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Introduction

La thérapie photodynamique (PDT) est préconisée dans le traitement de certaines
maladies dermatologiques, ophtalmologiques et en oncologie. Son principe est basé sur
I’association de [’oxygeéne, de la lumiére et d’un photosensibilisateur ou agent
photosensibilisateur (PS) non toxique a ’obscurité. Les PSs actuellement disponibles en
clinique sont dotés d’une relativement faible sélectivité pour le tissu a traiter. En PDT anti-
cancéreuse, la destruction tumorale résulte, soit directement de réactions de photo-oxydation
induites au sein de la cellule néoplasique, soit indirectement de réactions inflammatoires
locales accompagnées d’une altération de la vascularisation caractérisée par des variations du
flux sanguin et des stases micro-vasculaires générant une hypoxie tumorale. Les dommages
vasculaires induits sont considérés comme étant un phénomene majeur, contribuant largement
a Defficacité¢ du traitement. Cet effet anti-vasculaire de la PDT peut étre potentialisé¢ en
¢laborant des PSs adressés se localisant préférentiellement au niveau du compartiment
vasculaire tumoral. Ce nouveau mode de traitement photodynamique est appelé Vascular

Targeted Photodynamic therapy (VTP).

Dans I’objectif de favoriser 1’effet anti-vasculaire de la PDT, la stratégie que nous
développons vise a améliorer le tropisme tumoral d’un PS en le couplant a un heptapeptide
reconnu par un récepteur impliqué dans la néo-vascularisation tumorale et sur-exprimé
majoritairement par les cellules endothéliales angiogéniques. Le ciblage choisi implique le
récepteur de type 2 au VEGF (vascular endothelial growth factor, Flk-1/KDR) et son co-
récepteur la neuropiline-/ (NRP-1) (Soker et al., 2002).

Notre approche a consisté a coupler la tétraphénylchlorine (TPC), via un bras espaceur
(acide amino hexanoique, Ahx) a un heptapeptide (ATWLPPR) isolé par phage display
(Binetruy-Tournaire et al., 2000). Préalablement, la spécificité de fixation du PS conjugué
vis-a-vis de la protéine chimérique recombinante NRP-1 a été étudiée, démontrant la
spécificité du peptide ATWLPPR et du conjugué TPC-Ahx-ATWLPPR pour le co-récepteur
NRP-1 et non pour KDR. La photocytotoxicit¢ du conjugué sur des cellules endothéliales a
été améliorée d’un facteur sept par rapport a la TPC due a l'amélioration d’incorporation.
L’étude in vivo de la TPC-Ahx-ATWLPPR a été initiée sur un modéle de gliome malin
(lignée U87), xénogrefté en ectopique chez la souris nude. Au laboratoire, nous avions, sur ce

modele, préalablement mis en évidence une angiogenese tumorale conséquente, par le suivi
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de la densité vasculaire, du taux de VEGF diffusible et de la pression partielle en oxygeéne
(Pinel et al., 2004). Le rationnel a ce travail de these a été publié et est présenté en annexe

(Tirand et al., J Control Release, 2006).

Ce manuscrit comprend, dans un premier chapitre, la synthése bibliographique,
divisée en cinq sous-chapitres, dans lesquels seront successivement décrits, le principe de la
PDT, les caractéristiques morphologiques du processus angiogénique, puis le rdle essentiel du
VEGEF et ses récepteurs dans les mécanismes moléculaires de I’angiogenése. La quatriéme
partie, consacrée aux stratégies de ciblage en PDT est complétée par une revue que nous
avons publi¢e, détaillant les avantages liés a 1’utilisation de peptides (Schneider et al.,
Anticancer Agents Med Chem, 2006). Ce chapitre s’achéve par la description des différentes

approches permettant d’améliorer la stabilité peptidique.

Dans un deuxiéme chapitre, nous comparons la sélectivité de la TPC versus le PS
conjugué¢ TPC-Ahx-ATWLPPR in vitro et in vivo. Nous avons ¢laboré, sélectionné et
caractérisé une lignée, dont I’expression du gene codant NRP-1 est éteinte par la technique
d’ARN-interférence, a partir de la lignée MDA-MB-231 sauvage surexprimant ce co-
récepteur. L’incorporation des deux PSs a été comparée sur ces deux lignées. La localisation
intra tumorale in vivo chez la souris nude xénogreffée en ectopique par un gliome malin
humain (U87) a été évaluée par une technique d’immunohistochimie. Ce travail est soumis a
publication. L’article précédé par un résumé en frangais est inclus dans ce chapitre.
L’efficacité photodynamique in vivo a également été présentée dans ce travail. Pour ce faire,
les conditions de traitement avaient été préalablement optimisées en utilisant une
méthodologie de plan d’expériences. Cette publication est également insérée dans I’annexe du

manuscrit.

La conjugaison de PSs a de petits peptides afin d’améliorer leur sélectivité vis-a-vis du
tissu cancéreux présente de nombreux avantages, notamment leur petite taille, leur facilité de
synthése et leur affinité pour leur récepteur (Schneider et al., Anticancer Agents Med Chem,
2006). Cependant, leur limite réside dans un manque de stabilité¢ potentiel, du fait de la
présence d’exo- et d’endo-peptidases in vitro et in vivo susceptibles de les dégrader. Dans un
troisiéme chapitre, nous présenterons les résultats publiés (Tirand, Thomas et al., Drug

Metab Dispos, 2007) de 1’étude de stabilité¢ de la TPC-Ahx-ATWLPPR in vitro et in vivo.



Introduction

Dans un quatrieme chapitre, la pharmacocinétique et la biodistribution de la TPC-
Ahx-ATWLPPR et de son produit de dégradation ont été étudiées apres injection par voie
intra-veineuse pour notre modele de souris xénogreffées (Thomas ef al., Photochem Photobiol
Sci, 2008).

Ces deux dernicres €tudes publiées nous ont permis de préciser les sites de coupure par
les peptidases et ainsi, d’¢laborer de nouveaux peptides susceptibles d’étre plus stables in
vivo. L’¢élaboration de ces nouveaux peptides est décrite dans un avant dernier chapitre.
Deux peptides ont été retenus et couplés a la TPC afin d’évaluer leur incorporation sur le
modele cellulaire MDA-MB-231 traité par ARN interférence précédemment décrit, et de
vérifier leur sélectivité in vitro et leur stabilité in vivo. Les synthéses, purifications,
caractéristiques photophysiques et chimiques ainsi que les affinités vis-a-vis des récepteurs au

VEGTF sont détaillées.

Une synthese générale des résultats et les perspectives a court et moyen terme

terminent ce mémoire.
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Chapitre I : Synthese bibliographique

I. Thérapie photodynamique

I.1  Rappel historique et principe

Les effets thérapeutiques de la lumicre sont connus depuis I’ Antiquité. Les Egyptiens
utilisaient déja la lumieére combinée a des substances naturelles pour traiter des maladies de

éme

peau. Ce n’est qu’a la fin du XIX™™ siecle que le concept de photosensibilisation apparait
lorsque Oscar Raab décrit pour la premiére fois le phénoméne phototoxique en associant un
colorant (I’acridine) a la lumiére (Raab, 1900). En 1903, Jesionek et von Tappeiner (alors
professeur de Raab) traitent un cancer cutané par application topique d’€osine suivie d’une
exposition a la lumiére blanche. En 1904, Tappeiner suppose que 1’oxygene est essentiel pour
le processus et introduit le terme « d’action photodynamique » (von Tappeiner, 1904). Cette
supposition sera confirmée en 1909 par Hasselbach qui rédigera le premier rapport sur le
caractere phototoxique de 1’hématoporphyrine Hp, un dérivé de I’héme (Hausmann, 1911). En
1924, Policard met en évidence la fluorescence spontanée de tumeurs exposées a la lumiére
ultraviolette, phénomene interprété comme étant dii a I’accumulation de 1’hématoporphyrine
endogene (biosynthétisée par le corps) dans les cellules tumorales (Policard, 1924). En 1948,
Figge confirme I’affinité de cette substance pour les tissus tumoraux et suggere la possibilité
d’utiliser I’hématoporphyrine pour localiser les zones tumorales chez I’homme (Figge et al.,
1948). En 1955, une série d’expériences réalisées par Schwartz prouve que
I’hématoporphyrine commerciale n’est pas un produit pur. Il constate que le produit pur qu’il
a isol¢é est moins sélectif au niveau tumoral que le produit commercial (Schwartz et al., 1955).
En 1961, Lipson propose de purifier I’hématoporphyrine par action d’un mélange d’acide
acétique et d’acide sulfurique. Le produit obtenu, appelé HpD pour « Hematoporphyrin
Derivative » sera utilisé pour traiter des patients atteints de tumeurs cancéreuses du poumon.
(Lipson et Baldes, 1960). Il est constitué d’un mélange complexe de porphyrines.

Ce n’est qu’au cours des années 1970, avec les expérimentations de Dougherty, que la
thérapie photodynamique (PDT) connait un véritable essor. Des traitements a base
d’hématoporphyrine dérivée (HpD) et de lumicre rouge ont montré de trés bons résultats lors

d’études précliniques et cliniques (Dougherty et al., 1978). L’HpD a notamment donné
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naissance a une fraction enrichie en composés actifs, le porfimer sodium ou Photofrin®,
constitué d’un mélange de porphyrines présentes dans différents états (monomeres, diméres et
oligomeres) ou des liaisons chimiques différentes (éthers et esters) (Brown et al., 2004).

Actuellement, la thérapie photodynamique est préconisée dans le traitement de
certaines maladies dermatologiques (Delesalle et al., 2008), ophtalmologiques (Desmettre et
al., 2001) et en oncologie (Maunoury ef al., 2005). Son principe repose sur 1’association de
I’oxygene, de la lumiére et d’un photosensibilisateur (PS) non toxique a 1’obscurité et
préférentiellement retenu par les tissus malades. La PDT anti-tumorale est un traitement local
ou locorégional utilisé pour réduire le volume d’une tumeur massive, obtenir la cure radicale
d’une petite tumeur superficielle, ou apreés échec d’une thérapie standard par chimiothérapie
ou radiothérapie (Dougherty et al., 1998).

En oncologie, le PS peut étre administré par voie intra-veineuse ou topique. La Iésion
néoplasique est irradiée a une longueur d’onde spécifique. L’activité photodynamique du PS
est basée sur des principes photophysiques, induisant dans un systéme biologique des
réactions de photo-oxydation. Le délai entre I’administration du PS et I’irradiation des tissus
(drug-light interval ou intervalle drogue-lumicre, IDL) correspond en général, a la durée
nécessaire pour un tropisme du PS en faveur de la tumeur par comparaison aux tissus sains

(Dougherty et al., 1998).

