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| | NTRODUCTION GENERALE

Les tumeurs requiérent pour leur croissancapprovisionnement en nutriments et
en oxygene les métabolites toxiques qu’elles produisent doivguant a eux étre éliminés
rapidement. Or, pour des tailles tumorales supgre@ quelques miinles processus de
diffusion de I'oxygene depuis les vaisseaux sargjuaqu’aux cellules tumorales deviennent

insuffisants.

L’ hypoxie intratumorale qui en résulte va induire la séorétpar les cellules
cancéreuses de facteurs de croissance, darfadeular Endothelial Growth FactaqVEGF)
est le chef de file. En se liant a ses réceptdatusssessentiellement au niveau des cellules
endothéliales activées bordant les vaisseaux samguproximité des tumeurs, WEGF va
déclencher des cascades de signalisations intrkieds conduisant a la création d’'un
nouveau réseau vasculaire qui pourra assurer cestidos d’approvisionnement et
d’élimination. Cette formation de nouveaux vaisseaupartir de vaisseaux préexistants est

appeléeangiogenese

Une voie thérapeutique relativement nouvelle darsdnal anticancéreux consiste a
inhiber le processus d’angiogenetigéfapie anti-angiogéniqug ou a détruire les vaisseaux
nouvellement formégt{érapie anti-néovasculairg, afin d’asphyxier la tumeur et de la faire

régresser.

La thérapie photodynamique (PDT) peut étre utilisée pour traiter certainetitpe
tumeurs localisées, et représente une alternatarergpport a la chimiothérapie ou la
radiothérapieSon principe repose sur l'activation paruaniére d’un photosensibilisateur
(PS), non toxique a l'obscurité, localisé au nivelusite tumoral. Le traitement par PDT
comporte deux étapes. La premiere étape consiafecder au patient le PS, qui, idéalement,
va se fixer de fagcon spécifique dans les tissuglaémues. La deuxieme étape est la
transformation de ce PS en une molécule cytotoxgpie a une irradiation lumineuse de
longueur d’onde appropriée, qui, en présencexytjene va induire des réactions
photochimiques conduisant a I'apparition d'especéactives de I'oxygéne hautement
cytotoxigues, qui vont produire une destructionulaire spécifique et localisée.

Si la destruction tumorale peut résulter de dommanygotoxiques directs au niveau

des cellules cancéreuses ayant accumulé le PSrafanécanismes, indirects, semblent jouer

1
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un role crucial. Il s’agit notamment deeffet anti-vasculaire caractérisé par I'altération du
réseau vasculaire de la tumeur aboutissant a t'duéflux sanguin, et de I'activation du
systeme immunitaire liée a une réponse inflammat@rovoquée par la libération de
meédiateurs par les cellules lésées. De nombreusetest tendent a montrer le réle
prépondérant joué par l'effet anti-vasculaire d&@sadication tumorale par PDT. Une
accumulation accrue et plus sélective des PS aaunides néovaisseaux tumoraux pourrait

favoriser cet effet anti-vasculaire, et donc l'editité du traitement.

Ce manuscrit comprend, dans une premiére partesymthése bibliographiquesur
le processus angiogénique et le réle essentieljqusnt le VEGF et ses récepteurs. L'accent
y est également mis sur la PDT en tant que thérapievasculaire et sur les modeles
permettant d’en évaluer les dommages.

Dans un deuxiéme temps, nous présenterons la dicep la synthése d’'un nouveau
PS ciblant les cellules endothéliales angiogénigpas couplage a un peptide spécifique de
récepteurs au VEGF. Laésultats expérimentauxde I'étudein vitro et de I'étuden vivo,
visant a valider notre stratégie, y seront déillé

Une conclusion généraledégagera les principaux résultats issus de ceaiitrde

recherche et les perspectives a court et moyenetedans lesquelles les améliorations

possibles quant a la structure de la molécule semamment discutées.
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I SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1 LA NEOVASCULARISATION DANS LE PROCESSUS DE DEVELOPPEMENT

TUMORAL

[1.1.1 Le processus de cancérisation

Le cancer correspond a la multiplication anarchideeertaines cellules normales de
'organisme, qui échappent aux mécanismes normaudifterenciation et de régulation de
leur multiplication. En outre, ces cellules sonpalales d’envahir le tissu normal avoisinant,

en le détruisant, puis de migrer a distance paundo des métastases.

La carcinogenese est un processus seéquentiel dguinfarvenir I'accumulation
progressive de mutations génétiques, aprés exmosii un(des) carcinogene(s), d'origine
chimique, physique ou virale, conduisant a l'adiva de certains oncogenes et/ou
l'inactivation de certains géenes suppresseurs metus (étapes iitiation et depromotion
du cancerf?. En paralléle & ces changements génétiques, lletesecancéreuses induisent
des changements profonds dans le tissu voisin nqatepe deprogressior). Ce tissu ainsi
altéré, qu’'on appelle également le stroma tumatife un environnement favorable qui
permet la croissance de la tumeur, I'invasion leal la progression métastatique, qui est a

I'origine de la majorité des déces par cancer.

La formation de nouveaux vaisseauxsanguins dans le stroma tumoral est un
evénement décisif qui favorise la progression taeofpar approvisionnement de la tumeur
en oxygene et nutriments, et élimination de sebealdy et la dissémination des métastases, en
augmentant la probabilité que les cellules cane@&®puissent entrer dans la circulation

sanguine, et atteindre d’autres organes.

[1.1.2 Les vaisseaux sanguins

Le sang joue plusieurs réles, parmi lesquels lesprart d’oxygene et de nutriments

aux tissus et I'élimination de leurs déchets, I'dmstasie et la défense de I'organisme. Il est
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composé d'une phase liquide, pdasma (le sérum en est la version défibrinée, apres
coagulation) et d’éléments figurés :
* les érythrocytes (ou hématies ou globules rouges) (99% des élénignuises),
qui assurent le transport de I'oxygeéene ;
* lesleucocytes(ou globules blancs), impliqués dans les réactiomaunitaires,
e.g. granulocytes ou polynucléaires (neutrophiles, raqsiiles et basophiles),
lymphocytes (B et T) et monocytes (pouvant se difiéier en macrophages dans
les tissus) ;
* et, lesthrombocytes (ou plaquettes sanguines), impliqués dans la datgo du

sang.

Les vaisseaux sanguins permettent de transportedif@rents éléments a travers
'organisme. On peut distinguer dans le systemeutase le réseau artériel qui part du coeur
vers les organes et le réseau veineux qui ramesantpau coeur. Les capillaires constituent le
lien entre ces deux systéemes. Les systémes astétieleineux sont composés de différents

types de vaisseaux selon leur taille et leurs fonst(Tableau ).

Tableau 1. Caractéristiques des différents vaisseasanguins chez 'homme.

Diametre du Epaisseur de la Cellules Composition de la matrice
lumen paroi musculaires extracellulaire
lisses Elastine Collagene

Artéres 4 mm 1 mm +++ ++ I, Il
Artérioles 30 um 6 um + +/- 1, 1
Capillaires 8 um 1um 0 0 v, VvV
Veinules 20 um 1pum 0 +/-
Veines 5 mm 0,5 mm + +/-

La paroi interne de tous les vaisseaux sanguinsaestituée d’'une monocouche de
cellules endothélialegintima des vaisseaux), en contact direct avec le SafigCes cellules
reposent sur unmembrane basaletype de matrice extracellulaire (MEC) d’'une épaig de
50 a 800 nm, qui les sépare du tissu conjoncti$gacent. La membrane basale est formée de
I'union de deux feuillets : une lame basale (mifegllet de glycoprotéines sécrétées par les
cellules endothéliales) et une lame réticulaireli(iet de matériel extracellulaire sécrété par
les cellules du tissu conjonctif). La lame basateaetle-méme composée d’une couche dense
ou lamina densdconstituée de collagéne IV pour les capillairestre deux couches claires
(lamina lucidg contenant de la laminine. La lame réticulairearjua elle, est notamment

constituée de fibronectine.
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Des cellules musculaires lissegCML) (constituants principaux de laedia des
vaisseaux) entrent dans la composition des artaré,oles, veines et veinules, mais pas
dans celle des capillaires. Elles servent a rédeldlux et la perméabilité vasculaires, en
permettant la vasoconstriction. Legricytes qui, dans certains capillaires, entourent les
cellules endothéliales en étant logés dans un déeiment de la membrane basdtg(re 1),
ont des caractéristiques qui les rapprochent dek.dM'’agit de cellules mésenchymateuses-

like, indifférenciées, servant de support aux vaisseaux

La formation de nouveaux vaisseaux par angiogeimapique principalement les
capillaires, trés fins vaisseaux d’environ 5 a 8 gendiameétre, constitués uniquement d’'une
couche de cellules endothéliales avec une laméebasquelques fibres de collagene, mais ne

possédant pas de CMEifure 1).

Cellules
endothéliales

5-8 pm

Péricytes Membrane basale

Figure 1. Schéma d’un capillaire sanguin. Dans lesapillaires matures, la paroi du vaisseau est bor@éde
cellules endothéliales, d’'une membrane basale (m&te extracellulaire particuliere qu'on trouve a
l'interface entre un épithélium et un autre tissu),et d’'une couche de cellules appelées péricytes,iqu
entourent partiellement I'endothélium.

[1.1.3 Les différents processus de formation des pgaisseaux

La formation de vaisseaux sanguins se fait prinerpant selon deux mécanismes : la

vasculogenése et l'angiogenése.
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La vasculogenesecorrespond au processus par lequel des vaisseanguiss,
constitués essentiellement de cellules endothgliadent formés par différentiation de
précurseurs meésenchymateux. Les cellules enddd#®le hématopoiétiques dérivent d’un
précurseur commun, ’hémangioblaste. Les hémaragbtdd s’agglutinent, et les cellules
situées a l'intérieur de 'amas deviennent lesubetl hématopoiétiques (qui se différencieront
en globules rouges, globules blancs et plaquettasilis que les cellules en périphérie se
différencient en angioblastes, précurseurs desulesllendothéliales. La vasculogenése
contribue pour une grande part a la mise en placé&agppareil cardio-vasculaire et a la

formation des réseaux vasculaires propres a chacgene, au cours du développement

embryonnaire.

L'angiogenesequant a elle, est définie comme la formation deveaux capillaires a
partir d'un réseau vasculaire préexistant. Ellerinént également au cours du développement
embryonnaire, et joue ensuite un réle fondamereat ¢enfant et I'adulte, dans les fonctions
reproductrices (régénération de l'utérus, formatiencorps jaune et du placentd) la
réparation tissulaire (cicatrisation), I'ossificatiendochondral€, la reperméabilisation des
thromboses ou encore I'adaptation musculaire &teige physiqué®. C'est un mécanisme
indispensable et hautement régulé dans des camslitighysiologiques”. Lorsqu'un
dysfonctionnement des mécanismes du contrble dgidgenese survient, elle peut étre
impliqguée dans le développement et la progressien nthladies variées, notamment
inflammatoires®, comme les rétinopathies diabétiques, la dégécenes maculaire liée a
'age (DMLA), les hémangiomes, le sarcome de Kagesiglaucomes, l'arthrite rhumatoide,
l'athérosclérose, le psoriasis, 'obésité, le carf®eet la maladie d'Alzheimef'?. Un
processus voisin de celui de l'angiogenése estyhaphangiogenese, c’est-a-dire le
remodelage vasculaire associé a la croissance dsseaax lymphatiques. La
lymphangiogenése suscite actuellement un intérpoitant de la part des cherchelirs'®,
mais ne fait pas 'objet de ce travail de theseeetera donc pas détaillée par la suite.

Il est couramment admis que la formation des néseaux tumoraux se fait par
angiogenése. D’autres mécanismes ont cependadéétiés, comme laooption vasculaire

(14.15) hhénomeéne dans lequel les tumeurs utiliseragsntdisseaux préexistants.

Par ailleurs, dans certains cancers trés agrelsifsjaisseaux intratumoraux peuvent

étre constitués par des cellules tumorales donpHénotype est de type endothélial
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(vasculogenic mimicry ). Le néovaisseau ainsi formé peut étre totalemerdébpar ces
cellules tumorales différenciées en cellules engl@les ou étre une mosaique de ces cellules

tumorales et de cellules endothéliales norm@ate¥’

Des progéniteurs des cellules vasculaires issués meelle osseuse ont été retrouvés
a I'état circulant dans le sang chez l'aduff8 Cescellules endothéliales progénitrices
peuvent s’incorporer dans les sites d’angiogenéseostribuer a l'augmentation de la
néovascularisation, probablement par une difféedinciin situ en des cellules endothéliales

matures®® 2% mais ce processus ne semble pas contribuergidgenése tumorafé.

Si I'implication de ces phénomeénes dans le prosedsunéovascularisation tumorale
ne doit pas étre négligée, I'angiogenese semblereraujourd’hui jouer un réle central dans

la formation des néovaisseaux tumoraux.

[1.1.4 L’angiogenése tumorale

L’angiogenése peut se faire par bourgeonnemsrbting ou par intussusception
(élargissement et séparation de vaisseaux déj@&®ff. Nous détaillons ici 'angiogenése
par bourgeonnement, qui est la plus largementtéécri

A l'échelle tissulaire, les étapes morphologiques ptocessus angiogénique sont

(23) .

identiques, quel que soit le stimulus physiologiaque pathologique initial*” ; seuls les

mécanismes cellulaires et moléculaires peuvent@&egement différents.

Il s’agit d’'un processus complexe faisant intervel@ux types tissulaires, la tumeur et
le réseau vasculaire, qui interagissent pour forrdes néovaisseaux. Les cellules
endothéliales capillaire$® sont les principaux acteurs de ce mécanisme, hesisutres

composants des vaisseaux tels que les péricytiesMEC interviennent égalemef?.

Au début de la prolifération tumorale, la tumeunné taille inférieure & 1-2 minest
indépendante de l'angiogenése et l'apport de lemgget des nutriments aux cellules
tumorales est assuré par diffusion simipte On parle dephase dormanteou avasculaire
Sous l'effet de I'accumulation d’altérations géméds, la prolifération des cellules tumorales

7
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devient plus active. La croissance tumorale ratiethti fait d’'un équilibre entre prolifération et
mortalité cellulaires. Lorsque la tumeur grossitdala des limites de diffusion simple de
'oxygene, un état hypoxique intratumoral est génBians les tissus, on estime que la limite
de diffusion de I'oxygene correspond a une distaded 00-150 um entre le capillaire et les
cellules, ce qui correspond a environ 3-5 couchescellules autour d’'un vaisseau. Les
carcinomesn situ peuvent rester a I'état dormant pendant plusiaorges, mais ils peuvent
également acquérir un phénotype angiogéniqueswiteh angiogéniquerésulte de la rupture
de I'équilibre préexistant entre facteurs anti- prb-angiogéniques. Les facteurs pro-
angiogéniques sont en exces par rapport aux agetitangiogéniques, ce qui va déclencher

l'angiogenése tumoraf®, qui peut se décomposer en plusieurs étapes.

= Etape 1 : Initiation de I'angiogenese

L’hypoxie intratumorale induite par la forte prolifératiorsd cellules cancéreuses
semble étre le principal initiateur de I'angiogemeElle peut induire la sur-expression de
génes angiogéniqués” ?® et va notamment stabiliser la sous-unité HiFel facteur de
transcription HIF-1 lypoxia-Inducible Factor-J, qui va induire I'expression du facteur de
croissance endothélial vasculairdEGF), par les cellules tumorales ou stromales. En
parallele, se produit une activation des celluledoghéliales par induction de I'expression de
récepteurs aux facteurs de croissance pro-angipgesi L’hypoxie représente également un
stimulus attracteur vis-a-vis des macrophages x-cenont produire des protéases facilitant
la migration des cellules endothélial®sr ailleurs, de nombreux oncogénes induisentrla su
expression de facteurs pro-angiogéniques, telslguUeEGF, IGF-1 [nhsulin-like Growth
Factor-1), et le TG (Transforming Growth Factom), et de cytokines et d’enzymes

protéolytiques.
» Etape 2 : Dégradation de la membrane basale

Les péricytes se détachent et les jonctions eetheles endothéliales sont altérées. Le
plasminogéne extravasé dans le milieu périvaseuést transformé en plasmine sous I'action
des activateurs du plasminogéne : l'urokinase (ld®ARctivateur tissulaire du plasminogene
(tPA). La plasmine active ensuite des métallopratgés (MMPsmatrix metallo proteinases,

notamment MMP-2 et MMP-9), endopeptidases zinc-dépetes sécrétees par les cellules
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tumorales, stromales et endothéliales. Toutes megmEes vont permettre la dégradation de
différents composés (laminine, fibrine, fibroneetiglastine, collagéne) de la MEC soutenant
les vaisseau¥®. Cette dégradation locale de la MEC va permetirecallules endothéliales

de migrer, et va libérer le facteur de croissarnlomlblastique basique (FGFb ou FGF-2), et

certaines isoformes du VEGF.
= Etape 3 : Migration des cellules endothéliales

Libérées de la MEC, les cellules endothéliales woigrer en direction de la source du
stimulus angiogénique (la tumeur), par chimiotacés Les principaux facteurs de croissance
intervenant au cours de cette étape sont le FGib YEGF®. La liaison du VEGF & ses
récepteurs exprimés au niveau des cellules endmfshboutit a I'activation de ces dernieres
(9. Les cellules endothéliales synthétisent et séctéte nouvelles protéines extracellulaires
(fibronectine, ténascine), formant une matrice oive qui va faciliter leur migration et les
guider vers leur cible. Enfin, pour interagir aves protéines de leur nouvel environnement,
les cellules endothéliales activées expriment deveaux récepteurs a la MEC, notamment
ICAM-1 (intercellular adhesion molecule,1VCAM-1 (vascular cell adhesion moleculg;1
les sélectines E et P ou encore les intégrireeg. 033 0sB;), absentes des cellules

endothéliales quiescentes et induites a la sudfaseellules endothéliales activées
= Etape 4 : Prolifération des cellules endothéliales

Sous l'influence du VEGF et du FGFb, les celluledathéliales vont alors proliférer

pour fournir le nombre de cellules nécessairefarlaation de nouveaux vaisseaux.

= Etape 5: Remodelage vasculaire
Suite a cette prolifération, les cellules endotiéf se réorganisent en structures
tubulaires, formant de nouveaux vaisseaux immaiumis fonctionnels. Afin de stabiliser les
néovaisseaux, les cellules endothéliales vont redai mise en place de la paroi vasculaire,
caractérisée par la déposition d’'une lame basele rén laminine et en collagene 1V et par
'accolement de péricytes. L'angiopoiétine-1 (Ang-lsécrétée par les cellules
mésenchymateuses, est un agoniste du réceptefif @ketunica internal endothelial cell

kinasg exprimé & la surface des cellules endothélidiéd Par I'intermédiaire du PDGF-BB
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(platelet derived growth factor-BB les cellules endothéliales vont recruter ledutes
mésenchymateuses qui se différencieront en pési¢$te Les péricytesyia I'action du
TGH3, bloquent la prolifération des cellules endotiétia qui forment alors un capillaire
mature. Lors de I'angiogenése tumorale, contrairemael’angiogenése physiologique, cette

étape n’est cependant pas completement réalisée.

Etape 1 : Sécrétion defacteurs pro-angiogéniques (VEGF, FGFb)
Initiation par les cellules tumorales et les macrophages, indaite

I'hypoxie, notamment.

Membrane basale

. Péricytes
Etlape 2 : \i Réle des MMPs,
Dégradation de e 0 el ey e UPA, tPA
la membrane C—T —.“_E; { ) w— ) — '
basale Cellules endothéliales
Et.age _3 : Role des MMPs,
Migration des uPA. tPA
cel(ljulte;]s,r | VEGEF et
endothéliales VEGFRs
Etape 4 :
Prolifération des Roéle du VEGF
cellules
endothéliales ot VEGFRs
Etape 5: Role du PDGF,
Remodelage TGFB, Ang-1 et
vasculaire Tie 2

Figure 2. Etapes de I'angiogenése. 1 : Activationed cellules endothéliales par le VEGF sécrété paad
cellules tumorales. 2 : Détachement des péricytesdggradation de la membrane basale. 3 : Migratiomes
cellules endothéliales vers la tumeur. 4 : Prolifétion des cellules endothéliales. 5: Formation du
néovaisseau, recrutement des composants de la pavaisculaire par les cellules endothéliales

L'angiogenese va soutenir la croissance de la tueedournissant I'oxygéne et les
nutriments nécessaires a son expansion, en protigisa facteurs qui stimulent la croissance
des cellules cancéreuses et en fournissant auxeslflumorales leur principale voie pour

coloniser d'autres organ&s Ces étapes sont résumées sfiglae 2

10



Partie 1l : Synthese bibliographique

Les réseaux vasculaires associés aux tumeurs gf@reuts des réseaux capillaires

normaux Figure 3. On retrouve des différences :

architecturales: leur architecture est souvent anarchique etslearborisations sont
irréguliéres. Les réseaux vasculaires sont chaggigfragilisés, formés de vaisseaux de
diamétre irrégulier, di en partie a la compressieria paroi vasculaire par les cellules
tumorales en prolifération ;

histologiques: leurs parois sont bordées de cellules endotkgligarfois fenétrées,
reposant sur une membrane basale souvent incompletdissociée. La perméabilité
vasculaire qui en résulte conduit & de fortes fwassinterstitielles®?. Les péricytes ne
forment pas un manchon complet autour des cellehethéliales, ce qui explique la
fragilité des vaisseaux tumorafi® ;

et, hémodynamiques le flux est discontinu ; il peut s’arréter, voignverser. Les
réseaux capillaires associés aux tumeurs sont asangnt dépourvus de sphincters
précapillaires®®. Malgré la formation de ces néovaisseaux, on geuvent observer une

hypoxie et une nécrose intratumorales.

Figure 3. Comparaison de l'aspect de vaisseaux sangs normaux (vasa vasorunde sinus carotidien de
rat, gauchg et tumoraux (xénogreffe de tumeur humaine chez Isouris nude, droite), par microscopie
électronique a balayage. Le réseau vasculaire normhgrésente un agencement clair en artérioles,
capillaires et veinules. Au contraire, le réseau \sulaire tumoral est désorganisé ; artérioles, calfires et

veinules ne sont pas clairement identifiable’§?.

Par ailleurs, contrairement a I'angiogenese phggigue, I'angiogenese tumorale est

presque toujours associée a une forte réactioanmflatoire, qui peut également contribuer a

la cascade angiogéniqtfe.
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[1.1.5 Les inducteurs et inhibiteurs naturels de langiogenése

Malgré I'abondance de facteurs pro-angiogéniquess dkfférents tissus, le taux de
renouvellement des cellules endothéliales chezdutteanon malade est relativement faible
(de l'ordre de 1000 jours). Les cellules endothésiasont maintenues dans un état de
guiescence par la présence concomitante de fadetirangiogéniques endogéenes. De plus,
inducteurs et inhibiteurs coexistent souvent dass tissus présentant une angiogenése
conséquente. Ceci a conduit a I’hypothese gu’istexun équilibre naturel entre facteurs pro-
et anti-angiogéniques, et que le processus d’apgexe résulte d'un déséquilibre entre ces

facteurs.

Parmi lesfacteurs pro-angiogéniques on retrouve essentiellement des facteurs de
croissance, qui jouent un role essentiel dans lgration et la prolifération des cellules
endothélialesTableau 2. lls sont, pour la plupart, sécrétés par lesutesl tumorales, mais
peuvent aussi I'étre par des cellules du strommnee les macrophages recrutés sur le site
tumoral ou les fibroblastd®®, qui répondent & I'hypoxie en sécrétant des cpki comme
le VEGF, le FGFb, I'lL-8 (interleukine-8) ou le TF(Tumor Necrosis Factoa) 7. La
MEC est également un réservoir considérable decdestrégulateurs de l'angiogenese,
comme le VEGF, le FGFb et le TGFqui peuvent se coupler aux protéoglycanes

@8 Le FGFb exerce un puissant effet mitogéne et iciititacteur des

extracellulaires
cellules endothéliales, fibroblastiques et muscesaisses des vaisseaux ; il peut également
induire la production de diverses protéaseg.@ctivateurs du plasminogene) et I'expression

des intégrinest, .

Les principauxfacteurs anti-angiogéniquessont présentés dans fableau 3 lls
agissent sur les cellules endothéliales en inhimtmigration, leur prolifération et/ou leur
capacité a former des capillaires fonctionnelstddes de ces inhibiteurs endogénes sont des
fragments issus de la protéolyse de grosses pestéoomme I'angiostatine (fragment du
plasminogénef® “¥ ou I'endostatine (issue du collagéne XV(fY. Les PAls plasminogen
activator inhibitorg sont des inhibiteurs endogenes de uPA et tPA TIMP-1, -2, -3, and —

4 (tissue inhibitors of metalloproteinagashibent les MMP$*?. Le role de I'angiopoiétine-2
(Ang-2) est en revanche plus ambigu. Ang-2 agitroenuin antagoniste de Ang-1 en bloquant

la phosphorylation de Tie2 induite par Ang®. Si, en l'absence de facteurs pro-
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angiogéniques, comme le VEGF, la déstabilisatioladgructure des capillaires qui en résulte
conduit a une régression des capillaires, elle ptrait au contraire, en leur présence,

'induction de I'angiogenese.

Le VEGF et le FGFb sont considérés comme les mé@upi facteurs pro-
angiogéniques impliqgués dans la prolifération dedlules endothéliales. Néanmoins,
contrairement au FGFb, qui est un facteur de aoiss pleiotropique impliqué dans un grand

nombre d’effets biologiques, le VEGF est relativatrspécifique des cellules endothéliales.

13
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Tableau 2. Les principaux facteurs pro-angiogénigqug(adapté d'aprés® “ 44,

Induction de la Induction de la Induction de la
prolifération des migration des cellules  différentiation des cellules
cellules endothéliales endothéliales endothéliales
Facteurs de croissance
VEGF* + + +
PIGF* + + ?
FGFa (FGF-1), FGFb(FGF-2)* + + +
PDGF* + + +
HGF/SF* + + +
TGFa* + + +
TGF3* - 0 +
EGF* + + +
IGF-1* + + +
Médiateurs de l'inflammation
TNFa* - 0 +
Interleukine -8 + + ?
Interleukine -3 + + +
Prostaglandines E1, E2 0 0 +
Enzymes
PD-ECGF/TP* 0 + ?
Cyclooxygénase-2 0 + +
Angiogénine 0 + +
Facteurs hématopoiétiques
Erythropoiétine + ? +
G-CSF* + + ?
GM-CSF* + + ?
Molécules d’adhésion
VCAM-1* 0 + ?
Sélectine-E 0 + +
Autre
Angiopoiétine- 1 0 + +

* Voir liste des abréviations.

Tableau 3. Les principaux facteurs anti-angiogéniges®?.

Inhibiteur

Mécanisme d’action

Fragments protéiques

Angiostatine (fragment du plasminogéene)
Endostatine (fragment du collagéne XVIII) prolifération CE ;1 apoptose CE

Fragment de I'anti-thrombine IlI
Prolactine 16 kDa
Médiateurs solubles
Thrombospondine-1
Troponine-1

Interférona

Interférony

Facteur plaquettaire-4 (PF-4)
Interleukine -12

Interleukine -4

Inhibiteur du VEGF* (VEGI)
TIMP*

PAI*

Acide rétinoique
Angiopoiétine-2

1
1

e e e e e e =

prolifération,t apoptose des cellules endothéliales (CE)

prolifération CE ;1 apoptose CE
prolifération CE,l angiogenése induite par FGFb*

prolifération CE ;1 apoptose CE

prolifération CE

prolifération CE,' apoptose CE, angiogenése induite par FGFb
prolifération CE

prolifération CE,l angiogenése induite par FGFb et I'interleukine-8
Interférony

migration CE

prolifération CE

activité MMP*

activité uPA*

migration CE

maturation des vaisseaux, antagoniste de I'aniggtipe- 1

* Voir liste des abréviations.
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[I.2 L E FACTEUR DE CROISSANCE ENDOTHELIAL VASCULAIRE (VEGF)

[1.2.1 Le VEGF et la famille du VEGF

11.2.1.1 Le VEGF (ou VEGF-A)
11.2.1.1.1 Réle du VEGF dans I'angiogenése physigique et pathologique

Le VEGF {ascular Endothelial Growth Factprou VEGF-A est également connu
sous le nom de VPR/&scular Permeability Factprou vasculotropine. En effet, Sengeral
furent les premiers a en présenter la capacit@uddtion de la perméabilisation vasculaire, en
1983, et appeléerent cette molécule alors non ifiéatikumor vascular permeability facter
4% En 1989, Ferrara et Henzel rapportérent I'isotati’'un mitogéne spécifique des cellules
endothéliales, qu'ils appelérenVascular Endothelial Growth Facter®®. Cette méme

année, il fut démontré que le VEGF et le VPF étagerfait la méme molécufé’ )

Le VEGF joue un rble central dans I'angiogenesesphygique, non seulement au

cours du développement embryonnaire, mais égalecheat|'adulte.

208

Figure 4. Sac vitellin chez des embryons de soufsl0,5 VEGF™ ou VEGF "~ “9_ || n’existe pas de réseau
vasculaire apparent chez les embryons hétérozygote®n viables.

Si I'inactivation d’'un seul des alleles du VEGF untdune |étalité embryonnaire chez
la souris entre les jours embryonnaires 9,5 etER5 et E11¥*® 5% une sur-expression du
VEGF (d'un facteur 2 par rapport aux taux endoggnbez des souris transgéniques conduit,
guant a elle, a des anomalies sévéres du dévelemparardiaque et a la mort a E12,5-E14.
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Ceci démontre clairement la nécessité d'une réigulatés fine de la concentration de VEGF

pour undéveloppement embryonnairenormal®®.

Malgré ses fonctions plus restreintdsez I'adulte, le VEGF joue également un réle
important lors de certains processus : il a étéatétiors de la formation du corps jaune, de la
croissance des vaisseaux de I'endometre dansusjtéur le site d'implantation de 'embryon
et lors de la cicatrisatioff® °>°% Le VEGF est également nécessaire lors de I'assifin
endochondrale : les chondrocytes issus des celndsenchymateuses produisent du VEGF,

attracteur des vaisseaux sang(if's

L'expression du VEGF par lesellules tumorales est corrélée avec la densité
microvasculaire de la tumeur, son pouvoir métastagh est associée a un mauvais pronostic
dans de nombreux types de tumeurs solides et hiogigoes®®. Le role crucial du VEGF
dans la néo-angiogenése est illustré par les étddemodéles tumoraux employant des
anticorps neutralisant le VEGF qui préviennent é&ovascularisation et ainsi inhibent la

croissance tumorale et les métast&€es

11.2.1.1.2 Régulation de I'expression du VEGF

Le VEGF est synthétisé par les cellules tumoratesis également par les cellules
endothéliales, les macrophages, les lymphocytéssTCML, les ostéoblastes et divers autres
types cellulaire$™ 8 52 58-60)| 'axpression du VEGF est régulée par une vadététimuli,

dont le plus important est I'hypoxie survenant eim sle la tumeuf**®,
* Reégulation par I'hnypoxie

Des études ont montré des similarités entre leam@nes conduisant a I'induction
du VEGF et celle de I'érythropoiétine, suite a pesition a de basses pression partielles en
oxygene (p@ ©®. Ces mécanismes font intervenir le facteur destraption HIF-1. Il s’agit
d’'un hétérodimere composé de deux sous-unitésoua-unité HIF-G et la sous-unité HIF-
1B (ou ARNT1, pourarylhydrocarbon receptor nuclear translocatoy;dont le réle en tant

que médiateur-clé des réponses a I'hypoxie esectant établi®®. La sous-unité HIF{ est
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présente de facon constitutive dans le noyau dislese Au contraire, les taux de HIF-
la sont, en conditions normoxiques, tres faibles, @t d’'une dégradation rapide faisant
intervenir des étapes d’hydroxylations par desybtoydroxylases, la protéine von Hippel-
Lindau (pVHL) et le protéasoni®’.

Des conditions hypoxiques limitent I'hydroxylatiae HIF-Io, ce qui diminue la
fixation de pVHL sur celle-ci, et empéche le prewae de dégrader HIFl La
translocation dans le noyau de HI&-Qui s’ensuit va permettre son association aveouls-s
unité HIF-13, et le facteur de transcription HIF-1 ainsi fornee se fixer sur des séquences
enhancerdu géne codant pour le VEGF et en permettrealsstription.

A noter que la stabilisation de la sous-unité HitFpkut également étre induite en
conditions normoxiques, par un mécanisme faisantenienir la voie PI3K
(phosphatidylinositol 3-kinase)/Akt et le gene sggseur de tumeur PTERHKosphatase and
TENsin homolog deleted on chromosome TEN)

De plus, la sur-expression du VEGF induite paypdxie résulte non seulement d’'une
activité transcriptionnelle accrue, mais égalenttnhe stabilisation importante de ’TARNm
qui est synthétisé ; en conditions normoxiquedglai-vie de TARNm du VEGF est de 30-45
min, alors qu’elle est augmentée jusqu’'a 6 a 8 deutans des cellules en conditions

hypoxiques®®.

» Facteurs de croissance, cytokines, hormones et ogémes

Certains facteurs de croissance peuvent égalemeniré la synthese du VEGF,
comme 'EGF épidermal growth factgr le TGFx et le TGIB, I'lGF-1, le FGFb ou encore le
PDGF®2 770 Des cytokines inflammatoires (ILal IL-1B, IL-6) peuvent aussi induire cette
expression dans plusieurs types cellulaires, notmhrfes fibroblastes et les CM{*"2)
Certaines hormones sont également des régulatepwstants de I'expression du VEGF dans
divers types cellulaires ; il s’agit notamment deHyréostimuliné’, de la corticotropin&®),
des gonadotropind&”, des oestrogenés” "® et de la progestérod€’. Enfin, des mutations
au niveau de ra€” et de la voie de signalisation Wfit) semblent jouer un role dans

I'expression du VEGF.
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[1.2.1.1.3 Structure et isoformes du VEGF

Structurellement, le VEGF appartient a la superifarde génes du PDGF (il partage
18% d’homologie au niveau de la séquence d’acideisés avec le PDGF-BY?, dont les
produits sont caractérisés par huit résidus cystié&irmant des ponts disulfuré®. Six de ces
résidus sont impliqués dans la formation de trigisdns intramoléculaired=igure 59, les
deux autres sont a l'origine de la formation dexdi@isons disulfures entre deux monomeres
de VEGF Figure 5B, aboutissant & la formation du VEGF homodin&e

Figure 5. Représentation en hélicax et feuillet B du VEGF monomére (a) et dimére (b). Les ponts
disulfure sont représentés par des traits noiré.

Le géne du VEGF humain est localisé sur le chromes6 (6p21.3%

et organisé
en huit exons, séparés par sept intf6ng®. L'épissage alternatif de son ARNm aboutit & la
formation de plusieurs isoformes, les plus commugtast constituées de 121, 145, 165, 189
et 206 acides aminés (nommés respectivement VEGVEGF 45, VEGFgs, VEGFRgg et
VEGF¢ (Figure 6B. Le VEGHgs en est la forme la plus abondart®. Les autres
isoformes sont constituées de 148, 162 et 183 s@danés et un variant du VEGF a
récemment été identifié (VEGSsy. Il s’agit d’'une forme inhibitrice endogene du 8E, ne
comportant pas I'exon 8 (CDKPRR), qui est rempla@el’exon 8b, appelé également exon 9
(SLTRKD). Le VEGHgs,diminue la prolifération et la migration des ce#lslendothéliales
induites par le VEGF. Bien qu’il puisse lier le VER-2 (récepteur au VEGF de type 2) avec
la méme affinité que le VEGEs il n’induit pas une phosphorylation du réceptewr
I'activation d'une voie de signalisatidfl” ; I'extrémité C-terminale du VEGEs contenue

dans I'exon 8 est ainsi nécessaire pour la sigatadis mitogénique.
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Le VEGFs est sécrété comme une glycoprotéine homodimédipreviron 45 kDa,
possédant un caractére basique et une affinité mdegdur I'héparine (présente au niveau de
la MEC sous forme de protéoglycanes héparane-sjlfatamment du fait de la présence de
15 acides aminés basiques contenus dans les &sasitunés de 'exon ¥ *®) Le VEGR4,
qui ne possede ni I'exon 6, ni 'exon 7, ne sepas a I'héparine et diffuse liborement. A
'opposé, les isoformes VEGH et VEGFRos se lient fortement a I'héparine et sont
complétement séquestrées dans la MEC d’oul elles peuvent étre libérées sous forme de
fragments solubles par I'héparine et les héparmasar la plasmin€® 8 ou encore par
certaines MMPs (MMP-3, 7, 9, 12,19,

Toutes les isoformes du VEGF se lient au réce@aWEGF de type 1 (VEGFR-1) et
au VEGFR-2 Tableau 4 page 21). Des Ala-scan (remplacements succebgifsacide aminé
par un résidu alanine) ont montré que des régimimctes du VEGF (situées a des endroits
opposés sur le monomere) étaient impliquées darztamnaissance du VEGF par chacun de
ces récepteurs-igure 6A : Arg(82), Lys(84) et His(86) sont les résidustigues pour
l'interaction avec le VEGFR-2, tandis que Asp(6BJu(64) et Glu(67) sont requis pour la
liaison au VEGFR-18 %1 92) | ¢ VEGRgs se lie également aux co-récepteurs neuropiline-1
(NRP-1) ®¥ et neuropiline-2 (NRP-2), alors que le VEGfreconnait seulement la NRP-2
®% En revanche, le VEGR, qui ne posséde pas I'exon 7, fortement basigeesenlie pas

aux neuropilines.

