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RESUMEN

La inmuno-tomograffa por emisién de positrones (inmunoPET) es una técnica de imagen no invasiva basada
en la monitorizaciéon y cuantificacion 7z vivo de anticuerpos monoclonales (mAb), fragmentos y péptidos de
anticuerpos radiomarcados. La imagen de anticuerpos puede proporcionar un método sensible y no invasivo para
la caracterizacion 7z vivo del fenotipo de la superficie celular, que a su vez podria ayudar a guiar el diagnostico,
pronostico, seleccién de la terapia y monitorizacion del tratamiento del cancer. Un gran nimero de estudios han
demostrado la utilidad de la metaloproteasa de matriz de membrana MT1-MMP como una interesante diana para
el diagnodstico a causa de su alta expresion en muchos tumores al igual que su importancia en invasion, angiogénesis

y metastasis.

Un anticuerpo monoclonal murino dirigido contra el dominio catalitico de MT1-MMP, denominado LEM 2/15, se
conjugd con p-isotiocinatobencil- deferoxamina (DFO-Bz-NCS) para matcatlo con ¥Zr. Estudios de biodistribucién
ex vivo e imagen PET se realizaron en ratones xenograft portadores de células de glioblastoma (GBM) humanas
y células de adenocarcinoma ductal de pancreas (PDAC) humanas implantadas en los flancos, ambos tumores
con uno de los peores prondsticos y tasas de supervivencia en pacientes. El radiotrazador ¥Zs-DFO-LEM 2/15
también se inyectd en modelos ortotépicos de GBM en cerebro con diferentes grados de disrupcion en la barrera
hematoencefilica y en modelos ortotépicos de PDAC derivados de pacientes (PDX), modelos mas reales, con el

fin de realizar estudios de imagen PET.

El rendimiento radioquimico, actividad especifica y estabilidad del radiotrazador *Zt-DFO-LEM 2/15 fue 6ptimo
para la realizacién de los estudios de imunoPET; ademas, la conjugacion y marcaje del anticuerpo no modificd
sustancialmente la inmunoreactividad del anticuerpo intacto. Los experimentos de biodistribucion ex vivo y los
estudios de imagen molecular mediante PET indicaron que #Zs-DFO-LEM 2/15 tiene un excelente potencial como
radiotrazador para la deteccion de MT1-MMP en tumores de GBM que sobreexpresan dicha metaloproteasa. Los
resultados obtenidos en los modelos ortotépicos de GBM revelaron que el radiotrazador pudo acceder a la masa
tumoral cuando la barrera hematoencefélica estuvo alterada. Los estudios realizados con un anticuerpo del mismo
isotipo pero inespecifico (YZtr-DFO-IgG) en los modelos de GBM sugieren que una gran patte de la captacion del
radiotrazador en el tumor fue debida al efecto de permeabilidad y retencién aumentada (efecto EPR) caracteristico
de los tumores. Los modelos PDX de PDAC mostraron una gran acumulaciéon en la zona del pancreas y la
biodistribucién ex vivo arrojé resultados similares a al modelo GBM. El analisis inmunohistoquimico confirmo la
especificidad del inmunoconjugado en todos los modelos animales. Finalmente, la inmunoPET demostré que es

una técnica adecuada para realizar estudios farmacocinéticos.
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ABSTRACT

Immuno-positron emission tomography (ImmunoPET) is a non-invasive imaging technology based on the
in vivo tracking and quantification of radiolabeled monoclonal antibodies (mAb), antibody fragments and
peptides. Antibody imaging can provide a sensitive, noninvasive means for molecular characterization of cell
surface phenotype in vivo, which can in turn guide diagnosis, prognosis, therapy selection, and monitoring of
cancer treatments. A large number of papers have proved the Membrane type 1-matrix metalloproteinase (MT1-
MMP), a proteinase overexpressed in many aggressive tumours and associated with enhanced cell proliferation,
migration, angiogenesis, metastasis, as an interesting target for the development of both diagnostic and therapeutic

approaches.

An anti-human MT1-MMP monoclonal antibody, LEM 2/15 was conjugated to p-isothiocyanatobenzyl-
desferrioxamine (DFO-Bz-NCS) for *Zr labeling. Biodistribution and PET imaging studies were performed in
xenograft mice bearing human glioblastoma (GBM) cells and pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) cells,
both tumors among those with the worst prognostic and survival rates. The radiotracer *Zs-DFO-LEM 2/15
was injected in orthotopic GBM brain models with different degrees of blood-brain barrier disruption as well
as orthotopic PDAC patient-derived xenograft (PDX) models, which are more closely resemble human cancer

features, in order to perform PET imaging studies.

The radiotracer *Zr-DFO-LEM 2/15 was prepared in high radiochemical yield and specific activity and exhibited
excellent in vivo stability to perform immunoPET studies; moreover, the immunoreactivity of the radiotracer was
equal to that of the original antibody. Biodistribution ex vivo experiments and molecular imaging PET studies
indicated a remarkable potential of ¥Zr-DFO-LEM 2/15 as a radiotracer for detection of MT1-MMP positive
GBM tumors. Studies using orthotopic brain GBM models revealed a high dependence on a disrupted blood-
brain barrier for tracer penetration into tumors. However, the comparative between *Zr-DFO-LEM 2/15 and
¥7+-DFO-nonspecific IgG in GBM models demonstrated an accumulation within tumors due to the enhanced
permeability and retention effect (EPR effect). The PDAC PDX models showed much higher accumulation in
pancreas area and ex vzvo biodistribution yielded similar results compared to the GBM model. Histological analysis
confirmed the specificity of the immunoconjugate in all animal models. Finally, immunoPET showed that it was

an adequate technique for pharmacokinetic studies.
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INTRODUCCION

1. Contextualizacion

La imagen biomédica se podtia definir como la ciencia y rama de la medicina interesada en el desarrollo y uso de
aparatos y técnicas para obtener imagenes de la anatomia interna y en proveer un analisis bioquimico y fisiolégico
de tejidos y 6rganos'. Gracias al desarrollo de esta disciplina podemos monitorizar todo el espectro de una
enfermedad: el comienzo, la progresion y evaluar el tratamiento. En los origenes de este campo cientifico, enfocado
sobre todo en la salud humana, los equipos clinicos también se utilizaban para obtener y estudiar imagenes de
animales pequefios. Estas imagenes eran de baja resolucion y sensibilidad, pero demostraron la valiosa informacioén
que se podia obtener con estas técnicas en la investigacion preclinica®. Asi, el siguiente paso fue desarrollar la
tecnologia adecuada para estudiar animales pequefios, como la rata o el ratén, apareciendo dentro de la imagen

biomédica una subdisciplina conocida como imagen preclinica.

La investigacion animal ha sido un componente integral de la investigacion biomédica durante los tltimos 100 afios,
pero ha estado limitada a los estudios 7z vitro de procesos celulares y al analisis de los tejidos ex vivo derivados de
modelos animales de enfermedad. En los pasados 30 afios, y particularmente en la ultima década, las mejoras dentro
del campo de la imagen preclinica han hecho que estas técnicas puedan complementar los métodos habituales de
investigacion con animales de experimentacion®. Ademds, la mayoria de las técnicas de imagen preclinicas son las
mismas que se utilizan en clinica, haciendo facilmente trasladables los resultados a humanos®. Los dispositivos de
imagen, desde la perspectiva de las 3Rs (reemplazo, reduccion y refinamiento), se han valorado como técnicas de
refinamiento porque son menos invasivas que las clasicas; ademas, también ayudan en la disminucién del numero
de animales y a la reduccion de la variabilidad bioldgica intetindividual en cada experimento®’. Estas herramientas
han demostrado ser muy utiles en la validaciéon preclinica de farmacos dirigidos a dianas especificas y pueden
ayudarnos al estudio de interacciones complejas entre procesos fisiologicos, que no pueden ser evaluadas 7 vitro o
ex vivo™'. Actualmente, la imagen preclinica esta siendo muy utilizada en investigacion por las dreas de oncologia,

cardiologia y en las neurociencias.

Dentro de la imagen biomédica, y en la preclinica en particular, podemos encontrar dos grandes grupos de técnicas
(figura 1): las de imagen estructural y las de imagen funcional y molecular. En general, las técnicas de imagen
estructural tales como la tomograffa axial computarizada (CT), la imagen por resonancia magnética (MRI) y los
ultrasonidos (US) se caracterizan porque permiten obtener informacién anatémica e imagenes de alta resolucion;
sin embargo, ninguna de ellas es capaz de detectar una patologia hasta que el tejido no ha sufrido importantes
cambios estructurales como el crecimiento de un tumor. Por otro lado, las técnicas de imagen funcional y
molecular dan informacion sobre la actividad fisiologica del tejido u organismo pudiendo detectar cambios a
nivel celular y molecular (tales como cambios en el metabolismo, flujo regional de sangre o composicién quimica
de una region). Estas ultimas las podemos clasificar en técnicas de imagen nuclear (gammagrafia, tomografia por
emisién de foton tnico (SPECT) y tomografia por emision de positrones (PET)) y de imagen 6ptica (Ol tales
como la bioluminiscencia, fluorescencia e imagen de fluorescencia del infrarrojo cercano). En comparacion con las

técnicas estructurales, estas tienen una resolucion espacial menor. Cada modalidad de imagen tiene sus ventajas e
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inconvenientes, por lo que la seleccién de una o una combinacién de ellas dependera del problema biolégico que
se quiera estudiar’. En general, las diversas técnicas son complementarias ya que el uso de varias para un mismo
fin incrementa la cantidad y calidad de la informacién. Por ello, la tendencia actual es a realizar estudios con vatias

técnicas de imagen gracias al desarrollo de equipos multimodales o hibridos’.

Técnicas de imagen estructural Técnicas de imagen funcional

Ventajas

Altaresolucion espacial

Translacion clinica

Desventajas

Ventajas

Alta sensibilidad con penetracidn
llimitada en los tejidos

Translacin clinica

Imagen no especifica Desventajas

Radiacién Fots >3 * o~

Poco contraste entejido blando s i .
Ventajas Ventajas SPECT

Altaresoluciony contraste
con tejido blando

Translacion clinica

Desventajas

Coste

Tiempo deimagen

Ilimitada penetracidn en tejidos

Translacion clinica
Desventajas

Resolucidn espacial limitada

| Ventajas

Altaresolucion espacial y temporal
Bajo coste

Translacion clinica

Desventajas

Ventajas

Cribado de alto rendimiento
para confirmacion de diana
y optimizacién de compuestos

Altasensibilidad
Desventajas

Dependencia de operador
Translacion clinica limitada
Imagen dirigida limitada al

compartimento vascular Baja penetracién de tejido

Figura 1. Ventajasy desventajas de las principales modalidades de imagen preclinica. De arriba abajo y de izquierda a
derecha: tomografia axial computarizada del esqueleto de un ratén (CT), imagen por resonancia magnética
de un corte axial de raton perfundido con paraformaldehido a la altura del pancreas extraido de José L.
Paredes et al. (2014) (MRI), imagen por ultrasonido o ecografia del tumor pulmonar de un ratén extraido
de Florian Raes et al. (2016) (US), imagen de un anticuerpo radiomarcado en un tumor cerebral en un ratén
(PET), imagen de un péptido radiomarcado en un modelo tumoral en ratén extraido de Qian Zhao (2013)
(SPECT), e imagen de células tumorales en ratén por fluorescencia en un IVIS (Ol).

Las técnicas de imagen molecular que mayor interés despiertan son las nucleares debido a que presentan una
mayor penetraciéon en los tejidos que las de imagen 6ptica, pudiendo trasladarlas con facilidad al ambito clinico
(medicina nuclear). Su fundamento consiste en la administracién a un sujeto de cantidades traza de un compuesto
de interés biolégico marcado con un radioisétopo para visualizar algiin proceso bioldgico o patoldgico. Dentro
de la medicina nuclear, la PET es, actualmente, la técnica que mejor resolucion, sensibilidad y calidad de imagen
consigue. Ademds, también es una de las técnicas que mas relevancia esta cogiendo dentro del campo de la imagen
preclinica®. Los equipos PET de imagen preclinica son conocidos como microPET. La principal diferencia con los
equipos clinicos es una mejora en la resolucién; mientras que en los primeros ronda los 5 mm, en los microPET esta
cercade 1 mm’. Esta técnica es muy sensible y cuantitativa, pudiendo detectar un radiotrazador en una regién de un
organismo en cantidades del orden de los picomoles®. Un importante avance en el desarrollo de la PET han sido
los equipos multimodales, como la PET/CT, que permite una correccién de la atenuacion exacta y una localizacion
anatémica mas precisa de las zonas con mayor captacion de radiotrazadotr’. Otro tipo de equipo multimodal es la
PET/MRI, una tecnologia emergente, que podtia conseguit imagenes con un mejor contraste entre los diferentes

tejidos blandos y realizar estudios en los cuales el paciente reciba una menor dosis por radiacion'’.
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La oncologia ha sido uno de los principales campos en beneficiarse del desarrollo de la tecnologia y de los
radiofairmacos PET, fundamentalmente por la "F-fluorodesoxiglucosa ("F-FDG), un analogo de la glucosa
que se utiliza para evaluar la actividad metabdlica en un determinado tejido. Este radiofarmaco es utilizado
aproximadamente en el 90 % de la practica clinica y se considera el método de referencia diagnostico en medicina
nuclear'. La ""F-FDG es usada en la valoracion de diferentes neoplasmas, tanto antes como después del tratamiento;
también se usa para la planificacién de la radioterapia en varios tipos de tumores, como el cancer de pulmoén y
de cabeza y cuello. Asimismo, es de gran utilidad en el reestadiaje y la monitorizacion del tratamiento del cancer
después de la terapia'®. El amplio uso de este radiotrazador es debido a que la mayoria de tumores tienen una
elevada captacidn de glucosa en comparacion con los érganos y tejidos normales (efecto Watrburg)™. Sin embargo,
hay algunas excepciones a esta regla como el carcinoma renal, el cual no muestra una alta acumulacion de glucosa, o
el cancer de préstata, cuya captacion de "*F-FDG es variable e impredecible'*"". La elevada captacion de glucosa en
la mayoria de los tumores, asi como en determinados tejidos (miocardio, cerebro, etc.), se debe a la sobreexpresion
de las proteinas transmembrana de transporte de glucosa (GLUT) en la superficie celular y al incremento de los
niveles de hexoquinasa intracelular'®. No obstante, aunque la "*F-FDG es un buen radiotrazador para la localizacién
de tumores, no es especifico de estos. Existen otros procesos asociados a las células que tienen una alta captacion
de glucosa como la inflamacion, la infeccién y la hiperplasia de médula 6sea o timo. Asimismo, la aparicién de
cambios inflamatorios después de la cirugfa o irradiacion y otros procesos derivados del tratamiento hacen que
la "F-FDG no sea el mejor radiofirmaco para la valoracién postratamiento en oncologia. Los falsos positivos
también pueden venir de procesos fisiolégicos como el metabolismo de la grasa parda y la actividad ginecoldgica
colénica o ciclica. La diferenciacién de estos del tumor residual o recurrente puede ser complicada porque a
menudo los patrones de captacion e intensidad son similares'”. Ademads de la ""F-FDG, otros radiotrazadores
estan disponibles para la evaluacién de otros procesos fisiolégicos del cancer como por ejemplo el metabolismo
de aminoécidos ('C-Metionina (''C-MET)), la proliferacién de tumores ("*F-Fluorotimidina ("*F-FLT)), la hipoxia
tumoral (*F-Fluoromisonidazol (*F-FMISO), "¥F-Fluorazomicina arabindsido (**F-FAZA) o “*Cu-diacetil-bis(N4-
metiltiosemicarbazona) (“Cu-ATSM)), la apoptosis de células tumorales ("*F-Anexina V), la angiogénesis tumoral
("F-péptidos RGD) y la unién a receptores que se sobreexptesan en tumores (*Ga-DOTATOC)". Dentro de este
panorama, es importante identificar nuevos marcadores bioldgicos para desarrollar radiofarmacos especificos vy,
asi, obtener informacion util de la biologia del cancer para ayudar a mejorar tanto el diagnéstico como la eleccién

y monitorizacién del tratamiento.

2. La herramienta: inmunoPET

El uso de anticuerpos como agentes de imagen en medicina nuclear ha recobrado interés, durante la primera década
del siglo xx1, gracias a la mejora de la instrumentacion en imagen y a la mayor accesibilidad a los radiontclidos”.
Este enfoque es conocido como inmunoPET y se podria definir como una técnica de imagen no invasiva basada en
la monitorizacién y cuantificacion 7z vivo por PET de anticuerpos, fragmentos y péptidos de anticuerpo marcados

con radionuclidos emisores de positrones™

. La capacidad de los anticuerpos de unirse a dianas especificas con
una afinidad del orden de nano a picomolar proporciona una buena base para el desarrollo de agentes de imagen
altamente sensibles. Ademas, debido a su gran tamafio pueden ser utiles en el transporte de otras moléculas, de
aplicacion en imagen o terapia, sin modificar sus propiedades®. A pesar de ser una herramienta novedosa dentro
del campo de la imagen molecular y la medicina nuclear, el gran éxito que han tenido los anticuerpos marcados

con el radionuclido ¥Zr en imagen preclinica ha originado su répido traslado al ambito clinico™. Las potenciales
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aplicaciones de la inmunoPET son el diagnéstico y estadificacion de una enfermedad, la estratificacién de los

pacientes, la monitotizacion de la respuesta a la terapia y la planificacion de la radioinmunoterapia®.

El primer estudio que empled esta aproximacion en la clinica fue publicado en 2006 por Bérjesson ef al. En este
trabajo se investigaba el valor diagndstico del anticuerpo monoclonal quimérico (cmAb) U36 marcado con *Zr en
la deteccion de tumores de cabeza y cuello positivos para CD44v6. Se comprobé que el radiotrazador era seguro
y capaz de detectar todos los tumores primarios. Ademas, la inmunoPET tuvo una sensibilidad del 72 % en la
deteccion de las metastasis en los nddulos linfaticos, mientras que en la CT o MRI fue del 60 %**. Posteriormente,
este mismo grupo ampli6 el estudio de ¥Zr-cmAb U36 con otro trabajo sobre la dosimettia y la cuantificacion
en pacientes” Este éxito junto con los recientes trabajos de Lars Perk y Maria Vosjan ef a/. en el desarrollo de
métodos de radiomarcaje para *Zr, mas rapidos y sencillos que los anteriormente establecidos, han disparado la

investigacion en inmunoPET durante los ultimos afios**".

2.1. Tomografia por emisién de positrones/tomografia axial computarizada

(PET/CT)

El escaner PET o microPET permite localizar la distribucién de una molécula marcada con un isétopo emisor
de positrones administrada a un sujeto. El fenémeno fisico por el que se emiten los positrones se conoce como
decaimiento 3"y se caracteriza porque un nucleo atémico inestable se desintegra perdiendo un protén y generandose
un neutrdn, un positrdn (e+) y un neutrino (v)*. Al desintegrarse, se transforma en un elemento quimico diferente

al inicial. Este proceso se describe con el siguiente esquema:
A A +
7X > 9V +e” +v
donde X es el nucleo inicial, Y el nucleo resultante, A el nimero masico y Z el nimero atémico.

Los positrones viajan una pequefia distancia perdiendo energia cinética hasta que se aniquilan con los electrones
presentes en el medio. La aniquilacion se debe a que los positrones son la antimateria del electron, esto significa que
tienen la misma masa que el electrén, pero carga positiva. La distancia entre la emision y la aniquilacién es conocida
como el rango del positréon y depende de la energfa inicial de este. Como consecuencia de la aniquilacion se forman
dos fotones gamma de 511 KeV (fotones de aniquilacién) emitidos con un angulo aproximado de unos 180° que
seran detectados en coincidencia por dos detectores opuestos. Estos detectores estan formados por cristales de
centelleo (Nal(T1), BGO, LSO o LYSO), unidos a un tubo fotomultiplicador, y se disponen en un anillo alrededor
de donde se situara el sujeto de investigacion dentro del equipo PET. Los materiales centelladores transforman
la energfa de un fotén gamma incidente en luz visible, que es proporcional a la energia depositada por el foton.
Cada par de detectores opuestos al interaccionar con los fotones define una linea de respuesta (LOR) en la que
se encuentra el punto donde se produjo la aniquilacion; este proceso se conoce como colimacion electronica. El
almacenamiento de las LOR se realiza en funcién de sus coordenadas polares, esto es, un radio y un angulo (t, 0).
A esta forma de guardar y representar las LOR se la conoce como sinograma y se utiliza como datos de entrada

(inpu?) de los algoritmos de reconstruccion para generar la imagen PET final®%.

Los algoritmos de reconstruccion se pueden clasificar en analiticos y estadisticos. L.os analiticos miden la distribucion

del radiotrazador de una manera simplificada y no utilizan informacion del sistema, aparte de la geometria utilizada
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en la construccién del sinograma. La retroproyeccion filtrada (FBP) ha sido el mas utilizado dentro de este grupo.
Por otro lado, los algoritmos estadisticos o iterativos son una aproximacion estadistica con un coste computacional
mas alto, pero, en general, un mejor contraste y relacién sefial-ruido. El algoritmo iterativo mas comunmente
utilizado era el método de la estimacion de maxima verosimilitud (MLEM) hasta la llegada de algoritmos mas

rapidos como el método de subconjuntos ordenados (OSEM)**.

Una de las principales ventajas de la técnica PET es su capacidad de obtener medidas cuantitativas sobre las
imagenes adquiridas; para que esto sea posible, y también para reconstruir las imagenes libres de artefactos, hay
que tener en cuenta varias correcciones con las que cuentan los escaneres modernos como el tiempo muerto,
la normalizacién, la atenuacion, las coincidencias accidentales (randoms), las coincidencias dispersas (scatter) o el
decaimiento®. Una vez aplicadas las correcciones pertinentes y reconstruida la imagen, la dltima fase de un estudio
PET serfa el analisis visual de la imagen, la segmentacién y la cuantificacioén. Con la interpretacion visual y cualitativa
de las imagenes se puede localizar el trazador en la lesion maligna o tumor. Ademas, calibrando el equipo con una
fuente de radiactividad, para el radioisétopo utilizado, se obtiene un factor de calibracién que convierte los valores
de la imagen en unidades de concentracion radiactiva. Gracias a esto, se puede extraer parametros cuantitativos que

informan sobre la concentracién de los radiotrazadores en el area de interés.

HEsquematicamente, el flujo de trabajo con un escaner microPET serfa el siguiente (figura 2):

1. Administraciéon de un radiotrazador, es decir, una molécula biol6gicamente activa que lleva un isotopo

emisor de positrones el cual se inyecta al animal.

2. Acumulacién del trazador en el area afin. Durante un tiempo el radionuclido se acumula en el area del

cuerpo donde se encuentra la diana de la molécula biol6gicamente activa.
Desintegracion del radioisotopo y aniquilacion del positron.

Deteccién de los fotones gamma de aniquilacion por el escaner PET.
Coincidencia, seleccién y almacenamiento de los datos.

Reconstruccion de imagenes a través de algoritmos (FBP, MLEM, OSEM, etc.).

N ok

Analisis de la imagen. Estudio cualitativo y cuantitativo de la distribucién del radiotrazador en el orga-

nismo.

Detector

4 Rayo gamma
€ de aniquilacién
Trazador (511 KeV)

radiactivo ]
Positron  Elecusn

Circuito de
@ [* ] @® coincidencia

Rayo gamma
de aniquilacién
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Reconstruccion y
anilisis de imagen
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Figura 2. Esquema del flujo de trabajo en un estudio PET. Modificado de Gabriela Kramer-Marek y Jacek Capala (2012).

27



DESARROLLO DE UNA SONDA MOLECULAR POR INMUNO-PET PARA LA METALOPROTEASA MT1-MMP CON APLICACION EN ONCOLOGIA

La fusién de la CT ala PET aporta una imagen anatémica de gran resolucion que ayuda a localizar con precision las
lesiones tumorales. La CT esta basada en la emision de un haz colimado de rayos X sobre el sujeto estudiado. Los
diferentes tejidos del organismo de estudio atentian los rayos X haciendo que estos lleguen con diferente energfa a
un detector. Los coeficientes de atenuacion de rayos X que se usan para representar la anatomia interna se expresan
en unidades Houndsfield (HU)™.

Aunque este tipo de equipos se desarrollaron inicialmente para las aplicaciones clinicas, la miniaturizacion de los
diferentes componentes ha hecho que actualmente haya una amplia oferta comercial en el campo de la imagen
preclinica. Estos escaneres son utiles para investigar nuevos radiotrazadores y posteriormente trasladarlos al campo

de la medicina nuclear.

2.2. Anticuerpos

La principal sonda molecular utilizada en inmunoPET son los anticuerpos monoclonales (mAb). Estas moléculas
son producidas por un unico clon de linfocito B y son la forma secretada del receptor B (B-cell receptor o BCR)?!.
Dentro de los diferentes isotipos de anticuerpos, el predominante en humanos es la inmunoglobulina G (IgG),
siendo una de las proteinas mas abundantes del suero humano. Los anticuerpos IgG se dividen en cuatro subclases
(IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4) numeradas segun su orden descendente de abundancia. La IgG1 se considera como
el isotipo de anticuerpo mas prometedor para la inmunoterapia contra el cancer, ademas de demostrar buenas

caracteristicas para su uso en biotecnologia™.

La estructura de una IgG (~150 kDa) esta formada por cuatro cadenas polipeptidicas, dos cadenas ligeras idénticas
(25 kDa cada una) y dos cadenas pesadas idénticas (50 kDa cada una). L.a cadena ligera contiene un dominio
vatiable (V|) y un dominio constante (C,). La cadena pesada estd compuesta por un dominio variable (V,)) y por
tres dominios constantes (C, 1, C 2y C3). Cada uno de estos dominios estructurales o dominio Ig estd formado
por, aproximadamente, 110 aminoacidos que forman dos laminas beta. Tanto las cadenas pesadas entre si como
las cadenas ligeras a las pesadas estin unidas a través de puentes disulfuro. Los dominios V,, y V, vatfan mucho
entre anticuerpos y es en estas regiones donde se determina la especificidad de unién al antigeno a través de tres
segmentos hipervariables o regiones determinantes de la complementariedad (CDR). La yuxtaposicion de V, y V|
forma el sitio de unién al antigeno, existiendo dos por IgG. Segun si los residuos a los que se une el anticuerpo se
encuentran o no en linea dentro de la estructura primatria de la proteina diana, se distinguen dos tipos de epitopos:
conformacionales o lineales, siendo los conformacionales los mas comunes. Las IgG poseen una estructura flexible
especialmente en la region bisagra y en la unién entre los dominios C1-C 2y V -C, 1 que permite un acoplamiento
espacial adaptable®*?. Asimismo, son moléculas bifuncionales en las que la cadena ligera asociada con los dominios
V,, v C,1 forman el fragmento de unién al antigeno (Fab), mientras que desde la region inferior de la bisagra y
los dominios C 2 'y C 3 forman el fragmento cristalizable (Fc)™. Por dltimo, las IgG contienen un carbohidrato
en la posicion N297 de las cadenas pesadas que ayuda a estabilizar la estructura proteica de la region Fe y les da
una conformacién mds abierta permitiendo su unién al receptor Fe-gamma (FcyR)®. La figura 3 representa la

estructura de un anticuerpo aqui descrita.
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Sitios de unién

al antigeno
Fab
Bisagra

Puentes
disulfuro Cy2

Fc Figura 3. Representacidon esquemadtica de un anticuerpo IgG. llustra la composi-
Carbohidrato i - ciéon de cuatro cadenas y los dominios separados que comprende cada

) " una. Extraido de Janeway Ch A et al. (2003).

Desde un punto de vista farmacocinético, los anticuerpos del isotipo IgG, debido a su tamafio (10 nm), tienen

un aclaramiento plasmatico (Clp) lento, una semivida de eliminacién (t, ) larga y una distribucion en los tejidos

]/2)
limitada. Después de una inyeccion intravenosa suelen presentar un perfil farmacocinético caracterizado por un
modelo bicompartimental, es decir, una fase de distribucion rapida tras la inyeccioén y, posteriormente, una fase
caracterizada por una eliminacion lenta®. La extravasacion de los mAb en los diferentes tejidos de un organismo
ocurre fundamentalmente por difusion a través de procesos convectivos (flujo de fluidos desde la sangre a los

espacios intersticiales), aunque otros factores como la endocitosis pueden afectar a la distribucién™’

. Bl porcentaje
de anticuerpo que abandona la circulacion hacia la mayorfa de los tejidos oscila en el rango de 5-15 %, excepto
para el cerebro que es mucho mds bajo™. Por ello, las concentraciones de mAb en el plasma son muchisimo
mas altas que en el fluido intersticial durante el estado estacionario”. Sin embargo, a diferencia de la mayoria
de los tejidos, el cancer tiene un mecanismo propio por el que las IgG y otras moléculas de gran tamafio, entre
10-200 nm, incluso inespecificas, se acumulan en el entorno tumoral. Este fenémeno es conocido como efecto
de permeabilidad y retencién aumentada (efecto EPR) y es debido a una vasculatura tumoral fenestrada y a la
pérdida de vasos linfiticos”. Los anticuerpos son degradados a péptidos y aminoacidos por procesos catabdlicos
que fundamentalmente pueden ocurrir por dos rutas: a través del sistema reticuloendotelial (aclaramiento
inespecifico), principalmente en el higado, y a través de las células tumorales que expresan e internalizan la diana
del mADb (aclaramiento especifico)’®. El aclaramiento inespecifico incluye la captacion celular por pinocitosis y el
consiguiente catabolismo proteico; este aclaramiento es lento y dada su gran capacidad para no saturarse, ocasiona
una farmacocinética lineal®. En esta via influye el receptor Fc-neonatal (FcRn), el cual recicla el anticuerpo de
la superficie celular y lo libera de nuevo al fluido celular, prolongando la semivida biologica del anticuerpo. Este
receptor, en adultos, se encuentra en células endoteliales, hepatocitos, macréfagos, monocitos y células dendriticas
del sistema reticuloendotelial’’*’. Asimismo, también es posible que el receptor FcyR intervenga significativamente
en la eliminacién del anticuerpo si este es capaz de formar complejos inmunes solubles que contengan tres o
mas moléculas de IgG y en casos donde el anticuerpo se una a células suspendidas en la sangre u otros fluidos
del organismo (quizas incluyendo virus, bacterias, plaquetas, eritrocitos y leucocitos)*. El aclaramiento mediado
por la diana o especifico puede contribuir de manera significativa a la cinética de distribucién y eliminacién del
anticuerpo™. Varios aspectos de la biologia de la diana tales como si es soluble o se encuentra unida a membrana,
su distribucion, nivel de expresion, tasa de recambio o su regulacion tanto positiva como negativa, pueden tener
importancia en el aclaramiento especifico de anticuerpos. En el caso de antigenos solubles, la farmacocinética es
lineal cuando sus niveles son bajos mientras que, si son elevados, se observa una farmacocinética no lineal; para
antigenos presentes en la membrana celular, la farmacocinética es no lineal hasta que se sature la diana, es decir, a

dosis altas del anticuerpo™.

29



DESARROLLO DE UNA SONDA MOLECULAR POR INMUNO-PET PARA LA METALOPROTEASA MT1-MMP CON APLICACION EN ONCOLOGIA

La unién al antigeno de manera especifica y su gran fuerza de unién (avidez), junto con su capacidad citotoxica,
dependiente de células o del complemento ha hecho de los anticuerpos IgG buenos candidatos como herramientas
tanto diagnésticas como terapéuticas. El desarrollo de la produccién de mAb, gracias a la tecnologia del hibridoma
y a las nuevas herramientas de biologfa molecular, ha proporcionado un amplio crecimiento de su uso clinico. Los
anticuerpos elaborados por esta metodologia se han usado para bloquear receptores de membrana celular, unirse
a factores presentes en el suero y evitar su union a receptores, o para inducir sefales intracelulares. Ademas, se
les ha conjugado con moléculas citotoxicas, toxinas o radioniclidos para aumentar su capacidad terapéutica. La
oncologia es una de las 4reas que mas se ha beneficiado de sus propiedades, por ejemplo, el uso de mAb dirigidos a
HER?2 en el ciancer de mama o los anticuerpos anti-CD20 y anti-CD52 en linfomas y leucemias™. Las limitaciones
que presentan las IgG intactas en cuanto a su distribucién y farmacocinética han propiciado el desarrollo de

distintos tipos de fragmentos de anticuerpos con propiedades que pueden resultar muy utiles en imagen molecular
(tabla 1)**.

Tabla 1. Tipos de fragmentos de anticuerpo y sus principales caracteristicas

IgG . . . Nano- .
Nombre —— F(ab’)2 Minibody Fab Diabody scFv e Affibody
PM (kDa) 150-160 110 75 50-55 50 28 12-15 7
Valencia Bivalente Bivalente Bivalente Monova- Bivalente Monova- Monova- Monova-
lente lente lente lente

¢ 1-3 sema- 8-10 5-10 12-20 35 horas 9-4 horas 3.0-60 3.0-60
1/2 nas horas horas horas minutos minutos
Ruta me- anc anc 2

AT Hepatica Hepatica Hepatica Renal Renal Renal Renal Renal
tabdlica

2.3. Radioquimica I: radioisétopos

Una vez elegida una sonda molecular (anticuerpo intacto) adecuada para la diana, se tiene que decidir cual es el
radioisétopo positronico (tabla 2) que mejor se adapta al estudio de inmunoPET. Los cuatro emisores de positrones
mas usados en aplicaciones clinicas e investigacion preclinica de imagen molecular son radioisétopos del fluor (*°F),
el catbono ("'C), el nitrégeno (“N) y el oxigeno (*O). Estos radionuclidos poseen una setie de propiedades que
los hacen muy utiles en imagen molecular como, por ejemplo, la sustitucion directa en las biomoléculas sin apenas
alterar su comportamiento biolégico*. Sin embargo, no son apropiados para inmunoPET porque su periodo de
semidesintegracion (de 2,1 a 109 minutos) no se empareja bien con la semivida de eliminacion del anticuerpo intacto
(7-21 dias), obteniendo imagenes de muy bajo contraste ya que a tiempos cercanos (hasta, aproximadamente, 24
horas) a la administracién del anticuerpo marcado, este todavia no se ha aclarado suficientemente de la circulacién
sistémica®. No obstante, el "I puede ser util en el marcaje de fragmentos de anticuerpos, por su baja t, ,, ya que

posee una quimica muy conocida y unas excelentes caractetisticas de imagen**.
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El radiontclido hal6geno mas interesante para la inmunoPET con anticuerpos intactos es el '*I. Este radioisétopo
tiene un periodo de semidesintegracion de 4,175 dfas, muy apropiado dada la semivida de eliminacion de los mAb.
El marcaje con este radiois6topo, como en el caso anterior, puede realizarse de forma directa intercambiando
un hidrégeno de la proteina por el yodo radiactivo. Sin embargo, debido a la alta energfa y a la baja probabilidad
de emision de sus positrones, ademas de la emision de fotones gamma adicionales cercanos a 511 keV presenta
problemas en la calidad y cuantificacién de las imagenes PET. Otro problema de este radioisétopo es su poca
estabilidad en las moléculas marcadas que se internalizan debido a la desyodacién por las deshalogenasas en el
interior de las células®. Por ello, no es la mejor eleccion para los radiotrazadores que se internalizan, aunque puede
ser una buena opcién para moléculas de internalizacion lenta debido a que su baja retencion en los tejidos no diana

puede generar un buen contraste de imagen®.

