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Equipe 17 du CRCINA : Design & Application de traitements

'CRCINA
[ Locaux Innovants dans le Glioblastome (GLIAD)

Deux situations cliniques GB
1) Exérése chirurgicale => récurrence Idée d’un traitement local intraopératoire basé sur :

1 srowes s

il

=> Une meilleure sélection de la cible

=> Un meilleur impact de la molécule thérapeutique en
adéquation avec le systeme de délivrance (ou vecteur) et avec
le mode d’administration

Axe -1 — Innover en terme de
¥ Radiotherapie vectorisée & « drug
combinations » (nanocarriers
moléculaires et particulaires)

, _ v | d?! VA
o Stupp et al., O &N/ every <@> v!v
NEJM, 2005 A v
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Traitement loco-régional

N Axe -2 — Développer des
traitements locaux pour contréler
les décisions des cellules
cancéreuses et les éliminer =>
piege a tumeur
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Radiotherapy plus temozolomide

Radiotherapy

Probability of Overall Survival (%)
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. Morths Tumeur solide

Survie <15 mois

Dans tous les cas un pronostic

dramatique!!!

Résistance/progression
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’CRCINA

Différentes approches cliniques utilisant les émetteurs
alpha et beta (vectorisation moléculaire)

Approches ciblées (ligand-récepteur):

(
Epenetos et al. 1985, Brady et al.

1990, Li et al. 2010

Casaco et al. 2008, Torres et al.
2008

Riva et al. 1994, 1997

Riva et al. 1999, 2000
Zalutsky et al 2008
Hbeid et al. 2011

Radiopeptide therapy

Heute et al. 2010
Cordier et al. 2010

125|-mAb-425 = anti-EGFR

188Re- Nimotuzumab (h-R3) =
anti-EGFR

1311_BC-2 or BC-4 mAb =
antitenascin

%Y. BC-4
211At-ch81C6 (antitenascin)

131]-chTNT-1/B (histone H1)

90Y-DOTATOC
213Bj-DOTAGA-SP

recurrent grade IV glioma, Intravenous and intra-arterial
injection, 925 to 4810 MBg, Combination with TMZ.

phase | trial, recurrent high-grade glioma, intracavitary
injection (Ommaya reservoir), unique injection of 3 mg
of h-R3 labeled with 370-555 MBq of rhenium-188.

intralesional RIT as an adjuvant, intralesional RIT as an
adjuvant.

Phase I/l study, intralesional (into tumor bed)
Recurrent GBM, Rickham reservoir + catheter

Phase Il study: high grade glioma, CED directly to the
resection cavity.

Pilot study, Local injection: Rickham reservoir (4 mL)

Prospective phase | study, 1-3 catheter system
(intratumoral) stereotactically placed within the tumor
margin



oY Différentes approches cliniques utilisant les émetteurs
. CRCINA C . : :
v e alpha et beta (vectorisation particulaire)

@

Approches non-ciblées : nanoparticules & ciblage passif

m Radioisotope-Vector | Injection modalities, activity

Radionanoparticles therapy

Shultz et al. 2011 177) u-DOTA-f-Gd3N@C80 U87MG-mice, CED: 18uL at 0,2uL/min.
Vanpouille-Box et al. 2011 LNC18Re-SSS 9L Fischer rats, CED: 10uL at 0,5uL/min and 60uL at
0,5uL/min.
Phillips et al. 2012 9%mTc-liposomes, ¥Re- U87MG-U251-athymic nude rat, Tc-CED: 50-100pL at
liposomes 2pL/min (50uL = upper limit), Re-CED: 25pL at 2pL/min.
Cikankowitz et al., 2017 LNC'88Re-SSS Lab1 human GB in nude mice, CED: 3 and 5uL at 0,5uL/min.

Approches combinées (ligand-recepteur & nanoparticules)

Radionanoparticles therapy

CXCR4 positive UB7MG-SCID mice, CED: 10uL at

Séhédic et al. 2017 CXCR4 mAb targeted LNC'88Re-
0,5uL/min.

SSS



'.CRCINA Radionucléides alpha versus beta?