Outre ces différentes affinités pour I'héparindest neuropilines selon l'isoforme du
VEGF considérée, ces isoformes présentent desitéstidifférentesin vivo. Des souris
exprimant uniqguement le VEG (le VEGF murin posséde un acide aminé de moinsejue
VEGF humain), mais ni le VEGE ni le VEGRgg, présentent une angiogenése myocardique
défectueuse et une cardiomyopathie ischémitjeconduisant & leur mort dés la naissance
(50% des souris), ou dans les deux semaines seas/gb%). Par ailleurs, des souris
VEGF*'®présentent une angiogenése rétinienne normale, qler des souris VEGFE88

présentent un développement veineux normal, masdééauts de développement artériel

dans la rétiné®®. L'ensemble de ces études suggeére que les différéstéormes de VEGF

jouent des réles différents dans le développemetétial et 'agencement vasculaire, et que

I'isoforme VEGHRe4 Y joue un role central.
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Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 Ex5 Exon 6a b 6 Exon 7a 7b 8
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MNFLLSWVHWSLALLLYLHHAKWSQAAPMAEGGGQNHHEVVKFMDVYQRSY CHPIETLVDIFQEYPDEIEYIFKPS(VPLMRCGGCCNDEGLECVPTEESNITMQIMRIKPHQGQHIGEMSFLQHNKECRPKKDRARQEKKSVRGKGKGQKRKRKKSRYKSWSVYVGARCCLMPWSLBPHPCGPCSERRKHLFVQDPQTCKCSCKNTDSRCKARQLELNERTCRCIRR

Séquence Sites de
signal dimérisation . i ] .
Site de . Site de Site de Site de
liaison N-glycosyation liaison Clivage par la liaison & liaison &
au au plasmine I'héparine NRP-1
N-terminal VEGFR-1 VEGFR-2
B VEGF,,, .
VEGF,; .
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VEGFg ——— —
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Figure 6. Structure en exons du VEGF.4) Structure en exons de '’ARNm codant pour le VEGk,s humain. La séquence en aminoacides correspondargst donnée
en dessous de la représentation graphique et lesrdaines fonctionnels sont indiqué€™. (B) Structure des différentes isoformes du VEGF (VEGFA), résultant de
I'épissage alternatif du géne du VEGHhys °.
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Tableau 4. Affinité des membres de la famille du VEF pour les récepteurs de cette famille (valeur des
constantes de dissociation Ken mol/L) ®®. Les cases grisées et les signes - indiquent uresence de
reconnaissance du récepteur ; les signes + tradurgaune liaison au récepteur, sans précision sur Ifinité.
N.D. : non déterminé.

VEGFR-1 | VEGFR-2 | VEGFR-3 NRP-1 NRP-2 | Héparing

VEGF-A 145 1,8.10% 1,3.10% +
VEGF-A 5, - - -
VEGF-A 145 1,0.10" | 0,7-7,7.10° - 7,0.10" +
VEGF-A 159 + + +
VEGF-A 506 + + +
PIGF-1 1,9.10" - - -
PIGF-2 2,5.10" + + +
VEGF-B g7 1010 + N.D +
VEGF-B g6 + -
VEGF-C (précurseur) ~10° ~10° -
VEGF-C (clivé) 4,1.10" 1,410 +
VEGF-D (précurseur) 1,6.10° 8,2.10’ -
VEGF-D (clivé) 5,6.10° 2,0.10° +
VEGF-E 3,3.10° A divers N.D. Selon

degrés pour isoforme

VEGF-Eyz.,

VEGF-Eyz.10,

VEGF-Ep1701
Vammine (VEGF-F1) - 4,1.10" N.D. +
TfsvWWEGF (VEGF-F2) ~ 10" 10°-10° +
Pm-VEGF (VEGF-F2) | 1,7.10" 6,5.10° N.D.

[1.2.1.2 Les autres membres de la famille du VEGF

A ce jour, six autres protéines de la famille duGH ont été identifiees dans

différentes espéces.
[1.2.1.2.1 Le facteur de croissance placentaire GH)

Découvert en 1991 dans le placenta hunf&inle PIGF Placental Growth Factor
forme un homodimére de 46-50 kDa, et partage enbfd® d’homologie avec le VEGds
®9 | a également été détecté dans le cceur, les gusina glande thyroide, le muscle
squelettique, dans des lignées de cellules endai#sslla moelle osseuse et les kératinocytes
(100.10D) || reconnait VEGFR-1, mais pas VEGFR:% 103)

Quatre isoformes provenant de I'épissage alterndéif TARNm du PIGF sont
connues chez 'homme : PIGF-1 (Plzff, PIGF-2 (PIGks,), PIGF-3 (PIGhky) et PIGF-4

(PIGFy,,) 1941%) Contrairement au PIGF-1 et au PIGF-3, le PIGR&t se lier & I'héparine et
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aux co-récepteurs NRP-1 et NRP-2 du fait de lagm@&s d’'une séquence fortement basique
de 21 acides aminés codés par I'exdt?8

Le PIGF peut entrer en compétition avec le VE&pour la liaison au VEGFR-1°7,
ce qui permettrait au VEGF de se lier préféremmattnt au VEGFR-2, considéré comme le
principal récepteur a l'origine des effets pro-agginiques du VEGF. De plus, il existe des
hétérodimeres de PIGF-VEGF, pouvant induire la fdram d’hétérodiméres entre VEGFR-1
et VEGFR-2%® |es effets induits par ces hétérodiméres (effetibogéniques et
chimiotactiques sur les cellules endothéliales} samins importants que ceux induits par des

homodimeéres de VEGF, mais trés supérieurs a céombdimeres du PIGE® 119

11.2.1.2.2 Le VEGF-B

Le VEGF-B (ouVEGF-related factar VRF) a été cloné et caractérisé en 1888
Chez la souris, il existe deux isoformes, génépdepissage alternatif, de 167 et 186 acides
aminés (homodiméres de 21 et 32 kDa, respectivgmaumt peuvent se lier au VEGFR-1,
mais pas au VEGFR-2 ni au VEGFRBableau 4 2. Contrairement au VEGF:§, le
VEGF-Bygs ne se lie pas a I'héparine et peut donc diffuibeeinent®. Le VEGF-Bs7, qui
se lie a I'héparine, reconnait également la NRPduvant former des homodiméres et des
hétérodimeres avec le VEGF-A, le VEGF-B est trésndant dans le coeur, le muscle
squelettique et le pancréa¥’.

11.2.1.2.3 Le VEGF-C et le VEGF-D

Le VEGF-Ggg (ou VEGF-related protein VRP) a été cloné a partir de cellules de
cancers humains de la prost&t®. S'il partage environ 30% d’homologie avec le VEGFI
est plus apparenté (60% d’homologie) au VEGEH;bu c-fos induced growth factpFIGF)
de par la présence d’extensions N- et C- terminalesentes chez les autres membres de la
famille du VEGF*'®. Tous deux sont synthétisés sous forme d’un psécumon actif (pré-
pro-protéines) qui doit étre clivé par protéolysascessives pour donnerM&GF homology
domain(VHD), présentant une affinité optimale pour lésapteurs VEGFR-2 et VEGFR-3.
Par le VEGFR-2, le VEGF-C joue un rble dans 'aggioése, et, par le VEGFR-3, le VEGF-
C et le VEGF-D jouent un rdle important dans la pyrangiogenése. Le VEGF-C est
nécessaire aux étapes initiales de développememhigtique et la présence des deux alléles

est essentielle & un développement lymphatique aldttf. Moins étudié, le VEGF-D induit
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la formation de réseaux lymphatiques au sein destus et favorise leurs métastasesd Le
VEGF-C reconnait également la NRP*Y) (Tableau 4 page 21). Son expression est régulée
par certains facteurs de croissance (PDGF, EGF)étcytokines de I'inflammation (IL-1,

TNFa), mais pas par I'hypoxie.

Des molécules exogenes de la famille du VEGF oatedgent été découvertes chez

des non-mammiféres.
[1.2.1.2.4 Le VEGF-E

Le VEGF-E a été identifie¢ en 1994 dans le génomm dirus parapox (Orfoppen
reading framg “*®. Ce virus peut infecter les moutons et les chéweccasionnellement,
les humains, ou il cause des lésions de la peailtagsd’'une prolifération et d’'une dilatation
capillaires. Il s'agit en fait d'un groupe de piiogs, comprenant le VEGFE, %, le
VEGF-Eyz.7 ", le VEGF-Biz.10 *®", le VEGF-Bb170:"??, et le VEGF-Rreas 2. lls se lient
tous au VEGFR-2, mais pas au VEGFR-1, ni au VEGFE+8 outre, le VEGF-f-,, le
VEGF-E\yz-10 et le VEGF-l1701, contrairement au VEGFyz; et au VEGF-Egre34, peuvent
se lier & la NRP-1Tableau 4 page 21), par leur région C-termingfe.

11.2.1.2.5 Le VEGF-F
Il a été isolé a partir du venin de serpents. dgd’ d'une famille de protéines,
comprenant notamment le sWWEGE?, le TfswWEGF 2%, |e facteur hypotensif HE?®),

ICPP (ncreasing capillary permeability proteifi>” et la vamminé'®®. IIs se lient avec des
affinités différentes au VEGFR-2, mais pas au VE&F6U a la NRP-1.

[1.2.2 Les récepteurs au VEGF

Il existe plusieurs récepteurs de la famille du \HEGes principaux récepteurs, et les

premiers identifiés, sont les récepteurs au VE@Et@ité tyrosine kinase (TK).
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Figure 7. Caractéristiques structurales principalesdes récepteurs de la famille du VEGF : les 3 réctgurs
a activité TK (VEGFR-1, VEGFR-2 et VEGFR-3), et lesco-récepteurs neuropiline-1 et =2 (NRP-1 et NRP-
2) (adapté d'aprés®?).

11.2.2.1  Les récepteurs a activité tyrosine kinase

Il existe trois récepteurs de la famille du VEGRaivité TK, appartenant a la super-
famille du récepteur au PDGFVEGFR-1 (fms-like tyrosine kinase;1Flt-1) (2% 130)
VEGFR-2 (fetal liver kinase-1 Flk-1 pour sa version murine ddnase insert domain-
containing receptar KDR, pour son homologue humaifff* 32 et VEGFR-3 (fms-like
tyrosine kinase-4Flt-4) ***. Chez I'adulte, le VEGFR-1 et le VEGFR-2 sont éxgs
essentiellement au niveau des cellules endothgliasculaires, tandis que le VEGFR-3 est
localisé principalement au niveau de I'endothélilymphatique. Chaque sous-type de la
famille du VEGF (VEGF-A, -B, -C, -D, -E, -F et PIGpeut se lier a I'un ou plusieurs de ces

récepteursTableau 4 page 21), ce qui résulte en diverses fonctioolegiques.
[1.2.2.1.1 Caractéristigues communes

Ces récepteurs a activité TK sont des protéinasstmambranaires possédant une
région extracellulaire impliquée dans la reconnaissance et la fixationligand, et un
domaine intracytoplasmique a activité TK, reliés entre eux par ungigion
transmembranaire unique, composée d’'une séquence hydrophobe pennhatiarécepteur

d’étre ancré dans la membrartieig(re 7).
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Suite a lafixation du ligand (dimére) au niveau d’'un ou plusieurs des sept doesa
immunoglobuline (Ig)ike constituant le domaine extracellulaire de deux ptmes
monomeéres™®? le récepteur estlimérisé. La protéine kinase de chaque monomére du
récepteurphosphoryle des résidus tyrosine (Y) de l'autre monomeére drepéeur (auto-
/trans-phosphorylation), au niveau de la portiomarytoplasmique, ce qui résulte en une
activation du récepteur et en une cascade de tratisd du signal.

Le domaine intracellulaire a activit¢ TK est la tgarou I'on retrouve le plus
d’homologies entre VEGFR-1, VEGFR-2 et VEGFR-3. cbntient une région juxta-
membranaire, pouvant contenir des sites de phoglation sur Y, et ainsi servir de point
d’ancrage a des molécules impliquées dans la ssgiiah. Le domaine catalytigue possede
lactivité TK, et est constituée de deux lobeselirdmpus par une séquence specifique,
dénommée l'insert kinaseé-igure 7). Enfin, I'extrémité C-terminale contient des ks
tyrosine phosphorylables, et est impliquée égalérdans le recrutement de protéines de la
signalisation.

Une fois phosphorylé, le récepteur ne peut plus @é@phosphorylé. Pour stopper son
action, la cellule vanternaliser le récepteur par endocytose. La protéine va engiie

dégradée dans un lysosome ou étre recyclée aftesuwte la cellule.

Parmi les récepteurs a activité TK, le VEGF (VEGFg& fixe uniquement sur le
VEGFR-1 et le VEGFR-2. Ces deux récepteurs présemgviron 50% d’homologie au
niveau de leur séquence d'acides amifi®s Des études de délétion sur les différents
domaines extracellulaires des récepteurs ont maniet lareconnaissance du ligandse
faisait au niveau delgy 2 et 3 de ces récepteurs, et quedianérisation impliquait I'lg 4
(Figure 7) #¥13) Nganmoins, malgré ces similitudes, le VEGFR-le &lEGFR-2 différent
en terme d’affinité pour les différents membredaléamille du VEGF et de transduction du

signal.
11.2.2.1.2 Le récepteur au VEGF de type 1 (VEGFRHI-1)

Le VEGFR-1 (180 kDa) est un récepteur de hautaitdfpour le VEGF-A, VEGF-B,
PIGF etTfsvWEGF {Tableau 4 page 21). Son géne est situé sur le chromosomehd3

’homme. Il est exprimé par les cellules endothétiazasculaires, mais aussi par des cellules

non endothéliales, comme les macrophages et lesaytms 3140 et les cellules souches
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hématopoiétiqueS*”. Le VEGF-B et le PIGF se fixent essentiellementniweau de son
deuxiéme domaine 1G> *°")

Le VEGF-A se lie au VEGFR-1 avec une affinité auimadlO fois supérieure a celle
pour le VEGFR-2 Tableau 4 page 21), mais l'activité kinasique qui en rés@st inférieure
®2) De plus, des souris transgéniques dans lesqueligde domaine kinase de ce récepteur a
été supprimé se développent normalenf&it Cela conduit & penser & un autre role du
VEGFR-1 que celui lié a l'activation de sa portikimase, qui pourrait provenir de son
domaine extracellulaire. Il a ainsi été suggéré IigUEGFR-1 servait aapturer le VEGF
en excesafin de limiter la signalisatiomia le VEGFR-2. En accord avec cette théorie, des
embryons de souris FltZImeurent entre E8,5 et E9,5, du fait, non d’'uneabs de cellules
endothéliales matures, mais d’une désorganisatiervdisseaux sanguifté®, résultant d’'une

prolifération excessive des hémangioblastes, legémiteurs endothéliad¥®.

Le VEGFR-1 est également impliqué dansnigration des cellules endothéliales. En
effet, des anticorps anti-VEGFR-1 bloquent la ntigrg mais non la prolifération, de cellules
endothéliales de veine ombilicale humaine (HUVEED)réponse a une stimulation du VEGF-
A %) | e VEGFR-1 est aussi impliqué dans la migraties thonocytes et macrophadé9,
et le recrutement des cellules souches hématopaésti*®. Le VEGFR-1 peut former des
hétérodimeres avec le VEGFR-2, et ces hétérodinsemesa I'origine de la transduction de
signaux différents de ceux induits par les homodiméle VEGFR-1 ou de VEGFR® 147)

Uneforme soluble du VEGFR-1contenant seulement les six premiers domaines Ig a
été clonée & partir d’une banque d’ADN complémeesaissue de cellules HUVE®. Le
VEGFR-1 soluble inhibe I'activité du VEGF-A en légestrant*®).

11.2.2.1.3 Le récepteur au VEGF de type 2 (VEGFR¥DR/Flk-1)

Le VEGFR-2 (200-230 kDa) est un récepteur de hatfirité pour le VEGF-A, le
VEGF-E et le VEGF-F, ainsi que pour les formeséasiy de VEGF-C et VEGF-O'ébleau 4
page 21). Son géne est situé sur le chromosomesz ldttomme, et 5 chez la souris. Le
VEGFR-2 est exprimé par les cellules endothéliatesculaires et lymphatiques, ainsi que
d’autres types cellulaires, tels les mégacaryocygsscellules souches hématopoiétidi&s

et les CML®% 131 || est considéré comme le principal médiateur efésts mitogéniques et
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chimiotactiques du VEGF-A. Il est indispensablecaurs du développement embryonnaire,
car des embryons de souris Fik-ineurent entre E8,5 et E9,5, du fait d’'une absefee
cellules endothéliales maturé$?. Des études récentes ont démontré son réle dans la
lymphangiogenésé'®® *Y Une forme soluble endogéne du VEGFR-2 a égalerd&ht

détectée dans le plasma humain et mtti

Suite a la liaison du VEGF au niveau du domaingaegtiulaire de VEGFR-2, le
récepteur est dimérisé, et des résidus tyrosindotinaine intracellulaire sont phosphorylés.

Les signaux intracellulaires induits sont divéfgy(re 8:

* Prolifération cellulaire, par I'activation des ERKextracellular-signal-regulated
proteins kinases La phospholipase C (PLG)se lie a Y-1175Kigure § via son domaine
SH2 ©rc homology-R Suite a la phosphorylation de Y-1175, Py €st activée, ce qui
conduit a I'hydrolyse du phospholipide membranaldéP, (phosphatidylinositol(4,5)-
biphosphate). Cela aboutit a la génération de messasecondaires, DAG (1,2-
diacylglycerol) et IR (inositol(1,4,5)-triphosphate). DAG est un actexat physiologique de
PKC (protéine kinase C), impliquée dans l'activatiee ERK via Raf et MEK 1/2 (ou MAPK
(mitogen activated protein kinasEJRK1/2. Cette voie joue également un réle essentiel dans
'activation de cPLA (cytosolic phospholipaséd;), qui conduit a la génération de

prostacycline (PG), produit de la cyclooxygénase (COX) et d’oxydeique (NO) ;

* Survie cellulaire. Les cellules endothéliales vasculades vaisseaux immatures
requiérent des signaux de survie, en I'absenceugésgne apoptose est indUit¥%® Cette
voie fait intervenir en partie I'activation par Ki3le la protéine anti-apoptotique Akt/PKB
(protéine kinase B), mais le mécanisme dactivatim PI3K reste inconn™>®. Akt
phosphoryle et inhibe les protéines pro-apoptosda&D et caspase-9. Ces signaux de survie
font également intervenir VEvéscular endotheliddcadhérine, présente au niveau des

jonctions entre cellules endothéliaft® et les intégrines ;

+ Induction de laperméabilité vasculaire® **) avec une activité du VEGF
environ 50 000 fois supérieure & celle de I'histen{®?. Akt induit I'activation par
phosphorylation de eNOSerfdothelial nitric oxide synthasepar ailleurs, IR se lie a un

récepteur spécifique présent sur le réticulum eladopique (ER), ce qui induit la libération
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du calcium C&, et va permettre la production de NO, inducteutadgerméabilité vasculaire.
L’augmentation de la perméabilité provoque I'exérsation de protéines plasmatiques,
comme la fibrine. Il se constitue alors un gel itheirie extracellulaire, qui forme un substrat
pour la croissance endothéliale vascul&ft8;

» Et, migration cellulaire. La production de NO jouerait un rolenglda migration
cellulaire. Une voie faisant intervenir p38/MAPKraill également des effets sur la migration
cellulaire, mais le mécanisme d’activation de cegitetéine est inconnu. Par ailleurs, la
phosphorylation de FAKfdcal adhesion kina3econstitue un lien entre les signaux induits
par le VEGF et les intégriné$?®. Il a été montré que I'activation du VEGFR-2 paMEGF

activait plusieurs intégrines, ce qui augmenteH&sion et la migration cellulairé$>.
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Figure 8. Signalisation intracellulaire médiée pafde VEGFR-2 %®. Suite a la liaison du ligand au niveau
de son domaine extracellulaire, le récepteur est miérisé, et des résidus tyrosine du domaine
intracellulaire sont phosphorylés, les sites majewr étant Y1175 et Y1214. Les différentes voies de
transduction du signal conduisent a divers effets ;perméabilité vasculaire, survie, migration et
prolifération des cellules endothéliales.

Un troisieme membre de cette famille, qui n’est pagécepteur du VEGF (VEGF-
A), est cependant reconnu par le VEGF-C et le VEGF-
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11.2.2.1.4 Le récepteur au VEGF de type 3 (VEGFRHt-4)

Le VEGFR-3 (195 kDa) est un récepteur de hautenitéfipour le VEGF-C et le
VEGF-D ; c’est le principal récepteur impliqué ddasymphangiogenése. Son géne est situé
sur le chromosome 5 chez I'homme. ContrairemeMBGFR-1 et au VEGFR-2, le VEGFR-

3 est clivé par protéolyse au niveau du cinquieoraaine Ig et les fragments générés restent

assemblés par un pont disulfre.

Chez I'embryon, le VEGFR-3 est initialement présamttous les vaisseaux (sanguins
et lymphatiques), mais cette expression va enseitemiter aux vaisseaux lymphatiqu&¥.
L’invalidation du géne codant pour le VEGFR-3 edale (E8,5) par malformation du réseau
vasculaire primaire et insuffisance cardiaque awgue le systéme lymphatique ne soit
développé, ce qui suggere un réle important du VIEGFdans le développement cardio-
vasculaire chez I'embryoft®®. Chez I'adulte, le VEGFR-3 est principalement éxgr au
niveau des cellules endothéliales lymphatiques. MEEGF-C peut induire la formation
d’hétérodiméres VEGFR-2/VEGFR-3 sur les celluledothéliales lymphatiqué®.

D’autres récepteurs de la famille du VEGF, déposindiactivité TK, ont plus
récemment été identifiés. Il s’agit des neuropgi(iERP), qui sont considérées comme jouant

un role de co-récepteurs des isoformes du VEGF Itagparine® 7%

11.2.2.2  Les neuropilines

La neuropiline a été identifiée pour la premiens fen 1991 a la surface des neurones
d’embryonsXenopusmais était connue a I'époque sous le nom d’anégss ", En 1997,
deux équipes rapportérent qu'il s’agissait d’'urepieur de SEMA3A, une des sémaphorines
(SEMA) de classe 3. Un homologue de la neuropiline ayant plus taél identifié et
nommeé neuropiline-2 (NRP-2), la neuropiline futaemnmée neuropiline-1 (NRP-1). Si les
NRPs ont, a l'origine, été identifiées pour leuleréssentiel dans le guidage axonal au cours
du développement du systéme nerveux chez I'embf/dh leur réle a par la suite été
démontré dans I'angiogenése adulte, en agissanneardcepteurs du VEGE ¢ 1) 1l est
intéressant de noter que d’autres familles de mtd&c(éphrine/Eph, nétrine/UNC5 et

slittRobo), originellement impliguées dans le dévelopgpemdu systeme nerveux, sont
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désormais associées a la vasculogenése et a kgmgise, suggérant un paralléle entre les
molécules de I'angiogenése et celles impliquées taguidage axon&l®.

[1.2.2.2.1 Structure des neuropilines

Les NRPs sont des récepteurs non & activité TK20ea1130 kD&** ") composées
de 5 domaines : une portion extracellulaire de 86des aminés composée de 3 domaines
(ala2, b1lb2 et c), un domaine transmembranaire3dacizles aminés, et un court domaine

cytoplasmique d’environ 40 acides aminEg(re 7, page 24).

Le domaine ala2 est un domaine CWUR/C1s, uEGF, bone morphogenetic projein
comprenant 4 résidus cystéine formant 2 ponts fdigd. Le domaine blb2 présente une
homologie avec le domaine N-terminal du facteur cdagulation FV/VIII. Ce sont les
domaines de fixation du ligand. Le troisieme doraa@xtracellulaire (¢ ou MAM, pour
Meprin,A5/PTRs, k) est essentiel pour 'homo- et I'hétéro-dimérisatidu récepteur. Le
domaine cytoplasmique est court et ne contient dmsnotif kinase, ce qui suggéere une
absence de signalisation par le récepteur lui-méfiagré une homologie de structure au
niveau de ces différents domaines, la NRP-1 etR&12 ne présentent qu'une homologie a

44% au niveau de leur séquence en acides afifés

Il existe plusieurs isoformes de la NRP-1 et dblRP-2 % 172 179180 qont certaines
formes solubles a I'état monomere pourraient agimme des antagonistes des activités
cellulaires induites par la fixation du VEGF a césepteurs. En revanche, des dimeres de la
NRP-1 soluble favorisent les effets pro-angiogéesgimduits par le VEGigs %2

La NRP-2 présente deux variants: NRP-2A et NRP9®. Le domaine
intracellulaire de la NRP-2B differe fortement deux, plus proches, de la NRP-1 et de la
NRP-2A 172 La NRP-2A est principalement exprimé dans le,feeplacenta, les poumons,
l'intestin, le cceur et les reins, alors qu’on ratre la NRP-2B dans le coeur et le muscle

squelettiqué™.
[1.2.2.2.2 Ligands des neuropilines

Les NRPs agissent comme des récepteurs ou deseaqtaars pour deux classes de
ligands : les SEMA de classe 3 (SEMA3) et certamss-types de la famille du VEGF.
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Les SEMA, ou collapsines, sont impliquées dans Ualage axonal au cours du
développement embryonnaif€?, en induisant le collapsus des cones de croissdase
axones, un procédé qui permet I'organisation desomes. Parmi les 8 classes existantes,
seules les SEMA3 (SEMA3A, B, C, D, E et F) se liank NRPs. La NRP-1 lie toutes les
SEMA3, mais la NRP-2 ne reconnait pas SEMA3A. Paeltgs, il a été montré que
SEMA3A, SEMA3B et SEMA3F présentaient des propsaé&éti-tumorales, car elles entrent
en compétition avec le VEG{s pour la liaison aux NRP$4*88) et pourraient ainsi contrer

les effets pro-angiogéniques induits par la liaidan/EGFgs aux NRPs.

En 1998, Sokeet al démontrérent que la NRP-1 reconnaissait égalecentdines
isoformes du VEGF se liant & I'héparii€). Les molécules de la famille du VEGF
reconnaissant la NRP-1 et/ou la NRP-2 sont indisjaiées ldableau 4(page 21). La NRP-1
et la NRP-2 reconnaissent le VEfgf- mais seule la NRP-2 reconnait VEG@FLa NRP-2 se
lie également au VEGF-C et au VEGF!). Les deux domaines ala2 et b1b2 sont essentiels

pour la liaison de SEMA3A, mais seul le domained#bt requis pour la liaison du VEGE
(190-192)

11.2.2.2.3 Expression des neuropilines

L’expression des NRPs a été détectée dans lesbtasées > %9 les cellules
neuroendocrines du tractus gastro-intestifia?, les cellules dendritique§®® *°”) les
lymphocytes T les fibroblastes, les adipocytes de la moellewss'%® %) et les cellules

épithéliales glomérulaire&™

Les NRPs sont également présentes dangleseauxmatures et en développement,
a la fois sur les CML?® et sur les cellules endothélialé¥’), mais également au niveau de
I'endothélium vasculaire des tumeufd® 2932%% | 'expression de la NRP-2 au niveau
endothélial semble étre restreinte aux veinesewvaisseaux lymphatiqué®®. L’expression
de la NRP-1 est régulée dans les cellules endateglipar le TN&, les facteurs de
transcription dHAND et Ets-1, et les dommages viasas “°”). L'expression de la NRP-1,
mais pas de la NRP-2, sur les cellules endothéliglst accrue en présence de VEGF, par un
mécanisme faisant intervenir VEGFRZ%)
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La NRP-1 et la NRP-2 sont aussi exprimées au nideaplusieurs types dmllules
tumorales. Par exemple, dans les cancers du poumon noritéspetllules, I'expression de la
NRP-1 et de la NRP-2 est supérieure & celle troola@ss les tissus non néoplasiqifés.
L’hypoxie induit I'expression de la NRP-1 dans deflules de neuroblastome, mais diminue
son expression dans des cellules d’astrocytétfie'? L’activation des récepteurs a 'EGF a
également été démontrée comme inductrice de I'egme de la NRP-1 dans plusieurs

systémes tumoraux, probablement par les voies RIgKt p38 MAPK/ERK /2?10 212 213)

11.2.2.2.4 Effets médiés par les neuropilines

* ROdle des neuropilines

Les NRPs interviennent lors ddéveloppement embryonnaire(systeme cardio-
vasculaire et systéme nerveux), et chez 'adutigmment en conditions pathologiques (réle

dansl’angiogenese tumorale et le processus métastatique

Chez I'embryon, une absence d’expression de la NR&buris NRP-1) conduit &
une mortin utero a E14, du fait de défauts importants dans le systéardio-vasculaire et
d'un développement neural désorgarffi$&. Au contraire, une sur-expression de la NRP-1
résulte en la formation d’'un excés de capillaire®re I'apparition d’hémorragie$’”. La
NRP-2 semble surtout jouer un role dans la formaties petits vaisseaux et des capillaires
lymphatiques, mais pas dans le développement desesr des veines et des vaisseaux

lymphatiques plus largés>.

Par ailleurs, la NRP-1 est impliquée dans la camiss et I'apparition de métastases
dans le cancer du coldft®, et dans I'angiogenése et la croissance tumodales le cancer
de la prostat€ ™). Dans des tumeurs humaines, I'expression de la-NB$§t corrélée avec la
croissance tumorale et le pouvoir invasif du camteeta prostat&*®, colorectal®™® 2") du
poumon®® du seirf®®V et des astrocytomé&S* 29 Dans le cancer de la vessie, I'expression
de la NRP-2 est corrélée avec I'avancement du c&1ee A I'opposé, dans certaines études,
la corrélation semble inverse. Ainsi, dans desutedlde cancer du pancréas, la sur-expression
de la NRP-1 conduit & une diminution de la croissatumorale, et l&knock downde
'expression de la NRP-1 endogene par ARN interféeea une augmentation de cette

croissance®®. Dans des tumeurs carcinoides gastro-intestinélggement, la perte de
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I'expression de la NRP-2 est corrélée avec la pssion tumoral&®®. Ces résultats parfois
opposés soulignent la complexité du systeme dessNRP

Dans certains modeles animaux, il a été démonteel'gupression de la NRP-1 au
niveau des cellules cancéreuses favorisait I'aregiége tumoral€’ 2® Suite & sa liaison a
la NRP-1, le VEGF stimule la migration et I'adhésiades cellules endothéliales, et
l'utilisation d’'un anticorps anti-NRP-1 supprimesleeffets mitogéniques induits par le

VEGFs sur des cellules endothéliales bovines de lag&fif)

La signalisation médiée par les NRPs semble nédeessneinteraction avec un
autre récepteur (plexine, au niveau des neurones, ou VEGFR, aeanivdes cellules
endothéliales), mais certaines études laissentepanselle pourrait également existen

I'absence d'une telle associatian

* Les neuropilines en tant que co-récepteurs

Il est généralement admis que, du fait de leur tcolmmaine intracellulaire ne
possédant pas d'activite TK, les NRPs ne peuvesst ggules transmettre de signaux
intracellulaires, et que des complexes avec dese@epteurs sont requis. Les plexines
forment des complexes avec les NRPs, méme en fiabsgu ligand'’®. Les SEMA3 sont
reconnues par la NRP, au niveau des domaines aldb2 de celle-ci, mais ne peuvent pas
se lier directement a la plexine-A. Il se formerddrs un complexe ternaire entre la NRP, la

plexine et la SEMAF?Y, qui induirait une signalisatioria la plexine-A.

De facgon similaire, la signalisation médiée pavieGF;¢s via la NRP-1 se ferait par la
formation de complexes avec le VEGFR®2 ® Contrairement a lisoforme VEGH,
l'isoforme VEGHgs se lie a la NRP-1, du fait de la présence d’'unalaomencodé par I'exon
7, (Figure 6A page 20§'"" 2%? e VEGHRgs se lie par ailleurs au VEGFR-2ia une région
codée par I'exon 4, ce qui conduit a la formatiumdcomplexe ternaire entre le VEGE
NRP-1 et VEGFR-2FRigure 9 ©? 22 | a présence de la NRP-1 augmente la liaison du
VEGFis & VEGFR-2%2%, et potentialise les effets mitogéniques et chiatiiques médiés
par le VEGFR-2®% 224 229 Cela pourrait expliquer la moindre activité progmgénique,
comparé au VEGfgs, du VEGH,4, puisque que ce dernier ne se lie pas a la NE#l1
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Figure 9. Interaction de la NRP-1 avec VEGFR-2/KDRA. L'isoforme VEGF 145 se lie & la NRP-1, du fait
de la présence d’un domaine encodé par I'exon 7 ati VEGFR-2/KDR, via une région codée par I'exon 4,
ce qui conduit & la formation d’'un complexe ternaie entre le VEGR¢gs, NRP-1 et VEGFR-2.B. L'isoforme
VEGF,;, ne possédant pas I'exon 7, ne peut se lier & NRP-C. Des complexes juxtacrines peuvent
également se créer entre NRP-1 et VEGFR-2/KDR sitaésur deux cellules différentes, par exemple des
cellules tumorales et des cellules endothéliales.

D'autres complexes ont également été décrits : WRRec le VEGFR-1* 229 et
NRP-2 avec le VEGFR-£Y, le VEGFR-2 et le VEGFR-8% 22" dont le réle respectif reste

a préciser.

» Possibilité d'une signalisation propre

Néanmoins, le dogme selon lequel les NRPs ne peatrpas seules transmettre de
signaux intracellulaires tend a étre remis en cakseeffet, I'expression des NRPs a été
observée dans plusieurs types de cancer, notanunepancréa$?®, du sein®® 2%0et |e
neuroblastomé®?, en l'absence de VEGFR-1 et VEGFR-2. S'il a éténtréo que des
complexes intercellulaires pouvaient se créer, @’oraniere juxtacrine, entre la NRP-1 situé
sur des cellules de carcinomes du sein et le régepiDR situé sur des cellules endothéliales,
par le biais du VEGHs %?® (Figure 90, il semble que ce ne soit pas le seul role jardes
NRPs en I'absence de co-récepteur.

Plusieurs études suggerent que la signalisationeméar le VEGHia les NRPs peut
se faire en 'absence de VEGFR-1 ou de VEGF&:37" 232 233) pjnsi, le VEGRgs inhibe
I'apoptose dans la lignée de cancer du sein huM&A-MB-231, qui exprime NRP-1 mais
pas VEGFR-2. Le VEGIz;, qui ne reconnait pas la NRP-1, n’'induit pas qetg’effet, ce
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qui suggére que le VEG# apporte un signal de survie transduit par la NRB2L Wanget

al ont, quant a eux, utilisé une protéine de fusiommortant la portion extracellulaire du
récepteur a 'EGF, et les portions transmembranatrantracellulaire de la NRP-1, et
transfecté ce récepteur dans des HUVEC, qui needess pas naturellement de récepteur a
I'EGF ®*?), L'ajout ’'EGF a ces cellules a induit une sigsation intracellulaire, démontrant
gue la signalisatiovia les NRPs peut se faire indépendamment de l'adgmtiavec les
VEGFRs.