Dentro del grupo de los radiometales, los mas populates para la inmunoPET son el “Cuy el Zr. El “*Cu tiene un
petiodo de semidesintegracion de 12,701 horas mientras que el Zr lo tiene de 78,41 horas. Este es el principal motivo
por el que el Zr es el radiometal de eleccion en el marcaje de anticuerpos intactos dejando el “Cu como una buena
opcioén para fragmentos de anticuerpo como los minibodies®. E1 *Zt, como el '*1, posee una baja probabilidad de
emision de positrones, pero tiene una mejor resolucion de imagen gracias a la baja energia de sus positrones®.
Ademis, el ¥Zr residualiza en el interior de las células si la diana y 1a sonda se internalizan, aumentando el contraste
de la imagen con el tiempo. A diferencia de los radioisotopos haldgenos, estos radiometales se tienen que unir de
manera indirecta a través de un agente quelante”. Aunque en las aplicaciones con anticuerpos, los radiometales
vistos anteriormente son los mas utilizados, hay otros con un periodo de semidesintegraciéon corto que se pueden
utilizar en inmunoPET para marcar fragmentos de anticuerpo, tales como el ®Ga y el *Sc; la principal ventaja de
estos es que pueden ser producidos por un generador, lo que les hace adecuados para ser utilizados en cualquier

centro de investigacion o clinico, sin la necesidad de tener un ciclotron en su instalacion® 2,

Tabla 2. Caracteristicas de los principales radioisétopos utilizados en inmunoPET

Radiois6topo &5 54Cu 89Zr 124] %Ga 4Sc

Periodo de semidesintegracion 109,77 min 12,701 h 78,41 h 4,175d 67,71 min 4,042 h

Modo de decaimiento B+(100) 8[;+%1+§6616?) € + +(100) € + p+(100) € + B+(100) € + f+(100)

(probabilidad en %) B-(38’ 5) B+(22,74) B+(22,7) B+(89,14) B+(94,27)

Energia media del positron 687,04

(keV) 249,8 278,21 395,5 974.74 836,02 632

Energia maxima del positrén 1534,9

(keV) 633,5 653,03 902 2137.6 1899 1474,3

Probabilidad de emision de 11,7

positrones (%) 96,73 17,6 22,74 10,7 87,94 94,27

] 511(45,5)
Energia del rayo gamma en keV 511(45,5) 4 511(188,54)
(probabilidad de emisiénen %)~ °11(193.5)  511(35.2) 909,2(99) | ©027(629)  511(178,3) | 7957(99's)
722,8(10,4)

Método de produccion Ciclotrén Ciclotron Ciclotrén Ciclotron Ciclotrén Ciclotrén

p Generador Generador

Decaimiento B*(B*) y captura electrodnica (g)
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2.4. Radioquimica II: quelantes del ®Zt

El marcaje con radiometales requiere el uso de agentes quelantes, como se ha visto en el apartado anterior. Estos
compuestos son capaces de secuestrar metales y se han usado tradicionalmente para tratar la intoxicacién con
metales pesados™. Los quelantes deben ser bifuncionales, es decit, una molécula que ademads de poseer pares de
electrones libres para la quelacion del radioisétopo tenga un segundo grupo funcional reactivo capaz de unirse

covalentemente a la molécula de interés®’.

En los ptimeros estudios de marcaje con ¥Zr se emplearon algunos de los quelantes bifuncionales mas cominmente
utilizados como, por ejemplo, el 4dcido etilendiaminotetraacético (EDTA) y el pentaacetato de dietilentriamina
(DTPA) (figuras 4 A y B, respectivamente). El ¥Zr se une al EDTA a través de dos atomos de nitrégeno, cuatro
atomos de oxigeno y dos moléculas de agua externas; mientras que, en el DTPA, se une a través de tres nitrégenos
y cinco oxigenos que posee en su estructura™. Los valores de las constantes de estabilidad termodinamica (logK)
son 29,4 para el Zr-EDTA a 25 °C y 35,8 para Zt-D'TPA a 20 °C en agua™. La mayor estabilidad termodinamica
del Zt-DTPA probablemente sea debida al hecho de que forma enlaces de coordinaciéon con todos sus atomos,
mientras que el EDTA requiere de dos moléculas de agua externas™. A pesar de esto, el uso de DTPA como agente

quelante para el radiomarcaje con ¥Zr de un anticuerpo mostré un rendimiento de marcaje por debajo del 0,1 %°.

La deferoxamina (DFO, figura 4 C) se empez6 a utilizar como quelante en el marcaje de anticuerpos con ¥Zr en
1992, ya que se demostré que posefa mejores propiedades que el DTPAY. Asimismo, se utiliza como antidoto
en el ambito clinico para las intoxicaciones con aluminio o hierro, por lo que no requiere estudios adicionales de
toxicidad®. La DFO contiene tres grupos hidroxamatos que enlazan el ¥Zr al igual que otros radiometales, como
el ®¥Ga, a través de 6 dtomos de oxigeno; ademds, se necesitan 2 moléculas de agua adicionales para formar un
complejo octadentado termodinamicamente estable” %, La unién de DFO con *Zr ha demostrado que tiene
una rapida cinética y un elevando rendimiento de marcaje en una ratio quelante:metal 1:1 y que posee una buena
estabilidad a las 24 horas en suero®. Asimismo, se ha comprobado que la estabilidad de la unién del complejo
¥7+-DFO al anticuerpo puede variar segin el método de conjugacién al anticuerpo®. El complejo ¥Zr-DFO
es parcialmente inestable 7z vivo, el ¥Zr se libera del quelante para incorporarse a las proteinas del plasma y
posteriormente depositarse en el hueso. La acumulacién en hueso se ha descrito que oscila desde el 3 % hasta
el 15 % entre las 72 y las 168 horas posadministraciéon®. Esta situacién hace que no sea un quelante ideal, por
ello, se esta investigando activamente en el desarrollo de otros compuestos con mejores propiedades como la
hidroxipiridinona (HOPO)®".

A C

% HLOH HOJH BN SN N
k!)("“ Y \/\/\/ Y\)LOH

Figura 4. Estructura quimica de compuestos quelantes. A. EDTA, B. DTPA y C. DFO. Extraido de Melissa A. Deri et al. (2013).

La conjugacién de la DFO al anticuerpo se realiza fundamentalmente por dos vias: la unién a través del grupo
amino de la cadena lateral de las lisinas y la unién por el grupo tiol de la cadena lateral de las cisteinas (figura 5)®.

Para la unién a través del grupo amino de la lisina se recurre a DFO-succinil-N-TEFP (N-suc-DFO) coordinada
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con un atomo de hierro (Fe) o p-isotiocinatobencil-DFO (DFO-Bz-NCS), siendo la metodologia de conjugacién
de este ultimo derivado de la DFO mas sencilla y rapida**"%. L.a DFO-Bz-NCS se une al residuo de lisina del
anticuerpo, sin modificarlo, a través de un enlace tiourea estable®. El problema de estos métodos es que la DFO
se conjuga de manera inespecifica, pudiendo afectar a la inmunoreactividad del anticuerpo. Por ello, se desarroll6
un sistema de conjugaciéon basado en la unién a los grupos tioles de cistefnas insertadas en el anticuerpo por
ingenierfa de proteinas. Algunos compuestos utilizados por esta metodologfa son la bromoacetamido-DFO (DFO-
Bac), la iodoacetamino-DFO (DFO-Iac) y la maleidociclohexil-DFO (DFO-Chx-Mal)®. Por dltimo, también se

ha desarrollado un método de conjugacion de DFO a partir de la unién a residuos de lisina por quimica click™.

TFP-N-Suc-DFO-Fe

F 0
. F 0.
DFO-Bac O Y\)I\DFO-FL' .
J\/Br i Figura 5. Esquema de
DFO E las principales estra-
F tegias de conjugacion
5 )-Bz-NCS i -
pFo-lac Gupol o\ Grupo amino SN DFG-RNC de DFO. lzquierda, es
_NH, S trategias basadas en
N

—
DFO )\Dm métodos de unién a

0 través del grupo tiol de

[0) . 4
DFO \ las cisteinas. Derecha,
N

estrategias basadas en
métodos que se unen a

O-Che. 0 través del grupo amino
DFO-Chx-Mal Norbornene-NHS .. grup g
Precursor de de las lisinas. Modifica-
q;inﬂqcﬁcll;l%n do de Melissa A. Deri
trazina-.
e et al. (2013).

3. La diana: MT1-MMP

La elecciéon de la metaloproteasa 14 (MMP-14 o MT1-MMP) como diana para inmunoPET deriva de la
colaboracién con diversos grupos de investigacion del Centro Nacional de Investigaciones Oncolégicas (CNIO) y
del Centro Nacional de Investigaciones Cardiologicas (CNIC). Estos comprobaron mediante inmunohistoquimica
en muestras humanas de Glioblastoma Multiforme (GBM) que tenfan una mayor expresion de MT1-MMP cuando
se comparaban con los gliomas de bajo grado (anexo 2). Ademas, observaron el mismo patrén en la base de datos
de pacientes REMBRANDT, altos niveles de expresion del mRNA de MT1-MMP en GBM frente al de gliomas de
bajo grado. Asimismo, los altos niveles de MT1-MMP en pacientes de GBM se asociaban con un peor prondstico
y menor tiempo de supervivencia. Esta correlacion entre la expresion de MT1-MMP y el grado de malignidad ha
sido confirmada por diversos estudios sugiriendo que esta proteina podtia ser un interesante biomarcador para
determinar el tipo y grado de un tumor especifico™””. Posteriormente, se decidié ampliar el estudio de inmunoPET
dirigido a MT1-MMP a modelos de adenocarcinoma ductal pancreatico (PDAC) debido a su alta expresion en

muestras de origen humano y su contribucién a la progresion tumoral™.

3.1. Estructura y funcién

La MT1-MMP es una enzima que participa en la degradacion de los componentes de la matriz extracelular y

pertenece al grupo de las metaloproteasas o metaloproteinasas (MMP) y, dentro de estas, a las MMP asociadas a
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membrana plasmatica (MT-MMP). Esta proteasa transmembrana de tipo I dependiente de zinc fue la primera de
las MT-MMP en ser descubierta y se la caractetizé como un activador de pro-MMP-2 en la superficie celular™.
Muchos tipos celulares, ademads de las células cancerigenas, expresan esta proteina: células madre mesenquimales,
fibroblastos, osteoblastos, osteoclastos, condrocitos, células epiteliales, células endoteliales, adipocitos, células
mieloides, células neuronales, células T'y células B¥*. En los ratones MT1-MMP deficientes se ha comprobado que
su carencia genera problemas en el desarrollo de varios tejidos (esquelético, glandulas submandibulares, pulmones

y angiogénesis), y padecen fibrosis de tejidos blandos® ™.

La estructura consiste en un péptido sefial, un propéptido, un dominio catalitico, una regioén bisagra, un dominio
tipo hemopexina, una regiéon enlace y un dominio transmembrana tipo I seguido de una cola citoplasmatica
corta®*". Entre el propéptido y el dominio catalitico contiene un motivo de reconocimiento de furina (figura 6 A).
Esta secuencia es reconocida y cortada por las convertasas de proprotefnas en el interior de la célula, de tal manera
que MT1-MMP se activa intracelularmente” ™. Esta enzima no solo tiene actividad proteolitica, ya que el dominio
citoplasmatico esta involucrado en varios eventos celulares como la activacion de rutas de transduccion o el trafico

de proteinas a areas puntuales de la supetficie celular®™ .

La MT1-MMP es la MT-MMP que posee mayor variedad de sustratos, especialmente frente a compuestos de la
matriz extracelular. Esta puede degradar las fibras de colageno incluyendo los tipos I, II y III pero no degrada
colageno tipo 1V, que es el mayor componente de la membrana basal. Otros de sus sustratos son pro-MMP-2,
pro-MMP-13, ADAM-9, gelatina, fibronectina f, vitronectina, laminina -1,-2/4,-5, fibrinégeno/fibrina, alphalP]I,
pertlecano, CD44, ICAM-1, tTG, SLP1, CTGE, DRG0, DJ-1, galectina-1, Hsp90alpha, pentraxina 3, progranulina,
Cyr61, peptidyl-prolyl cis-trans isomerasa, dickkopf-1, KiSS-1 y DII1*.

La importancia de MT1-MMP en la protedlisis pericelular demanda una estricta y compleja regulacion en la que
ademds de intervenir mecanismos regulatorios de la expresion genética también participan otros procesos como la
localizacion en la superficie celular, la endocitosis y el reciclaje, la dimerizacién, la inhibicion y el corte y eliminacion
de la supetficie celular®. MT1-MMP es la tunica MMP que puede promover directamente la invasion celular en
matrices ricas en colageno, por ello, puede localizarse en estructuras de membrana implicadas en la migracién
celular como los lamelipodios, filopodios o invadopodios™*. La endocitosis y el reciclaje de MT1-MMP en la
membrana plasmatica son productos de un mecanismo regulatorio complejo que determina la cantidad de proteasa

100-102

activa en la superficie celular . La MT1-MMP tiene una vida media en la supetficie celular de 30 minutos

103-106

siendo endocitada a través de caveolas o vesiculas de clatrina . El dominio citoplasmatico parece esencial en

1% Otro de los mecanismos de

la regulacién de los procesos de internalizacion y redistribucién de esta proteina
regulacion, la homodimerizacion, ocurre a través del dominio tipo hemopexina y el dominio transmembrana. Este
evento es crucial tanto para la activacion de pro-MMP2 como para la degradacion de coligeno'”™'", T.a actividad de
MT1-MMP esta regulada también por los inhibidores tisulares endégenos de MMP (TIMP), entre los que destaca
TIMP-2, el cual es necesatio pata la activacion de pro-MMP-2 aunque no interviene en la de pro-MMP13#-1%110,
Por dltimo, la MT1-MMP activa (~57 kDa) puede ser procesada por MMP-2 y por otras MT1-MMP (autocatalisis)
generando un fragmento de 44-45 kDa unido a la membrana celular y liberando un fragmento soluble (18 kDa)
que contiene el dominio catalitico de MT1-MMP inactivo'''"’. Ademds, existe un mecanismo no-autocatalitico

para el corte de MT1-MMP que posiblemente sea mediado por una ADAM. Para completar el complejo cuadro

regulatorio de la actividad de MT1-MMP hay un tercer mecanismo de eliminacién de fragmentos no-autocatalitico
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A. Estructura MT1-MMP

R 2 Dominio
Motivo tipo furina
. . . transmembrana
Péptido sefial Region bisagra 562
Dominio
citoplasmatico
120 1M ) 284 316 ) 508 542 582
Propéptido Dominio catalitico Dominio de tipo hemopexina

Regioén enlace

B. Mecanismos de corte y liberacion

autocatalitico no-autocatalitico

MT1-MMP MT1-MMP ‘ ( MT1-MMP ADAM

1 MT1-MMP  MT3-MMP

Figura 6. A. Estructura de MT1-MMP. B. Mecanismos de corte y liberacion de MT1-MMP autocataliticos (izquierda)
y no-autocataliticos (derecha).

que parece esta relacionado con la coexpresion de MT1-MMP y MT3-MMP como se ha visto en células del

musculo liso y que tal vez pudiera influir en el glioma (figura 6 B

)114'

3.2. El papel de la MT1-MMP en el cancer

Los altos niveles de expresion de MT1-MMP se han relacionado con la invasividad y malignidad de muchos tumores,

entre ellos los gliomas y el cancer de pancreas (figura 7)""'">"'% Esta metaloproteasa interviene en el desarrollo
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del cancer a través de procesos como la invasion celular, la angiogénesis y la metastasis; ademas, también puede
participar en otras patologias como en problemas de morfogénesis epitelial, desarrollo del esqueleto, curacién de

heridas y en la obesidad e inflamacion™ #1112,

Muchos estudios han revelado que la sobreexpresion de MT1-MMP potencia la invasién y migraciéon en

Cancer179:93126-129

. En glioma, por ejemplo, se ha demostrado que una de las lineas celulares mas invasivas z vivo,
U251, tiene una mayor expresion de MT1-MMP que otras'®. Uno de los principales mecanismos por el que
MT1-MMP promueve la invasion de los tejidos vecinos es por degradacion directa de matriz pericelular formada
por colageno fibrilar. HEste es la mayor barrera durante la migracién y es resistente a determinadas proteasas a
pH neutro, excepto a algunas de las MMP, entre ellas MT1-MMP!'**, Asimismo, la prote6lisis puede liberar
moléculas biol6gicamente activas retenidas en la matriz extracelular como, por ejemplo, un fragmento parecido
al factor de crecimiento epidérmico (EGF) que estimula el crecimiento y motilidad dependiente del receptor
EGF'"™', Otro importante mecanismo es a través de la activacién de pro-MMP-2. La produccién de pro-MMP-2
es mayor en GBM que en astrocitomas de grado bajo, tumores cerebrales metastasicos o cerebros sanos” . Por
ultimo, también tiene mecanismos para promover la migracion celular a través del procesamiento de proteinas
de superficie celular (CD44, transglutaminasa, proteina relacionada al receptor de LDL o sindecano-1) y de su

dominio citoplasmatico de manera independiente a la actividad catalitica'>'*.

En ausencia de MT1-MMP se ha observado que se produce una vascularizacién defectuosa en placas de crecimiento
de cartilago y en el ensayo de angiogénesis corneal®. Estos estudios indican la importancia de esta metaloproteasa
en el inicio de la angiogénesis. Ademas, otras MMP activadas a través de MT1-MMP, MMP-2 y MMP-9, son
importantes en este proceso'*. A través de estas enzimas, los mecanismos de degradacién de componentes de la
matriz extracelular y la membrana basal promueven la angiogénesis. La disrupcion de la membrana basal permite
la migracién de células endoteliales de vasos sanguineos ya existentes a vasos sanguineos de nueva formacion; en
este proceso se liberan de factores unidos a la matriz extracelular como el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), que es el principal factor que estimula la angiogénesis. Ademas, se ha visto que el VEGF derivado de
células cancerigenas puede inducir la expresion de MT1-MMP y la formacién tubular de células endoteliales'*>!*.
Asimismo, la sobreexpresion de MT1-MMP puede inducir la transcripcion de VEGF via fosforilacién de Src en

células tumorales promoviendo la vascularizacion'"'#,

La metastasis (figura 8), empieza con una pérdida de conexiones intercelulares y la liberacion de células
individualizadas o en grupos del tumor a través de la prevencion de la apoptosis inducida por la pérdida de anclaje
de la célula a la matriz extracelular (anoikis). Luego, se degradada la matriz extracelular, ocurre la migracion celular
y la infiltracién a través de vasos sanguineos o linfaticos'”. Posteriormente, una vez la célula (o células) llega a su
destino se producira una adhesién al endotelio y el crecimiento secundario en la nueva localizacién. El proceso de
metastasis puede iniciarse con la transicion epitelio-mesenquimal (EMT) de las células tumorales en las primeras
fases de la metastasis, durante el cual pierden su polaridad y adhesion celular a otras células, adoptando una
morfologia mesenquimal adecuada para la migraciéon. A este proceso se le asocia la sobreexpresion de MT1-MMP
y de otras MMP. De esta manera, las células con fenotipo mesenquimal son mas independientes del tejido huésped
e incrementan su capacidad para metastatizar. Una vez se han desplazado al nuevo tejido, las células del cancer
pueden retornar al fenotipo epitelial®*'*!. Se ha visto en modelos de cancer de pancreas y pulmén que la EMT no
es necesaria para la metastasis. Sin embargo, las células que realizan EMT son mas resistentes a quimioterapia y

producen mis recidivas después del tratamiento!*'.
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Figura 8. MMP en la metdstasis de un tumor cerebral. Las MMP participan en muchos de los procesos metas-
tasicos. 1. Formacién de células metastasicas del tumor primario. 2. Intravasacion de células metasta-
sicas a la circulacién sanguinea. 3. Extravasacion de células metastdsicas a través de la barrera hema-
toencefalica en el cerebro. 4. Migracion de la célula tumoral en el cerebro. 5. Las MMP contribuyen al
microambiente y angiogénesis tumoral. Modificado de Ralf G. Rempe et al. (2016).

3.3. Anticuerpos dirigidos a MT1-MMP

La expresion y la actividad de MT1-MMP se ha encontrado alterada varios tipos de cancer, por lo que se la ha
postulado como posible diana terapéutica, entre otras MMP'**'*. Para superar la limitada especificidad de las
moléculas pequefas inhibidoras de MMP, varios anticuerpos inhibidores de la actividad de MT1-MMP se han
desarrollado con el fin de poder aplicarlos como agentes terapéuticos'*. Sin embargo, el potencial terapéutico de

los anticuerpos anti-MMP todavia no se ha comprobado'’.

En 2001, Galvez ¢ a/. inmunizaron ratones con péptidos localizados en dos bucles expuestos del dominio catalitico
de MT1-MMP. A través de esta metodologfa y de la tecnologia del hibridoma se desarroll6 el anticuerpo LEM
2/15; este mAb del subtipo IgG1 se une al bucle V-B del dominio catalitico en la superficie de MT1-MMP (residuos
218-233)"%*. LEM 2/15 inhibe la mayoria de la actividad colagenasa, sin embargo, no intetfiere significativamente
en la activacién de pro-MMP-2 y en la dimerizacién de la MT1-MMP en la superficie celular. El mecanismo
alostérico de inhibicién de la actividad colagenasa se cree que es debido a un cambio conformacional en la proteina
al unirse al bucle V-B de la regién catalitica (figura 9)'*. Otro anticuerpo dirigido al dominio catalitico, DX-2400,

fue disefiado por la empresa Dyax utilizando la tecnologia de despliegue de fagos'**'¢

!. Este anticuerpo bloquea
el procesamiento de pro-MMP2 en el tumor y en las células endoteliales, inhibe la angiogénesis, y disminuye la
formacion de lesiones metastasicas'®. Ademas, DX-2400 también puede potenciar la respuesta a la terapia por
radiacion'. Mas recientemente, en 2013, se ha desarrollado el mAb 9E8 que inhibe la activacién de pro-MMP-2
dependiente de MT1-MMP sin afectar al resto de las funciones cataliticas'®. Este anticuerpo intetfiere con la unién
de TIMP-2, previniendo la formacién del complejo MT1-MMP-TIMP-2-pro-MMP-2, necesario en la activacion

de pro-MMP-2"*,
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Figura 9. Mecanismo de accion de LEM 2/15.
lzquierda, MT1-MMP unida a la membrana
plasmatica realizando su actividad proteoliti-
ca sobre un sustrato. Derecha, al unirse LEM
2/15 al sitio alostérico se produciria un cam-
bio conformacional que inhibiria la union del
sustrato y asi la actividad de MT1-MMP. Ex-
traido de Gregory I. Goldberg (2015).

Ademas del dominio catalitico, el de tipo hemopexina o la regiéon bisagra se han utilizado como diana para el
disefio de anticuerpos. Fragmentos de anticuerpo dirigidos hacia el dominio de tipo hemopexina han inhibido
la angiogénesis y la capacidad invasiva de células de cancer i vitro'®. En 2009, el grupo de Hideo Saji también
desarroll6 un anticuerpo dirigido al dominio de tipo hemopexina como sonda de imagen marcada con *™Tc para
SPECT". Posteriormente, el mismo grupo elabor6 fragmentos de anticuerpos como estrategia de imagen para
SPECT/CT y anticuerpos para fluorescencia cercana al infrarrojo, ambos dirigidos hacia la regién bisagra de la
MT1-MMP67-165,

4. Diagnostico por imagen de tumores cerebrales y cancer de
pancreas

4.1. Glioblastoma multiforme

Cada afio, aproximadamente, unas 35 000 personas son diagnosticadas con tumores cerebrales primarios en los
Estados Unidos'®. Dentro de estos, el GBM es el tumor maligno mds comun del sistema nervioso central en

adultos'™

. Este engloba el 46,1 % de los tumores cerebrales malignos primarios y solo el 5,5 % de los pacientes
sobrevive a los 5 afios después del diagnéstico'™. A pesar de los avances en la biologfa, el diagnéstico multimodal y
las estrategias terapéuticas, el GBM mantiene una alta recurrencia después del tratamiento, su prondstico es malo,

y tiene unas altas morbilidad y mortalidad.

El diagnéstico inicial del GBM esta basado en MRI o CT, siendo la MRI el método de referencia para esta
patologia (figura 4 A). Sin embargo, los protocolos de MRI convencionales son muy inespecificos y no diferencian
directamente las células tumorales de las del tejido sano. Esto hace dificil la caracterizacion de la lesion cerebral,
el establecimiento del pronéstico y limita la deteccién del tumor infiltrado en el tejido cerebral. .a MRI también
tiene problemas para diferenciar la pseudoprogresion (incremento del tamafio de la lesion relacionado con el
tratamiento, simulando la progresion de la enfermedad) y 1a pseudorespuesta (reduccion de captacion del contraste

después de una terapia, aunque continte la progresion del tumor)'” Para que los neuropat6logos establezcan el
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diagnostico definitivo se ha de realizar una biopsia o estudiar una muestra de tejido extraida después de la cirugfa,
siendo ambos métodos invasivos. Ademas, el GBM es altamente variable dentro del mismo tumor a nivel molecular
por lo que estos métodos invasivos nos dan una informacion sesgada segun la cantidad de la muestra extraida'™.
Una vez localizado el tumor y diagnosticada su malignidad, los médicos deben determinar el mejor tratamiento
posible para el paciente. El tratamiento convencional contempla la cirugfa, la radioterapia, y la quimioterapia con
temozolomida (TMZ). Actualmente, el anticuerpo bevacizumab estd siendo utilizado como terapia en GBM
recurrente debido a sus prometedores resultados obtenidos en estudios clinicos en fase II'™. Una mejora en la
radioterapia y el tratamiento con TMZ podria venir derivada de la inhibiciéon de la actividad de MT1-MMP en
pacientes que sobreexpresen esta proteina”. Otras posibles terapias que podrtian tener interés en un futuro son
la inhibicién de las redes de sefiales de proliferacién y crecimiento oncogénico, la inhibicién de la angiogénesis,
las dirigidas a la respuesta del estrés oxidativo, la inmunoterapia, las terapias virales y genéticas, y las terapias de
aplicacion local. En este contexto, los pacientes de GBM podrian beneficiarse del diagnéstico de los procesos

moleculares que ocurren dentro de los tumores y determinar como afectan al tratamiento'”.

En algunos centros la imagen PET es complementaria a la MRI en el diagnéstico del GBM'2 La ¥F-FDG no
es el mejor radiotrazador para el diagnéstico de los tumores cerebrales debido a la gran captacion de glucosa por
parte del cerebro (figura 4 B)'7*'®. Ademas, con la ""F-FDG, la capacidad para detectar los tumores recurrentes
o residuales es baja durante las primeras semanas tras el tratamiento debido a la necrosis posradiacion'"*!. No
obstante, otros radiotrazadores PET como los andlogos de aminoédcidos son més adecuados que la "F-FDG para
diagnosticar y monitorizar la respuesta del tumor durante el tratamiento debido a su mayor contraste con el tejido
cerebral® %, Dentro de estos, el mas estudiado es la "C-MET que es capaz de diferenciar la recurrencia tumoral
de la necrosis por radiacién (figura 4 C)'*7'%. Sin embargo, el 'C al tener un corto periodo de semidesintegracién
(20 minutos), obliga al centro de diagnéstico a disponer de un ciclotrén en sus instalaciones. Este tltimo punto
hace de la ""C-MET un radiotrazador poco accesible para muchas unidades de medicina nuclear. Asimismo, la
""C-MET se acumula en todos los tipos de glioma, por lo que no permite la diferenciacién entre los tumores de alto

189

y bajo grado'. Otro prometedor radiotrazador basado en los analogos de aminoacidos, la "*F-fluoroetil-tirosina
(""F-FET), ha demostrado incrementar la especificidad del diagnéstico de gliomas hasta el 97 % al unirse con la
MRI y la espectroscopia por MRI'™. La "F-FLT y el ®F-FMISO son otros dos radiotrazadores interesantes en
el diagnéstico y monitorizacion de los tumores cerebrales. El ¥F-FLT' es un andlogo de 4cidos nucleicos que ha
tenido prometedores resultados en la diferenciacion entre la necrosis posradiacion y la recurrencia tumoral, ademas
patece superior al '"C-MET en la gradacion del tumor''*2. Por ultimo, el *F-FMISO es un agente PET derivado
de un nitroimidazol que se utiliza en la valoracion de la hipoxia, siendo asi un marcador fisiolégico interesante en

progtresién tumoral y resistencia a la radioterapia''*,
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Figura 10. Imagen molecular de un tumor cerebral en un mismo paciente con tres modalidades de imagen. A. MRI, método de re-
ferencia en el diagndstico de tumores cerebrales, B. PET con ¥F-FDG, aunque la captacion de glucosa es alta en el area
tumoral, el contraste entre el tejido sano y el tejido tumoral no es el mas adecuado, y C. PET con **C-MET, este tiene una
captacion mas alta, mas extensa y mejor contraste que la ®F-FDG. Extraido de Olivier Keunen et al. (2014).

Aunque las IgG tienen poca distribucién en el cerebro (la ratio de la concentraciéon cerebro:plasma es 1:500),
el uso de anticuerpos intactos en neurooncologfa se ha contemplado en caso de que el tumor dafie la barrera

hematoencefalica®'®.

Por ello, varios estudios han investigado la posible utilidad de la inmunoPET en el
diagnostico tanto para GBM como para otros tumores cerebrales. En 2006, Weibo Cai ¢7 a/. evaluaron con éxito
el mAb humanizado Abegtin marcado con *Cu dirigido a la integrina alfa-V beta-3 en vatios modelos de cancer
en roedores, entre ellos dos lineas celulares de GBM humano y de ratén, USTMG y GL-26 respectivamente'”.
Asimismo, su grupo de investigacion desarroll6 un radiotrazador dirigido a CD146 en modelos de GBM a través
del radiomarcaje del mAb YY146 con *Cu y ¥Zt"""%. En 2010, la deteccidén de metéstasis cerebrales en pacientes
de cancer de mama HER2 positivo por ¥Zt-Trastuzumab demostr6 la utilidad de la inmunoPET en el diagnéstico
clinico de tumores cerebrales'”. Posteriormente, M. W. den Hollander ¢f a/. quisieron evaluar la captacién de
¥7Z1-fresolimumab y el resultado de su tratamiento en pacientes de glioma de alto grado recurrente. Aunque el
tratamiento con fresolimumab no mostré ningun beneficio clinico, los gliomas lo captaron consiguiendo buenas
imdgenes™. Recientemente, en 2016, la inmunoPET también se ha utilizado en neurooncologia pedidtrica de
forma segura, *Zr-bevacizumab mostré una captacioén heterogénea en glioma pontino intrinseco difuso (DIPG).
En cualquier caso, sus resultados sugirieron que la imagen por inmunoPET puede ser util en la seleccion de
candidatos para el tratamiento de DIPG por bevacizumab, valorando tanto la disponibilidad de VEGF como su
accesibilidad™'. La publicacién de este dltimo estudio se realizé justo un afio después del trabajo preclinico con
¥Zt-bevacizumab en modelos de DIPG en roedores, demostrando la rapida y exitosa translacién que permite la
inmunoPET*?, Por ultimo, la deteccion de tumores cerebrales también se ha investigado utilizando fragmentos de

anticuerpo marcados con F y #Sc22%,
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Figura 11. Imagenes de tumores cerebra-
lesn mediante inmunoPET. A. Una imagen
transversal (arriba) y una sagital (abajo) de
un roedor portador de un tumor U87MG
a las 48 horas posinyeccién de ®Cu-NO-
TA-YY146, extraido de Yunan Yang et al.
(2015). B. Imagenes de dos pacientes en un
estudio con #Zr-fresolimumab: arriba, PET/
RM con dos lesiones tumorales potencia-
das por contraste, la lesion frontal derecha
tiene una mayor captacién del radiotraza-
dor que la lesidn paraventricular derecha
que habia sido previamente irradiada; v,
abajo, un escaner PET de todo el cuerpo a
los 4 dias en un paciente con un glioma de
alto grado, flecha, extraido de M. W. den
Hollander et al. (2015). C. Imagenes de dos
pacientes de un estudio pediatrico de DIPG
con %Zr-bevacizumab: arriba, una imagen
fusionada de PET con MRI potenciada en
T1 con gadolinio a las 144 horas posinyec-
cién de #Zr-bevacizumab, en la imagen se
aprecia el tumor primario (flecha); y, abajo,
imagen de fusidon PET/MR de la médula es-
pinal de un paciente con un tumor primario
que ha desarrollado metastasis (flechas),
extraido de M. H. Jansen et al. (2017).

4.2. Adenocarcinoma ductal pancreatico

El PDAC es un tumor exocrino con una elevada malignidad que tiene su origen en las células del conducto
pancreatico. Este tipo de tumor representa el 85 %-95 % de todos los canceres de pancreas diagnosticados™”.
Es la cuarta causa de muerte relacionada con el cancer en los Estados Unidos y la segunda causa, solo detras del
cancer colorrectal, de muerte relacionada con un cancer digestivo™®. Debido a su rapida progtresion, a la poca
efectividad del tratamiento y a su mal prondstico podtia llegar a ser en 2030 el segundo cancer con mayor tasa
de mortalidad®”. El mejor tratamiento es la cirugfa resectiva, pero desafortunadamente, solo el 15-20 % de los
pacientes son candidatos para una intervencion quirurgica. El principal quimioterapico de eleccion es la gemcitabina,
pero muchos pacientes desarrollan resistencia a este farmaco, posiblemente a través de un mecanismo que esta
mediado por MT1-MMP***”. No obstante, los avances en imagen radiolégica y endoscopia por ultrasonidos han
mejorado la capacidad de deteccion y estadificacion permitiendo realizar las intervenciones quirdrgicas de manera
mas selectiva. En la mayorfa de los pacientes, actualmente, los esfuerzos estan dirigidos a cuidados paliativos para

prolongar la cantidad y calidad de vida®*.

En lo que respecta al diagnéstico, la CT con contraste yodado intravenoso es la técnica de imagen de referencia al
sospechar de un PDAC. La MRI también es util, aunque no ha demostrado ser supetior a la CT*”. La sensibilidad
de la CT para cancer de pancreas es alta, en torno al 89 %-97 %. Sin embargo, en tumores menores de 2 cm,
baja al 65 %-75 % y no detectarlos podria ser un problema ya que canceres inferiores a 1 cm pueden producir

metastasis?!?!!