&

La stratégie therapeutique dépend de la nature de I'eémetteur (a or 3)

TABLE 1 | Physical properties of radioisotopes used in glioblastoma therapy.

Radionuclide Emission type Half-life (h) E.... (keV) of main emission Maximum range in soft tissues (mm)
lodine-125 Auger 1426 3.19 Nanometer scale
lodine-131 B 193 606.3 29
Yitrium-90 B 64 2,280.1 12.0
Lutetium-177 B 162 498.3 2.0
Rhenium-186 p- 89.2 1,069.5 5.0
\@ B- 17 2,120.4 08—
~ Astatine-211 a 7.2 5.870t0 7.45 0.055 to 0.080
Bismuth-213 a 0.76 8.4 0.1
Actinium-225 a 240 8.4 0.1

Frontiers in Pharmacology | www.frontiersin.org Bai/ly et al.. 2019 July 2019 | Volume 10 | Article 772
7

Nanoparticules chargées avec un émetteur 3 pour une thérapie a longue portée

Nanoparticules chargées avec un émetteur a pour une thérapie a courte portée

(thérapie hautement ciblée ou confinée pour plus d’efficacité et s’affranchir des
effets indésirables)



CINA Emetteurs alpha versus beta?

Dose Range and Tumor Cell Size 15-40 um

m 80 um alpha-particles / 5.84 MeV

1 mm Lutetium-177 / 0.13 MeV

12 mm Yttrium-90 / 2.1 MeV
10.8 mm Rhenium-188 / 2.2 MeV

GammakKnife

Photons
| ] | ] | ] | ] | ] | ] | ] | ] | ] | ] | ] | ] | ] | ] | ] 1



oY Nanocapsules lipidiques pour la radiothérapie interne
.~ C“B._Q‘I-NA . ’ .
o T vectorisée dans le glioblastome
e Heurtault et al., Pharm Res, 2002 — Brevet AU2001240753 (B2)
= i Phase inversion
Eau
Chauffage l NaCl

Refroidissement
Chauffage

Dilution Triglycérides

@ Eau 0°C

Nanocapsules

¢ [ IIR=¥ 4

- Phospholipides

Conductivité P B Eau .~ HS-PEG/PEG
'_'lE\ E/H @ Huile
HEINE
==l S — =
‘3 . Lipidic nanocapsule
ﬁ n Z-average : 50 nm
| = Pdl <0,2



L

Synthese des complexes SSS et des
nanocapsules de 188Re

188
~Re
Rhénium-188  Hydrophilic

B-: 2120 keV (85%)
v : 155 keV (15%)

188W (1, 69)

AN
By 188Re (1,/,:17h)

- > -

LogP (calculated) = 8,4

Lipophilic

bis(trithioperoxybenzoate)(dithiobenzoate) de rhéniu "\;.;\ |
711,82 g/mol "

By 1880)S (stable)

740 MBq/ml
70 ml

188Re-SSS-NCL

Ballot et al., Eur. J. Nucl. Med. Mol. Imaging, 2006

Kit A
Gluconate de sodium
Oxalate de potassium

F. Mevellec et al., Inorg. Chem. Commun., 1999



u _ _ . o, ® ’ Vd \
-.QB.-_,Q_LN.,A Re-SSS-NCL : Transposmor? du procedg d,e synthese
¢ o vers une production automatisée

@

Remote-controlled Synchrom® module R&D Raytest®
Software Gina Star® SynChrom®

STEP 1 STEP 2
188Re-SSS synthesis and purification 188Re-SSS-NCL formulation

NtA
wemp. ombon®
STEP1: ‘*Re-perrhenate (**Re"0,) + SodiumGluconste ———— [*re‘Olgluc);)
15min

STEP 2: [*Re"0fgic),] + PhCSH —m'c> [**Re"(PhCs, ) {PhCS,)
15mn

Reactor

4 N°1

188Re-SSS-NCL

10
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"RCIN Quel mode d’infusion local pour la radiothérapie
interne nanovectorisée?