La NRP-1 posséde un domaine PDZ (PSD-95/Dlg/ZOahsda portion C-terminale
intracytoplasmique qui est associé a la protéin® NNRP-1-interacting protein)Cette
protéine de 40 kDa présente également un domaing Bl lui permet de s’associer au
domaine PDZ présent sur la NRP-1, au niveau d& skgniers acides aminés (H-Ser-Glu-
Ala-OH ou SEA)?*Y. Ce domaine PDZ se retrouve également dans léipes GIPQRGS-
GAIlP-interacting protein C terminjiset SEMCAP-1 M-SemaF cytoplasmic domain-
associated protein1*’®. NIP pourrait constituer un lien entre la NRP-1des molécules
intracellulaires de signalisation. Une étude tée®nte suggere que cette protéine joue un réle
dans la migration des cellules endothéliales mépada NRP-1?%) mais des études plus

poussées doivent étre réalisées afin d’éluciden@Esmnismes.
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[1.3 T HERAPIE ANTI ~-ANGIOGENIQUE ET THERAPIE ANTI -NEOVASCULAIRE

Du fait de la forte dépendance des tumeurs visadei I'angiogenese, les vaisseaux
tumoraux sont rapidement apparus comme une nowiblethérapeutique pour le traitement
des cancers. Deux démarches sont développées visma inhiber la formation de nouveaux
vaisseaux thérapie anti-angiogéniqug ; l'autre, plus récente, consiste a développer de
thérapies qui vont spécifiguement détruire la vis@ation nouvellement formée des

tumeurs thérapie anti-néovasculairg.

[1.3.1 Thérapie anti-angiogénique

Dans les années 70, Judah Folkman, un chirurgiegbhidren’s Hospitalde Boston,
observa que toute tumeur de taille supérieure amn? développait son propre réseau
vasculaire. Il suggéra alors que la croissance tdeweurs solides était dépendante de
'angiogenése et énonca pour la premiere fois lecept des molécules anti-angiogéniques.
En effet, puisque la croissance tumorale est depeadde la formation d'un réseau
vasculaire, il postula que le traitement avec dedéoules inhibant la formation de ces
néovaisseaux tumoraux pourrait inhiber la croissanmorald®®. C’est a partir des années
90 que les données expérimentales ont veéritableowmboré cette hypothese et engendré
un véritable engouement. Qu'une hyper-angiogenesengpagne le développement d’'une
tumeur est aujourd’hui un fait établi pour de noeuses tumeurs, y compris hématologiques,

comme les leucémiés’” ou le myélome multipl&3®).
[1.3.1.1 Les avantages de la thérapie anti-angiog#&ue

Par rapport aux thérapeutiques classiques visamusues cellules tumorales, les

thérapies anti-angiogéniques offrent plusieurs tages potentiel§> *®:

» Puisque les cellules endothéliales bordent lessgaisx sanguins, elles devraient étre
facilement accessiblespar administration systémique. Au contraire, akes thérapies
anticancéreuses traditionnelles, il est difficilactéder au tissu tumoral, du fait de pressions

interstitielles élevées ;
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* Plusieurs cellules cancéreuses sont alimentéesirpaeul capillaire, et les cellules
endothéliales associées aux tumeurs peuvent sédestdacteurs de croissance autocrines et
paracrines. En conséquence, l'inhibition d’'un patimbre de vaisseaux tumoraux pourrait

affecter la croissance de nombreuses cellules tunabes;

« Dans un organisme adulte, les cellules endothélsdat, pour leur immense majorité,
dans un état quiescent (0,1% des cellules endakblenviron sont dans un état prolifératif),
contrairement aux cellules endothéliales assocates tumeurs, présentant un phénotype
angiogénique. On peut donc attengireu d’effets secondairesavec ce type d’approche

stratégique ;

» Contrairement a l'instabilité géenetique des celiulemorales, propice a I'acquisition
d’'une résistance aux meédicaments cytotoxiques;dibsles endothéliales sont génétiquement
plus stables. L'acquisition d'unesistance par mutation, est donc un phénomene qui,
statistiquement, moins de chancel’apparaitre pour I'endothéliufft? ;

« Et, toutes les tumeurs de taille supérieures amirf sont vascularisées. De plus,
contrairement aux cellules tumorales, qui exprinoad facteurs de croissance et présentent
des marqueurs moléculaires différents selon le tipworal, les cellules endothéliales
associées aux tumeurs sont relativement semblabiese tumeur a l'autre. Une seule

molécule pourrait donc étreilisée pour tous les types tumoraux

L’angiogenése résulte d'un déséquilibre de la kadarentre facteurs anti-
angiogéniques et facteurs pro-angiogéniques, ezufade ces derniers. Le rétablissement de
cette balance peut donc se faire, soit en augmigatgnantité de facteurs anti-angiogéniques,
soit en diminuant la quantité ou en inhibant ldstefde facteurs pro-angiogéniques, et ce, en

agissant sur une ou plusieurs étapes de I'angisgené
11.3.1.2 Exemples de thérapies anti-angiogéniques
Puisque I'angiogenése est initiee suite a la séorée facteurs de croissance, tels que

le VEGF, et a la sur-expression de ses récepteures cellules endothéliales des vaisseaux

avoisinant la tumeur, une premiére stratégie ctasisnplemena diminuer I'expression de
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ces facteurs de croissance et/ou de ces réceptedsimsi, puisque I'EGF facilite la sécrétion
de VEGF par les cellules stromales, de multipldsbiteurs de son récepteur EGFR sont
actuellement en développement clinique. Il s’agitpktites molécules inhibitrices de TK,
agissant en amont de la cascade induite par l&eaiiv de 'EGFR, telles que le gefitinib
(ZD-1839/Iress8, AstraZeneca) et I'erlotinib (OSI-774/Tarc&yaRoche), ou d'anticorps
monoclonaux €.g. IMC-C225/cetuximab/Erbitd%  Merck-Lipha et ABX-EGF/
panitumumab, Abgenix/Amgen) qui antagonisent latfon de 'EGF & son réceptefif®.
Toujours dans l'idée de diminuer I'expression de GHF; des oligonucléotideantisens
neutralisant TARNm du VEGF ont été développés avecpotentiel anti-angiogénique
242) Un ribozyme synthétiqueilbonucleic acid enzymemolécule d’ARN qui catalyse son
propre clivage) anti-VEGFR-1 (RPI 4610/AngiozymeRibozyme Pharmaceuticals) a été
développé dans le but de bloquer la synthese déaspteur et est actuellement en essais

cliniques de phase Il pour le cancer du sein eafeer colorectaf*?).

Il est également possible d’interférer avec le pssas d’angiogenése erhibant la
dégradation de la MEC afin de bloquer les étapes d'invasion et de riagrales cellules
endothéliales. Cette stratégie repose essentigliesoe 'inhibition des MMPs, avec de petits
inhibiteurs synthétiques (MMPIs), ciblant I'ion Zidu site catalytique des MMPs. Les essais
cliniques avec le premier des MMPIs en développeémenBatimastat (BB-94), ont été
suspendus en raison de la faible biodisponibiléécdlui-ci par voie orale. Cela a conduit a
I'utilisation d’'un composé voisin, le MarimastatgE516), actuellement en essais de phase
Il dans le cancer du sein et le mélandfté >**) et du Prinomastat (AG3340). De nouveaux
MMPIs, plus spécifiques de certaines MMPs, ontlpasuite été développés,g.Neovastat
(AE-941), Metastat (CMT-3, COL-3, Collagenex), Tarastat (BAY 12-9566), BMS-275291

etONO-4817, actuellement en essais cliniques a daseaacement$*® 247

La migration des cellules endothéliales peut étrenhibéeen interférant avec
l'adhésion des cellules endothéliales aux compssinta MEC igure 10. L’intégrine a3
représente une cible intéressante ; elle se lieifspgement a la séquence H-Arg-Gly-Asp-
OH (RGD) de la vitronectine. L'anticorps monocloaati-a,33 LM609 inhibe I'angiogenése
induite par le FGFb et induit I'apoptose des cebuéndothéliale$*®. MEDI-522/Abegrin®
(anciennement Vitaxin®, Medimmune) est une versiomanisée de cet anticorps, en phase

Il d’essais clinique&*®). Le cilengitide (EMD 121974), en essais cliniqdesphase I, est un
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pentapeptide cyclique contenant le motif RGD, qgit aomme est un inhibiteur sélectif des
(250)

intégrinesa, B3 etoPs

SUS416 Ac. anti VEGFR2

Inhibite urs de 1'adhésion
des cellules endo théliales
Ac ant intégrine

IFN

Marimastat du VEGF

Batimastat
-TIMPS Endoestatine
Cellules endothéliale: Angiostatine
Tromhospondine

THNP 470
PF4

{I)ﬂdbiteurs des MMPs Recepieur soluble

Figure 10. Principaux agents inhibiteurs de la migation des cellules endothélialesguche et de leur
prolifération ( droite) “?. Les inhibiteurs de la dégradation de la MEC sonsignalés en vert. En orange sont
indiqués les agents prévenant I'adhésion des celsl endothéliales a la MEC provisoire ; ces agentiblent
des protéines exprimées par les cellules endothddia. Les inhibiteurs des facteurs pro-angiogéniquesont
signalés en bleu. Certains préviennent la liaisonudVEGF a son récepteur (anticorps anti-VEGF ou anti
VEGF-R2, récepteur soluble du VEGF), d'autres commde SU5416 inhibent la voie de signalisation
activée par le VEGF. Les agents inhibant directemdnia prolifération des cellules endothéliales songén
violet. Ac= anticorps; IFN= interféron.

D’autres agentmterferent avec la liaison du VEGF avec son(sesgcepteur(s),en
se fixant, soit sur le facteur de croissance catll soit sur son(ses) récepteur(s). Le
ranibizumab ou Lucentis® (Genentech/Novartis), tagment d’anticorps monoclonal qui
reconnait toutes les isoformes du VEGF, a été cpocu le traitement de la DMLK®. Le
bevacizumab ou Avastin® (Genentech), qui en estelgion humanisée (affinité pour le
VEGF : Kg~ 0,5 nM), induit une diminution de la perfusiommiorale, de la densité des
microvaisseaux, de la pression interstitielle et raumbre de progéniteurs circulants des
cellules endothéliales chez des patients avec ncecaectal®®?. L'Avastin® est la premiére
molécule a avoir recu une autorisation de misdesanarché (AMM) aux Etats-Unis (par la
Food and Drug AdministratignFDA), en 2004. Elle est actuellement indiquée rplau
traitement de premiére ligne du cancer métastatifjueolon ou du rectum en association
avec une chimiothérapie comprenant du 5-fluorolea-FU). Le pegabtanib sodium ou
Macugen® (Eyetech Pharmaceuticals) est un aptard&BN pegylé dirigé contre le
VEGF65 qui a montré son efficacité en essais clinigueglthse Il pour le traitement de la

DMLA et est maintenant commerciali$a".
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Une autre stratégie consiste a utiliser des preséiontenant les domaines
extracellulaires des récepteurs (récepteurs salyljei vont capturer le VEGF circulant, afin
d'en diminuer la biodisponibilité¢, comme Ile VEGFapfAVEOOO5 (Regeneron
Pharmaceuticals). Celui-ci est constitué de posties domaines extracellulaires du VEGFR-
1 et du VEGFR-2, fusionnées avec le fragment Fclgiéd humaines. L’affinité du VEGF-
Trap pour le VEGF est 100 fois supérieurg~KL pM) a celle obtenue avec des anticorps
monoclonauxll supprime la croissance tumorale et la vascwéos in vivo, conduisant a
des tumeurs presque complétement avasculairesiee diminution des métastases: 2%
Le VEGF-Trap est actuellement en phase | d’essiisjges®>>.

L'IMC-1C11 (ImClone Systems), en phase | pour lecs colorectal métastatique
(%) "est un anticorps chimérique de type IgGl dirighte le VEGFR-2, qui bloque

l'interaction du VEGF avec ce récepteur et inhéo@rolifération des cellules endothéliales.

D’autres molécules agissent en aval de la trangducdu stimulus angiogénique. |l
s’agit de petitsinhibiteurs synthétiques de l'activité¢ TK de récepeurs, notamment au
VEGF (Tableau 3.

Tableau 5. Principales molécules inhibitrices dedctivité TK des récepteurs au VEGF®" 28)

Nom Société Cible Développement

SU5416 (semaxanib) Sugen VEGFR-2 Stoppé

SU6668 Pfizer (Sugen) VEGFR-2, FGFR-1 et Phase ll
PDGFR

SU11248 (Sutent) Pfizer (Sugen) VEGFR-1, VEGFR-2, Phase I/l
PDGFR, c-Kit, Flt-3, c-Fms

CP-547,632 Pfizer VEGFR-2 et FGFR Phase /11

PTK787/ZK 222584 Novartis et Schering VEGFR-1, VEGE, Phase lll (cancer
VEGFR-3, PDGFR, c-Kit, colorectal métastatique)
c-Fms

AzD2171 AstraZeneca VEGFR-1, VEGFR-2 et Phase Il (cancer
VEGFR-3 bronchique)

ZD6474 AstraZeneca VEGFR-2 et EGFR Phase Il

Nexavar® (sorafenib),  Bayer et Onyx VEGFR, PDGFR, Raf, c- AMM en 2005 (cancer du

anciennement BAY 43- Pharmaceuticals kit et Flt-3 rein métastatique)

9006

Cependant, I'enthousiasme initialement généré gmrdsultats prometteurs des essais
précliniques avec les molécules anti-angiogéniguét® modéré suite a de premiers résultats
cliniques décevant§®” 2°9 Ceux-ci résultent en fait de problémes méthodqlees liés a la

conception dissais cliniquesidaptés aux molécules anti-angiogénidtfés
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De plus, la survenue effets secondairesn’est pas a écartét® 22 car le degré
d'angiogenese dans certaines conditions physialegicest supérieur a celui trouvé dans
certaines tumeurs humain@és 2%

Enfin, il a été rapporté que mbinaisonde molécules anti-angiogéniques avec des
molécules de chimiothérapie pouvait &tre synemist?®*. De facona priori paradoxale, les
molécules anti-angiogéniques peuvent permettresdias une meilleure délivrance de ces
dernieres au niveau des tumeurs, en induisant ommatisation des néovaisseaux, qui

deviennent ainsi moins perméables et donc pludifomels®°®: 26°)

[1.3.2 Thérapie anti-néovasculaire

La thérapie anti-néovasculaire est un nouveau ndedgaitement visant, non pas a
empécher la formation de nouveaux vaisseaux, mditraire les vaisseaux angiogéniques
déja formés®”). L'ANET (anti-neovascular therapya pour but d'éradiquer les cellules
endothéliales proliférantes, et par la-méme d'énaeli les cellules tumorales en bloquant tout
apport sanguin en nutriments et en oxygef& On distingue trois grandes stratégies : le

ciblage vasculaire, la thérapie métronomique &tdsapie photodynamiqu@?.
11.3.2.1 Le ciblage vasculaire

Les cellules endothéliales associées aux tumeursligsent 20-2000 fois plus
rapidement que les cellules endothéliales normalesuf dans certains processus
d’angiogenése physiologique déja cités)*® Elles expriment des marqueurs que les cellules
endothéliales quiescentes n'expriment pas ou faibhe (antigénes, récepteurs aux facteurs
de croissance etc.), parmi lesquels : les intégiigPs, les récepteurs Tie, les récepteurs des

éphrines et ceux du VEG#?, auxquels nous nous intéressons ici.

La destruction des néovaisseaux peut se faire ibgant des molécules spécifiques
des VEGFRs et possédant un potentiel cytotoxiguestl possible d'utiliser le VEGF lui-
méme comme molécule ciblante. Dans une étude, dexiae diphtérique (DT385) a été
couplée au VEGHs ou au VEGI: “’%. Ces molécules conjuguées inhibent spécifiquement

la proliférationin vitro de cellules endothéliales exprimant Flk-1, I'amginésan vivo dans
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un modele de membrane chorioallantoide de pouleglentissent la croissance de tumeurs

dans un modeéle de sarcome de Kaposi murin.

Il est également possible de cibler les néovaisseaunoraux par des anticorff&" ou
des peptide€’* 2™ En particulier, les peptides représentent degcatés intéressantes pour
des stratégies de ciblage en raison de leur fatite et de leur facilité de syntheé$é". Les
principaux peptides ciblant un ou plusieurs degpteurs au VEGF sont présentés dans le
tableau 6(page 43).

Certains de ces peptides ont été identifiés pasttategies rationnelles, a partir de la
séquence du VEGF, d’'autres par des stratégiescidening de typephage displayet les
peptides concernés peuvent alors ne présenter admmologie apparente de séquence en
acides aminés avec le VEGF.

Environ la moitié des peptides tableau 6sont reconnus par la NRP-1. Si le ciblage
du VEGFR-2, principal récepteur du VEGF en termerdasduction du signal, semble un
choix logique, il peut s’avérer également intéaessle cibler les co-récepteurs du VEGF,
comme la NRP-1. Des cellules endothéliales en multomportent environ 3 000 molécules
de VEGFR-1 et 40 000 molécules de VEGF®. Certaines lignées de cancer du sein
(MDA-MB-231) ou de la prostate (PC3) exprimentl'dedre de 1 200 000 copies de NRP-1
@07+ des cellules endothéliales de type HUVEC expninégalement ce récepteur, a des taux
moins élevés que chez ces cellules, mais la gaadet NRP-1 dans les HUVEC reste
certainement élevéd®?. Par ailleurs, les récepteurs NRP-1 situés sur delules
endothéliales peuvent étre internali€é3, comme le VEGFR-2.

Un grand nombre de ces peptides sont des antag®mist VEGF. Le dogme est de
penser que ceux-ci ne représenteraient donc pdsowe candidats pour des stratégie de
ciblage, car, s'ils interférent avec l'activation tecepteur, ils ne seraient pas internalisés par
les cellules. Cependant, certaines études montehtne internalisation de molécules
antagonistes est possifé: 2"

Les affinités des peptides dableau 6 pour leur(s) cible(s) sont généralement de
'ordre du uM. Les valeurs degqkou de concentration déplacant 50% du VEGF fixédIC
qui caractérisent cette affinité, déterminées desislifférentes études, n’ont pas été reportées
dans letableau 6 du fait de la variété de tests utiliség.(tests sur récepteurs recombinants

ou sur cellules entieres), qui rend approximatowed tentative de comparaison.
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Tableau 6. Principaux peptides spécifiques de réctgurs au VEGF (voir liste des abréviations pour lesicides aminés).

Peptide Cibles Identification Agoniste/Antagoniste Référene

ATWLPPR (V1) NRP-1, NRP-2| Phage display Antagoniste 78)

TKPPR NRP-1 Dérivé de tuftsine (TKPR) Antagoniste @79)

| | NRP-1 VEGHz5.165(€X0NS 7-8) Antagoniste (280)

SCKNTDSRFKARQLELNERTCR|CIB(PRR (EG3287)

CSCKNTDSRCKARQLELNERTCRC-amide NRP-1 VEGF1s0(€X0N 7) Antagoniste @02)

NGYEIEWYSWVTHGMY (SP5.2) Flt-1 Phage display Antagoniste (281, 287)

GNQWFI Flt-1 Screeningle peptides Antagoniste 289)

Ac-KLTWQELYQLKYKGI-amide (QK) KDR, Flt-1 Conceptiomationnelle & partir du Agoniste 72
VEGF]_7_25(eX0n 3)

SYGRKKRRQRRRAPQ KDR, Flt-1 HIV TAT 46-60 Agoniste 284)

HTMYYHHYQHHL (K237) KDR Phage display Antagoniste (e59)

WHSDMEWWYLLG (F56) Flt-1 Phage display Antagoniste (250)

QKRKRKKSRYKS KDR, NRP-1 | VEGs.34(€X0n 6) Antagoniste 87

cycle(fPQIMRIKPHQGQHIGE) (Cyclo-VEGI) KDR, Flt-1 Gmeption rationnelle & partir du Antagoniste 288)
VEGFg.93 (exon 4)

CPQPRPLC Flt-1, NRP-1 | Méthode BRASIL*. Homologies avec |e 89

VEGF-Bs; et le VEGF-Bgs

*BRASIL: Biopanning and rapid analysis of selective interaetigands.
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11.3.2.2  La thérapie métronomique

Les agents anticancéreux conventionnels sont conestutilisés a la dose maximale
tolérée, ce qui cause des dommages aux celluledor@ prolifération, i.e. cellules
canceéreuses, mais aussi a certaines cellules resptaimme les cellules hématopoiétiques. i
est alors nécessaire de laisser un temps sufisdrg deux traitements afin de permettre aux
cellules normales de reproliférer, ce qui induiblégent une reprolifération des cellules
tumorales, ainsi qu’une reformation des néovaisséaumoraux. Ce type de protocole conduit
souvent a de bonnes réponses (diminution du voltumeoral) a court terme, mais est
accompagné de sérieux effets secondaires, et daprése de la croissance tumorale. Par

ailleurs, des phénomeénes de résistance aux ageitaneéreux peuvent surveffii®.

L’idée d’'un nouveau protocole d’administration aralvu le jour, dans lequel des
molécules de chimiothérapie sont administrées @sdodduites, répétées a la fagcon d'un
métronomé?®Y). La chimiothérapie métronomique permet d’évitapparition de résistance a
'agent anticancéreux et diminue sa toxicité. it d& que, de cette fagon, les molécules
ciblent les cellules endothéliales en forte prodifion, et induisent leur apoptose, ce qui
conduit ensuite a une régression tumorale. Les@smnprécliniques suggerent que la thérapie

métronomique serait plus efficace en combinais@t an agent anti-angiogénigld& 2%

Conventional Cytotoxic Scheduling

Metronomic Cytotoxic Scheduling

S om0

(+)

Combinatorial Attacks
(anti-angiogenic, pro-apoptotic, etc.)

Figure 11. Comparaison du protocole de chimiothérap traditionnel avec le protocole métronomique, en
combinaison ou non avec d’autres moléculé®?. Les «balles» font référence aux doses de chimiétiapie,
qui peuvent étre élevées et répétées de facon éfigoe (schéma du haut) ou plus faibles et
métronomiques (schéma du bas) ; les «bombes» repeésent d’'autres agents anticancéreux pouvant
apporter des effets bénéfiques additifs ou synergigues avec la thérapie métronomique.
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11.3.2.3 La thérapie photodynamique

La thérapie photodynamique (PDT) utilise la comisoa d'une molécule, le
photosensibilisateur, avec de la lumiere visiblestidée a I'activer ; des réactions
photochimiques avec I'oxygene vont alors se pradeir générer des espéces réactives de
'oxygene (ERO), trés cytotoxiques, qui vont comdwd une destruction tumorale. La PDT ne
cause pas de myélosuppression, comme cela estvélmezc la chimiothérapie, du fait du
caractére localisé de la génération des especetxigiues. Par ailleurs, le traitement peut
étre répété, alors que cela n’est pas possiblelawadrurgie ou la radiothérapie.

Outre cette application dans la thérapie anticausgr, la PDT est notamment utilisée
pour traiter des pathologies associées a une asmpsg anormale, telles que la DMLA.
L’activation par la lumiére d’'un dérivé de benzguoyrine dans une formulation liposomale
(Visudyne®) induit des dommages au niveau de I'émélaum néovasculaire, résultant en une
occlusion vasculaire par agrégation plaquettaimmaétion d'un caillot de fibrine et
vascoconstrictioff>®),

Le principe et les mécanismes mis en jeu lors deda sont détaillés dans la partie
suivante. Il est intéressant de noter que deségiest mixtes ont également été utilisées,

comme la PDT avec ciblage vasculaire ou la PDT anémique®?®®.
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1.4 L A THERAPIE PHOTODYNAMIQUE (PDT)

[1.4.1 Historique

Le phénomeéne phototoxique fut analysé pour la premfois & la fin du XIX™siécle,
suite & des études d’Oscar Raab utilisant I'aceifit’. Ce n'est qu’au cours des années 1970
que la PDT a connu un essor, avec les expérimensatde Thomas Dougherty. Des
traitements a base d’hématoporphyrine dérivée (Hgile lumiere rouge ont montré de trés
bons résultats lors d’études précliniques et aliegf®®. L'HpD est le produit de purification
de I'hématoporphyrine, constituée d’'un mélange derepde porphyrines et d’impureté®’.
L'HpD a notamment donné naissance a une fractioictéa en composés actifs, le porfimer
sodium ou Photofrin®, constitué d’'un mélange deppgrines présentes dans différents états
ou des associations chimiques différentes (monandimeres et oligomeres, liaisons éthers
et esters§*®. Les principales molécules (photosensibilisateuragents photosensibilisants,
PS) utilisées pour la PDT ayant obtenu une AMM smidtsentées dans tableau 7 La

structure chimique de ces PS est présentée figuta 12

Tableau 7. Caractéristiques des principaux photosesibilisateurs ayant une AMM ¢,

Molécule A max Dose de PS Intervalle  Fluence Indications
absorption (mg/kg) Drogue- (‘chmz)-
Lumiere Irradiance
(h) (Jlem?)
Porfimer sodium (Photofrin®, 630 nm 2 48-72 100-200, Rechute de cancer du poumon
Axcan Pharma) 100 non a petites cellules et de
I'cesophage (AMM en France
en 1996)
Acide 5-aminolévulinique/ALA 635 nm  20%, topique 3-6 100, Levulan® : kératoses
(Levulan®, DUSA (PpIX) 100-150 actiniques (approuvé par la
Pharmaceuticals) et ses esters FDA an 2000) ;
(Metvix®, Photocure), Metvix® : kératoses actiniques
précurseurs de la et carcinome basocellulaire
Protoporphyrine IX (PplIX) (AMM européenne en 2000)
méso-TétraHydroxyPhényl 652nm  0,1-0,15 96 10-20, Cancers de la téte et du cou
Chlorine 100 (AMM en Europe, Norvege et
(mTHPC) ou Témoporfine Islande : 2001)
(Foscan®, Biolitec)
Benzoporphyrine derivative 690 nm  0,2-0,6 0,1-0,25 50-100, DMLA dans sa forme
monoacid ring ABPD-MA) ou 600 exsudative (AMM en 2002)
Verteporfin (Visudyne®,
Novartis)
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Hématoporphyrine Photofrin® ALA, R=H
HO 0— * Metvix®, R=CH,
( . Hexvix®, R=GH3
- ~
\.
OH o Q
NHZMOR
o)
M PpIX
/ COOH NaO,C 00 €00-
Hood eea c\cn, dh,
_ - }Z\H, H /c‘u,
IR N \/CH,
! < R ;
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Figure 12. Structure chimique des principaux PS.

[1.4.2 Principe

Dans la PDT, une molécule, RS, non cytotoxique a I'obscurité, va étre activéiesu
a uneirradiation lumineuse de longueur d’'onde adéquate, et générer, en pestoxygene
moléculaire, des especes fortement cytotoxiques Ipsicellules tumorales environnantes, en
particulier de I'oxygéne singul&f? 30%

Dans le cas d’'un traitement anticancéreux, le RRI@scdans un premier temps
administré au patient, le plus souvent par voieairgineuse (i.v.). Il peut également étre
appligué localement pour un traitement de Iésiamedicielles, notamment cutanées, que ce
soient des pathologies cancéreuses (kératosegjaesnet maladie de Bowen, stade précoce
des carcinomes spinocellulaires) ou dermatologiquas cancéreuses (psoriasis, acné et
photo-rajeunissement cutané). Une application tapigécessite cependant l'utilisation de
molécules de poids moléculaire suffisamment bag pagser la barriere cutanée, tels les
dérivés de I'’ALA (Acide 5-aminolévulinique), présaurs de la protoporphyrine 1X (PplX).
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pY

Une fois dans le sang, le PS se lie a certainegipes plasmatiques (lipoprotéines,
albumines), en fonction de ses caractéristiquesipbychimiques, qui le convoient vers les
différents tissus. Cette distribution se fait, ddidéal, préférentiellement vers les tissus
néoplasiques.

Dans un deuxieme tempsaprés un certain délai suivant I'administratipouvant
aller de quelques minutes a plusieurs jours, enctiom des caractéristiques
pharmacocinétiques du PS et de I'application digida tumeur est illuminée localement par
une lumiere visible, si possible monochromatiquetda longueur d’'onde correspond a un
maximum d’absorption du P8%. On utilise généralement un rayonnement laseriégui

jusqu’a la tumeuvia une fibre optique et un diffuseur de lumiére.

; Quelques
sain ey heures
. 2 e =i @ )
a plusieurs
jours
ADMINISTRATION DU Jour
PHOTOSENSIBILISANT
(topique ou
intraveineuse)
D irect IRRADIATION

Destruction des cellules
néoplasiques

‘ - Indirect

Destruction des vaisseaux de la
tumeur (thrombus et asphyxie

ERADICATION tumorale) ACTION
DE LA TUMEUR PHOTODYNAMIQUE
Activation des effecteurs Réactions de type I et II

immunologiques

Figure 13. Schéma résumant le principe de la PDTAprés administration, le PS s’accumule idéalementea
facon préférentielle au niveau du tissu tumoral. Losque cette concentration est maximale (de quelques
heures a plusieurs jours apres I'administration, sien les caractéristiques pharmacocinétiques du PSyne
irradiation lumineuse est appliquée localement auimeau de la tumeur. Des réactions photochimiques du
PS activé avec I'oxygéne vont alors conduire a unéradication tumorale, par différents mécanismes,
directs ou indirects.

Comparé a la radiothérapie, le rayonnement utilesda PDT, de moindre énergie, est
inoffensif en tant que tel et non mutagéfl®. La sélectivité de la PDT pour les tissus cibles
(e.g.tissu tumoral) résulté®

- du caracteére localisé de l'irradiation lumineaseniveau du site tumoral,
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- de la localisation souvent préférentielle dedBfSs les tissus tumoraux,
- et, de la faible durée de vie de I'oxygéne siagulcelui-ci est en effet désactivé

avant de pouvoir diffuser hors de la cellule damgi€lle il a été produit.

Par conséquent, la PDT ne peut pas étre a l'origfieiets secondaires tels que ceux

provoqués par la chimiothérapie (e.g. chute degathe toxicités hématologiques).

Du fait de I'utilisation d’'une lumiére peu pénétiamlans les tissus, la PDT est surtout
appliguée actuellement pour des tumeurs accesgiblestement (tumeurs cutanées) ou par
voie endoscopique (cesophage, vessig)s il est également possible de traiter des tusneu
solides €.g. prostate, pancréas, foie) en insérant les fibyasues directement dans la
tumeur (PDT interstitielle}*®. La PDT est actuellement utilisée en traitement tfudzes
cancers superficiels a des stades précoces ouageanmtent palliatif (apres échec de la
radiothérapie et de la chirurgie).

[1.4.3 Les réactions photochimiques

Le PS est initialement dans son état fondamental,.eqt un état singuletRS).
L’absorption d’'un photon (d’énergievhprovenant d’'un rayonnement lumineux de longueur
d’'onde appropriée le fait passer a un état éleicjuenexcité {PS*, 'PS* ou 'PS*...), puis,
dans tous les cas, a I'état électronique excitdlde bas niveau d’énergi®S*, par une
succession de relaxations vibrationnelles (coneassinternes, ClI). Il peut alors se produire
un retournement de spin, qui, suite a de nouvéllesa mener a la formation de I'état triplet
excité du PS°PS*). On parle de conversion inter-systémes (CIS)keAstade, le retour a
I'état fondamental correspond & une transitioneenin état triplet excité’®S*) et I'état

singulet fondamental®S), transition dite interdite.
b I CIa
(Equation 1) 1P5, —_— 1ps* —_— 1ps,* —_— PS5 *

Par conséquent, la durée de vie de cet état tripf&t est beaucoup plus longue (1 ps
a 1 s, en fonction de I'environnement de la molécgle celle de I'état singulet (de I'ordre
de la ns). Le PS dans son état triplet excité eat dres réactif et peut interagir avec les

molécules qui I'avoisinent. Il est a I'origine desactions photochimiques de types | et Il. Le
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mécanisme de type | implique l'interaction diredtePS a I'état excité triplet avec le substrat
cellulaire (S), alors que dans un processus deltypePS a I'état excité réagit d’abord avec
I'oxygéne moléculaire pour former des ERO suscéggillinitier d’autres réactions avec les

substrats cellulairéd®® (Figure 14.

Type I Type II

N Espéces réactives de
Radicaux 4 P51 p Uoxygéne (ERCN
> 3

302 )

Dommages
oxvdatifs

Figure 14. Les réactions photochimiques de types | et Il faigd intervenir le PS a I'état triplet
suite & son activation par la lumiére.

[1.4.3.1 Les réactions photochimiques de type |

Dans les réactions photochimiques de type |, ddisaax libres ou des ions radicaux
sont produits, suite audransfert d'un électron (Equation 2 ou 3) ou d'un atome
d’hydrogene (Equation 4oub) entre le PS a I'état triplet et le substrat S.

(Equation 2) PH*¥+S —— PS4 ST
(Equation 3) PH*F+ES  —— e PS5
(Equation 4) PS-H*+ 5 —» PS5+ 5H
(Equation 5) P *+5SH ——wPS-H S

Les especes radicalaires générées peuvent enSade rapidement avec l'oxygene
moléculaire présent pour former des radicaux petesy initiant ainsi une chaine d’auto-

oxydation Equation 6ou 7).
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(Equation6) | F3"+ —» FPES-00¢
PE-00"+P5-H ——» P5+P5-00H
(Equation7) | 3"+ O3 — SOC"
200"+ EH —p» F+300H

Les anions radicaux du PS ou du substrat peuvelerdgnt interagir de maniére
efficace avec I'oxygéne. Dans ce cas, le transfétectron qui a lieu entre les deux réactifs

entraine la formation de I'anion radical superox@é(Equation §.

(Equation 8) PE{ou 31+ 0y — PS{ou )+ O™

O," peut réagir directement avec différents substratsagir comme précurseur
d'autres ERO Kquation 9. Il intervient notamment dans la formation du qede
d’hydrogene (HO,) et du radical hydroxyle @H). En conditions physiologiques®h est
produit par la dismutation de,D dont le principe repose sur la protonation d€ @our
former son acide conjugué HO suivie par la réaction de HDavec Q". Le radical
hydroxyle peut alors étre produit au cours de lactién de Fenton entre le peroxyde
d’hydrogene HO; et I'anion superoxyde £.

O~ + HY a—r HO"
(Equation9) 4 HO"+ O~ +HY —p HaOp + O3

Fer
HpOp + O g™ CH+ OH + Oy

Les différentes ERO formées au cours des réacfibatochimiques de type | (B,
0,", 'OH) représentent de puissants oxydants pour umelgnrzariété de biomolécules telles
qgue le cholestérol ou encore les chaines latéddesertains acides aminés (tryptophane,

histidine et méthionind§®”,

11.4.3.2 Les réactions photochimiques de type Il

Les réactions photochimiques de type Il requietanprésence d’oxygene des les
premiéres étapes du processtisite aux mémes étapes initiatrices que pour kediohs de

type |, le PS se retrouve & I'état triplet excl&S*. Il s'agit ici, non pas d'un transfert
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d’électron ou d’hydrogene, mais d'uransfert d’énergie vers I'oxygene moléculaire. Fait
remarquable, 'oxygéne moléculaire & son état forefdal se trouve a I'état tripleid,), du

fait de la présence de deux électrons célibatdimes sa couche externe. Le PS a I'état triplet
va lui transmettre I'énergie qu’il a emmagasindeleefaire passer a un état singulet excité

('O, ou Oy(*Ay)), tandis que lui-méme va retrouver son état fametatal Equation 10.
(Equation 10y P51 * + 303 ——— 15 + 10

Cette réaction n’est possible que si I'énergiéRf&* est supérieure a I'énergie, He

10,", qui est de 94,5 kd/mof¥®®. L'oxygéne singuletO,” peut revenir & son état fondamental
par émission de luminescence (1270 nlingst tres réactif et susceptible de réagir avec des
substrats cellulaires situés dans son proche emaroent (distance inférieure a 10-45 nm
%) nour une durée de vie de I'oxygéne singulet dedte de la ps dans les milieux aqueux,
et de 25-100 us dans les milieux organiques noaingsl qui constituent un modéle des
régions lipidiques des cellulé¥®). Un grand nombre de substrats cellulaires teks lgs
acides aminés (cystéine, histidine, tryptophanegsige et méthionine), les nucléosides

(principalement la guanine) et les lipides insayréuvent réagir avec I'oxygéne sing(t&r.

De facon similaire, 'oxygéne singulet peut égalatne2agir avec le PS a I'état
fondamental pour former des produits d’oxydationts dohotoproduits (phénomeéne de
photoblanchiment ou de photomodification), donttaies peuvent eux-mémes é&tre
phototoxiques. Il a souvent été rapporté que lasti@ns de type Il étaient prépondérantes
lors du processus de PDT, et nous considéreromsiemient cette catégorie de réactions par

la suite.