I.2  Réactions photochimiques

En absorbant un photon d’énergie hv, le PS passe de son état singulet fondamental
('PSp) 4 un état singulet excité ('PS;*, 'PS,* ou 'PSs...) correspondant & un état électronique
d’énergie supérieure. Par une succession de relaxations vibrationnelles (conversions internes,
CI), le PS revient a I’état excité de plus bas niveau d’énergie ('PS1*). Par conversion inter-
systéme (CIS), le PS peut ensuite passer & un état triplet excité (‘PS;*). Ces étapes sont

représentées par I’Equation 1.
hv CI CIS
Equation 1 'PS, — PS,* — PS;* — 3PS*

A ce stade, le retour a 1’état fondamental correspond a une transition entre un état

triplet excité (°PS;*) et I’état singulet fondamental (‘PSy), transition dite interdite. Ainsi sa
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durée de vie est plus longue (quelques pus) que 1’état singulet (quelques ns), lui permettant de
générer des especes photo-actives a partir des deux voies principales de photo-oxydation de
types I et II.

Pour le mécanisme de type I, le PS a I’état triplet réagit directement avec un substrat
cellulaire pour former des especes réactives de I’oxygene (ERO). Pour le mécanisme de type
I1, il s’agit d’un transfert d’énergie du PS dans son état triplet excité vers I’oxygene a 1’état

triplet fondamental COy).

D’aprés le diagramme de Perrin-Jablonski (Figure 1), deux processus entrent en
compétition avec la formation de 3P81* : la désactivation non radiative et la fluorescence. Si
le processus de désactivation non radiative doit idéalement étre négligeable, il n’est pas
inintéressant que le PS ait un rendement quantique de fluorescence relativement élevé. En
effet, cette propriété d’émission de fluorescence des PS peut étre mise a profit pour la

détection et ’imagerie des tumeurs.

Ip Sn* 'Y ‘l' : Conversion interne radicaux
|
| 3
N : | L%N . \02
PS
! ¥ *I T &8 Qo';.é? Produits oxydés,
1 1 Conversion & ion superoxyde
I 1 interne B "
I ¥y  P§ Photoproduits
Absorption = ! oxydés, réactions
ésactivations {} spécifiques 4 1°0
I Dégactivat P q )
non radiatives
I ! ¢ /
I I Phosphorescence 10y *
| 2
! 1
IPSD h J \ A Y. _l _____________

Figure 1 : Diagramme simplifié schématique de Perrin-Jablonski.

[.2.1. Typel

Le mécanisme dit de type I implique le transfert d’un ¢électron (Equation 2 et Equation
3) ou d’un atome d’hydrogéne (Equation 4 et Equation 5) entre le PS a I’état triplet CPS,*) et
des substrats biologiques (S) pour former des radicaux et des ions radicalaires conduisant a la

formation d’espéces réactives de 1’oxygene.
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Equation 2 SPS;*+S  — PS*+ S+
Equation 3 SPS,*+S  — PS~+ S+
Equation 4 PS,-H*+S —— PS"+ SH"
Equation PS;*+SH — PS-H'+§

Les espéces radicalaires générées peuvent ensuite réagir rapidement avec I’oxygene
moléculaire présent pour former des radicaux peroxydes, initiant ainsi une chaine d’auto-

oxydation (Equation 6 ou Equation 7).

PS'+ 0, —— PS-00
Equation 6
PS-OO*+ PS-H — PS*+ PS-OOH
, S+ 0, —— 800"
Equation 7
SOO*+ SH — S'+ SOOH

Les anions radicaux du PS ou du substrat peuvent également interagir avec 1’oxygéne.
Dans ce cas, le transfert d’¢électron qui a lieu entre les deux réactifs entraine la formation de

I’anion radical superoxyde O, (Equation 8).

Equaton8  PS"(ouS*)+0, — PS(ou$)+0,"

L’anion radical superoxyde ainsi formé peut réagir directement avec différents

substrats ou agir comme précurseur d’autres ERO (Equation 9).

0,” +H* +— HO,
Equation 9 HO, + 0, +H* — H,0,+0,
H,0,+0,"  Gao> HO'+HO+O0,

Les différentes ERO formées au cours des réactions photochimiques de type I (H,0,,
0O,", 'OH) représentent de puissants oxydants pour une grande variété de biomolécules telles
que le cholestérol ou les chaines latérales de certains acides aminés (tryptophane, histidine et

méthionine) (Halliwell, 1999).

14



Chapitre I : Synthese bibliographique. Thérapie photodynamique

[.2.2. Typell

Le mécanisme dit de type II implique un transfert d’énergie du PS a I’état triplet
(’PS1*) vers I’oxygéne moléculaire qui, du fait de la présence de deux électrons célibataires
dans sa couche externe, se trouve a I’état triplet a son état fondamental (*0,). L’oxygéne
moléculaire passe alors a un état singulet excité ('O,)) et le PS retourne a son état

fondamental (Equation 10).

Equation10 3PS, * +30, —— IPS;+!10,"

Cette réaction n’est possible que si le PS posséde une différence d’énergie entre *PS,*
et 1PSO supérieure a la différence d’énergie entre 102* et 302, soit 94 kJ.mol™ (Wilson et van
Lier, 1989). L’oxygéne singulet 'O, peut revenir 4 son état fondamental par émission de
luminescence (1270 nm). Il posseéde une durée de vie trés courte (quelques pus dans 1’eau et 25
a 100 ps dans les milieux organiques non polaires) mais est trés réactif et susceptible de réagir
avec des substrats cellulaires situés dans son environnement proche (distance comprise entre
10 et 45 nm) (Foote et al., 1984). Un grand nombre de substrats cellulaires tels que les acides
aminés (cystéine, histidine, tryptophane, tyrosine et méthionine), les nucléosides
(principalement la guanine) et les lipides insaturés peuvent réagir avec 1’oxygeéne singulet
(Davies, 2004).

L’oxygene singulet peut également réagir avec le PS a 1’état fondamental pour former
des produits d’oxydation, dits photoproduits (phénoméne de photoblanchiment ou de
photomodification), dont certains peuvent eux-mémes étre phototoxiques. Ce phénomene se

caractérise par une extinction plus ou moins rapide de la fluorescence du PS en imagerie.
Il a souvent été rapporté que les réactions de type II étaient prépondérantes lors du

processus de PDT (Dougherty ef al., 1998). Par conséquent, seule cette classe de réaction sera

abordée par la suite.
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1.3  Le photosensibilisateur idéal

Les PSs de premiere génération sont des dérivés d’hématoporphyrine (HpD,
Photofrin® I et II). Synthétisés dans les années 70, ces dérivés de porphyrine ne sont pas purs
et présentent une faible sélectivité pour les tissus cibles, associée a une faible clairance
(Dougherty et Mang, 1987).

L’utilisation de PSs de premicre génération présente de nombreux inconvénients qui
ont conduit a la définition du PS idéal, devant posséder les caractéristiques chimiques,

photophysiques et biologiques répertoriées ci-dessous :

Pureté chimique, composition constante, facilité de synthese ;

Toxicité a I’obscurité faible, voire nulle ;

Caractéristiques photophysiques spécifiques :

- coefficient d’extinction molaire élevé, a des longueurs d’onde situées dans la
«fenétre thérapeutique», c’est-a-dire dans la région rouge du spectre de la lumicre
visible, voire dans le proche infrarouge (600-850 nm) (Figure 2), afin de permettre
une pénétration tissulaire et une absorption de lumicre par le PS optimales ;

- bon rendement quantique en oxygéne singulet. Pour ce faire, le rendement
quantique de formation de 1’état triplet du PS doit étre ¢élevé ; la durée de vie de
3PS, * doit étre élevée, et son énergie suffisante pour permettre le transfert d’énergie

a I’oxygene ;

Solubilité en milieu aqueux, afin de faciliter I’administration systémique ;

Clairance élevée ;

Sélectivité pour le tissu tumoral.

Absorption
100

10 - Mélanine

\/ R\
1 - Eau
1cm
0.1 1 7
Hémoglobine
0,01 gl . . . ,
0,3 0,6 1 3 6

Longueur d’onde (um)
Figure 2 : Pénétration de la lumiére dans les tissus.

A gauche : Spectres d’absorption des principales molécules biologiques. A droite : Profondeur de pénétration de
la lumiére dans un tissu en fonction de la longueur d’onde (en nm).
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Afin de se rapprocher des caractéristiques de ce PS idéal, de nouveaux PS, dits de 2™
génération, ont été élaborés. Une majorité de PSs testés en clinique possédent une structure
tétrapyrrolique. Ces PSs sont principalement des dérivés de chlorine, bactériochlorine ou
phthalocyanine. Ce sont des composés purs avec notamment une bande d’absorption se

situant entre 650 et 800 nm.
Les principaux PSs utilisés en PDT ayant obtenu une AMM sont présentés dans le

Tableau 1. Les structures chimiques des PSs utilisés en clinique ou en essais sont présentées

dans la Figure 3.

i

¢ N COOH
b - R ETH
HOOC HOOC L -\ R
Dérivé de ben (;1:3;;h rine
Dérivé d’hématoporphyrine — Un des Crive de benz Yy - , . ,
produits du Photofrin® BPDMA, verteporphine, Pyropheophogfl’(;eﬁa hexyl éther-

Cl

“(I",‘OOH é(‘)OC[I3
Chlorine m-tétrahydroxyphényl  Palladium bactériochlorine - Tookad®
Foscan®

‘:@(){_\ S oc.u,

H;C™=
s“d

CH;
H,¢” COOH

.
o NE_coom

HCO0C
0COCH; COOH

Indium pyrophéophorbide -
MV6401

Silicon phthalocyanine - -
PC4 Lutétium texaphyrine -
Lutex LS11, NPe6

Monoaspartyl chlorin(e6) -

Figure 3 : Structures chimiques des principaux PSs.

D’aprées Castano et al., 2004
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Tableau 1 : Caractéristiques des principaux PSs ayant une AMM.