e
®

Voie intratumorale locale : Convection Enhanced Delivery (CED)
* M cathéter, injection lente continue (pression positive) débit 5puL/min

e Distribution par convection plutot que diffusion de la solution administrée

(augmente le volume de distribution)
Neuro-Oncology 17(52), ii3—ii8, 2015

|njection Point source CED

1
':' —':—lnjection
| CED

Drug concentration

Distance from infusion site

 Contournement de la BHE
* Permet d’injecter des molécules de petit ou grand MW
* Thérapie ciblée autour du site d’insertion du cathéter, toxicité limitée

* Inflammation localisée a 50 um autour de la téte du cathéter
11



'CRCINA Impact sur la distribution du 188Re
¢ et sur le gradient de dose

* Pas d’ élimination rapide (bolus/CED) dans * Présence du 138Re a plus de 80% dans cerveau 96h
les urines des LNC188Re-SSS apres injection des LNC'88Re-SSS
100 -
100 1 — & — CED injection of 188Re04- . - .
g0 - —— CED injection of LNC188Re-SSS ‘88Re—perrhenate 30 1 I5|mp!e _mJe_Ctlon of LNC188Re-SSS 24h
et simple Iniecti . i t injection
30 - -%--- simple injection of 188Re04 * 80 pOS
g ] T4 simeleiniection ofLNC188Re-S53 o= 70 - Esimple injection of LNC188Re-SSS 96h
é:‘ 60 - /.-1;:-'-'-:-.-.'" """""" " a 60 - postinjection
£ 50 P 5 50 | CED injection of LNC188Re-SSS 24h post
£ a0 - R “Y40 1 injection
T 30 - /,/ 30 -
jz 1 /:,", 20 -~
-'.II 10 B
o s 0 -mﬂv—r‘r"'ﬂr——r—rﬁﬁhu | |
0
) O & L & © L& X & . @ . & & e
Time post injection (h) O N S Ny
Q}O N ‘(\Q, N \gbo (OQ\Q;}'O ] (,\\'Q/é' é@é‘ \0\’06 é\\)c) \00 ‘0K 0\0
* Distribution locorégionale distincte des (@\\ &
N2
LNC!88Re-SSS entre bolus et CED K
Bt o 188;”‘;55 Mersed Vanpouille-Box et al., Biomaterials, 32 (2011)
rain slice e- erge
< 6781-6790.
o N
= c
o 9 : i Py oy ':__.:2“', .
£ ' %‘ | E Vanpouille-Box et al., Plos One, 6(3) (2011)
= el6926 : 1-10.
g
D < g :;’;";-\}; . ege ’ .
o= \ & 3 => Possibilité de moduler le gradient de dose
5 A
z




.é.!iglﬂm | Evaluation préclinique en orthotopique :
¢ : efficacité apres traitement a J12/J18

DO D12 D18
O O T8
Protocol 3 Cells CED Sl S
Protocol 4 oL Sl CED
o
)
o
100 ] o
m
[a
) <
80 - v
3
" <
o 60 - —&—188Re-perrhénate e
g —a—NCL Blanches
(7] o
X 40 - Sérum physiologique %IST
SURVIVAL TIME Protocol 3:313,9%
‘r'- —=—NCL188Re-SSS Protocole 3 c 129 d Protocol 4 : 313,9 %
(CED/S)) ontrol : ays
20 - —o—NCL188Re-SSS Protocole 4 Protocol 3 : <120 days
(SI/CED) Long-Survivals
Protocol 4 : <120 days Protocol 3 : 5/6
0 “Lf T T T T 1 Protocol 4 : 5/6
20 40 60 80 100 120
Days after implantation of 9L Cells => Rechallenging : animal “protected”

13




L
. L) 7 L) ’ N
-.Q,B.Q_l_;hl.:ﬁ La radiothérapie externe n’exerce pas les méme effets

Irradiation externe

100
J9 J16
90 - —a—Controbles (n=6) J29
0
(O]
30 - —e—radiothérapie externe (n=6; 2x8Gy) o
c
70 - S
60 - .“59_ J9 J16 J29
2 S O
e 5 S
320 - 1 £ 3
X o X
(=) = L|J
40 - =
o
30 -
20 -
10 - Médiane de survie %AMS
Controles: 26,5 jours  R. Externe : 26,4%
0 - R. Externe : 33,5 jours