Un PS sera d'autant plus intéressant pour la PDF spn coefficient d’extinction
molaire a la longueur d’onde utilisée sera grarmmli{une absorption optimale de la lumiere),
gue son rendement quantique en état triplet sekeé @t que la durée de vie de cet état sera
longue®!?. D'aprés le diagramme de Jablondkigre 15, cet état triplefPS* est formé a
partir de I'état singuletPS*, et on peut noter que deux processus entrenbepétition avec
la formation de’PS* : la désactivation non radiative et la fluoreszenSi le processus de
désactivation non radiative doit idéalement étrgligéable, il n'est pas inintéressant que le
PS ait un rendement quantique de fluorescence @bsez. Cette propriété de fluorescence

des PS peut étre mise a profit pour la détectidimegerie des tumeurs.
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lPSz* '

Absorption Cly

d’un photon
3
PS*

- ¥ %sl

Fluorescence Phosphorescena o,
Transfert ;
Cl CIS , . Luminescence
? ? deenpergie (1270 nm)
tripletftriplet
'S, = y—r s 0,
Photosensibilisant Oxygéne

Figure 15. Diagramme de Jablonski.

Mais le paramétre le plus important est sans ddeiteendement quantique de
production d’oxygéne singuletp(), espece produite suite a la formation de I'étalet du

PS. L'ensemble des réactions en jeu dans la PDiTébeurésumé par :

b Ve
Absorption : 1pa, 1P

k
CIS; : 1pg* LEL » 3P Peisy
Chy: 1pg* ken p IPS
Fluorescence : 1pa, * Ko p P30+ hovay, Do
CIS; : 3pg;* kersy s
Phosphorescence : IpE Kphoegho p P30+ g
Transfert Oy JP3y* +30, Lo p 1P+ 10, Dre

On peut en déduire le rendement quantique d’oxygérgilet (nombre de molécules

de’O, générées / nombre de photons absorbés) :

(Equation 11y &, = Tcrs1 - e

ol : ®dcs1est lerendement quantique de productior’B&*
®re est la probabilité du transfert d'énergie TRS* & I'oxygéne moléculairéO,,

induisant la formation d’oxygéne singulet.
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I1.4.4 Le photosensibilisateur idéal

L'utilisation du Photofrin® présente de nombreuganvénients. Tout d’abord, c’est
un mélange complexe dont la composition est diéié reproduire, ce qui complexifie les
études mécanistiques de type pharmacocinétiguefgicadynamie. De plus, il possede un
faible coefficient d’extinction molaire dans le gmiet induit une photosensibilisation cutanée

de plusieurs semaines du fait de sa faible sélaxtiv de sa clairance lente.

Cela a conduit a la définition du PS idéal, quirdeposséder les caractéristiques

chimiques, photophysiques et biologiques suivantes

» Pureté chimique, composition constante, facilité de sgath;
* Toxicité a I'obscurité faible, voire nulle;

» Caractéristiques photophysigues intéressantes

- coefficient d’extinction molaire élevé,a des longueurs d'onde situées dans la
«fenétre thérapeutique», c’est-a-dire décalé danmgdionrouge du spectre de la
lumiere visible, voire dans le proche infraroug®d-850 nm) Figure 19, afin de
permettre une pénétration tissulaire et une abisorptie lumiere par le PS
optimales ;

- rendement quantique en oxygene singulet éley®,) ; pour ce faire, le rendement
quantique en état triplet du P8d(s;) doit é&tre élevé ; la durée de vie #S* doit
étre élevée, et son énergie suffisante pour peamnddt transfert d’énergie a

I'oxygéne de facon la plus efficace possible (cendeé padre) ;
* Solubilité dans I'eau, afin de faciliter 'administration g§mique ;
» Clairance rapide;

* Et, sélectivitépour le tissu tumoral.
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Figure 16. Pénétration de la lumiére dans les tissuA gauche: Spectres d’absorption des principales
molécules biologiquesA droite: Profondeur de pénétration de la lumiére dans uriissu en fonction de sa
longueur d’'onde (en nm).

Afin de se rapprocher des caractéristiques de deld¥® de nouveaux PS, dits d&'2
génération, sont apparus. Une majorité de PS testéslinique possedent une structure
tétrapyrrolique (porphyrines et chlorines). Lesocimes et les bactériochlorines résultent de la
simple ou double réduction de liaison d’'une porpiegjrrespectivement. Des essais cliniques
sont actuellement en cours pour des molécules gasséane forte absorption dans le proche
infrarouge. Citons par exemple le palladium baogréophorbide (WSTQ09, Tookad®), co-
développé par l'institut Weizmann en Israél, StBligtech et Negma-Lerads. Le Tookad®
possede un maximum d’absorption a 763 nm, et éseldement en essais cliniques de phase

Il pour le cancer de la prostafé®.

Il est souvent rapporté que les PS se localiséiémntiellement au niveau des tissus
tumoraux, comparé aux tissus sains. La prolifénatapide des tumeurs et leur physiologie
anormale €.g. faible drainage lymphatique, fenestration dessessx tumoraux, pH acide
causé par une augmentation du métabolisme desssucaeigmentation du nombre de
récepteurs aux LDLsldw density lipoproteils abondance des macrophages) semblent y
jouer un role*®. Cependant, des progrés restent & faire pour améla sélectivité des PS,
qui ont notamment tendance a s’accumuler au nideda peau. Cela contraint les patients a
limiter leur exposition a la lumiere pendant plusge semaines, le temps de permettre
I'élimination du PS. Ceci a conduit & I'apparitides PS de®3® génération : ce sont des PS
de 2™ génération, modifiés de maniére a cibler de fagctive les cellules tumorales. Ces
modifications se traduisent par une addition deugeonents chimiques (anticorps, ligands,
sucres, protéines, toxine de Shiga), qui ont ufieitéf particuliere pour des antigénes ou des

récepteurs sur-exprimés a la surface de ces ceffite®™® Par la suite, la mise en évidence
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de I'importance de I'effet anti-vasculaire, notanmfygoour une éradication tumorale efficace
par PDT, a conduit au développement de PS se daodlau niveau des vaisseaux sanguins

@7 | es mécanismes de destruction tumorale sontléétai-apres.

[1.4.5 Les mécanismes de destruction tumorale apréaDT

La PDT peut induire une régression tumorale pactiba combinée de divers
mécanismes : un effet direct de destruction deilesltumorales, et des effets indirects,
associant destruction des vaisseaux tumoraux ¢gesgion consécutive de la tumeur par

asphyxie) a une réponse inflammatoire et immumitdé I’'hbte.

On estime qu’il est nécessaire d’avoir une combnaide ces effets pour le contréle
des tumeurs a long terni8®. La prépondérance de I'un ou l'autre de ces effatdépendre
du type de tumeur, du PS (caractéristiques pharcimatigues, localisation intratissulaire et
intracellulaire etc.) et des conditions de PDTisibg =16 317

1.45.1 Effet direct

Suivant le protocole de PDT, une partie plus ounmamportante du PS peut étre
présente dans les cellules tumorales au momentrdadibtion. Les especes cytotoxiques
produites vont alors causer des dommages cellsjacenséquence de l'altération des
fonctions des organites cellulaires et des systénmsbranaires. Les dommages se traduisent
par deux effets principaux : la nécrose et I'apsetd.'orientation vers I'un ou l'autre type de
mort cellulaire dépend de la lignée tumorale, maassi de la localisation intracellulaire du PS
(399) et des doses de lumiére et de PS utiliS46%")

La nécroseest un processus de dégénérescence passif. Laddégn oxydante des
lipides membranaires cause la perte de lintégrigmbranaire. La cellule gonfle a cause
d’'une entrée massive d’eau et d’électrolyte, etateymes sont libérées dans le cytoplasme,
aboutissant & la nécrose. La cellule libére sortetan ce qui peut étre a I'origine d’'une

réaction inflammatoir&”.
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L’ apoptosecorrespond a une mort cellulaire programmée dellale, controlée par
des signaux intra- et extra-cellulaireg.g. libération de cytochromec et TNRa,
respectivement), conduisant a des modificationschimiques et morphologiques. La
mitochondrie est considérée comme l'organite cérdex ce mécanisme. Elle va subir
plusieurs modifications majeures : relargage doadytomec dans le cytoplasme, diminution
du potentiel membranaire etc. L'activation de caspaeffectricese(g. caspase-3) qui en
résulte '® induit I'autodestruction cellulaire en clivant desmposantes essentielles au
maintien de la vie cellulaire. Le noyau se condepsss la chromatine est clivée en fragments
réguliers d'environ 180 paires de bases. La merelpsmique va bourgeonner et conduire a
la formation de corps apoptotiques, renfermant paxtie du cytoplasme de la cellule, qui
sont ensuite relargués, et vont étre phagocytédegacellules voisines ou les monocytes.
L'intégrité de la membrane plasmique n'est jamé#iérée au cours du processus, ce qui

permet d'éviter tout déversement du contenu cakula

De récentes études ont montré limplication d'urtrauype de mort cellulaire
programmée, Hutophagie du grecautos(soi-méme) ephagein(manger)®2°3??) suite a la
PDT. Cette auto-digestion se fait par I'entremigs tysosomes, qui contiennent un grand

nombre d’enzymes qui dégradent la plupart des maméxules biologiques.
11.4.5.2  Effets indirects
11.4.5.2.1 L’effet anti-vasculaire

L’effet anti-vasculaire semble étre le mode d'attjorincipal de certains P$*%),
comme la Visudyne® (molécule active : verteporfime BPD-MA) ou le Tookad®?%. Le
degré de réponse vasculaire semble étre fortenépeindant des conditions de PDT utilisées,
en terme de quantité de PS administrée, d’intexvdibgue-lumiére (IDL) et de dose de

lumiere (323 325-327)

11.4.5.2.1.1 Mécanisme

Deux événements initiateurs potentiels de I'effati-@asculaire ont été décrits,
conduisant chacun a une destruction tumorale giapsois vasculaire, arrét du flux sanguin

et hémorragi&*?®),
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+ Les dommages directs aux cellules endothélialesremavénement initiateur

Il est généralement considéré que I'événementtritir de la cascade physiologique de
réponses conduisant a la stase vasculaire impliggeperturbations et des dommages aux
cellules endothéliales durant I'irradiation lumiseff?®. Suite a leur injection i.v., certains PS
vont s’incorporer a divers degrés dans ces cell@esirradiation lumineuse va induire des
dommages au sein de celles-67®. Les cellules endothéliales ne semblent pas
intrinséquement plus sensibles & la PDT que d'autees cellulaire§*?, mais elles sont
exposees a des doses de PS et d'oxygene plus £ldved”DT peut rapidement induire
(quelgues minutes apres le début de lirradiatiat)méme a des doses sublétales, une
dépolymérisation des microtubules et la formatienfiires de stress d’actif&™ 332 Cette
altération des protéines du cytosquelette moddigforme des cellules endothéliales, qui
s’arrondissent et se contractent. L'interruptios pnctions cellulaires qui en résulte conduit
a uneaugmentation de la perméabilité vasculairedonc a la fuite des éléments du sang hors

des vaisseaux et & une diminution de la perfusiorotale®?* 331

Par ailleurs, la mise a nu de la membrane basateige a I'altération de I'endothélium
®23) ya induire I'activation deplaquettes qui changent de forme, s’agrégent et adhéreat & |
paroi vasculaire, par I'intermédiaire du thromboxdfix) ®*”. Le Tx est une prostaglandine
vasoconstrictrice au pouvoir agrégeant de la fendéls eicosanoides, synthétisées a partir de
'acide arachidonique par les COMne libération massive de Tx a ainsi été obserhée te
rat suite a un traitement photodynamique avec &d?in®, avec des taux circulants pouvant
atteindre jusqu’a quatre fois les taux circulantsra PDT ©?” 33 Chez des rats
thrombocytopéniques, un traitement photodynamiquec de Photofrin® n’induit pas de
modification vasculaire significative, alors quang des conditions identiques de traitement,
une réduction du diametre luminal et des fuiteswiasres sont observées chez des animaux

possédant des taux normaux de plaquéttés

L’exposition de la membrane basale induit égalem@athésion desneutrophiles
polynucléaires 2% 327) et desglobules rouges®®V, ce qui contribue & réduire le diameétre
luminal et permet d’aboutir & une thrombose etstase vasculaire.

Des phénomenes dmonstriction des artérioles peuvent également étre observés
rapidement aprés le début de lirradiation (la ¢ocison des veinules, en grande majorité

dépourvues de CML, est quant a elle plus tardiysuet limitée)=>" 33
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* Rupture de I'équilibre entre facteurs vasoconstirt et vasodilatateurs comme

événement initiateur

Il a été montré que certains nouveaux dérivés ppdnbles de bactériochlorophylle,
de la famille du Tookad® (WST09), tels que WSTZXIhduisent pas de dommages directs au
niveau des cellules endothéliales, mais conduiaenhe occlusion vasculaire. Ces PS ont
tendance a rester localisés dans le plasma, stinsedidans les tissus, ni s’incorporer dans
les cellules endothéliales.

La quantité et la nature des ERO formées au coerSirdadiation dépendent tres
fortement du micro-environnement du PS. Si dans deb/ants organiques, c’est
principalement I'oxygene singulet qui est formés, trivés de bactériochlorophylle génerent
principalement des espéces radicalaires (radicaukoRyles, superoxydes, et peut-étre
également peroxydes d’hydrogéne) dans les miliegxeax 3¢, Celles-ci interagiraient
rapidement avec les radicaux de NO du micro-enwieament tumoral.

NO est un facteur vasodilatateur, anti-coagulamtmettant d’éviter la thrombose des
vaisseaux tumoraux. Son oxydation par les ERO rags I'équilibre préexistant au sein
des vaisseaux tumoraux entre facteurs pro- etcaatjulants. Parallelement, les produits
géneérés (principalement le peroxyde nitrique, QN@duisent I'apoptose des cellules
endothéliales et la formation de caillots sangaimsduisant & I'occlusion vasculaifé®. La
privation des cellules tumorales en oxygéne etimetnts, associée a une deuxieme vague de

radicaux, conduit a une nécrose puis a une cureralen
De nombreuses études montrent le role prépondéeafieffet anti-vasculaire dans

I'éradication de la tumeur par PDF" *3® Se pose alors la question de savoir comment

favoriser cet effet anti-vasculaire.

11.4.5.2.1.2 Potentialisation de |'effet anti-vasclaire

Plusieurs stratégies peuvent étre utilisées poienpialiser I'effet anti-vasculaire de la
PDT, soit en agissant sur le protocole de traitémsoit en utilisant des PS avec un mode

d’action vasculaire.
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+ Optimisation du protocole de PDT

- Diminution de I'IDL

Suite a I'injection i.v. du PS, celui-ci se localimitialement au niveau du compartiment
vasculaire (plasma, puis endothélium) et peut émsliifuser dans les cellules tumorales. Par
conséquent, une irradiation a un IDL court auralaece a favoriser I'effet anti-vasculaire de
la PDT. L'IDL favorisant I'effet anti-vasculaire pevarier de quelques minutes a quelques
heures en fonction des propriétés pharmacocinétiquédS.

Ainsi, le Tookad® induit des dommages vasculainésnses avec des IDL de l'ordre de
5-10 min, sur différents modéles animaliX> **° et ces dommages sont réduits par
I'application d’IDL plus longg®?.

L’hypéricine présente une action anti-vasculaireontante 30 min aprées son injection,
au moment ou sa concentration est maximale dangalsseaux de tumeurs RIF-1 induites
chez la souris. Cet effet anti-vasculaire est fodet atténué lorsque le PS se localise de
maniére diffuse dans les cellules tumorales, 6dsaprés son injectidif’ 342

Des études sur un modele de sac a air dorsal ehepuris avec le BPD-MA ont
egalement montré un fort effet anti-vasculaire awedDL court (15 min), comparé a un IDL
de 3 heure¥®?. Chez des rats porteurs de chondrosarcome, tiités de la BPD-MA (2
mg/kg, i.v.) et irradiés avec de la lumiére & 690 a 150 J/c) une stase vasculaire au
niveau des vaisseaux tumoraux a été observée parsnopie intravitale pour des IDL courts
(entre 5 et 30 min), alors que ces modificationscukires n’ont pas été observées pour un
IDL plus long, de 180 miff*®.

- Irradiance appliquée

Le choix de l'irradiance (reflétant la vitesse qualle la lumiere est appliquée) semble
€galement étre un parametre important pour I'olzgenv d’un effet anti-vasculaire, mais son
réle est moins clair que celui de I'IDL.

Chez des animaux traités avec du Photofrin® (25%g)gla PDT avec un IDL de 24
heures entraine la modification du diametre demaiére des artérioles et des veinules a une
irradiance de 75 mw/chret pas & 50 mW/chi®?®. Une étude similaire a été réalisée sur des
muscles de rats sains sensibilisés avec de I'ALGO (&hg/kg) et irradiés a 105, 178 ou 300
mWi/cnt 3%, Une diminution du diamétre des veinules et deyes a été mise en évidence

immédiatement apres initiation du traitement adstigiaux deux plus fortes irradiances. Les
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auteurs ont montré que l'intensité de la vasocanistn ainsi que l'incapacité des vaisseaux a
récupérer étaient proportionnelles a l'irradianpeligiuée. Ces résultats suggérent donc que
I'application d’une forte irradiance favoriserdiffet anti-vasculaire de la PDT. Cependant,
d’autres études montrent une corrélation inversegde faibles irradiances induisent de plus

importants dommages vasculaif&é 3+

* Conception de nouveaux PS ciblant les cellules thdtiales

Des molécules (protéines, peptides, anticorps) ifspées d'un récepteur e(g.
récepteur au VEGF) ou d'un antigéne donné peuvieataduplées a un P&* 314 319 de
maniére a lui conférer une sélectivité pour leduted endothéliales des néovaisseaux

tumoraux, et donc aboutir & une destruction de-@elors de l'irradiation lumineuse.

Ainsi, le pentapeptide H-Ala-Pro-Arg-Pro-Gly-OH (RPG) a été isolé parhage
display in vivoa partir d'une banque de peptides de 15 acidesémnile par son affinité pour
les cellules endothéliales angiogéniques et attaoh&urface de liposomes pegylés contenant
du BPD-MA®*®. Ces liposomes pegylés ornés du peptide s’accundéms le tissu tumoral
a des degreés similaires a ceux des liposomes mgales peptide (environ 4 fois plus que les
liposomes non pegylés, 3 heures aprés injectiana @ésence du peptide n'influe donc pas
sur le taux d’accumulation du PS dans la tumede abit de fagcon importante sur sa
localisation intratissulair€*”. La présence du peptide permet en effet une adatiom du
PS au niveau endothélial et une nette amélioradm’efficacité photodynamique, par un

effet anti-vasculair&®,

Un autre peptide, H-Ala-Thr-Trp-Leu-Pro-Pro-Arg-OKATWLPPR), identifié
initialement comme spécifique du VEGFR2?®) mais reconnaissant en fait la NRE“$359
a été conjugué a de la verteporfine modifiée avepalymere d’alcool polyvinylique (PVA),
afin de traiter la DMLA, tout en n’induisant pasdiemmages aux photoréceptefird.

Dans une stratégie un peu différente, un anticogEnnaissant non pas des
récepteurs situés sur les cellules endothélialess e ligand VEGF, a été couplé a de la
verteporfine. La présence de [lanticorps n’induiaspde changement notable des
caractéristiques photophysiques du PS, mais des tedlulaires n‘ont pas montré
d’amélioration significative de I'activité photodgmique du PS suite au coupldé.
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[1.4.5.2.2 Les effets inflammatoires et immunitase

L’altération de I'endothélium ©5% 3% ainsi que lamort des cellules tumoralegpar
apoptose et/ou nécrosé!” peuvent étre a lorigine d'une réponse inflammatoet
immunitaire Figure 17. L'inflammation souvent observée aprés PDT sembiilter de
'expression de deux facteurs de transcriptionkBlRnuclear factorkB) et AP1 &ctivator
protein 1), qui interviennent dans I'activation transdopnelle de génes codant pour des
cytokines, des chimiokines et/ou des moléculesh®amn®®> **®) La PDT peut notamment
induire une augmentation des taux circulants déf@LH-6, MIP(macrophage inflammatory

protein)-1 et 2 et G-CSFgfanulocyte colony-stimulating facjdf®’ 3¢

En réponse a la sécrétion de certaines de ces uedédeseutrophiles sont recrutés
au niveau des tissus [6$8¥). Ces cellules phagocytaires seraient activéesvaau du site
irradié afin d’éliminer les débris de cellules g&separ la PDTdg.g. fragments lipidiques
résultant de la photooxydation des phospholipidesbranaires des cellules tumoraf&é
%1 en libérant des ERO et des enzymes lysosorfiafe®* Korbelik et al ont montré que
la déplétion de cette population de cellules rédue 70% l'effet curatif de la PDT avec le

Photofrin®, démontrant I'importante contributionsdeeutrophiles a I'efficacité du traitement
(362)

L’invasion des neutrophiles est rapidement suide lfarrivée de mastocytes, qui, en
libérant le contenu de leurs granules, peuventé&ti@igine de I'invasion des tissus lésés par
d'autres cellules inflammatoiré€®®, notamment les monocytes et lemcrophages Ces
derniers participent activement a I'effet curasf i PDT®®?), Plusieurs études vitro etin
vivo ont montré que la capacité phagocytaire des mhaggs augmente lors de la PDT, en
particulier lorsque de faibles doses de PS et oeéehe sont administréé®® 363 364 ppras
phagocytose et traitement des débris cellulaiessiracrophages peuvent fonctionner comme

cellules présentatrices d’antiger&s)

Les épitopes présentés en surface des macrophagesnp étre reconnus par des
lymphocytes T CD4+, ce qui conduit a la génératim clones delymphocytes T
cytotoxiques qui peuvent détruire spécifiguementdellules porteuses de ces épitopes. La
réponse immunitaire systémique qui s’ensuit peatsainduire la destruction des cellules

tumorales restantes, la destruction ou la préverd®métastases, par développement d’'une
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réponse immunologique & mémoire, ouvrant la vola &accinationin situ %639 Cette
observation a été confirmée par I'impossibiliténdiiire la méme tumeur une seconde fois
chez des rats traités avec succeés par PDT uneénefois®’?. Korbelik et al ont également

montré que cette immunité tumorale était transplegadr greffe de moelle osset¥e %72

La réponse inflammatoire et immunitaire semble jowe réle, non dans I'ablation
initiale de la tumeur, mais dansdarvie & long termedes animauft®®, en particulier pour
desconditions de PDT suboptimalescorrespondant a des doses de PDT trop faibles (I
des trois facteurs : lumiere, PS ou oxygéne, dimntant) pour éradiquer directement la
tumeur®!” 3% Néanmoins, une réaction inflammatoire excessiug ggalement avoir des

effets néfastes, en induisant notamment une resgag@sé®>®)

L’ensemble des effets directs et indirects indpésla PDT est représenté sufitaure
17.
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TRAITEMENT PHOTODYNAMIQUE

Stressoxydant
Lésions au niveau des Dommages vasculaires
Dose cellules tumorales |
|étale . .
Dos Occlusion vasculaire
DESTRUCTION subldtale |
DIRECTE DES
CELLULES TU MORALES \ MORT
(apoptose/nécrose) REACTION ISCHEMIQUE

INFLAMMATOIRE

EFFET ANTI-

VASCULAIRE
(INDIRECT)

Invasion des cellules

/ inflammatoires

MORT INDUITE PAR DES

CELLULES IMMUNITAIRES
NON SPECIFIQUES
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Phagocytose des cellules
et débris tumoraux

(e.g. macrophages)
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SYSTEMIQUE

Figure 17.Schéma simplifié des mécanismes de destruction tunate associés a la PDT (adapté de
(354)).
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[1.5 M ODELES POUR L'EVALUATION DES TRAITEMENTS ANTI -ANGIOGENIQUES

ET ANTI -NEOVASCULAIRES

Le développement de molécules inhibitrices de Fapgnese tumorale nécessite
l'utilisation de tests précliniquegn(vitro etin vivo). Idéalement, les tests doivent étre faciles

a réaliser, reproductibles, quantitatifs, peu caXitet permettre une analyse rapide.

[1.5.1 Les modelesn vitro

Chacune des étapes de I'angiogenese peut étreeeargitro pour lescreeningde
nouvelles molécules. Des cellules endothéliales koplus souvent utilisées, du fait du role
central gu’elles occupent lors du processus angiqge.

[1.5.1.1 Choix des cellules endothéliales

Des cellules endothéliales immortalisées sont paritlisées, car elles représentent
une source «illimitée» de cellules, mais cellepazivent différer des cellules endothélidles
vivo en terme de marqueurs moléculaires. Par aillaursiest pas rare qu’elles soient
spontanément activées et donc incapables de répoondnvenablement aux stimuli

angiogéniques”®.

D’apreés la littérature, de nombreux types de cefliidndothéliales sont utilisés, parmi
lesquelles les plus couramment citées sont les HL\deNt la source (le cordon ombilical)
est d’'accés facile. Pour des raisons similairegiliation de cellules endothéliales d’aorte
bovine (BAE) ou murine (MAE) est également souvdatrite. Cependant, ces cellules
proviennent de larges vaisseaux, et présentent d@sc caractéristiques phénotypiques
différentes de celles des capillaires sanguinacaux acteurs de I'angiogenése.

Les sources les plus courantes de cellules endaltgmicrovasculaires sont la peau,
le cerveau, le tissu adipeux et la glande adrér@épendant, les cellules endothéliales
microvasculaires issues de ces différents tissuzrganes different des cellules endothéliales
issues de tumeurs. Ces dernieres devraient pré@lement étre choisies pour le
développement d'inhibiteurs de I'angiogenése tuteofd”, mais les difficultés techniques
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quant a leur isolation du tissu tumoral ont & ag ®érieusement limité leur utilisation lors

d’études précliniques.

En résumé, il existe donc non seulement des difé&® entre cellules endothéliales
issues de larges vaisseaux et les cellules endéd®eld’origine microvasculaire, mais
eégalement des propriétés spécifiques des cellmiéstieéliales issues de différentes especes,
de différents sites d'organes, et méme au sein&fees organds’®), rendant le choix du type
de cellules délicat.

Les conditions de culture sont également essesgtieDes milieux de culture trés
riches en facteurs de croissance, induisant une fwolifération cellulaire, peuvent rendre les
cellules endothéliales ainsi sur-stimulées, ré&iaes aux stimuli angiogéniques et, de ce fait,
inadaptées pour les tests. Les cellules endotbsgligiliséesn vitro, dans un état prolifératif,
sont différentes des cellules endothéliales trosiveéermalementin vivo. En effet, ces
derniéres demeurent dans un état quiescent juatd Bwitiation du processus angiogénique.
Idéalement, des conditions de culture semblabtadlas retrouvées dans la tumeur devraient

étre utilisées.

[1.5.1.2 Les tests de migration des cellules endatlales

Un premier test permettant d'estimer l'effet d’'unelécule sur la migration des
cellules endothéliales est test de cicatrisation (wounding assgy Une fine bande de
cellules est enlevée d'une couche de cellules gentes Figure 18 et les cellules qui
migrent dans cet espace sont dénombrées. La qoatiih reste cependant assez arbitraire et

il peut étre difficile d’obtenir des conditions repuctibles de confluen¢&®.

}}‘\v f;f. “ e ﬁ* ‘#

B Sf.ﬁfﬁ,y-ﬁig _

Figure 18. Evaluation du potentlel anti- anglogenlqe du cyclo-VEGI (v0|r tableau 6, page 43) par tesde

migration wounding assayde cellules BAE.A, Milieu sans sérum.B, Induction de la migration cellulaire

par le VEGF¢s (C) Inhibition de la migration induite par le VEGF 1g5en présence de cyclo-VEGIL.¥) Un
peptide contrdle n’inhibe pas la migration cellulaie %2,
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Dans le test de migration emambre de Boyden deux compartiments sont séparés
par un filtre en polycarbonate, au travers duqesl cellules peuvent migrer. Les molécules
chimio-attractrices (stimulus chimiotactique) spidcées dans le compartiment inférieur, et
les cellules endothéliales sont placées dans lepadiment supérieurF{gure 19. Si les
molécules a tester agissent sur la molécule chatiractrice €.g. anticorps neutralisants),
elles sont placées dans le compartiment inférisuetles agissent directement sur les cellules
endothéliales ou les molécules qu’elles sécréterg. (nhibiteurs de MMPSs), elles sont
placées dans le compartiment supérieur, avec liegeseendothéliale$’”. Les pores du filtre
doivent étreassez gros pour permettre aux cellules de migrdraaers, mais suffisamment
petites pour ne permettre que le passage actifaliedes endothéliales activégdifférentes
tailles de pores (5-12 um) existent a cet effe!. Aprés une période d’incubation (4 & 6
heures a 37°C), les cellules du compartiment sepesont enlevées, et les cellules qui ont
migré en direction du stimulus chimiotactique sqoantifiées aprés coloration, par simple

comptage ou test MTT (bromure de 3-(4,5-diméthgithi-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium)
(377)

Compartiment supérieur

Filtre

\

Compartiment inférieur

Figure 19. Test de migration en chambre de Boyden.

Une variante de ce test est le testhmnio-invasion en chambre de BoydenDans
ce test, du Matrigel® est utilisé pour créer ume ftouche de membrane basale atrtificielle sur
le filtre. Le Matrigel® est une membrane basaletls§tique, dérivée de celle du sarcome
Engelbreth-Holm-Swarrf?’?. Il est constitué de diverses protéines, telles lguaminine, le
collagéne 1V, I'héparane-sulfate, la fibrine, aigae de facteurs de croissance, comme I'EGF,
le TGH3, le PDGF et I'IGF-1. Utilisé a l'origine pour étied I'invasion tumorale et identifier
des molécules anti-métastatiques, ce test a é@é@agour I'étude de l'invasion des cellules
endothéliales. Par rapport au test de Boyden glassice test de Boyden modifié permet
d'étudier I'étape de dégradation de la membranalbasen plus de celle de migratidf’.
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11.5.1.3 Les tests de prolifération des cellules eothéliales

Les tests de prolifération des cellules endottedialsont faciles a réaliser,
reproductibles et quantifiabled’® mais ne permettent pas de distinguer une molécule
simplement cytotoxique d’'une molécule anti-angiogee. Il convient donc d’effectuer, en
parallele, ces tests sur des cellules non-endatbsgliafin de vérifier que la molécule, a des
concentrations similaires a celles utilisées pesrtests sur cellules endothéliales, n'affecte

pas la prolifération des cellules non-endothéliales

Les tests les plus simples consistent a comptercidhiles viables avec un
hémocytometreet un colorant vitald.g. bleu de trypan), ou un compteur électronique type
Coulter. Il est également possible d’utiliser test de prolifération type MTT, dans lequel
un sel de tétrazolium (jaune) est clivé par lesyemes mitochondriales (succinate
déshydrogénases) en cristaux de formazan (bleaspileurs, la synthése d’ADN peut aussi
étre utilisée comme indice de prolifération, enléaat, par exemple, ilcorporation de
thymidine tritiée. D’autres méthodes permettent d’étudier la répamti dans le cycle
cellulaire, en utilisant des molécules s'incorporatans I'ADN, comme le 5-bromo-
déoxyuridine BrdU). Il est également possible d'utiliser des anfsorantiPCNA
(proliferating cell nuclear antiggnmarqueur des cellules en phase G1/S) ou Ka6#-
(antigene nucléaire absent chez les cellules qemss) ; toutes ces approches se font par
cytométrie de flux. Il peut étre judicieux de comdni ces tests de prolifération avec des tests
permettant d’estimer I'apoptose ou la nécrose, cemla test TUNEL (terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick labeling, le marquage aibdure de
propidium, ou en analysant I'expression de marqueurs d’'&septels que lesaspaseu

I’annexine VG,

11.5.1.4 Les tests de différentiation (formation deubes capillaires)

La différentiation des cellules endothéliales pdommer des vaisseaux peut étre
induitein vitro en cultivant les cellules endothéliales en présetecdifférents composants de
la MEC, par exemple degels bi- ou tri-dimensionnelsde collagene | ou de fibrine, ou du
Matrigel®. Les cellules endothéliales cultivees Batrigel® peuvent former des structures
capillaires Figure 20 en a peine 6 heures, ce qui rend ce test adapsrraeningde

molécules anti-angiogéniqu&é”. Les structures tubulaires sont viables pendavit@n 48
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heures, puis, en l'absence de facteurs de croissamo-angiogéniques, les cellules
endothéliales meurent. La réponse est quantifi¢edpa techniques d’analyses d’images,
permettant notamment de mesurer le nombre et Gubr des tubes ou I'aire couverte par le

réseau de capillairé¥®),

. -
- F;“.:?.'i_;(' .
A

Figure 20. Formation de tubes sur Matrigel®?.

Il est également possible de réaliser noeculture de cellules endothéliales avec des
cellules stromales (fibroblastes ou CML), en préseou en I'absence d'une ME€®. Ce
type de test reproduit plus fidelement la situatiomivo que le test Matrigel® simple, mais il
est beaucoup plus long (12 a 14 jours) et les ceamis de la matrice sécrétés par les cellules

stromales ne sont pas conrugriori.

[1.5.1.5 L’anneau aortique

L’'angiogenése n’'implique pas uniqguement les cedlgledothéliales, ce qui a conduit a
I'utilisation de tests plus sophistiqués que ce#égrils précédemment, sur orgamesvivq
tels que le test de I'anneau aortique. Dans ce best aorte de rat est isolée et coupée en
segments qui sont placés en culture, dans unecmdtllagene |, fibrine ou Matrigel®), en
présence du stimulus angiogénique et des molécpigsntiellement anti-angiogéniques, a
tester. Lors des 7 a 14 jours suivants, la crossale vaisseaux sanguins autour du segment
aortique est observée. La quantification se faitresurant le nombre et la longueur de ces
vaisseaux, par analyse d'image en microsc8pie’”® Contrairement a la plupart des autres
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modelesin vitro, celui-ci implique également des cellules non-¢héliales é.g. CML,
péricytes et fibroblastes).
Cependant, comme l'angiogenese est un processastieliement microvasculaire,

I'utilisation de macrovaisseaux tels que I'aortest’pas idéalé* 3®)

Figure 21. Croissance de vaisseaux a partir d’'uneoate. A. Vue d’ensemble B. Vue de détail montrant la
formation de tubes par les cellules endothélialég”.

L’avantage des tesis vitro, outre leur faible colt, est qu'ils permettenétddier
séparément les différentes étapes de I'angiogelgides testsn vitro sont indispensables
pour le screeningrapide de molécules, l'activité anti-angiogéniqdiene molécule doit
obligatoirement étre confirmée par des téstsivo, plus complexe&?. Le testin vivo idéal
devrait permettre de suivre la formation et la mattan de nouveaux vaisseaux dans un
environnement naturel, et de se préter a une anedysde, aisée, et si possible quantitative et

en temps réet’?). Les principaux modéles d’angiogen&seivo sont présentés ci-apres.

[1.5.2 Les modelesn vivo

[1.5.2.1 La membrane chorioallantoide de I'embryonde poulet

Utilisé a I'origine par les embryologistes, le t€AM (chorioallantoic membranea
été utilisé par la suite pour kcreeningde molécules anti-angiogéniques, du fait de sa
simplicité et de son faible colt. Il a permis liddication de la plupart des facteurs
angiogéniques connus a ce jotif”. L'allantois est une membrane extra-embryonnaire
dérivée du mésoderme, dans laquelle les vaissesugums commencent a se former a partir

de E3 ; la CAM est ensuite formée a partir de fadin entre I'allantois et le chorion (E4).
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Dans ce test, des ceufs fertilisés sont incubés’@ péndant 72 heures. Une fenétre
rectangulaire est alors découpée dans la coqtifieda@xposer les vaisseaux de la CAM. Le
stimulus pro-angiogénique (molécule pro-angiogémiqu fragment tumoral) est ajouté (E8),
en présence ou en l'absence des molécules antig@rggues a tester. La réponse
angiogénique est quantifiee 3 a 4 jours plus tdree augmentation du nombre de vaisseaux,
ainsi qu’une disposition radiale de ceux-ci en aion du stimulus pro-angiogénique, sont
considérées comme des preuves de néo-angiogeagsmntraire, en présence de molécules
anti-angiogéniques, les vaisseaux deviennent miémses Figure 22 ©% % pans une
variante de ce test, 'embryon est transféré dasss libites de Pétri (E3 ou E4), afin de
permettre une meilleure visualisation du réseaoutase®* 3"

Le principal inconvénient de ce test est qu'il @ifticile de distinguer les vaisseaux

préexistants des nouveaux capillaires formés pginganése.