. Para evaluar si un paciente puede ser sometido a cirugia resectiva en caso de posible invasién
vascular se realiza un CT o MRI cuyos hallazgos tienen una sensibilidad de 45-85 % y una especificidad de 98-
100 %. Ademas, el CT tiene muy poca sensibilidad en la deteccién de metastasis en los nédulos linfaticos y detecta
con poca exactitud las metastasis hepaticas pequefias y peritoneales. A un tercio de los pacientes diagnosticados

mediante CT, sin metdstasis, se les han encontrado pequefias metistasis hepaticas o peritoneales durante la cirugfa®?.
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Las potenciales aplicaciones de la PET en el diagnéstico de cancer de pancreas incluyen la planificacion de la biopsia
guiada por imagen, resolver una imagen de CT ambigua, estadificacion, recurrencia de tumores y monitorizacion de

3, Hay que tener en cuenta que el valor de la ""F-FDG al principio del diagndstico no esta

la respuesta a la terapia
bien definido debido a la alta sensibilidad del CT y MRI***. Un estudio comprobé que la sensibilidad de la "*F-FDG-
PET alahora de detectar tumores en el pancreas fue del 92 % mientras que en la *F-FDG-PET/CT aument6 hasta
un 96 %°". La ""F-FDG-PET/CT tiene una sensibilidad baja en la deteccién de metastasis en los nédulos linfaticos
(30 %-49 %), pero una sensibilidad y exactitud muy alta en la deteccién de las metastasis distantes (88 % y 94 %,

respectivamente)*'

. Un factor importante para la resecabilidad del tumor es la deteccién de implantes peritoneales
donde tanto la CT como la ""F-FDG-PET tienen poca sensibilidad y exactitud®'*. La deteccién de la recurrencia del
tumor después de cirugfa es un reto con la CT debido a la alteracion de la anatomia y la alta tasa de falsos positivos
y negativos. Vatios estudios han demostrado que la ®*F-FDG-PET tiene una mayor exactitud en la deteccién de
la recurrencia local del carcinoma pancreitico que la CT?'?'®, En este sentido el desarrollo de tecnologias como
la PET/MRI puede ofrecer una mejor localizacion y delineacion de la recurrencia de los tumores locales®*. Otros
tipos de cancer pancreatico como los tumores neuroendocrinos (1 %-5 % de todos los tumores pancreaticos) han
mejorado significativamente su diagnéstico con el desarrollo de nuevos radiotrazadores basados en el marcaje con

8Ga*?*?!, Varios estudios PET/CT han encontrado buena exactitud y deteccion en el diagnéstico de estas lesiones

tumorales con radiotrazadores como el *Ga-DOTATOC?*',

LainmunoPET aplicada al cancer de pancreas se ha desarrollado, fundamentalmente, en el ambito preclinico. Sugyo
¢t al. marcaron con *Zr el mAb TSP-A01 dirigido al receptor de transferrina. Este radiotrazador ha demostrado
mucho potencial para la seleccién de pacientes para la terapia antitransferrina®”. Otro estudio con ¥Zr emple6
el anticuerpo 059-053 dirigido a CD147, diana involucrada en la activacion de algunas MMP, donde se observo
la inhibicién de la proliferacion de las células de cancer de pancreas. En este trabajo se mostrd una captacion de
16,9 + 3,2 % de la dosis inyectada (ID) /g y 8,6 % ID /g alos 6 dias posinyeccién en modelos xenograft subcutineos
y ortotdpicos de cancer de pancreas, respectivamente®. Viola-Villegas ¢/ a/. matcaron el anticuerpo 5B1 dirigido al
antigeno CA19.9 con ¥Zr y evaluaron la deteccion y estadiaje del cancer con una mayor captacion para ¥Ze-DFO-
5B1 que para ""F-FDG (30,7 £ 6,6 % ID/g vs. 4,8 £ 1,3 % ID/g a las 2 horas posinyecciéon)™!. Ademas del ¥Zr,

el “*Cu también se ha utilizado para estudios de inmunoPET en este tipo de cancer™.
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El glioblastoma y el adenocarcinoma ductal de pancreas son, actualmente, dos de los tumores con mayor mortalidad
a pesar de los avances en el diagnéstico y tratamiento durante las ultimas décadas. L.a mejora en el diagnodstico
de estas patologias, junto con un mayor conocimiento de su fisiologia, podria ayudar tanto en la seleccién y
monitorizacién del tratamiento como en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas que podrian incrementar
las tasas de supervivencia de los pacientes. Dentro de las diversas modalidades de imagen biomédica, la inmunoPET
es una técnica emergente que atina la especificidad de los anticuerpos por antigenos concretos y la sensibilidad de
la PET. Esta técnica, ademas de ser muy valiosa en la localizacion y delimitacién de tumores, puede ser muy util en

la planificacién de la radioinmunoterapia.

La enzima transmembrana MT1-MMP se sobreexpresa en muchos tipos de tumores, entre ellos GMB y PDAC.
En relacién con el glioblastoma, esta proteina podria ser utilizada como biomarcador para determinar el tipo y
grado de un glioma. En cuanto al cancer de pancreas, su sobreexpresion en PDAC parece estar relacionada con la
resistencia a gemcitabina (antineoplasico utilizado habitualmente en el tratamiento de PDAC), siendo su deteccion,
de esta manera, util en la personalizacion del tratamiento. Asimismo, como otras metaloproteasas, se ha propuesto
su utilizaciéon como diana terapéutica. En este marco, la Unidad de Aplicaciones Biomédicas y Farmacocinética del
CIEMAT junto con diferentes grupos de investigacion del CNIO decidieron desarrollar una sonda de imagen para
inmunoPET basada en un anticuerpo que se une especificamente a MT1-MMP, denominado LEM 2/15, como
estrategia de diagnostico de diferentes tipos de cancer. A su vez, dada la capacidad que tiene dicho anticuerpo para
inhibir la actividad catalitica de MT1-MMP y el papel importante que juega esta metaloproteasa en el desarrollo

tumoral, podria ser utilizado en el tratamiento del cancer.
Los objetivos que se pretende alcanzar en esta tesis doctoral son:
1. Obtener una sonda de imagen PET apropiada. Para ello, se conjugara el anticuerpo LEM 2/15 con
un agente quelante (DFO) y, posteriormente, se marcara el anticuerpo conjugado (DFO-LEM 2/15)

con un radionuclido emisor de positrones (¥Zr). Finalmente, se evaluard su estabilidad radioquimica e

inmunoreactividad. Se realizard el mismo proceso con una IgG del mismo isotipo que LEM 2/15.

2. Realizar un estudio de biodistribucion ex vivo y de imagen PET en un modelo xenograft heterotépico
subcutaneo de GBM con el fin de evaluar la capacidad de la técnica PET para cuantificar la captacion del
radiotrazador en los diferentes tejidos del organismo.

3. Realizar estudios de imagen molecular mediante inmunoPET en diferentes modelos de cancer de GBM.

4. Realizar estudios de imagen molecular mediante inmunoPET en diferentes modelos de cancer de PDAC.

5. Realizar un analisis farmacocinético mediante PET del ¥Zr-DFO-LEM 2/15 en modelos animales de
GBM y PDAC.
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MATERIALES Y METODOS

1. Anticuerpos

1.1. LEM2/15

El mAb LEM 2/15 fue generado por el grupo de la Dra. Alicia G. Arroyo del Hospital de la Princesa (Madrid),
actualmente en el laboratorio de Metaloproteinasas de Matriz en Angiogénesis ¢ Inflamacién del CNIC,
segin la tecnologia del hibridoma. Para ello, se inmunizaron ratones BALB/C con el péptido modificado
CAEPWTVRNEDLNGNDIC (LEM-2), localizado dentro del /op expuesto del dominio catalitico de MT1-
MMP"™. Una vez establecido el hibridoma productor del anticuerpo especifico (LEM 2/15, subclase IgG1), se
cultivé en medio RPMI 1640 suplementado con un 10 % de suero bovino fetal (FBS) y 2,5 % de un medio selectivo

compuesto por hipoxantina-aminopterina-timidina (HAT).

La purificacion de LEM 2/15 secretado cortié a cargo del Dr. Jorge L. Martinez-Torrecuadrada de la Unidad de
Cristalografia e Ingenierfa de Proteinas del CNIO. El sobrenadante se extrajo del cultivo de hibridomas y se pasé
a través de un filtro de 0,45 pm (Sarstedt). A continuacion, se purificd por cromatografia de afinidad en columnas
de proteina A mediante un colector de fracciones Atka system (GE Healthcare). Posteriormente, las fracciones de
interés se reunieron y dializaron frente a dos litros de tampon fosfato salino (PBS). Lla muestra se cuantificé con
un ensayo de Bradford (Bio-Rad). Cuando fue necesario, la proteina purificada se concentrd con un concentrador
centrifugo (Vivaspin) centrifugando a la velocidad recomendada por el fabricante hasta 4 mg/ml aproximadamente.

Por dltimo, el anticuerpo se guardé en alicuotas a -80 °C hasta su utilizacion.

1.2. IgG inespecifica

En los estudios de imagen se utilizé un anticuerpo de unién inespecifica del subtipo IgG1 del clon MOPC-21 de

mieloma murino (2BScientific) como control negativo para compararlo con LEM 2/15.

2. Lineas celulares

2.1. Glioblastoma multiforme

Las lineas celulares y neuroesferas de GBM cultivadas por el Dr. Alberto J. Schuhmacher, del grupo de tumores
cerebrales de la Fundacion Seve Ballesteros (CNIO), fueron cedidas por los laboratorios del Dr. Holland y el Dr.
Mellinghoft del Memorial Skoan Kettering Cancer Center (MSKCC) en 2012. Las lineas celulares U251, T98G, U87-MG,
SF-268 y SF-295 se cultivaron a 37 °C en atmdsfera enriquecida con 5 % CO, en medio de cultivo Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM) a 37 °C con FBS al 10 %. Las neuroesferas TS516, TS543, TS568 y TS676 se cultivaron
en suspension en el medio basal NeuroCult™ NS-A (NSC) con el suplemento de proliferacion NSC, 1 mg/ml de

heparina (Stem Cell Technologies), 10 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico (EGF) humano recombinante
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(Invitrogen) y 20 ng/ml de factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) basico humano recombinante (Sigma).
Las esferas de tumores primarios se recogieron, se disgregaron mecanicamente en células individualizadas en

suspension y se propagaron por pases setiados.

2.2. Adenocarcinoma pancreatico ductal

La linea celular CAPAN-2 (ATCC) se cultivo a 37 °C en atmdsfera enriquecida con 5 % CO, en medio McCoy’s 5
A + GlutaMAX (Gibco, ThermoFisher) enriquecido con FBS al 10 %.

2.3. Otras lineas celulares

Las lineas celulares que se utilizaron como controles, SK-mel-13 positivo y MCE7 negativo, fueron cultivadas por el
Dr. Alberto J. Schuhmacher. La linea celular SK-mel-103 es una linea celular de melanoma que expresa MT1-MMP
y fue cedida por el laboratorio de la Dra. Maria S. Soengas (CNIO) en 2013. La linea celular MCE7 es una linea
de cancer de mama que no expresa MT1-MMP y fue cedida en 2012 por los laboratorios del MSKCC. Ambas se
cultivaron a 37 °C en atmosfera enriquecida con 5 % CO, en medio de cultivo DMEM a 37 °C con FBS al 10 %.

3. Evaluacidon de la expresion de MT1-MMP en las lineas
celulares

3.1. Western blot

Los Westerns blot utilizados para evaluar la expresiéon de MT1-MMP en las diferentes lineas celulares se llevaron a

cabo por el Dr. Jorge L. Martinez-Torrecuadrada.

Las células se lisaron en un tampén de lisis (0,5 % NP-40, 50 mM Tris-HCI [pH 7,5], 50 mM NaCl, 1x coctel de
inhibidor de fosfatasa set 11 (Calbiochem) y un coctel de inhibidor de proteasas set III EDTA-free (Calbiochem)). A
continuacion, se cuantificaron las proteinas presentes en el lisado utilizando el ensayo de BCA (Pierce). Los lisados
de proteinas se separaron mediante SDS-PAGE (se cargaron 100 ug de proteina por carril) y, a continuacion, se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Amersham). Las membranas se incubaron con LEM 2/15 frente
a MT1-MMP, detectandose utilizando anticuerpos secundarios antiraton conjugados con la enzima peroxidasa del

rabano (HRP, Dako) que cataliza una reaccién quimioluminiscente (ECL, Amersham).

3.2. Citometria de flujo

La evaluacion de la expresion de MT1-MMP de las diferentes lineas celulares también se realizé mediante citometria

de flujo en los laboratorios del CNIO (Dr. Alberto J. Schuhmacher).

Las células se levantaron de las placas de cultivo utilizando PBS de disociacion celular, libre de enzimas (Life
Technologies). Tras su contaje, las células se resuspendieron en PBS con 1 % de albimina de suero bovino (BSA)
y sin IgG (tampoén FACS, Sigma) y se incubaron con 1 ul de soluciéon de bloqueo de Fe (Becton Dickinson) por

cada millén de células durante al menos 15 minutos a 4 °C. Posteriormente, las células se tifieron con el anticuerpo
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LEM 2/15 durante 15 minutos a 4 °C y se lavaron dos veces con tampén FACS. A continuacion, las células se
incubaron con un anticuerpo secundario apropiado conjugado con un fluoréforo (Molecular Probes, Invitrogen), a
una dilucién 1:500 durante 15 minutos a 4 °C. Tras dos lavados con tampén FACS, las células se resuspendieron en
tamp6n FACS con DAPI (5 mg/ml diluido 1:5.000) para diferenciar las células vivas de las muertas. Las muestras
se estudiaron en un citometro BD LSR II (Becton Dickinson), utilizindose para su analisis el soffware Flow]o
(TreeStar).

4. Radioquimica

Los procedimientos de conjugacion con DFO y marcaje con ¥Zr de los anticuerpos estudiados son una adaptacion

del trabajo de Maria Vosjan ez al?’.

4.1. Conjugacion con DFO

Una solucién con 2 mg de LEM 2/15 o IgG inespecifica se pipete6 en un tubo eppendotf de baja unién a
proteinas (Eppendorf). El volumen de la solucién se enrasé hasta 1 ml afiadiendo suero salino (B.Braun). El pH de

la solucion se ajusto entre 8,9-9,1 con Na,CO, 0,1 M (Riedel-de Haén).

La DFO-Bz-NCS (DFO, Macrocyclics, Dallas, TX) se disolvié en DMSO (Sigma) a una concentraciéon de 3,5
mM. La disolucion de DFO-DMSO se afiadi6 a la solucién con el anticuerpo en una relacion 5:1 y se mezclé. Es
importante que esto se haga en pasos para evitar altas concentraciones locales de DMSO y que se mantenga la
concentracién de este por debajo del 2 % del volumen de la mezcla de conjugacién. En este caso, se afiadieron 4
veces 5ul (20 pl). Por ultimo, la mezcla de conjugacion se incubé durante 40 minutos a 37 °C en un bafio de agua

giratorio G76D (New Brunswick Scientific) a 220 rpm.

Una columna de cromatografia de exclusién molecular PD-10 (GE Healthcare Life Sciences) se equilibré con 20
ml de acido gentisico 5 mg/ml (Aldrich Chemistry) en un tamp6n acetato de sodio 0,25 M (Sigma-Aldrich) a un
pH entre 5,4-5,6.

Una vez terminada la incubacion, la mezcla de la conjugacion se pasé por la columna PD-10 y se descartd el
volumen del liquido eluido. Después, se pipetearon 1,5 ml de la disolucion de acido gentisico 5 mg/ml en tampon
de acetato de sodio 0,25 M en la columna PD-10 y se descarté el volumen de liquido eluido. Por dltimo, 2 ml de la
disolucién de 4cido gentisico 5 mg/ml en tampén de acetato de sodio 0,25 M se pipetearon en la columna PD-10

y se recogid esta fraccién como la que contenia el anticuerpo conjugado con DFO putificado.

Finalmente, el conjugado se guardé a 4 °C para su marcaje al dia siguiente. Si se usara dias mas tarde es recomendable

que se guarde a -20 °C, durante un periodo maximo de hasta 2 semanas.
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4.2. Marcaje con ¥Zt

Entre 37-74 MBq de la solucién comercial de oxalato de ¥Zr (BV Cyclotron VU, Amsterdam, Netherlands) se
pipetearon en un vial de reacciéon. A continuacién, se enrasé hasta un volumen de 200 ul con acido oxalico 1 M
(Sigma-Aldrich). Después, 90 ul de Na,CO, 2 M se afiadieron en el vial de reaccion y se esperaron 3 minutos
a temperatura ambiente. Una vez pasado este tiempo, 1 ml de HEPES 0,5 M (Sigma) se pipete6 en el vial de
reaccién. Por dltimo, se afiadieron 0,71 ml del anticuerpo conjugado putrificado (0,7 mg aproximadamente). Una
vez realizada la mezcla de marcaje, se cogieron 2 pl y se comprobd con una tira de papel tornasol (Merck) que
su pH se encontraba entre 6,8-7,2. Una vez verificado esto, la mezcla de marcaje se incub6 durante 1 hora y 30

minutos a temperatura ambiente en agitacion constante.

Una vez pasado el tiempo de incubacién, la mezcla de reaccion se pipeted en la columna PD-10, equilibrada con
20 ml de PBS (Sigma), y el volumen del liquido eluido se descarté. Posteriormente, se fue afiadiendo PBS a la
columna (en volumenes de 250 ul) recolectandose en fracciones que fueron analizadas en un activimetro VDC-405
(Veenstra instruments). Finalmente, aquellas fracciones que contenifan el anticuerpo marcado se juntaron (tubos
entre las fracciones 5-15) y se prepararon las jetingas con las dosis de ¥Zr-DFO-LEM 2/15 o ¥Zt-DFO-IgG
necesarias para su inoculaciéon en los animales que se utilizarfan en los experimentos de biodistribucion ex vivo e

imagen.
4.3. Caracterizacion del anticuerpo (control de calidad)

4.3.1. Numero de quelantes por anticuerpo

Este procedimiento es una version adaptada del método directo dellibro Clinical Transiation of Radiollabeled Monoclonal
Abntibodies and Peptides™. Para ello, se tom6 una alicuota (140 ul) de la mezcla de conjugacién (punto 4.1), en la cual
coexisten DFO, DFO-mAb y anticuerpo no conjugado, y se marc6 con *Zr de acuerdo con lo referido en el punto
4.2. Una vez realizado el marcaje, la mezcla se pasé por una columna PD10 con el fin de separar la radiactividad
correspondiente a la DFO unida al anticuerpo (¥Zs-DFO-LEM 2/15) y a la libre (*’Zt-DFO). Dado que la relacién
inicial DFO:mAb es 5:1, el nimero de quelantes por anticuerpo se puede calcular a partir del porcentaje de

radionuclido incorporado al anticuerpo de acuerdo a la siguiente expresion:

n.2 maximo de quelantes por mAbXporcentaje de mAb marcado
100

n.2 quelantes por mAb =

4.3.2. Pureza radioquimica

Para medir la pureza radioquimica se utilizaron tiras de cromatograffa en capa fina instantanea o ITLC (Biodex).
Estas tiras tienen tres lineas diferentes: una linea inferior en la que se deposita la muestra origen, una linea media
que separa la zona de migracion de la muestra marcada (seccién 1) y correspondiente al radioisétopo libre (seccion
2), y una linea superior que se corresponde con el frente del solvente (figura 12). La fase movil se preparé afiadiendo
450 pl de acido citrico (Merck) 20 mM y 50 ul de acetonitrilo (Rathburn Chemicals Ltd) en un tubo de ensayo. Se
pipetearon 1-2 ul de la mezcla de marcaje purificada sobre la tira de ITLC. Esta se colocé en posicion vertical en el

interior de un tubo de ensayo que contenia los 500 pl de fase mévil y tras un minuto, cuando la fase mévil alcanzé
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la linea del frente del solvente, la tira se extrajo del tubo de ensayo. Por dltimo, se cortd en las dos secciones que
recomienda el fabricante y se introdujeron en un tubo de ensayo cada una. Los tubos se midieron en un contador

gamma (2470 Wizard?, PerkinElmer). Para el cilculo de la putreza radioquimica (%) se aplicé la siguiente fé6rmula:

cpm section 1

Pureza radioquimica = ( ) x100

cpm (seccién 1 + seccion 2)

Figura 12. Tira de cro-
matografia en capa fina
instantdnea de Biodex. La
linea de origen, la linea
separacion de la seccion 1
(muestra marcada) y 2 (ra-
dionuclido libre) y la linea
11} del frente del solvente, de
abajo arriba. La zona verde
es un colorante que migra
a la vez que el frente de
la fase movil para indicar
que esta cerca del final de
la tira.

|~ B

4.3.3. Estabilidad  vitro

La estabilidad 7 vitro se estudié en suero sanguineo humano y en plasma sanguineo humano. Para la extraccion de
suero sanguineo humano se utilizé un tubo de extraccion de sangre con gel (BD Vacutainer) y para la de plasma
sanguineo se utilizé un tubo de extraccion con citrato al 3,2 % (Greiner bio-one). Las muestras se centrifugaron a

2000 rpm durante 10 minutos, se alicuotaron en 90 ul y se guardaron a -20 °C.

Al comienzo de los estudios de estabilidad, las alicuotas se descongelaron y se afiadieron 10 ul de mAb recién
marcado. Las muestras de suero y plasma con el mAb marcado permanecieron a 4 °C o 37 °C durante todo el
estudio. Al inicio (tiempo 0) y a 1, 2y 7 dias se realizé un analisis de la pureza radioquimica con el protocolo

descrito en el apartado anterior (4.3.2).

4.3.4. Inmunoreactividad

El estudio de la inmunoreactividad se realizé por el Dr. Alberto J. Schuhmacher a través de citometria de flujo
con la linea celular U251. El procedimiento fue el mismo que en el apartado 3.2 salvo que en la incubacién con el
anticuerpo primario se utiliz6 LEM 2/15 de tres maneras diferentes: LEM 2/15, DFO-LEM 2/15 y ¥Zt-DFO-
LEM 2/15.
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5. Modelos tumorales subcutaneos y ortotopicos en roedores

Los modelos tumorales de GBM se desarrollaron por el Dr. Alberto J. Schuhmacher. Los modelos tumorales
basados en las células CAPAN-2 se realizaron en la Unidad de Aplicaciones Biomédicas y Farmacocinéticas del
CIEMAT, mientras que los modelos tumorales derivados de pacientes (PDX) de PDAC se realizaron por el Dr.
Pedro P. Lopez-Casas de la Unidad de Investigacion Clinica de Tumores Digestivos del CNIO. Todos los modelos
animales se realizaron en ratones atimicos desnudos (Nude-Foxnlnu, Harlan Laboratories) de aproximadamente

6-8 semanas de edad, a excepcién del modelo de metéstasis de PDAC que se realiz6 en ratones NOD Scid Gamma

(NGS).

Todos los experimentos animales se realizaron acorde a los protocolos aprobados por el Comité de Ftica de
la Investigacioén y Bienestar Animal (CEIyBA) del CNIO-ISCILI, asi como del CIEMAT y bajo las directrices
declaradas en los principios rectores internacionales para animales involucrados en la investigacion biomédica,
desarrollados por el Consejo de Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas (CIOMS). Los animales
se sacrificaron cuando los experimentos lo requirieron o en las siguientes situaciones: cuando la masa del tumor
alcanz6 un tamafio supetior a 1500 mm?®, se observé ulceracion en la piel debida al tumor o los ratones presentaban
una sintomatologfa relacionada con el desarrollo del tumor como letargia, pobre acicalamiento, pérdida de peso o

encorvamiento.

5.1. Glioblastoma multiforme

Xenografts heterotopicos subcutaneos:

*  Grupo 1: un volumen de 200 ul que contenia 7,5 X 10° células U251 o 1 X 10° células MCF7 en una
mezcla de DMEM (Sigma):Matrigel (BD Biosciences) (1:1) se inoculé subcutaneamente en los flancos
posteriores, derecho e izquierdo respectivamente, de los ratones. Una vez que los tumores fueron

palpables, los animales fueron aptos para realizar los estudios por biostribucion ex vivo e inmunoPET.

*  Grupo 2: un volumen de 200 pl que contenia 7,5 X 10° células U251 en una mezcla de DMEM:Matrigel
(1:1) se inocul6 subcutaneamente en ambos flancos posteriores de los ratones. Una vez que los tumores

fueron palpables, los animales fueron aptos para realizar los estudios por inmunoPET.

*  Grupo 3: un volumen de 200 pl que contenia 1 X 10° células TS543 en una mezcla de DMEM:Matrigel
(1:1) se inocul6 subcutaneamente en los flancos posteriores de los ratones. Una vez que los tumores

fueron palpables, los animales fueron aptos para realizar los estudios por inmunoPET.

Xenograft ortotépicos:

*  Grupo 4: células U251 transfectadas con el plasmido reportero TGL (TK-Luciferasa-GFP), para
monitorizar el crecimiento del tumor por bioluminiscencia, se inocularon intracranealmente a los

7. Para el desarrollo de este modelo animal, a los ratones se les anestesié con 10 mg/ml de

animales
ketamina y 1 mg/ml de xilacina; posteriormente, se inyect6 subcutineamente 50 pl de anestésico local
bupivacaina 0,25 % en la zona de incisién y cirugfa. Finalmente, una suspensiéon de 1,5 ul de 2,5 X 10°

de células U251-TGL (resuspendidas en PBS) se inyect6 intracranealmente, con la ayuda de un aparato
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de cirugfa estereotactica (Stoelting), en ratones de 6 semanas de edad. Las inyecciones se realizaron en la
corteza frontal derecha, zona subventricular, empleando las siguientes coordenadas: aproximadamente
1 mm caudal y 1,5 mm lateral desde el bregma, y a una profundidad de 2 mm utilizando una jeringuilla

Hamilton (Hamilton) como se desctibié previamente®.

*  Grupo 5: células TS543 transfectadas con el plasmido reportero TGL se inocularon intracranealmente
a los animales. Estas neuroesferas han sido previamente empleadas en estudios de imagen PET e
implantadas intracranealmente®. Para el desarrollo de este modelo animal se procedié exactamente
como en el caso antetiot, pero inoculando 1,5 ul de 5 X 10* de células TS543-TGL (resuspendidas en

PBS) intracranealmente, con la ayuda de un aparato de cirugfa estereotictica, en ratones de 6 semanas

de edad.

El crecimiento de los tumotres de ambos modelos se monitoriz6 tras la inyeccion de Luciferina-D (150 mg/kg) en un
equipo IVIS200 (PerkinElmer); las imagenes se adquirieron durante 5 segundos. El andlisis de bioluminiscencia se
realizé utilizando el soffware Living Image, version 2.50. Cuando los tumores se encontraron en fase de crecimiento

se realizaron los experimentos de inmunoPET.

5.2. Adenocarcinoma pancreatico ductal

Xenograft heterotopicos subcutaneos:

*  Grupo 6: un volumen de 200 ul de PBS que contenfa 1,5 X 10° células CAPAN-2 se inocul6
subcutaneamente en los flancos anteriores de ratones de 6 semanas de edad. Una vez que los tumores

fueron palpables, los animales fueron aptos para realizar los estudios por inmunoPET.
Xenografts ortotopicos:

*  Grupo 7: una muestra de un PDAC procedente de un paciente (muestra PANC 198 perteneciente a la
coleccion de modelos del Dr. Manuel Hidalgo, CNIO) se utiliz6 para generar un modelo murino de PDX.
Estos xenoinjertos conservan las caracteristicas bioldgicas del tumor original y su heterogeneidad celular,
aspecto muy importante dada la complejidad biolégica del PDAC. Para ello, el material del xenoinjerto

se expandioé y se implanté ortotépicamente en ratones.

*  Grupo 8: el xenoinjerto de PDAC (muestra PANC 198) se realiz6 también en ratones NGS mediante
el mismo procedimiento anterior (grupo 7). A diferencia de los ratones nude, en los ratones NGS el
tumor puede diseminarse a 6rganos distantes. Esto lo hace un modelo muy interesante para estudiar el

diagnéstico de metastasis de cancer de pancreas por imagen.
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6. Estudios de biodistribucion ex vivoy mictroPET/CT

0.1. Grupos experimentales

En el estudio de biodistribucion ex zivo e imagen mictoPET/CT se utilizaron los mismos grupos que en el
apartado anterior:

*  Paralos estudios de GBM
Los experimentos de xenograft heterotopicos subcutaneos se realizaron de la siguiente manera:

Grupo 1: ¥Ze-DFO-LEM 2/15 (1,5 MBq, 20 pg) se inyect6 a ratones (n = 14) portadores de células MCF7 (no
expresan MT1-MMP) en un flanco y de células U251 en el otro flanco (expresa MT1-MMP). La inyeccion del
radiotrazador se realiz6 por via intravenosa a través de la vena lateral de la cola. Los animales fueron sacrificindose
al,2, 4y 7 dias posinyeccién y, ademds, la mayotia fueron analizados en un esciner mictoPET/CT durante
el periodo de estudio. Los animales, previo al sacrificio, se anestesiaron con un 2 % de isofluorano en O,, y
seguidamente se procedio a su exanguinacién por puncion cardiaca con una jeringuilla heparinizada y eutanizacion
mediante dislocacion cervical. Inmediatamente después, los ratones fueron diseccionados, obteniéndose corazon,
pulmon, higado, bazo, rifiones, estomago, grasa, musculo, fémur derecho y una muestra de intestino delgado;
los tejidos se pesaron y su radiactividad se midi6 en el contador gamma. La actividad en los diferentes tejidos se
expresé como el porcentaje de la dosis inyectada por gramo (% ID/g). Finalmente, los tumores fueron fijados en

formalina y guardados a 4 °C para su posterior analisis por inmunohistoquimica.

Grupo 2: ¥Zs-DFO-LEM 2/15 (3,5 MBq, 65 pg, n = 6) o *Zt-DFO-IgG (0,5 MBq, 65 pg, n = 4) se inyectaron a
ratones portadores de células U251 en ambos flancos. La inyeccion del radiotrazador se realizé por via intravenosa
a través del seno venoso retro-orbital. Se ha comprobado que este método tiene una efectividad similar a la

inyeccion intravenosa a través de la vena lateral de la cola®™

. Las imagenes se adquitieron a los 1, 3, 6 y 8 dias
posinyeccion. Finalmente, los tumores fueron fijados en formalina y guardados a 4 °C para su posterior analisis

por inmunohistoquimica.

Grupo 3: ¥Zr-DFO-LEM 2/15 (3,5 MBq, 65 pg, n = 6) o *¥Zt-DFO-IgG (0,5 MBq, 65 pg, n = 3) se inyectaron a
ratones portadores de células TS543 en ambos flancos. La inyeccion del radiotrazador se realizé por via intravenosa

a través del seno venoso retro-orbital. Las imagenes se adquirieron a los 1, 3 y 6 dias posinyeccion.
Los experimentos de modelos ortotdpicos se realizaron de la siguiente manera:

Grupo 4:*Zr-DFO-LEM 2/15 (1,5 MBq, 20 pg, n = 5) o *Zr-DFO-1gG (0,74 MBq, 20 pg, n = 5) se inyectaron a
ratones portadores de células U251-TGL en el cerebro. LLa inyeccion del radiotrazador se realizé por via intravenosa

a través de la vena lateral de la cola. Las imagenes se adquirieron a los 2 y 4 dias posinyeccion.

Grupo 5: ¥Zr-DFO-LEM 2/15 (1,5 MBgq, 20 pg, n = 5) o ¥Zs-DFO-IgG (0,74 MBq, 20 pg, n = 3) se inyectaron
a ratones portadores de células TS543-TGL en el cerebro. La inyeccion del radiotrazador se realizé por via

intravenosa a través de la vena lateral de la cola. Las imagenes se adquirieron a los 2 y 4 dias posinyeccion. Algunos
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ratones fueron eutanizados por dislocacién cervical a los 2 dias. Después, se les extrajo el cerebro para incluirlo
en OCT (Tissue-Tek, USA) y se congelé a -80 °C hasta su posterior andlisis por autoradiograffa, histologia e

inmunohistoquimica.

e Para los estudios de PDAC

Los experimentos de xenograft heterotopicos subcutaneos se realizaron de la siguiente manera:

Grupo 6: ¥Zt-DFO-LEM 2/15 (1,4 MBq, 20 pg, n = 6) se inyectd a ratones portadores de células CAPAN-2
en ambos flancos. En dos de los animales se inyecté 1 mg de LEM 2/15 una hora antes de la administracién
del radiotrazador. La inyeccion de ambos se realizé por via intravenosa a través de la vena lateral de la cola.
Las imagenes se tomaron a los 1, 3, 5y 7 dias posinyeccion, y al finalizar el estudio mictoPET/CT el dia 7, los
ratones fueron sacrificados. Los animales, previo al sacrificio, se anestesiaron con un 2 % de isofluorano en O, y
seguidamente se procedié a su exanguinacién por puncion cardiaca con una jeringuilla heparinizada y eutanizacion
mediante dislocacion cervical. Inmediatamente después, los ratones fueron diseccionados, obteniéndose corazon,
pulmon, higado, bazo, rifiones, estomago, pancreas, grasa, musculo, fémur derecho y una muestra de intestino
delgado; los tejidos se pesaron y su radiactividad se midi6 en el contador gamma. La actividad en los diferentes
tejidos se expresé como % ID/g. Finalmente, los tumores fueron fijados en formalina y guardados a 4 °C para su

posterior analisis por inmunohistoquimica.

Los experimentos de modelos ortotdpicos se realizaron de la siguiente manera:

Grupo 7: ¥Zr-DFO-LEM 2/15 (1,06 MBq, 20 ug) se inyect6 a un modelo de ratén PDX (n = 4) y a ratones control
sin tumores (n = 2). La inyeccién del radiotrazador se realiz6 por via intravenosa a través de la vena lateral de la
cola. Las imagenes se tomaron a los 1, 2, 4 y 7 dias posinyeccion, y al finalizar el estudio microPET/CT el dia 7, los
ratones fueron sacrificados. Los animales, previo al sacrificio, se anestesiaron con un 2 % de isofluorano en O, y
seguidamente se procedio a su exanguinaciéon por puncién cardiaca con una jeringuilla heparinizada y eutanizacion
mediante dislocacion cervical. Inmediatamente después, los ratones fueron diseccionados, obteniéndose corazon,
pulmon, higado, bazo, rifiones, estomago, pancreas, grasa, musculo, fémur derecho y una muestra de intestino
delgado; los tejidos se pesaron y su radiactividad se midi6 en el contador gamma. La actividad en los diferentes
tejidos se expresé como % ID/g. Finalmente, los tumores fueron fijados en formalina y guardados a 4 °C para su

posterior analisis por inmunohistoquimica.

Grupo 8: Zr-DFO-LEM 2/15 (1,12 MBgq, 20 pg) se inyectd a un modelo metastisico de ratén NGS PDX (n = 3)
y a ratones NGS control sin tumores (n = 2). La inyeccién del radiotrazador se realizé por via intravenosa a través
de la vena lateral de la cola. Las imagenes se tomaron a los 1, 2, 4 y 7 dias posinyeccion. Al finalizar el estudio
mictoPET/CT el dia 7, los ratones fueron sactrificados por dislocacion cervical y se les extrajeron los pulmones, el
higado y el pancreas. Finalmente, estos 6rganos fueron fijados en formalina y guardados a 4 °C para su posterior

analisis por inmunohistoquimica.
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6.2. Analisis de radiactividad mediante contador gamma

En los estudios de biodistribucion ex vivo, la actividad en las muestras se determiné en el contador gamma. Este
proporciona las cpm (cuentas por minuto) de la muestra a determinar; la actividad real (dpm, desintegraciones por
minuto) se calcula dividiendo este valor por la eficiencia de contaje expresada en tanto por uno. La eficiencia del
contador para el radiontclido *Zr se calcul6 utilizando un patrén de referencia de actividad conocida (expresada
en desintegraciones por minuto, dpm) elaborado en el Laboratorio de Metrologia de Radiaciones lonizantes del

CIEMAT. La eficiencia se determiné mediante la siguiente expresion:

e Cpmy,

Eficiencia = ——
pmy

siendo cpmy, el nimero de cuentas por minuto de la muestra patron medido en el contador gamma y dpm,, el

numero de desintegraciones por minuto teérico de la muestra patron.