20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Jours post-implantation de cellules 9L

Vanpouille-Box et al., Biomaterials, 32 (2011) 6781-6790



'a
DPEN (o) ACCESS

: Séhédic et al., 2017, 7(18): 4517-4536.
“7 hevanostics

Function- /1 Corruption environnement
188Re-SSS N Blocking /1 Résistance au traitement
? & Y 2?;%?;_1265) A CCTS, prolifération

Radio-immuno-nanoparticle
orthotopic infusion by CED in
glioblastoma bearing mice

CXCR4- CXCR4* (RFP)

-3 8 GBM cells (blue) GBM cells (red) Spectral |mag|ng
]
| 5 tumor "\RFP
Control = i | peritumoral |/ |\ DID
74 days § h S
12G5-LNC- survival 2 o0 e 700
188 ",ff. o Wavelength ( nm)
Re @ =y 2 Coll. Igor Chourpa (Tours)
1) Bénéfice clinique et effets 2) Ciblage de cellules disséminées au

locorégionaux sein de smarges tumorales



Validation de la procédure

-
QCRCINA d’infusion par CED chez le chien

Experience approvee par le comité
d’éthique

Un chien expérimental (animal sain)
sous anesthésie prolongée (suivie
d’'une éthanasie) — Cadre stéréotaxie
breveté (ONIRIS-IUT Nantes)

LNC délivrées avec succes au site
déterminé et au taux d’infusion souhaité

Biodistribution monitorée par imagerie
SPECT montre une distribution
intracranienne sphérique at TO+1h et
une trés légere clearance a T0+24h.

Pas de toxicité détectee. 90% de I'activité injectée demeure
autour du site d’infusion



JCRCINA Application clinique

Modalités d’injection
- Co-development avec Lemer-Pax company

Procédé automatisé
- GMP or GMP like development

Procédures réglementaires
- Agence Nationale de Sureté du Médicament (ANSM)
- Comité de Protection des Personnes (CPP)

Injecteur

Logistique
- Injection stéréotaxique
- Radiopharmaceutique

Données pharmaceutiques des 8Re-LNC : DME

Etude BPL de toxicité réglementaire étendue chez le rongeur (CERB Baugy)
Nanocapsules en injection stéréotaxique par CED
Absence de toxicité significative



.CRCINA

Application clinique

INSTITUT
NATIONAL

pu CANCER

[g alité = Fraternité
REI’UBLIQUE FRANCMSE

MINISTERE )
DES SOLIDARITES
ET DE LA SANTE

Appel a projets national en cancérologie 2019
Programme Hospitalier de Recherche Clinique en Cancérologie"

PHRC-K 2019

Lettre d’intention / Letter of intent
La lettre d'intention est & rédiger en anglais pour permettre I'évaluation internationale

Titre de I'étude envisagée, précédé par son acronyme?

NANORAD.O1:

glioblastome récidivant.

Etude de phase I/II, ouverte, unicentrique pour déterminer la tolérance et la sécurité
d’une radiothérapie nanovectorisée administrée par CED chez les patients souffrants de

Project title

NANORAD.O1 :

Phase I/II, open label, unicentric study to assess tolerance and safety of a
nanovectorized radiotherapy administered by CED in patients with relapsed/refractory
glioblastoma.

GENERAL INFORMATION

Essai clinique de Phase I/II
chez ’homme
programme PHRC-K 2019

* Lettre d’intention (LI) acceptée
* Projets NANORAD.01 soumis le
10 septembre 2019!

Patients avec GBM IDH1 non muté non éligible a la chirurgie.
Phase 1: Escalade de dose (par paliers 3+3).
4 niveaux d’activité administrés.