Intervalle Fluence

2
Molécule Mmw  DosedePS  Drogue- (J/em?), Indications
absorption (mg/kg) Lumiére Irradiance
(h) (mW/cm’?)
) Rechute de cancer du poumon
Porfimer sodium (Photofrin®, non a petites cellules et de
Axcan Pharma) 630 nm 2 48-72 100-200 1’cesophage (AMM en France
en 1996)
Acide 5-aminolévulinique/ALA Levulan® : kératoses actiniques
(Levulan®, DUSA (approuvé par la FDA en
Pharmaceuticals) et ses esters 635 nm 20 %, 36 100-150 2000) ;
(Metvix®, Photocure), (PpIX) topique Metvix® : kératoses actiniques
précurseurs de la et carcinome basocellulaire
Protoporphyrine IX (PpIX) (AMM européenne en 2000)
. Cancers de la téte et du cou
Chlorine m-tétrahydroxyphényl \
(mTHPC) ou Témoporfine ~ 652nm  0,1-0,15 96 10-20, (AMM en Europe, Norvege et
® n: 1 100 Islande en 2001)
(Foscan™, Biolitec)
Dérivé de benzoporphyrine 50-100, DMLA dans sa forme
BPDMA ou Verteporfin 690 nm 0,2-0,6 0,1-0,25 600 exsudative (AMM en Europe
(Visudyne®, Novartis) en 2002)

D’apres Triesscheijn et al., 2005

Le plus souvent, le développement d’agents photosensibilisants consiste a élaborer des
composés qui vont naturellement créer des dommages sélectifs vis-a-vis des cellules
tumorales. Bien que la majorité des PSs ne s’accumule pas dans les cellules cancéreuses de
facon sélective, la plupart des études précliniques démontre que les PSs sont présents dans les
tissus tumoraux en quantité beaucoup plus importante que dans les muscles et la peau (Boyle
et Dolphin, 1996). La prolifération rapide des tumeurs et leur physiologie anormale (e.g.
faible drainage lymphatique, fenestration des vaisseaux tumoraux, diminution du pH a des
valeurs acides causée par une augmentation du métabolisme des sucres, augmentation du
nombre de récepteurs aux LDLs (low density lipoproteins), abondance des macrophages)
semblent jouer un réle (Brown et al., 2004).

Contrairement aux vaisseaux sanguins normaux, les néo-vaisseaux tumoraux sont plus
perméables ce qui facilite 1’épanchement des molécules a travers 1’espace interstitiel des
tumeurs. Grace a I’augmentation de perméabilité et de rétention (Enhanced Permeability and
Retention, EPR), les agents thérapeutiques sont capables de s’accumuler dans les tissus
tumoraux (Maeda, 2001). Bien que la plupart des PSs soient des petites molécules, ils se
fixent généralement aux protéines plasmatiques (Tableau 2) et se comportent ainsi comme des
macromolécules. Une fois que les PSs sont passés a travers la membrane interstitielle
tumorale, il leur est nécessaire de s’associer aux membranes ou d’étre internalisés dans les
cellules cancéreuses pour générer une phototoxicité. Les propriétés photophysiques des PSs et

leur capacité a se fixer aux protéines plasmatiques jouent un role important pour déterminer

18



Chapitre I : Synthese bibliographique. Thérapie photodynamique

de quelle fagon et avec quelle intensité les PSs s’incorporent dans le tissu tumoral. Ainsi, les
PSs hydrophobes ont tendance a se fixer aux LDL et peuvent ainsi intégrer les cellules via les
mécanismes d’endocytose LDL-récepteurs dépendants (Jori et Reddi, 1993 ; Bonneau et al.,

2002 ; Bonneau et al., 2007)

Tableau 2 : Distribution in vitro et in vivo des photosensibilisateurs liés aux protéines et lipoprotéines

sériques.
Photosensibilisateur Distribution des PS (% de PS injecté) in vivo Références
Lipoprotéines  Grosses protéines Forme libre (agrégée)
Hématoporphyrine 21 75 4 Jori, 1989 ;
Dérivé d’hématoporphyrine 23 60 17 Kongshaug, 1992
Tétraphénylporphine 5 94 1
tétrasulfonate
N-Aspartyl chlorine e6 35 65 - Kessel, 1997
% de PS fix¢é aux protéines du plasma humain (études in vitro)
LDL HDL Grosses protéines

Hématoporphyrine 15 82 3 Kessel, 1989
Dérivé d’hématoporphyrine 20 59 21 Kongshaug, 1992
Chlorine e6 1 58 41 Kessel, 1989
N-Aspartyl chlorine e6 1 13 86 Woodburn et

Kessel, 1995
AI(IIT) phthalocyanine 13 39 48 Kongshaug et al.,
disulfonate 1990
Tétraphénylporphyrine 3 14 81 Kessel et al.,
tétrasulfonate 1987
Triphénylporphyrine 6 18 73 Kessel et al.,
tétrasulfonate 1987
m-tétrahydroxyphényl 12 13 75 Hopkinson et al.,
chlorine 1999

D’aprés Sobolev et al., 2000

Bien que les PSs de deuxiéme génération présentent de nombreuses qualités
photodynamiques par rapport aux PSs de premicre génération, des progres restent a faire pour
améliorer leur sélectivité vis-a-vis des tissus tumoraux. Ceci a conduit a I’¢laboration de PSs
de 3°™ génération, PSs de 2°™ génération modifiés de maniére a cibler de facon passive
(vectorisation) ou active (adressage) les cellules tumorales.

Les PSs de 3°™ génération seront décrits plus en détail dans la partie IV du Chapitre I

qui traite du ciblage des PSs.
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I.4 Mécanismes de D’éradication tumorale aprés  thérapie

photodynamique

Trois mécanismes contribuant a I’éradication tumorale ont été identifiés (Figure 4) :

e Un effet direct de destruction des cellules tumorales par nécrose, apoptose ou
autophagie ;

e Un effet indirect par destruction de la vascularisation tumorale provoquant une
privation de la tumeur en nutriments et oxygene et par conséquent, la destruction
tumorale ;

e Un effet indirect dii & une réponse inflammatoire et immunitaire de I’hote.

Accumulation des PSs dans le tissu tumoral
Excitation photonique
Production d’oxygéne singulet et de ERO

Dommages : Modification Inflammation :
Cellules endothéliales de la signalisation cellulaire en - Activation des protéines de
Leucocytes calcium choc thermique
Capillaires et du métabolisme lipidique - Sécrétion de cytokines
Toxicité cellulaire - Activation du complément

Afflux de neutrophiles
Activation des macrophages et
des cellules dendritiques
présentatrices d’antigénes

Activation des cellules T
Cytotoxicité par les anticorps
tumorales Mémoire immunitaire & long terme
Destruction des métastases

Synthése de prostaglandine
Thromboses
Activation plaquettaire

Dommage des organites :
- Apoptose
- Nécrose

Destruction

Colapsus microvasculaire des cellules
Fuite des vaisseaux
Hypoxie tumorale
Arrét de I’apport en nutriments

Destruction de la Réponse inflammatoire
vascularisation tumorale et immunitaire

Eradication et
cure tumorales

Figure 4 : Mécanismes de destruction tumorale aprés PDT.

D’apres Castano et al., 2005a
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La prépondérance de I’un ou I’autre de ces effets dépend du type de tumeur, du PS
(caractéristiques pharmacocinétiques, localisation intratissulaire et intracellulaire, etc.) et des
conditions de PDT utilisées (Piette et al., 2003). Ces trois mécanismes peuvent étre combinés
et interagirent entre eux, mais I’importance de chacun d’eux pour 1’éradication tumorale reste
encore a définir. En revanche, il a été démontré que la combinaison de ces trois phénomenes

est indispensable pour une éradication tumorale optimale a long terme (Dougherty et al.,

1998).

1.4.1. Eftfets directs

Suivant le protocole de PDT, une fraction plus ou moins importante de PS peut étre
présente dans les cellules tumorales au moment de I’irradiation. Les espéces cytotoxiques
produites vont alors causer des dommages cellulaires, conséquence de 1’altération des
fonctions des organites cellulaires et des systtmes membranaires. Les dommages se traduisent
par deux effets principaux : la nécrose et I’apoptose. La concentration, les propriétés
physicochimiques, la localisation subcellulaire du PS, la concentration en oxygene, |’intensité
de la lumiére, et le type cellulaire peuvent influencer le mode de mort cellulaire (Piette et al.,
2003 ; Castano et al., 2005b).

La nécrose est une forme rapide et violente de dégénération. C’est une mort non
programmée et accidentelle causée par des dommages physiques ou chimiques sévéres. Elle
se manifeste par le gonflement du cytoplasme, une destruction des organites et une
peroxydation lipidique provoquant la désorganisation de la membrane plasmique. Les
enzymes cytoplasmiques et lysosomales ainsi libérées sont a 1’origine de réactions
inflammatoires.

L’apoptose, ou mort cellulaire programmée, est le processus par lequel des cellules
déclenchent leur autodestruction en réponse a des signaux intra- et extra-cellulaires (e.g.
libération de cytochrome c et tumor necrosis factor a, TNFa). C'est une mort cellulaire
physiologique, génétiquement programmée, nécessaire a la survie des organismes
pluricellulaires. Elle est en équilibre constant avec la prolifération cellulaire. Contrairement a
la nécrose, elle ne provoque pas d'inflammation : les membranes plasmiques ne sont pas
détruites, et la cellule émet des signaux qui permettront sa phagocytose par des globules
blancs, notamment des macrophages. La mitochondrie est considérée comme 1’organite
central de ce mécanisme. Elle va subir plusieurs modifications majeures comme le relargage

du cytochrome ¢ dans le cytoplasme ou la diminution du potentiel membranaire. L’activation

21



Chapitre I : Synthese bibliographique. Thérapie photodynamique

de caspases effectrices (e.g. caspase-3) qui en résulte (Agostinis et al., 2004) induit
I’autodestruction cellulaire en clivant des composantes essentielles au maintien de la vie
cellulaire. Le noyau se condense, puis la chromatine est clivée en fragments réguliers
d'environ 180 paires de bases. La membrane plasmique bourgeonne ce qui conduit a la
formation de corps apoptotiques renfermant une partie du cytoplasme de la cellule. Ces
derniers sont ensuite phagocytés par des cellules voisines ou des monocytes. L'intégrité de la
membrane plasmique n'est jamais altérée au cours du processus, ce qui permet d'éviter tout
déversement du contenu cellulaire.

De récentes études ont montré I’implication d’un autre type de mort cellulaire
programmée suite a la PDT, 1’autophagie, du grec autos (soi-méme) et phagein (manger)
(Agostinis et al., 2004 ; Kessel et al., 2006). Cette autodigestion se fait par ’entremise des
lysosomes, qui contiennent un grand nombre d’enzymes qui dégradent la plupart des

macromolécules biologiques.

[.4.2. Effets indirects

1.4.2.1. Réactions immunitaires et inflammatoires

Les effets de la PDT anticancéreuse sur la réponse immunitaire se présentent sous
deux aspects : I’activité¢ antitumorale de la PDT induit, soit I’inflammation des cellules, soit
une réponse immunitaire antitumorale a long terme. Ces effets peuvent étre provoqués par des
dommages cytotoxiques qui ne sont pas nécessairement létaux pour toutes les cellules
tumorales et qui peuvent étre a 1’origine d’un stimulus inflammatoire. La PDT induit des
modifications de la membrane plasmique et des membranes des organites cellulaires en
activant les phospholipases membranaires (Agarwal et al., 1993). Ainsi, les phospholipides
sont rapidement dégradés et les médiateurs de I’inflammation sont déversés massivement
dans le milieu extracellulaire (Yamamoto ef al., 1991). La PDT peut notamment induire une
augmentation des taux circulants d’interleukine-1B, (IL-1b) IL-6, MIP (macrophage
inflammatory protein)-1 et 2 et G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor) (de Vree et al.,
1997 ; Gollnick et al., 2003).