Figure 22. Test CAM. A gauche: vue d’ensemble du testn ovo. A droite: les dommages vasculaires(g.
absence de vaisseaux, hémorragie) de la CAM d'ceufstilisés sont visualisés aprés exposition topique
d’'une molécule a tester.

[1.5.2.2 L’angiogenése cornéenne

La cornée est normalement avasculaire, donc tasseau apparaissant dans la cornée
apres stimulation correspond a des vaisseaux rleavemt formés, ce qui fait de ce test un
modele idéal d’angiogenése vivo. Brievement, une poche est formée dans la coreée d
lapins, de rats ou de souris, dans laquelle estduit le stimulus angiogénique.(.fragment
tumoral). De nouveaux vaisseaux sont formés arpiet vaisseaux limbiques périphériques.
Les molécules anti-angiogéniques peuvent étre asiméas par voie orale ou systémique, par

injection enbolus ou, mieux, en implantant des polyméres ou des psngsmotiques, qui
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vont progressivement libérer la substance. L'olet@ym de la réponse vasculaire peut se faire
directement pendant toute la durée de I'expérieagec ou sans l'utilisation d’agents de
contraste, tels que le dextran de haut poids mlaigeunarqué avec un fluorochrome tel que
la fluorescéine isothiocyanate (FITC). Dans le diomale la PDT, ce type de test a été
principalement utilisé pour des applications dédrmaent de la DMLA, notamment avec la
Visudyne®©8Y),

Figure 23. Angiogeneése induite dans la cornée deusis par le FGFb par microscopie de transmission (A
ou de fluorescence, aprés injection de FITC-dextra¢B) “.

[1.5.2.3 Le modeéle du sac a air dorsal

Ce modele a initialement été développé afin de lacep le test d’angiogenése
cornéenne, douloureux pour I'animal. Dans ce mQdatesac a air est formé 8 a 14 jours
apres injection de 10 a 15 mL d’air en sous-cutanéiveau du dos d’une souris. Le sac a air
apparait comme une membrane avasculaire presqspar@nte dans laquelle I'induction de
nouveaux vaisseaux peut étre étudiée. La sourisalest anesthésiée et le stimulus
angiogénique (cellules tumorales ou facteurs pgeg@niques, placés éventuellement dans
une matrice polymere) est placé au-dessus de ldbraem juste en dessous de la peau. Aprés
traitement systémique avec la molécule a testefprd@mation de nouveaux vaisseaux est

observée 8 & 10 jours aprés I'induction de I'angise™"®.

[1.5.2.4  Les chambres transparentes et la microscopintravitale

L’étude in vivo de I'angiogenése a été grandement facilitée pdéleloppement de

plusieurs types de chambres transparentes, impkawlgns I'oreille, la peau du ddsiqure
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24) ou le craneKigure 29, de lapins, souris, rats ou hamsters. Dans leeteodudorsal
skinfold, la peau du dos de I'animal est maintenue a I'aida dysteme en titané&igure 29,

et le stimulus angiogénique est inje#¥. Ce modéle permet la mesure en continu et de
facon non invasive de divers parametres chez I'ahutvant, notamment I'angiogenese et le
flux sanguin, par microscopie de fluorescence manomulti-photoniqué®’®, cette derniére
permettant d’obtenir un meilleur contraste et dsualiser des régions plus profondes de
I'organisme®®?. Ces chambres ne peuvent étre utilisées au-dejaiatee a six semaines, du
fait de I'apparition d’'une nécrose et d'une pert@asticité cutanée§®. D'autres modéles
utilisant des chambres semi-transparentes ont régateété décrits, tels que le modéle du
hamster cheek poudiu celui du mésentére de (&P,

n

Figure 25. Chambre transparente implantée au niveaulu crane d’'une souris. (A) Vue d’ensemble. (B)
Reconstruction d'images (4x) prises au niveau de lghambre, une semaine aprés chirurgie. (C)
Grossissement (10x) d'une région d'intérét de B.

[1.5.2.5 Les implants sous-cutanés

Des cellules tumorales sont introduites dans ungiceapolymere, qui est ensuite
implantée en sous-cutané chez I'animal. Les caltdenorales ne sont pas en contact direct
avec l'environnement de I'héte, mais les facteurs-gngiogéniques qu’elles produisent

peuvent diffuser en dehors de la matrice. Apréectign des composés a tester, les vaisseaux
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sanguins formés peuvent étre quantifiés dés 3 japrés induction de l'angiogenese, en
mesurant le taux d’hémoglobine, par analyse higtglee ou en estimant le flux sanguin a

I'aide de traceurs radioactifs ou fluorescéffts”

Dans une variante de ce test, du Matrigel® conteles cellules tumorales est
injecté en sous-cutané, ou il se solidifie poumfer un «bouchon»p{ug). En effet, le
Matrigel® est liquide & 4°C mais forme un gel sel& 37°C®"". Les molécules & tester sont
alors administrées et, au bout de 7 a 21 jourdolechon est retiré, et la formation de
vaisseaux sanguins est estimée comme précédemi@entiest est rapide et d'acces
relativement aisé, mais une analyse en temps sgeimpossible, et I'environnement ou se
développent les vaisseaux n'est pas représengtifedvironnement tumordf’™, ce qui a

conduit a I'utilisation de modéles tumoraux.

[1.5.2.6 Les modeles tumoraux

On parle de modéles tumoraux syngeéniques lorsqueniaur provient de la méme
espéece que I'hote de la greffe, et de xénogreff®s de cas contraire (c’est le cas notamment
lorsque des tumeurs humaines sont implantées awsaaliris immunodéficientes telles que
la sourisnudg. Les souriswudeont été découvertes en 1962 dans un élevage ds athinos
non consanguines. Ces souris sont caracteriséeanganbsence de thymus, qui les rend

immunodéficientes en lymphocytes T matures, cggunet d’éviter le rejet de xénogreffes.

Les tumeurs peuvent étre implantées en orthotopidaes le tissu d’origine) ou en
ectopique/hétérotopique (dans un environnementlaige différent du tissu d’origine.g.en
sous-cutané). Les xénogreffes ectopiques permetteat mesure aisée de la croissance
tumorale. Cependant, les cellules tumorales évoldans un environnement différent de leur
environnement d’origine perdent certaines de lexasactéristiquese(g. pouvoir invasif
locorégional et métastatiqé®*) ; de plus, I'angiogenése différe entre modélespigues et
orthotopique$®®.

L’effet de la molécule a tester est estimé en suilVévolution de la prise de greffe, le
temps de latence, I'évolution de la taille tumor@®mametre, aire ou volume), I'apparition de
métastases et/ou la survie de I'animal, & intezsaleguliers®” 3’® D'autres analyses(g.

histologie) peuvent étre utiliséeg vivopour examiner de facon plus précise les effetdesur
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vaisseaux sanguins. L'avantage des modeles tumonaaux rapport au test CAM, par
exemple, est qu’ils permettent d’étudier la phameaw@tique du candidat médicament, en
plus de son efficacité®®. Leur inconvénient principal est que la visualsat de
'angiogenése nécessite en principe le sacrificd’al@mal, ce qui rend impossibles des
analyses non invasives en temps radbrtiori dans le cas de greffes orthotopiques, d’acces
difficile.

Une approche relativement nouvelle permettrait alBep cet inconvénient. Il s’agit
du modeleAngiomouse®, développé par la société AntiCancer Incorporgt@an Diego,
Etats-Unis). Il s’agit d’'une technique permettaid@tadier I'angiogenése tumoraite vivo 8®),
en utilisant la GFPGreen Fluorescent Protein protéine isolée de la médusequorea
victoria. La GFP est utilisée pour transfecter des cellulenorales, qui sont ensuite
implantées en orthotopique chez I'animal. L’expi@ssle la GFP dans les tumeurs primaires
et dans leurs métastases est détectée par fluncesdees nouveaux vaisseaux, formeés par
angiogenese, sont non fluorescents (car issush@&e), et apparaissent donc noirs, en fort
contraste avec la fluorescence verte des cellule®rales greffées. Ce modele permet de
visualiser les néovaisseaux tumoraux en temps déemaniére non invasive, sur I'animal

vivant, par microscopie intravitale ou au traveedalpeauKigure 26.

Figure 26. Modéle Angiomouse®A gauche: imagerie des vaisseaux (noir) chez des souriside porteuses
de cancer de la prostate humain PC3-GFPAu milieu : imagerie intravitale dans une tumeur de poumon
humaine ANIP973-GFP chez la sourinude A droite: Modéles orthotopiques de tumeurs du sein : MDA-
MB435-GFP et MDA-MB-435-RFP %),

Plus de 60 modeéles tumoraux ont a ce jour été dgpék. La RFPRed Fluorescent
Protein) a également été utilisée pour transfecter lekiles| dans le but d’assurer une
meilleure pénétration de la lumierBigure 27, mais n’est pas indiqguée dans le cas d'une
utilisation avec des PS qui fluorescent dans lgeolwn des inconvénients de la GFP est que
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la sensibilité de détection est limitée du fait ldEbsorption de lumiére par les tissus
environnants, en particulier la peau, ce qui pé @mélioré en réalisant une petite fenétre
dans la peauskin flap, qui peut étre alternativement ouverte et referniautre part, il a
éetée montré que l'expression de la GFP peut étreindide dans de faibles conditions
d’oxygénation®®® conditions qui surviennent dans de nombreusegutsnexpérimentales
ou cliniques, ce qui souléve des interrogationsng@al utilisation de ce type de modéle
tumoral.

Figure 27. Gliomes humains U87-RFP implantés en drbtopique dans le cerveau de sourisude (1, 3 et 5
semaines).

L'imagerie par bioluminescence constitue une antéhode non invasive, utilisant la
luciférase, enzyme isolée du ver luis®hidtinus pyralis qui esttransfectée dans les cellules
tumorales®®2Y) Quelques minutes aprés administration du sub&réiciférine, se produit
une réaction d’oxydation de la luciférine, en presed’ATP. La formation d’oxyluciférine
qui en résulte est accompagnée d'une émission otomd dans les cellules tumorales
exprimant la luciférase, ce qui permet de réalisersuivi de la croissance tumorale et de

'apparition de métastases.
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Tableau 8.

Avantages et inconvénients des principauestsin vivo utilisés pour I'évaluation d’agents anti-angiogérjues (adapté d’aprés®).

Test Simplicité  Reproduc- Quantitatif Evaluation en Bon Adapté au Site naturel Site Matériel Représentatif de Utilisé en

tibilité temps réel marché criblage d'angiogenése avasculaire facilement I'angiogenése PDT
accessible tumorale

CAM ++ ++ + + ++ ++ + - - - 4+

Cornee - t + +++ - - - +++ ++ - 4+

Chambres - ++ ++ +++ + - + + +4 4+ et

transparentes

Modeéles ++ ++ ++ - ++ - ++ - ++ + o+

tumoraux

Implants sous- +++ + ++ - ++ ++ - +++ ++ + +

cutanés

AngioMouse® - ++ ++ ++ - - +++ - - +++ +

L.
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11.5.2.7 Les méthodes d’estimation des effets ardingiogéniques et anti-vasculaires

Puisque les thérapies anti-angiogéniques et aatitNaires sont congues pour agir sur
les vaisseaux sanguins des tumeurs, des changedeemsrphologie des vaisseaux (nombre,
espacement et taille des vaisseaux), de perméabibitsculaire, de flux sanguin et
d’oxygénation peuvent constituer des parametregéiét pour I'évaluation de I'efficacité de
ces thérapie§®?. Si les modéles utilisant une chambre intravifadeivent permettre une
analyse relativement aisée de la plupart des diftér paramétrem situ ©¥, ce n’est par

exemple pas le cas des modeles tumoraux classiques.

[1.5.2.7.1 Visualisation des vaisseaux sanguins

La plupart des études microscopiques de l'angicgenatilisent des coupes
histologiques. Dans ce cas, la détection des \misseest réalisée pamarquage
immunohistochimique de marqueurs de cellules endothéliakeg.(CD31, CD34, facteur de
von Willebrand). Il est également possible de mardes lames basales des vaisseaux avec
des anticorps anti-collagene IV. L’apparence desseaux sanguins sur coupes histologiques
est fortement influencée par I'épaisseur des codffésUne approche traditionnelle de
guantification est la mesure de la densité microwiasre, c’est-a-dire le nombre de vaisseaux
par unité de surface, mais il n’existe pas de amsesur la méthodologie précise a employer
pour cette mesur€>. Des techniques de coloration permettent d’analisestructure des
vaisseaux, leur dimension et leur degré de ditatatune éventuelle thrombose, ainsi que
I'apoptose/nécrose concomitante des cellules tuemr&’. Cependant, cette méthode ne
permet pas de distinguer les vaisseaux fonction(dsmettant un flux sanguin) des

vaisseaux non-fonctionnels.

Par ailleurs, elle nécessite le prélevement dw tiSmtérét et ne peut donc pas étre
réalisée pour un suivi en temps réel. Certainehoaéss d’'imagerie, non invasives, peuvent
permettre une visualisatiom situ des vaisseaux sanguins. Elles incluent l'imageae
résonance magneétiquéRM ), la tomographie par émission de positonsR), le scanner ou
tomographie axiale calculé€T-scan), utilisant les rayons X, dtéchographie, a bases
d’'ultrasons. Certaines de ces techniques, couramotéisées en clinique humaine, sont

développées chez le petit animal avec pour objdif améliorer la résolutidf’.
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Néanmoins, I'ensemble de ces techniques ne pemhepi@s de différencier les
néovaisseaux, issus d’'un processus angiogénigeeaieseaux préexistants quiescents. Cela
a conduit a la recherche de marqueurs moléculdirggocessus angiogénigued.intégrines
oy, récepteurs au VEGF), pour le développement d’amgc@n immunohistochimie ou de

traceurs pour les différentes techniques d'imadéti&’™
11.5.2.7.2 Mesure de la perfusion tumorale

Les dommages vasculaires induits par la PDT altéediiux sanguin au niveau du site
traité. La méthode la plus simple consiste a adstrari par voie i.v. utraceur purement
vasculaire (pouvant marquer les cellules endotledlimmais ne diffusant pas dans les tissus),
comme une lectine fluorescentey¢opersicon esculentumarquée FITC) ou du Hoechst
3334264 31 Des marqueurs radioactifs peuvent égalementudiiisés Y. Ensuite, une
technique histologique permettra de visualiser V@ssseaux fonctionnels, et non les
bourgeons endothéliaux ne possédant pas de lunNéanmoins, cette méthode ne permet

pas de quantifier précisément le flux sanguin.

L'IRM avec un produit de contrasid.dérivé du gadolinium) permet de distinguer
les zones d’hyperperfusion (qui se traduisent smafie par une zone de signal faible) des
zones d’hypoperfusion (qui apparaissent tres iefEnsLes techniques par résonance
magnétique nucléaire (RMN) ont notamment été atés pour visualiser les changements
vasculaires aprés PDT au niveau du cenf&au***>°®) mais également au niveau de la vessie

®9 ou de la prostate, avec le Tookid.

L’effet Doppler est le décalage entre la fréquence d’'une onde éhisale de I'onde
recue, lorsque I'émetteur et le récepteur sont eavement I'un par rapport a 'autt&®. Par
cet effet, on peut mesurer un débit sanguin, shiténteraction d’'une onde (mécanique,
comme le son, ou électromagnétique, comme la l@hiavec les cellules sanguines
(principalement les globules rouges, les cellulemgsins les plus nombreuses), en
mouvement dans le sang. Le changement de fréquebssrvé est relié au produit de la
vitesse de ces cellules et de leur nombre.

L’échographie Doppler (ou ultrasonographie) utilise des ultrasoff€® et
éventuellement des agents de contraste (microbufiesmettant d’améliorer la sensibilité de
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cette techniqu&?. Néanmoins, cette technique ne permet que degsasaén superficie et
présente une faible résolution.

Dans la technique duaser Doppler, ce sont les changements de fréquence d’'une
onde laser (dans le proche infrarouge, pouvanttpEmeelativement profondément dans les
tissus) qui sont mesurés. Plusieurs systemes soninercialisés par différents fabricants
(Moor Instrument, Oxford Optronix et Perimed), tde systeme OxyFlo® d'Oxford
Optronix (Oxford, Royaume-Uni), qui a été utilisénd notre étude. Cette technique a été
largement utilisée afin d’évaluer les modificatiates perfusion liées a la PO**%® Elle
peut étre non invasive, mais elle ne permet aloesdies mesures en superficie du tissu (< 500
pum) Y07 et il est donc généralement nécessaire d'insfgsrsondes dans la tumeur. Une
technique voisine du Laser Doppler est la speabmiscde corrélation diffuse, également
utilisée dans le domaine de la PH¥%) Cette méthode est non invasive (la sonde n’est
méme pas en contact avec le tissu) et permet desreseplus profondes dans les tiséls

D’autres équipes ont utilisé des systemes basédasgranularité Laser (Laser
specklg “1% 4D qui représente en fait une analyse différentendme phénomeéne que celui
du Laser Dopplef*'?. Le speckleest une interférence optique qui peut étre obselsque
des objets sont illuminés par une lumiere laser effet est d'aspect granulaire, présentant des
«taches» claires et sombres, causées, respectiyepagries interférences constructives et
destructives de la lumiére laser diffusée. Si laeziluminée contient des diffuseurs mobiles
individuels, tels que des cellules sanguines gltsffecklegranulaire fluctue. En analysant ces
fluctuations, il est possible d'obtenir une infotima sur la distribution de vitesse de ces
diffuseurs : ainsi, une méthode non invasive povaluer le flux sanguin peut étre
développée. Les mesures sont limitées a la sudacéssu mais cette technique permet

d’obtenir de trés bonnes résolutions spatiales.

SIoUS o7 Bl hel A L S

Figure 28. lllustration du phénoméne deLaser speckl®u granularité Laser 1),
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11.5.2.7.3 Mesure de I'oxygénation

L’oxygénation tissulaire peut étre un témoin dddactionnalité des vaisseaux. Elle

peut étre estimée de plusieurs facons :
» Sondes polarographiquestype pO, Histographd’Eppendorf® (Hambourg, Allemagne)

La pO, est déterminée par réduction électrochimique abeyfjiéne dissous, a I'aide d’'une
sonde introduite dans le tissu tumoral, guidéeupamoteur qui lui permet de pénétrer « pas a

pas » dans les tissus, et de prendre plusieursresesuiccessives de la p&ur un méme axe.

L’électrode consomme elle-méme de I'oxygéne, cepguit conduire a sous-estimer la
concentration d’oxygene tissulaire, et ce, de fagwn négligeable pour des tissus
hypoxiques. Il n’est pas possible de réaliser desumes répétées au méme endroit, du fait du
mouvement de la sonde, rendu obligatoire afin deimser I'impact de la consommation
d'oxygéne®*®). Elle est par ailleurs peu sensible aux basses(¥® mmHg) couramment
trouvées dans les tumeurs, du fait que la pét directement proportionnelle au courant
généré a la cathodé'?. De plus, ces sondes requiérent une calibraticantachaque
expérience, dans une solution de sérum physiolegigaturée successivement en oxygene
puis en azote, afin de définir respectivement 1824 @uis le 0% d’oxygene ; les mesures sont
corrigées par rapport a la température et a lsspmestmosphérique du jour. Ces sondes ont

déja été utilisées pour le suivi de lajudrant PDT),
* Quenchingde fluorescence

Dans le systéme OxyLite@-series (Oxford Optronix), une lumiére excitatrice, de
longueur d’onde fixée a 505 nm, est transmise g Id’'une fibre optique pour exciter un
fluorophore dérivé du platine incorporé dans undrice& en silicone située au bout de la
sonde. La fluorescence ainsi générée (650 nmeasbyée a un détecteur par l'intermédiaire
de la fibre. La fluorescence agptienchégar les molécules d’oxygéne et le temps de vie de
fluorescence est donc inversement proportionnel aohcentration d’oxygéne dissous. Ce

signal de fluorescence est converti en valeur absdé pQ en mmHg.
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Contrairement au systéme polarographique, celescplus sensible aux basses @15
mmHg), et ne consomme pas d’'oxygéne, ce qui padmetaliser des mesures en continu en
un méme point ; en contrepartie, I'appréciationlaepO, moyenne sur I'ensemble de la
tumeur nécessite plus de dextérité de la part duipukteur, puisque le systeme ne
fonctionne pas avec un moteur « pas a pas ». B ghumme les mesures sont basées sur le
temps de vie plutbt que l'intensité de fluorescerles valeurs sont peu sensibles a des
artefacts tels qu’une variation d’intensité de darse lumineuse, la lumiere ambiante ou le
photoblanchiment. Les calibrations sont staBlf€%; les sondes sont vendues précalibrées et
les données de calibration sont fournies a l'atisir par un systeme de code-barres. Les
valeurs de p@sont corrigées pour les variations de tempérdtureinfluent sur les temps de
vie), a I'aide de thermocouples intégrés dans faleo

Le systeme OxyLite® peut étre combiné avec le syst®©xyFlo® pour des mesures
simultanées de pQtempérature et perfusion. Cependant, si la lomgd®nde de la lumiére
d’excitation de la PDT se situe aux alentours dé 6B (longueur d’'onde maximale de
fluorescence du dérivé de platine), les mesureg@ene peuvent étre effectuées durant la
PDT. Précédemment (jusqu’en 2003), le systéemesaitildes dérivés de ruthéniui, = 460
nm ; A¢m = 600 Nnm), mais I'utilisation de dérivés du platia permis d’améliorer la qualité du
signal et la stabilité de la calibration. Le syste@xyLite® a déja été utiliséans le domaine
de la PDT*1¢417)

Ces deux systemep@, Histographd’Eppendorf® et OxyLite®) permettent une mesure
absolue de la pfmais, du fait de leur caractere invasif, peuvedtire des perturbations du
micro-environnement tumoral, provoquer des saigmesnet sont difficilement utilisables

pour des tumeurs profondes, non accessibles.

» Spectroscopie proche infrarouge.

La spectroscopie proche infrarougiise de la lumiere située dans le proche ininge
(700-1000 nm), qui péneétre le tissu profondémerdtteCtechnique permet un suivi de
I'oxygénation intratumorale, en temps réel et deigr@ non invasivé**®. Dans le proche
infrarouge, I'oxyhémoglobine et la déoxyhémoglobprésentent des spectres d’absorption

caractéristiques et tres différents. Le degré djéxpation peut étre estimé a partir de la
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concentration d’oxyhémoglobineet d’hémoglobine totale (déoxyhémoglobine +
oxyhémoglobine). Cette méthode ne permet pas,v@mcie, d’obtenir de mesure absolue de
la pQ..

* Sondes exogénes de I'hypoxie

Les dérivés du 2-nitroimidazole, tels le pimonidaz6EF3 et 'EF5 (E pour étanidazole
et F indiguant le nombre d'atomes de fluor), irfjegdar voie i.v., forment des adduits avec les
macromolécules (essentiellement des protéinesgpies dans les cellules hypoxiques viables
(pO,<10 mmHg), et ce, de facon proportionnelle au degrgpoxie“*?).

La détection de ces adduits peut se faire par elusi méthode$™® mais la plus
couramment utilisée reste I'immunohistochimie, quilise des anticorps monoclonaux,
couplés a un fluorochrome (dont les caractérisiggpectrales doivent étre bien distinctes de
celles du PS), spécifiques de la sonde d’hypoxiksér, qui se fixeront sur les adduits
formés. Cette méthode de révélation présente ltagen de fournir des informations
concernant la répartition spatiale des zones hypes dans les tumeurs, mais ne permet pas
de suivre I'évolution de I'oxygénation tumorale d&niere continue ou répétée dans une

méme tumeur.

Si un tel marquage des zone hypoxiques a été tgjatiisé en PDT*?% 42 j| convient
de noter que la PDT peut induire des dommages laasgs1 Par conséquent, il importe de
choisir scrupuleusement le moment d’injection dedade, et éventuellement, des témoins
d’expériences appropriés, afin de discriminer eatre absence de marquage due a I'absence
d’adduits (preuve d’'une bonne oxygénation) et urseace de marquage due aux dommages

vasculaires, qui pourraient empécher la délivratesesondes au niveau tumoral.
: p Z4 o 13, 422)
* Imagerie par résonance magnétique nucléaire (IRM§4 /
La méthode la plus utilisée actuellement est cdisée sur I'aimantation de
I’'hémoglobine. Alors que I'oxyhémoglobine n'est madive en RMN, la déoxyhémoglobine

est active, car fortement paramagnétique, et agitnce agent de contraste endogéne de

I'oxygénation sanguine. Il s'agit de I'effet BOLBlpod Oxygen Level Dependpfit®.
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* Résonance paramagnétique électronique (RPE).

Il s’agit d’'une méthode de résonance magnétiquedgtiecte uniquement les especes
présentant des électrons célibataires. Malgrériectere paramagnétique de I'oxygene, celui-
ci ne peut étre directement détecté par KPE L'oxymétrie par RPE repose donc sur une
meéthode indirecte : un radical «espiorexg( nitroxydes, radicaux triarylméthyl, lithium
phtalo/naphtalo-cyanines) est introduit dans Idemilet 'oxygene présent agit de maniére
inversement proportionnelle & sa concentrationlswemps de relaxation du radicat®).
Cette technique offre une réponse linéaire surettaigamme pathologique de p& permet
d'obtenir une réponse rapide et reproductible. hamp radiofréquence utilisé peut pénétrer
dans les tissus jusqu’a 10 mm (profondeur invers¢npeoportionnelle a la fréquence

utilisée)“?*. Cette technique a montré son intérét dans le thenuke la PDT*® 42°)

e Marqueurs endogénes de I'hypoxie

La compréhension des mécanismes moléculaires sqdé I'hypoxie a conduit a
l'identification de protéines dont la présence @etla quantité sont le reflet de I'état
d’oxygénation des tumeurs, et qui pourraient ddre @ilisées comme marqueurs endogénes

de I'hypoxie, comme HIF4d, le transporteur de glucose GLUT-1 ou le VEGE
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Il O BJECTIFS

Ce travail de thése avait pour but de développerauveau PS ciblant spécifiguement
les cellules endothéliales angiogéniques, par emy@ph un peptide spécifique de récepteurs
au VEGF, afin de potentialiser I'effet anti-vasdrdade la PDT. Ce travail de thése comporte

guatre parties.

La premiére partie expose la conception, la synthése, la purificatieh les

caractérisations chimiques et photophysiques d&Sceonjugué.

Une étudein vitro, sur cellules HUVEC, fait I'objet d’'unédeuxieme partie dans
laquelle sont présentés I'impact du greffage duigepsur la cytotoxicité a I'obscurité du PS,
sa cinétique d’incorporation intracellulaire, sdfinité pour les récepteurs au VEGF et son

activité photodynamique.

La troisieme partie de ce travail correspond a I'étuhevivo de ce PS conjugué chez
la sourisnudexénogreffée en ectopique par un modeéle de gliomlenry87, dont des travaux
précédents au laboratoire ont montré la riche \lagsation.

Tout d’abord, nous nous sommes attachés a casmtéde modeéle en terme
d’expression de NRP-1 et de VEGF diffusible.

Ensuite, nous avons étudié la pharmacocinétiquenyatique du PS conjugué et sa
biodistribution, suite a une injection i.v.

Les conditions de PDT (dose de PS, fluence, irredipont été optimisées par une
approche originale utilisant les plans d’expériance

En utilisant cette condition de PDT optimale, lieficité du traitement avec le PS
conjugué a été comparée a la PDT utilisant le RS aomjugué, par suivi de la croissance
tumorale apres PDT. L'effet anti-vasculaire a &#@neé par suivi du flux sanguin pendant

PDT et marquage immunohistochimique des celluldet@liales 24 heures apres PDT.

Les peptides peuvent étre dégradesiivo par des peptidases, ce qui, dans notre
stratégie, diminuerait fortement la sélectivité m#re PS pour les néovaisseaux. Dans une
guatrieme partie sont ainsi présentées les conclusions d’'une élaedsabilitéin vivo etin

vitro du PS conjugué.
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IV RESULTATS

IV.1 SYNTHESE ET ETUDE PHOTOPHYSIQUE

IvV.1.1 Introduction

Le PS utilisé comme base de notre nouveau PS aghjest la 5-(4-carboxyphényl)-
10,15,20-triphényl-chlorine (notée TPC par la ui@est un PS de®?® génération de type
chlorine, avec des propriétés photophysigues issérdes. De plus, la présence d'un
groupement carboxyle permet un couplage aisé stwnlietion amine d’'un peptidejia la
formation d’une liaison amide.

Le peptide utilisé comme molécule ciblant les réeeys au VEGF (H-Ala-Thr-Trp-
Leu-Pro-Pro-Arg-OH, noté ATWLPPR, voiableau 6 page 43) a été identifié pphage
display sur un anticorps anti-VEGF censé mimer le siteremnnaissance du VEGF sur
VEGFR-2/KDR. Il a ainsi été présenté dans la ktére comme spécifigue de KDR
(278 ATWLPPR déplace la fixation du VEGF & des ceuléovaires de hamster transfectées
avec KDR (IG~80 pM) ©@™® : il inhibe spécifiquement la prolifération de loés
endothéliales induite par le VEGF de maniere dageeddante, et inhibe I'angiogendse
vivo dans un modéle de cornée de lapifi.

Le site d’attachement du PS sur le peptide a étésicen N-terminal, d’'une part pour
des facilités de couplage lors de la synthése gupast solide, et, d’autre part, de maniére a
laisser libre I'arginine présente en position Gyterale, cruciale pour l'affinité du peptide. En
effet, un Ala-scan réalisé sur le peptide ATWIR,»R a montré que le remplacement de
l'arginine par une alanine supprimait totalemeattivité du peptide. L’'ordre d’importance
des autres acides aminés est le suivant : LaJ,W, et R,), avec des pertes d’'activité de 69,
39, 35, 30 et 16%, respectivement, suite au rerapiaat par une alanid&®. Si le peptide
ATWLPPR n’a pas été sélectionné a partir de laaéceldu VEGF, mais par une stratégie de
phage displayil est intéressant de noter qu’il présente undlaiité de séquence en acides
aminés avec I'exon 8 du VEGF (PPR et PRR, resparoént) Figure 6A page 20). A noter
gu’'un autre peptide se liant a la NRP-1 (TKPRIR|eau 6 page 43) présente également cette
similarité de séquence.

Le PS et le peptide présentent des masses mokésut@mmparables (environ 661 et

840 g/mol, respectivement). Afin de limiter I'encbrament stérique du PS sur le peptide, qui
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pourrait affecter l'affinité de ce dernier pour I88GFRs, un bras espaceur (acide
aminohexanoique ou aminocaproique, Ahx) a étéétpour coupler les deux molécules. La
nature et la longueur de ce bras peuvent influetasaapacité de reconnaissance du peptide
(427, 428) | 3 molécule TPC et le PS conjugué TPC-Ahx-ATWLP&IRt représentés sur la
figure 29

La synthése du composé TPC-Ahx-ATWLPPR a été émle collaboration avec le
Dr Régis Vanderesse (Laboratoire de Chimie Physiaeromoléculaire (LCPM), Ecole
Nationale Supérieure des Industries Chimiques (ElNSNancy-Université). Les étapes de
purification et les études photophysiques ont #fiéciées sous la direction du Dr Céline
Frochot (Département de Chimie Physiqgue des RémctiDCPR), ENSIC, Nancy-
Université), sauf pour la caractérisation en biphajui a été faite par I'équipe du Pr Mireille
Blanchard-Desce et du Dr Martijn Werts (groupe Bgae et Electrosynthése Organiques,
Institut de Chimie, Université de Rennes). Les ys&d par spectrométrie de masse ont été
réalisées par le Laboratoire de Spectrométrie desMat de Chimie Laser, dirigé par le Pr

Jean-Francois Muller, a Metz.

Bras espaceurAhx

a b 9 _
N Lo S OB //\\ ,
A A b LA~ gy
*\\\| ‘\\N/"=/[ r"'l'l\ k. );h_ 2 hﬁc
,J\ /== l| MH HE AJ - i h
lI“]//NH HN\ rJ ﬂf_ (/J" I_I \: }-—If’/ ( o
LB T N/ a9 M-

Peptide
ATWLPPR

Figure 29. Structure chimique des molécules TPG) et TPC-Ahx-ATWLPPR (b). Il existe deux isomeres
de chacune de ces molécules, correspondant a la wétlon d’une double liaison a I'un des emplacements
indiqués par les fleches. Un seul isomére est regenté ici.
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IV.1.2 Matériel et Méthodes

IV.1.2.1 Synthese peptidique sur phase solide

La chimie peptidique fournit les méthodes d’acimatdes groupes carboxyliques et
de couplage, et d’élimination des groupes protestdimitant les réactions secondaires
indésirables. Si la synthese peptidique peut se fam phase liquide, Bruce Merrifield a
révolutionné le domaine en 1963 avec sa technigusydthése sur phase solide (SPPS), pour
laquelle il recoit le prix Nobel en 198%°. Chacune de ces méthodes (solution, phase solide)
posséde ses propres avantages. Méme si la syrghéselution ne requiert pas une étape
supplémentaire de clivage de la résine et permabtehir de plus grandes quantités de
produit, nous avons, quant a nous, retenu une &g@atlsur phase solide, facilement
automatisable, qui simplifie les étapes de putiica intermédiaires (simples lavages) et
finale, et qui permet une réaction complete grage axces de réactifs.

Cette méthode utilise une résine insoluble, surdfg sont greffés successivement les
différents acides aminés qui composent le peplidesynthése se fait du C- vers le N-
terminal, a 'opposé de la synthese protéique ggribosomes. La résine (qui gonfle dans des
solvants de type dichlorométhane) est placée danstacteur, dans lequel on fait passer
successivement un solvant contenant chacun dessamiminés et des catalyseurs de couplage,
en exces. La résine sur laquelle est greffé leigemn croissance est maintenue dans le
réacteur, tandis que, a la fin de chaque étapelagages permettent d’éliminer les réactifs
n'ayant pas réagiHigure 30. Le temps de synthése en est considérablememt (éthutant
plus que le systeme peut étre automatis€), et petaet de simplifier les étapes de

purification ultérieures.

Pour la synthese en phase solide, il faut :

» Disposer dggroupements protecteurs de la fonction -Nkla engager dans la prochaine
liaison peptidique, qui puissent étre enlevés d$ip@ement entre chaque étape de
couplage, sans toucher aux protections latéralesaéthode Merrifield classique utilise le
groupement Boc tértio-butyloxycarbonyle), labile en milieu acidee.§. acide
trifluoroacétique, TFA). Le clivage final du peptidde la résine requiert l'utilisation
d’acides forts€.9.HF), dont l'utilisation est délicate. Nous avongqt a nous retenu une

stratégie de typeFmoc (N-(9-fluorényl-méthoxycarbonyle))**?, labile dans des
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conditions basiques doucesd.20% pipéridine dans de la diméthylformamide, DMB).
déprotection des chaines latérales des acides sufpn@tégées par des groupes de type
tertiobutyl) et le clivage du peptide de la réssoat effectués en présence de TFA, et de
pieges a especes réactives (phénol, thiols, silaaag qui capturent les carbocations et
radicaux formeés et les empéchent de se fixer swites sensibles du peptide.