Phase 2: Une cohorte (n=9) injectée a la dose maximale
tolérée

Investigateurs :

First name and name of coordinator

Dr. Franck LACOEUILLE

Specialty

Radiopt /Nucl fici

Service ou département - Unit or department

Nuclear Medicine

Name and address of the hospital

CHU d'Angers 49933 Angers Cedex 9

Phone number

(33) 241 35 3406

- Neurochirurgie : Dr. IM Lemée / Pr. Ph Menei
- Médecine Nucléaire : Dr. P} Mention
- Radiologie : Dr. M Labriffe

=> « Premieére réalisation clinique d’équipe »

=> « Retour sur investissement
: informations patients - échantillons »



° IRON 2 : Thérapie locorégionale P O
QCRCINA ciblée « alphainnovante » ‘ Ir’@ o
LAT1 Syndecan-1/CD138 CXCR4/CD184
i
TELIX TX101, 211At-human mAb anti-CXCR4

211At- Anticorps F(ab’)2 anti-

_ (12G5, James Hoxie lab),
CD138, (nanobodies?)

pentapeptide

211At- Phenylalanine

* Ciblage, clairance, dosimétrie, mort des cellules tumorales
 Radiobiologie :

réponses tumorales intrinseques

réponses micro-environnementales (i.e. GB « type » <> macrophages <> radio)
* Liens avec la génomique et les biobanques disponibles

e Alpha v/s beta, Drug combinations (cf. miRNA)

=> Rationnel sur thérapie alpha 211At locorégionale dans GB en amont d’un
premier essai chez I'homme (First-in human)



CIBLE « genes de fusion et chromotripsie » :

o¢
L CRCINA ’ . . . \ ) . .
o - de la caractérisation chez les patients a I'application

-Chromothripsie = Pr Audrey ROUSSEAU (Pathol. Cell. & TISS.) . Nouvelles cibles

événement E g @ Médecine

cataclysmique a l'origine “ personalisée
de réarrangements (radiothérapie

chromosomiques lsmch*ns vectorisée)
majeurs survenanten  gme s 80 o Bﬁ"( )Eg 3c oe i siE» ° Régulations par
un seul temps e miRNA vectorisés

*Chromosomes brisés
en fragments
"Fragments réassemblés
de maniere aléatoi

“ “ e.g.CDKN2A
—
chromothripsis g . loss of tumor suppressor
Boisselier et al., = S functions by gene disruption
Oncotarget, 2018 :@( disrupted CDKN2A or fragment loss

et




-
JCRCIN Genes de fusion : 'exemple de FGFR3-TACC3 dans le GB

Voie de signalisation
| JNJ-42756493] Dovitinib, (Xu,2018)
Ponatinib, AZD4547, . T
BGJ398| RG744 \/ e Essai clinique de phase |:

Erdafitinib
(Di Stefano, 2015)
— Activité anti-tumorale

.......

— Toxiciteé tolérable

Essai cliniqgue de phase |l
:BGJ398

- Survival
— 7 Proliferation ~ ©



f.é“RCIN Etude d’un gene de fusion d’intérét dans le GB

75% des régions de CT renferment

des genes de fusion EGFR-SEPT14 EGFR-LANCL2
EGFR-SEPT14 EGFR-VOPP1
20% des genes de fusion détectés EGFR-VSTM2A VOPP1-TMEM5
dans des régions de CT EGFR-VSTM2A CPM-PTPRR
Validation de 18 génes de fusion par RT- EGFR-VOPP1 CPM-TSPAN31
PCR puis séquencage Sanger VOPP1-ABCA13 CPM-NUP107
9 in frame CPA6-CPM MARS-NUP107
9 out of frame CPM-MDM2 FAM19A2-NUP107

ADGRL3-PDGFRA METTL21B-PPM1H

80% des genes de fusion détectés

HORS des régions de CT PDGFRA-SCFD2

Validation de 3 geénes de fusion in TMEM181-ROS1
frame par RT-PCR puis séquencage Sanger BCR-BID

22



Drug combination / radiosensibilisation in situ
—~=-  (l'interférence ARN comme cible intracellulaire : microRNASs)

miRNA modulating strate; gles Canonica | mIRNA biogenesis Other functions of f mIRNA
and mode of action and gene silencing and RISC complex
—
Gene therapy/
CRISPR/Cas9 genome editing l polymerase I
=
o .
(5500 ot AL w-d.ﬂm.: wpresiior
o . )
V | i e Les microARN non codants régulent
Ingel Gene. Drosha / T
= s

stem-losp croppieg

¥ | e — I'expression des génes au niveau post-

70 m) =)
. -
o ) Mo transcriptionnel
Nucleus l uwm: ut i::: tiood : miabman i
Sl molscre miBVoA bbb Cytoplasm Importin ?
« Torgapeemin) nudear import