La actividad radiactiva se expresé en la unidad del Sistema Internacional, el becquerelio (Bq), o en maltiplos de este,

sabiendo que 1 Bq equivale a 60 dpm.

6.3. Equipo mictoPET/CT

Un equipo Argus mictoPET/CT (figura 13), comercializado por SEDECAL (Madrid), se utilizé como escaner para
el analisis de los animales mediante imagen molecular. Este escaner preclinico integra varios detectores microPET
junto con un sistema de imagen CT proporcionando una imagen multimodal mictoPET/CT en un mismo estudio.
El equipo mictoPET se compone de 36 médulos detectores organizados en dos anillos de 11,8 cm de didmetro.
Los médulos constan de una matriz de 13 X 13 elementos con 15 mm de profundidad. Cada uno de ellos contiene
un cristal LYSO:Ce de 7 mm junto con uno GSO:Ce de 8 mm de profundidad; dicha separacién en dos capas de
deteccion es caracteristica de la tecnologfa phoswich. El cristal de GSO forma una capa exterior de detectores que
se adhiere 6pticamente a los PMT multicanal Mamamatsu R8520-00-C12. El Argus microPET adquiere eventos
en coincidencia 3D usando un sistema de adquisicion basado en médulos ADC de integracion de carga y a un
controlador légico propio; todo ello se conecta al procesador principal de sefial usando una comunicacion Ethernet

de alta velocidad. En la tabla 3 se pueden observar algunas de las principales caracteristicas de este equipo.

Figura 13. Equipo Argus microPET/CT en el Laboratorio de
Imagen Molecular de la Unidad de Aplicaciones Biomédicas
y Farmacocinética del CIEMAT, a la izquierda, el equipo ope-
racional y, a la derecha, el equipo abierto donde pueden ob-
servarse los detectores de centelleo.
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Tabla 3. Caracteristicas del sistema microPET del equipo Argus microPET/CT

Detectores
Diametro del anillo 11,8 cm
Numero de detectores 36
Tipo de PMT Hamamatsu R8520-C12
Cristales del detector
Capa de cristales (direccion radial) 2
Tamano de cristal-capa exterior 1,45 x 1,45 x 7 (mm3)
-capa interior 1,45 x 1,45 x 8 (mm3)
Distancia entre cristales (centro a centro) 1,55 mm
cristal centellador-capa exterior LYSO:Ce
-capa interior GSO:Ce
Volumen del cristal centellador 383,75 cm3
Numero de cristales 12 168
Sistema
FOV efectivo transversal 6cm
FOV axial 4,6 cm
Detectores rotativos No
Ventana de coincidencia 6,5 ns
Ventanas de energia (KeV) 100-700
250-700
400-700
Tamanio de pixel de la imagen 0,387 mm
Distancia entre planos transaxiales 0,77 mm

Extraido de Cafiadas M. (2012).

El equipo CT utiliza la tecnologia CMOS de paneles planos con una placa centelladora de Csl microcolumnar y

una fuente de rayos X microfocus. En la tabla 4 se puede observar algunas de las principales caracteristicas del CT.
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Tabla 4.

Caracteristicas del sistema CT del equipo Argus PET/CT

Detector

Area del detector

Tamanio del pixel

120 x 120 mm

50, 100, 200 pm

Cristal centellador Csl
Fuente de rayos X
Punto focal 35 um

Pico de energia

Corriente maxima

Potencia maxima

0-50 Kv (variable)
1mA

50 vatios (continua)

Sistema

FOV

68 x 68 mm

Extraido de SEDECAL (2009).

El software comercial (MMWKS) del equipo incluye algoritmos iterativos (OSEM) y analiticos (FBP) para
la reconstrucciéon de imagen (tabla 5), alcanzando una resoluciéon de 1-1,5 mm en condiciones Optimas.
Ademis, tiene la posibilidad de realizar una compresion axial de los datos (algoritmo de rebinning FORE)
para posteriormente reconstruir la imagen plano a plano. También incluye métodos de correcciéon comunes
a la técnica PET como la correccion del decaimiento radiactivo, la correccion de la atenuacion, scatter y de las

randoms. Este software también contiene herramientas de visualizacion, segmentacion y cuantificacion de imagenes.

Tabla 5. Caracteristicas de los algoritmos de reconstruccion del equipo Argus PET/CT

Algoritmos de reconstruccion

Resolucién espacial central-FBP 1,3 mm
-2DOSEM 1,1 mm
-3DOSEM 1 mm

Tiempo de reconstruccion-FBP <5s
-2DOSEM <1 min
-3DOSEM <5 min

Extraido de SEDECAL (2009).
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0.3.1. Adquisicion de imagen

La eleccion de la ventana de energia se realiz6 en funcion de la actividad inyectada, para bajas actividades 250-700
KeV mientras que para altas actividades 400-700 KeV. El tiempo de adquisicién en todos los animales fue de 30

minutos en modo estatico.

En todos los estudios con animales, antes o después de la adquisicién por microPET, se realizé un CT con un

voltaje de 45 kV, una corriente de 150 pA, 8 disparos, 360 proyecciones y resolucion estandar.

0.3.2. Reconstruccion y analisis de imagen

Las imdgenes se reconstruyeron mediante el algoritmo 2D-OSEM con 16 subsets y 2 iteraciones. Ademas, se les

aplicaron las correcciones de randoms y scatter.

La concentracién radiactiva en una determinada region de interés (ROI) en una imagen viene expresada en
unidades de imagen (cps/ml). Su conversion en la unidad del Sistema Internacional requiere obtener una imagen,
reconstruida en las mismas condiciones, de un maniqui con una concentracion radiactiva conocida, tal como el
que se desctibe en el protocolo NEMA NU-4 2008*'. Este maniqui esta construido con polimetilmetracrilato con
una longitud de 50 mm y un didmetro de 30 mm. Asimismo, esta dividido en tres partes: una regién homogénea
central y dos regiones laterales. La region central estd formada por una cimara de 30 mm de didmetro X 30 mm
de longitud, y se comunica con los cinco cilindros de 1, 2, 3, 4 y 5 mm de diametro taladrados en los 20 mm que
representa una de las regiones laterales. La otra region lateral es una continuacion de la region central que contiene
dos camaras frias formadas por dos cilindros huecos de 15 mm de longitud y 8 mm de diametro interno (10 mm
de diametro externo). Ademas de la conversion de las unidades de imagen, los parametros de calidad de imagen
que se pueden evaluar en este maniqui son los coeficientes de recuperacion, el coeficiente de variacion (medida del
ruido) y la ratio del spillover en agua y aire (medida de la concentracién de la actividad en regiones no radiactivas
relativas a la concentracién media de la region radiactiva homogénea). La figura 14 representa una reconstruccion

3D del maniqui aqui descrito.

Figura 14. Maniqui de calidad de imagen del protocolo NEMA NU-4 2008. Fuente: web de Detection And
Radiation Technologies, SL.
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El 4area homogénea del maniqui se utilizé para transformar las unidades de imagen en unidades de actividad
radiactiva utilizando un factor de calibracién o Scaling Factor (SF). El maniqui se rellené con ¥Zr disuelto en
una solucién de DTPA 50 mM para evitar que se adhiriera a sus paredes. El analisis de la imagen en MMWKS
se realiz6 dibujando un volumen de interés (VOI) de 22,5 mm de didmetro (75 % del didmetro activo) y 10 mm
de longitud en el centro de la zona uniforme. Una vez determinada la concentraciéon radiactiva en el VOI del
maniqui (expresada en cps/ml) y conociendo su concentracion radiactiva (expresada en Bq/ml) medida mediante

el activimetro, se estimé el valor del SF mediante la siguiente expresion:

SF (Bq/cps) = 2/ ™
§) = ———

vep cps/ml
Una vez calculado el SF para el ¥Zt, este se introdujo en la interfaz de reconstruccion de imagen de MMWKS
junto con la dosis inyectada en el momento de inicio de la adquisicion, y expresada en MBq, asi como el peso del
animal, expresado en gramos (figura 15). De esta forma, la cuantificacion de la concentracion radiactiva en una

ROI ya vendri expresada en Bq/ml.

3D FORE/2D OSEM (Local)
Study acquisttion file:
I Browse
Reconstructed image filename:
| _t02hdr & img
Dosis al inicio
Peso (gr) del escaner (MBq) SF (Bglcps)
SUV units?: [~
FORE Parameters:
Span: |3 Dmax: |16
2D OSEM Parameters:
lterations: |2 Subsets: |16
Corrections:
I~ Randoms comection [~ Scatter comection
[~ Attenuation
I Fill in the necessary information and press Start
[ Figura 15. Interfaz de reconstruccion del software comercial del
[ microPET/CT Argus. Para trabajar con pardmetros cuantitativos
CLOSE hay que introducir la dosis inyectada en el momento inicial del
T PET, el SF y el peso del animal. Ademas, se puede realizar correc-
ciones como random, scatter o atenuacion.

El parametro cuantitativo mas utilizado a la hora de cuantificar la captacion de un radiotrazador en cualquier tipo
de tejido es el Valor de Captacion Estandar o Standard Uptake Value (SUV). E1 SUV determinado en una ROI en
la imagen es la relacién entre la concentracién de radiactividad en la ROI y la dosis inyectada al sujeto de estudio

normalizada por el peso del animal, es decir:

_ Actividad media del ROI (MBq/ml)

SUV = Dosis inyectada (MBq)
Peso del sujeto de estudio (g)
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En caso de que se utilizara un valor de 100 para el peso del sujeto de estudio, el valor del SUV obtenido seria el %

ID/g, al asumir la densidad de los tejidos como 1 g/ml.

En el diagrama de flujo de trabajo de la figura 16 se puede ver el orden en el cual se han manipulado las imagenes
y los diversos programas utilizados. Una vez reconstruidas las imagenes microPET y transformadas las unidades
de imagen en SUV o % ID/g, se coregistraron con las imdgenes CT por MMWKS (azul). Después, el software
libre AMIDE (negro) se utilizé para cambiar el formato de salida del soffware comercial del equipo, interfile 3.3, en
NIFTT*. Estos archivos se catgaron en el soffware libre de segmentacion de imagen ITK-Snap (verde) donde se

23 Finalmente, los datos cuantitativos se

utilizaron las herramientas manuales y semiautomaticas de segmentacion
extrajeron a través de la herramienta de linea de comandos Convert3D (marrén). Ademas, las imagenes presentadas

en esta tesis se prepararon mediante AMIDE.

Convertir
interfile 3.3
en NIFTI

Figura 16. Diagrama de flujo de trabajo
de las imagenes obtenidas por el micro-
PET/CT Argus. En azul estén los procedi-
mientos llevados a cabo con el programa
comercial MMWKS, en negro los llevados
a cabo por AMIDE, en verde los llevados a
cabo por ITK-Snap y en marroén los lleva-
dos a cabo con 3DConvert.

6.4. Analisis farmacocinético

El estudio de los parametros farmacocinéticos de LEM 2/15 se realizé con un modelo no compartimental, en
vez de uno bicompartimental (modelo cinético habitual de los anticuerpos), a través del soffware libre PKSolver™*.
HEste tipo de modelizacién fue usada debido a la falta de un numero suficiente de puntos experimentales en la
fase inicial posinyeccion, lo que imposibilitaba el ajuste de los datos a un modelo biocompartimental. EI modelo

no compartimental tiene algunas ventajas como que no necesita disponer de un modelo cinético concreto, la
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posibilidad de extraer parametros que explican los datos experimentales e incluso predecir los niveles de farmaco

tras dosis multiples del mismo™”.

Los modelos no compartimentales se basan en la disposicion del farmaco en la fase terminal de la curva de los
niveles plasmaticos, sin necesidad de establecer ningin tipo de interrelacién entre el farmaco y el sustrato biolbgico
sobre el que se encuentra. En este tipo de modelo se asume que el proceso de eliminaciéon es de primer orden y
esto puede comprobarse mediante la regresion lineal simple de los logaritmos de los niveles plasmaticos frente
al tiempo, en la fase terminal®®. Los parametros farmacocinéticos que se pueden obtener de esta manera son la

constante de eliminacién (Kel), la t, ,, el area bajo la curva (AUC), el tiempo de residencia medio (MRT), el Clp y

1/22
el volumen de distribucion en el estado estacionario (Vss). Por dltimo, para calcular estos parametros en PKsolver

se utiliz6 el método trapezoidal log-lineal.

7. Integridad de la barrera hematoencefalica en el modelo de
GBM

El estudio de integridad de la barrera hematoencefalica fue realizado en el CNIO por el Dr. Alberto J. Schuhmacher,
utilizando los procedimientos descritos por Manaenko ez a/*". Las células U251-TGL y TS543-TGL se inyectaron
en ratones de 6-8 semanas de edad utilizando un aparato de cirugia estereotactico, monitorizando el desarrollo
del tumor cerebral por bioluminiscencia como se ha descrito previamente (apartado 5.1). Como controles en este
estudio se utilizaron ratones en los que se simul6 la operacion de inoculacién de células intracraneal inyectandoles

1,5 ul de PBS y animales que no habian sufrido ningun tipo de manipulacion.

El estado de la barrera hematoencefalica se evalué tras la inyeccion intraperitoneal de 800 pl de tincion azul de
Evans al 2 % (Sigma). Una hora después de la inyeccion, los ratones fueron anestesiados y perfundidos con fijador
acidificado (PFA al 1 % en buffer citrato 0,05 mM, pH 3,5). El tejido cerebral (30 mg) se incub6 en 500 pl de
formaldehido (Sigma) para extraer el azul de Evans a 60 °C durante la noche. La absorbancia a 610 nm y 710 nm
se midi6 en un lector de placas (Sinergy 4, BioTek Instruments, USA), indicativa de la presencia de azul de Evans

en el cerebro y, por tanto, de la disrupcion de la barrera hematoencefalica.

8. Autorradiografia e inmunohistoquimica
Estos estudios fueron realizados por la Dra. Alba de Martino y por la Unidad de Histopatologia del CNIO.

8.1. Autorradiografia

Los tumores de algunos ratones de los modelos xenograft heterotopicos subcutaneos o todo el cerebro de los
animales con tumores ortotopicos, correspondientes ambos con el modelo de GBM y extraidos tras el sacrificio, se
incluyeron y congelaron en OCT (Tissue-Tek, USA). Las muestras congeladas se seccionaron en cortes de 30 um
de grosor en un criostato (CM 1850, Leica). La autorradiogratia (ARG) se obtuvo por exposicion de las secciones
congeladas con una pantalla de fésforo en un equipo Phosphor Imager STORM (GE Healthcare). Después de la

autorradiografia, las muestras congeladas se cortaron en setie a 10 um de grosor y se montaron en portaobjetos, se
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descongelaron y se dejaron secar durante 30 minutos. Los cortes fueron fijados en formalina tamponada neutral al
10 % durante 10 minutos. Por altimo, las secciones fueron tefiidas con H&E y analizadas por inmunohistoquimica

con LEM 2/15, como se describira en el apartado 8.2.

8.2. Inmunohistoquimica

Los ratones con tumores implantados se sacrificaron después del estudio de inmunoPET y los tumores y 6rganos
correspondientes a cada grupo experimental (pancreas, pulmones e higados, dependiendo de los grupos a
analizar) fueron extraidos en formalina tamponada al 10 % (Sigma) y embebidos en parafina. Para los analisis
histopatolégicos, los tejidos se seccionaron en 3 um y se tifieron por hematoxilina y eosina (H&E). La tincion
inmunohistoquimica fue hecha utilizando el anticuerpo LEM 2/15 a una dilucién 1:400 después de recuperar el
antigeno con un buffer de pH bajo en un sistema de preparacién de muestras para inmunohistoquimica (Dako) y
contratefiido con hematoxilina. Los portaobjetos fueron digitalizados utilizando el escaner Mirax (Catl Zeiss AG,
Oberkochen, Alemania) y se tomaron dibujos con el soffware Pannoramic Viewer (3D Histech Ltd., Ramsey, NJ,
USA). Ademas, este protocolo también se aplicé en muestras de PDAC humanas para determinar cual era la mas
adecuada para el xenoinjerto que, posteriormente, se implantaria en los modelos de raton PDX de tumor primario
y de metastasis. Asimismo, para determinar si el modelo de metdstasis era apropiado, se visualizo a través de una

sonda la secuencia ALU caracteristica de primates en bisqueda de focos metastasicos en varios tejidos.

Para la doble tinciéon inmunohistoquimica, los cortes se incubaron secuencialmente con los anticuerpos primarios
y secundarios apropiados de la siguiente manera: LEM 2/15 (1/400) seguido por un anticuerpo policlonal de
conejo CD-31 (1:50, Abcam ab28364) o LEM 2/15 (1:400) seguido por un anticuerpo monoclonal de conejo
anti-Ki67 prediluido (clon MIB1, Dako). Después del anticuerpo primario, los cortes se incubaron con el sistema
de visualizacién adecuado a cada caso (OmniRabbit, Ventana; Roche o Cabra anticonejo; Dako) conjugado
con la HPR y UltraMap anti-Rb Alk Phos (Ventana; Roche) conjugada con fosfatasa alcalina. Las reacciones
inmunohistoquimicas fueron realizadas utilizando diaminobencidina (DAB) como cromoégeno (Chromomap DAB;
Ventana, Roche) o fosfato de naftol y rojo ultrarapido (Chromomap Red; Ventana, Roche). Por ultimo, el nicleo

fue contratefiido con hematoxilina de Carrazi. Los cortes digitales se obtuvieron como se describié previamente.

9. Analisis estadistico

El software libre R (version 3.2.4 revisada (2016-03-16 r703306)), ademas de los paquetes “Remdr” y “ggplot2”, se

238239 T 0s valores medios se

utilizaron tanto para el analisis estadistico de los datos como para su representacion
expresan como la media + desviacion estandar (SD), a excepcion de las ratios, los cuales se presentaron como la
mediana T rango intercuartilico. La prueba t-Student (t.test) para datos no pareados se utilizé para la comparacion
de poblaciones; asimismo, para el analisis de las ratios se transformaron los datos mediante logaritmos y se utilizo
la prueba t-Student. Un test de ANOVA se utilizo6 para el estudio estadistico de la captacion de anticuerpo marcado
en los diferentes tejidos, asi como de las ratios, a lo largo del tiempo de duracion del experimento en conjuncion

con el test HSD de Tukey. Un p-valor de 0,05 o menor se consider6 como estadisticamente significativo.
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1. Expresion de MT1-MMP en lineas celulares

La expresion de MT1-MMP se estudié en varias lineas celulares y neuroesferas de GBM mediante Western blot

(figura 17 A) y citometria de flujo (figura 17 B). En cuanto a las lineas celulares de GMB, excepto la SF268, todas

mostraron una alta expresion de MT1-MMP; la linea U251, a pesar de no ser la linea con mayor expresion, se

selecciond por tener una mayor capacidad de infiltracion en el tejido cerebral®”’ Respecto a las neuroesferas,

se selecciond TS543, a pesar de no ser la linea que expresaba mas MT1-MMP, por su rapido crecimiento en los

modelos animales y también por su capacidad de infiltracion en el tejido cerebral.
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Figura 17. Expresion de MT1-MMP en lineas celulares y neuroesfe-
ras de GBM. A. Western blot y B. Citometria de flujo. La
linea celular SK-mel-103 se utilizé como control positivo
de expresion de MT1-MMP y como control negativo se
utilizaron las células sin ser tefiidas por LEM 2/15.

La expresion de MT1-MMP también fue evaluada
en la linea celular CAPAN-2 (adenocarcinoma de
pancreas) mediante Western blot (figura 18). Elanalisis
de las bandas obtenidas en el Western blot mostré la
presencia de una banda clara con un peso molecular
proximo al de la MT1-MMP (57 kDa), ademas de
una banda de mayor peso molecular (cercana a 75
kDa) que podria corresponderse con MT1-MMP
tras sufrir modificaciones postraduccionales como,
por ejemplo, glicosilaciéon. La linea celular MCEF7 se

utiliz6 como control negativo para la expresién de
MT1-MMP.
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w! Figura 18. Expresion de MT1-
38 kDa MMP mediante Western blot
31kDa S de la linea celular CAPAN-2
24 kDa (adenocarcinoma de pan-
17 kDa creas). Como control negativo

de expresion se empled la li-
nea celular MCF7 de cancer de
mama.
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2. Radioquimica

2.1. ¥Z+-DFO-LEM 2/15

El anticuerpo LEM 2/15 se conjug6 con DFO (en una relacién 5:1) a 37 °C durante 40 minutos. El perfil de
elucién de la mezcla de conjugacion en la columna PD-10, antes de purificar el anticuerpo conjugado y tras
ser marcado con una pequefia cantidad de ¥Zr se muestra en la figura 19; se aprecia un pico mayoritario en las
primeras fracciones que se corresponde con el anticuerpo marcado (*Zr-DFO-LEM 2/15), mientras que el pico
correspondiente a ¥Zr-DFO eluye miés tarde de la columna. El nimero calculado de moléculas de DFO por cada

molécula de LEM 2/15 fue de 2,5 + 0,34 (n = 2).

100 % = 5:1 DFO:mAb
50,06 + 6,84 % = 2,5 + 0,34:1 DFO:mAb

89Zr-DFO-LEM 2/15

™

Actividad (Ci)

Volumen (ml)

Figura 19. Perfil de elucién del anticuerpo LEM 2/15 conjugado sin purificar, posteriormente marcado con %Zr y separado por una
columna PD-10.

Una vez separado el anticuerpo conjugado (DFO-LEM 2/15) de la DFO libre, se procedio a su marcaje con *Zr.
El petfil cromatografico obtenido tras pasar la mezcla de marcaje por una columna PD-10 se muestra en la figura
20; la mayor parte de la radiactividad, correspondiente a ¥Zr-DFO-LEM 2/15 (90,51 * 3,44 %, n = 8), se eluy6
en los primeros 4 ml. El rendimiento radioquimico y la actividad especifica del anticuerpo ¥Zr-DFO-LEM 2/15
fue de 75,35 = 12,36 % y 68,67 + 12,03 MBq/mg (1,86 £ 0,33 mCi/mg), respectivamente. La puteza radioquimica
del producto final, estimada por ITLC, fue muy alta (98,18 £ 2,59 %, n = 5) (figura 20 B). Un aspecto a tener en
cuenta a la hora de conjugar y marcar el mAb con DFO es el tiempo que permanece congelada la DFO desde que
se disuelve en DMSO hasta su utilizacién. Asi, el uso de DFO-DMSO congelada a -20 °C por periodos superiores

a 10 meses reduce tanto el rendimiento radioquimico como la actividad especifica considerablemente.
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Figura 20. Radiomarcaje de DFO-LEM 2/15 con #Zr. A. Perfil de elucién de ®Zr-DFO-LEM 2/15 en la columna PD-10 y B. Autorradio-
grafia de ITLC de ®Zr-DFO-LEM 2/15 purificado. En la seccidn 1 se localizaria la muestra de mAb marcado mientras que en
la seccidn 2 estaria el radionuclido libre.

El radiotrazador ¥Zsr-DFO-LEM 2/15 se incub6 durante 7 dias tanto en suero como en plasma humano a4 o0 37 °C,
con el fin de comprobar su estabilidad en el tiempo (tabla 6). La pureza radioquimica fue muy elevada (cercana
al 100 %) en practicamente todas las condiciones, lo que indic6é que *Zr-DFO-LEM 2/15 setfa estable durante
al menos 7 dfas. Solamente se encontré una ligera disminucion, estadisticamente significativa, en la estabilidad
del radiotrazador en plasma a 37 °C al cabo de los 7 dias de incubacién. Los resultados indicaron claramente que
¥7+-DFO-LEM 2/15 puede ser un radiotrazador viable para utilizarlo en animales de expetimentacion durante un

periodo de aproximadamente una semana.

Tabla 6. Estabilidad de #Zr-DFO-LEM 2/15 incubado en suero y plasma humanos a 4 2C o0 37 2C durante 7 dias

Suero (n=8) Plasma (n = 8)
Dias\temp. 4°C 37¢9C 4°C 37°C
0 99,41+0,4 % 98,1+1,31% 98,57+1,95% 99,01+1,24%
1 99,69 £ 0,02 % 99,7+0,21% 99,26 £ 0,61 % 96,76 £ 2,58 %
2 97,97 £2,12% 95,17+493 % 97,92+0,87 % 93,21+5,89 %
7 98,43+1,76 % 95,19+ 7,04 % 98,97 £ 0,69 % 83,68 +3,7 %*

Diferencias estadisticamente significativas: p < 0,05 (*); p < 0,01 (**)y p < 0,001 (***).

La inmunoreactividad de LEM 2/15 conjugado y matcado se valoré mediante citomettia de flujo utilizando
una cantidad constante de células U251 y mAb para comprobar si la conjugacion y el marcaje podian alterar la
especificidad del anticuerpo. Los resultados mostraron que la conjugacién del anticuerpo con DFO y su posterior

marcaje con ¥Zr no modifica sustancialmente la inmunoreactividad del anticuerpo intacto (figura 21).
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2.2. ¥Z+-DFO-IgG inespecifica

La conjugacién de la IgG inespecifica se realizé en las mismas condiciones que la de LEM 2/15, es decir, se incub6
el anticuerpo y la DFO en una relacién 5:1 durante 40 minutos a 37 °C. El marcaje de la DFO-IgG inespecifica se
realiz6 en las mismas condiciones que DFO-LEM 2/15 y, aunque el rendimiento medio fue infetior al obtenido
con DFO-LEM 2/15, en alguno de los casos se obtuvo un petfil de elucién muy similar (figura 22). El rendimiento
radioquimico y la actividad especifica fue de 40,64 + 24,44 % y 20,88 + 14,74 MBq/mg (0,56 £ 0,4 mCi/mg),
respectivamente. De igual forma, la distribucion de radiactividad entre los dos picos eluidos de la columna PD-10
(*Zt-DFO-IgG inespecifica y *Zt-DFO /*Zr libre) fue variable en los diferentes marcajes, representando la ¥Zr-
DFO-IgG inespecifica un 43,9 + 27,75 % (n = 4) de la actividad eluida. La pureza radioquimica del producto final
determinada por ITLC fue de 97,23 £ 3,4 % (n = 2).

o
Ln -
et
§o Figura 22. Perfil de elucion de la
27 IgG inespecifica marcada con %Zr
L .
ke a través de la PD-10.
>
°
P
o ]
Irs)
o nd

6 8 10

Volumen (ml)

N
o

66



RESULTADOS

La estabilidad de ¥Zt-DFO-IgG inespecifica fue muy elevada, al igual que para *Zr-DFO-LEM 2/15, aunque la
pureza radioquimica para la muestra incubada en plasma a 37 2C comenz6 a disminuir a los 2 dias (tabla 7). No
obstante, este resultado debe tomarse con cautela ya que solo se dispone de los valores correspondientes a un

experimento.

Tabla7. Estabilidad de #Zr-DFO-IgG incubado en suero y plasma humanos a 4 2C o 37 2C durante 7 dias

Suero (n=1) Plasma (n=1)
Dias\temp. 4°C 37°C 4°C 37°C
0 97,58 % 97,17 % 97,36 % 98,77 %
1 94,53 % 89,07 % 99,71 % 98,3 %
2 96,72 % 98,61 % 95,89 % 80,63 %
7 97,58 % 96,29 % 98,37 % 83,01 %

3. Modelos animales xenografts heterotéopicos subcutaneos de
glioblastoma

3.1. Modelos animales de U251 y MCF7 (grupo 1)

3.1.1. Estudios de biodistribucién ex vivo e imagen microPET de ¥Z+-DFO-LEM 2/15

Los ensayos de biodistribucion ex vivo e imagen PET se realizaron utilizando ratones portadores de tumores U251
y MCF7 implantados en los flancos derecho e izquierdo, respectivamente. La figura 23 representa los resultados
de la biodistribucion ex vivo en los diferentes tejidos a 1, 2, 4 y 7 dias posinyeccion. La captacion de ¥Zr-DFO-
LEM 2/15 en los tumores U251 fue mas alta que en MCF7 a las 24 horas posinyeccion (13,09 £ 2,12 % ID/g vs.
9,78 £ 1,77, respectivamente) y fue decreciendo significativamente con el tiempo (tabla 8). Entre U251 y MCF7
hubo diferencias de captacion estadisticamente significativas a los 1y 2 dias, pero no a los 4 y 7 dias. Ademas, los
datos revelaron una alta captacién hepatica durante todo el experimento. El hueso fue el Gnico tejido que mostrd
un incremento significativo a los 7 dias posinyeccion. El esqueleto supone un 10,73 % del peso corporal de un
ratén (media utilizada en torno a 24 gr), por tanto, un 4,43, 5,3, 5,2y 9,09 % de la dosis inyectada se encontraria

en el tejido 6seo alos 1, 2, 4 y 7 dias respectivamente®

. De igual forma, en estos animales, el porcentaje de dosis
inyectada depositada en el higado a los diferentes tiempos se encuentra entre un 16-20 % (20,06, 16,44, 16,12 y
16,47 % ID alos 1, 2, 4 y 7 dias respectivamente). Es decir, estos 6rganos (hueso e higado) serfan aquellos que

recibirfan la mayor parte de la dosis de radiacién absorbida por el animal.
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Figura 23. Biodistribucién ex vivo del modelo xenograft de U251y MCF7 (n = 14).

Tabla 8. Datos de la biodistribucién ex vivo de #Zr-DFO-LEM 2/15 (% ID/g) en varios tejidos de ratén del modelo xenograft de
U251y MCF7 (n = 14)
Organos 1dia(n=4) 2 dias (n=4) 4 dias (n=2) 7 dias (n = 4)
Sangre 10,91+1,34 8,69 + 2,89 6,33+2,91 3,38+ 1,59
Corazén 3,98 £0,35 3,04 £0,27 2,07 £0,55 1,56+0,21
Pulmén 4,7+0,20 4,23 +0,38 3,18+1,43 2,44 +0,73
Higado 15,89 +1,91 13,02 + 2,83 12,76 + 4,57 13,04 + 2,05
Bazo 7,05+1,06 6,2+1,73 5,78 +2,58 6,5%2,30
Rifones 5,33+0,90 4,87 +0,55 4,22 +1,49 3,8+0,81
Musculo 0,98 +0,33 1,14+0,40 0,51+0,53 0,67 +£0,27
Hueso 1,72+0,20 2,06 £0,28 2,02 +£0,96 3,53+1,06
Grasa 2,27 +1,80 1,65+1,0 0,49+0,16 0,55+0,21
Estomago 0,81+0,25 0,47 £0,23 0,35+0,0 0,33+0,05
Intestino 1,45+0,25 1,41+0,13 0,92 + 0,56 0,62 +0,32
Cerebro 0,31+0,04 0,24 £ 0,04 0,14 + 0,08 0,13 +0,04
Plasma 21,08 £1,30 17,33 +2,40 10,52 + 6,05 5,89+2,75
Tumor U251 13,09 + 2,12 11,11 +1,22 9,47 +2,83 6,16 + 1,06
Tumor MCF7 9,78 +1,77 8,67 +1,85 6,91+1,2 507+1,2
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Las imagenes realizadas mediante mictoPET/CT permiten visualizar adecuadamente ambos tumotes, y confirman
los resultados obtenidos mediante la biodistribucion ex vive. El tumor U251 mostré una aparente mayor captacion
que MCF7 en las imdgenes PET (figura 24 A). La sefial de ¥Zr-DFO-LEM 2/15 disminuyé en ambos tumores
significativamente alo largo del experimento. Asimismo, la captacion de ¥Zs-DFO-LEM 2/15 en U251 (8,23 + 1,71,
7,82 11,48, 06,24 + 1,29 y 4,88 £ 0,79 % ID/g a 1, 2, 4 y 7 dias posinyeccion) fue significativamente mayor que
en MCF7 (4,81 + 1,35, 5,20 £ 1,08, 3,97 + 0,80 y 2,99 + 1,06 % ID/g a 1, 2, 4 y 7 dias posinyeccion) (figura 24
B). La relacién en la captaciéon del radiotrazador tumor/sangre fue incrementindose con el tiempo en ambos
tumores, siendo significativamente mayor para el tumor U251 (0,85 £ 0,15, 1,02 + 0,42, 1,24 + 0,23 y 1,45 £ 0,83
al,2,4y7dias posinyeccién) que para MCF7 (0,49 £ 0,22, 0,63 £ 0,15,0,76 £ 0,16 y 0,81 £ 0,20 a 1, 2,4 y 7 dias

posinyeccién), indicando la utilidad de ¥Zt-DFO-LEM 2/15 para detectar este tipo de tumores mediante PET.

Modelo heterotopico subcutaneo de U251 y MCF7
GIER:! dia7

‘ : . ¢ ‘
P o ,\\ j
{ S 3

i O _
MCF7 p MCF/ Ty
U251 .- / S
=18 / : : -

AN

=

- U251 *k
. MCF7

- U251
* k% . MCF7

Ll
o

% 1D,
3 s/E
S

Ratio tumor/sangre

) =

K o
I *
*
*

I *

*

' '

0,0

tiempo (dias)

tiempo (dias)

Figura 24. Estudios microPET/CT de 89Zr-DFO-LEM 2/15 en ratones portadores de células U251 con expresion de MT1-MMP y células
MCF-7 sin expresion de MT1-MMP (n = 14). A. Imagenes microPET/CT tomadas a los 1, 4 y 7 dias posinyeccién. B. Capta-
cion de #Zr-DFO-LEM 2/15 por los tumores U251 y MCF7 (% ID/g). C. Ratio tumor/sangre. Diferencias estadisticamente
significativas: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) y p < 0,001 (***).
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La cuantificacion de la captacion del radiotrazador mediante PET permite realizar un estudio longitudinal en el
mismo animal y, de esta manera, reducir el nimero de animales en cada experimento, al no ser necesario su sacrificio
en cada punto experimental. La relaciéon de la captacion del radiotrazador en los tumores estimada por ambos
métodos (biodistribucion ex vivo vs. PET) mostré una dependencia lineal con una elevada correlaciéon. La recta de
regresion calculada para U251 tiene una pendiente similar a la encontrada para MCE7 (figura 25 A). La variabilidad
del % ID/g calculado por PET en funcién de la biodistribucién ex vivo se explica mediante las rectas de regresion
de U251 y MCF7 (R* = 96 % y 71 %, respectivamente). Asimismo, la correlacién entre ambos métodos también
se estudié en el poo/ sangre/corazon por el interés que supone utilizar estos datos para un analisis farmacocinético
(figura 25 B). Como en los casos anteriores, el modelo de regresion confirmé la dependencia lineal y la variabilidad
de los datos PET mediante los datos obtenidos de la biodistribucién ex vivo (R> = 97 %). Los resultados de la
regresion y correlacion entre ambos métodos indican que el analisis cuantitativo de las imdgenes PET permite

estimar la captacion del radiotrazador en diferentes 6rganos y tejidos, asi como evaluar su farmacocinética.
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Figura 25. Estudios de regresion lineal para los datos extraidos por biodistribucidn ex vivo e imagen PET. A. Tumor de la linea celular
U251 (azul) y MCF7 (rojo) y B. Pool sangre/corazén (PET) y sangre (ex vivo) (verde).
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3.1.2. Farmacocinética

Los parametros farmacocinéticos se determinaron a partir tanto de muestras de plasma extraidas en la biodistribucién
ex vivo como de los datos de imagen PET; ambos datos se obtuvieron de los animales que se sacrifican a lo largo
del experimento al finalizar la PET. En el caso de los datos obtenidos de las imagenes PET, el % ID/ml en
sangtre se estim6 mediante la recta de regresion correspondiente (figura 25 C) a partir de los datos del % ID/g
del poo/ sangtre/corazén. El % ID/ml de plasma se obtuvo de la ratio plasma/sangre obtenida de los valores de la
biodistribucion ex vivo (1,81 & 0,2). Los valores de los parametros farmacocinéticos estimados mediante un analisis

no compartimental de los datos obtenidos tanto por PET como ex »ivo fueron similares (tabla 9).