* Et, disposer d'une stratégdactivation de la fonction -COOH de l'acide aminé a
introduire dans le peptide, qui permette des remaésnde couplage supérieurs a 99%.
L'activation classique d'un acide aminé consisteeraplacer le H du COOH par un
groupement bon partant. Les solutions courantes Katilisation d'esters activés ou
d'anhydrides symétriques. La réaction doit étrédeapt totale, aussi travaille-t-on avec de
larges excés molaires d'acides aminés actives1(®@.aNous avons retenu une stratégie
utilisant les esters activés d’hydroxybenzotriazdl©Bt) formésin situ, en utilisant le
réactif de Knorr (trifluoroborate de 2-(1H-benzapole-1-yl)-1,1,3,3-tétraméthyluronium,
TBTU) “*V. La présence de HOBt semble diminuer les réactisesondaires de
racémisation. Une amine tertiaire.q. diisopropyl-éthyl-amineDIEA) est utilisée pour

capturer le contre-anion PF

Notre protocole expérimental est le suivant. Lane¢Fmoc-Arg(Pmc)-Wang résine)
est placée dans le réacteur, et gonflée. Le grémpec présent en position N-terminale de
I'arginine est enlevé en traitant la résine avedadpipéridine (20% dans de la DMF). Les
acides aminés sont alors successivement grefféajogtant du Fmoc-aminoacide (3 éq.),
TBTU (3 ég.), HOBt (3 éq.) et DIEA (9 éq.) dans ldeDMF, en réalisant des doubles
couplages (temps de couplage d’environ 20 min ahadlefficacité des couplages est suivie
par test a I'acide trinitrobenzene sulfonique, densiéthanol, sauf dans le cas des couplages
impliquant une proline, pour lesquels nous avorniisé@tun test aup-chloranile, dans
'acétone. Si I'acide aminé a bien été greffé aptiple sur la résine, le groupement N-terminal
est bloqué par un Fmoc, et les billes de résinemescolores ; dans le cas contraire, elles se
colorent en orange. Des lavages sont alors effeqiaér éliminer les réactifs en exceés et le
groupement Fmoc de l'acide aminé nouvellement §reft enlevé avec 20% de pipéridine.
On répéte le protocole ci-dessus pour greffer ssieement tous les acides aminés et le bras
espaceur acide aminohexanoique (pour la syntheseAldeATWLPPR et TPC-Ahx-
ATWLPPR). Les groupements latéraux du tryptophaneéeela thréonine sont protégés par
des groupements Boc déertio-butyl, respectivement. Pour la synthése de TPC-Ahx

ATWLPPR, I'étape suivante consiste a greffer le R&us utilisons 2 €g. de TPC, en simple
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couplage (afin de limiter la quantité de PS, retatient onéreux), mais avec un temps de
couplage plus long (de I'ordre de 16 heures). Aecéttape, un soin particulier est apporté afin
d’éviter tout contact du PS avec la lumiere.

La résine est ensuite séchée sous vide en dessicgandant au moins 3 heures, puis
la molécule (ATWLPPR, Ahx-ATWLPPR ou TPC-Ahx-ATWLRP est clivee de son
support avec un mélange TFA(82,5%) /phénol(5%péhisole(5%)/1,2-éthanedithiol(2,5%)
/leau(5%), avec refroidissement dans du méthandiGalérs de I'ajout de la solution de
clivage a la résine, puis agitation a températanbiante pendant 1h30. ATWLPPR et Ahx-
ATWLPPR sont précipités dans I'éther, remis en tsmi puis lyophilisés avant purification.
TPC-Ahx-ATWLPPR est récupéré directement pour lesipations.

O 0O R
. OJLNJ\”—EO HO@O

O :
R
OH
o) mec gy
H

8 OJ\H)TOLQO

T
MNH
Deprotection
+ co, + <_/NH
. |
o]
= HMN o]
© - ’o—Ff(NFez)3
oH N,
frnoc—MN + Moo+ MR
H N/f
Further cycles 0]
of deprotection

and acylation Acylation

OH
/
I\J\

Wash N/’N + O=P(NR;); (+ Excess reagents)

Qg
H
o} &l s}
" H

j CF,COH

e ) e
- T o)
§

CF,CO,H . HyN . OH
R" i 8]

Figure 30. Schéma des étapes de la synthése peptigi en phase solide. La fonction amine du peptidene
croissance est d'abord déprotégée, puis on ajoutatide aminé suivant activé en C-terminal. La résia est
alors lavée pour éliminer I'excés d’acide aminé ng’étant pas couplé sur la résine. Les étapes préetdes
sont alors répétées pour I'addition de chacun descales aminés suivants (du C- vers le N-terminal).
Lorsque tous les acides aminés ont été coupléspkptide est déprotégé en N-terminal, puis un traiteent
acide au TFA enléve les protections latérales du ptde et le libere du support solide. Le peptide ¢s
ensuite purifié puis caractérisé.
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IV.1.2.2 Purifications

Suite a la séparation du support solide, le mélamgenu doit contenir notre molécule
(ATWLPPR, Ahx-ATWLPPR ou TPC-Ahx-ATWLPPR), mais peaussi étre composé
d’autres peptides, notamment des peptides deiatélét des peptides ayant subi des

modifications sur les chaines latérales ou degiodecd' oxydation.

Nous effectuons donc une purification par chromaplie liquide haute performance
(HPLC) en phase inverse, avec une colonne semapatépe RP-18 (250 x 10 mm, 5 um,
Apollo Alltech).

Le peptide ATWLPPR et le peptide couplé au bramespr Ahx-ATWLPPR sont
purifiés en utilisant un gradient d’eau-TFA 0,1%)((A) et d’acétonitrile (B) (25 a 100% de
B en 30 min), avec un débit de 4 mL/min et une ai&te par absorbance a 280 nm sur un
détecteur UV-visible SPD-10A (Shimadzu). Les congisasont ensuite lyophilisés et gardés a
—20°C.

TPC-Ahx-ATWLPPR est purifié sur la méme colonnecave gradient d’eau-TFA
0,1% {/\) (A) et de méthanol (B) (75 a 100% de B en 15 miis 100% de B), avec détection
par absorbance a 280 et 415 nm. TPC-Ahx-ATWLPPRestipité dans I'hexane, séché et
dissout dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) a une eatration de 2 mM, aliquoté et gardé a

I'obscurité a —20°C.
IV.1.2.3 Caractérisations chimiques
IV.1.2.3.1 Spectrométrie de masse

La vérification de I'obtention de ATWLPPR, Ahx-ATWAPR et TPC-Ahx-
ATWLPPR a été faite par spectrométrie de masse MALOF (matrix-assisted laser
desorption ionization —time of flightLa technique de MALDI permet une ionisation deuc
des composeés étudiés, qui sont désorbeés par kageisdune matrice déposée sur une surface
meétallique. Les molécules sont ionisées puis arak/sen fonction de leur rapport
masse/charge par un spectrometre a temps de vél)(EO utilisant la propriété de déviation
d’'une particule chargée dans un champ électrigas.cbnditions expérimentales utilisées ont

été détaillées dans une de nos publicatitis
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IV.1.2.3.2 Résonance Magnétique Nucléaire

L’identité de ATWLPPR et Ahx-ATWLPPR a égalemené &€rifiée par RMN du
proton a 200 Hz, en solution dans du DMSO deut#réc une concentration d’environ 10
mM. La RMN consiste a faire passer le moment magneinucléaire du niveau de plus basse
énergie a celui de plus haute énergie («retournesram spin) par absorption d’un photon :
lorsque I'énergie du photon (et donc la fréquened'@ahde électromagnétique) permet cette
transition, il y a résonance. La transition du sgéns son retour a I'équilibre (la relaxation)
entraine I'émission d'une onde électromagnétiquepqut étre détectée par un capteur.
L'environnement chimique des atomes d'hydrogéne sguit reliés chimiquement aux
molécules de I'échantillon influent sur la fréequeme résonance de ceux-ci. On utilise le
«déplacement chimique», nai¢et exprimé en parties par million (ppm), qui 6&re a une
fréquence de retournement de spin étalon, cellg&taméthylsilane, que I'on introduit dans

I'échantillon :5 = 1 000 000 X\(tétraméthylsilane_ V) /Vtétraméthylsilane
IV.1.2.3.3 Caractere hydrophile/hydrophobe

Le caractere hydrophile/hydrophobe d'une molécul&rapeutique est relié,
notamment, a son absorption, sa biodisponibili) sétabolisme ou sa toxicité. Nous
I'avons quantifié pour TPC et TPC-Ahx-ATWLPPR paieuméthodashake flasket, de facon
gualitative, par HPLC, en comparant les temps tlenté®n des composés dans les mémes
conditions chromatographiques.

. Coefficient de distribution octanol/PBS (pH 7,4)

Le coefficient de distribution D (exprimé sous fanog D) permet d’estimer le
rapport de solubilité d’'un composé dans un solepataire (généralement, I'octanol) et dans
un solvant polaire (dans notre cas, le PBi&sphate buffered salinpH 7,4). Nous avons
utilisé une méthodshake flaskavec une détection par HPLC, comme détaillé demesde

nos publication§*?.

. Chromatographie Liquide Haute Performance (HPLC) enphase inverse

Nous avons également utilisé la HPLC comme méthatiestimation de

I'hydrophobie. Les conditions chromatographiquest similaires a celles utilisées pour la
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purification, mais sur colonne analytique (250 & liym, 5 um, Apollo Alltech), avec un débit
de 1 mL/min. Cette méthode permet de comparer yesophobies relatives de TPC et de
TPC-Ahx-ATWLPPR,via leur temps de rétention dans la colonne chromapbggue (en
phase inverse, les composeés les plus polairestsuins retenus sur la colonne, et donc élués

en premier).

IV.1.2.4 Caractérisations photophysiques

IV.1.2.4.1 Absorption UV-visible

Les spectres d’absorption UV-visible de TPC et TH&E-ATWLPPR dans I'éthanol
ont été déterminés sur un spectrophotometre P&lkirer Lambda 2. L’absorbance (A), ou
densité optique (DO), est définie comme : A= DOg ld/l), ou b représente lintensité
incidente et | l'intensité transmise. L’absorbadeela solution de PS étudiée est déterminée a
chaque longueur d’onde comprise entre 300 et 8QGafimd’obtenir un spectre d’absorption
sur cette plage.

Les coefficients d’extinction molaire (mor*.L.cm?), caractéristiques des propriétés
d’absorption intrinséques des PS a une longueurdé’d donnée, peuvent alors étre déduits,
connaissant la concentration de PS dans la sol@ioan mol.[*) et la longueur du trajet
optique (I, en cm) en utilisant la relation de Beambert :

A =log (l/l) = e.l.c

IV.1.2.4.2 Fluorescence

Les spectres de fluorescence ont été obtenus lesantiun spectrofluorimetre SPEX
Fluorolog-3, thermostaté a 25°C, équipé d'une lan§@mon 450 W et d'un double
monochromateur. Afin de ne pas avoir d’effet deupeébsorbance des solutions est
maintenue inférieure a 0,20 £ 0,02. Nous utilisong solution aqueuse de fluorescéine a 0,16
mg.L* comme référence (afin de s'affranchir d’éventigellariations d'intensité de la source
lumineuse), une excitation a 415 nm, une largeratele passante de 1,885 nm et un temps

d’intégration d’une seconde. Les rendements quaesigle fluoresceney,, de TPC et TPC-
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Ahx-ATWLPPR sont déterminés dans I'éthanol, enisaiit la tétraphénylporphyrine (TPP)

(Pruo= 0,11 dans le toluert®®) comme référence:

| A ’
D awo=P+ x1 xTxelyf N
ue otred [ ref A Nref

Ou: A et Aessont I'absorbance a 415 nm de I'échantillon etad€RP, respectivement
| et e sont les aires sous les spectres de fluorescemice €00 et 750 nm de
I'échantillon et de la TPP, respectivement
N et Rer sont les indices de réfraction des solvants asligour I'échantillon et la TPP,

respectivement (N = @hanoy= 1,361 ; Nef = N toluene)= 1,496).
IV.1.2.4.3 Rendement quantique d’oxygene singulet

Les PS étudiés sont excités a 'aide d’'une lampwK& arc placée sur un SPEX 1680
possédant un double monochromateur de 0,22 pmurhanéscence de I'oxygene singulet,
suite a une excitation a 415 nm, est ensuite mesuE70 nnvia un monochromateur PTI
S/N 1565 grace a un détecteur IR de la sociétéhNowoast Scientific refroidi a I'azote liquide
(modéle EO-817L). Les rendements quantiques d’axggeénguletd, de TPC et TPC-Ahx-
ATWLPPR sont déterminés dans I'éthanol et le clitoroe, en utilisant le rose bengal
(Da= 0,68 dans I'éthanof*¥) et la TPP ¢,=0,55 dans le chloroform&®) comme

références, respectivement :

— | Aef
= X——X—
O (DA(ref) [ ref A
Ou: A et Asssont 'absorbance a 415 nm de I'échantillon etadesférence (rose de bengal
ou TPP), respectivement
| et les représentent l'intensité du pic de luminescent2@ nm de I'échantillon et de

la référence, respectivement.

L’absorbance de la TPP ainsi que celle des compiségs est maintenue inférieure

a 0,20 = 0,02 pour toutes les longueurs d’'onde.
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IV.1.2.4.4 Sections efficaces d’absorption a dethoppns

Les sections efficaces d'absorption a deux phdtooigeso,, exprimées en Goppert-
Mayer, GM = 10° cni.photort.s1) de TPC et TPC-Ahx-ATWLPPR sont déterminées en
mesurant la fluorescence induite par excitatiorhdipnique, par rapport a une référence
(10* M de fluorescéine dans 0,1 M de NaOH). La soufexecitation est un laser titane-saphir
fonctionnant en régime impulsionnel femtosecondede de I'impulsion 150 fs, cadence 76
MHz). Les longueurs d'onde utilisées se situentee®00 et 920 nm, et la puissance
d'excitation est inférieure a 30 mW (modulée parfilres de densité neutres, et mesurée par
une photodiode). Le faisceau laser est focalis@upawbjectif de microscope (10x, NA 0,22)
dans la cuve contenant la solution, et le mémectbjeicolte la fluorescence générée
(microscopie a épifluorescence). Le passage atersag’'un miroir dichroique (Chroma
780dcxruv), qui réfléchit toutes les longueurs dieninférieures a 780 nm, d'un filtre
d'émission (Chroma e750sp-2p), qui absorbe ledugsie la lumiere excitatrice, puis d’une
lentille achromatique, va permettre la détection lde fluorescence générée par un
spectrometre CCD (BW-TEK BT112E). Pour chaque lengud'onde d'excitation et pour
chaque échantillon, il est vérifié que lintensdé@ signal de fluorescence montre une
dépendance quadratique vis-a-vis de la puissamceidition. La dépendance quadratique
montre que c'est bien une excitation biphotonique est a l'origine de la fluorescence
observée, et que nous travaillons dans un réginiendyla pas de contributions de saturation
ou de photoblanchiment au signal.

Les sections efficaces sont déterminées par cotsparavec la référence (indice R)

(436) an utilisant la formule suivant&” :

(0:B)  Mouraiz 7 Cr ix ( F ) ( F )
E

(EJ(I))R FJ.'I:q:-l:-.'lml ”é‘. C L xP:,

Ou: @ estle rendement quantique de fluorescence
Nspectral©St UN parametre permettant de rendre compte déplendance de la réponse
de I'optique (filtres, détecteur) a la longueurntie
n est l'indice de réfraction du solvant
C est la concentration
P est la puissance d’excitation moyenne

F est le signal de fluorescence mesuré
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IV.1.3 Résultats et Discussion

IV.1.3.1 Synthese, purifications et identité chimige

La synthése sur support solide nous a permis diobtdes composés bruts
relativement purs, comme en témoignent les profilsomatographiques relativement
«propres» enregistréBigure 31), en particulier pour le peptide ATWLPPR. L'idastde nos

molécules a éteé vérifiee par spectrométrie de m@sgare 32 et par RMN Tableaux et
10).

a " ATWLPPR TPC-Ahx-ATWLPPR

| TS

/ \ TPC-Ahx-ATWLPPR |

|

Yy h e s : B

' (\ s 8
. % d e H
5 & & / 4 & 2 8o
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Figure 31. Profils chromatographiques de ATWLPPR, Ax-ATWLPPR et TPC-Ahx-ATWLPPR avant
purifications, avec détection par absorbance a 280u 415 nm. (a) ATWLPPR a 280 nm. (b) Ahx-
ATWLPPR & 280 nm. (c) TPC-Ahx-ATWLPPR & 415 nm. (d)TPC-Ahx-ATWLPPR a 280 nm.

On peut noter que TPC-Ahx-ATWLPPR est éluée sousidod’'un double pic en

HPLC (Figure 31, du fait de I'existence de deux isomeéres de catikécule, résultant de son
caractere asymetriquEigure 29 page 87).
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Figure 32. Spectres de masse MALDI-TOF de ATWLPPRZ gauchg et TPC-Ahx-ATWLPPR (a droite),
apreés purifications.

Tableau 9. Déplacements chimiques des protons de WLPPR dans le DMSO deutéré.

NH a-H B-H y-H o-H autres
Ala 3,95 1,05;1,03
Thr |8.36 4,33 3,95 1,04
Trp |7.88 4,56 3,10;3,01 5H=6,95 ; 2H,6H=6,97; 71367
4H=7,53; 1H=10,79
Leu |8.11 4,53 1,58;1,24| 1,27 0,86
Pro 4,53 2,1;19 1,80 3,49
Pro 4,33 20;18 1,90 3,56
Arg |8,00 4,13 1,82 1,52 3,10 e-NH=7,52

Tableau 10. Déplacements chimiques des protons d&XAATWLPPR dans le DMSO deutére.

NH a-H B-H y-H o-H autres
Ahx |[8,15(NHs+) c=1,26; b,d=1,51; a=1,91; e=2,13
Ala |[8,01 4,33 1,17 ;1,15
Thr |7.51 4,19 3,98 0,98
Trp |7.72 4,54 3,12;2,98 5H=6,96 ; 2H,6H=7,04 ; 7H5]
4H=7,31 ; 1H=10,78
Leu |8,00 4,52 1,6;138 | 1,60 0,85
Pro 4,51 1,91;1,80( 1,78 3,68
Pro 4,33 2,05;1,83| 1,91 3,70
Arg |7.65 4,18 1,61 1,52 3,09 e-NH=7,52

Nous avons démontré la faisabilité de coupler undBSype chlorine a un peptide
greffé sur support solide, sans dommages a laioklomalgré les conditions acides de
clivage. D’autres études ont également utiliséecatéthode de synthese sur support solide

pour le couplage d’un PS & un peptitféd*4?)
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IV.1.3.2 Caractere hydrophile/hydrophobe

La méthodeshake flasknous a donné des valeurs de DgH 74de 2,5+0,2 et de
2,610,2 pour TPC et TPC-Ahx-ATWLPPR, respectivem&ette méthode ne nous donne
donc pas des valeurs significativement différetese ces deux composeés, et montre qu’ils
sont trés hydrophobes. La méthode HPLC, plus mrécimontre cependant que I'ajout du
peptide ATWLPPR diminue le caractére hydrophobd&8yucomme en témoignent les temps
de rétention respectifs de TPC-Ahx-ATWLPPR et TRE (16,0 et 16,6 min pour les deux
isomeres de TPC-Ahx-ATWLPPRg 18,7 et 19,4 min pour les isomeéres de TPC).

IV.1.3.3 Caractérisations photophysiques

IV.1.3.3.1 Absorption, fluorescence et génératiolxi/gene singulet

Les profils spectraux d’absorption et d’émissionflderescence sont conservés entre
TPC et TPC-Ahx-ATWLPPR. Les spectres d’absorptidn d&mission de TPC-Ahx-
ATWLPPR dans I'éthanol sont représentés sufigare 33 Le spectre d’absorption est
caractéristique d’une chlorine, avec un dédoubleérdena bande de Soret (non observé pour
les porphyrines), et une forte absorption a 651(lmende Q. De méme, le spectre d’émission
est caractéristiqgue de ce type de composeé, avetanximum d’intensité a 652 nm, et un pic

secondaire vers 720 nm (ce pic secondaire est bepyrdus prononceé pour les porphyrines).
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Figure 33. Spectres d’absorption gauchg, d’émission de fluorescence, suite & une excitati & 415 nm
(milieu) et de luminescence de I'oxygéne singuledrpite) de TPC (aut) et TPC-Ahx-ATWLPPR (bag,
dans I'éthanol.
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Les propriétés photophysiques (coefficients d’etton molaire correspondant aux
différents pics d'absorption, rendements quantiquies fluorescence et de formation
d’oxygéne singulet) de TPC et TPC-Ahx-ATWLPPR ssintilaires Tableau 1)

Tableau 11. Propriétés photophysiques de TPC et TRBhx-ATWLPPR dans I'éthanol.

Coefficient d’extinction molaire (10° mol.L™t.cm™)
Soret Qv Qui Qu Q Bpyo D,
(415 nm) [ (516 nm) | (543 nm) | (598 nm) [ (651 nm)
TPC 76,0 8,0 5,0 4,0 12,0 0,18 0,61
TPC-Ahx-ATWLPPR |74,0 6,8 4,9 2,6 15,0 0,18 0,64

IV.1.3.3.2 Excitation biphotonique

L’absorption a deux photons est un phénomeéne daidéroe ordre tres étudié en
optique non linéaire. Si la densité de photonsypgté de volume et de temps est suffisante,
deux photons se couplent pour induire une tramsitiers un état excité dont I'énergie
correspond a la somme des énergies de chacun de&sptietons. Aprés absorption, les
processus de relaxation et d’émission sont les mégue ceux de la fluorescence a un
photon. Cette approche présente plusieurs avantagesfinement du volume traité avec
limitation des photodommages aux tissus sains dtemne pénétration dans les tissus avec

une excitation dans le proche infrarouge.

'\ TPC 104"\ TPC-Ahx-ATWLPPR
12 — g
= 107 =
O g O 64
&' B
6 — 4 —
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Figure 34. Spectres d’excitation biphotonique de T€ et TPC-Ahx-ATWLPPR dans I'éthanol.
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Comme on peut le noter surflgure 34 les spectres d’absorption biphotonique de TPC
et TPC-Ahx-ATWLPPR présentent un maximum d’absorptiphotonique vers 810 nm. Les
sections efficaces,; maximales de TPC et TPC-Ahx-ATWLPPR sont prockeslordre de
10-16 GM. En comparaison, les valeurs correspoedapbur des hypocrellines (validées
comme agents potentiels pour une excitation biphqtee) a 800 nm sont de I'ordre de 20-35
GM 42 - pour le Photofrin® , cette valeur est de l'ordfe 10 GM“*®. Nos composés
présentent donc des sections efficacesnon négligeables, mais cependant non idéales,
puisque des valeurs supérieures a 100 GM sont @éngnt attendues. Des valeurs plus
importantes (3 000 a 10 000 GM) peuvent étre olgenen utilisant des assemblages
dimériques de P%* 4 : ces études ont également montré la possibiktéyénhération

d’oxygéne singulet suite a I'excitation biphotorequ

IV.1.4 Conclusions

Nous avons démontré faisabilité de coupler un peptide a un PS sur support solide.
La méthode de purification par HPLC que nous awiésloppée permet I'obtention du PS

conjugué avec uneaute pureté

Le composé TPC-Ahx-ATWLPPR obtenu est relativentgmirophobe, tout comme
TPC (caractere hydrophobe comparable, selon la adétbhake flask mais, d’apres la
méthode HPLC, plus précise mais non quantitativest Iégeremenplus hydrophile que
TPC.

Le PS conjugué présente dearactéristiques photophysiques comparableavec
celles de TPC, ce qui démontre que le couplageegtide n’a pas d’influence sur celles-ci.
Les deux PS peuvent étre excités en mode biphatenigais les sections efficaces
correspondantes sont trop basses pour envisagiablément d'utiliser ces PS tels quels

pour des étudds vitro ouin vivoen mode biphotonique.
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I\V.2 ETUDE IN VITRO

Apres obtention et caractérisation du composé rebBel’étape suivante de ce travail a
consisté en son étude vitro, sur des HUVEC. Nous avons vérifié que ces cdlule
endothéliales exprimaient les récepteurs VEGFR-BK& NRP-1, dans nos conditions de
culture, par cytométrie de flux et Western blogpectivement. Une étude comparative avec
TPC a montré pour TPC-Ahx-ATWLPPR :

» Une cytotoxicité a I'obscurité moindre, pour toutes les concentrations testées. Des
concentrations inférieures a 5 UM avec un tempscdbation de 24 heures montrent un
pourcentage de survie des HUVEC supérieur a 8%%g s deux composés et ont été
utilisées pour la suite des études ;

* Uneamélioration de l'incorporation d’un facteur pouvant aller jusqu’a 25 ;

» Cette incorporation cellulaire ediminuée de 57+4% en présence d’'un exces de peptide
ATWLPPR, compétiteur pour les récepteurs au VE@Fw corrobore I'implication de
ceux-ci dans le mécanisme d’incorporation ;

» Et, uneactivité photodynamique (LDsg) améliorée d’un facteur 10.

Afin de vérifier la reconnaissance de KDR par Iptpe ATWLPPR, nous avons
réalisé des tests de compétition avec du VE&bBiotinylé pour la reconnaissance du
récepteur KDR recombinant. De fagon surprenantejs navons noté une absence de
déplacement de fixation du VEGE biotinylé méme a des concentrations de peptides de
'ordre du mM, alors que le peptide a initialemété décrit comme déplacant la liaison du
VEGF & KDR, en se fixant sur ce dernéf. En revanche, ATWLPPR se fixe sur la NRP-1
(ICs= 19 uM), de méme que TPC-Ahx-ATWLPPR, méme sifiiéEé du peptide pour le
récepteur est réduite suite au couplage avec I€l@&3 171 uM). Depuis, les auteurs de
l'article ayant permis l'identification du peptidmt montré quATWLPPR ne se fixe pas a
VEGFR-1/FIt-1 ni a VEGFR-2/KDR, mais a NRP-1 et a NRP-2. Un couplage au
technétium en N-terminal abolit la reconnaissare®B&P-2, mais pas de NRF12 349 ce
qui suggere que la molécule TPC-Ahx-ATWLPPR (aweP$ couplé en N-terminal) devrait
uniguement reconnaitre NRP-1.

Cette étude a été publi€e” et est présentée dans les pages suivantes saus for

d'article.
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I\VV.3 ETUDE IN VIVO

Aprés avoir démontré I'efficacitiéa vitro du PS conjugué, nous avons souhaité évaluer
I'efficacité photodynamique de notre molécievivo, sur un modeéle de tumeur richement

vascularisée. Ce travail se subdivise en quatre-patties :

» Caractérisationdu modeletumoral, en terme d’expression du VEGF et de NRP-1

* Pharmacocinétique plasmatique et biodistribution tssulaire suite a l'injection
i.v. de TPC-Ahx-ATWLPPR ;

» Détermination des parametres de PDT(dose de PS, fluence et irradiance
lumineuses), permettant de minimiser la croissdano®rale, par une approche de

plan d’expériences ;

» Et, comparaison de l'activité photodynamique de TPEAhx-ATW LPPR et du
PS non conjugué TPCpar suivi du flux tumoral pendant l'irradiation, mjaage
des vaisseaux 24 heures aprés PDT, et suivi deoigsance tumorale apres

traitement.
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IV.3.1 Caractérisation du modele

IV.3.1.1 Introduction

Nous avons utilisé un modele de gliome malin humeaémogreffé en ectopique chez
la sourisnude Ce modele de tumeur induit par la lignée tumotkd8y est décrit dans la
littérature comme étant résistant a la radiothér&h?, d’our I'intérét d’évaluer sa réponse a la
PDT. De plus, des travaux précédents menés aual@io@ ont montré qu’il s'agit d’'un
modéle richement vascularisé, par marquage immstagfiimique du collagéne INf4°),
Nous nous sommes attachés a caractériser ce muadsl@récisément, en terme de niveau
d’expression de NRP-1, et des taux de VEGF diffas(taux de VEGF humain et murin,

plasmatiques et intratumoraux).
IV.3.1.2 Matériel et Méthodes
IV.3.1.2.1 Modéle animal

Nous avons utilisé pour nos expérimentations desisaude (nu/ny Fox femelles,
pesant 20 a 25 g, provenant de chez Harlan (GaRratce). A leur arrivée a lI'animalerie
centrale de la Faculté de Médecine de Nancy a kg6 semaines, les animaux sont placés
dans des cages contenant de la litiere, par grodg€es ou 6, et recoivent de I'eau et une
alimentation non stérilesad libitum Comme le stipule la Iégislation, les premiéres

manipulations sur les animaux ne débutent quejauks apres leur arrivée.

La lignée U87 (glioblastomemultiforme humain, The American Type Culture
Collection ATCC HTB-14) est conservée a -80°C. Apres déciatig@, les cellules sont
cultivées en monocouche dans des flacons de culei#s cm (Falcon, Dutscher, Brumath,
France), comme décrit précédemm@éfY. Au début de notre série d’expérimentations, des
souris ont été injectées, sans anesthésie, avecellOles U87 dans 100 pL de glucose 5%
(Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France), au nivéada face externe des pattes postérieures
droite et gauch&'®, et ont servi de premiéres souris donneuses.

Par la suite, les souris sont greffées avec dgsneats tumoraux directement issus de

souris donneuses. Lorsque la tumeur d’'une sounsealgse atteint un volume d’environ 1000
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mm?’, elle est sacrifiée par dislocation cervicale gapmnesthésie de I'animal. Le tissu tumoral
est prélevé, rincé dans du sérum physiologique [0&#R46), et utilisé immédiatement. Il est

alors coupé finement, a I'aide d’'un scalpel, deofaé obtenir des fragments d’environ 1 a 2
mm. Les parties blanches, d’apparence nécrosée, éiomnées, alors que les fragments

roses, vascularisés, sont utilisés pour les greffes

Les souris receveuses sont anesthésiées par ec#&anjintrapéritonéale (0,01 mL/g
de poids corporel) de 60 mg/kg de kétamine (Kéggld&anpharma, Fougére, France) et 8
mg/kg de xylazine (Rompun®, Bayer Pharma, Putektance), qui sont un anesthésique et
un myorelaxant, respectivement. L'anesthésie sntdans les 5 a 10 min suivant I'injection
pour une durée d’au moins 30 min. L’animal estsaforté sur une planchette en polystyréne
par ses quatre membres, en décubitus dorsal, aanm®/ ruban adhésif de type Micropore,
3M. Les greffons U87 sont implantés en sous-cutané@iveau du pli inguinal gauche de la
souris, pres de l'artére fémorale. A ce niveaypdau et le tissu conjonctif sont incisés, et les
fragments déposés. Les points de suture cutanéeéstisés avec du fil de suture Proléne 5/0
stérile (Ethicon, Issy-les-Moulineaux, France).’i&sue de I'intervention, les animaux sont
marqués au niveau des oreilles, au moyen d’'un mgstie tatouage (Micro-Tattoo System,
Harvard Apparatus, Les Ulis, France). Cela noussairg@ un marquage définitif de I'animal,
et nous a permis de distinguer les souris présel@es une méme cage (tatouages de 1 a 6
points sur les oreilles). D’apres le fournisselgs anarquages par individu sont également
possibles, au niveau des orteils, mais la douleaur g’'animal et les difficultés pour
'expérimentateur (tant d’'un point de vue du maggjaque de la lecture ultérieure) ne nous
ont pas semblé a la hauteur d’'un bénéfice quelarigas marquages au niveau de la queue
ont également été éliminés afin de ne pas interfévec les injections i.v. ultérieures. Les
animaux sont ensuite placés dans une cage diteéydid», au chaud, et surveillés jusqu’a la

reprise d’'une activité physiologique, aprés quosibnt replacés dans leur cage.

IV.3.1.2.2 Expression de NRP-1 par Western blot

Le protocole pour la détermination de I'expresgpooteéique de NRP-1 par les cellules
U87, en comparaison avec des HUVEC et des cella®$9 apparait dans une de nos
publications ®*?. Briévement, les cellules en culture monocouchet sécupérées par
grattage, lavées avec du PBS froid, lysées dansoeingon de 10 mM TrisHCI (pH 7,4),
1% de 3-[(3-cholamidopropyl) diméthylammonio]-1-pamesulfonate, 2 mM d'acide
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ethylenediamine tétraacétique (EDTA) and 1 mM derflire dep-toluéne sulfonyl (PMSF)
pendant 30 min sur glace, et centrifugées a 15g0@&ndant 20 min a 4°C. La concentration
en protéines totales est déterminée par |®itProtein AssayBioRad, Marnes-la-Coquette,
France), comme décrit précédemm@Ht (p. 114). 25ug de protéines sont chauffées a 95°C
pendant 7 min en présence de 5% 2-mercaptoéthafaidies sur glace et séparées sur un
gel de polyacrylamide 7,5%, suivi d’'un transferéattophorétique sur des membranes de
polyvinylidene difluorideLes membranes sont bloquées avec 5% (w/v) d€Reaiilait) dans
du TBST ({ris-buffered salinecontenant 0,1%"f) Tween-20) (solution de bloquage),
pendant une nuit & 4°C. Elles sont alors incubéeslant 1 heure avec un anticorps primaire
anti-NRP-1 (C-19, sc-7239, Santa Cruz Biotechnald@gpu, Le Perray en Yvelines, France),
dilué au 1/208"™ dans la solution de bloguage. Aprés plusieursaages, les membranes sont
incubées avec un anticorps secondaire anti-chéaupl&€ HRP Iforseradish peroxidaje
dilué au 1/2008™ L’anticorps secondaire est alors détecté ensatili le systéme de
détection ECL (Amersham Biosciences, Orsay, Frane€) une Vvisualisation par
autoradiographie.

Le taux d’expression de NRP-1 des U87 a été compeeé celui dHUVEC et de
cellules A549. Pour s’assurer que la quantité aeépres était identique pour tous les types
cellulaires, les membranes ont ensuite été strijppé@cubées avec un anticorps anti-actine

(sc-1616, Santa Cruz Biotechnology).

IV.3.1.2.3 Taux de VEGF plasmatiques et intratumapapar ELISA

Les taux de VEGF plasmatiques et intratumoraux deszsouris porteuses de tumeurs
U87 ont été mesurés en utilisant des tests ELIS#yfee linked immunosorbent agsay
commerciaux de détection du VEGF humain et murifEDO et MMVOO, respectivement,
R&D Systems, Lille, France). Le protocole ELISA e&alisé selon les recommandations du

fournisseur, et le mode de préparation des éclandib tester est le suivant.

Apres anesthésie des souris, le sang est récupérpopction intracardiaque (voie
para-sternale gauche) dans des tubes, avec de AEBPdmme anti-coagulant (tube
Vacutainer® a bouchon violet, Becton-Dickinson)s ltebes sont agités et conservés sur de la

glace jusqu’a la centrifugation, réalisée moing8@anin apres le prélevement (700 g, 10 min,
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4°C). Le surnageant (plasma) est alors aliquotéoaservé a —80°C. Les échantillons de

plasma sont déposés dans les plaques sans dilution.

Pour la préparation des extraits tumoraux, lesis@arteuses de tumeurs de 5 +1 mm
de diametre (10 a 20 jours aprés la greffe) sootifees par dislocation cervicale, aprés
ponction intracardiaque, comme décrit ci-dessus.turaeur est alors prélevée, pesée et
conservée dans un cryotube a —80°C. Du tamponsaée(Beporter Lysis Buffer 1x, Promega,
Charbonnieres-les-Bains, France) contenant 1 mM RMSF et des anti-protéases
(Pefabloc, Fluka, Sigma-Aldrich, Saint Quentin-kaiér), ajoutés extemporanément, est
utilisé (1 mL/100 mg de tumeur) en combinaison avedroyage des tissus a I'Ultra-Turrax
(30 s). Les broyats sont centrifugés (3 000 g, 1B, M°C), afin d’éliminer les débris
cellulaires. Le taux de protéines totales est déter immédiatement dans le surnageant en
utilisant le kitDC Protein AssayBioRad), avec une gamme de standards d’albunonaé
sérique (BSA) de 0 a 1,2 mg/mL, diluée dans le tamge lyse, comme décrit précédemment.
Le surnageant est ensuite aliquoté et conservd2C-&es échantillons d’extraits tumoraux
sont dilués (dé/, & 1/48™9 dans le diluant fourni dans le kit, avant d’éléposés dans les

plaques d’analyse.
IV.3.1.3 Résultats et Discussion
IV.3.1.3.1 Expression de NRP-1 par les cellules nnales

Il est mentionné dans la littérature que certacedhiles tumorales expriment NRP-1
(93,207,223, 29 pye ce fait, nous avons voulu caractériser ldules U87. Lafigure 35présente
les résultats obtenus par Western blot. L’'anticogbdisé (C-19) reconnait I'extrémité
terminale carboxyligue de la NRP-1 correspondast gortion intracytoplasmique ; il ne

reconnait donc pas les formes solubles de la NRP-1.

On constate une forte expression de NRP-1 par @¥¢BLC (témoin positif), mais
également une légere expression par les cellul@s &iBcomparaison avec les cellules A549.
Le niveau d’expression de NRP-1 dans les U87 reésnmoins relativement faible, en
comparaison avec ceux retrouvés dans d’autresireestaellules tumorales, telles que des
lignées de cancer du sein (MDA-MB-231) ou de lastate (PC3), qui peuvent étre bien plus

élevés que les niveaux relevés pour les HUVEE?)
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u87 HUVEC A549 PM
NRP-1—» & — 130 kDa

Actine —» 43 kDa

Figure 35. Analyse de I'expression protéique de IHRP-1 de 3 lignées cellulaires (U87, HUVEC et A549)
par Western blot.