Les signaux inflammatoires post-PDT initient une invasion massive de neutrophiles,
de mastocytes, de monocytes mais également de macrophages (Krosl et al, 1995). Les
macrophages sont capables de phagocyter les débris cellulaires et peuvent fonctionner comme

cellules présentatrices d’antigénes (Germain, 1981).
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Les épitopes présentés en surface des macrophages peuvent étre reconnus par des
lymphocytes T CD,". Ces lymphocytes ainsi activés activent a leur tour des lymphocytes T
CDs cytotoxiques qui peuvent détruire spécifiquement les cellules porteuses de ces épitopes.
La réponse immunitaire systémique qui s’en suit peut alors induire la destruction des cellules
tumorales restantes ou la prévention de métastases, par développement d’une réponse
immunologique & mémoire, ouvrant la voie a la vaccination in situ (Gomer et al., 1987 ;

Schreiber ef al., 2002).

1.4.2.2. Effets anti-vasculaires

L’effet anti-vasculaire de la PDT consiste en des dommages vasculaires survenant
aprés PDT et contribuant a long terme a I’éradication tumorale (Abels, 2004).

Le degré de réponse vasculaire est fortement dépendant des conditions de PDT
utilisées, en terme de quantité de PS administrée, d’intervalle drogue-lumicre et de dose de
lumiere (Wieman et al., 1988 ; Fingar et al., 1992 ; McMahon et al., 1994 ; Fingar et al.,
2000).

Le collapsus vasculaire peut étre rapidement observé aprés PDT et peut provoquer une
hypoxie tumorale post-PDT persistante et séveére (Dougherty et al., 1998). La PDT peut aussi
provoquer une vasoconstriction, une fuite des macromolécules depuis les vaisseaux,
I’adhésion de leucocytes et la formation de thrombi, ces éveénements étant tous liés a
I’activation plaquettaire et a la libération de thromboxane (Fingar ef al., 1993). Ces effets sont
dus aux dommages directs des cellules endothéliales. La PDT peut également provoquer une
vasoconstriction par inhibition ou relarguage d’oxyde nitrique (NO) par I’endothélium
(Gilissen et al., 1993). Ces deux événements initiateurs potentiels de 1’effet anti-vasculaire
(dommages aux cellules endothéliales et vasoconstriction) conduisent a une destruction

tumorale par collapsus vasculaire, arrét du flux sanguin ou hémorragie (Krammer, 2001).

Plusieurs stratégies peuvent étre utilisées pour potentialiser I’effet anti-vasculaire de la
PDT, soit en agissant sur le protocole de traitement, soit en utilisant des PSs ayant un mode
d’action vasculaire.

Ces stratégies de Vascular Targeted Photodynamic therapy (VTP) ont des applications
pour le traitement de la dégénérescence liée a I’age (Schmidt-Erfurth et Pruente, 2007), les
angiomes plans (Mordon, 2007) et le traitement du cancer de la prostate (Eggener et Coleman,
2008). La VTP pour le traitement du cancer sera décrite plus en détail dans les chapitres

ciblage vasculaire passif (Chapitre 1. IV.1.2) et actif (Chapitre 1. [V.2.2).
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II. L’angiogenése tumorale

II.1 Définition et mécanismes de I’angiogenése tumorale

II.1.1. Généralités

L'angiogenese tumorale est définie comme la formation de nouveaux vaisseaux, a
partir de vaisseaux préexistants, sous 1’influence directe ou indirecte d’un foyer tumoral. La
vasculogenese, quant a elle, est définie comme la formation directe de néovaisseaux a partir
de précurseurs mésenchymateux. L’angiogeneése tumorale n’est qu’un cas particulier
d’angiogenése.

Dans des conditions physiologiques normales, cette néovascularisation est finement
controlée et joue un role fondamental dans les fonctions reproductrices (régénération de
l'utérus, formation du corps jaune et du placenta), le développement embryonnaire, la
réparation tissulaire (cicatrisation), 1’ossification endochondrale, la reperméabilisation des
thromboses et [’adaptation musculaire a [’exercice physique. C'est un mécanisme
indispensable et hautement régulé dans des conditions physiologiques (Risau, 1997).

L’angiogenese peut cependant devenir pathologique lorsque la croissance de nouveaux
capillaires devient incontrélée. La néovascularisation excessive peut alors concourir au
développement et a la progression de maladies variées, notamment inflammatoires (Folkman,
1995), telles que les rétinopathies diabétiques, la dégénérescence maculaire liée a 1’age
(DMLA), les hémangiomes, le sarcome de Kaposi, les glaucomes, l'arthrite rhumatoide,

l'athérosclérose, le psoriasis, I’obésité, la maladie d’ Alzheimer ou le cancer (Carmeliet, 2003).

Le mécanisme angiogénique est initi¢ par la survenue d’une rupture de I’équilibre
entre les facteurs pro-angiogéniques et anti-angiogéniques dans I’environnement tumoral en
faveur des facteurs pro-angiogéniques. Cet événement clef de la tumorigenése est appelé le
switch angiogénique. Il correspond au passage de la phase dormante ou avasculaire a la
phase vasculaire (Bergers et Benjamin, 2003).

Pendant la phase dormante, la tumeur, d'une taille inférieure a 1-2 mm’> , est
indépendante de l'angiogenése et les apports en oxygene et en nutriments aux cellules
tumorales sont assurés par diffusion simple (Folkman, 1990). Durant la phase vasculaire, la

croissance tumorale est accélérée. La survie et la prolifération anarchique des cellules

cancéreuses sont favorisées par la présence des néovaisseaux.
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Trois mécanismes fondamentaux de [’angiogenése ont ¢ét¢ identifiés :
I’intussusception (Djonov et al., 2003), la septation et le bourgeonnement (sprouting).
L’angiogenése intussusceptive est caractérisée par un élargissement et une séparation de
vaisseaux déja formés. Au cours de la septation, les cellules endothéliales se développent a
I’intérieur des vaisseaux pour créer des canaux vasculaires séparés. Seule 1’angiogenese par
bourgeonnement (sprouting), qui est la plus largement décrite, sera détaillée.

Quel que soit le stimulus physiologique ou pathologique initial, les étapes
morphologiques du processus angiogénique sont identiques a I’échelle tissulaire. Seuls les
mécanismes cellulaires et moléculaires peuvent étre légerement différents. D’une fagon
générale, les mécanismes permettant aux cellules endothéliales de migrer vers le foyer
tumoral sont trés comparables a ceux mis en jeu par les cellules tumorales malignes lors de

processus invasifs (Scoazec, 2000).

I.1.2. Initiation de I’angiogen¢se

L’angiogenése est rapidement initiée en réponse au microenvironnement hypoxique
avec l'intervention de HIF-la (Hypoxia inducting factor) (Shweiki et al., 1992), ou suite a
l'activation d'oncogenes (Folkman, 2003). Chacun de ces événements se traduit par l'induction
de l'expression et de la sécrétion de facteurs pro-angiogéniques, dont le VEGF (Vascular
endothelial growth factor), par les cellules tumorales ou stromales. Le VEGF induit une
vasodilatation des capillaires, via la production de NO, et une augmentation de la perméabilité
vasculaire. Cette derni¢re permet l'extravasation de protéines plasmatiques qui forment alors
dans le tissu, une couche matricielle sur laquelle les cellules endothéliales activées pourront

migrer ultérieurement (Nagy et al., 2002).

II.1.3. Bourgeonnement : dégradation de la membrane basale

Le bourgeonnement correspond a 1’apparition de petites masses de cellules
endothéliales sur la face externe des vaisseaux préexistants situés a proximité du foyer
tumoral.

Le plasminogene extravasé dans le milieu périvasculaire est transformé en plasmine
sous ’action des activateurs du plasminogéne : 1'urokinase (uPA) et l'activateur tissulaire du
plasminogeéne (tPA). La plasmine active ensuite des métalloprotéinases (MMPs, matrix
metallo proteinases, notamment MMP-2 et MMP-9), endopeptidases zinc-dépendantes

sécrétées par les cellules tumorales, stromales et endothéliales. Ces enzymes vont permettre la
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dégradation des composants de la matrice extracellulaire (fibronectine, laminine, structures
protéiques de protéoglycanes) et de la membrane basale. Les péricytes se détachent et les
jonctions entre cellules endothéliales sont altérées. Cette dégradation locale de la matrice
extracellulaire (MEC) permet aux cellules endothéliales de migrer. Le facteur de croissance
fibroblastique basique (fibroblast growth factor, FGFb ou FGF-2), et certaines isoformes du

VEGTF sont alors étre libérés.

I1.1.4. Migration et prolifération des cellules endothéliales

Libérées de la MEC, les cellules endothé¢liales migrent en direction de la source du
stimulus angiogénique (la tumeur), par chimiotactisme. Les principaux facteurs de croissance
intervenant au cours de cette étape sont le FGFb et le VEGF (Griffioen et Molema, 2000). La
fixation du VEGF a ses récepteurs exprimés au niveau des cellules endothéliales entraine
l'activation de ces derniéres (Abedi et Zachary, 1997). Les cellules endothéliales activées
synthétisent et sécreétent de nouvelles protéines extracellulaires (fibronectine, ténascine), qui
sont également impliquées pour faciliter la migration cellulaire. Enfin, pour interagir avec les
protéines de leur nouvel environnement, les cellules endothéliales activées expriment de
nouveaux récepteurs a la MEC, notamment ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1),
VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1), les sélectines E et P et les intégrines (e.g. o, ps,
asP1), absentes des cellules endothéliales quiescentes (Scoazec, 2000).

Sous I'influence du VEGF et du FGFb (fibroblast growth factor basic), les cellules
endothéliales proliférent et donnent rapidement plusieurs générations de cellules filles

nécessaires a la formation de nouveaux vaisseaux.

I1.1.5. Remodelage vasculaire

Le remodelage vasculaire correspond a 1’adaptation continue du réseau vasculaire aux
besoins du foyer tumoral. En permanence, au sein des réseaux vasculaires péritumoraux, des
capillaires disparaissent pendant que d’autres se développent rapidement, drainant a leur
profit ’essentiel du flux circulatoire sanguin. De plus, de nouveaux bourgeons capillaires
formés lors de phases successives de stimulation angiogénique fusionnent avec les capillaires
préexistants.

Au terme de la migration, les capillaires néoformés entrent dans une phase de
stabilisation qui aboutit a la réorganisation de la paroi vasculaire. La mise en place de la paroi

vasculaire est caractérisée par la formation d’une lame basale riche en laminine et en
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collageéne IV ainsi que par ’accolement de péricytes, résultant de la différenciation locale de
cellules mésenchymateuses non spécialisées.

L'angiogenese soutient la croissance de la tumeur en apportant l'oxygeéne et les
nutriments nécessaires a son expansion, en produisant des facteurs qui stimulent la croissance
des cellules cancéreuses ainsi qu’en leur fournissant leur principale voie pour coloniser

d'autres organes (Folkman, 1995). Ces étapes sont résumées sur la Figure 5.