Tabla 9. Pardmetros farmacocinéticos del estudio de biodistribucién ex vivo (n = 14) y PET (n = 14)
Kel t, AUC,,_ MRT cl Vss
(d-1) (d) (% 1D*d/g) (d) (ml/d) (ml)
Ex vivo 0,22 3,22 121,06 4,68 0,83 3,87
PET 0,16 4,27 123,02 6,21 0,81 5,05

Por otra parte, la PET al tener un caricter no invasivo permite el estudio longitudinal de un mismo animal a lo largo
de todo el proceso experimental y, por lo tanto, podemos utilizar los datos del poo/ sangre/corazén de cada animal
por separado para realizar un analisis farmacocinético de forma individual con el fin de estimar los valores medios
y la variabilidad de los parametros farmacocinéticos. Dado que en el estudio de biodistribucion ex vivo, a 4 de los
animales se les hizo PET durante todo el proceso experimental, se obtuvieron los valores medios de los parametros
farmacocinéticos (tabla 10). Ademas, se realizé un contraste de hipétesis entre estos parametros y los calculados

con la biodistribucion ex vivo y PET, demostrando que no habia diferencias significativas apreciables entre ellos.

Tabla 10. Parametros farmacocinéticos de #Zr-DFO-LEM 2/15 estimados mediante PET en el estudio longitudinal (n = 4)

Kel t,, AUC,,_ MRT cl Vss
(d-1) (d) (% 1D*d/g) (d) (ml/d) (ml)
PET longitudinal | 0,19 +0,04 370£0,73 | 109,69+31,78 | 530107 0,97 £0,27 4,93+0,51

3.1.3. Inmunohistoquimica

Los tumores extraidos de los animales se tifieron mediante inmunohistoquimica utilizando LEM 2/15. Este estudio
confirmo la elevada expresion de MT1-MMP en los modelos tumorales de U251 (figura 26 A) y su ausencia en los
tumores MCF7 (figura 26 B). Ademas, para determinar con mas precision la localizaciéon de MT1-MMP se realizo
una doble tincién con LEM 2/15 y un marcador de proliferacién tumoral (Ki67) o un matcador vascular (CD31).
Las células tumorales (Ki67+) se tifieron para MT1-MMP (figura 26 C), mientras que la mayoria de las células
endoteliales (CD31+) no se tifieron con LEM 2/15 (figura 26 D), lo cual demuestra que la expresion de MT1-

MMP se localiza en las células tumorales con capacidad de proliferacion.
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Figura 26. Inmunohistoquimica del tejido tumoral de los ratones portadores de células U251 y MCF7. A. Corte de inmunohistoqui-
mica de un tumor U251 tefiido con LEM 2/15 positivo para MT1-MMP. Escala: 500 um. B. Corte de inmunohistoquimica
de un tumor MCF7 tefiido con LEM 2/15 negativo para MT1-MMP. Escala: 500 pm. C. Corte de doble inmunotincién de un
tumor U251 para MT1-MMP (rosa) y Ki67 (marrdn). Escala: 50 um. D. Corte de doble inmunotincién de un tumor U251
para MT1-MMP (rosa) y CD31 (marrdn). Escala: 50 um.

3.2. Modelos animales de U251 (grupo 2)

3.2.1. Imagen mictoPET/CT de ¥Zt-DFO-LEM 2/15 vs. ¥Zt-DFO-IgG inespecifica

La imagen PET mostr6 una mayor captacion de ¥Zs-DFO-LEM 2/15 que de ¥Zt-DFO-IgG inespecifica (figura
27 A). La captacion de ¥Zr-DFO-LEM 2/15 fue ligeramente mayor (8,04 + 0,97, 7,12 + 1,17, 6,05 + 1,69 y
5,05+ 1,29%1ID/gal, 3,6y 8 dias posinyeccion) que la de ¥Zsr-DFO-IgG inespecifica (6,34 = 2,48, 6,71 + 1,81,
544 + 1,65y 4,47 £ 1,15 % ID/g a los 1, 3, 6 y 8 dias posinyeccion), aunque no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos; la captacién disminuy6 significativamente a lo largo del tiempo tras la
administracién de ambos anticuerpos (figura 27 B). Sin embargo, la ratio tumor/sangre de ¥Zr-DFO-LEM 2/15
(0,67 £ 0,08, 0,81 + 0,09, 1,00 £ 0,30y 1,10 £ 0,33 a 1, 3, 6 y 8 dias posinyeccion) fue significativamente superior a
la de *Zr-DFO-IgG inespecifica (0,49 + 0,20, 0,66 £ 0,13,0,82 £ 0,16y 0,82 £ 0,252 1, 3, 6 y 8 dias posinyeccion),
y se incrementd de forma significativa a lo largo del experimento (figura 27 B). Por ultimo, también se analizd
por imagen la captacién hepatica de ambos radiotrazadores con el fin de comprobar si existfan diferencias en su
eliminacién por el higado. Los resultados fueron ligeramente supetiores para el anticuerpo ¥Ze-DFO-LEM 2/15
(10,65 £ 1,02, 9,30 £ 1,66, 8,33 + 1,44 y 7,99 + 1,69 % ID/g a 1, 3, 6 y 8 dias posinyeccién) que para la ¥Zr-
DFO-IgG inespecifica (9,06 £ 0,47, 8,35 £ 0,84, 7,17 £ 0,64 y 6,61 £ 0,44 % 1D /g a 1, 3, 6 y 8 dias posinyeccion).

Aunque no se encontraron diferencias estadisticamente significativas excepto para el primer dia del experimento.
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Modelo heterotépico subcutaneo de U251
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Figura 27. Estudios microPET/CT de %Zr-DFO-LEM 2/15 (n = 6) y %Zr-DFO-IgG inespecifica (n = 4) en ratones portadores de células
U251 que expresan MT1-MMP. A. Corte axial de imagenes microPET/CT de #Zr-DFO-LEM 2/15 (izquierda) y %Zr-DFO-IgG
inespecifica (derecha) inyectados a los 8 dias. Los tumores estan marcados con flechas. B. Captacion de #Zr-DFO-LEM 2/15
y 89Zr-DFO-IgG inespecifica (% ID/g) a los 1, 3, 6 y 8 dias posinyeccion. C. Ratio tumor/sangre de la captacién de los anti-
cuerpos radiomarcados. Diferencias estadisticamente significativas: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) y p < 0,001 (***).

3.2.2. Farmacocinética

El estudio farmacocinético no compartimental detrivado de los datos de % ID/ml de plasma, obtenidos a partir
del poo/ sangre /corazon de las imagenes PET, mostré que no hubo diferencias estadisticamente significativas entre

ambos mADb radiomarcados (tabla 11).

Tabla 11. Pardametros farmacocinéticos del estudio microPET/CT del modelo animal de U251 inyectado con %°Zr-DFO-LEM 2/15
(n = 6) o0 ®Zr-DFO-IgG inespecifica (n = 4)

Kel Gy AUC . MRT Cl Vss
Anticuerpo
(d-1) (d) (% 1D*d/g) (d) (ml/d) (ml)
LEM 2/15 0,15 +0,01 4,59 + 0,30 184,49 + 28,17 6,51+ 0,68 0,56 £ 0,10 3,60+ 0,68
1gG inespecifica 0,14 £ 0,003 4,85+ 0,09 245,13 £ 61,79 7,24 £ 0,45 0,43+0,12 3,13+1,03

Diferencias estadisticamente significativas: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**)y p < 0,001 (***).

La comparacién de los parimetros obtenidos de los animales inyectados con 20 pg de ¥Zr-DFO-LEM 2/15
(grupo 1) y de los inyectados con 65 ug (grupo 2) puso en evidencia que el aclaramiento plasmatico disminuy6

significativamente al aumentar la dosis inyectada (tabla 12), debido a que tanto la constante de eliminacién como
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el volumen de distribucion en estado estacionario también disminuyeron al incrementarse la dosis (Cl = Kel*Vss).
Ademas, el area bajola curva se incrementé al aumentar la dosis. Estos resultados demostraron que la farmacocinética
del anticuerpo no fue lineal a las dosis inyectadas de LEM 2/15 como consecuencia de su aclaramiento especifico
(mediado por la unién especifica del mAb a su diana); por tanto, al menos a la dosis de 20 ug, la diana (MT1-MMP)

no esta saturada.

Tabla 12. Parametros farmacocinéticos del estudio microPET/CT del modelo animal de U251 inyectado con 20 pg (grupo 1, n=4) o
65 ug (grupo 2, n = 6) de *Zr-DFO-LEM 2/15

T Kel t, AUC,,. MRT a Vss

LEM 2/15 (d-1) (d) (% ID*d/g) (d) (ml/d) (ml)
c(;;:p:g; 0,19 + 0,04 3,7040,73 109,69 + 31,78 5,30 + 1,07 0,97 0,27 4,93+0,51
Grupo 2 - " s
(65 pg) 0,15£0,01 4,59+0,30 184,49 £ 28,17 6,51+ 0,68 0,56 + 0,10 3,60 + 0,68

Diferencias estadisticamente significativas: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) y p < 0,001 (***).

3.2.3. Inmunohistoquimica y autorradiogratia

La inmunohistoquimica con LEM 2/15 y la autorradiografia digital revelaron que ¥Zs-DFO-LEM 2/15 se distribuia
homogéneamente en las regiones que expresaban MT1-MMP en los tumores de U251 (figura 28), confirmando la
captacion especifica del anticuerpo *Zr-DFO-LEM 2/15.

H&E ARG

Figura 28. Estudio por histologia, inmunohistoquimica y au-
torradiografia de los tumores xenografts heterotdpicos subcu-
& taneos de U251. Tincion hematoxilina y eosina (H&E), inmu-
nohistoquimica realizada con el anticuerpo LEM 2/15 (IHC) y
autorradiografia (ARG).

3.3. Modelos animales de TS543 (grupo 3)

3.3.1. Imagen microPET/CT de ¥Zt-DFO-LEM 2/15 vs. ¥Zt-DFO-IgG inespecifica

La imagen PET mostr6 una aparente mayor captacion de ¥Zr-DFO-LEM 2/15 que de ¥Zt-DFO-IgG inespecifica
(figura 29 A). La captaciéon de ¥Zr-DFO-LEM 2/15 (10,54 £ 3,14, 10,54 = 4,17 y 7,94 £ 388 % ID/ga 1,3y 6
dias) fue ligeramente mayor que la de *Zr-DFO-IgG inespecifica (8,79 £ 0,92, 8,01 £ 0,45y 5,76 + 0,43 % ID/g
a 1, 3 y 6 dias), encontrando diferencias estadisticamente significativas entre ambos anticuerpos a los 3 y 6 dfas
posinyeccién (figura 29 B). La ratio tumor/sangtre de ¥Zr-DFO-LEM 2/15 (0,61 + 0,25, 0,90 £ 0,18 y 1,06 + 0,22
a 1,3y 6 dias) fue similar a la observada para ¥Zr-DFO-IgG inespecifica (0,61 + 0,11, 0,68 + 0,24 y 0,91 £ 0,15
a 1, 3 y 6 dfas), excepto al tercer dia tras la inyeccion, siendo significativamente mayor (figura 29 C). Por ultimo,

al igual que en el grupo anterior, también se analizé por imagen la captacion hepatica de ambos radiotrazadores.
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Los resultados para ¥Zr-DFO-LEM 2/15 (11,56 + 4,61, 11,35 £ 4,12 y 1229 + 497 % ID/g a 1, 3 y 6 dias
posinyeccién) fueron similares a los de ¥Zr-DFO-IgG inespecifica (10,19 + 0,76, 11,14 £ 1,66 y 10,98 + 3,91 %

ID/g a1, 3y 6 dias posinyeccion), y ligeramente supetiores a los obtenidos en el modelo de U251.

Modelo heterotépico subcutaneo de TS543 #
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Figura 29. Estudios microPET/CT de %Zr-DFO-LEM 2/15 (n = 6) y %Zr-DFO-IgG inespecifica (n = 3) en ratones portadores de células
TS543 que expresan MT1-MMP. A. Corte axial de imagenes microPET/CT de #Zr-DFO-LEM 2/15 (izquierda) y #Zr-DFO-IgG
inespecifica (derecha) inyectados a los 6 dias. Los tumores estan marcados con flechas. B. Captacién de #Zr-DFO-LEM 2/15
y 89Zr-DFO-IgG inespecifica (% ID/g) a los 1, 3 y 6 dias posinyeccion. C. Ratio tumor/sangre de la captacidn de los anticuer-
pos radiomarcados. Diferencias estadisticamente significativas: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) y p < 0,001 (***).

4. Modelos animales ortotépicos de glioblastoma

4.1. Imagen microPET/CT de ¥Zr-DFO-LEM 2/15 vs. ®Zr-DFO-IgG
inespecifica en modelos animales de U251 (grupo 4)

La imagen PET mostr6 que no hubo pricticamente captacion de ambos anticuerpos (¥Zr-DFO-LEM 2/15 y ¥ Zt-
DFO-IgG inespecifica) en el cerebro (figura 30 A). La captacion de #¥Zs-DFO-LEM 2/15 en este modelo fue muy
infetior a la obtenida en los xenografts heterotépicos subcutineos de U251 (1,38 £ 0,27 vs. 7,82 + 1,48 % ID/g
en modelo ortotépico vs. modelo xenograft heterotopico subcutaneo para 20 pg a los 2 dias, respectivamente);
ademds, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos anticuerpos (figura 30 B). La
ratio tumor/sangre fue muy pequefia, sin diferencias significativas entre ambos anticuerpos (figura 30 C). Los
resultados de captacion hepatica de ¥Zr-DFO-LEM 2/15 (11,40 £ 0,70 y 10,78 £ 1,71 % ID/g a 2 y 4 dias
posinyeccién) fueron mayores que para ¥Ztr-DFO-IgG inespecifica (8,36 + 1,52y 8,47 = 2,86 % ID/ga 2y 4 dias

posinyeccion), con diferencias estadisticamente significativas a los 2 dias posadministracién.
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Modelo ortotopico de U251
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Figura 30. Estudios de microPET/CT de #Zr-DFO-LEM 2/15 (n = 5) y #Zr-DFO-IgG inespecifica (n = 5) en ratones portadores de células
U251 que expresan MT1-MMP implantadas intracranealmente. A. Corte axial (arriba) y corte sagital (abajo) a los 2 y 4 dias
posinyeccion con #Zr-DFO-LEM 2/15 (izquierda) o #Zr-DFO-IgG inespecifica (derecha). B. Captacién de %°Zr-DFO-LEM 2/15
y 89Zr-DFO-IgG inespecifica (% ID/g) en modelos ortotdpicos de U251 a los 2 y 4 dias posinyeccion. C. Ratio tumor/sangre
de la captacion de los anticuerpos radiomarcados. Diferencias estadisticamente significativas: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) y
p < 0,001 (***).
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4.2. Imagen microPET/CT de ¥Zr-DFO-LEM 2/15 vs. ®Zt-DFO-IgG
inespecifica en modelos animales de TS543 (grupo 5)

La imagen PET de los animales portadores de las neuroesferas TS543 inyectados con ¥Zr-DFO-LEM 2/15
mostro captacion en el cerebro (figura 31 A). Este modelo ortotdpico revel6 una captacion muy variable en ambos
anticuerpos, ademds, la captacion de ¥Zr-DFO-LEM 2/15 (7,98 + 3,40 y 7,51 £ 0,13 % ID/g a los 2 y 4 dias
posinyeccion) fue similar a la encontrada para ¥Zr-DFO-IgG inespecifica (7,17 £ 2,87 y 7,00 £ 4,20 % ID/g a
los 2y 4 dias posinyeccion) (figura 31 B). Unicamente se muestran los resultados a 2 y 4 dias posinyeccién debido
a la agresividad de estos tumores, lo que hace que no se disponga de suficientes animales a partir de pocos dias
tras la administracion del anticuerpo. Las relaciones tumor/sangre fueron ligeramente supetiores tras administrar
¥7+-DFO-LEM 2/15 (0,83 £ 0,50 y 1,09 £ 0,21 a los 2 y 4 dias posinyeccion) que ¥Zs-DFO-IgG inespecifica
(0,73 £ 0,23 y 0,71 * 0,49 a los 2 y 4 dias posinyeccién), aunque las diferencias no fueron estadisticamente
significativas (figura 31 C). La captacion hepatica de ambos anticuerpos fue similar a la encontrada en otros grupos,
aunque en este caso los resultados para *¥Zr-DFO-LEM 2/15 (12,04 + 1,44 y 11,92 + 3,03 % ID/g a 2 y 4 dias
posinyeccién) fueron mayores que para ¥Zr-DFO-IgG inespecifica (8,05 + 1,75y 7,90 = 1,30 % ID/g a 2 y 4 dias

posinyeccion), con diferencias estadisticamente significativas durante el segundo dfa.
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Figura 31. Estudios microPET/CT de %Zr-DFO-LEM 2/15 (n = 5) y 89Zr-DFO-IgG inespecifica (n = 3) en ratones portadores de células
TS543 que expresan MT1-MMP implantadas intracranealmente. A. Corte axial (arriba) y corte sagital (abajo) a los 2 y 4 dias
posinyeccion de #Zr-DFO-LEM 2/15. Los tumores estan marcados con flechas. B. Estudio cuantitativo de la captacion de
89Zr-DFO-LEM 2/15 y #Zr-DFO-IgG inespecifica (% ID/g) en modelos ortotdpicos de TS543 a los 2 y 4 dias posinyeccion. C.
Ratio tumor/sangre. Diferencias estadisticamente significativas: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) y p < 0,001 (***).
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4.3. Tincion de Evans

El colorante azul de Evans se emple6 como marcador de la integridad de la barrera hematoencefalica en ambos
modelos ortotépicos. El modelo U251 mostrd una tincion significativamente mas baja que el TS543 (9,14 = 3,14 y
39,35 £ 26,83 g de azul de Evans/g de tejido, respectivamente). Los ratones control con/sin una cirugfa simulada
de implantacién de células tumorales mostraron una tincién muy inferior (2,12 £ 0,77 y 2,03 £ 0,51 pg de azul
de Evans/g de tejido, respectivamente). Estos resultados indicaron claramente que la integridad de la barrera
hematoencefilica se encuentra bastante mas alterada en el modelo de neuroestferas TS543 que en el modelo de la
linea celular U251.

4.4. Inmunohistoquimica y autorradiografia A

Las secciones de los cerebros de los ratones portadores de
neuroesferas TS543 se procesaron convenientemente para
comprobar si la posible localizacion de MT1-MMP con el
anticuerpo LEM 2/15 se correspondia con su presencia en

células con un alto indice de proliferacién (Ki67) y/o en células

CDh31
MT1-MMP

del endotelio vascular (CD31). Los resultados confirmaron
que la expresion de MT1-MMP se detecté en las células
tumorales, pero no en el tejido sano o en las células endoteliales

vasculares (figura 32 A). Ademas, se comprobd mediante

autorradiograffa, la colocalizacién del radiotrazador (*Zt-DFO-
LEM 2/15) con la expresién de MT1-MMP, visualizada mediante

inmunohistoquimica (figura 32 B).

Figura 32. Estudio por histologia, inmunohistoquimica y autorradiografia de
los tumores ortotdpicos de TS543. A. Imagenes del cerebro con una doble
tincion para MT1-MMP y un marcador vascular (CD31) o tumoral (Ki67). B.
Hematoxilina y eosina (H&E), inmunohistoquimica con LEM 2/15 y autorra-
diografia (ARG) de ®Zr-DFO-LEM 2/15 que confirma la colocalizacién del ra-
diotrazador con la expresion de MT1-MMP.
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5. Modelo animal xenograft heterotoépico subcutaneo de

adenocarcinoma ductal pancreatico

5.1. Imagen microPET/CT de ¥Zr-DFO-LEM 2/15 en modelos animales de

CAPAN-2 (grupo 6)

Dos subgrupos de animales xenograft (modelo de PDAC)
fueron administrados con el anticuerpo ¥Zr-DFO-LEM
2/15 y, ademas, a uno de los subgrupos se le administr6
también 1 mg de LEM 2/15 con el fin de saturar su
aclaramiento mediado por MT1-MMP. La inyeccién en
exceso de LEM 2/15 no tuvo una repercusion clara en la
distribucién de la actividad, tal cual muestran las imagenes
PET (figura 33 A); en algunas de las imagenes (figura 33 A,
sin bloqueo y dia 1) se observé claramente una distribucion
heterogénea en el tumor, acumulandose la mayor parte de
la radiactividad en el exterior del tumor y sin captacion
en su parte central. La captacion de *Zr-DFO-LEM 2/15
(7,26 £ 1,02, 7,21 £ 0,92, 6,97 + 1,11 y 6,27 £ 0,98 %
ID/galos 1,3,5y 7 dias, tespectivamente) fue ligeramente
mayor que en los animales con bloqueo (6,84 * 1,20,
6,57 + 0,40, 5,89 = 0,064 y 5,58 £ 1,03 % ID/g a los 1,
3, 5y 7 difas, respectivamente), encontraindose diferencias
significativas solo a los 5 dias posadministracién (figura
33 B), y sin variaciones apreciables a lo largo del periodo
experimental. Los valores de captacion del anticuerpo
marcado a los 7 dias posinyeccion, obtenidos mediante
biodistribucion ex vivo, fueron ligeramente superiores a los
estimados mediante PET. La ratio tumor/sangre de *Z-
DFO-LEM 2/15 (0,83 £ 0,29, 0,93 + 0,32, 1,11 £ 0,83 y
1,52 £ 1,35 alos 1, 3, 5 y 7 dfas) fue superior al subgrupo
previamente inyectado con LEM 2/15 (0,73 £ 0,18,
0,89 £0,04,0,89 £ 0,05y 1,22 £ 0,38 alos 1, 3, 5y 7 dias),

encontrando diferencias significativas en los dltimos dias

Figura 33. Estudios microPET/CT de %Zr-DFO-LEM 2/15 (n = 4), al-
gunos con 1 mg de LEM 2/15 (n = 2), en ratones portadores de célu-
las CAPAN-2. A. Corte axial (arriba) y corte sagital (abajo) de ratones
inyectados con #Zr-DFO-LEM 2/15 (mitad superior) o %Zr-DFO-LEM
2/15 bloqueado con LEM 2/15 (mitad inferior) a los 1, 5y 7 dias
posinyeccion. Los tumores estan marcados con flechas. B. Captacion
tumoral (expresada en % ID/g) en modelos de CAPAN-2 a los 1, 3, 5
y 7 dias posinyeccion; también se muestra la captacidn obtenida ex
vivo. C. Ratio tumor/sangre a los 1, 3, 5y 7 dias posinyeccion. Dife-
rencias estadisticamente significativas: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**)y
p < 0,001 (***).
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posinyeccion (figura 33 C). Ademas, el incremento de las ratios con el tiempo fue significativo. Por dltimo, también
se analizé por imagen la captacion hepitica de ¥Zs-DFO-LEM 2/15 con el fin de evaluar si la coadministracion
de LEM 2/15 no marcado, en exceso, alteraba su biodistribucién de forma significativa. Los resultados para
¥7+-DFO-LEM 2/15 (11,19 £+ 2,22, 12,35 + 1,31, 10,59 + 1,31 y 9,21 £ 1,27 % ID/g a los 1, 3, 5y 7 dias,
respectivamente) fueron similares a los de los animales inyectados con un exceso de LEM 2/15 (10,49 £ 0,06,
10,08 £ 0,74, 10,15 + 0,18 y 8,38 £ 0,68 % ID/g alos 1, 3, 5y 7 dias, respectivamente).

Los valores de biodistribucion ex vivo obtenidos a los 7 dias tras el sacrificio de los animales se muestran en la
tabla 13, junto con los valores obtenidos mediante PET. La captacion es ligeramente mayor si se estima ex »00
que cuando se hace a partir de las imagenes PET en aquellos tejidos/érganos (higado, rifién, tumores, sangte,
hueso) con una mayor acumulacién del anticuerpo marcado, hecho constatado en la mayorifa de los estudios
cuantitativos PET. Ademas, los valores obtenidos fueron del mismo orden que los estimados en los modelos

xenograft heterotopicos de glioblastoma.

Tabla 13. Estudio de biodistribucion ex vivo y PET a los 7 dias posinyeccion de #Zr-DFO-LEM 2/15 (n = 4), algunos con 1 mg de LEM
2/15 (n = 2), en ratones portadores de tumores CAPAN-2. Los valores se expresan como % ID/g

89Zr-DFO-LEM 2/15 89Zr-DFO-LEM 2/15 + 1 mg LEM 2/15
Organo ex vivo PET ex vivo PET
Sangre 4,35 +0,89 3,77 £1,09 6,34+ 0,98 4,59+0,14
Corazon 1,98+0,43 - 2,46 £ 0,15 -
Pulmén 2,80+0,28 - 3,56 £ 0,08 -
Higado 10,28 +2,12 9,21+1,27 10,57 £ 0,88 8,38+0,68
Bazo 7,73 2,75 - 8,78+ 1,13 -
Rifiones 3,70£0,59 2,82+0,49 4,08 £ 0,03 3,07+0,26
Musculo 0,86 +0,19* 1,49 +0,28* 0,89 £0,15 0,85+ 0,60
Grasa 1,86 +0,17 - 2,15+0,51 -
Hueso 5,68 + 0,55* 3,03+0,71* 4,80+0,47 4,01+0,28
Estomago 0,64 +0,40 - 0,74 +0,62 -
Intestino 0,89+£0,21 - 0,65 £ 0,46 -
Pancreas 0,85+0,21 - 2,37 +£2,10 -
Cerebro 0,17 £0,03* 0,63 £0,29* 0,16 + 0,03* 0,88 + 0,10*
Plasma 7,70 £ 2,46 - 12,06 £ 2,92 -
CAPAN-2 7,36 £0,93 6,27 £0,98 6,48 + 0,16 5,58 +1,03

Diferencias estadisticamente significativas: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) y p < 0,001 (***).
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5.2. Farmacocinética

El andlisis farmacocinético de la variacion plasmiética de las concentraciones de *Zr-DFO-LEM 2/15 con/sin
exceso de LEM 2/15 mostro ligeras diferencias en alguno de los parimetros farmacocinéticos tales como Kel, t, ,,
MRT o Cl (tabla 14). El ligero incremento de la semivida biolégica de eliminacion y del tiempo medio de residencia,
junto con la disminucién del aclaramiento plasmatico puede deberse a que el exceso de LEM 2/15 sature los
mecanismos de eliminacion tanto especificos como no especificos. La aparente falta de significacion estadistica, en
este caso, probablemente sea debida al pequefio numero de animales administrados con un exceso de LEM 2/15

que se han utilizado en el estudio (n = 2).

Por otra parte, los valores de los diferentes parimetros farmacocinéticos de *Zr-DFO-LEM 2/15 son muy
similares a los obtenidos en los modelos xenograft heterotépicos de GBM con la linea celular U251 (tabla 12), lo
que pone de manifiesto la utilidad de los estudios PET para realizar un analisis farmacocinético de anticuerpos

marcados con emisores positronicos en animales de experimentacion.

Tabla 14. Parametros farmacocinéticos del estudio microPET/CT del modelo animal de CAPAN-2 inyectado con %Zr-DFO-LEM 2/15
(n =4) o bloqueado con 1 mg de LEM 2/15 e inyeccidén de #Zr-DFO-LEM 2/15 (n = 2)

Kel tl/z AUCO_)» MRT Cl Vss
(d-1) (d) (% 1D*d/g) (d) (ml/d) (ml)
*2r-DFO- 0,17 + 0,05 4,18 £ 0,94* 145,82 + 35,39 6,20 £ 1,31* 0,72+0,19 4,28 +0,15
LEM 2/15 ) Yy ’ Yy ’ 39, ) =4 ) Yy, ’ Y,
Bloqueo 0,12 + 0,002 5,81+0,14* 185,95 + 10,06 8,24 +0,31* 0,54 £ 0,03 4,44 +0,41

Diferencias estadisticamente significativas: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) y p < 0,001 (***).

5.3. Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica de las secciones de los tumores de CAPAN-2, 7 dias después de la inyeccion de ¥Zs-DFO-
LEM 2/15, mostt6 las caracteristicas habituales de un PDAC, formado por células atipicas formando estructuras
glandulares o tubulares, a menudo complejas e incompletas, de forma irregular y embebidas en un denso estroma
desmoplasmico. Ademas, en las secciones analizadas, se observé una mayor expresion de MT1-MMP en los bordes
del tumor que en el centro (figura 34), corroborando los resultados obtenidos al analizar las imagenes PET (figura

33A) donde se apreciaba una mayor acumulacién de la actividad en la parte externa de los tumores que en su
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Figura 34. Estudio de inmunohistoquimica de los tumo- PR e h " B :; Rl gl ,‘,.';'N,l
res xenografts heterotdpicos subcutaneos de CAPAN-2 por : i —-:."i’:“ L NS \ W
LEM 2/15 (marrdn). En la seccién superior se puede obser- e
var la distribucién de la MT1-MMP fundamentalmente en : 1000 pum

el borde del tumor (escala: 1000 um), y en la seccién infe-
rior se muestra una ampliacién (escala: 50 um).
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6. Modelos animales ortotopicos de adenocarcinoma ductal
pancreatico

0.1. Seleccion del xenoinjerto de PDAC

La expresion de MT1-MMP en varias muestras derivadas de pacientes de PDAC de la coleccién de modelos del
Dr. Hidalgo (CNIO) se evalué mediante inmunohistoquimica con LEM 2/15 con el fin de establecer los modelos
xenograft ortotopicos PDX. Tal como se observa en la figura 35, las muestras varfan considerablemente en cuanto
a su expresion de MT1-MMP, seleccionandose la muestra PANC 198 como aquella con mayor expresion y, por

tanto, adecuada para el desarrollo de los modelos PDX.

Figura 35. Inmunohistoquimica de diversas muestras de adenocarcinomas ductales de pancreas de pacientes, utilizando LEM 2/15
como agente de tincidn para evaluar la expresién de MT1-MMP. A la derecha se observa la tincion de la muestra PANC198, positiva
para la metaloproteasa, frente a una muestra de pancreas de un paciente sano (a la izquierda).

Una vez establecido el modelo PDX, se valoré si producia metastasis en ratones NSG. Para ello, se realiz6 una
inmunohistoquimica con LEM 2/15 (para reconocer la expresion de MT1-MMP) en secciones de pancreas e
higado (6rgano en el que se esperaban metdstasis) y con una sonda anti-ALU (ALU es un fragmento de ADN
presente en el genoma de los primates) para reconocer la procedencia humana de las células en cuestion (figura
36). Los resultados confirmaron que la expresién de MT1-MMP se correspondia con células tumorales humanas

tanto en el pancreas como en las metdstasis hepaticas.
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Figura 36. Andlisis de la expresién de MT1-
MMP en ratones xenograft metastdsicos para
PDAC. (Arriba) Seccidn de un tumor PDAC con
potencial metastasico implantado ortotdpica-
mente en ratones hembras NSG. La presencia
de células tumorales humanas se visualiza
facilmente en el tejido del raton mediante
la sobreexpresion de MT1-MMP (izquierda)
y su colocalizacién con el marcador humano
(derecha). (Abajo) Seccién de higado marcada
con sonda ALU (derecha) y LEM 2/15 (izquier-
da). Escala: 1000 pm.

MT1-MMP ALU

0.2. Modelo derivado del tumor de un paciente (grupo 7)

6.2.1. Imagen microPET/CT de *Zt-DFO-LEM 2/15

El anticuerpo ¥Zsr-DFO-LEM 2/15 se inyectd tanto en ratones que portaban el tumor ortotépico PDAC de
origen humano como en ratones sin tumor (control), monitorizando durante 7 dias su biodistribucién mediante
PET. El analisis de las imagenes PET de los ratones PDX mostré una sefial clara e inequivoca en la zona del
pancreas a diferencia de los ratones control, donde delimitar el pancreas fue una tarea ardua al no diferenciarse
con el CT de otros tejidos blandos (figura 37 A). La captacion de ¥Zs-DFO-LEM 2/15 fue mayor en los animales
con tumor (8,39 + 1,22, 7,97 £ 1,19, 8,42 + 0,98 y 6,84 + 2,62 % ID/g a los 1, 2, 4 y 7 dias, respectivamente)
que en los animales control (5,54 + 0,15, 5,91 + 0,65, 5,74 £ 1,40 y 5,29 + 1,28 % ID/g a los 1, 2, 4 y 7 dias,
respectivamente), con diferencias estadisticamente significativas durante los primeros dias posinyeccion (figura 37
B). La ratio tumot/sangtre de ¥Zr-DFO-LEM 2/15 en los ratones con tumor (0,85 £ 0,36, 1,29 + 0,48, 1,58 + 0,92
y 2,28 £3,85alos 1, 2,4y 7 dias, respectivamente) fue supetior a los animales sin tumor (0,64 £ 0,01, 0,79 £ 0,08,
0,92 £ 0,12y 1,61 £ 0,33 alos 1, 2, 4 y 7 dias, respectivamente), con diferencias estadisticamente significativas
a 1y 4 dias posinyeccién (figura 37 C). La captacion hepatica de #Zt-DFO-LEM 2/15 en los animales PDX de
PDAC (12,86 + 2,17,13,34 + 225,1335 £ 2,80y 12,51 + 3,00 % ID/g alos 1, 2, 4 y 7 dias, respectivamente) fue
ligeramente superior a la encontrada en los ratones control (9,39 * 1,20, 9,29 + 0,94, 8,82 £ 0,99 y 8,51 + 0,14 %

ID/galos 1,2, 4y 7 dias, respectivamente), con diferencias no significativas desde el punto de vista estadistico.

83



DESARROLLO DE UNA SONDA MOLECULAR POR INMUNO-PET PARA LA METALOPROTEASA MT1-MMP CON APLICACION EN ONCOLOGIA
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Figura 37. Estudios de microPET/CT de %Zr-DFO-LEM 2/15 en un modelo ortotépico de un PDX de PDAC (n = 3) y animales control
(n = 2). A. Corte axial (arriba) y corte sagital (abajo) de ratones portadores de un tumor ortotdpico (mitad superior) o
control (mitad inferior) alos 1, 5y 7 dias posinyeccidn de 8Zr-DFO-LEM 2/15. Los tumores estan marcados con flechas. B.
Estudio cuantitativo de la captacion de #Zr-DFO-LEM 2/15 (% 1D/g) en modelos ortotdpicos y animales control a los 1, 2,
4y 7 dias posinyeccion, ademas de ex vivo el 7 dia. C. Ratio tumor/sangre a los 1, 2, 4 y 7 dias posinyeccidn, ademas de ex
vivo el 7 dia. Diferencias estadisticamente significativas: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) y p < 0,001 (***).

