
fluorescente) permet ainsi d’étudier la biodistribution, de
détecter in vivo l'intégrine ayB3, et donc de localiser la
tumeur. Nous avons préparé une nouvelle génération de
composés comportant une fonction activable dés que la
cible est atteinte. Le but ici est d’obtenir un signal de
fluorescence uniquement aprés ciblage de oy/f3. Pour cela,
un quencheur de fluorescence® (QSY : Agbs = 660 nm) est
rattaché a notre vecteur portant le fluorophore cyanine 5 par
un pont disulfure (figure 7). Ce composé, appelé « Smart
Probe », est fluorescent (activation) des lors que le pont
disulfure est réduit dans la cellule, soit dans le cytosol par
la thioredoxine, soit dans les endosomes'? tardifs par la
réductase GILT (« gamma-interferon-inducible lysosomal
thiol reductase ») [21]. L’observation de fluorescence in vivo
démontre ainsi non seulement que le vecteur a atteint sa
cible, mais qu’il y a pénétré, puis a relargué le quencheur
dans la cellule [22].
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Figure 7 - Structure d’'un composé « Smart Probe ».
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Systéme fluorescent activable
pour étudier la vectorisation de médicaments

Nous avons exploité le systeme fluorescent activable
« Smart Probe » précédent pour étudier le suivi intracellulaire
d’un peptide « KLA » qui induit I'apoptose('’) dans des
cellules vivantes. Ce type de composé nous a permis de
visualiser la libération du peptide « KLA » dans I’endosome
et sa migration vers les mitochondries (figure 8) [23]. Ce
résultat corrobore ceux de la littérature ou il est montré que
le peptide « KLA » peut adopter une structure en hélice
amphiphile capable de s’ancrer dans la membrane
mitochondriale et déclencher la mort cellulaire par apoptose.
L’étude in vivo chez la souris a permis également de valider
le relargage du peptide «KLA» aprés ciblage et
internalisation, ce qui fait de cette « Smart Probe » un ouitil
intéressant pour le développement de thérapies ciblées.

Application clinique d’un traceur
fluorescent : l'aide a la chirurgie

L’aide a la chirurgie en clinique vétérinaire

Fort de I'expérience acquise en imagerie du petit ani-
mal par fluorescence, associant chimistes, biologistes,
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Figure 8 - Structure du conjugué drogue-« Smart Probe ».

physiciens et médecins depuis une dizaine d’années a
Grenoble, nous nous sommes dirigés vers le guidage du
geste chirurgical par fluorescence. Cette approche est en
cours de validation sur des animaux domestiques (chats,
chiens) atteints de fibrosarcome nécessitant une intervention
chirurgicale (figure 9). A ce jour, tous les essais vétérinaires
ont été réalisés avec succes.

Figure 9 - Chirurgie en salle opératoire en clinique vétérinaire.

Fluoptics : valorisation et commercialisation
du systéme AngioStamp™-Fluobeam™

La molécule développée par le Département de Chimie
moléculaire (Grenoble) associé a I'Institut Albert Bonniot
(Grenoble) a été licenciée a la société grenobloise Fluoptics
qui I'industrialise sous le nom commercial d’AngioStamp™.
Fluoptics est une start-up issue du CEA dont I'objectif est
de développer et de commercialiser des traceurs et des



Figure 10 - (a) Présentation de la sonde : I'instrument est constitué
d’un boitier de contrdle et d’une téte (caméra et éclairage) reliés au
boitier par un cable pouvant étre déconnecté. Le systeme est relié a
un ordinateur par une connexion USB2. (b) Exemple de nodule de
petite taille détecté par le couple AngioStamp™-Fluobeam™.
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d’acquérir les images de fluorescence en temps réel et de
les projeter sur un écran face au chirurgien (figure 11).

La technologie mise au point par la start-up grenobloise
est susceptible de nombreuses autres applications, par
exemple en chirurgie cardiovasculaire et chirurgie
reconstructrice, ou encore pour détecter les ganglions
sentinelles dans le cadre de [l'ablation d’'une tumeur
cancéreuse.

Conclusion

Le développement d’approches chimiques permettant
I’'assemblage multimérique de biomolécules ciblant I'inté-
grine oy/P3 sur un chassis cyclopeptidique

instruments pour guider le geste chirurgi-
cal par imagerie de fluorescence dans le
proche infrarouge.