Figure 5 : Etapes de I’angiogenése tumorale.

a: Vaisseau sanguin tumoral. b : Détachement des péricytes (vert) et dégradation de la membrane basale. ¢ :
Activation des cellules endothéliales (rouge) par le VEGF sécrété par les cellules tumorales. d : Migration des
cellules endothéliales vers la tumeur. e : Prolifération des cellules endothéliales. f : Formation du néo-vaisseau,
recrutement des composants de la paroi vasculaire par les cellules endothéliales. D’aprés Bergers et Benjamin,
2003.

I1.2 Facteurs pro- et anti-angiogéniques

I1.2.1. Inducteurs de I’angiogenése

Les mécanismes cellulaires et moléculaires du processus angiogénique sont induits par
I’action coordonnée de facteurs pro-angiogéniques. Les principaux facteurs sont présentés

dans le Tableau 3.
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Tableau 3 : Principaux facteurs pro-angiogéniques.

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 + + +
TGFpB - 0 +
EGF + + +
IGF-1 + + +
Médiateurs de I’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 + +

Adapté d’aprés Scoazec, 2000 ; Liekens et al., 2001 ; Fayette et al., 2005.

Le VEGTF est probablement le régulateur le plus important de I’angiogenése dans des
conditions aussi bien physiologiques que pathologiques. Ainsi, de nombreuses tumeurs
surexpriment les récepteurs au VEGF (Ferrara, 2004a). La partie suivante (Chapitre L.III) est

consacrée au VEGF et ses récepteurs.

Les angiopoiétines (Ang), essentiellement 1’Angl et I’Ang2 jouent également un rdle
essentiel dans I’angiogencse. Les angiopoiétines participent plus particulicrement a la
transformation et a la maturation des vaisseaux. Elles interviennent dans la régulation de la
stabilité vasculaire. Le récepteur spécifique de 1’Angl est la protéine Tie2 (Tunica internal
endothelial cell kinase) exprimée a la surface des cellules endothéliales. L’Angl fonctionne
comme un agoniste et favorise la stabilisation des interactions des cellules endothéliales avec
la matrice extracellulaire et les péricytes pendant la mise en place des vaisseaux sanguins.
L’Ang2 partage le méme récepteur que I’Angl mais exerce des effets antagonistes de celle-ci
(Scoazec, 2000). L’Ang2 coopéere avec le VEGF pour induire I’angiogenése en inhibant

I’Angl qui maintient I’intégrité et la quiescence de 1I’endothélium. En revanche, en absence de
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VEGF, I’inhibition de I’activité de Angl par Ang2 conduirait a un détachement des cellules

endothéliales de la matrice et des péricytes, a leur mort et a la régression des vaisseaux

(Mattot et al., 1998).

Le FGF-2 est un membre des FGF (fibroblast growth factor) basiques. In vitro, le
FGF-2 stimule la prolifération et la migration des cellules endothéliales, c’est un puissant
stimulant de 1’expression des intégrines, nécessaires a la migration cellulaire. Le FGF-2

coopere avec le VEGF lors des phases de prolifération et de migration (Scoazec, 2000).

Le TGF (transforming growth factor [) exerce une action bi-phasique sur les
cellules endothéliales in vitro, stimulatrice a faible concentration, inhibitrice a concentration
importante. /n vivo, le TGF} semble étre un stimulateur de I’angiogenése tumorale. En effet,
il joue un roéle dans I’induction de la différenciation des cellules endothéliales et dans la
reconstruction de la lame basale vasculaire ainsi que dans la différenciation des péricytes
(Scoazec, 2000).

Le PDGF-B (platelet derived growth factor) participe au recrutement des cellules
mésenchymateuses.

Tous ces facteurs pro-angiogéniques sont ainsi impliqués dans la maturation des

capillaires sanguins. Leur action est résumée dans la Figure 6.

II Cellule mésenchymateuse Endotnélium ——
- -—_——‘——;A-; 5

/T / =T \
2 o) BDGFR extpggg\llz?aire /qu\ i ‘@)
- s —
\/%‘Q PDGF-B | — |
Angiopoiétine-1 T
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_A RN - -.: v
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Figure 6 : Implication des facteurs angiogéniques dans la maturation des capillaires.

D’apres Mattot ef al., 1998.

I. L’ Ang-2 serait associée au bourgeonnement précoce de nouveaux vaisseaux en contribuant au relachement des
interactions entre cellules endothéliales, MEC et péricytes. Ce phénoméne rendrait les cellules endothéliales
sensibles a I’action du VEGF.

II. L’Ang-1, comme le PDGF-B, participerait au recrutement des cellules mésenchymateuses migrant vers le
capillaire. TGF-B, activé lorsque les cellules endothéliales et mésenchymateuses se contactent, induit la
différenciation de ces dernieres en péricytes, inhibe la prolifération vasculaire et stimule la production de MEC.
L’Ang-1 stabilise ensuite les interactions entre les différents types cellulaires et la MEC.
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I1.2.2. Inhibiteurs de I’angiogencse

La liste des facteurs anti-angiogéniques est également trés longue (Tableau 4). Ces
facteurs posseédent une activité anti-angiogénique, soit parce qu’ils inhibent in vitro la
prolifération et la migration des cellules endothéliales, soit parce qu’ils inhibent in vivo
I’angiogenese. Comme cela a été fait pour les activateurs de 1’angiogenése, uniquement les

principaux facteurs seront décrits.

La thrombospondine-1 (TSP1) est une protéine de la matrice extracellulaire se
localisant préférentiellement au niveau périvasculaire. Elle contribue a la stabilisation des
vaisseaux néoformés en bloquant leur migration et en facilitant la réorganisation de la lame
basale (Figure 7). De nombreuses études ont démontré que la TSP1 est un inhibiteur puissant

de I’angiogenése in vitro et in vivo (Iruela-Arispe et al., 2004).

Absence de TSP1 Présence de TSP1

Prolifération des CE Apoptose

Suppression de la migration
Facteurs de croissance

2802 oo iiz2e
o % o °p %
oo ® .'i. Ot
~ . o o.‘ ® Fixation aux
® : : @

Migration des CE 2 TSP f;gti‘::‘;;f:
Digestion
protéolytique Modulation
dela des fonctions
membrane protéasiques

basale et du
stroma

Figure 7 : Représentation schématique des effets de 1a thrombospondine sur les cellules endothéliales.

En absence de TSP1, la membrane basale vasculaire (en rouge), est dégradée et les cellules endothéliales (CE, en
noir et jaune) migrent et proliféerent en réponse aux facteurs de croissance (en bleu), permettant ainsi la
croissance des vaisseaux. En présence de TSP1 (en vert), la croissance des vaisseaux est atténuée par divers
mécanismes incluant I’activation de TGFp, I’initiation de I’apoptose, la séquestration des facteurs de croissance
et la suppression des protéases extracellulaires. D’aprés Iruela-Arispe ef al., 2004.

L’angiostatine est un fragment du plasminogeéne dont 1’action est principalement
endothéliale. Ce facteur a une action inhibitrice sur le développement des métastases latentes.
L’endostatine est un inhibiteur de 1’angiogenése et de la croissance tumorale

¢galement identifié dans les cellules endothéliales (Bikfalvi, 2006).
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Le facteur plaquettaire 4 exerce son effet par inhibition de la liaison du FGF2 et du
VEGF a leurs récepteurs. Il empéche aussi 1’activation des récepteurs aux FGF par inhibition
de la liaison et de la dimérisation du récepteur (Perollet et al., 1998).

Les PAIs (plasminogen activator inhibitors) sont des inhibiteurs endogeénes de uPA et
tPA.

Les TIMP-1, -2, -3 et -4 (tissue inhibitors of metalloproteinases) inhibent les MMPs
(Klagsbrun et Moses, 1999).

Tableau 4 : Les principaux facteurs anti-angiogéniques

Inhibiteur Meécanisme d’action

Fragments protéiques
Angiostatine (fragment du plasminogéne) | prolifération, T apoptose des cellules endothéliales (CE)
Endostatine (fragment du collagéne XVIII) | prolifération CE , T apoptose CE

Fragment de I’anti-thrombine 111 { prolifération CE , T apoptose CE

Prolactine 16 kDa { prolifération CE, { angiogenése induite par FGFb

Médiateurs solubles

Thrombospondine-1 { prolifération CE , T apoptose CE

Troponine-1 { prolifération CE

Interféron o J prolifération CE, T apoptose CE, ¥ angiogenése induite par FGFb
Interféron y { prolifération CE

Facteur plaquettaire-4 (PF-4) d prolifération CE, J angiogenése induite par FGFb et I’interleukine-8
Interleukine -12 1 Interféron-y

Interleukine -4 { migration CE

Inhibiteur du VEGF (VEGI) d prolifération CE

TIMP 1 activit¢ MMP

PAI 1 activité uPA

Acide rétinoique  migration CE

Angiopoiétine-2 J maturation des vaisseaux, antagoniste de I’angiopoiétine- 1

D’apres Scoazec, 2000.

I1.3 Caractéristiques des vaisseaux tumoraux

Les vaisseaux qui irriguent les tumeurs présentent des caractéristiques structurales et
fonctionnelles différentes de celles des vaisseaux normaux (Figure 8). Leur architecture est
souvent anarchique et leurs arborisations sont irréguliéres. Leurs parois sont bordées de
cellules endothéliales parfois fenétrées, reposant sur une membrane basale souvent incompléte
ou dissociée. Les péricytes, qui jouent un role important dans la régulation du flux
circulatoire, sont rares voire absents. Il en résulte une augmentation de la perméabilité
vasculaire et I’extravasation d’hématies. Enfin, les réseaux capillaires sont constamment
dépourvus de sphincters précapillaires (Scoazec, 2000). L’absence de ces structures rend les

réseaux capillaires associ€s aux tumeurs largement autonomes vis-a-vis des mécanismes
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physiologiques de régulation de la microcirculation sanguine. C’est un moyen supplémentaire
pour les tumeurs de s’affranchir des contraintes susceptibles d’étre exercées par leur
environnement.

Par ailleurs, contrairement a I’angiogenese physiologique, 1’angiogenese tumorale est
presque toujours associée a une forte réaction inflammatoire, qui peut également contribuer a

la cascade angiogénique (Augustin, 1998).

Figure 8 : Comparaison de I’aspect de vaisseaux sanguins normaux (vasa vasorum de sinus carotidien de
rat, gauche) et tumoraux (xénogreffe de tumeur humaine chez la souris nude, droite), par microscopie
électronique a balayage.