El valor de la captacién de ¥Ze-DFO-LEM 2/15 en el pancreas del modelo PDX, estimado tras el andlisis de
las imagenes PET, es supetior al obtenido en el contador gamma (6,84 £ 2,62 frente a 3,12 = 1,25 % ID/g,
respectivamente); este resultado es consecuencia de la contribucion que tiene la elevada sefial observada en el higado
en la cuantificacion del pancreas dada su proximidad en la imagen PET (tabla 15). De igual forma sucede en los
ratones sanos, donde la captacion en el pancreas obtenida por PET es considerablemente mayor a la obtenida tras
biodistribucion ex vivo (5,29 + 1,28 frente a 1,43 £ 0,84 % ID/g, respectivamente). Estos resultados sugieren que
los valores de captacion de ¥Zr-DFO-LEM 2/15 obtenidos en el pancreas mediante PET estén sobrevalorados,
hecho que se manifiesta en mayor grado en los ratones sanos; asi, mientras que la relacion PET/ex vivo es 2,2
veces en ratones PDX, esta es de 3,7 en ratones sanos. La captacién hepitica del radiotrazador determinada ex
vivo fue muy similar a la obtenida mediante PET tanto en los ratones PDX (13,83 + 4,42y 12,51 £ 3,00 % ID/g,
respectivamente) como en los control (8,76 £ 0,44 y 8,51 £ 0,14 % ID/g, respectivamente). Al igual que en el
modelo de GBM, se pudo calcular el porcentaje de dosis inyectada que se acumuld en el higado al séptimo dia de
la inyeccién de ¥Zr-DFO-LEM 2/15. La acumulacién fue superior en los ratones PDX (17,47 + 2,96 % ID) en
comparacién con los animales control (10,25 + 2,09 % 1D), aunque sin diferencias estadisticamente significativas.

No obstante, dicha acumulacién fue similar a la observada en el grupo de GBM (alrededor del 16 % de la dosis
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inyectada). Es interesante remarcar que hubo un ratén PDX de PDAC que no se utilizé en los datos porque mostrd

una captacion hepatica inusualmente alta (43,30 % ID/g y 44,28 % ID a los 7 dias ex ivo) con una menor actividad

en sangre (0,15 % ID/ml frente a 3,15 + 1,79 % ID/g para el resto de ratones PDX de PDAC a los 7 dias ex vivo).

Tabla 15. Estudio de biodistribucidn ex vivo y PET a los 7 dias posinyeccion de %°Zr-DFO-LEM 2/15 de ratones PDX de PDAC (n=3)y
control (n = 2). Los valores vienen dados por el % ID/g

PDX

CONTROL

Organo
Sangre
Corazén
Pulmén
Higado
Bazo
Riflones
Musculo
Grasa
Hueso
Estémago
Intestino
Pancreas
Cerebro

Plasma

ex vivo

3,15+ 1,79

1,83+0,44

2,26 £0,55

13,83 £ 4,42

5,52+1,68

9,97 +11,91

0,61+0,21

0,86 +0,66

2,58 £ 0,42**

1,02 +0,60

0,89 £ 0,27

3,12+1,25

0,14 £ 0,07

6,12 + 4,36

PET

2,84 +0,89

12,51 + 3,00

4,92 +0,33

2,70+0,36

0,51+0,43

0,95+ 0,34**

6,84 + 2,62

0,70+0,31

ex vivo

3,36 £1,45

1,65+0,13

2,98 £0,55

8,76 £ 0,84

5,79+0,86

3,58+0,33

0,95+0,29

1,60 £ 0,65

3,67 £0,97

1,53+0,31

0,92 +0,13

1,43+0,84

0,13 +0,05

5,14 + 2,28

PET

3,44 +1,50

8,51+0,14

4,08 +0,87

2,27 +0,33

0,83 +0,17

0,87 £0,17

5,29+1,28

0,57 +0,36

Diferencias estadisticamente significativas: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) y p < 0,001 (***).

6.2.2. Farmacocinética

El analisis farmacocinético de ¥Zs-DFO-LEM 2/15 de los animales PDX y control no mostrd diferencias

estadisticamente significativas en cuanto al valor de los parametros farmacocinéticos (tabla 16). Ademas, se

obtuvieron valores muy similares a los encontrados en el modelo de PDAC utilizando la linea CAPAN-2 (tabla 14),

lo cual pone de manifiesto que la farmacocinética del anticuerpo LEM 2/15 no se ve modificada en estos modelos

animales.
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Tabla 16. Parametros farmacocinéticos del estudio microPET/CT del modelo animal PDX de PDAC (n = 3) y grupo control (n = 2) tras
la inyeccidn de 20 g de %Zr-DFO-LEM 2/15. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos

grupos
Kel t1/z AUCo-)u MRT cl Vss
(d-1) (d) (% 1D*d/g) (d) (ml/d) (ml)
Tumor 0,19 + 0,05 4,25+0,91 131,86 + 26,56 6,04 £ 1,27 0,76 £ 0,23 4,54 +0,16
Control 0,17 + 0,056 4,74 £ 2,27 144,93 + 54,20 6,77 £3,22 0,74 +0,28 4,58 +0,51

6.2.3. Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica con LEM 2/15 de las secciones de pancreas de ratones PDX evidenci6 la clara expresion
de MT1-MMP en las células tumorales de origen humano (figura 38 A), a diferencia de los pancreas de los
ratones control donde no se visualizé la metaloproteasa (figura 38 B). Las células tumorales de origen humano se

diferenciaron bien de las células de ratén por su mayor tamafio.

Figura 38. Analisis de la expresion de MT1-MMP en ratones PDX y control mediante inmunohistoquimica con LEM 2/15. A. Tejido de
tumor implantado en el pancreas de un roedor donde se observa la expresiéon de MT1-MMP en células tumorales (ma-
rrén). B. Pancreas de un ratén control. Escala: 50 um.

86



RESULTADOS

0.3. Modelo metastasico (grupo 8)

6.3.1. Imagen mictoPET/CT de ¥Zr-DFO-LEM 2/15

El radiotrazador ¥Zr-DFO-LEM 2/15 se administré
a ratones NGS, los cuales tienen la capacidad de
desarrollar metastasis cuando se les implantan
tumores de pancreas de origen humano. La elevada
mortalidad de estos ratones, observada ya al primer
dia posinyeccion de ¥Ze-DFO-LEM 2/15, permiti6
monitorizar solamente un animal tanto del modelo
metastasico como del control. La imagen PET mostré
claras diferencias en la captacion de *Zr-DFO-LEM
2/15 en la zona abdominal entre el animal portador
del tumor y el control (figura 39). Los resultados de
la cuantificacién de la captacion de *Zr-DFO-LEM
2/15 en la zona abdominal en el modelo de tumor
metastasico (5,7, 7,11, 5,97 y 5,98 % ID/g alos 1, 2, 4
y 7 dias posinyeccion) fueron muy superiores a los del
raton control (1,63, 1,53, 1,27 y 0,97 % ID/g a los 1,
2,4y 7 dias posinyeccién). La ratio tumor/sangre del
modelo de metastasis (0,96, 1,60, 1,61 y 3,71 alos 1, 2,
4y 7 dias posinyeccion) fue muy superior a la analizada
en el animal control (0,17, 0,20, 0,17 y 0,15 a los 1,
2, 4 y 7 dias posinyeccion). Respecto a las metastasis,
no se encontraron en las imagenes PET indicios en

los 6rganos donde se esperaban observar, tales como

higado y pulmon.

6.3.2. Inmunohistoquimica

Modelo metastasico de PDX de PDAC
dia 1 dia 4

8

L}

Figura 39. Estudios de microPET/CT con 89Zr-DFO-LEM 2/15 en
un modelo de metastasis de un tumor derivado de un paciente
con PDAC (mitad superior) y en un ratén control NSG (mitad in-
ferior). Corte axial (arriba) y corte sagital (abajo) de un modelo
de metastasis en ratén o control a los 1, 5y 7 dias posinyeccién
de 89Zr-DFO-LEM 2/15. Los tumores estan marcados con flechas.

La evaluacién de la expresion de MT1-MMP con LEM 2/15 mediante inmunohistoquimica en el raton PDX

metastasico mostrd que el tumor desarrollado en la zona abdominal, de gran tamafio, expresaba claramente MT1-

MMP (figura 40 A). Mientras que en el tejido hepatico no se encontraron metastasis (figura 40 B), en el pulmén

se visualizaron pequefios grupos de células metastasicas que expresaban MT1-MMP (figura 40 C) y, que debido

a su pequefio tamafo (inferiores en todos los casos a 0,5 mm de diametro), no pudieron ser detectados mediante

PET. Los resultados muestran que la MT1-MMP se expresa tanto en el tumor primario como en las metastasis que

comienzan a desarrollarse en el pulmon.
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Figura 40. Analisis de la expresién de MT1-MMP mediante inmunohistoquimica con LEM 2/15 en el modelo metastasico de PDX. A.
Tejido de tumor implantado en el pancreas de un roedor donde puede observarse la expresion de MT1-MMP (marrén). B.
Tejido de higado. C. Tejido de pulmdn donde puede observarse la expresion de MT1-MMP en pequefias metdstasis. Escala:
50 pm.
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El glioblastoma y el adenocarcinoma ductal de pancreas son, actualmente, dos de los tumores con mayor mortalidad
que existen a pesar de los avances tanto del diagnéstico como del tratamiento oncolégico durante las ultimas
décadas'"?". La mejora del diagndstico en estas patologias, junto con un mayor conocimiento de su fisiologia,
podtia ayudar no solo en la seleccion y monitorizacion del tratamiento sino también en el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas que podrian incrementar las tasas de supervivencia de los pacientes. En este sentido, una
herramienta diagnoéstica que aportara mayor sensibilidad, especificidad y exactitud en la deteccion de este tipo
de tumores serfa clave en la practica clinica. Hoy en dia, buena parte de la toma de decisiones en oncologia
se basan en el uso de técnicas de imagen no invasivas como la CT, la MRI o la PET. La MRI es la técnica de
referencia en el diagnostico del GBM, aunque tiene sus limitaciones en cuanto a la identificacion del grado del
tumor, dificultad para determinar la cantidad de células tumorales infiltradas entre el tejido cerebral y problemas
al diferenciar el tumor del resto de tejidos debido a los cambios inducidos por el tratamiento (pseudoprogresion

y pseudorespuesta)'’

. En lo que respecta al PDAC, la técnica de referencia, la CT, también presenta limitaciones
tales como una escasa sensibilidad para detectar tumores pequeflos y metastasis en los nddulos linfaticos, ademas
de poca exactitud en la deteccion de metastasis hepaticas pequefias y peritoneales®'"*'%. Las técnicas de referencia
pueden complementarse con la PET en el diagndstico de ambos tipos de tumores. La "F-FDG tiene una
utilidad limitada en el diagnéstico del GBM, debido al elevado consumo de glucosa por parte del cerebro, por
lo que se han descrito otros radiotrazadores que muestran un gran potencial para el diagndstico de este tipo de
tumores cerebrales, por ejemplo, la "C-MET, la ""F-FET, la ""F-FLT o la "*F-FMISO"*". La combinacién de la
CT con la PET utilizando ®F-FDG es una herramienta sensible para la deteccién de PDAC, aunque tiene poca

214,216

sensibilidad para la localizacién de metastasis en los nédulos linfaticos y en el peritoneo . La utilizacién de otros

22 Con todo lo anterior

radiotrazadores en el diagnéstico de PDAC, como la ¥F-FLT, tiene un uso muy limitado
en mente, el desarrollo de nuevos radiotrazadores o radiofarmacos que puedan dar nueva informaciéon acerca
del desarrollo, antes y durante el tratamiento, de estos tumores podtia incrementar el éxito de las terapias contra
el cancer. En este sentido, la inmunoPET es una técnica emergente que atna la especificidad de los anticuerpos
por antigenos concretos y la sensibilidad de la PET*. Asimismo, los anticuerpos monoclonales son una de las
principales herramientas utilizadas en la inmunoterapia, por lo que esta técnica también puede utilizarse para la

seleccion de la terapia mas adecuada y su seguimiento™***.

La utilidad de MT1-MMP como biomarcador de GBM ha sido descrita por varios investigadores del CNIO asi
como en otros estudios” . El analisis bioinformatico de la base de datos REMBRANDT confirmo la correlacién
positiva entre el aumento de la expresion de MT1-MMP con los grados tumorales avanzados, malignidad y corta
tasa de supervivencia general del paciente de GBM (anexo 2). Asimismo, varios estudios han sefialado que la MT1-

MMP también podtia ser una diana interesante para el diagndstico de PDAC™”,

Hste trabajo describe el desarrollo de un radiotrazador basado en la deteccién cuantitativa de la expresion de MT1-
MMP a través de la inmunoPET, siendo la primera tesis publicada en Espafia sobre este tema. Una vez elegida
la diana, el mAb de origen murino LEM 2/15 se seleccioné por su alta especificidad, asi como pot sus posibles
propiedades terapéuticas al inhibir la actividad colagenasa de MT1-MMP, y se marcé con el radiontclido ¥ Zt!3%1%,

Posteriormente, algunas propiedades importantes en el disefio de radiotrazadores basados en anticuerpos tales
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como el nimero de quelantes por anticuerpo, su estabilidad e inmunoreactividad se evaluaron 7 vitre. Por ultimo,
la sonda ¥Zsr-DFO-LEM 2/15 se evalud 7z vivo en modelos animales de cancer (GBM y PDAC) en un escaner
microPET/CT.

1. Radioquimica

El nimero de moléculas de agente quelante (deferoxamina) que se unieron por cada molécula de anticuerpo (LEM
2/15) fue del orden de 2-3, no afectando a la inmunoreactividad del anticuerpo, tal como se demostré mediante
citometria de flujo. El rendimiento radioquimico y la actividad especifica del radiotrazador ¥Zs-DFO-LEM 2/15
fueron acordes a los resultados encontrados en otros trabajos de inmunoPET*?%%% El mismo protocolo de
conjugacién con DFO y marcaje con ¥Zr aplicado a un anticuerpo inespecifico comercial (IgG,) resulté, en algunos
casos, en un peor rendimiento radioquimico y, por tanto, en su actividad especifica; no obstante, el radiotrazador
#Z1-DFO-IgG, obtenido permiti6 realizar estudios de imagen molecular en condiciones similares a los realizados
con ¥Zr-DFO-LEM 2/15. La pureza radioquimica media final de ambos radiotrazadores, estudiada mediante

ITLC, fue mayor del 97 %, dentro del rango desctito en otros trabajos®2¥.

La incubacion de #¥Zs-DFO-LEM 2/15 y ¥Zt-DFO-IgG durante 7 dias en suero humano revel6 la alta estabilidad

de ambos radiotrazadores, tanto a 4 °C como a 37 °C, acorde con lo establecido previamente**"

. Sin embargo,
esta fue inferior al incubar ambos radiotrazadores en plasma humano a 37 °C. La utilizacién de plasma sanguineo
para el estudio de la estabilidad # vitro es mas real que el uso de suero. Esta pérdida de estabilidad podtria explicar
en gran parte el aumento de la captacion de ¥Zr de manera inespecifica por parte del hueso a lo largo de los

expetimentos®'.

2. Estudios en modelos animales xenografts heterotopicos
subcutaneos de glioblastoma multiforme

Los primeros expetimentos con el radiotrazador ¥ Zr-DFO-LEM 2/15 se realizaron en modelos animales xenograft
heterotépicos subcutaneos de GBM. La biodistribucion ex vivo (grupo 1) del #¥Ze-DFO-LEM a lo largo de 7 dias
en ratones portadores de tumores U251 y MCF7 mostré una disposicién del anticuerpo en el organismo similar
a la descrita en otros trabajos de inmunoPET**>*3, El tumor derivado de la linea celular U251 (expresa MT1-
MMP) mostrd una captacion significativamente mayor a los dos primeros dfas que el tumor control MCF7 (MT1-
MMP negativo). Sin embargo, no se observé un incremento significativo de la captaciéon de #¥Zr-DFO-LEM 2/15
durante los 7 dias del experimento en los tumores U251, sino mas bien al contratio, una tendencia a disminuir
con el tiempo. Este resultado contrasta con los datos obtenidos en otros trabajos de inmunoPET en los que el
complejo radiotrazador-proteina diana sufre un proceso de internalizacién vy, por tanto, de residualizacién del
#7r en el interior de la célula, el cual se refleja en un incremento de la captacion en el iempo®#*2. Asimismo,
resaltar que, aunque en menor grado que en los tumores U251, la captacion en los tumores derivados de la linea
MCEF7 fue superior a otros tejidos; este fenémeno se puede explicar por el efecto EPR, caracterizado por una
neovasculatura tumoral que difiere de la de los tejidos sanos (vasos sanguineos irregulares, con células endoteliales
con grandes fenestraciones), y que le confiere mayor permeabilidad a los componentes del plasma sanguineo,

junto con un retorno venoso lento y un pobre aclaramiento linfatico, lo que produce una mayor acumulaciéon de
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grandes macromoléculas (como los anticuerpos) en el espacio intersticial de la masa tumoral®’. Igualmente, la
acumulacion del anticuerpo en los tumores U251 debida a la unién especifica a su diana se vera favorecida por
el propio efecto EPR en dicha masa tumoral. No obstante, el efecto EPR de dos lineas de cancer cuyo origen es
muy diferente (U251, tumor cerebral, y MCF7, cancer de mama) puede ser dispar®®. Ademads de la acumulacién en
ambos tumores, los 6rganos que mas captacion del radiotrazador presentaron fueron el higado y el bazo. Asimismo,
solo un tejido, hueso, mostré un incremento a lo largo del tiempo (de 1,72 + 0,20 2 3,53 £ 1,06 % ID/galos 1y
7 dias posinyeccion de ¥Zr-DFO-LEM 2/15, respectivamente). La acumulacion de ¥Zr en hueso, especialmente
en los lugares donde la formacién es mas activa como la epifisis, ha sido descrita por diversos estudios y es debida
a cierta inestabilidad 7z vivo del complejo ¥ Zr-DFO*'*%° Un aspecto interesante que se detiva de los estudios
de biodistribucion es la posibilidad de estimar la dosis de radiacién que recibitian aquellos tejidos/6rganos con
un mayor acumulo del anticuerpo en aquellos pacientes que recibieran un anticuerpo marcado con *Zr. En este
sentido, el higado, 6rgano donde se acumula aproximadamente el 16 % de la dosis inyectada, y el hueso (en torno

al 9 % de la dosis inyectada a los 7 dias posinyeccion del trazador) serfan los mas comprometidos.

Los animales del grupo 1 inyectados con el radiotrazador, ademas de la biodistribucion ex vivo, también fueron
monitotizados por un escaner mictoPET/CT. En este estudio se evidenciaron las diferencias en la captacion de
#7:-DFO-LEM 2/15 entre U251 y MCF7 encontradas ex »ivo. Sin embargo, la captacion también evidencié una
disminucion estadisticamente significativa en el tiempo. Los resultados sugieren que otros procesos de la biologfa
de la MT1-MMP, ademas de la propia internalizacion del complejo ¥Zs-DFO-LEM 2/15-MT1-MMP, pueden
estar implicados en la captacion tumoral del radiotrazador. Dichos procesos podtian abarcar desde el corte y
liberacién de ectodominios de la metaloproteasa anclada en la membrana plasmatica hasta la propia regulacién de
su expresion en presencia del anticuerpo. La relacion tumor/sangte se estudié para evaluar tanto la retencion del
radiotrazador en la masa tumoral como estimar el mejor tiempo al cual se podtian obtener imagenes con el mayor
contraste posible. La relacion se incrementé significativamente con el tiempo en ambos tipos de tumores, aunque
dicho aumento fue mayor para U251 que para MCF7, indicando una retencién especifica para ¥Zt-DFO-LEM
2/15.

Dos modelos de xenograft heterotopicos a los que se les inyecté *Z-DFO-LEM 2/15 y el control ¥Zr-DFO-
IgG inespecifica se desarrollaron con el fin de evaluar la captaciéon de ambos radiotrazadores en el mismo tipo
de tumor derivado de la linea U251 (grupo 2). Ademas, se utiliz6 también otro modelo de glioblastoma basado
en las neuroesferas TS543 (grupo 3). Los ratones portadores de tumores U251 mostraron una disminucién en la
captacion de ambos anticuerpos en el tiempo y una mayor captacion de ¥Zs-DFO-LEM 2/15 en comparacién con
#Zr-DFO-IgG, aunque no fue estadisticamente significativa. Sin embargo, la ratio tumor/sangre si se incrementé
durante el expetimento y mostré una mayor tetencion de ¥Zr-DFO-LEM 2/15 que del anticuerpo inespecifico.
Asimismo, es interesante remarcar que los valores de captacion de ¥Zs-DFO-LEM 2/15 (expresados como % de
la dosis inyectada por gramo de masa tumoral) fueron muy similares para los modelos del grupo 1 y del grupo 2 en

los cuales se inyect6 una dosis mayor del radiotrazador (20 pg y 65 ug, respectivamente).

Los experimentos realizados con los animales portadores de TS543 solo se pudieron realizar hasta los 6 dias debido
ala alta tasa de mortalidad de este tipo de modelos de GBM. La captacion de ¥Ze-DFO-LEM 2/15 fue ligeramente
mas alta que en el modelo de U251, resultado que contrasta con el hecho de que la linea celular TS543 expresa
menos MT1-MMP que la linea U251 tal cual se demostré mediante citometria de flujo, no obstante, quizas sea

debido a diferencias en la estructura vascular de ambos tumores y, por tanto, a diferencias en el efecto EPR*®. La
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captacion de ¥Zr-DFO-LEM 2/15 no solo fue mayor que la de *Zr-DFO-IgG inespecifica, sino que a diferencia
de los tumores U251, esta diferencia fue estadisticamente significativa a los 3 y 6 dias. Sin embargo, aunque la ratio
tumor/sangte aumenté a lo largo del tiempo, las diferencias unicamente fueron estadisticamente significativas al

tercer dia posinyeccion.

Finalmente, la captacion hepética de ¥Zr-DFO-LEM 2/15 y ¥Zs-DFO-IgG inespecifica fue estimada mediante
PET. En el modelo TS543 no se encontré ninguna diferencia entre ambos radiotrazadores, sin embargo, en los
ratones portadores de U251 la captacion hepitica de #¥Zs-DFO-LEM 2/15 fue ligeramente mayor que para ¥ Zt-
IgG inespecifica, con diferencias estadisticamente significativas solo al primer dfa posinyeccién. Un trabajo reciente
en el que se evaluaba la influencia de fragmentos extracelulares solubles en sangre del receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR), ha comprobado que la inyeccién de bajas dosis del anticuerpo ¥Zr-imgatuzumab
proporciona una mayor captacion en tumores con un nivel medio de expresion de EGFR que en aquellos con

mayores niveles de expresion, ademds de que estos Gltimos mostraron una captacién hepatica mas elevada®'.

El estudio por inmunohistoquimica confirmé la presencia de MT1-MMP en los tumores U251 y su ausencia en
MCEF7; ademas, permitié localizar la metaloproteasa en zonas especificas del tumor. La doble tincion con LEM
2/15 y un marcador de proliferacién celular (Ki67) o un matcador endotelial (CD31) demostr6 la colocalizaciéon de
MT1-MMP con las células tumorales (positivas a anti-Ki67); sin embargo, no se visualizo6 MT1-MMP en las células
endoteliales (positivas a anti-CD31). Es interesante remarcar este tltimo punto porque confirma que practicamente
toda la sefial en PET seria detivada de la captacion especifica de ¥Ze-DFO-LEM 2/15 en las células tumorales.
Ademas, este hallazgo indica que LEM 2/15 no tendtfa una reaccién cruzada con la MT1-MMP de origen mutino
siendo muy especifico de la version humana de esta protefna. Por dltimo, las autorradiografias mostraron que la
radiactividad, es decit, ¥Zr-DFO-LEM 2/15, se detectd en aquellas zonas del tumor que solapaban con las areas
de expresion de MT1-MMP.

3. Estudios en modelos animales ortotopicos de glioblastoma
multiforme

La terapia e imagen basada en anticuerpos tiene problemas al aplicarse en las diversas enfermedades cerebrales
debido a la poca permeabilidad para macromoléculas de la barrera hematoencefalica. Esta es una de las principales
razones por las que las terapias sistémicas, que son efectivas en otros tipos de cancer, han sido menos efectivas
para tratar tumores cerebrales primarios y metastasicos®'. Sin embargo, los gliomas de grado alto, como el GBM,
pueden producir varias alteraciones en la vasculatura asociada al tumor, incluyendo la formacion de fenestraciones,
disrupcion de las uniones estrechas, alteraciones en el espesor de la lamina basal subendotelial e incremento del
espacio perivascular®. Asimismo, los tratamientos de primera linea para el GBM, los cuales incluyen reseccion
quirargica y radioterapia, afectan a la integridad de la barrera hematoencefélica**%'. En este contexto la inmunoPET
podria ser de gran utilidad en el diagndstico en neuro-oncologia ya que provee una mayor especificidad para
distinguir las auténticas recurrencias tumorales de los efectos provocados por los tratamientos convencionales.
Ademas, las técnicas de imagen molecular dirigidas a antigenos especificos de la superficie del tumor pueden dar
auténtica informacién acerca del paisaje genético del tumor y la heterogeneidad de la distribucion espacial de los
biomarcadores tumorales. Por todo esto y dada la ausencia de la barrera hematoencefalica en los modelos animales

xenografts heterotopicos subcutineos de GBM, ademas de la poca semejanza de estos modelos a la realidad
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clinica, se estudi6 la captacion del radiotrazador ¥Zs-DFO-LEM 2/15 en modelos animales ortot6épicos de GBM
utilizando la linea celular U251 (grupo 4) y la neuroesfera TS543 (grupo 5)%>%%,

El estudio de imagen molecular mediante PET no permitié visualizar ninguna sefial en el cerebro de los ratones del
modelo ortotépico U251; ademas, los valores de la ratio tumor/sangre fueron muy inferiores a los calculados en los
modelos heterotépicos. El modelo ortotépico de TS543 si mostré una alta captacion de los mAb radiomarcados
(tanto ¥Zr-DFO-LEM 2/15 como ¥Zs-DFO-IgG), sin diferencias estadisticamente significativas entre ambos
radiotrazadores. La ratio tumor/sangre en el modelo TS543 si mostrd un incremento en el tiempo para ¥Zr-DFO-
LEM 2/15, a diferencia de ¥Zt-DFO-IgG inespecifica, aunque no se observaron diferencias estadisticamente

significativas.

Las diferencias en la captaciéon de los dos radiotrazadores por parte de ambos modelos hizo sospechar de
variabilidad en la integridad de la barrera hematoencefélica debidas al desarrollo de los tumores. La inyeccion del
colorante azul de Evans a los ratones ortotdpicos portadores de los tumores ademas de a ratones control con/sin
simulacion de la cirugfa de inoculacién de las células tumorales en el cerebro, permitié demostrar que la integridad
de la barrera hematoencefalica estuvo mas comprometida en los ratones portadores de tumores TS543 que en los

portadores de la linea U251.

La distribucion de MT1-MMP en los cerebros de los ratones portadores de los tumores TS543 también se estudié
mediante inmunohistoquimica con el anticuerpo LEM 2/15. Ademis, al igual que en los modelos xenograft
heterotépicos de U251, se utilizé una tincién para Ki67 y CD31. Los resultados confirmaron que la expresion de
MT1-MMP colocalizaba con las células tumorales (positivas a anti-Ki67) y su ausencia en las células endoteliales
(positivas a anti-CD31). Por tanto, como en el caso antetiot, se confirmé que LEM 2/15 es un anticuerpo especifico
para la MT1-MMP humana. Por ultimo, la expresion de MT1-MMP se correlaciond también con la sefial de la
actividad de ¥Ztr-DFO-LEM 2/15 obtenida mediante autorradiografia.

Estos experimentos demostraron la capacidad del radiotrazador ¥Zs-DFO-LEM 2/15 de penetrar a través de

una barrera hematoencefalica alterada por el desarrollo de una masa tumoral en el cerebro de los animales.

4. Estudios en modelos animales de adenocarcinoma ductal
pancreatico

Una vez diagnosticado el PDAC, no existe ningun tratamiento eficaz, alcanzandose tasas de supervivencia

menores al 25 % de los pacientes al cabo de los 5 afios™’

. Los pacientes terminan falleciendo con una mediana
de supervivencia de un afio, aunque la quimioterapia con FOLFIRINOX (Irinotecan + Folinato + Oxaliplatino
+ Fluoruracilo infusional) o la combinacién de gemcitabina y nab-paclitaxel han mejorado la supervivencia en

comparacion con la gemcitabina sola®®

. En la actualidad, la respuesta al tratamiento se realiza midiendo el tamafio
del tumor mediante CT, ademas de otras técnicas, y no existe un biomarcador para predecir el efecto de la terapia
de forma directa y precisa. En este marco, el aporte de una herramienta de imagen muy sensible y especifica como
la inmunoPET, que pudiera aportar informacién del efecto prematuro del tratamiento en el metabolismo tumoral
antes de producirse cambios morfolégicos, serfa de gran utilidad en clinica. Aunque algunos autores no consideran

MT1-MMP como una diana prioritaria para el desarrollo de sondas de imagen o herramientas terapéuticas en PDAC,
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09269 En este sentido, el desarrollo de una sonda

su sobreexpresion patrece contribuir a la resistencia a gemcitabina®
de imagen dirigida MT1-MMP podria ayudar a elegir la terapia mas eficaz para los pacientes. Ademas, la inhibicion
de MT1-MMP por parte de anticuerpos como LEM 2/15 podtia utilizarse como herramienta terapéutica'®. Con
esto en mente, se amplio el estudio del radiotrazador ¥Zr-DFO-LEM 2/15 a modelos de PDAC, tanto xenograft

heterotépicos como ortotopicos.

El radiotrazador ¥Zr-DFO-LEM 2/15 se inyect6 en ratones portadotes de tumores CAPAN-2 (grupo 06),
utilizando también un grupo de animales a los cuales se les administré previamente una cantidad excesiva de LEM
2/15 con el fin de saturar el aclaramiento especifico en el tumor (es decir, el mediado por la unién a MT1-MMP).
Las imagenes PET no mostraron claras diferencias en la sefial del radiotrazador en ambos grupos de animales, lo
que sugiere que la mayor parte de la retencion podria deberse al efecto EPR; no obstante, aunque no se observaron
diferencias estadisticamente significativas todos los dias del experimento, la captacion fue ligeramente mayor en los
animales inyectados tnicamente con *Zr-DFO-LEM 2/15, lo cual podtia indicar cierto grado de especificidad por
parte del radiotrazador. En cualquier caso, la captaciéon obtenida a los 5 dias en el tumor CAPAN-2 (6,97 £ 1,11 %
ID/g, 20 pg de ¥Zr-DFO-LEM 2/15 en PET) dista bastante de la registrada por otro radiotrazador especifico
para otra diana, el marcador tumoral CA19.9 (25,8 + 4,4 % ID/g, 30 ug de ¥Zr-5B1 en ex vivo), en una reciente
publicacién de inmunoPET en cancer de pancreas™. La ratio tumor/sangre también se incremento en el tiempo
siendo estadisticamente significativa a los dias 5 y 7 posinyeccion. La captacion hepatica del radiotrazador mediante
PET no mostré diferencias cuando se utiliz6 el anticuerpo en exceso para bloquear el aclaramiento especifico.
Una vez finalizados los experimentos de inmunoPET en el dia 7, los ratones se exanguinaron, se sacrificaron y se
diseccionaron para extraer sus Organos y medir la actividad mediante un contador gamma. Los valores reportados
por el contador gamma, salvo en el cerebro, fueron mas altos que los obtenidos mediante PET probablemente
debido al efecto del volumen parcial, el cual infraestima la captacion del radiotrazador en lesiones pequefias y que
ha sido reportado por otros autores™. Ademas, los valores fueron similares a los calculados en el modelo de U251
y MCF7 (grupo 1), inyectado también 20 ugr de *Zr-DFO-LEM 2/15. El estudio de inmunohistoquimica con
LEM 2/15 en los tumores de células CAPAN-2 mostr6 una tenue expresion de MT1-MMP evidenciando que tal
vez no era el modelo mas adecuado para el estudio de #Zr-DFO-LEM 2/15, en comparacién con los modelos
anteriormente descritos. Es interesante remarcar que las areas con mayor expresion de MT1-MMP se encontraron
en los bordes de los tumores lo que, aparentemente, coincidia con la distribucion heterogénea de la sefial observada

en las imagenes PET.

Los dos modelos animales ortotopicos de cancer derivados de pacientes de PDAC fueron desarrollados para
estudiar la distribucién de *Zr-DFO-LEM 2/15 en sistemas mas reales, al igual que con GBM. En el primer
modelo se implant6é un xenoinjerto derivado de un paciente de PDAC en el pancreas de ratones nude (grupo 7),
misma cepa que en el resto de la tesis doctoral. La imagen PET mostré una sefial inequivoca en el area donde podria
encontrarse el pancreas en comparacioén con los ratones control, donde no se aprecié indicio de captacion en esa
zona. La delimitacion del pancreas en los ratones control fue problematica debido a que el CT no genera imagenes
de tejidos blandos con alto contraste entre ellos, dificultando una segmentacion adecuada. En este sentido, la
segmentacion se ayudé de referencias anatomicas de varios 6rganos proximos (higado, bazo y rifiones), aunque
parece conveniente que futuros estudios de cancer de pancreas en modelos ortotopicos podrian beneficiarse si se
usan agentes de contrastes yodados en el CT con el fin de delimitar los érganos de la masa abdominal con la mayor
precision posible. Tanto la captacién como la ratio tumor/sangre del radiotrazador fueron supetiores a los ratones

control, aunque solo se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la captacion a los dos primeros
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dias. La captacion hepatica de ¥Zs-DFO-LEM 2/15 fue mayor en los ratones PDX de PDAC que en los controles,
sin encontrar diferencias estadisticas. Esta ausencia de significacién estadistica entre el modelo PDX de PDAC
y los animales control probablemente sea debida al bajo nimero de individuos utilizados en este estudio. Los

resultados encontrados por la biodistribucién ex vivo confirmaron los encontrados tanto en el modelo xenograft
heterotépico de GBM y MCF7 como de CAPAN-2.

Ademis, también se desarrollé un modelo PDX de PDAC en ratones NGS (grupo 8), animales con una
inmunosupresion mas severa que los animales utilizados hasta ahora y que, por tanto, tienen una mayor facilidad
para formar metastasis®”'*"%. El radiotrazador *¥Zt-DFO-LEM 2/15 solo se pudo estudiar en un animal PDX y en
un animal control, debido a la alta mortalidad de los animales, sin embargo, los resultados fueron muy relevantes.
El ratén portador del PDAC derivado de un paciente en el pancreas mostro, a diferencia del animal control, una
gran masa tumoral en la cavidad abdominal en las imagenes PET ademas de una elevada captacion y altas ratios
tumor/sangtre del radiotrazador. El estudio de la captacion hepitica de #Zs-DFO-LEM 2/15 fue complicado en
este animal debido a la amplia extension del tumor dentro de la cavidad abdominal. No se encontraron metastasis
mediante PET en higado y en pulmén. En ambos modelos ortotépicos PDX de PDAC se confirmo la expresion
de MT1-MMP mediante inmunohistoquimica en el tejido tumoral pancreatico y su ausencia en el pancreas de los
animales control. Asimismo, en el modelo de metastasis, aunque no se encontraron en higado, si se encontraron
pequenos grupos de células metastasicas en el pulmoén, cuyo tamafio estaba por debajo del limite de resolucion del
escaner PET.