; v
) Q) - => Prévention
— = s => Réparation
o — 1141 11 g Z . .
s => Evasion / survie

Antisense olgonuciectides (ASO) #SC loading
AMO, LNA, AvtagomR)
- " p "i AGO2/mature mRNA
TrrTTTTTTYITTTTYTYYY P - Mitochondria
- — o = [ -F'{’
RNA sponges (Gene Therapy) - .i
RISC complex
RN W W) Target recogaition

MIRNA masks

CDe >L B B
o A] | -, Anthiya et al., MicroRNA-based drugs

Y = r!‘ . .
et A = = O for brain tumors. Trends in Cancer, 4
2 LIP3 (2) (2018) 37-53.

uuuuuuuuuuuuu




Drug combination / radiosensibilisation in situ

"CRCINA
L] . . o .
e ( Mare Ngo : Ml RNA-nanomedicin e-gl ioblastom e)
Q }\IIJSTITUT COHPCL:%B
ATIONAL .
pu CANCER 2014-2019 CIBLES miRNA & Collection de
IDENTIFICATION Cellul
633 000 € — 3 ans % —(2015-2018) DE BIOMARQUEURS ellules
Cancéreuses de
Garcion (Coordinateur, Inserm Angers) miRNOME & type souche iS§ue
Baril (CBM Orléans) études de GBM humains
Issartel (GIN Grenoble) fonctionnelles JII]EEIIO
Betbéder (Lille 2) (réponses a la

12 patients

120 échantillons
2027 miRNA mesurés
1032 miRNA detectés
<10 up &

radiothérapie)

SCREENING HAUT DEBIT POUR
LA SELECTION DE

Nanocapsule lipidiques NANOVECTEURS down-regulated
Systeme miRNA EVALUATION PRECLINIQUE
inductible Traitements basés sur les miRNA en association
ON avec la radiothérapie
NP =) T )
Repressor Ipr(chmott’ler Reporter gene

Polysaccharidiques

@ > [ JHHHE ) coeee [ ®

Lipopolyplexes



http://www.duke.edu/~sampson/surgeries/14.jpg

A. Constructions

B. Prolifération
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A. Tumorigenigity & growth
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Percent survival
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FEEE
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B. Radioresistance (Effect of 188Re-loaded lipid nanocapsules)
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o MiR22 « oncogénique » réprime I'ADN déméthylase TET1 pour
.CRC"N induire le silencing de suppresseurs de tumeurs dans cellules GB

TET1

_ _ Rescue = antagomiR22 => TET1 goes up!
A miRC vs miR22

X3
150 - |
- Bl Not treated
) I AntagomiR 22
E .
E 100 - AntagomiB 197 C
% Kaplan-Meier plot
i I 100 _ .
E 504 i
- 80
L _
u g
0 g 60
USTMG USTMG =
miR Control miR 22 S 40 TET1+
g
20 rws w3
B TET1- b~
0 T T T T T T T T T T T T
i 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

miR-22 3 UGUCALGARGUUGACCEUACGAL

NI Y Months since initial diagnosis

Hsa TET1 3'UTR ) TATAG-UAUCAACTUGARLTIGIU From REMBRANDT - REpository for Molecular BRAin Neoplasia DaTa

Loussouarn et al. (submitted) - Analysis of miRNA networks in response to radiation

treatment in GB reveals a oncogenic role for miR22 associated with TET1 DNA demethylase
tumor suppressor repression



Screening d’agents de transfection versus

"CRCINA . \
- certailns de NOS nanosystemes

(Coll. P. BARIL, Orléans)
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HappyFect §