D’aprés Konerding et al., 1995 ; McDonald et Choyke, 2003.
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III. Le facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF)

III.1 Le VEGTF et la famille du VEGF

Le terme VEGF (vascular endothelial growth factor) désigne une famille de genes
jouant un role fondamental dans la croissance et la différenciation des cellules endothéliales
vasculaires et lymphatiques. Cette famille contient différents membres parmi lesquels le
VEGF-A (le VEGF proprement dit), le facteur de croissance placentaire (PIGF, placenta
growth factor), et les VEGF-B, -C, -D et -E.

IL.1.1. Le VEGF (ou VEGF-A)

Le VEGF ou VEGF-A est ¢galement connu sous le nom de VPF (vascular

permeability factor) ou vasculotropine.

II1.1.1.1. Activités biologiques du VEGF

Le VEGEF est un facteur de croissance indispensable a la régulation de 1’angiogenése
physiologique et pathologique. C’est un facteur mitogéne spécifique des cellules
endothéliales. Il intervient dans la sécrétion et 1’activation des protéases impliquées dans la
dégradation de la matrice extracellulaire. En agissant sur les cellules endothéliales, le VEGF
induit I’expression de 1’activateur et des inhibiteurs du plasminogene, du récepteur de
I’urokinase et des métalloprotéinases. Il agit comme un facteur de survie des cellules
endothéliales en inhibant 1’apoptose et il est essentiel a la mobilisation des précurseurs de la
moelle osseuse et des cellules endothéliales. Le VEGF induit la prolifération de ces derniéres,
stimule leur migration. Il augmente la perméabilité vasculaire, inhibe la différenciation des
cellules dendritiques, induit le facteur tissulaire et la migration des monocytes (Ferrara et
Davis-Smyth, 1997 ; Ferrara et Gerber, 2001)

Les principales fonctions du VEGF sont illustrées sur la Figure 9.
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Figure 9 : Fonctions multiples du VEGF.

Le VEGF inhibe la différenciation des cellules dendritiques et induit le chimiotactisme des macrophages. Le
VEGF induit la croissance et la survie des cellules endothéliales, le facteur tissulaire, les protéases, le transport
plaquettaire. Il mobilise les cellules endothéliales progénitrices de la moelle osseuse et augmente la perméabilité
vasculaire. D’apres Toi et al., 2001.

II1.1.1.2. Régulation du VEGF

Régulation par I’hypoxie

La pression en oxygéne joue un rdle majeur dans la régulation de 1’expression du
VEGF qui est induit lorsque le microenvironnement de la tumeur est hypoxique. Des travaux
ont montré qu’il existe des similarités entre les mécanismes conduisant a I’induction du
VEGF et celle de I’érythropoiétine, suite a 1’exposition a de basses pressions partielles en
oxygene (pO,) (Goldberg et Schneider, 1994).

Le facteur de transcription HIF-1 est directement impliqué dans 1’activation de la
transcription du gene VEGF en condition hypoxique (Forsythe ef al., 1996). C’est un
hétérodimere composé de deux sous-unités protéiques : la sous-unité HIF-1a et la sous-unité
HIF-1B (ou ARNTI1 pour aryl hydrocarbon nuclear translocator I). Dans les cellules
soumises a des conditions normoxiques, la sous-unit¢ HIF-1p est présente de facon
constitutive dans le noyau. A l'inverse, la sous-unit¢ HIF-lo est maintenue a un taux trés
faible car elle est rapidement dégradée dans le cytoplasme (demi-vie < 5 minutes) par le
protéasome. L'hydroxylation de HIF-1a est nécessaire pour que se fixe ensuite la protéine
pVHL (Von Hippel-Lindau). Cette derniére appartient a un complexe enzymatique qui

posseéde une activit¢ E3-ubiquitine ligase. Ainsi, des conditions hypoxiques limitent
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I’hydroxylation de HIF-1a, ce qui diminue la fixation de pVHL sur celle-ci, et empéche le
protéasome de dégrader HIF-1a (Semenza, 2002). HIF-1a se dirige alors vers le noyau, ou
elle se fixe a HIF-1B, et forme le dimére HIF-1o/HIF-1. Dans le noyau, le dimere se fixe sur
les ¢éléments de réponse a I’hypoxie (HRE) et active la transcription des geénes dont
I'expression est dépendante de I'oxygene, notamment le VEGF. La régulation de HIF-1 est

schématisée Figure 10.
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Figure 10 : Régulation de ’activité de HIF-1.

En condition de normoxie, la protéine HIF-la est trés instable. Elle fixe pVHL, aprés une hydroxylation
dépendante de I’oxygene et du fer. HIF-1a est ubiquitinylée en normoxie puis dégradée par le protéasome. En
condition d’hypoxie, HIF-1la n’est plus hydroxylée et ne fixe plus pVHL. Le signal hypoxique déclenche la

translocation nucléaire de HIF-1a. Il peut alors se fixer & son partenaire HIF-1[3 pour activer des génes sous la
dépendance d’éléments de réponse a 1’hypoxie (HRE). Enfin, I’hypoxie permet d’augmenter directement la
capacité transcriptionnelle de HIF-1 via ses domaines transactivateurs. De retour en hypoxie, HIF-la est
rapidement dégradé, une étape pouvant étre assurée par le protéasome nucléaire.

La stabilisation de la sous-unité HIF-la peut également étre induite en conditions
normoxiques, par un mécanisme faisant intervenir la voie PI3K (phosphatidylinositol 3-
kinase)/Akt et le gene suppresseur de tumeur PTEN (Phosphatase and TENsin homolog
deleted on chromosome TEN) (Ferrara, 2004b). De plus, la surexpression du VEGF induite
par I’hypoxie résulte non seulement d’une activité transcriptionnelle accrue, mais également

d’une stabilisation importante de I’ARNm qui est synthétisé ; en conditions normoxiques, la
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demi-vie de ’ARNm du VEGF est de 30-45 min, alors qu’elle est passe de 6 a 8 heures dans

des cellules en conditions hypoxiques (Shima et al., 1995).

Régulation par les facteurs de croissance, cytokines, hormones et oncogeénes

Certains facteurs de croissance peuvent également induire la synthése du VEGF,
comme I’EGF (epidermal growth factor), le TGFa et le TGFp, 'IGF-1, le FGFb ou encore le
PDGF. Des cytokines inflammatoires (IL-la, IL-1B, IL-6) peuvent aussi induire cette
expression (Ferrara et Davis-Smyth, 1997).

Certaines hormones sont ¢galement des régulateurs importants de 1’expression du
VEGF dans divers types cellulaires ; il s’agit notamment de la thyréostimuline (Soh et al.,
1996), de la corticotropine (Shifren et al., 1998), des gonadotropines (Schwarzenbach et al.,
2004), des oestrogenes (Cullinan-Bove et Koos, 1993 ; Mueller et al, 2000) et de la
progestérone (Mueller ef al., 2003). Enfin, des mutations au niveau du gene ras (Okada et al.,
1998) et de la voie de signalisation Wnt (Zhang et al., 2001) semblent jouer un réle dans
I’expression du VEGF.

I11.1.1.3. Structure et isoformes du VEGF

Le géne du VEGF humain est organisé en huit exons séparés par sept introns et se
situe sur le chromosome 6p21.3. L’épissage alternatif de I’ARNm aboutit a la formation
principalement de quatre isoformes possédant chacun 121, 165, 189 et 206 acides aminés
(VEGF 21, VEGF 45, VEGF 39 et VEGF306). Le VEGF 45 est la forme prédominante, il résulte
de la perte de I’exon 6 alors que le VEGF,; ne posséde pas les exons 6 et 7. D’autres
isoformes ont été décrits : le VEGF 45, VEGF g3 et VEGF 4, (Ferrara, 2004b) et un variant du
VEGF¢s a récemment été identifié (VEGF 6sp). 11 s’agit d’une forme inhibitrice endogéne du
VEGF, ne comportant pas I’exon 8 (CDKPRR), qui est remplacé par I’exon 8b, appelé
également exon 9 (SLTRKD). Le VEGF4sp diminue la prolifération et la migration des
cellules endothéliales induites par le VEGF. Bien qu’il puisse lier le VEGFR-2 (récepteur au
VEGF de type 2) avec la méme affinité que le VEGF¢s, il n’induit pas une phosphorylation
du récepteur ou I’activation d’une voie de signalisation (Woolard et al., 2004). L extrémité C-
terminale du VEGF¢s contenue dans 1’exon 8 est ainsi nécessaire pour la signalisation

mitogénique.

Le VEGF¢s est une glycoprotéine homodimérique basique de 45 kDa se liant a

I’héparine (présente au niveau de la MEC sous forme de protéoglycanes héparane-sulfate) du
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fait des 15 acides aminés basiques parmi les 44 acides aminés de I’exon 7. Le VEGF,; est
une protéine acide et ne se fixe pas a I’héparine car il ne posséde pas les exons 6 et 7. A
I’inverse, les VEGFg9 et VEGF,06 qui possédent les exons 6 et 7 ont un caractére plus
basique et possédent une meilleure affinité pour I’héparine. Ainsi, le VEGF;,; diffuse
librement alors que les isoformes VEGF 39 et VEGF;06 sont compleétement séquestrés dans la
MEC et sont donc moins actifs que les isoformes solubles (121, 145 et 165). Les isoformes
séquestrés dans la MEC peuvent étre libérés sous forme de fragments solubles par 1’héparine
et les héparinases, par la plasmine (Yamazaki et Morita, 2006b) ou encore par certaines

MMPs (MMP-3, 7, 9, 12,19) (Lee et al., 2005).

I11.1.2. Les autres membres de la famille du VEGF

Le facteur de croissance placentaire ou PIGF (platelet growth factor) est, comme le
VEGF-A, une glycoprotéine homodimérique. Il a été¢ découvert a I’origine dans du placenta
humain et partage environ 50% de similarité¢ avec le VEGF¢s (Maglione et al., 1991). 11
reconnait VEGFR-1, mais pas VEGFR-2 (Sawano ef al., 1996). L’isoforme PIGF-2 peut se
lier a I’héparine et aux co-récepteurs neuropiline-1 et neuropiline-2 (NRP-1 et NRP-2)
(Maglione et al., 1993). Le PIGF peut entrer en compétition avec le VEGF 45 pour la liaison
au VEGFR-1 (Christinger et al., 2004).

Le VEGF-B ou VRF (VEGF-related factor) est un ligand du VEGFR-1 et de NRP-1
et peut former un hétérodimere avec le VEGF (Olofsson et al., 1999).

Le VEGF-C est produit comme une protéine précurseur qui peut étre activée par des
protéines intracellulaires PC5 et PC7 (proprotein convertases) (Olofsson et al., 1999).

La forme mature du VEGF-D se fixe aux VEGFR-2 et 3. C’est un facteur mitogeéne
des cellules endothéliales, angiogénique et lymphangiogénique (Tammela et al., 2005).