5. Farmacocinética

Los anticuerpos del isotipo 1gG, debido a su considerable tamafio, muestran un aclaramiento plasmatico lento,
una semivida de eliminacion elevada y una distribucién limitada en los tejidos del organismo. Tras una inyeccion
intravenosa, el perfil farmacocinético sanguineo presenta las caracteristicas propias de un modelo bicompartimental,
es decir, una fase de distribucion rapida tras la inyeccién y, posteriormente, una fase catracterizada por una

36

eliminaciéon lenta™. Esta fase terminal pudo ser analizada en detalle, a partir de las imagenes PET y mediante un

analisis no compartimental, en practicamente todos los modelos animales empleados en esta tesis doctoral.

El analisis farmacocinético del anticuerpo ¥Zr-DFO-LEM 2/15, tras la inyeccion de 20 pg por via intravenosa,
mostré que el aclaramiento plasmatico fue lento (0,7-1 ml/dia) y con una semivida de eliminacién terminal
alrededor de 4 dias tanto en el modelo heterotépico de U251 como en los modelos CAPAN-2 y PDX ortot6picos.
La administraciéon de 65 pg del anticuerpo en el modelo heterotépico de U251 resultdé en un incremento no
proporcional del area bajo la curva de los niveles plasmaticos, asi como una disminucion significativa del aclaramiento
plasmatico, tipico de una cinética no lineal. El aclaramiento mediado por la diana o especifico contribuye de manera
significativa a la cinética de distribucién y eliminacion del anticuerpo™; asi, para antigenos que se encuentran en la
membrana plasmatica (como serfa el caso de MT1-MMP), la cinética tipica de un anticuerpo es no lineal hasta que
comienza a saturarse su uniéon a la diana. Por tanto, los resultados indican que, a las dosis utilizadas de LEM 2/15,
su aclaramiento especifico no se encuentra saturado. Asimismo, la farmacocinética de ¥Zr-DFO-IgG inespecifica
fue evaluada también en el modelo heterotépico de U251, obteniéndose valores muy similares de los parametros

farmacocinéticos a los estimados con ¥Zr-DFO-LEM 2/15.
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6. Limitaciones y perspectivas

La evaluacion de la inmunoreactividad del anticuerpo conjugado y marcado se realizé mediante citometria de flujo.
Quizas también serfa conveniente, en futuros estudios, confirmar los resultados obtenidos mediante ensayos en
los que se pueda evaluar la inhibicién de la actividad catalitica de la MT1-MMP tanto por LEM 2/15 como pot
el anticuerpo modificado (conjugado/marcado). Actualmente, existen kits comerciales que evalian la actividad
catalitica de MT1-MMP en diferentes condiciones; asi, implementar dichos ensayos de forma rutinaria como

control de calidad del radiotrazador obtenido aportarfa una mayor robustez a futuros estudios de inmunoPET con
LEM 2/15 y/o detivados”.

La inmunoPET combina la especificidad de los anticuerpos con la sensibilidad de la PET, sin embargo, los
anticuerpos intactos no son las mejores sondas de imagen molecular debido a su lento aclaramiento plasmatico. En
este sentido, una de las caracteristicas que debe tener un radiotrazador ideal para PET es un aclaramiento rapido,
a la par de una elevada captacién tumoral, para conseguir un buen contraste de la imagen a ser posible durante el
mismo dia de la inyeccion®™. Esta caracteristica reducitia el tiempo de espera del paciente en el servicio de medicina
nuclear y reducirfa la dosis de radiacion a la que se verfa expuesto. Asimismo, el gran tamafio de los anticuerpos
intactos también les impide atravesar la barrera hematoencefalica dificultando su aplicacién generalizada en la

%1 Con esto en mente, la futura miniaturizacion de LEM 2/15 en

deteccion de tumores en neuro-oncologia
fragmentos mas pequefios tales como la Fab, mejoratia las propiedades farmacocinéticas logrando de esta manera
imagenes a un tiempo mds cercano al momento de la inyeccion del radiotrazador**”>. Ademas, gracias a la corta
semivida biologica de estos fragmentos, en vez del marcaje con radiometales con un periodo de semidesintegracion
de varios dias como en el caso del ¥Zr, podrian utilizarse otros radionuclidos como el ®*Ga y el “Sc (68 minutos y
4 horas de periodo, respectivamente). Estos emisores de positrones, a diferencia del utilizado en esta tesis, pueden
ser producidos en generadores; estos sistemas de produccion de radioisétopos son mds econémicos que los
ciclotrones, facilitando su uso en un mayor nimero de centros de investigacién y unidades de medicina nuclear™.
Por ultimo, ademas de la miniaturizacion, la aplicacion de herramientas de ingenierfa de proteinas encaminadas
a atravesar la barrera hematoencefalica podtia ayudar a generar una sonda molecular apropiada para el estudio y

diagnostico de cualquier tipo de tumor cerebral sin la necesidad de la alteracién de esta® ",

Un estudio sobre el efecto EPR en modelos animales con diferentes fenotipos de cancer de prostata ha puesto
de manifiesto la importancia de este fenomeno y la utilidad de emplear controles adecuados en este tipo de
expetimentos; los valores de captacién inespecifica fueron similares en todos los modelos utilizados (5 % ID/g,
aproximadamente, a las 20 horas posinyeccién)®”. En este sentido, la captacién de una IgG inespecifica marcada
con ¥Zr utilizada como control en una linea celular de GBM (U87) ha registrado valores (11,5 = 3,3 % ID/g a los
5 dias posinyeccion) que se encuentran dentro del rango de captacion especifica-inespecifica de ¥Zr-DFO-LEM

2/15 en los modelos de GBM investigados en esta tesis®.

La internalizacién del complejo formado por el radiotrazador unida a la proteina transmembrana diana y la
consiguiente residualizacion del radioisétopo en el interior celulat, suponen que la cantidad de *Zr que se acumula
en el tumor (y, por tanto, la captacion expresada en % ID/g tumor) debetia incrementarse con el tiempo tal

cual se ha descrito en otros trabajos®**+*

. Los resultados de la presente tesis doctoral, en lo que se refiere a la
inmunohistoquimica, muestran que tanto los tumores de GBM como los de pancreas derivados de pacientes

presentan una expresion considerable de MT1-MMP, no obstante, no se ha observado un incremento de la captacion
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tumoral del radiotrazador con el tiempo. Varios trabajos de inmunoPET han reportado cierta disparidad entre una
alta expresion de su diana y la captacion del radiotrazador®**%%2, [a diana de ¥Zt-DFO-LEM 2/15, MT1-MMP, es
una enzima regulada por procesos de internalizacion, pero también lo esta por muchos otros®. En este sentido, los
mecanismos de corte y liberacion tanto autocataliticos como no-autocataliticos pueden liberar fragmentos solubles
de MT1-MMP que pueden contener el dominio catalitico donde reside el epitopo al que se une LEM 2/15"%1%,
De hecho, en pacientes de cancer de mama se ha reportado un incremento de fragmentos de MT1-MMP solubles
en sangre®. Varios autores consideran que estos fragmentos de proteina soluble, tanto en sangre como en el
interior del tumor, podrian actuar como una “barrera” que afectaria a la distribucién y eliminacién de anticuerpos
conjugados con toxinas o radionuclidos debido a que las dosis inyectadas son insuficientes para que puedan acceder
al antigeno intacto que se encuentra en la membrana plasmatica®®***. Un grupo de investigadores de la Universidad
de Groningen, recientemente, ha estudiado el efecto que tienen los fragmentos solubles que contienen el epitopo al
cual va dirigido el radiotrazador en los estudios de inmunoPET. Los resultados de este trabajo han demostrado que
un tumor que sobreexpresaba una gran cantidad de EGIPR tenfa una mayor concentraciéon de fragmentos solubles
del mismo en sangre que otros tumores con una menor expresion. Asimismo, mientras que en los tumores con
menor expresion de EGFR se obtenian las mejores imagenes a bajas dosis del radiotrazador ¥Zr-imgatuzumab
(10 y 25 pg), en el tumor con mayor expresion, por lo tanto, mayor cantidad de fragmentos solubles en sangre, se
necesitaban dosis en torno a 160 pg para obtener una imagen adecuada. Ademas, la comparacion de la captacion en
el tumor con mayor expresion de EGFR entre una dosis de 10 pg de ¥Zr-imgatuzumab y una "'In-IgG inespecifica
arrojaba valores cercanos al 10 % ID/g, sin diferencias estadisticamente significativas entre ambos anticuerpos. La
captacion en los tumores que producian menos fragmentos solubles en sangre se increment6 en el tiempo, a todas
las dosis estudiadas, indicando procesos de internalizacion y posterior residualizacion del radioisétopo, a diferencia
de lo que reportaron a bajas dosis en el modelo con mayor cantidad de fragmentos solubles. Otro resultado
interesante de este estudio fue observar que, en el modelo de cancer con una elevada acumulacién de fragmentos
solubles, habfa un mayor aclaramiento de la actividad en la sangre y un aumento de captacion en el higado en
comparacién con los otros tumores™. Este trabajo podtia ser un buen marco para interpretar los resultados
encontrados en esta tesis doctoral abriendo las siguientes cuestiones para futuros trabajos con radiotrazadores

basados en inmunoPET dirigidos a MT1-MMP u otras dianas:

1. Desarrollo de anticuerpos o sondas dirigidos a otros epitopos situados en zonas que no formen parte
de los fragmentos solubles en sangre procedentes de las protefnas transmembrana diana, en este caso
la region catalitica de MT1-MMP. En este sentido cabe sefialar los trabajos del grupo de investigacion
de Hideo Saji con anticuerpos dirigidos al dominio de tipo hemopexina y a la region bisagra'**'%. Si

bien es cierto que los mecanismos de corte y liberacién de fragmentos en MT1-MMP son complejos,

dirigiéndolos a estos epitopos podrian evitarse, al menos, los producidos por procesos autocataliticos.

2. Realizar estudios para valorar la existencia de fragmentos solubles en sangte y/o tumores que puedan

estar actuando como barrera en la entrega de pequefias dosis de anticuerpos.

3. Realizar estudios adicionales con ¥Zr-DFO-LEM 2/15 y #Zt-DFO-IgG inespecifica en los modelos
tumorales aqui descritos, pero con altas dosis de anticuerpo. En este sentido, con vistas a futuros estudios
de inmunoPET, es muy recomendable efectuar experimentos de escalado de dosis para evaluar cémo

estos radiotrazadores se comportan en el sistema de estudio.
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CONCLUSIONES

Este trabajo ha establecido la posibilidad de utilizar la inmunoPET dirigida a la metaloproteasa MT1-MMP como

una herramienta diagnodstica en oncologfa. Las conclusiones que se derivan del presente trabajo son las siguientes:

1. La conjugacién del anticuerpo monoclonal LEM 2/15 anti-MT1-MMP con un agente quelante
(deferoxamina) y postetior marcaje con el emisor de positrones ¥Zr no alteré la inmunoreactividad del
anticuerpo. El radiotrazador obtenido, ¥Zr-DFO-LEM 2/15, present6 unas caractetisticas radioquimicas

adecuadas y una estabilidad 6ptima para ser utilizado en animales de experimentacion.

2. Los estudios de biodistribucion ex vivo y mictoPET/CT con modelos animales xenograft heterotépicos
subcutineos de GBM revelaron una alta captacion tumoral del radiotrazador. La captacion de ¥Ze-DFO-
LEM 2/15 en tumores implantados en el cerebro se detecté mediante imagen PET en modelos animales

xenograft ortotopicos que tenfan alterada la integridad de su barrera hematoencefalica.

3. La inyeccion del radiotrazador en modelos de tumores de PDAC derivados de pacientes proporcioné

una sefial clara en imagen PET y elevada captacion en la zona pancreatica de los roedores.

4. Laelevada expresion de MT1-MMP en los modelos experimentales de glioblastoma y cancer de pancreas
fue confirmada mediante inmunohistoquimica. Ademas, la distribucion del radiotrazador en los tumores

de glioblastoma fue corroborada mediante autorradiografia.

5. La farmacocinética de anticuerpos marcados con isétopos emisores de positrones puede ser realizada

mediante imagen molecular PET.

6. Como linea de trabajo futuro se propone: (i) optimizar la farmacocinética del anticuerpo LEM 2/15
mediante su miniaturizacion y posterior marcaje con isétopos emisores de positrones con un periodo
de semidesintegracion mas corto (tales como el ®Ga o *Sc) y (ii) evaluar el efecto de permeabilidad y
retencion de los anticuerpos y/o sus fragmentos en tumores solidos asi como la presencia de fragmentos
solubles de la proteina diana en sangre, con el fin de establecer como pueden afectar a la distribucion y

aclaramiento del radiotrazador.
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Abstract

Background

A critical challenge in the management of Glioblastoma Multiforme (GBM) tumors is the
accurate diagnosis and assessment of tumor progression in a noninvasive manner. We
have identified Membrane-type 1 matrix metalloproteinase (MT1-MMP) as an attractive bio-
marker for GBM imaging since this protein is actively involved in tumor growth and progres-
sion, correlates with tumor grade and is closely associated with poor prognosis in GBM
patients. Here, we report the development of an immunoPET tracer for effective detection of
MT1-MMP in GBM models.

Methods

An anti-human MT1-MMP monoclonal antibody (mAb), LEM2/15, was conjugated to p-iso-
thiocyanatobenzyl-desferrioxamine (DFO-NCS) for 8Zr labeling. Biodistribution and PET
imaging studies were performed in xenograft mice bearing human GBM cells (U251)
expressing MT1-MMP and non-expressing breast carcinoma cells (MCF-7) as negative
control. Two orthotopic brain GBM models, patient-derived neurospheres (TS543) and
U251 cells, with different degrees of blood-brain barrier (BBB) disruption were also used for
PET imaging experiments.

Results

89Zr labeling of DFO-LEM2/15 was achieved with high yield (>90%) and specific activity (78.5
MBq/mg). Biodistribution experiments indicated that 8Zr-DFO-LEM2/15 showed excellent
potential as a radiotracer for detection of MT1-MMP positive GBM tumors. PET imaging also
indicated a specific and prominent 83Zr-DFO-LEM2/15 uptake in MT1-MMP+ U251 GBM
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tumors compared to MT1-MMP- MCF-7 breast tumors. Results obtained in orthotopic brain
GBM models revealed a high dependence of a disrupted BBB for tracer penetrance into
tumors. 83Zr-DFO-LEM2/15 showed much higher accumulation in TS543 tumors with a highly
disrupted BBB than in U251 orthotopic model in which the BBB permeability was only partially
increased. Histological analysis confirmed the specificity of the immunoconjugate in all GBM
models.

Conclusion

A new anti MT1-MMP-mADb tracer, 89Zr-DFO-LEM2/15, was synthesized efficiently. In vivo
validation showed high-specific-contrast imaging of MT1-MMP positive GBM tumors and
provided strong evidence for utility of MT1-MMP-targeted immunoPET as an alternate to
nonspecific imaging of GBM.

Introduction

Glioblastoma Multiforme (GBM) is the most common malignant tumor of the central nervous
system (CNS) in adults. It belongs to a larger class of tumors known as glioma which arise
from the astrocytic glial cells[1]. The World Health Organization has divided astrocytic-
derived tumors into four grades based on their ability to infiltrate the surrounding brain tissue.
Grade I glioma consists of benign pilocytic and other non-infiltrating tumors, while Grade II,
I1I, and IV comprise infiltrating gliomas with increased malignancy[2]. GBM is a Grade IV gli-
oma, corresponding with the most malignant form and has the worst prognosis. These tumors
are also the most treatment-resistant and are difficult to image because of their diffuse infiltra-
tive and proliferative features. Despite the recent advances in the understanding of their biol-
ogy and in multimodality diagnostic and therapeutic procedures, these tumors maintain a high
recurrence after treatment with very poor prognosis and increasing morbidity and mortality.
Clinical management is often compromised by an imprecise delineation of tumor bound-
aries, lack of assessment of the tumor sensitivity to a given therapy and late detection of recur-
rences. The currently employed imaging diagnostic tools, computed tomography (CT) and
magnetic resonance imaging (MRI) provide excellent anatomical information on the localiza-
tion of brain lesions, but are frequently not able to differentiate tumor tissue from other
concurrent processes such as inflammation, edema or bleeding that give rise to under or over
estimation of the actual extension of the tumor. In addition, the tumor response to treatment is
conventionally measured by size change with MRI; however, this method does not consider the
biological steps preceding the tumor reduction and prognostic evaluation cannot be obtained
until weeks after the treatment initiation. These drawbacks make necessary to seek other non-
invasive molecular imaging-based technologies that allow efficient and safe diagnosis providing
additional and complementary biological information of the tumor. Positron Emission Tomog-
raphy (PET) is widely used in oncology for staging, monitoring the efficacy of a given treatment
and follow-up of a tumor recurrence because it offers an in vivo quantitative and comprehensive
evaluation at the molecular level[3]. Conventional '*F-Fluorodeoxyglucose (‘*F-FDG) imaging
is of limited usefulness for imaging GBM due to high levels of glucose uptake by normal brain
resulting in a low signal-background ratio. Additionally, increase in FDG uptake is not a cancer-
specific process as it has also been observed in inflammatory lesions and may lead to false-posi-
tive results[4]. Consequently, several preclinical and clinical studies have investigated the use of
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alternative PET radiotracers, such as labeled amino acids and their analogs 1C-Methionine
(*'C-MET), '*F-fluoroethyl-tyrosine (**F-FET) and '*F-fluoro-dihydroxyphenylalanine
(*8F-FDOPA)[5-7]; nucleoside radiotracers such as 18F—Fluorothymidine (*8F-FLT)[8,9] with
specificity for thymidine kinase-1 (TK-1) whose activity is elevated in the normal cellular S-
phase and neoplastic tissues[10] or hypoxic tracers as 18E_Fluoromisonidazole (**F-FMISO)
[11]. Despite of showing a better detection of neoplastic tissue and treatment monitoring than
glucose imaging, there is still a clinical need to analyze more specific molecular events and pro-
cesses that could have a major impact on the understanding of glioma biology, for grading and
prognosis and on selection and monitoring of therapies. A promising option to improve diag-
nostic imaging is the immunoPET, which combines the high sensitivity, and quantitative capa-
bilities of PET with the specificity and selectivity of monoclonal antibodies (mAb) against a
given tumor cell surface marker. This combination makes this technique comparable to conduct
anoninvasive, in vivo quantifiable, three-dimensional full-body immunohistochemistry allow-
ing the diagnosis and monitoring of patients over time in a non-invasive manner

Membrane type 1-Matrix Metalloproteinase (MT1-MMP, also known as MMP14) has
emerged as an attractive biomarker for tumor-targeted antibody development since this pro-
tein is crucial for the progression, invasion, migration and angiogenesis of tumors[12,13]; and
specifically, its expression correlates with tumor grade and it is associated with reduced survival
in gliomas[14,15] and other cancers[16]. In addition, a growing body of evidence reveals that
overexpression of MT1-MMP plays also a significant role in promoting gliomagenesis[17].
MT1-MMP is broadly expressed in a variety of tissues and cell types including endothelial cells
[18]. It belongs to a subset of zinc-dependent membrane-anchored MMPs able to degrade the
basement membrane and proteins of the extracellular matrix (ECM)[19], cell adhesion mole-
cules, cytokines, growth factors and receptors[20]. Many studies have highlighted its potential
also as a therapeutic target in glioblastoma and other cancers[21,22]. In fact, a small molecule
inhibitor, Marimastat, targeting MMP active site was tested in clinical trials with GBM patients
[23,24]. However, this inhibitor failed because of unspecific inhibition of other MMPs with
structurally conserved active sites leading to undesired side effects. Nonetheless, several highly-
specific inhibiting antibodies such as DX-2400[25], 9E8[26] or LEM-2/15[27,28] have recently
revived MT1-MMP as promising therapeutic target[29]. Besides, MT1-MMP would represent
a candidate biomarker that can be leveraged for diagnostic purposes using specific probes, pro-
viding additional valuable information. Several studies using specific antibodies or peptides
have demonstrated that molecules capable of tracing MT1-MMP might be used as imaging
agents in several cancer models[30-32].

In the present study, we report the successful noninvasive detection of GBM tumors by PET
imaging, using a radiolabeled MT1-MMP-specific mAb (LEM2/15) in mice xenografted with a
glioma cell line expressing MT1-MMP or with patient-derived orthotopically implanted gli-
oma tumor neurospheres. As a PET nuclide, we used **Zr with a half-life (t,/,) of 78.4 h that
is compatible to pharmacokinetics of intact antibodies (typically 2-4 days). The anti-MT1-
MMP antibody was functionalized with an isothiocyanate-bearing derivate of desferrioxamine
(DFO-NCS) as the ¥Zr chelator. Our results support the feasibility of using noninvasive anti-
body-mediated PET imaging based on MT1-MMP marker to specifically visualize GBM
tumors for diagnostic purposes.

Materials and Methods
Celllines

GBM cell lines and neurospheres were kindly provided in 2012 by the Holland and Mellinghoff
laboratories (MSKCC). SK-mel-103 cells were received from the Soengas laboratory (CNIO) in

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0158634  July 27, 2016 3/19

127



DESARROLLO DE UNA SONDA MOLECULAR POR INMUNO-PET PARA LA METALOPROTEASA MT1-MMP CON APLICACION EN ONCOLOGIA

@PLOS ‘ ONE

Validation of 89Zr-mAb for Imaging GBM

2013. U251, T98G, U87-MG, SF-268, SF-295, MCF-7 and SK-mel103 cell lines were grown at
37°C in Dulbecco's Modified Eagle's Medium (Sigma) containing 10% FBS (Sigma). TS516,
TS543, TS568, TS676 neurospheres are cultured in suspension in human NSC Basal Medium
with NSC proliferation supplement, 1 mg/ml heparin (Stem Cell Technologies), 10 ng/ml
recombinant human EGF (Invitrogen) and 20 ng/ml recombinant human basic FGF (Sigma).
Primary tumor spheres were collected, mechanically disaggregated to a single-cell suspension
and propagated by serial passaging.

Protein isolation and immunoblotting

Whole protein lysates were isolated from cells lysed in NP-40 lysis buffer (0.5% NP-40, 50 mM
Tris-HCI [pH 7.5], 50 mM NaCl, 1x phosphatase inhibitor cocktail set II (Calbiochem) and
protease inhibitor cocktail set IIl EDTA-free (Calbiochem), and protein quantified by BCA
assay (Pierce). Protein lysates were (100 pg per lane) separated by SDS-PAGE and transferred
to nitrocellulose membranes (Amersham) for immunoblotting. Membranes were probed with
antibodies against MT1-MMP (LEM2/15) and detected using HRP-conjugated anti-mouse
antibodies (Dako) using chemiluminescence detection (ECL, Amersham).

Flow cytometry

Cell lines were detached from dishes using Cell Dissociation Buffer, enzyme-free, PBS (Life
Technologies). After counting, single cell suspensions in FACS buffer (1% IgG Free BSA in
PBS (Sigma)) were incubated with 1l of Fc Block (BD) for every million cells for at least 15
min at 4°C. Cells were then stained with the LEM 2/15 purified antibodies at the indicated con-
centrations for 15 min at 4°C, washed twice with FACS buffer. Cells were then incubated with
appropriate fluorophore-conjugated secondary antibody (Molecular Probes, Invitrogen) at a
dilution 1:500 for 15 min at 4°C, washed with FACS buffer, and resuspended in FACS buffer
containing DAPI (5mg/ml diluted 1:5,000) for live/dead cell exclusion. Antibodies used for
flow cytometry include LEM 2/15 obtained from ascytes, purified from cell culture, DFO con-
jugated and *Zr labeled and decayed. For analysis, samples were run on a BD LSR II (Becton
Dickinson), and all subsequent compensation and gating performed with FlowJo analysis soft-
ware (TreeStar).

Radiolabeling of antibody

Hybridoma cells of LEM2/15 were cultured as described previously[27], and the mAb was
purified from the hybridoma supernatant according to standard methods using Protein A-
based chromatography. The bifunctional chelator DFO-NCS (Macrocyclics, Dallas, TX) was
conjugated to LEM 2/15 and subsequent **Zr radiolabeling was performed by adaptation of
published protocols[33,34]. ¥*Zr (Ty,, = 78.4 h, " = 22.6%; ~2.7 GBq/ml supplied in 1 M oxalic
acid) was obtained from BV Cyclotron VU (Amsterdam, The Netherlands).

For conjugation, 2 mg of LEM 2/15 in 1 ml solution at pH 9.0, adjusted with 0.1 M Na,CO;
(max. 100 pl), were mixed with DFO-NCS (dissolved in DMSO at a concentration 3.5 mM) at
a molar ratio of 1:5. The reaction was incubated for 40 min at 37°C. Non-conjugated chelator
was removed by G25-Sephadex size-exclusion chromatography using a PD10 column (GE
Healthcare Life Sciences) and 5 mg/ml gentisic acid in 0.25 M sodium acetate trihydrate (pH
5.4-5.6) as eluent.

For radiolabeling, the required volume of *Zr-oxalic acid solution corresponding to 37-74
MBq was adjusted to a total volume of 200 ul using 1 M oxalic acid, 90 pl of 2 M Na,CO; were
added and incubated for 3 min at room temperature. One ml of 0.5 M HEPES and 710 ul of
DFO-LEM 2/15 (1 mg/ml) were subsequently added and incubated at room temperature for
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90 min on a rotating shaker. pH was checked to be at 7.0-7.5. Finally, the reaction mixture was
loaded onto a previously equilibrated PD-10 column and eluted with phosphate-buffered saline
(PBS) into fractions of 500 pL. After purification, the collected fractions were measured in a
dose calibrator (IBC, Veenstra Instruments). Quality control was performed by instant thin-
layer chromatography (ITLC) on ITLC strips (model 150-771, Biodex) using 0.02 M citrate
buffer (pH 5.0):acetonitrile (9:1) as eluent.

The stability of **Zr-DFO-LEM 2/15 was investigated by incubation in human serum for 7
days at 4°C and 37°C. The radiochemical purity was determined by ITLC as discussed above.

The DFO-NCS to LEM 2/15 molar ratio was determined before removing unconjugated
chelate. Thus, a small aliquot of the reaction mixture was reacted with a tracer amount of 897y
oxalic acid for 90 min at room temperature. The mixture was put on a PD-10 column and
eluted with PBS. The percentage of radioactivity present at the antibody fraction was then
determined. The number of chelating molecules incorporated per antibody was calculated
from the labeling efficiency and the molar ratio of added chelating agent to antibody.

The same procedure described for **Zr-DFO-LEM 2/15 was followed to produce the **Zr-
labeled non-specific mouse IgG1 (BioXCell, USA) used as isotype control antibody (**Zr-
DFO-IgGl).

Subcutaneous and orthotopic tumor mouse models

For subcutaneous heterotopic xenografts 750,000 U251 or 1,000,000 MCE-7 cells were resus-
pended in 200pl of a 1:1 mix of DMEM (Sigma) with Matrigel (BD Biosciences). Next, the
Matrigel: DMEM-cells mixture was injected subcutaneously into the flanks of 6 weeks athymic
nude mice (Nude-Foxnlnu, Harlan Laboratories). Tumors were allowed to develop until pal-
pable prior immunoPET analysis and were measured 3 times per week by caliper. Mice were
sacrificed when the tumor mass reached a maximum size of 1500 mm? or tumor ulceration
was observed or mice were symptomatic from their tumors which included signs of lethargy,
poor grooming, weight loss and hunching.

For orthotopic xenografts, U251 cells and primary TS543 neurospheres were transduced
with a TK-GFP-Luciferase reporter plasmid (TGL) to monitor tumor growth by biolumines-
cence measurements and were described previously[35]. TS543 cells were previously used in
intracranial PET imaging studies[36]. To develop intracranial tumors athymic nude mice
(Harlan) were fully anesthetized with 10mg/ml ketamine and 1mg/ml xylazine and were sub-
cutaneously injected with 50ul of the local anesthetic 0.25% bupivacaine at the surgical site.
Mice were intracranially injected with 1.5ul containing 2,5 x 10> U251-TGL cells or 5 x 10*
TS543-TGL (resuspended in PBS) at 6 weeks of age using a fixed stereotactic apparatus (Stoelt-
ing). Injections were made to the right frontal cortex, approximately 1 mm caudal and 1.5 mm
lateral from bregma, and at a depth of 2 mm using a Hamilton syringe (Hamilton) as described
previously[37]. Tumor growth was monitored by luminescence. Mice were injected with
D-Luciferin (150 mg/kg). 15 minutes after injection, images were acquired for 5 seconds using
an IVIS200 machine (Perkin Elmer). Bioluminescence analysis was performed using Living
Image software, version 2.50. When tumors were in a positive growth phase determined by bio-
luminescence imaging (BLI) output, immunoPETs were performed. Mice were monitored by
BLI every 3 days and sacrificed at the time points described or when they became symptomatic
from their tumors, which included signs of lethargy, poor grooming, weight loss, hunching,
macrocephaly or seizures. All animal experiments were performed according to protocols
approved by the CNIO-ISCIII Ethics Committee for Research and Animal Welfare (CEIyBA)
and they were performed in accordance with the guidelines stated in the International Guiding
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Principles for Biomedical Research Involving Animals, developed by the Council for Interna-
tional Organizations of Medical Sciences (CIOMS).

Pharmacokinetic and biodistribution studies

Four groups of 4 female athymic mice each bearing U251 cells in flanks were injected i.v. (tail
vein) with 1.5 MBq (20 pg) of **Zr-DFO-LEM 2/15. Mice were euthanized at 1, 2, 4 and 7 days
after injection by cervical dislocation under anesthesia with isofluorane in O, and blood was
immediately collected by cardiac puncture. For biodistribution studies organ tissues and
tumors were excised, wet-weighed and counted for radioactivity with a gamma-counter (2470
Wizard?, PerkinElmer), along with a standard sample of the injected dose. Tissue activity was
expressed as percentage injected dose per gram of tissue (%ID/g). Subsequently, tumors were
formalin-fixed and stored at 4°C for immunohistochemical assays. For pharmacokinetic stud-
ies, blood samples were collected in heparinized tubes and centrifuged at 3000 rpm for 10 min
to obtain plasma. Plasma concentrations of radioactivity were calculated as the percent injected
dose per mL (%ID/mL) and were plotted versus the time post-injection. Pharmacokinetic
parameters were estimated by noncompartmental analysis[38] using the computer program
WinNonlin Professional, version 5.2 (Pharsight Corporation, Mountain View, CA, USA).

microPET/CT imaging

Eleven mice bearing breast cancer cells (non-expressing MT1-MMP) in one flank and GBM
cells (expressing MT1-MMP) in the contralateral side were injected i.v. (tail vein) with 1.5
MBq (20 pg) of ¥Zr-DFO-LEM 2/15 and scanned with a small-animal Argus PET-CT scanner
(SEDECAL, Madrid, Spain). The PET studies (energy window 250-700 KeV and 30 min static
acquisition) and CT (voltage 45 kV, current 150 pA, 8 shots, 360 projections and standard res-
olution) were performed at various time points post-injection (1, 2, 4 and 7 days) in mice anes-
thetized by inhalation of 2-2.5% Isofluorane. The PET images were reconstructed using a
2D-OSEM (Ordered Subset Expectation Maximization) algorithm (16 subsets and two itera-
tions), with random and scatter correction. Manually drawn regions of interest (ROIs) were
used to determine the mean radiotracer accumulation in units of %ID/g tissue (decay corrected
to the time of injection) in both tumors, brain (used as background tissue), and heart (used
as blood pool). Images were analyzed using the image analysis software ITK-SNAP (www.
itksnap.org). With the aim to obtain a more accurate quantification of the radiotracer in
tumors, PET images were corrected for partial volume effect using tumor volume segmented
from coregistered CT images. Recovery coefficients (RC, ratio between measured and true
activity and used to correct the partial volume effect), were calculated using the phantom
described in the NEMA NU 4-2008 protocol[39].

For the orthotopic models (n = 3-5) PET/CT scans were performed as described above.

Immunohistochemistry

MT1-MMP expression was analysed on a human glioma tissue microarray (TMA) from the
CNIO Biobank, comprised by a total of 40 different formalin-fixed paraffin-embedded samples
in duplicate, 20 of high grade glioma (HGG, WHO grade IV, GBM) and 20 of low grade glioma
(LGG, 15 of WHO grade IT and 5 of WHO grade I). Immunohistochemical staining was per-
formed using anti-MT1-MMP LEM 2/15 antibody at 1:400 dilution after antigen retrieval with
low pH buffer in Autostainer platform (Dako) and counterstained with hematoxylin. Slides
were digitalized using the Mirax Scan (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Germany) and pictures
were taken with the Pannoramic Viewer software (3D Histech Ltd., Ramsey, NJ, USA).
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On the other hand, tumor-bearing mice were sacrificed after the last 48 h PET imaging and
tumors or brains were excised, fixed in 10% buffered formalin (Sigma) and embedded in paraf-
fin. For histopathological analysis, tissues were serially sectioned (3 um) and stained with
hematoxylin and eosin (H&E). For analysis of MT1-MMP expression, immunohistochemical
staining was performed as described above.

For double staining immunohistochemistry, slides were incubated sequentially with the
appropriate first and second primary antibodies as detailed: anti-MT1-MMP LEM 2/15 anti-
body (1/400) followed by rabbit polyclonal anti-CD31 (1:50, Abcam ab28364) or anti-MT1-
MMP LEM 2/15 antibody (1/400) followed by pre-diluted rabbit monoclonal anti-Ki67 (clone
MIBI, Dako). After the primary antibody, slides were incubated with the corresponding visual-
ization systems as needed (OmniRabbit, Ventana; Roche or Goat anti Rabbit; Dako) conju-
gated with horseradish peroxidase and UltraMap anti-Rb Alk Phos (Ventana; Roche)
conjugated with alkaline phosphatase. Immunohistochemical reaction was developed using
using 3,30-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) as chromogen (Chromomap DAB;
Ventana, Roche) or naphthol-AS-phosphate and fast red (Chromomap Red; Ventana, Roche).
Finally, nuclei were counterstained with Carazzi’s hematoxylin. Digital slides were acquired as
described above.

Evaluation of the BBB disruption by Evans Blue staining

The alteration of the BBB was determined by following procedures previously described by
Manaenko et al. [40]. 6-8 weeks old athymic/nude mice were intracraneally injected with
U251-TGL and TS543-TGL cells using a fixed stereotactic apparatus (Stoelting) and monitored
for brain tumor development as described above for PET imaging. Littermates were mock
injected with 1.5ul of PBS as controls and sacrificed at the same time. Non injected athymic/
nude littermates were included as intact brain controls.

To evaluate the BBB status, mice were injected IP with 800 ul of 2% Evan's blue dye (Sigma).
One hour after injection, mice were anesthetized and perfused with acidified fixative (1% PFA
in 0.05 mM citrate buffer, pH 3.5). Thirty mg of brain tissue were incubated in 500 pl formam-
ide (Sigma) to extract Evan's blue at 60°C overnight. Absorbance was measured at 610 nm and
740 nm on a plate reader (Sinergy 4, BioTek Instruments, USA).