HiperFect ‘

RNAi-Max

Viromer Black |

LPR|

TransIT X2
g O A ¥ 0V xXx N *
Fugene HD o T 0 2 8 X g
. C o L o = = £
. Q & > . 0O F 9
W g T 9 5 c o
Fugene 6 s ¥ o E g & F

> 3

50 nM mimics



JCRCINA

Vectorisation locorégionale de RNAI
(LPRi orthotopic GB)

Coll. Patrick Baril (Orléans)
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Simion et al., submitted
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Tailoring of miRNAbased therapy using a lentiRILES
miRNA-ON sensor system : from in cellulo to in vivo
validation in an orthotopic mice glioblastoma model.
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Evaluation fonctionnelle de miR-200c dans un modele

.

« CRCINA . .

o orthotopique de GB chez la souris (1)
=> Effet cytostatic en retardant la => miRNA 200c induce a reversible
progression du cycle cellulaire en phase S phenotype from the mesenchymal to

the epithelial phenotype
U87MG GB cell growth (Alamar blue)

2 N
10 9" Ql 8
T+3 jours - - o
g el T 8 3 3
- 8 CTL mimic 3 4 § §' L
= N
% 7 200c mimic a ) a o
5
T 6
g E-Cadh —
: } .
2 s ZEB2 e ——
2
1 ZEB 1l wess s
0
0 2 4 G 8 10

days VINENTIN S s s

=> No cell cycle arrest
=> no apoptosis GAPDH s s s



Evaluation fonctionnelle de miR-200c dans un modele

o - orthotopique de GB chez la souris

Stereotaxic implantation
of US7MG cells

CED infusion of
LPRi/mimic 200c
(2ug/7uL/18min)

S End point
- — o
monitoring
day 10 and day 14
HE Vimentin Cadherin E
FSIEINDY SRR BN e L 85 Pas de modification

CTL mimic Not treated

200c mimic

N 9T e Y
, ':’f’.d.’ﬂ‘

/. surVimentine mais
Cadherin induite.

Pas de différence
significative sur
médianes de survie
méme si tendance

=> Drug combinations
miR-200c + 188Re-LNC
ongoing



.:éBg_[_._Nﬂ hAGO2 comme systeme de vectorisation de RNAi ?

AGO2 = AGO avec activité endonucléasique
AGO2 dans fluides biologiques (milieu extracellulaire, sang, etc...)

AGO2 dans vésicules extracellulaire (exosomes, MV)

AGO2

Translation inhibition

TRBP

or mRNA degradation

Cytoplasm ’

Pre-miRNA Dicer

miRNA AGO?

IDEE: => AGO 2 Entité active (stable, recyclée)
=> AGO2 recombinante (en vue d’un ciblage) => Coll. Moreno Galleni (Liege)

=> Protéine thérapeutique (implantable, long term delivery)

AAA



"CRCINA Dépots biointeractifs de type « piege a tumeur »

Concept de rupture Outil: dépot biointeractif
Cible : Cellules résistantes infiltrées dans le SNC Implant polymeére micro-nanostructuré pour le
piégeage et I'élimination
Matrice polymeére (PLGA,
SF, cellulose)

Cellules
tumorales, ...

Surface
biomimétique

Médicament Dépot Hydrogel <> gradient

classique biointeractif (SF/acide hyaluronique)
CXCR4/CXCR7-SDF1 axis
\‘J ° Haji Mansor et al.,. Development of a non-toxic
®e .o " o d -denaturing formulation process for
e and non g P
® o ® ® '...‘ encapsulation of SDF-1a into PLGA/PEG-PLGA
°© nanoparticles to achieve sustained release. Eur J

CXCR4 SDF-1 Pharm Biopharm., 125 (2018) 38-50
_ _ _ _ Modele de cavité de résection
gradients, haptotaxie, trapping cellulaire & (synergie avec la radiothérapie)

séquestration moléculaire / cavité /marges tumorales



A

"CRCIN

Pieges a tumeurs : guides polymeres nanostructurés et micro-
nano-implants bio-interactifs

Jain et al., Nat. Mat., (2014)

Intracortical brain tumor cells
guided to a killing sink

Trap

Killing sink
(collagen-based
hydrogel with p
cyclopamine) ( ,

Bait

Tumor

Azarin et al. Nat. Comm. (2015)