Le VEGF-E a ét¢ identifié dans le génome d’un virus parapox (Orf, open reading
frame) (Lyttle et al., 1994). 1l s’agit en fait d’un groupe de protéines, se liant tous au VEGFR-
2, mais pas au VEGFR-1, ni au VEGFR-3. Le VEGF-Exz., le VEGF-Enz 9 et le VEGF-
Epi701, contrairement au VEGF-Enz.7 et au VEGF-Eygrg34, peuvent se lier 8 NRP-1 (Tableau
5), par leur région C-terminale (Tokunaga et al., 2006).

Le VEGF-F a été isolé a partir du venin de serpent. Il s’agit d’une famille de
protéines, comprenant notamment le svWEGF (Junqueira de Azevedo et al, 2001), le
TfsvVEGF (Takahashi et al., 2004), le facteur hypotensif HF (Komori et al., 1999), ICPP

(increasing capillary permeability protein) (Gasmi et al., 2002) et la vammine (Yamazaki et

37



Chapitre I : Synthese bibliographique. Le facteur de croissance endothélial vasculaire

al., 2003). Ils se lient avec des affinités différentes au VEGFR-2, mais pas au VEGFR-3 ou a
la NRP-1.

Tableau S : Affinité des membres de la famille du VEGF pour les récepteurs de cette famille (valeur des
constantes de dissociation K, en mol.L'l).

Les signes - indiquent une absence de reconnaissance vers le récepteur ; les signes + traduisent une liaison au
récepteur, sans précision sur I’affinité. N.D. : non déterminé.

VEGFR-1 VEGFR-2  VEGFR-3 NRP-1 NRP-2  Héparine
VEGF-A ;¢ 1,8.10™" 1,3.107"° +
VEGF-A + + -
VEGF-A 45 1,0.10™" 0,7-7,7.10"° - - 7,0.1071° +
VEGF-A g + + +
VEGF-A + + +

PIGF-1 1,9.10"° - - -
PIGF-2 2,5.10"° ) ) + +
VEGF-B¢; 1 110 + +
VEGF By, 10"-10 - - N N.D. '

VEGF-C (précurseur) ~107 ~10” -

VEGF-C (clivé) ) 4,1.10"° 1,4.10"° ) + )

VEGF-D (précurseur) 1,6.10° 8,2.107 -

VEGF-D (clivé) ) 5,6.10° 2,0.10°% ) + -
A divers
degrés pour
VEGF-E - 3,3.10™ ] VEGF-Bz, ~ ND. SO
VEGF-Exy 10, 1soforme
VEGF-Ep, 7,

Vammine (VEGF-F1) - 4,1.107° - - N.D. +

TfsvWEGF (VEGF-F2) ~10™" 10°-107® - - N.D. +

Pm-VEGF (VEGF-F2)  1,7.10" 6,5.107 - - N.D. N.D.

D’aprés Yamazaki et Morita, 2006a

ITI1.2 Les récepteurs au VEGF

Les VEGFR-1, VEGFR-2 sont des récepteurs au VEGF a activité tyrosine kinase
(TK). Un troisitme membre de cette famille, le VEGFR-3, qui n’est pas un récepteur du
VEGF-A, est cependant reconnu par le VEGF-C ou le VEGF-D. Ces récepteurs a activité¢ TK
possedent un domaine extracellulaire impliqué dans la reconnaissance et la fixation du ligand
et sont composés de sept domaines a immunoglobuline (Ig-like), une région transmembranaire
unique et un domaine intracytoplasmique a activit¢ TK. D’autres récepteurs de la famille du
VEGF, dépourvus d’activité TK, ont été identifiés. Il s’agit des neuropilines (NRPs), qui sont
considérées comme jouant un role de co-récepteurs des isoformes du VEGF liant ’héparine

(Tableau 6) (Soker et al., 1998 ; Gluzman-Poltorak ef al., 2000).
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Tableau 6 : La famille du VEGF et leurs récepteurs.

z VEGF-A VEGF-A VEGF-A VEGF-A
=
5 VEGF-B VEGF-B
Z PIGF PIGF PIGF
<=
z VEGF-C VEGF-C VEGF-C
§ VEGF-D VEGF-D
. VEGF-E VEGF-E
& (VEGF viral) (VEGF viral)
g VEGF-F,
'go g (vammine)
5 &  VEGF-F, VEGF-F,
8 3 (TfsvVEGF) (TfsvVEGF)
E £ VEGF-F VEGF-F; VEGF-F;
= @ (bariétine) (bariétine) (bariétine)
(1% 1
0L
5: :5
(B
AL
00
| :|: J
00
| 17 1
VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3  Neuropiline-1 = Neuropiline-2
(Flt-1) (FIk-1/KDR) (Flt-4) (NRP-1) (NRP-2)

D’aprés Yamazaki et Morita, 2006b.

II1.2.1. Les récepteurs a activité tyrosine kinase

Les ligands se fixent au niveau des domaines Ig-like des VEGF-R et induisent une
dimérisation de deux récepteurs monomeres (Fuh et al., 1998). Chaque récepteur est alors
activé par phosphorylation des résidus tyrosine (Y), au niveau de la portion
intracytoplasmique, par la protéine kinase de 1’autre monomere du récepteur (auto-/trans-
phosphorylation). Il en résulte une cascade de transduction du signal (Figure 11).

Le domaine intracellulaire a activit¢ TK est la partie ou 1’on retrouve le plus
d’indentité¢ entre VEGFR-1, VEGFR-2 et VEGFR-3. Il contient une région juxta-
membranaire, pouvant contenir des sites de phosphorylation sur Y, et ainsi servir de point
d’ancrage a des molécules impliquées dans la signalisation. Le domaine catalytique posséde
I’activité TK et, est constitu¢ de deux lobes, interrompus par une séquence spécifique,

dénommeée I’insert kinase. Enfin, I’extrémité C-terminale contient des résidus tyrosine
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phosphorylables, et elle est impliquée également dans le recrutement de protéines de la
signalisation.

Une fois phosphorylé, le récepteur ne peut plus étre déphosphorylé. Pour stopper son
action, la cellule va internaliser le récepteur par endocytose. La protéine va ensuite étre

dégradée dans un lysosome ou étre recyclée a la surface de la cellule.

Domaine
Ig-like de —“. .
fixation au Fixation
VEGF | du VEGF
I
{11111 T -
®-vq Fr-€
Domaine
t}frosine . (E’:‘— v . (B
kinase
| |
VEGFR-1 (Flt-1) o N
VEGFR-2 (FIk-1/KDR) Récepteur activé
VEGFR-3 (FIt-4) ¥
Angiogenése

Figure 11 : Structure des récepteurs du VEGF a activité tyrosine kinase.

D’aprés McMahon, 2000

I11.2.1.1. Le récepteur au VEGF de type 1 (VEGFR-1, Flt-1)

Le VEGFR-1 (Flt-1, fins-like tyrosine kinase-1) est un récepteur (210 kDa) de haute
affinité pour le VEGF-A, VEGF-B et PIGF (Tableau 5 p.38). Son géne est situé sur le
chromosome 13 chez I’homme. Il est exprimé par les cellules endothéliales vasculaires, mais
aussi par des cellules non endothéliales, comme les macrophages et les monocytes (Barleon et
al., 1996 ; Clauss et al., 1996 ; Sawano et al., 2001), et les cellules souches hématopoiétiques
(Takahashi et al., 2004).

Le VEGF-A se lie au VEGFR-1 avec une affinit¢ au moins 10 fois supérieure a celle
pour le VEGFR-2 (Tableau 5) mais 1’activité kinasique qui en résulte est inférieure (Ferrara et
Davis-Smyth, 1997).

Le VEGFR-1 est impliqué dans la migration des cellules endothéliales. (Kanno et al.,
2000), des monocytes et macrophages (Sawano et al., 2001), ainsi que dans le recrutement

des cellules souches hématopoiétiques (Takahashi ef al., 2004).
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Le VEGFR-1 peut former des hétérodimeres avec le VEGFR-2, et ces derniers sont a
I’origine de la transduction de signaux différents de ceux induits par les homodiméres de

VEGFR-1 ou de VEGFR-2 (Huang et al., 2001 ; Neagoe ef al., 2005).

I11.2.1.2. Le récepteur au VEGF de type 2 (VEGFR-2, KDR/FIk-1)

Le VEGFR-2 (KDR, kinase domain-containing receptor, homologue humain/Flk-1,
Fetal liver kinase-1, homologue murin) est un récepteur (200-230 kDa) de haute affinité pour
le VEGF-A, le VEGF-E et le VEGF-F, ainsi que pour les formes clivées de VEGF-C et
VEGF-D (Tableau 5). Son géne est situ¢ sur le chromosome 4 chez I’homme, et 5 chez la
souris. Le VEGFR-2 est exprimé par les cellules endothéliales vasculaires et lymphatiques,
ainsi que par d’autres types cellulaires, tels que les mégacaryocytes, les cellules souches
hématopoiétiques (Katoh et al., 1995) et les cellules musculaires lisses (CML) (Grosskreutz et
al., 1999 ; Ishida et al., 2001). Il est considéré comme le principal médiateur des effets
mitogéniques et chimiotactiques du VEGF-A. 1l est indispensable au cours du développement
embryonnaire (Shalaby et al.,, 1995). Des études ont démontré son role dans la
lymphangiogenéese (Nagy et al., 2002 ; Hong et al., 2004). Une forme soluble endogéne du
VEGFR-2 a également été détectée dans les plasmas humain et murin (Ebos ef al., 2004).

Suite a la liaison du VEGF au niveau du domaine extracellulaire de VEGFR-2, le
récepteur est diméris€, et des résidus tyrosine du domaine intracellulaire sont phosphorylés.
Les signaux intracellulaires induits sont divers. Flk-1/KDR stimule la prolifération cellulaire
(Hicklin et Ellis, 2005). Les effets de KDR sont essentiellement tournés vers I’angiogenéese
incluant la perméabilité microvasculaire, la prolifération, I’invasion, la migration et la survie

des cellules endothéliales.

I11.2.1.3. Le récepteur au VEGF de type 3 (VEGFR-3, FIt-4)

Le VEGFR-3 (195 kDa) est un récepteur de haute affinit¢ pour le VEGF-C et le
VEGF-D ; c’est le principal récepteur impliqué dans la lymphangiogenése. Son géne est situé
sur le chromosome 5 chez ’homme. Contrairement au VEGFR-1 et au VEGFR-2, le VEGFR-
3 est clivé par protéolyse au niveau du cinquiéme domaine Ig-/ike et les fragments générés
restent assemblés par un pont disulfure (Lohela et al., 2003).

Chez I’embryon, le VEGFR-3 est initialement présent sur tous les vaisseaux (sanguins
et lymphatiques), mais cette expression se limite ensuite aux vaisseaux lymphatiques
(Kaipainen et al., 1995). Le VEGFR-3 joue un rdle important dans le développement cardio-
vasculaire chez I’embryon (Dumont et al, 1998). Chez I’adulte, le VEGFR-3 est
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principalement exprimé au niveau des cellules endothéliales lymphatiques. Le VEGF-C peut
induire la formation d’hétérodimeéres VEGFR-2/VEGFR-3 sur les cellules endothéliales
lymphatiques (Dixelius ef al., 2003).