Ex vivo Autoradiography

After PET/CT scans at 48 hours after injection, mice were euthanized, and tumors or whole
brains bearing orthotopic tumors were removed and frozen in the OCT compound (Tissue-
Tek, USA). The frozen tissues were sectioned into 30-um thick slices by a cryostat (CM 1850,
Leica). Autoradiography (ARG) was acquired by exposing the frozen sections to a phosphor
screen, using a STORM 820 Phosphor Imager (GE Healthcare). For staining techniques after
autoradiography, frozen samples were serially cut at 10 pm and mounted on glass slides,
thawed and allowed to dry for 30 minutes. Slides were then fixed in 10% neutral buffered for-
malin for 10 minutes. Consecutive sections were stained with hematoxylin and eosin (H&E)
and for immunohistochemistry analysis with LEM2/15, as described above.

REMBRANDT Dataset

Glioma expression data of the REMBRANDT dataset [41] were analyzed through the GlioVis
portal (http://gliovis.bioinfo.cnio.es). Data can be accessed at the GlioVis portal or at The
Georgetown Database of Cancer Plus (https://gdoc.georgetown.edu/gdoc/).
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Statistical Analysis

Tukey's honest significant differences (HSD) in conjunction with ANOVA were performed for
multiple comparison analysis using the R statistical software. Data in bar graphs are presented
as the mean+SD. Statistical analysis was performed using the Mann-Whitney test for nonpara-
metric data and the unpaired t test for parametric data. The Grubbs test was applied to detect
eventual outliers in data sets with the online “Outlier Calculator” tool (http://www.graphpad.
com/quickcalcs/Grubbsl.cfm). A P value of 0.05 or less was considered significant.

Results
Validation of MT1-MMP as suitable biomarker of GBM

To determine whether MT1-MMP could be considered as an appropriate biomarker for glio-
mas, we studied its expression in a panel of 40 human glioma samples (WHO grade I, I and
IV) by tissue microarray immunohistochemical analysis, using the anti-MT1-MMP LEM 2/15
antibody. A higher level of expression of MT1-MMP in GBM (HGG) was found as compared
to low-grade gliomas (LGG) (Fig 1A) and it could be detected mainly in tumors but also in
some endothelial cells. Moreover, analysis of a panel of different glioma cell lines and tumor
neurospheres (TS) by immunoblot (Fig 1B) and FACS (Fig 1C) showed high MT1-MMP
expression. Importantly, the ability of LEM-2/15 mADb to recognize intact MT1-MMP by FACS
highlights its potential use for in vivo applications like immunoPET. Further validation with
glioma patient public datasets was performed confirming that an increase of MT1-MMP
expression at the mRNA level in GBM is observed compared to LGGs as oligodendroglioma
and astrocytoma (grade I and III) (S1A and S1B Fig) and that high levels of MT1-MMP are
associated with worse prognosis and a decreased survival in GBM patients (S1C Fig).

Characterization and stability of 8Zr-DFO-LEM2/15

Selected conjugation conditions comprised the addition of a five-fold molar excess of
DFO-NCS to the LEM2/15 solution, a reaction pH of 9.0, and incubation for 40 min at 37°C.
These conditions resulted in a chelate:mAb substitution ratio of about 2-3:1. The radiochemi-
cal yield, purity, and specific activity of the ®Zr-DFO-LEM 2/15 used in this study were >90%,
>98% and 78.5 + 7.2 MBq/mg (n = 4) respectively, assuming virtually complete recovery of the
DFO-mAb conjugates after size exclusion chromatography. Incubation of **Zr-DFO-LEM 2/
15 in human serum for 7 days, at 4°C or 37°C, revealed a stability of 99.2 £ 0.5% (n = 3) and
99.1+ 0.3% (n = 3), respectively.

Biodistribution and pharmacokinetics of #Zr-LEM 2/15

Biodistribution experiments using **Zr-LEM 2/15 (Fig 2) were conducted in nude mice bearing
MT1-MMP expressing U251 and revealed a normal antibody organ distribution. In GBM
tumors, the higher uptake is observed 24h post-injection (22.63+3.67%ID/g) and then it
decreased in a time-dependent manner. Data showed high liver retention (27.47+3.3%ID/g))
compared to the spleen, kidneys and lungs, spanning a range between 5-15%ID/g which is rep-
resentative of the hepatic clearance of full-length IgGs. The activity of the rest of organs and tis-
sues was low (often below 5%ID/g) and decreased gradually with time except for bone which
shown an increasing uptake along time.

Pharmacokinetic studies determined that the terminal phase half-life and the mean resi-
dence times were 3.2 and 4.5 days, respectively, and the volume of distribution at steady state
was 2.15 mL (84 mL/kg). The systemic clearance was 0.47 mL/d (18.4 mL/d/kg), value in agree-
ment with those obtained for therapeutic monoclonal antibodies in mice[42].
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Fig 1. MT1-MMP protein expression analysis. A) Inmunohistochemistry with the LEM2/15 anti MT1-MMP
antibody in a TMA (n = 40) of Low-grade GBMs (LGG) and High-grade GBMs (HGG) patient tissues
(representative images). Right panel: MT1-MMP staining intensity score (0-3). B) Immunoblotting and C)

FACS analyses of the indicated cell lines using the LEM2/15 anti MT1-MMP antibody.
doi:10.1371/journal.pone.0158634.g001

897r-DFO-LEM 2/15 PET imaging of subcutaneous glioma xenografts

897r-DFO-LEM 2/15 small-animal PET was conducted on mice harboring xenograft tumors at
opposite flanks with MT1-MMP" GBM U251 cells and MT1-MMP" breast MCF7 cells. Assess-
ment of MT1-MMP expression in U251 and MCF7 by FACS and immunoblotting confirmed
high and null expression of U251 and MCF?7, respectively (data not shown). Levels of radioac-
tivity in tumors, tumor-to-blood and tumor-to-background ratios were calculated. In tumors,
radioactivity decreased in a time-dependent manner, with the uptake being 18.3+2.6 (n = 11),
17.742.6 (n = 8), 14.3£2.0 (n = 6) and 10£1.4 (n = 4) %ID/g at 1, 2, 4 and 7 days p.i., respec-
tively in MT1-MMP* U251 tumors, and 10.8+2.5 (n = 11), 11.4+2.3 (n = 8), 9.4+2.4 (n = 6)
and 6.8+1.7 (n = 4) %ID/g at 1, 2, 4 and 7 days p.i., respectively in MT1-MMP~ MCF-7 tumors
(Fig 3A and 3B top panel and S1 Video). The uptake in MT1-MMP* tumors was significantly
higher than in MT1-MMP" tumors at all times. Tumor/blood ratios in GBM/MT1-MMP*
tumors were 0.88+0.08, 1.07+0.19, 1.29+0.12 and 1.31+0.29 at 1, 2, 4 and 7 days post-injection,
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Fig 2. Biodistribution of 2Zr-DFO-LEM2/15 in mice bearing MT1-MMP* GBM cells (U251).
doi:10.1371/journal.pone.0158634.9002
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Fig 3. PET/CT imaging with radiolabeled 9Zr-DFO-LEM 2/15 in mice bearing MT1-MMP+ GBM cells
(U251) and MT1-MMP- breast cancer cells (MCF-7). A) Representative coronal whole-body PET and CT
sections at 1, 2 and 7 days p.i.; B) Levels of radioactivity in tumors, tumor to blood and tumor to background
ratios derived from PET imaging after 8°Zr-DFO-LEM 2/15 administration to mice bearing MT1-MMP+ and
MT1-MMP- tumors (meanzSD, n = 11-4/time); C) Immunohistochemistry of tumor tissue from xenografted
mice used for PET imaging. MT1-MMP was detected using LEM2/15 antibody. Scale bars: 500 ym D)
Representative images of double immunostaining for MT1-MMP (pink) and CD31 vascular marker (brown)
(left panel) and for MT1-MMP (pink) and Ki67 proliferation marker (brown)(right panel) in U251 tumor implants
from xenografted mice used for PET imaging. Scale bars: 50 ym. Significant differences: p<0.05 (*), p<0.001
(**) and p<0.0001 (**¥*), ns, not significant.

doi:10.1371/journal.pone.0158634.9003
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respectively (Fig 3B middle panel). However, tumor/blood ratios in breast MT1-MMP" cells
were significantly lower (0.51£0.15, 0.67+0.23, 0.81+0.24 and 0.80+0.11 at 1, 2, 4 and 7 days
post-injection, respectively) than those for GBM/MT1-MMP™ tumors. Tumor/background
ratios in GBM/MT1-MMP" tumors exhibited high values after 1 day (6.32+0.62, 5.77+0.77,
5.68+0.61 and 3.80+0.74 at 1, 2, 4 and 7 days p.i,, respectively) in contrast to significantly lower
values obtained with breast MT1-MMP™ tumors (3.74+0.92, 4.02+0.75, 3.73+0.95 and 2.60
+0.86 at 1, 2, 4 and 7 days p.i, respectively) (Fig 3B bottom panel). In addition, immunohisto-
chemical staining of tumors excised 48h after PET scan by using the LEM2/15 antibody con-
firmed high expression of MT1-MMP in the U251 xenograft (Fig 3C, left panel) and its
absence in the MCF7 tumor (Fig 3C, right panel). To obtain more detailed information with
regard to the localization of MT1-MMP expression within the tumor, double staining immu-
nohistochemistry analyses with LEM2/15 antibody and tumor (Ki67) or vascular (CD31)
markers were performed (Fig 3D). We determined that tumor cells (Ki67+) immunostained
strongly positive for MT1-MMP while most endothelial cells (CD31+) did not stain at all. This
would suggest that LEM2/15 does not recognize properly mouse MT1-MMP, therefore we
could exclude that the PET signal come from the endothelial cells. Digital autoradiography and
histologic staining revealed a homogeneous distribution of **Zr-DFO-LEM 2/15 in the U251
tumors corresponding to the MT1-MMP-expressing regions (S2A Fig).

897r-DFO-LEM 2/15 PET imaging of intracranial xenograft tumors

To determine the applicability of PET imaging to GBM tumor in a more clinically relevant
mouse orthotopic model, PET/CT imaging with %Zr-DFO-LEM2/15 and a control **Zr-
DFO-IgG1 was performed 10 days after intracranial injections of patient-derived neurospheres
(TS543). Presence of tumors was confirmed by bioluminiscence. The brain PET image (Fig 4A
and S2 Video) shows that **Zr-DFO-LEM2/15 was specifically accumulated in tumor, enabling
its accurate localization and delineation. Posterior quantitative analysis of tumor/blood ratios
of ¥Zr-DFO-LEM?2/15 compared with control **Zr-DFO-IgG1 distribution (1.17+0.23 and
1.50+0.14 versus 0.71+0.10 and 0.82+0.01 at 2 and 4 days p.i., respectively) revealed significant
differences over time (Fig 4B and S3A Fig), indicating an MT1-MMP-mediated specific tumor
uptake in this model. Sections of mouse brains bearing the GBM xenografts immunostained
for MT1-MMP confirmed the expression of this protein in the tumor tissue but not in the sur-
rounding brain tissue or in vascular endothelial cells, where most of the tumor vessels were
negative for LEM2/15 staining (Fig 4C).

Interestingly, the °Zr-DFO-LEM2/15 antibody only caused a very weak signal in an ortho-
topic U251 tumor model and did not show a significant difference between tumor/blood ratios
of the specific labeled antibody and control **Zr-DFO-IgG1 (0.23+0.04 and 0.30+0.03 versus
0.17£ 0.05 and 0.21+ 0.10, at 2 and 4 days p.i., respectively) (S3A Fig), despite the considerably
higher expression of MT1-MMP on U251 cells as compared with TS543 neurospheres (Fig
1C). To test whether the differences in the ®Zr-DFO-LEM2/15 uptake, between the U251 and
TS543 orthotopic models, were associated to the integrity of the blood-brain barrier (BBB) we
performed an Evans blue (EB) staining. U251 tumors showed significantly lower EB staining
than TS543 tumors (9.14+3.14 versus 39.35+26.83 pg of EB/g tissue, respectively; intact or
mock surgery brain: 2.12+0.77 or 2.03+0.51pg of EB/g tissue, respectively) (S3B Fig), indicating
only partially increased BBB-permeability in the U251 model and a highly disrupted BBB in
the TS543 model.

In conclusion, small animal PET/CT using **Zr-DFO-LEM2/15 mAb enabled the specific
and efficient detection of aggressive TS543 neurosphere-derived tumors in which the BBB is
disrupted.
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Fig 4. PET/CT imaging with radiolabeled 2°Zr-DFO-LEM2/15 in mice bearing orthotopic xenografts
containing patient-derived neurospheres. A) Representative fused PET/CT images of coronal and sagittal
planes at 2 and 4 days p.i. containing TS543 brain tumors with 8°Zr-DFO-LEM2/15 (left panels) and %°Zr-
DFO-IgG1 as isotype control (right panels) B) Tumor-to-blood ratios for #Zr-DFO-LEM2/15 (black bars) and
897r-DFO-IgG1 (grey bars) in nude mice bearing orthotopic TS453 xenografts at 2 and 4 days p.i. derived
from PET imaging. Values are presented as mean+SD (n = 3-5). C) Representative brain images of double
immunostaining for MT1-MMP (pink) and CD31 vascular marker (brown) (left panel) and for MT1-MMP (pink)
and Ki67 proliferation marker (brown) (right panel) from orthotopic TS453 xenografts used for PET imaging.
Higher-magnification are shown in the bottom panels. Scale bars: 20 um. Significant differences: p<0.05 (*)
and p<0.0001 (***).

doi:10.1371/journal.pone.0158634.9004

Discussion

GBM remains one of the most deadly form of human cancer despite tremendous advances in
surgical approaches, radiotherapy and chemotherapy over the last decades, with an average
survival of 14-16 months using the current standard of care based on administration of
radiotherapy and concomitant and adjuvant temozolomide [43][44]. Therefore, significant
improvements in understanding of molecular pathogenesis, as well as in diagnosis and novel
therapeutic strategies should be made to increase patient survival rates [45]. In particular,
accurate diagnosis has a key role in clinical management of GBM patients. Treatment follow-
up and clinical decision-making are currently based on the accuracy of non-invasive imaging
techniques such as MRI or PET targeting aberrant metabolic processes. MRI has limitations
in identifying tumor grade, invasive growth into neighboring tissue, treatment-induced
changes and recurrences because pseudoprogression and tumor progression cannot be prop-
erly distinguished [46]. PET imaging with '*F-FDG and especially other PET tracers such as
"'C-MET, ""C-TYR, "*F-FET or "*F-DOPA have shown a great potential for cerebral GBM
diagnosis, however their sensitivity and specificity for detecting tumor growth or shrinkage
remains to be fully validated [47]. These drawbacks make necessary to seek urgently other
noninvasive biologic-based imaging with molecularly targeted agents such as immunoPET
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[48] that might improve the specificity of tumor diagnosis compared with the more anatomi-
cal based techniques.

Herein, we provide proof of concept that MT1-MMP expression can be quantitatively
assessed by an immunoPET using a specific monoclonal antibody (LEM 2/15), readily labeled
with #Zr and used for in vivo tumor imaging. Furthermore, we evaluated the in vitro and in
vivo properties of this labeled antibody to develop a new PET probe for glioma detection, show-
ing that *Zr-DFO-LEM2/15-mediated PET yields high resolution detailed images with high
tumor-to-background contrast in flank and orthotopic xenograft models of GBM. Therefore,
this study was performed to establish and validate MT1-MMP as a candidate for GBM diagno-
sis by means of noninvasive PET imaging.

We chose the function-blocking antibody LEM2/15 because it shows very high specificity
for MT1-MMP. It was generated against the V-B loop of MT1-MMP (residues 218-233) [27]
which is located outside the conserved catalytic cleft and therefore its epitope displays low
sequence homology among the MMP family. Recently, the crystal structure of Fab LEM2/15
complexed with the catalytic domain of MT1-MMP has shed light on the molecular mecha-
nism of the allosteric inhibition of this enzyme by the antibody [28]. This work pointed to the
potential utility of LEM2/15 as lead for the development of novel MMP-targeted therapeutics
[29]. In this context, our goal would also be the integration of LEM2/15-based PET into the
process of the drug development in preclinical studies and eventually for clinical translation to
monitor noninvasively target expression.

First, we tested whether MT1-MMP was indeed a suitable target for a PET biomarker of
GBM by studying extensively MT1-MMP expression at different levels. Utilizing bioinformat-
ics analysis of the REMBRANDT dataset, we confirmed a significant correlation between
increased MT1-MMP expression with advanced tumor grades, malignancy and shorter overall
survival for GBM patients, in concordance with previously reported results[15,17,49]. Further
validation was carried out at protein level, detecting MT1-MMP in a panel of glioma cells by
immunoblotting and FACS; and in a TMA immunohistochemistry staining with glioma sam-
ples of various grades, in which we documented a marked increase in expression of MT1-
MMP in GBM compared to low-grade gliomas. Altogether, our data suggested the feasibility of
MT1-MMP to become a suitable molecular target for GBM diagnosis. MT1-MMP overexpres-
sion would indicate tumor progression towards more aggressive phenotypes associated with a
worse prognosis, and also predict that the LEM2/15 antibody would have potential utility as
MT1-MMP-targeted PET probe for imaging of GBM.

Previous studies have explored the use of MT1-MMP as imaging biomarker in SPECT
[31,32,50], optical imaging[30] and PET/optical imaging using cleavable PEGylated MT1-
MMRP substrate peptide probes conjugated with '*F-labeled BODIPY (boron dipyrromethene)
scaffold which allows an effective integration of fluorescence-based imaging with PET studies
to monitor MT1-MMP proteolytic activity [51]. However, to the best of our knowledge, this is
the first time that a MT1-MMP-based immunoPET is described for GBM detection and it is
expected to have greater performance than other MT1-MMP-based imaging systems devel-
oped up to now: immunoPET combines the antibody characteristics of high specificity, affinity
and great structural flexibility to generate a variety of fragments with half-lives matching opti-
mally the period of semi-desintegration of isotopes, with PET as imaging technique which pro-
vides higher spatial resolution and sensitivity than SPECT from a clinical perspective.

Concerning radiolabeling, experiments on different Zr coordination methods have reported
that ®Zr-DFO mAbs provides higher in vivo stability with respect to demetalation and rela-
tively low levels of radiotracer accumulation in background tissue, especially in bones[52] and
hence DFO is currently the best chelator for *Zr[53]. The results reported here are consistent
with previous investigations and confirmed that ®Zr is a suitable radionuclide for labeling
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intact antibodies[33,54,55]. Biodistribution studies with the U251 murine model revealed spe-
cific MT1-MMP driven uptake of *Zr-DFO LEM2/15 in GBM tumors (about 30%ID/g at
24h), declining in a time-dependent manner up to 15% ID/g at 7 days p.i. Most likely this
increased clearance of radioactivity at tumor site represents metabolism instead of loss of *Zr,
due to lack of complex stability since **Zr-DFO-LEM2/15 was very stable in serum, with no
significant dissociation of the complexes after 7 days. In non-target tissues, organs of the reticu-
loendothelial system showed relatively high uptake, especially liver, which is attributable to the
biological elimination of the tracer, given that antibodies are usually cleared through their
interaction with the Fc receptors expressed on cells of this system[56], and is a pattern fre-
quently observed with radiolabeled antibodies[57-59]. Also, an increasing accumulation of
activity in the bones is observed along time, just the same as in previous studies using DFO as a
chelator [60], since Zr ion shows a high affinity for bones[52].

Regardless of the antibody/antigen system, no in vivo investigation of an **Zr-DFO-labeled
imaging probe is complete without a demonstration of selectivity. This can be achieved using a
cell line that does not express the antigen in question (i.e., MT1-MMP), such as MCF-7 cell
line used in the present study. To confirm that the accumulation of **Zr-DFO-LEM2/15 was
attributable to specific rather than non-specific bindings, we implanted MT1-MMP-expressing
and non-expressing tumor cells within the same animal in the microPET/CT experiments.
Tumor/blood ratios of **Zr-DFO LEM2/15 in GBM MT1-MMP" tumors were significantly
higher than those in breast MT1-MMP" tumors, indicating the specificity of *Zr-DFO-LEM2/
15 toward MT1-MMP. The unspecific accumulation of the antibody in breast tumors could be
due to the enhanced permeability and retention (EPR) effect, which is characterized by a leaky
nature of tumor vasculature and reduced lymphatic drainage [61], rather than an involvement
of the vasculature since LEM2/15 showed no reactivity with most of the mouse tumor blood
vessels by IHC. In fact, it has been previously described that LEM2/15 antibody reacted poorly
with MT1-MMP from murine origin [62].

Compared to some limitations of the subcutaneous model, orthotopic tumor models more
closely mimic the natural biologic behavior and characteristics of human tumors because they
grow in its native microenvironment and reliably replicate certain important characteristics.
For the generation of orthotopic GBM xenografts we employed neurospheres in addition to
established glioma cell lines such as U251 because these grafted masses structurally resemble
more to the tumor of origin. Intact antibodies are too large to cross readily the BBB[63] and
indeed we observed that a disrupted BBB is needed for the LEM2/15 antibody to penetrate into
the brain tumors. Accordingly, ¥Zr-DFO LEM2/15 was able to detect orthotopically growing
GBM implants from TS543 but not from U251, which correlates with the integrity of the BBB,
as analyzed by Evans blue staining. More brain tumor models with different BBB leakage will
be utilized in the future to test the tracer activity. However, this high dependence on the BBB
integrity for targeting is a major limit for the use of intact LEM2/15 in clinical developments.

To overcome such a limitation, our current work is aimed at extending this initial findings
using engineered and miniaturized derivatives of the LEM2/15 antibody. The minituarized
antibodies can enhance BBB penetration and therefore result in an improved tumor-targeted
imaging[64]. Moreover labelling with PET isotopes characterized by short or intermediate
half-lives such as ®*Ga[65] would optimize the pharmacokinetics and facilitate wide access to
this technology since ®*Ga can potentially be generator-produced on site (rather than cyclotron
produced). Besides, future studies with different tumor grades are needed to confirm the
correlation between the MT1-MMP-targeted PET and the different tumor grades. Also, the
demonstration of the feasibility of MT1-MMP as biomarker for tumor progression, able to dis-
criminate between real and pseudoprogression after standard treatments, would be of great rel-
evance for evaluating MT1-MMP-specific antibodies as non-invasive diagnostic tools in clinic.
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In conclusion, we established the feasibility of the use of MT1-MMP-based immunoPET for
an efficient detection of GBM and it opens the possibility of using engineered anti-MT1-MMP
mADbs to more accurate biological characterization and diagnosis of GBM, as an alternate to
non-specific tracers.

Supporting Information

S1 Fig. MT1-MMP expression in GBM patients. A) MT1-MMP mRNA expression in the
REMBRANDT dataset stratified by histology: Non-tumor (n = 28), Oligodendroglioma

(n =67), Astrocytoma (n = 147) and GBM (n = 219). Right panel: results of a Tukey’s HSD
post hoc test showing the differences between mean levels for each comparison and the 95%
confidence interval. B) Same as in A) with the patients stratified by tumor grade: Grade II
(n=98), Grade III (n = 85), Grade IV (n = 130). C) Kaplan Meier survival estimates of GBM
patients in the REMBRANDT dataset stratified by the median MT1-MMP mRNA expres-
sion.

(TIF)

S$2 Fig. (A) Hematoxylin and eosin (Left), immunohistochemistry with LEM2/15 antibody
(Center) and ex vivo autoradiography (Right) of the U251 s.c. xenograft from mouse injected
with #Zr-DFO-LEM2/15, indicating there was specific uptake in the U251 tumor. (B) Hema-
toxylin and eosin (Left), immunohistochemistry with LEM2/15 antibody (Center), and ex
vivo autoradiography (Right) of the brain from a mouse with a TS543 orthotopic xenograft
injected with **Zr-DFO-LEM2/15, confirming colocalization of the tracer with MT1-MMP
expression.

(TIF)

$3 Fig. (A) Uptake of **Zr-DFO-LEM2/15 and *Zr-DFO-IgG1 as isotype control in orthoto-
pic TS543 and U251 xenograft models, represented as %ID/g tumor (left panel) and tumor-
to-blood ratio (right panel) at days 2 and 4 p.i. Data of tumor-to-blood ratios from TS543
tumors are also shown in Fig 4, they are included here just for comparison. Horizontal bars
indicate medians. Red and blue lines represent +SDs in TS543 and U251 xenografts, respec-
tively, (n = 3-5). (B) Analysis of BBB integrity by quantification of intravenously administered
Evans blue in the brain of mice with intact (@), mock surgery brains (), orthotopic U251
(A) and TS543 (V) xenograft models. Horizontal bars indicate medians and vertical bars,
+SDs (n = 3).

(TIF)

S1 Video. PET-CT 3D render of a representative mouse bearing MT1-MMP+ GBM cells
(U251), right flank, and MT1-MMP- breast cancer cells (MCF-7), left flank, labeled with
897r-DFO-LEM 2/15 at 24 h post injection.

(MPG)

$2 Video. PET/CT 3D render imaging of a representative mouse bearing orthotopic xeno-
graft containing patient-derived TS543 neurospheres and labeled with 3°Zr-DFO-LEM 2/
15 at 24h after injection

(MPG)
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Figura 29.

Radiomarcaje de DFO-LEM 2/15 con 8Zr. A. Perfil de elucidn de #Zr-DFO-LEM 2/15
en la columna PD-10y B. Autorradiografia de ITLC de #Zr-DFO-LEM 2/15 purificado.
En la seccién 1 se localizaria la muestra de mAb marcado mientras que en la secciéon
2 estaria el radiondclido libre.

Perfil de elucion de la IgG inespecifica marcada con #Zr a través de la PD-10.

Estudio de inmunoreactividad por citometria de flujo. En el histograma se represen-
ta la intensidad de fluorescencia (x) frente al nimero de células normalizado como
% de la sefial maxima (y).

Biodistribucion ex vivo del modelo xenograft de U251y MCF7 (n = 14).

Estudios microPET/CT de 89Zr-DFO-LEM 2/15 en ratones portadores de células U251
con expresion de MT1-MMP y células MCF-7 sin expresion de MT1-MMP (n = 14).
A. Imagenes microPET/CT tomadas a los 1, 4 y 7 dias posinyeccion. B. Captacion de
87r-DFO-LEM 2/15 por los tumores U251 y MCF7 (% ID/g). C. Ratio tumor/sangre.
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60
62

Diferencias estadisticamente significativas: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**)y p < 0,001 (***). 63

Estudios de regresién lineal para los datos extraidos por biodistribucién ex vivo e
imagen PET. A. Tumor de la linea celular U251 (azul) y MCF7 (rojo) y B. Pool sangre/
corazoén (PET) y sangre (ex vivo) (verde).

Inmunohistoquimica del tejido tumoral de los ratones portadores de células U251
y MCF7. A. Corte de inmunohistoquimica de un tumor U251 tefiido con LEM 2/15
positivo para MT1-MMP. Escala: 500 um. B. Corte de inmunohistoquimica de un tu-
mor MCF7 tefiido con LEM 2/15 negativo para MT1-MMP. Escala: 500 um. C. Corte
de doble inmunotincion de un tumor U251 para MT1-MMP (rosa) y Ki67 (marrén).
Escala: 50 um. D. Corte de doble inmunotincion de un tumor U251 para MT1-MMP
(rosa) y CD31 (marrdn). Escala: 50 um.

Estudios microPET/CT de ®Zr-DFO-LEM 2/15 (n = 6) y %Zr-DFO-IgG inespecifica
(n = 4) en ratones portadores de células U251 que expresan MT1-MMP. A. Cor-
te axial de imagenes microPET/CT de 8Zr-DFO-LEM 2/15 (izquierda) y ®Zr-DFO-IgG
inespecifica (derecha) inyectados a los 8 dias. Los tumores estan marcados con fle-
chas. B. Captacién de #Zr-DFO-LEM 2/15 y 89Zr-DFO-IgG inespecifica (% ID/g) a
los 1, 3, 6 y 8 dias posinyeccién. C. Ratio tumor/sangre de la captaciéon de los an-
ticuerpos radiomarcados. Diferencias estadisticamente significativas: p < 0,05 (*),
p < 0,01 (**)y p < 0,001 (***).

Estudio por histologia, inmunohistoquimica y autorradiografia de los tumores xe-
nografts heterotdpicos subcutaneos de U251. Tincion hematoxilina y eosina (H&E),
inmunohistoquimica realizada con el anticuerpo LEM 2/15 (IHC) y autorradiografia
(ARG).

Estudios microPET/CT de #Zr-DFO-LEM 2/15 (n = 6) y %Zr-DFO-I1gG inespecifica
(n = 3) en ratones portadores de células TS543 que expresan MT1-MMP. A. Cor-
te axial de imagenes microPET/CT de 8Zr-DFO-LEM 2/15 (izquierda) y 8Zr-DFO-IgG
inespecifica (derecha) inyectados a los 6 dias. Los tumores estan marcados con fle-
chas. B. Captacion de 89Zr-DFO-LEM 2/15 vy 8Zr-DFO-1gG inespecifica (% ID/g) a los 1,
3y 6 dias posinyeccion. C. Ratio tumor/sangre de la captacidon de los anticuerpos ra-
diomarcados. Diferencias estadisticamente significativas: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**)
y p <0,001 (***).
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Figura 30.

Figura 31.

Figura 32.

Figura 33.

Figura 34.

Figura 35.

Estudios de microPET/CT de #Zr-DFO-LEM 2/15 (n = 5) y #Zr-DFO-IgG inespecifica
(n=5) enratones portadores de células U251 que expresan MT1-MMP implantadas
intracranealmente. A. Corte axial (arriba) y corte sagital (abajo) a los 2 y 4 dias po-
sinyeccion con #Zr-DFO-LEM 2/15 (izquierda) o #Zr-DFO-IgG inespecifica (derecha).
B. Captacion de 89Zr-DFO-LEM 2/15 y #Zr-DFO-1gG inespecifica (% 1D/g) en modelos
ortotdpicos de U251 a los 2 y 4 dias posinyeccion. C. Ratio tumor/sangre de la cap-
tacién de los anticuerpos radiomarcados. Diferencias estadisticamente significati-
vas: p < 0,05 (*), p<0,01 (**)y p<0,001 (***).

Estudios microPET/CT de 8Zr-DFO-LEM 2/15 (n = 5) y 89Zr-DFO-IgG inespecifica
(n = 3) en ratones portadores de células TS543 que expresan MT1-MMP implanta-
das intracranealmente. A. Corte axial (arriba) y corte sagital (abajo) a los 2 y 4 dias
posinyeccidon de #Zr-DFO-LEM 2/15. Los tumores estan marcados con flechas. B.
Estudio cuantitativo de la captacion de #Zr-DFO-LEM 2/15 y #Zr-DFO-IgG inespeci-
fica (% ID/g) en modelos ortotdpicos de TS543 a los 2 y 4 dias posinyeccion. C. Ratio
tumor/sangre. Diferencias estadisticamente significativas: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**)
y p < 0,001 (*¥**).

Estudio por histologia, inmunohistoquimica y autorradiografia de los tumores orto-
topicos de TS543. A. Imagenes del cerebro con una doble tinciéon para MT1-MMP
y un marcador vascular (CD31) o tumoral (Ki67). B. Hematoxilina y eosina (H&E),
inmunohistoquimica con LEM 2/15 y autorradiografia (ARG) de #Zr-DFO-LEM 2/15
que confirma la colocalizacién del radiotrazador con la expresion de MT1-MMP.

Estudios microPET/CT de #Zr-DFO-LEM 2/15 (n = 4), algunos con 1 mg de LEM 2/15
(n = 2), en ratones portadores de células CAPAN-2. A. Corte axial (arriba) y corte
sagital (abajo) de ratones inyectados con #Zr-DFO-LEM 2/15 (mitad superior) o 8Zr-
DFO-LEM 2/15 bloqueado con LEM 2/15 (mitad inferior) a los 1, 5y 7 dias posin-
yeccion. Los tumores estan marcados con flechas. B. Captacion tumoral (expresada
en % ID/g) en modelos de CAPAN-2 a los 1, 3, 5y 7 dias posinyeccién; también se
muestra la captacion obtenida ex vivo. C. Ratio tumor/sangre a los 1, 3, 5y 7 dias
posinyeccién. Diferencias estadisticamente significativas: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**)
y p <0,001 (***).

Estudio de inmunohistoquimica de los tumores xenografts heterotdpicos subcuta-
neos de CAPAN-2 por LEM 2/15 (marrdn). En la seccion superior se puede observar
la distribuciéon de la MT1-MMP fundamentalmente en el borde del tumor (escala:
1000 um), y en la seccion inferior se muestra una ampliacién (escala: 50 um).

Inmunohistoquimica de diversas muestras de adenocarcinomas ductales de pan-
creas de pacientes, utilizando LEM 2/15 como agente de tincidn para evaluar la
expresion de MT1-MMP. A |a derecha se observa la tincion de la muestra PANC198,
positiva para la metaloproteasa, frente a una muestra de pancreas de un paciente
sano (a laizquierda).

Figura 36. Analisis de la expresion de MT1-MMP en ratones xenograft metastasicos para PDAC.

(Arriba) Seccion de un tumor PDAC con potencial metastdsico implantado ortotdpi-
camente en ratones hembras NSG. La presencia de células tumorales humanas se
visualiza facilmente en el tejido del ratén mediante la sobreexpresion de MT1-MMP
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Figura 37.

(izquierda) y su colocalizacion con el marcador humano (derecha). (Abajo) Sec-
cién de higado marcada con sonda ALU (derecha) y LEM 2/15 (izquierda).
Escala: 1000 pm.

Estudios de microPET/CT de #Zr-DFO-LEM 2/15 en un modelo ortotdpico de un PDX
de PDAC (n = 3) y animales control (n = 2). A. Corte axial (arriba) y corte sagital (aba-
jo) de ratones portadores de un tumor ortotépico (mitad superior) o control (mitad
inferior) a los 1, 5y 7 dias posinyeccion de #Zr-DFO-LEM 2/15. Los tumores estan
marcados con flechas. B. Estudio cuantitativo de la captacion de 8Zr-DFO-LEM 2/15
(% ID/g) en modelos ortotdpicos y animales control a los 1, 2, 4 y 7 dias posinyec-
cién, ademas de ex vivo el 7 dia. C. Ratio tumor/sangre alos 1, 2, 4y 7 dias posinyec-
cion, ademas de ex vivo el 7 dia. Diferencias estadisticamente significativas: p < 0,05
(*), p<0,01(**)yp<0,001 (***).

Figura 38. Analisis de la expresién de MT1-MMP en ratones PDX y control mediante inmuno-

Figura 39.

Figura 40.

histoquimica con LEM 2/15. A. Tejido de tumor implantado en el pancreas de un
roedor donde se observa la expresion de MT1-MMP en células tumorales (marrdn).
B. Pancreas de un ratén control. Escala: 50 pum.

Estudios de microPET/CT con #Zr-DFO-LEM 2/15 en un modelo de metastasis de
un tumor derivado de un paciente con PDAC (mitad superior) y en un ratén control
NSG (mitad inferior). Corte axial (arriba) y corte sagital (abajo) de un modelo de
metastasis en raton o control alos 1, 5y 7 dias posinyeccion de #Zr-DFO-LEM 2/15.
Los tumores estan marcados con flechas.

Andlisis de la expresion de MT1-MMP mediante inmunohistoquimica con LEM 2/15
en el modelo metastdsico de PDX. A. Tejido de tumor implantado en el pancreas de
un roedor donde puede observarse la expresiéon de MT1-MMP (marrén). B. Tejido
de higado. C. Tejido de pulmdn donde puede observarse la expresién de MT1-MMP
en pequefias metastasis. Escala: 50 pum.
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