Metastasis cells capture

Niche premetastatic
decoy

Reduction of the tumor volume of
Glioblastoma

Reduction of metastasis from breast
cancer for the lung by 88 + 7%

For review, see Najberg et al., 2019, Frontiers in Pharmacology



-CRCINA @ NAJA/BIOTECH

EURONANOMEDIII / ERA-NET Soumis
(LI + FULL + rebuttal phase)

cavity

Tumor traps for circulating tumor cells pancreas

stomach

imitation of a premetastatic niche S S
fat s
M-Trap )
1
" i Area of M-Trap
ScaffOId 2% = :onadal fat pad
| 3§ ancreas
Exosome %"
R
0 F—F
Control M-Trap
1.0
. . . . . ‘g e-operate
Clinical trial on patientswith : roup (ne8)
0.5
stage IlIC ovarian cancer E .
3 grt(::::tlﬂﬂ group (ni?}
P <.001
0'0 L) L] 1
0 100 200 300 400

NS [daucl

JNCI J Natl Cancer Inst (2015) 107(9): djv184



oV Implants Polymeres Fonctionnalisés pour le contrdle de |la

migration et |le piégeage de cellules de glioblastome

Fig. 1.  Transmission g ,
electron microscopy of SDF- g; %

la-loaded  nanoparticles.

Scale bar: 100 nm.

ok Malive IDF:-N Ernuapialabed ZOF-0

Fig. 2. GBM cell
migration assay
showing similar
bioactivity of native
and encapsulated SDF-
la.

PEG outer layer

W\:
™~

Theése M. Haji Mansor et al.
25 septembre 2019

OH
o]

NH,

o Chitosan

Glucosamine OH
N-Acetyl-D-glucosamine

Fig. 3. Transmission
electron microscopy of
chitosan nanofibres
containing SDF-1a-
loaded nanoparticles.

Coll. C. Jérébme (Liege)



Piege a tumeur chimio-haptotactique a base d’éponges de
&CRCINA . . . . . ’ ) /7 \
== fibroine de soie implantables dans les cavité d’exéreses

S es prepara Physical evaluation
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[ No degradatlon |

* Mainly random coils

and a-helixes e [-sheet formation

« Low crystallinity * higher crystallinity

* Soluble in water 70% EtoH  * nsoluble in water

7 days, 37°C, PBS

In vitro/In vivo evaluation
Rat resection cavity model

1) Biocompatibility/biodegradability and fate ;
2) DF1 Biodistribution SDF-1 ;

3) Attraction of CXCR4+ cells ;

4) Survival

Thése M. Najberg et al.

18 octobre 2019
octoore Coll. C. Alvarez-Lorenzo (Spain)



L
...Q!gg_[_m_:ﬁ Activité SDF-1 alpha et cytocompatibilité in vitro

Cspr.1= 0 ng/mL Cspr.1= 40 ng/mL
Capc = 0 pg/mL Capc = 0 ug/mL

CSDF-1= 0 ng/ml- CSDF-1= 40 ng/ml_
Capc = 20 pg/mL Capc = 20 ug/mL

U87MG CXCR4*

1000~ ****
E . Aphidicholin (ADC)
Z oo = proliferation
3 0o — | inhibitor
% 200+
s .

Migration independent from proliferation

Indirect contact method: interaction
between leachable products and cells

Fibroblasts : NIH/3T3
GB cells: US7MG

24h 72h I I
— _— Ctr: | |
+ resazurin

150 NIH/3T3

[N
a1
o

uUs87MG

Z 1004 = 1004

501 504

normalized viability (%)
_{ 4
normalized viability (%)

Moderate toxicity in the presence of
SF+HA+Hep



* Histology 8 days after implantation
Cavity only

Sponge
completely
degraded
' " sinflammation
B 1S .o Sl - 7 ) TS e W el ":‘_’%
Moderate chronic Acute inflammation Moderate chronic

inflammation with local localized at the interface  inflammation localized at
acute inflammation zones tissue/sponge the interface tissue/sponge
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