IV.3.1.3.2 Taux de VEGF plasmatiques et intratumara

Il était intéressant de déterminer les taux de VE&GBSmMatiques et intratumoraux de
notre modele, puisque le VEGE représente un compétiteur de la molécule TPC-Ahx-
ATWLPPR pour la NRP-1. Du fait que notre modeldisgides cellules humaines, implantées
chez la souris, nous avons utilisé deux tests ELIS# détectant le VEGF humain (VEGF
sécrété par les cellules tumorales), l'autre le ¥a@urin (VEGF sécrété par les cellules de

I'hote, e.g.macrophages). Limbleau 12présente les résultats obtenus.

Les taux de VEGF humain intratumoraux (330 + 460mggde protéines, n=4) sont
comparables avec ceux décrits dans la littérattie

Les taux de VEGF plasmatiques (humain et murin} den’ordre de 25 pg/mL, soit
environ 0,5 a 0,7 pM (en considérant un poids mo#ée de 35 et 45 kDa pour le VEGE
et le VEGhgs homodiméres, respectivement). Ces valeurs sonicbap plus basses que les
valeurs de K du VEGF pour ses différents récepteurg€KLO-700 pMtableau 4 page 21).
Elles sont également moins élevées que les tavkedaF présent dans le milieu de culture
des HUVEC (entre 1 et 10 ng/mL, soit 20 a 280 pMyrdlne Berthelot, Cambrex,
communication personnejle

Par ailleurs, les kits de R&D Systems permettenti@ecter les isoformes diffusibles
du VEGF (VEGH;,; et VEGHRgs), sans pouvoir les distinguer. Les taux de VEgF
compétiteur de la liaison de TPC-Ahx-ATWLPPR a NRReontrairement au VEGH),
sont donc encore moins éleveés.

Par conséquent, la quantité de VEggl€irculant présentin vivo est assez basse pour
ne pas entraver la reconnaissance de TPC-Ahx-ATVRLEE NRP-1.
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Tableau 12. Taux de VEGF diffusible (humain et muni) plasmatique et intratumoral.

Taux plasmatiques (pg/mL) Taux intratumoraux (pg/mg de protéines

VEGF murin 2515 (n=4) 3 (n=1)

VEGF humain |23 * 36 (n=4) 330 £ 460 (n=4)

IV.3.1.4 Conclusions

Les cellules U87 expriment la NRP-1, mais les taomt beaucoup plus bas que ceux
retrouvés dans les HUVEC ou certaines autres lgjui&ecellules tumorales, telles que les
MDA-MB-231 ©°7)

Par ailleurs, les taux de VEGF (VEGFet VEGHRgs), qu'il soit d’origine murine ou
humaine, retrouvés au niveau plasmatique ou intratal, sont trés faibles, en comparaison
avec les concentrations de VEGF présent dans leunde culture utilisé pour notre étuide
vitro. Par conséquent, la quantité de VEggfprésenten vivo est assez basse pag pas
entraver la reconnaissance de TPC-Ahx-ATWLPPRpar la NRP-1.
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IV.3.2 Pharmacocinétique plasmatique et biodistribtion tumorale

IV.3.2.1 Introduction

Avant d’entreprendre I'étude d’efficacitg vivo, nous avons étudié la biodistribution
de la molécule TPC-Ahx-ATWLPPR, suite a une ing@ti.v. chez des souris greffées avec
le modele de gliome malin U87. Nous avons en pdréic déterminé les parameétres de

pharmacocinétique plasmatique, et suivi les tauR8ulans le plasma, la tumeur et la peau.

IV.3.2.2 Matériel et Méthodes

IV.3.2.2.1 Protocole

Les greffes tumorales ont été réalisées commetd@éiédemment (voir paragraphe
IV.3.1.2.1.,page 115). Lorsque le diamétre moyen des tumdtemtas + 1 mm (10 a 20
jours apres la greffe), les souris sont injectées, une veine caudale, avec TPC-Ahx-
ATWLPPR (0,7 ou 2,8 mg/kg, 200 uL/25 g de poidgpooel, soit une concentration de TPC-
Ahx-ATWLPPR dans la solution a injecter de 55 09 M, respectivement), diluée dans un
mélange de PEG 400 (polyéthyléne glycol 400) : dhaeau (3: 2: 5), permettant sa
solubilisation®*"),

Au bout d'un temps donné apres l'injection (1, 2,648, 16, 24 ou 48 heures), la
souris est anesthésiée, et le plasma, la tumdaipetiu sont récupérés, de facon similaire a ce
qui est décrit dans le paragraghe3.1.2.3.(page 117), sauf que I'anti-coagulant utilisé pour
la récupération du plasma est ici I'héparine (tMaeutainer®, bouchon vert). Le plasma, la
tumeur et la peau sont conservés dans des cryotube30°C jusqu’a extraction du PS,

réalisée juste avant le passage en HPLC. Troiscastiuris par temps ont été utilisées.

IV.3.2.2.2 Extraction du PS et méthode HPLC

La méthode d’extraction du PS et les condition®tatographiques ont été décrites

dans deux de nos publicatiofi¥ 432
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IV.3.2.3 Résultats et Discussion

Les résultats présentés ci-aprés ont en partipudités ®*?. La dose de 0,7 mg/kg
utilisée pour TPC-Ahx-ATWLPPR est I'équivalent miotad’'une dose de 0,3 mg/kg de
Foscan®, couramment utilisée pour les études pigaks®*® **® Une dose quatre fois
supérieure (2,8 mg/kg) a également été utilisées parameétres de pharmacocinétique
plasmatique sont comparables pour les deux doBableau 13 °° et valident une
élimination du compartiment plasmatique plus ragjde celle du Foscan® ¢k= 0,03 i ;
ty,= 22,6 h)*4®),

Tableau 13. Paramétres de pharmacocinétique plasnigue, avec une dose de 0,7 ou 2,8 mg/kg de TPC-
Ahx-ATWLPPR, calculés en utilisant une méthode norcompartimentale ©*°,

Parameétres pharmacocinétiques 0,7 mg/kg 2,8 mg/kg
Temps de résidence moyen (h) 15,8 19,0
Constante d'élimination K¢ (h™) 0,063 0,053
Temps de demi-vie 4, (h) 10,9 13,2
Clairance plasmatique G (mL/kg/h) 49 36

Volume de distribution V4 (mL/Kg) 780 685

Les taux de TPEAhx—-ATWLPPR, exprimés en pourcentage de la dose irgegad
mL de plasma ou par gramme de tissu (tumeur, peaulpnction du temps apres injection,
sont représentés surflgure 36(gauchg. Les taux intratumoraux de TPC-Ahx-ATWLPPR se
situent rapidement aux alentours de 1%/g de turfezire 1 et 24 heures apres injection i.v.),
supérieurs aux taux trouvés au niveau de la peauxetaux intratumoraux rapportés dans la
littérature pour le Foscan®%. On ne retrouve plus aucune trace de TPC-Ahx-ATRRP

dans la tumeur 48 heures post-injection (pHigre 36 gauchg.

En parallele, nous pouvons observer, dans la tundas 2h aprés injection i.v.,
'apparition d'un composé inconnu, dont les tawgragntent en fonction du temps apres
injection. Ce composé, caractérisé par un doulalepiHPLC, absorbe a 416 nm et émet une
fluorescence a 652 nm, ce qui suggere qu’il esicsirellement proche de TPC-Ahx-
ATWLPPR. Nous avons identifié ce produit, par spwoétrie de masse, comme étant le
produit de dégradation TPC-Ahx-A, résultant d'ungrolyse enzymatique entre les résidus
alanine et thréonine du peptifé®. Puisque le macrocycle tétrapyrrolique, respormsalol
caractére photoactivable de la molécule, est intamiis avons représenté surfigure 36

(droite) les taux en produits photoactivables totaux (TR-ATWLPPR et produit de
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dégradation TPC-Ahx-A). Le produit de dégradatigpaait également dans le plasma et

dans la peau, mais a des taux inférieurs a ceuxédsodans la tumeur.

Une étude détaillée sur la dégradation de TPC-AMYWAPPR a été réaliséa vivo,
mais égalemerin vitro, dans des HUVEE??. La cinétique de formation du(des) produit(s)
de dégradation, l'identification des liaisons péijgfiies sensibles a I'’hydrolyse enzymatique,
et des organes et organites impliqués dans ceajtadition sont présentés dans la pdtid,

sous forme d’un article soumis pour publicatioriuatement sous correction.

100 —=— Plasma 1004
1 —e— Tumeur 3
Peau

—&— Plasmg
—&— Tumeur
Peau

% dose injecté/gramme de tissu
% dose injectée/ gramme de tissu

0,1 v T v T T T T T — 1 0,1 T T T
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50

Temps (h) Temps (h)

Figure 36. Quantités de TPC-Ahx-ATWLPPR @auchg ou de produits photoactivables totaux (TPC-Ahx-
ATWLPPR et produit de dégradation) (droite) présentes dans les tissus, exprimées en pourcaggade la
dose injectée par g de tumeur ou de peau, ou par mile plasma, en fonction du temps apreés injectioni.
de 2,8 mg/kg de TPC-Ahx-ATWLPPR (moyenne + écart-fye, n=3 a 5).

IV.3.2.4 Conclusions

Cette étude de pharmacocinétique plasmatique diiatistribution constitue un
préalable indispensable a toute étude d'efficaicit&@ivo d’'un nouveau PS, en fournissant
notamment des informations essentielleschaix des conditions de PDT en particulier
I'IDL. L'IDL favorisant un effet direct de destruction des cellules tumorales corresp@ndra
ainsi au temps pour lequel ¢ancentration intratumorale en composés photoactivables est
maximale. Cependant, ce type dapproche ne permet @'estimer la cinétique
d’incorporation du PS au niveau des cellules erdiatles des néovaisseaux sanguins
tumoraux. Or, cette information est nécessaire @étarmination de I'IDL le plus approprié
pour favorisef’effet anti-vasculaire recherché. Dans ce but, nous travaillons actuehiéme

déterminer la localisation du PS dans les tissusipa méthode de colocalisation du PS avec
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lendothélium des vaisseaux sanguins par une technigue de marquage

immunohistochimique des cellules endothéliales.

Par ailleurs, les parametres de pharmacocinétitpsmatique duableau 13tiennent
compte uniquement de I'élimination de la molécwdeRs§ initiale (non dégradée au niveau du
peptide), TPC-Ahx-ATWLPPR. Or, la décroissance dasx de TPC-Ahx-ATWLPPR
observée peut résulter non seulement d'une «vrakwination (transformation en
meétabolites non actifs, élimination par les reledfpie etc.), mais également de la formation
du produit de dégradation photoactivable TPC-Ahxfar conséquent, les parameétres
d’élimination déterminése sont pas le témoin de I'élimination du compartirant sanguin
de tous les composés photoactivabledous travaillons en collaboration avec le Pr e
Chatelut (Institut Claudius-Regaud, Toulouse) afi@ déterminer plus précisément les
parametres pharmacocinétiques lies a TPC-Ahx-ATWR.lRP & TPC-Ahx-A, au niveau de
différents organes.
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IV.3.3 Optimisation des facteurs de la PDT : présdation de I'outil

«plan d’expériences»

IV.3.3.1 Introduction

Toutes les thérapies nécessitent une estimatiomemdpproximative, de la dose
délivrée €.g. quantité de médicament dans le cas de la chimegtieé dose de radiations
dans le cas de la radiothérapie ou, dans un aotn@ide, quantité de chaleur apportée dans le
traitement des varices par laser endoveinéld¥), de facon & maximiser le rapport
bénéficelrisque pour le patient. Une dose insuffisae permettra pas d’éradiquer la tumeur,
et peut méme stimuler sa croissance, par la sécrég facteurs de croissanéd’ #9454

mais une dose trop élevée sera, quant a elle,uexiq

Dans le cas de la PDT, il existe une complexitérsgcdu fait que les especes
cytotoxiques sont généréeés situ, suite a l'interaction entre uRS de lalumiere, et
I’oxygéne Par ailleurs, lors de l'initiation du traitemeiitexiste une hétérogénéité spatiale
dans la tumeur du PS et de I'oxygene (du fait d#érdnts degrés de vascularisation des
différentes zones de la tumeuwansi que de la lumiere (hétérogénéité des prawiéptiques
des tissus, absorption lumineuse par les fluorgghendogénes et par le PS qui limite la
pénétration de la lumiereQutre cesvariations spatiales il existe également desriations
temporellesdes différents facteurs durant le traitemess ERO générées peuvent détruire le
PS (photoblanchiment) ; les dommages causés asnstigeuvent induire des variations de
leurs propriétés optiques ; la concentration engerg peut diminuer, du fait de sa
consommation photochimique (hypoxie chronig{féy ou de la destruction des vaisseaux
sanguins (hypoxie aigué), au cours de la PDT, ocoatraire augmenter (ce phénomene a en
effet été rapporté dans la littératuf®® comme résultant d'une diminution de la
consommation métabolique en oxygéne des cellulesorales suite aux dommages

photoinduits).

L’absence de dosimétrie précise en PDT représeniteliement le principal frein a
son essor, et la détermination d’'une méthode denétse constitue une voie de recherche
primordiale. La formule suivante fournit une expgiea simplifice de la dose

photodynamique, en se basant sur la dose d’oxysjagalet générée (adapté &) :
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Dose photodynamique~ [PS]x ¢ xt x€ x[205] x ®a

Ou: PS est la quantité de PS présente dans las {is®l/L)
¢ est l'irradiance lumineuse (W/én
t est le temps d’irradiation (s)
d xt est la fluence lumineuse (J/®m
€ est le coefficient d’extinction molaire du PS altegueur d’onde d’irradiation
(mol.L't.cm?)
[20,] est la concentration d’oxygéne moléculaire présens les tissus (mol/L)

@, est le rendement quantique en oxygéne singul@®Siu

Cependant, seule une fraction, difficlement déteable, de cette dose va
effectivement servir a oxyder des sites intracaitek critiques, et la dose photodynamique
nécessaire pour aboutir a I'effet thérapeutiguaeszhé peut varier selon le type tumoral. Par
ailleurs, cette formule ne tient pas compte demtians spatiales et temporelles des différents
facteurs de la PDT. L'implémentation de nouvettethodes, comme la dosimétrie implicite,
pourrait permettre de suivre la délivrance de laeden temps-réel, en se basant sur la
luminescence de I'oxygéne singufét” **® ou le photoblanchiment du P8 mais ces

techniques sont encore en développement.

Ainsi, lors du développement d’'un nouveau PS, Hafiaactuellement difficile de
trouver les conditions de PDT optimales par unepknescalade de doses, du fait de
I'interaction entre les trois facteurs de la PDIE :PS présent dans les tissus, la lumiére et
'oxygéne. Si la dose générée s’avére trop faflaledrait-il augmenter la dose de PS, celle de

lumiére ou les deux a la fois ?

Par ailleurs, I'expérimentateur ne peut pas ageaiement sur ces facteurs, mais sur :

* la Dose de PS administréeen mg/kg, qui influe sur la dose de PS préseans tes tissus
au moment de l'irradiation ;

 I'IDL, en heures, qui agit sur la dose de PS présentelda différents tissus et sur sa
répartition entre cellules tumorales et vaisseangsins ;

« la Fluencelumineuse, en J/chliée & la quantité totale de lumiére (photongcafge au

cours du traitement ;
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« et, I'rradiance lumineuse, en mW/cmc'est-a-dire la vitesse a laquelle cette lumgse

appliquée.

Ces quatre facteurs vont interagir de maniére cexepét influer sur la quantité de PS,

de lumiere et d’oxygene présents, et permettre atduier la réponse a la PDT.

Les plans d’expériencessont bien connus des chercheurs dans les domdmes
'agro-alimentaire et de la chimie, et sont tredeatdans des situations ou de nombreux
facteurs interviennent en modulant la réponse obserlls permettent, par exemple, de
déterminer les conditions permettant de minimiaerrbissance d’agents pathogefi& 464
d'optimiser la formulation d’'une moléculé®® ou les protocoles de combinaisons de
traitements anticancérel’¢®, en réalisant un minimum d’expériences. Sur um plagnitif,
ils permettent de déterminer, par une méthode émuapir 'impact de chacun des facteurs
considérés sur la réponse observée, et les intaracntre ces facteurs.

A notre connaissance, les plans d’expériences feomais été utilisés dans le domaine
de la PDT, alors que son caractere multifactotiely@amique s’y préte fortement. Dans cette
étude, nous avons évalué la faisabilité d'utilicette méthode pour optimiser les conditions
de PDTin vivo avec TPC-Ahx-ATWLPPR, de fagcon a minimiser le noende souris a
utiliser.

Cette partie du travail a nécessité I'expertisePdMichel Linder, du Laboratoire de
Sciences et Génie Alimentaires (Ecole NationaleéHapre d'Agronomie et des Industries
Alimentaires-Institut National Polytechnique de tane (ENSAIA-INPL), Nancy-

Université).
IV.3.3.2 Matériel et Méthodes
IV.3.3.2.1 Choix du type de matrice et analyse desultats
Nous avons utilisé une Méthodologie des SurfaceRéfmonses, avec une matrice de
Doehlert®®®. Sj k est le nombre de facteurs a tester, le nerdexpériences a réaliser sera

supérieur ou égal k- k + 1. La génération de la matrice et I'analg®s résultats est

effectuée a I'aide du logiciel Nemrod-W® (LPRAI,XAén-Provence, France).
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IV.3.3.2.2 Facteurs et valeurs limites de ces farte

Si I'on testait chacun des 4 facteurs précédemroigés (dose de PS, IDL, fluence,
irradiance), il faudrait réalisef4 4 + 1 = 21 expériences, a réaliser en quintuglicit un
total de 105 souris, au minimum. Avec 3 facteuespembre est réduit a 65 souris.

Nous avons donc choisi de travailler a un IDL f&é heures, et I'optimisation a été
faite sur les 3 autres facteurs : dose de PS,den irradiance. Il était alors nécessaire de
choisir les bornes (valeurs minimale et maximalke)ctlacun des facteurs. En fonction des
données de la littérature, nous avons sélectioaaé@ldses de PS comprises entre 0,70 et 2,80
mg/kg (ces doses sont les équivalents molaires @ ed 1,2 mg/kg de Foscan®,
respectivement). Ces valeurs correspondent a deeitrations sanguines, immédiatement
apres l'injection, de 5 et 20 uM, respectivement,T€C-Ahx-ATWLPPR (a comparer avec
les concentrations utiliséés vitro, comprises entre 0,1 et 5 uM), pour un volume sing
représentant 8 a 10% du poids de I'animal. De plos,dose de 2,80 mg/kg est non toxique a
I'obscurité, selon les études préalables de bidkigton tissulaire. Les bornes de fluence et
d’irradiance ont été fixées a 10-150 Jiah50-150 mW/cri) respectivement, en accord avec
les valeurs couramment utilisées pour les Pbleau 7 page 46).

La matrice de Doehlert impose des niveaux de valeatre ces bornes, de 3, 5 et 7
pour les 3 facteurs. Nous avons choisi d’'attrib8e5 et 7 niveaux a la dose de PS, a
l'irradiance et a la fluence, respectivemerlfleau 14

Tableau 14. Bornes (inférieure et supérieure), ddliitant le domaine expérimental, et nombre de niveau
des trois facteurs du plan d’expériences.

Facteur (unité) Borne inférieure Borne supérieure Ndmbre de niveaux
Dose de PS (mg/kg) 0,70 2,80 3
Fluence (J/cnf) 10 150 7
Irradiance (mW/cm?) 50 150 5

IV.3.3.2.3 Protocole de PDT

Lorsque le diametre des tumeurs atteint 5 + 1 nanddse de TPC-Ahx-ATWLPPR
imposée par le plan d’expériences est injectéesaurs (200 uL/25 g de poids corporel) par
voie i.v., dans une veine latérale de la queuesdlation stock de PS, solubilisé dans le
DMSO, est diluée dans un mélange de PEG 400 : dthaau (3 : 2 : 5). Au bout de 4 heures
(IDL), la souris est anesthésiée et la tumeur ié@ada l'aide d'un laser a colorant

(SpectraPhysics 375B, Les Ulis, France), pompéipdaser argon (Spectra-Physics 2020), a
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une longueur d’onde de 652 nm, avec un spot de 1(afim de laisser une « marge de
sécurité » d’environ 2 mm autour de la tumeur).pugssance en sortie de fibre (P(mMW) =
irradiance (mWi/crf) x 0,79 cm) est mesurée a l'aide d’un puissancemétre, eeneps
d’irradiation adapté de facon a avoir la fluencequise (fragiaion (S)= fluence
(J/cnf)firradiance (mWicrf) x 1000). Cing souris par condition ont été uéiés.

IV.3.3.2.4 Suivi de volume tumoral et modeéle deissance tumorale

Apres PDT, le volume tumoral est mesuré 3 fois g@naine, a l'aide d’'un pied a
coulisse, selon deux axes, correspondant respeaiveau plus grand «diametre» (D, en mm)
et au plus petit «diametre», qui lui est perperdioel (d, en mm). Un troisieme axe,
correspondant a la profondeur de la tumeur, edbipantilisé pour les calculs de volume
tumoraux, mais sa mesure nous a semblé trop ingeréce volume tumoral (V, en nijrest
calculé selon la formule suivante :

V=D x ) /2

En collaboration avec le Dr Thierry Bastogne (Cemnte Recherche en Automatique
de Nancy), les courbes de croissance ont été agustéutilisant un modeéle hyperbolastique a
3 paramétres (¥, B eto) “®9):

W= Ve

1+%.exp[—vw ,Gt—aarcsir‘n(t)]

ou: testletemps aprés PDT
V est le volume tumoral au moment de la PDT
V¢ est le volume tumoral au temps t aprés PDT.

IV.3.3.2.5 Choix des réponses

L’optimisation peut se faire en observant plusiedsonses consécutives a la PDT.
Puisque le but principal d’'un traitement est dandgr la croissance tumorale a long terme,
voire d’éradiquer la tumeur, nous avons choisi @ediller sur une étude de suivi de la

croissance tumorale apres PDT. Les réponses s#lpéts sont les ratios du volume tumoral
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a 14, 21 et 28 jours sur le volume tumoral au mdrdera PDT, \ (V14/Vo, V21/Vo, V2g/Vo).

L’analyse a été faite sur les médianes de cessratio

IV.3.3.3 Résultats et Discussion

IV.3.3.3.1 Matrice d’expériences

La matrice d’expériences générée par le logicielnMe-W® est présentée dans le
tableau 15

Tableau 15. Matrice d’expériences.

N° Irradiance Fluence Dose de PS | Puiss. en sortit Temps
exp. | (mwW/cm?) (Jlem?) (mg/kg) de fibre (mW) | d'irradiation
1 150 80 1,75 117,8 8'53"
2 50 80 1,75 39,2 26'40”
3 125 150 1,75 98,2 20’

4 75 10 1,75 58,9 2'13"
5 125 10 1,75 98,2 120"
6 75 150 1,75 58,9 33'20”
7 125 103 2,80 98,2 13'44”
8 75 57 0,70 58,9 12'40”
9 125 57 0,70 98,2 7'36"
10 100 127 0,70 78,5 21'10”
11 75 103 2,80 58,9 22'53"
12 100 33 2,80 78,5 530"
13 100 80 1,75 78,5 13'20”

IV.3.3.3.2 Résultats du plan d’expériences

Le logiciel NemRod-W® utilise degariables centrées réduitegcomprises entre —1
et 1) pour les différents facteurs, notéediXl (irradiance), 2 (fluence) ou 3 (dose de PS)],
calculées a partir des valeurs «vraiegselles que celles présentées dartatdeau 150n a

la relation suivante :

Xi= 2.% — Xi.max—Xi.min ’ i :1,2,3

Xi.max—Xi.min
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Tableau 16. Correspondance entre les valeurs rédei (X) des facteurs irradiance, fluence et dose s,
et leurs valeurs «vraies».

X= -1 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Irradiance 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150
(X1, mW/cnf)
Fluence 10 24 38 52 66 80 94 108 122 136 150
(%, Jicnd)
Dose de PS (0,70 0,91 1,12 1,33 1,54 1,75 1,96 2,17 2,38 2,39,80 2
(x3, mg/kg)

A partir des réponses obtenues pour chacune desorditions dutableau 15 le
logiciel détermine les différentsoefficients de la formule suivante prédisant le ratio
V.V, en fonction des X

Vy Vo = bo+Z3:b.Xi +23:bi.Xi2+22: ibj.Xin
i=1 i=1

i=L j=i+1

=ho+a. Xa+Hp. X2+ Xa+Ha 1 X oo X o +Ha Xa2+Hoz X Xo+Hha X Xa+Hpa X2.X3

Le coefficient I3 correspond au ratio ¥ au centre du domaine expérimental ; les
coefficients bquantifient I'influence de chacun des 3 facteestés sur le ratio YV, donc
sur la réponse a la PDT ; les termes quadratiqudéénboignent d’'effets de courbure ; les
coefficients B refletent l'influence de linteraction entre 2 fears sur la réponse. Les

différents coefficients obtenus sont présentés tatableau 17

Tableau 17. Coefficients du modéle quadratique poules 3 variables : irradiance (entre 50 et 150
mW/cm?), fluence (de 10 & 150 J/cfpet dose de PS (entre 0,70 et 2,80 mg/kg). Les oépes sont les ratios
du volume tumoral a 14, 21 et 28 jours sur le volumtumoral au moment de la PDT. L'analyse a été fat
sur les médianes de ces ratios (n=5).

Terme Signification V14Vo V21/Vo Vog/Vo
b0  Vx/Vyau centre du domaine (condition 13 @270 16,460 20,400
la matrice d’expériences)

bl Influence de l'irradiance sur la réponse Vx/\),630 1,213 2,021
b2 Influence de la fluence sur la réponse Vix/V-1,201 -1,895 -2,916
b3 Influence de la dose de PS sur la réponse -0,561 -1,233 -2,762
bl1l }r/Z/r\r/n% guadratique (irradiance) -3,170 -7,300 -5,335
b22 Terme quadratique (fluence) -3,660 -8,313 -8,585
b33 Terme quadratique (dose de PS) -3,415 -8,567 -9,952
b12 Interaction de lirradiance et de la fluence -1 230 -1,132 -0,745
b13 Interaction de lirradiance et de la dose de RB955 0,523 -0,227
b23 Interaction de la fluence et de la dose de PS1 754 -4,884 -9,571
R? Coefficient de détermination 0,611 0,684 0,797
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L’interaction entre la dose de PS et la fluence un poids plus important sur la
croissance tumorale que l'irradiance, la fluencdaodiose de PS séparément (comparaison de
la valeur absolue du coefficientstavec les valeurs absolues delip et ky, tableau 17. La
fluence et la dose de PS interagissent donc foriens¢ une augmentation d'un seul de ces
facteurs tend a ralentir la croissance tumoralgnésinégatif de b2 et b3), leur augmentation
simultanée conduit a une synergie permettant dénden la taille tumorale (signe négatif de
b23, avec une valeur absolue plus grande quedeli et b3).

L’interaction entre dose de PS et fluence passigalogique, mais seule I'analyse qui
suit, dans le paragraphe suivant, nous permet @endi@er les valeurs optimales de chacun
des facteursHigure 37). Il faut cependant remarquer que les coefficietgsdétermination
(R% sont basTableau 1y ; cela provient du caractéie vivo de I'étude, & l'origine
d’'importantes variations dans les réponses expétafes observées. Le modele ne permet
donc pas d’estimea priori de fagon précise la réponse expérimentale a pkasivaleurs des
facteurs (irradiance, fluence et dose de PS). Wigenantation du nombre d’animaux utilisés
pour chacune des 13 conditions pourrait permetti@uginenter le coefficient de
détermination du modele. Cependant, cette étuderétend pas prédire de facon exacte le
volume tumoral a partir des conditions expérimegtaltilisées, ce qui parait trop ambitieux
pour une étudén vivo, mais simplement fournir une méthodologiesteeeningdes facteurs

expérimentaux de la PDT pour une réponse optimeeP®T.

L’étude duchemin optimal est présentée sur figure 37 Les courbes obtenues sont
similaires pour toutes les réponses4Vo, V21/Vo et Vog/Vp). D’aprés les trois graphes de
gauche, une minimisation du volume tumoral estiptessen se placant sur la gauche de I'axe
des abscisses (distance =1,00). D’apres les gragnaboite de Idigure 37 il existe un
optimum de la valeur dérradiance & 95 mW/cm? (variable centrée réduite X & -0,1, & lire
sur I'axe des ordonnées). Nous avons donc fixéalaw de l'irradiance & 95 mw/ém le
graphe présentant les courbes d’'isoréponsg@®¥en fonction des valeurs de dose de PS et
de fluence est présenté sufigure 38 Plusieurs couples (dose de PS ; fluence) abeutiss
la méme réponse (en se déplacant sur les couriseséionses). Nous avons sélectionné une
valeur de2,80 mg/kg pour la dose de P8X3=1), afin de conserver la dose de PS utilisée
précédemment pour les études de biodistributicsuliére, et unedluence de 120 J/crh

(X,=0,6). La réponse associée a ce couple est prachigsVo = 1,000.
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IV.3.3.4 Conclusions

Nous avons utilisé une méthodologie de plan d’erpées afin d’optimiser (en terme
de minimisation du volume tumoral) les conditiors DT a appliquer, en réalisant un
minimum d’expériences. Cette approche n’a, a noarenaissance, jamais été utilisée dans le
domaine de la PDT. Les différents facteurs conégl@ariensimultanément, ce qui est plus
approprié au domaine de la PDT (phénomene dynamayee de fortes interactions entre les
facteurs) qu’'une approche ou les facteurs variemtuhs aprés les autres, en maintenant les

autres fixés a une valeur (arbitrairement chocgig plus est).

Nous avons ainsi sélectionné, avec un IDL4&eures une dose de PS d&80
mg/kg, une irradiance d@5 mwW/cn¥ et une fluence d&20 J/cnf.
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Figure 37. Etude du chemin optimal pour les réponseV,4/V, (haut), V.4V, (milieu) et VgV (bag. Les
graphes de gauche indiquent si une minimisation duolume tumoral est possible et précisent ou se s#u
sur 'axe des abscisses dans cette optique. Les pinas de droite représentent I'évolution de chacunes$
facteurs (L : irradiance, 2 : fluence ¥ permettant d’obtenir cette minimisation du volume
tumoral. Les valeurs correspondantes de ces factesyjren variables centrées réduites, se lisent suaXe des
ordonnées.
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Figure 38. Courbes d'isoréponses de YV, pour irradiance fixée a 95 mW/cni, en fonction des valeurs
de dose de PS et de fluence. Le cercle vert délimie domaine expérimental étudié.
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IV.3.4 Evaluation des effets de la PDT : comparaisode TPC et TPC-
Ahx-ATWLPPR

IV.3.4.1 Introduction

Afin de valider I'apport de la conjugaison de I'hepeptide ATWLPPR a un PS sur
I'efficacité in vivo de la PDT, nous avons effectué smvi de croissance tumoraleapres
PDT avec TPC ou avec TPC-Ahx-ATWLPPR, dans les itiomd optimales déterminées par
les résultats du plan d’expériences. Afin d’examite réponse vasculaire suite a un
traitement avec TPC ou avec TPC-Ahx-ATWLPPR, nouma utilisé deux approches :

* un suivi de I'évolution ddlux sanguin pendant PDT,

« etunmarquage des cellules endothéliale®t heures apres PDT.

IV.3.4.2 Matériel et Méthodes
IV.3.4.2.1 Protocole de PDT

Le protocole de PDT est similaire a celui décrit éggdemment
(paragraphéV.3.3.2.3, page 128), excepté que nous utilisons uniquententondition
déterminée par le plan d’expériences : IDL de 4réeufluence de 120 J/émat irradiance de
95 mWi/cni. La dose de PS retenue est de 2,80 mg/kg pour AFXGATWLPPR. En
revanche, pour tenir compte des différences de esas®laires entre TPC et TPC-Ahx-
ATWLPPR (661 et 1596 g/mol, respectivement), laedde PS est de 1,16 mg/kg pour TPC,
afin de pouvoir comparer les deux composés a gaadi molécules injectées égale. En fait,
nous avons travaillé jusque-la en mg/kg, par coniidr avec la littérature, mais cela est
source de confusion, et il est plus judicieux de&diller en nombres de moles. La dose de PS
retenue pour les 2 composés est donc de 1,75 pgn@idkt une concentration en PS dans la
solution a injecter de 219 uM, dans les deux casr pn volume injecté de 200 uL/25 g de
poids corporel).

Nous avons utilisé des souris différentes pour ghades expériences de suivi du flux

sanguin, d'immunohistochimie et de suivi de crarssatumorale.
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IV.3.4.2.2 Mesure du flux sanguin pendant PDT

L’appareil utilisé (systeme OxyFlo®, Oxford Optraghtraduit I'effet Doppler observé
(décalage de longueur d’'onde de la lumiere) en mesure du flux des globules rouges
(produit de la concentration de ces cellules elede vitesse moyenne), représentant le flux
sanguin microvasculaire (ou perfusion), expriméuaités relativesRlood Perfusion Units
BPU). Une variation de cette quantité peut refléseit une variation de la vitesse du flux
sanguin, soit une variation de la quantité deshéoglytes.

Il existe plusieurs options de filtrage du sigragppelées : RAW (valeurs brutes du
signal, avec un temps de réponse de 5 ms), BPsagksdu signal ; temps de réponse de 200
ms) et ART (lissage du signal et élimination deaias artefacts tels qu’'un coup au niveau de
la table ou se déroulent les mesures ; temps amsépde 5 s). Des essais préliminaires nous
ont permis de sélectionner la derniére option aiéetment du signal.

Les souris sont placées sur table thermostatéeapéetalite la durée de la mesure. Une
sonde est introduite dans la tumeur a l'aide d’'aigiille 18-gauge (Neolus 18G, Terumo
Europe, Louvain, Belgique), utilisée comme mancfigure 39. Celle-ci est insérée dans la
tumeur, puis légerement rétractée, de maniére agige la décompression des tissus, et
I'extrémité de la fibre est placée au centre dehaeur.

Une lumiere de faible puissance (<0,5 mW) est gppke au moyen d’'une diode laser
intégrée au systéme. La longueur d’onde utilisé&0 (Bm) nous permet de suivre le flux
sanguin avant, pendant et apres PDT. Les sondestémnirécalibrées par le fournisseur a
l'aide d'une suspension de billes de latex en mmerg brownien, et les parametres
correspondants sont rentrés dans I'appareil autdiédliexpérience grace a un systéeme de
code-barres.

Les mesures sont représentatives d’un volume d8,8,tnt & proximité de la sonde
et sont enregistrées pendant 5 min avant le débla BDT, pendant la PDT et 10 min apres.
Les souris sont alors sacrifiées sans retirer haesale la tumeur, et la valeur de flux résiduel
obtenue apres stabilisation du signal est consdéotnme le “zéro physiologique”. Cette
valeur est soustraite a 'ensemble des valeurs méesiet les résultats sont présentés sous
forme de pourcentage par rapport au flux avant PIDiest pas possible de comparer les
valeurs de perfusion obtenues dans des tissusratiféé du fait de différences de leurs

propriétés optiques.
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Comme spécifie précédemment, il est possible debowmn 'OxyFlo® au systeme
OxyLite® permettant une mesure de la pression glerten oxygéene avec la méme sonde.
Malheureusement, le caractére trés hypoxique desurs U87 (p@comprises entre 0,2 et 4
mmHg) ne nous a pas permis d’observer de variatiengQ significatives entre le début et
la fin de la PDT. En revanche, cela nous a perraipldcer correctement la sonde dans la

tumeur, de faibles valeurs de p&ant un témoin de bon positionnement dans ladame

Logiciel d'acquisiton ———»

OxyLite™ :
mesure de loxygénation tumorale

Souris implantée

avec les sondes
OxyFlo™ : E—

mesure de la perfusion tumorale

\\ aiguille
| (utilisée comme
cathéter)
tumeur ———— . 2

Figure 39. Dispositifs d'acquisition du systeme Oxyite®/ OxyFlo® (haut) et d’insertion des sondes dans
la tumeur (bag.