L’'un des domaines les plus promet-
teurs étudiés aujourd’hui par la société est
I’'aide a la chirurgie du cancer. Fluoptics a
développé dans ce champ une technolo-
gie destinée a aider le chirurgien lors de
I'ablation de tumeurs cancéreuses. Cette
technologie repose sur la combinaison
d’un systéme d’imagerie optique en temps
réel et de traceurs fluorescents qui ciblent
spécifiquement les cellules tumorales (fi-
gure 10). Une fois injecté, le traceur émet
un signal infrarouge permettant « d’illu-
miner » les cellules cancéreuses qui de-
viennent alors visibles a [I'écran. Ce
procédé autorise une chirurgie de préci-
sion pour enlever des métastases non
visibles a I'ceil nu (jusqu’a 300 microns),
permettant de préserver les tissus sains.

L’'imagerie de fluorescence est une
innovation technologique majeure qui de-

et les combinaisons avec des fonctions
de détection ont permis d’obtenir des
systémes ciblant I'angiogenése tumorale
in vivo. La flexibilité et la grande efficacité
de cette approche ont permis d’effectuer
une recherche translationnelle impliquant
chimistes, biologistes et technologues,
qui a abouti a la valorisation d’un agent
fluorescent de ciblage tumoral et de ca-
méras proche infrarouge pour les mesures
en temps réel. Ces développements sont
exploités par la start-up Fluoptics pour
développer et commercialiser des tra-
ceurs et des instruments pour guider le
geste chirurgical et améliorer les berges
de résection, sans modifier les conditions
opératoires actuelles.

Notes et références

(1) Résection : retrait chirurgical d'une partie
d’organe ou d'un tissu pathologique comme une
tumeur.

vrait bouleverser d’ici quelques années la Figure 11 - Sonde en situation lors de (2) Théragnostique : association d'un test diagnostic

facon dont on traite de nombreuses mala-
dies, et en premier lieu les cancers. En
particulier avec les traceurs ciblants tels qu’AngioStamp™,
elle va permettre au chirurgien de voir au plus prés et en
temps réel I'exacte localisation des tumeurs et des cellules
cancéreuses, et ce avec une précision inégalée a ce jour.

AngioStamp™ est le premier traceur de Fluoptics ; il est
en cours de développement avec pour objectif la réalisation
d’un essai clinique chez ’homme en 2013. Il est utilisé
actuellement en routine dans de nombreuses applications
précliniques [24-25] et dans la validation vétérinaire listée
précédemment.

Le traceur est injecté la veille de I'opération, ce qui laisse
le temps a AngioStamp™ de se fixer sur les zones cibles et
permet a I'organisme d’évacuer le traceur qui n’est pas fixé
de maniere spécifique.

Le principe de I'instrument Fluobeam™ développé par
Fluoptics est le suivant : un systéme d’éclairage filtré pour
supprimer les longueurs d’onde du proche infrarouge
correspondant aux longueurs d’ondes d’émission du traceur
éclaire la zone d’intérét. Un laser ayant une longueur d’onde
proche du maximum d’absorption des fluorophores utilisés
est diffusé sur cette méme zone et permet d’exciter la
fluorescence du traceur. La zone d’intérét est vue par une
caméra CCD filtrée qui ne détecte que les longueurs d’ondes
correspondant a cette fluorescence. Fluobeam™ permet

chirurgie sur gros animaux.

a une thérapie.
(3) G-quadruplexes : structures secondaires a quatre
brins que peuvent adopter les acides nucléiques

(ADN et ARN) riches en guanines.

(4) IC50 : concentration d'un composé inhibant 50 % de I'effet observé.

(5) « Trafficking » cellulaire : signalisation cellulaire.

(6) Endocytose : mécanisme de transport de molécules voire de particules
(virales, bactériennes, etc.) vers l'intérieur de la cellule.

(7) Clathrine : protéine structurelle constituant I'enveloppe (ou manteau) de
certaines vésicules.

(8) Souris nude : souche mutante de souris dépourvues de poils et de
thymus, affectées d’'un déficit immunitaire important.

(9) Quencheur de fluorescence : composé chimique ou atome conduisant
a la perte de fluorescence du fluorophore concerné.

(10) Endosomes :  sous-compartiments de la cellule, ou organites
(organelles), sur lesquels les vésicules d’endocytose s’accrochent et
fusionnent pour relarguer leur contenu.

(11) Apoptose (ou mort cellulaire programmée) : processus par lequel des
cellules déclenchent leur autodestruction en réponse a un signal.
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