IV.3.4.2.3 Marquage des vaisseaux sanguins par immohistochimie 24 heures aprés PDT

Cette étude a été réalisée en collaboration aweguipe du Pr Francois Plénat
(Laboratoire d’Anatomie et de Cytologie Pathologisu CHU Brabois, Vandoeuvre-les-
Nancy). Les vaisseaux issus des tissus muringtinimis en évidence a l'aide de deux
anticorps : 1) le premier dirigé contre CD31 (ou PECAM-R)atelet/Endothelial Cell
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Adhesion Molecule une glycoprotéine membranaire fortement exprirpée les cellules
endothéliales (et, plus faiblement, par les plagseét certains leucocytes) &t le second
contre le collagene de type IV, un constituantmesnbranes basales vasculaires. Aprés essai
de différentes solutions fixatrices, le fixateuteras pour les tumeurs est une solution a base
de zinc sans formaldéhyde (ce dernier masquangpaspes de CD31, malgré diverses
tentatives de démasquage de l'antigéne selon phssienéthodes thermiques et/ou

enzymatiques).

» Préparation des échantillons

Les animaux sont sacrifiés 24 heures apres PO&s éimeurs entiéres (d’un diameétre
de 51 mm) sont immédiatement fixées dans le fixationt la composition est donnée dans
le tableau 18 Il est important de noter que le pH de 7,4 indigurrespond a la valeur
obtenue pour la solution de Tris-HCI 0,1N seularaVy'ajout des différents sels. Apres cette
addition, le pH diminue jusqu’a une valeur comprsgre 6 et 7, et il ne faut pas tenter de

réajuster le pH, car cela conduit a une précipitaties sels, qui rendrait le tampon inefficace.

Tableau 18. Composition du fixateur.

Composé Quantité pour 500 mL Concentration finale
Tris (Trizma® base, Sigma) |[6,055 g

HCI IN entre 50 et 100 mL 0.1 N (pH 7.4)
Chlorure de zinc (Sigma) 2,501 g 36,7 mM

Acétate de zinc (Sigma) 2,502 g 22,8 mM

Acétate de calcium (Sigma) |0,253 g 3,2 mM

Eau stérile Qsp. 500 mL

Aprés une fixation de 18 a 24 heures a températmt@ante, les tumeurs sont mises
en cassettes puis déshydratées. La déshydrataiordaisée par passages dans des bains
d’éthanol de concentration progressivement crotss@hbains de 1 heure dans de I'éthanol
96° et 3 autres bains de méme durée dans de l@tEad00°). Les tumeurs sont ensuite
imprégnéegar un dissolvant de la paraffine (3 bains de Irdhelans le toluene). Toutes ces
étapes sont réalisées a température ambiante.chastédlons sont alors placés dans un bain
de paraffine a 60°C, pendant une nuit, puis dépdaés des moules remplis de paraffine
fondue, le tout étant ensuite refroidi a I'air.

Des rubans de coupes tissulaires d'une épaissebiuahe sont réalisées a l'aide d'un

microtome et trois a quatre images sont étaléesideld’une goutte d’eau distillée sur des
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lames de verre recouvertes de (D/L) polylysine ¥&loE™, Menzel-Glaser, Allemagne).
Aprés élimination des plis au niveau des images,ldnes sont placées sur une platine
chauffante a 40-50°C pendant une nuit.

Les lames sont déparaffinées par immersion danstofiuene (8 min), puis
progressivement réhydratées dans des bains d'étlarmncentration décroissante (8 min a
100°, puis 8 min & 95°). Les lames sont alors eac@l'eau distillée et placées dans un bac de
PBST (PBS pH 7,4, 0,1% Tween 20) pendant 8 miepgpérature ambiante. L'utilisation du
fixateur a base de sels de zinc permet de s’atfiade |'étape de démasquage thermique des

sites antigéniques le plus souvent indispensalpies dixation formolique.

Les coupes sont encerclées a I'aide d'un stylo Crdo (DakoCytomation, Trappes,
France), afin de délimiter deux zones sur la lamme( zone ou la technique
immunohistochimique est réalisée dans son intégrat une autre zone ou l'anticorps

primaire est remplacé par une solution tampowasgde témoin négatif).

Pour chacune des tumeurs, une coupe est colordeeraaltoxyline éosine safran
(HES). Les autres sont utilisées pour la mise éte@ee successive sur les mémes coupes de
CD3L1 et du collagéne 1V, par technique de fluoreseecomme décrit ci-dessous.

* Marquage des cellules endothéliales (CD31)

L’anticorps monoclonal de rat (Ig& k) anti-CD31 de souris (550274, BD
Pharmingen) est dilué au 1f28dans un tampon dont la composition est la suivarBS
pH 7,4 contenant 0,1% (m/v) azide de sodium, 0,§6%) N-éthyl-maléimide, 1% (m/v)
BSA, 30% (v/v) glycérol. L'incubation des coupesaxcet anticorps est réalisée en chambre
humide pendant une nuit & 4°C.

A l'issue de ce temps d’incubation, les lames smmees par immersion dans un bain
de PBST pendant 5 min. Nous avons ensulite utitisénticorps de chevre anti-lgG (H+L) de
rat biotinylé (3052-08, Clinisciences/Southern Bat). La coupe est incubée avec cet
anticorps dilué au 1/460°dans du PBST pendant 1 heure & température ambjaris les
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lames sont rincées a la pissette de PBST et paeisiom dans un bac de TBST pH 7,6 (Tris-
HCI 1M pH 7,6, NaCl 5M, Tween 0,1%).

La coupe est alors recouverte de streptavidine Iéeup I'Alexa® 488 (Molecular
Probes) diluée au 1/4088 dans le TBST pH 7,6, pendant 1 heure & températubgante. A
partir de cette étape, un soin particulier est d@gpafin de limiter toute exposition a la
lumiére, qui pourrait étre a l'origine de phénongmle photoblanchiment. Les lames sont
rincées au TBST pH 7,6.

* Margquage des membranes basales (collagéne V)

Ensuite, un anticorps de lapin anti-collagéne IMimNovatec, Lyon) est dilué au
1/3200™ dans le tampon de dilution de I'anticorps primajreur une incubation d’une nuit a

4°C. Les lames sont rincées par immersion dansarde TBST pH 7,6 pendant 5 min.

Les coupes sont ensuite recouvertes par un aogicde chevre anti-lgG (H+L) de
lapin biotinylé (E0432, Dakocytomation, Trappesjud au 1/208™ dans le TBST pH 7,6.
Apres une incubation de 1 heure a température auehiles coupes sont a nouveau rincées
dans un bain de TBST pH 7,6.

Cette étape est suivie d’'une incubation des codpek heure a température ambiante
dans une solution au 1/4088dans du TBST pH 7,6 de streptavidine couplée xag Red®
(Molecular Probes). Apres un ringage a la pisatd BST pH 7,6, les coupes sont montées a

I'aide d’un milieu aqueux (a base de PVA-glycétmtitant le photoblanchiment.
* Observation des lames

Les préparations histologiques sont observées &el’ad’'un microscope a
épifluorescence (Axioskope 2, Zeiss), equipé d'yol@tine motorisée et d’'une cameéra
numérique rapide haute résolution (Axiocam HS) é&&mipau systéme d'acquisition et
d’archivage d’'image Axiovision 4,5. Cet ensemblenpet I'obtention d'images numériques a
haute résolution de la totalité d'un plan de cotypmoral, et ceci tant en lumiére ordinaire

gu’en fluorescence.
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L’examen des coupes apres réalisation des techsignefluorescence a été réalisé
avec les réflecteurs suivants : excitation BP 495; dichroique FT 500, émission BP 505-
555 (Alexa 488 ou excitation : BP 540-552, dichroique FT 550js&mon BP 565-595Txas

Red). Le logiciel permet également la fusion d’imagadtimodalités.

I\V.3.4.2.4 Suivi de croissance tumorale apres PDT

Pour ces expériences, nous avons comparé un gdeupeuris traitées par PDT avec
TPCvs TPC-Ahx-ATWLPPR. Six souris ont été utilisées dahaque groupe.

Aprés PDT, les tumeurs sont mesurées tous les 3, jet le volume tumoral est
calculé comme décrit dans le paragraphie.3.2.4. (page 129). Pour comparer l'efficacité
des différents traitements, nous avons utiliséaigse des courbes de survie de Kaplan-Meier,
en utilisant le temps pour que le volume tumorait soultiplié par 5 (ou par 10),

comparativement au volume tumoral au moment d®IlB, Bomme parametre de fin d’étude.

IV.3.4.3 Résultats et Discussion

IV.3.4.3.1 Suivi du flux sanguin pendant PDT

Des courbes de suivi de flux sanguin microvascelleirde température intratumoraux
pendant PDT avec TPC et avec TPC-Ahx-ATWLPPR (deaxris pour chaque cas) sont
présentées sur ldgjures 40et 41, respectivement. Dans le cas de TPC-Ahx-ATWLPRR, |
flux sanguin augmente rapidement par rapport aeanivavant PDT (100%), jusqu’a une
moyenne de 150% au bout de 2,5 min aprés le déblitrddiation. Ensuite, le flux diminue
progressivement jusqu’a une valeur plateau de ®084ron Eigure 41, courbes en blguA
linverse, chez les deux souris traitées par PDé&caVPC, dans les mémes conditions de

traitement, les valeurs du flux sanguin resterilstafigure 40, courbes en blgu

Les profils enregistrés avec TPC-Ahx-ATWLPPR sominparables avec les profils
obtenus pendant PDT avec du Photofrin® (dose dee®=smg/kg, IDL de 24 heures, fluence
de 135 J/cr irradiance de 5 mWicfj) par une méthode de spectroscopie de corrélation

diffuse “°" 4% |es auteurs ont suggéré que I'augmentation ieitla flux pourrait étre due a
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une “autorégulation” du tissu. Celle-ci permettidgt compenser la consommation d’oxygene
au cours des réactions photochimiques, au débat@BT.

Une autre hypothése est que cette augmentatioluxi¢Figure 41 courbes en bléu
serait due a l'augmentation de température penkdamtaitement Figure 41, courbes en
rouge. Néanmoins, si cette hypothése était vraie, omaiteobserver une augmentation de
flux similaire lors de la PDT avec TPC, dans lesmag conditions de PDT, ce qui n’est pas le
cas Figure 40. Les valeurs de flux sont mémes les plus statilez la souris 2Rjgure 40,
droite), pour laquelle les plus fortes variations de térafure sont enregistrées. Les valeurs
plus élevées et le profil atypique de la courbéetepérature intratumorale chez cette souris,
comparé aux trois autres, pourraient s’expliquarysadélai plus court entre I'injection du
produit anesthésique et I'utilisation de la soupisur les mesures expérimentales. La
température corporelle chez une souris est en @f&7-38°C, mais cette température chute

lorsque celle-ci est anesthésiée.

La diminution de flux sanguin qui S’ensuit lors draitement avec TPC-Ahx-
ATWLPPR, a des valeurs inférieures au niveau aR&i (Figure 41, courbes en blguest
en accord avec notre stratégie de ciblage dedeskundothéliales. En effet, cette diminution
pourrait refléter la formation de thrombi, pouvanhduire a une occlusion vasculaire et a une
diminution de la perfusion tumorale. Par conséqguestévénéments initiateurs induits par la
PDT pour chacun des PS semblent différents. La B\C TPC-Ahx-ATWLPPR induit des
variations de flux vasculaire intratumoral trésidas durant le traitement, ce qui démontre un

mode d’action premier de ce PS, et non de TPCj\eaan des vaisseaux tumoraux.
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intratumoraux chez deux souris @auche et droite), pendant et aprés PDT avec_TPClLe trait vertical
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IV.3.4.3.2 Impact de la PDT sur les vaisseaux saimgu

Le lit vasculaire microcirculatoire de tumeurs U8 traitées par PDT est constitué
de vaisseaux irréguliers dont les cellules end@tledl sont bien visibles. L'examen des
coupes en fluorescence apres fusion des signauespondant aux cellules endothéliales et
au collagéne IV montre que ces deux éléments gtawct sont strictement colocalisés ; tous

les vaisseaux tumoraux sont pourvus d’'une membrasale Figure 423.

Suite au traitement photodynamique, une majorit&s dellules endothéliales
vasculaires au sein de la tumeur disparaissentlegB8 utilisé soit TPCHgure 42b, gauche
ou TPC-Ahx-ATWLPPR Figure 42c, gauche Nous avons Vérifié, sur des coupes dont le
collagéne IV a été marqué par méthode enzymatigaeec( contre-coloration a
’lhématoxyline), que I'absence de marquage de CB@3Es PDT (avec TPC et avec TPC-
Ahx-ATWLPPR) ne résultait pas d'une simple altératide I'épitope, mais bien d’une
disparition des cellules endothéliales (diminutéhnnombre de noyaux visibles au pourtour
des vaisseaux sanguins, comparé a une tumeur aitéejr CD31 est toujours présent apres
PDT avec TPC et avec TPC-Ahx-ATWLPPR en périphéeda tumeur, et se traduit par une
« couronne » verte sur les images de microscopigudeescenceRigure 42b&c gauchg.
Ce marquage pourrait refléter la persistance dkilesl endothéliales au pourtour de la
tumeur, mais peut aussi résulter d’'un marquage spatifique d’éléments, autres que des
cellules endothéliales, présents au niveau dedauta tumorale, qui restent a identifier. Les
lames basales, en revanche, sont présentes, maiartpilage semble moins intense sur les
coupes de tumeurs traitées par PDT avec TPiGufe 42h milieu) qu'avec TPC-Ahx-
ATWLPPR Figure 42¢ milieu).

Suite au traitement par PDT avec TPC-Ahx-ATWLPR&#%, tellules tumorales sont
dissociées par de I';cedéme et un fort pourcentagesleellules présentent des signes de mort
par apoptose et/ou nécrose (noyaux condenségiiré 43b&q. Il n'a pas été observé de
thrombose luminale. Les coupes de tumeurs tragae®DT avec TPC, colorées en HES, ne
présentent pas de différences morphologiques éédesvec celles traitées par PDT avec
TPC-Ahx-ATWLPPR.

Or, nous avons mis en évidence une différence itapta de la variation du flux

sanguin pendant PDT, selon que les tumeurs sdtéesapar PDT avec TPC ou avec TPC-
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Ahx-ATWLPPR. Puisque la cible moléculaire de TPCxARTWLPPR (NRP-1) est située
essentiellement au niveau des cellules endothgliflévénement initiateur supposé de la
diminution du flux sanguin est une altération ds cellules, conduisant & une perte de leurs
jonctions intercellulaires (et donc a une augmeate la perméabilité vasculaire) et,
éventuellement, a une thrombose vasculaire. Cepend@C ne présenta priori pas
d’affinité particuliére pour les cellules endotlaédis et n’induit pas de variations de flux
sanguin significatives pendant PDT. Il peut don@fiee surprenant de ne pas observer ici de
différence significative entre les deux traitememis terme de marquage des cellules

endothéliales apres PDT.

Le temps de 24 heures aprés traitement pour lgpééation des tumeurs a été choisi
en accord avec la littératuré®® 46" et de fagon a pouvoir observer des changements
morphologiques au niveau des cellules tumoralespquiraient pu I'étre a des temps plus
courts aprés PDT. Néanmoins, des temps plus c¢eugs4 heures) aprés traitement ont
également été utilisés dans la littérature poumégquage des cellules endothéliales apres
PDT ®% 48) De tels temps pourraient &tre plus approprié®iasérvation de différences
notables de marquage des cellules endothélialee @PDT avec TPCvs TPC-Ahx-
ATWLPPR, et & I'observation d’une éventuelle thrasd vasculairé'®®, d’autant plus que
certains thrombi peuvent étre instables et évadass la circulation sanguiffé®).

Une hypothése permettant d’expliquer I'absence darqoage des cellules
endothéliales 24 heures aprées PDT avec TPC estcglies-ci seraient altérées, non
directement au cours de la PDT, mais plus tard, gparmécanisme indirect. Le faible
marquage du collagene IV, qui est a confirmer,lesrcoupes de tumeurs traitées par PDT
avec TPC, comparé a TPC-Ahx-ATWLPPR, pourrait \@lidette hypothese. On peut penser
gu’au moment de la PDT (4 heures aprés injectioRP8) TPC serait situé en périphérie des
vaisseaux sanguins, ce qui doit étre vérifié surupes histologiques (voir
paragraphdéVv.3.2.4, page 123). Cette localisation pourrait étre aidioe de dommages
initiaux au niveau des membranes basales des maisset/ou des cellules tumorales a
proximité et des dommages indirects aux cellulem#réliales pourraient ensuite étre causes,

par un mécanisme restant a élucider.
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Figure 42. Marquage immunohistochimique des vaissea d’'une tumeur U87 témoain, non traitée ), et de
tumeurs U87 traitées par PDT avec TPCH) ou avec TPC-Ahx-ATWLPPR (), 24h aprés traitement.A
gauche, en vert Marquage CD31 des cellules endothéliales vascits. Au milieu, en rouge: Marquage
collagéne IV des membranes basales des vaisseauxiroite : Fusion des deux images précédentes.
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Figure 43. Colorations HES d’'une tumeur U87 témoinnon traitée (@) et d’'une tumeur U87 traitée par
PDT avec TPC-Ahx-ATWLPPR (b), 24h apres traitement. €) Grossissement du centre de la tumeur
traitée par PDT avec TPC-Ahx-ATWLPPR.
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IV.3.4.3.3 Suivi de la croissance tumorale apres PD

Afin d’évaluer I'action anti-tumorale des traitemiePDT avec TPC et avec TPC-

Ahx-ATWLPPR, nous avons suivi I'évolution du volurmemoral médianKigure 44.
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Figure 44. Evolution du volume tumoral médian desumeurs U87 xénogreffées chez la sounmide, aprés
PDT avec TPC ou avec TPC-Ahx-ATWLPPR (dose de PS1,75 umol/kg, IDL : 4h, fluence : 120 J/cf
irradiance : 95 mW/cnv). Groupe témoin : souris ayant recu le diluant efrradiées (témoin lumiére). Six
souris par groupe ont été utilisées.

La PDT avec TPC-Ahx-ATWLPPR induit un retard deissance des tumeurs. Dans
ce groupe, 'augmentation initiale apparente dwnrw tumoral, suivie d’'une diminution de
celui-ci, traduit en fait 'apparition d’'un cedenmeste apres (24 a 48 heures) traitement, qui
n'est pas observé dans les autres groupes. Onvebserarrét de la prolifération tumorale
pendant environ 10 jours apres la PDT, puis unsigsance tumorale. L'ensemble de ces
phénomeénes n’'est pas observé apres PDT avec TRGOpegmpour lequel la croissance
tumorale n’est pas visiblement différente de cellegroupe témoinFigure 44.

Nous n’avons observé aucune cure tumorale, ménmelavtsitement le plus efficace,

a base de TPC-Ahx-ATWLPPR. Un phénomene de redasgoissance tumorale, a partir de
cellules viables en périphérie de tumeurs, a égate@té observé dans une autre stratégie de

ciblage vasculaire en POV,

Pour comparer l'efficacité de la PDT avec TPC-AhKWALPPR a celle de la PDT
avec TPC, nous avons tracé les courbes de sunKaplan-Meier, en utilisant le temps pour
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gue le volume tumoral soit multiplié par 5 ou p@y éomparativement au volume tumoral au
moment de la PDT (V/Y = 5 ou 10), comme paramétre de fin d'étueyre 49. La
différence entre PDT avec TP& TPC-Ahx-ATWLPPR est statistiquement significative
lorsque le parametre de fin d’étude considéré &sto\& 5 (p= 0,0039) ou V/y = 10
(p= 0,0664). La croissance tumorale du groupe érgar PDT avec TPC n’est pas
statistiguement différente de celle du groupe ténfp+ 0,4149 et p= 0,9860, pour \§/¥ 5

et 10, respectivement).
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Figure 45. Représentations de Kaplan-Meier de la oissance tumorale des tumeurs U87 aprés PDT avec
TPC ou avec TPC-Ahx-ATWLPPR (dose de PS : 1,75 unia, IDL : 4h, fluence : 120 J/cnj, irradiance :

95 mWicnt). Paramétre de fin d’'étude : V/\, = 5 (haut) ou V/V, = 10 pag. Groupe témoin : souris ayant
recu le diluant et irradiées (témoin lumiére). Sixsouris par groupe ont été utilisées. L'analyse statique a
été réalisée en appliquant le.og-rank test La valeur de p est celle obtenue en comparant lgsoupes PDT
TPC vsPDT TPC-Ahx-ATWLPPR.
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IV.3.4.4 Conclusions

Le flux sanguin intratumoral augmente pendant kesngeres minutes de la PDT avec
TPC-Ahx-ATWLPPR, puis diminue jusqu’a environ 50% da valeur avant le début de
lirradiation. A I'opposé, le flux sanguin intratwral est stable pendant la PDT avec TPC.
Ces résultats valident uetion anti-vasculaire de TPC-Ahx-ATWLPPR, apportéepar la
présence du peptide puisque aucun effet immédiat au niveau des vaiss@’est observé
lors de la PDT avec TPC.

Lescellules endothélialesles vaisseaux sanguins sdatruites 24 heures apres PDT
avec TPC-Ahx-ATWLPPR, mais également avec TPC.FI f'est pas a 'origine d’'un effet
anti-vasculaire immeédiat, il semble induire, deofagndirecte, une destruction des cellules
endothéliales. Des expériences de localisatioatuntnorale de TP@s TPC-Ahx-ATWLPPR,

4 heures p.i., par microscopie de fluorescencer (yairagraphév.3.2.4, page 123),

pourraient apporter des éléments de réponse alitakipn de ce phénomene. De plus, la
récupération des tumeurs a des temps plus courts &DT pourrait permettre la mise en
evidence de difféerences entre les traitements asfecune des molécules, en terme

d’apparition de thrombose et de marquage des eslkhdothéliales.

La PDT avec TPC-Ahx-ATWLPPR induit umalentissement statistiquement

significatif de la croissance tumoralecomparé a la PDT avec TPC.
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V.4 ETUDE DE STABILITE IN VITRO ET IN VIVO

L’attractivité des peptides pour des utilisatioms RDT repose notamment sur leur
petite taille, qui facilite la diffusion dans lasdus, et sur leur facilité de synthese. Nous avons
récemment répertorié dans une revue les divergggaions des peptides dans le domaine
de la PDT®™. Cependant, un des inconvénients majeurs liésitdidation des peptides
repose sur leumanque de stabilitéin vitro etin vivo, pouvant compromettre notre stratégie
de ciblage. En effet, le plasma contient des paptid (ou protéases), enzymes protéolytiques
de type hydrolase qui dégradent les chaines pgpédi depuis le N- ou le C-terminal
(exopeptidases, appelées aminopeptidases et cadyutidases, respectivement) ou qui
hydrolysent les liaisons peptidiques internes ethex acides aminés (endopeptidases).

Nous avons montré que la portion peptidique de ARLC-ATWLPPR eststable
pendant au moins 24 heures lors d’'une incubationitro dans dyplasma humain et murin,
a37°C

Par opposition, une analyse par HPLC a révélé #eppn in vivo d’'un produit de
dégradation photoactivable, dande plasma de la sourisiude, a partir de 2 heures p.i., mais
a des taux relativement faibles jusqu'a 4 heureés(920% de la quantité circulante). La
dégradation est, au contraire, trés rapide dansrtgmes du systéeme réticulo-endothéfiaile(
et rate). Le PS s’accumule a de tres forts taus das organes. Nous avons idenfifleC-
Ahx-A comme étant le principal produit de dégradatiomfg par spectrométrie de masse
MALDI-TOF.

Les cellules endothéliales représentent la cibl®8wconjugué. TPC-Ahx-ATWLPPR
eststable dans lemilieu de culture de ces cellules pendant au moins 24 heures a BT4fS,
dégradé aprés incorporation intracellulaire principalement en TPC-Ahx-A, mais aussi en
TPC-Ahx-AT et TPC-Ahx-ATWLPP. Ceci n'est pas prégidble a notre stratégie, puisque le
peptide a déja joué son rdle de molécule ciblagitejue, a ce stade, seule la partie PS est
importante pour I'effet phototoxique. Une étudectdocalisation par microscopie confocale
nous a permis de mettre en évidence une localisgiiincipale du PS au niveau des

lysosomes(collaboration avec le Dr Dominique Dumas, Laboiratd’Energétique et de
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Mécanique Théorique et Appliquée (LEMTA), Nancy-uasité). L'addition dans le milieu
de culture cellulaire d’'unnhibiteur d’enzymes lysosomalesinhibe significativement la
proportion de PS dégradé en intracellulaire, déraant I'implication des peptidases

lysosomales dans la dégradation intracellulair®8u

L’identification des sites de dégradation au niveau peptide, réalisée dans cette
étude, peut permettre d’améliorer notre composé’gaboration depseudo-peptidesplus
stables. Cette étude a été soumise pour publicfiBnactuellement sous correction, et est

présentée dans les pages suivantes sous formield’art
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VvV SYNTHESE GENERALE DES RESULTATS

L’effet anti-vasculaire joue un réle crucial daréradication tumorale par PDT. Cet
effet peut étre favorisé en modifiant le protocale PDT (diminution de ['IDL,
principalement) ou en utilisant des PS a action\agculaire (présentant une localisation
préférentiellement plasmatique et/ou endothélide)particulier, les dommages photoinduits
au niveau de I'endothélium vasculaire semblent &rgrincipal événement initiateur de
I'effet anti-vasculaire de la PDT. Or, les celluksdothéliales bordant les vaisseaux sanguins
tumoraux présentent des marqueurs moléculairesifispés, comme les récepteurs au

VEGF, qu’il est possible de cibler.

La premiére partie de ce travail de these a consisté a coupler unapeptide
spécifiqgue de la NRP-1, co-récepteur du VEGF, ®#8nde type chlorine, et a effectuer les
caractérisations chimiques et photophysiques d&Sceonjugué.

Nous avons démontré |a faisabildé coupler un peptide a un PS sur support solide.
La méthode de purification par HPLC que nous awiéseloppée permet I'obtention du PS
conjugué avec une haute puret@ PS conjugué obtenu est relativement hydrophotas
moins que le PS non conjugué. De plus, le coupdagpeptide ne modifie pas notablement

les caractéristiques photophysiguesPS

Dans unaleuxiéme partie,une étuden vitro a été réalisée, sur cellules endothéliales
de type HUVEC exprimant NRP-1.
Une étude comparative avec le PS non conjugué drénpour le PS conjugué une

cytotoxicité a I'obscurité moindraune amélioration de l'incorporation intracellu&g@t une

activité photodynamigusupérieure. Nous avons montré que l'incorporatielfulaire du PS

conjugué résultait de mécanismes non spécifiquess surtout d'une affinité de la portion
peptidique_pour NRP-1, et non pour VEGFR-2/KDd&®ntrairement a ce qui était rapporté

jusqu’alors dans la littérature, et donc a ce goesncroyions lorsque nous avons initié ce

travail.

La troisieme partie de ce travail correspond a I'étuikevivo du PS conjugué chez la
sourisnudexénogreffée en ectopique par un modéle de gliomlenrhumain (U87).

Tout d’abord, nous nous sommes attachés a casmtéde modele en terme
d’expression de NRP-1 et de VEGF diffusible. Entipalier, les taux de VEGEirculantsin
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vivo sont suffisamment bamour que le VEGEs présent n’entre pas en compétition avec le
PS conjugué pour la reconnaissance de la NRP-1.
Ensuite, nous avons étudié la pharmacocinétiquematiquedu PS conjugué et sa

biodistribution suite a une injection i.v. Celui-ci est élimingé dompartiment plasmatique
plus rapidement que le Foscan® et est retrouvé ldamsneur a des taux supérieurs a ceux de
la peau et supérieurs aux taux intratumoraux dedfa® décrits dans la littérature.

Les conditions de PDT (dose de PS, fluence, irredipont été optimisées, en terme
de minimisation du volume tumoral, par une appromtiginale, nouvelle dans le domaine de

la PDT, utilisant les_plans d’expérienceSette méthode permet une optimisation des

conditions de traitement en faisant varier leséddhts facteurs de la PDT simultanémet

en réalisant un minimum d’expériences

Avec la condition de PDT optimale déterminée pal#n d’expériences, le traitement
avec TPC-Ahx-ATWLPPR, et non celui avec TPC, indigs variations de flux sanguin

pendant PDTmettant en évidence I'action anti-vasculaire ®CTAhx-ATWLPPR apportée
par le greffage du peptide. Les cellules endotheides vaisseaux sanguins tumoraux sont

détruites 24 heures aprés PDT, dans les deuxlaagcupération des tumeurs a des temps
plus courts apres PDT pourrait permettre la misé&wdence de différences entre les PDT
utilisant chacune des deux molécules. De plusp& Bvec TPC-Ahx-ATWLPPR induit un
ralentissement statistiquement significatif de Haigsance tumoraleomparé a la PDT avec
TPC.

Les peptides peuvent étre dégrad@svivo par des peptidases, ce qui diminuerait
fortement la sélectivité du PS conjugué pour lesvaisseaux. Dans urgpiatrieme partie,
une étude de stabilité vivo etin vitro du PS conjugué a été réalisée.

Si la portion peptidique du PS conjugué est stalles du plasman vitro, elle est

progressivement dégradée vivo, chez la souris, au niveau de la liaison peptigigituée

entre les résidus alanine et thréoni@ette dégradation a principalement lieu dangike 6u

le PS conjugué s’accumule a des taux éleves.

De méme, le PS conjugué est stable dans le milieuculture des cellules

endothéliales, mais__dégradé apres incorporatiomadeliulaire par des _peptidases

lysosomales
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VI CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Ce travail de thése s’inscrit dans un nouveau nted&raitement photodynamique, la
VTP (Vascular Targeted PDY. Il ne s’agit pas ici d’avoir un effet de mort etite des
cellules tumorales, mais d’éradiquer la tumeur Bsant les vaisseaux sanguins qui lui sont
associés. Tres peu d'études ont utilisé des peypéfie de permettre un ciblage des vaisseaux
sanguins tumoraux dans le domaine de la BT 49 A notre connaissance, une seule
équipe a évalué le potentiel anti-vasculaire de B$ conjuguém vivo, dans le domaine du
cancer®*®, mais la cible moléculaire sur les cellules endligies du peptide utilisé (APRPG)

est inconnue.

Cette étude a mené depuistplaged’'un PS a un peptide spécifique de la NRP-1 et
les caractérisations chimiques et photophysiques de ce composé, juggéaidesin vitro
sur HUVEC etin vivo, sur sourisnude porteuses de gliome malin humain. La plupart des
techniques qui ont été utilisées n’existaient patahoratoire et ont été développées au cours
de ce travail. Du fait du temps qu’a nécessité tgimisation, certains des résultats obtenus
in vivo, rapportés dans le présent document, doivenicétrBrmés sur un plus grand nombre
d'animaux. Le marquage des vaisseaux sanguins apres PDT par tedtme
immunohistochimique sur des tumeurs récupérées a des temps courtsRipie(TPC-Ahx-
ATWLPPRvsTPC) devra étre réalisé. Il serait également @sgant d’estimer une éventuelle
augmentation de lperméabilité vasculaire suite a la PDT avec TPC-Ahx-ATWLPPR
TPC®3)

Un point essentiel de cette étude a étéhlg@x de conditions de PDTin vivo. Malgré
son caractére prometteur, la PDT reste encore geelappée en clinique en Europe,
notamment du fait de la difficulté a déterminerdesditions de traitement optimales a I'aide
d’'une dosimétrie appropridd®®. Actuellement, les doses de PS et de lumiéresétifi sont
celles basées sur les premieres publications @&aistre connaissance, aucun travail ne relate
une détermination scientifique de ces facteurstilisation d’unplan d’expériencesnous a
permis de déterminer les valeurs de dose de PSeaten de fluence et d'irradiance

lumineuses, permettant de minimiser le volume tanor
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Les études de biodistribution tumorale ne fourmisgeas nécessairement un IDL
correspondant a une efficacité optimale. En effeyn IDL de 96 heures, correspondant au
maximum de concentration intratumorale en PS,taliement été sélectionné pour les études
précliniques et cliniques utilisant le Foscan®,mbenbreuses études ont par la suite montré
que des IDL plus courts conduisaient a une me#lefficacité®*" 33 343 | "|DL de 4h
retenu pour nos expériendasvivo a été déterminé en fonction des résultats de dirdalition
tissulaire, de pharmacocinétique plasmatique ettaleilitéin vivo. Cependant, il serait plus
judicieux de se baser sur une cinétiqgue d’'incotpamadu PS dans les cellules endothéliales
in vivo, dans le but de favoriser leffet anti-vasculairecherché. Une technique
immunohistochimique de localisation intratumoraleRE parcolocalisation avec les cellules
endothéliales actuellement en cours d’optimisation, devrait @ermettre de sélectionner

dans le futur un IDL optimal.

Si l'effet anti-vasculaire de la PDT peut parfoisnduire a lui seul a une cure
tumorale, il peut dans d’autres cas étre insuffisdiautant plus si la dosimétrie n’a pas été
optimale et s'il reste des cellules cancéreusdslasaaprés PDT. L’hypoxie générée au sein
de la tumeur du fait de la destruction des néoeaiss peut, pour des doses de PDT sous-
curatives, conduire a des phénomeénes de ré-angisgaprés PDT, suite a la sécrétion de
facteurs pro-angiogéniques comme le VEGF, COX-2JesuMMPs @47 480454 Cela peut
conduire & une reprise tumorale, mais égalemenappdrition de métastase§®®. Des
combinaisons avec d’autres traitementpourraient permettre d’améliorer I'efficacité de |
PDT.

Une premiere stratégie serait de contrer certains effets induits par Dal houvant
conduire a une stimulation de la croissance tureoraéquipe de Charles Gomer a ainsi
montré 'efficacité de combiner la PDT & des traiéats anti-angiogéniqué&8> 447 453, 454)

Uneseconde stratégieonsisterait au contraire a utiliser les effettuits par la PDT.

En effet, laugmentation transitoire de la permégihdes vaisseaux survenant juste avant la

stase vasculaire permettrait_d’augmenter la délngade macromolécules dans les tissus

néoplasiques. L'équipe de Barbara Henderson a aiosiré que la PDT permet d'accroitre
I'accumulation de doxorubicine dans des tumeursldmtges chez la sourfé’®. Il est
€également envisageable de tirer parti de I'hypa@émérée au sein de la tumeur par la

destruction des néovaisseaux, en utilisant comgoient des molécules bio-réductridesy.

mitomycine C, tirapazamine), qui sont des pro-desgumon actives en environnement

normalement oxygéné, mais activées dans un enroant hypoxiqué'® 471472
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Par ailleurs, des améliorations peuvent étre appsra notre PS conjugué. Nous avons
vu que l'augmentation de l'incorporation de TPC-ARXWLPPR pouvait en partie étre due
a des phénoménes non spécifiqi88. Afin de pouvoir définir plus précisément la part
d’incorporation intracellulaire provenant de mésames spécifiques par rapport a celle issue
de mécanismes non spécifiques, nous étudions kchexit la possibilité de comparer ce
degré d’incorporation entre des cellules exprimdRP-1 €.g. lignée de cancer du sein
MDA-MB-231) et ces mémes cellules traitées paRN interférence pour éteindre
I'expression du géne de NRP-1.

L’affinité du peptide pour NRP-1 est diminuée suaie couplage avec le PS. Cette
affinité pourrait étre améliorée en augmentant le ratictigepPS ®’®, en couplant, par
exemple, 4 molécules de peptide par molécule des®Schacun des noyaux benzéniques
(TPC-(Ahx-ATWLPPR)). On peut par ailleurs imaginer qu'une telle malécserait plus
hydrosoluble, puisque le peptide est hydrophile et contient chrerge positive au niveau de
l'arginine, et que TPC-Ahx-ATWLPPR est effectiverhptus hydrophile que TPC.

D’autre part, la partie peptidique de TPC-Ahx-ATV\RIR est dégradée vivo par des
peptidases, essentiellement au niveau du f&€. Nous travaillons actuellement au
développement de pseudo-peptigdiss stables(remplacement de L-acides aminés par des
D-acides aminés et remplacement de la liaison gigpt sensible a la dégradation par une
liaison plus résistante aux peptidasesg. liaison réduite —NbCH,-). Par ailleurs,
laugmentation de [I'hydrophilie du composé (par repée, en utilisant TPC-(Ahx-
ATWLPPR)) permettrait une moindre accumulation du PS cargugdans le systeme

réticulo-endothélial (foie, rate), et donc une ndsendégradation du peptide.
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