I11.2.2. Les neuropilines

Les neuropilines (NRP-1 et NRP-2) sont des glycoprotéines transmembranaires qui
jouent un role clef dans le développement des systémes neuronaux et vasculaires. Les
neuropilines (NRPs) sont des récepteurs de la famille des sémaphorines de classe 3, facteurs
de la guidance axonal et des récepteurs de la famille du VEGF, facteurs de 1’angiogenése.

La neuropiline a été observée pour la premiére fois sur certains axones au cours du
développement embryonnaire du Xénope « Xenopus » a I’aide d’anticorps dirigés contre un
antigene spécifique des neurones « AS » (Takagi et al, 1991). En 1997, deux équipes
rapportérent qu’il s’agissait d’un récepteur de SEMA3A, une des sémaphorines (SEMA) de
classe 3 (He et Tessier-Lavigne, 1997 ; Kolodkin et al., 1997). Un homologue de la
neuropiline ayant plus tard été identifié et nommé neuropiline-2 (NRP-2), la neuropiline fut
renommée neuropiline-1 (NRP-1). Au départ, la neuropiline a été décrite comme un
médiateur de la guidance axonale mais il a été démontré, par la suite, que ces récepteurs sont
¢galement impliqués dans le développement des vaisseaux sanguins, dans l’angiogenese

tumorale et la progression tumorale en agissant comme récepteur du VEGF 45 (Ellis, 2006).

I11.2.2.1. Structure et signalisation des neuropilines

o Formes solubles et transmembranaires
Les NRPs sont des récepteurs de 130 a 140 kDa non a activité tyrosine kinase (Soker
et al., 1998) composés d’un domaine extracellulaire de 840 résidus d’acides aminés, d’un
domaine transmembranaire de 25 résidus d’acides aminés et d’'un domaine cytoplasmique de
40 résidus d’acides aminés. Le domaine extracellulaire est composé (i) d’un domaine A
compos¢ de deux domaines ala2 homologues des protéines du complément Clr et Cls ; (ii)
d’un domaine B composé de deux domaines b1b2 homologues des facteurs de coagulation

V/VII ; (i11) d’un domaine C implique dans I’oligomérisation de NRP (Geretti et al., 2008).
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Tableau 7 : Schéma de la stucture et des fonctions des neuropilines.

Domaine NRP Fonction Réference
A |al-NRP1 Liaison SEMA3A Gu et al., 2002
n al a2-NRP1 Liaison SEMA3A | Gu ez al., 2002
21 <
2| =
Q
2 A ala2-NRP1/2 Liaison SEMA3A/F | Nakamura et al., 1998 ; Geretti et
o al., 2007
g 50 a2
S = Augmente la liaison | Mamluk et al., 2002
‘g.‘ \ ) du VEGF165 au
g % domaine b de NRP-1
21 A B |b1-NRP1 Liaison SEMA3A | Gu er al., 2002
Liaison VEGF 45 Gu et al., 2002 ; Vander Kooi et
al., 2007
[ b1l Liaison héparine Vander Kooi et al., 2007
Q
E g b2-NRP1 Liaison héparine Vander Kooi et al., 2007
= & iai G Geretti ez al., 2008
S ﬁ b1-NRP2 Liaison VEGF 45 eretti et al.,
[}
= b2 b1b2-NRP1/2 Liaison SEMA3A/F | Nakamura et al., 1998 ; Geretti et
% al., 2007
P~ Liaison VEGF s, Gluzman-Poltorak et al., 2000 ;
D PIGF-2, VEGF-C Mamluk et al., 2002 ; Karpanen
etal., 2006 ; Geretti et al., 2007
Liaison héparine Mamluk et al., 2002
C Dimérisation de NRP | Takagi et al., 1991 ; Giger et al.,
C 1998 ; Nakamura et al., 1998 ;
Renzi et al., 1999 ; Nakamura et
Goshima, 2002
Transmembranaire Dimérisation de Roth et al., 2008

(NRP-1) GVLLGAVCG

NRP-1

Cyt

D’apres Geretti et al., 2008

Cytoplasmique

Intéraction avec NIP ;
essentielle pour la
migration des CE
dépendante de NRP1

Wang et al., 2003

De récents travaux ont montré que NRP-1 posséde un domaine transmembranaire

(GVLLGAVCQG) nécessaire a la dimérisation du récepteur et requis pour la signalisation de la

SEMA3A (Roth et al, 2008) (Tableau 7). Les NRP-1 et -2 ne possédent que 45%

d’homologie au niveau de leur s€quence en acides aminés (Neufeld et al., 2002).

La NRP-1 ne posseéde qu’une seule forme transmembranaire, tandis que plusieurs

isoformes transmembranaires de NRP-2 ont été décrites, issues de ’épissage alternatif. Les

formes humaines de NRP sont NRP-1, NRP-2a et NRP2b. Ces isoformes ont des expressions
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tissu-spécifiques. Ainsi, NRP2a est abondante dans le plasma, le foie et les poumons, et elle
est peu exprimée dans les muscles squelettiques alors que pour NRP2b, c’est I’inverse
(Rossignol et al., 2000).

Les NRPs possedent également des formes solubles (sNRPs) composées des domaines
A et B extracellulaires. A ce jour, quatre formes de sSNRP1 (s;,NRP1, s;;NRP1, s;yNRP1 et
s;yNRP1) et une forme sNRP2 (sNRP2) ont été décrites dans la littérature (Gagnon et al.,
2000 ; Rossignol et al., 2000 ; Cackowski et al., 2004).

e Ligands des neuropilines

Les NRPs agissent comme des récepteurs ou des co-récepteurs pour deux classes de
ligands : les SEMA3 et certains sous-types de la famille du VEGF.

Les ligands de la NRP-1 sont le VEGF;,;, VEGF,¢s5, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D,
VEGF-E, PIGF-2, HGF, SEMA3A, SEMA3B et SEMA3C. Les ligands de la NRP-2 sont le
VEGF 65, VEGF 145, VEGF-C, VEGF-D, HGF, SEMA3B, SEMA3C et SEMA3F (Geretti et
al., 2008).

Les domaines de liaison des NRPs pour les SEMAs et le VEGF 45 sont les domaines
extracellulaires A et B. Le domaine B des NRPs est nécessaire et suffisant pour la liaison du
VEGF165, PIGF-2 et VEGF-C (Tableau 7). Cependant, pour NRP-1, la présence du domaine
A augmente considérablement la liaison du VEGF¢s. L’interaction du VEGF 65 et du PIGF-2
avec NRPI est significativement augmentée en présence d’héparine (Mamluk et al., 2002).
De plus, I’exon 7 du VEGF est indispensable a sa liaison aux neuropilines (Soker et al.,
1997). NRP-1 et NRP-2 possedent deux régions b1-NRP présentant de fortes homologies de
séquences pour plusieurs especes. L’une de ces régions correspond au site de liaison de 1’exon
8 du VEGEF et I’autre pourrait étre responsable de I’interaction avec 1’exon 7 (Appleton et al.,

2007).

e Signalisation des neuropilines
NRP-1 agit comme un co-récepteur du VEGFR-2 dans les cellules endothéliales
(Soker et al., 1998). Le role des NRPs n’est pas encore totalement défini dans les cellules
tumorales. Dans des cellules de carcinome mammaire, le VEGF 45 agit comme un facteur de
survie cellulaire autocrine par 1’activation d’une voie de survie de Akt dépendante de NRP-1
(Bachelder et al., 2001).
Les résidus d’acides aminés en C-terminal du récepteur (SEA) sont essentiels a la

migration des cellules endothéliales dépendantes de NRP-1 (Wang et al., 2003). Ces résidus
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d’acides aminés interagissent directement avec le domaine PDZ (PSD-95/Dlg/Z0-1) de la
protéine NIP (NRP-interacting protein). Le domaine PDZ permet 1’¢tablissement
d’interactions entre le domaine cytoplasmique de NRP et des molécules de signalisation
intracellulaires (Cai et Reed, 1999 ; Prahst et al., 2008). Ce domaine PDZ se retrouve
¢galement dans les protéines GIPC (RGS-GAIP-interacting protein C terminus) et SEMCAP-

1 (M-SemaF cytoplasmic domain-associated protein-1) (Nakamura et Goshima, 2002).

I11.2.2.2. Interaction avec le VEGFR-2

La signalisation médiée par le VEGF 65 via la NRP-1 se ferait par la formation de
complexes avec le VEGFR-2 (Soker et al, 1998 ; Gluzman-Poltorak et al., 2000).
Contrairement a 1’isoforme VEGF;;, I’isoforme VEGF45 se lie a la NRP-1, du fait de la
présence d’un domaine encodé par I’exon 7 (Soker et al., 1996 ; Soker et al., 1997). Le
VEGF 65 se lie par ailleurs au VEGFR-2, via une région codée par I’exon 4, ce qui conduit a
la formation d’un complexe ternaire entre le VEGF 45, NRP-1 et VEGFR-2 (Figure 12 p.46)
(Gu et al., 2002 ; Soker et al., 2002). Le VEGF,;, qui ne possede pas I’exon 7, peut se fixer a
NRP-1 mais ne permet pas la formation du complexe ternaire (Pan et al., 2007 ; Shraga-Heled

et al.,2007).

I11.2.2.3. Les neuropilines dans le développement vasculaire

Bien que les neuropilines aient été tout d’abord décrites comme des récepteurs des
sémaphorines dans le guidage axonal, il a été démontré que les NRPs jouaient également un
role dans I’activité des cellules vasculaires.

Les NRPs sont des récepteurs de facteurs angiogéniques qui sont exprimées dans le
systéme vasculaire. Dans le développement du systeme vasculaire de la souris, NRP-1 est
exprimée préférentiellement par les arteres et NRP-2 par les veines et les vaisseaux
lymphatiques (Herzog et al., 2001). Les NRPs sont également présentes dans les vaisseaux
matures et en développement, a la fois sur les CML (Stephenson et al., 2002) et sur les
cellules endothéliales (CE).

Chez I’embryon, la NPR-1 est exprimée dans le systéme nerveux, le cceur et les
vaisseaux (Kawasaki et al, 1999). Chez [D’adulte, son expression a ¢été retrouvée
principalement dans le coeur, le placenta et les vaisseaux sanguins. La NRP-2 est exprimée
principalement dans le systéme nerveux au cours du développement. Certaines isoformes sont
exprimées dans le tissu nerveux adulte. Contrairement a la NRP-1, elle n’est pas exprimée

dans le coeur et les vaisseaux sanguins sauf dans 1’aorte dorsale (Chen ef al., 1997).
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I11.2.2.4. Les neuropilines et I’angiogenese tumorale

Des études ont montré que 1’expression de la NRP-1 au niveau des cellules
cancéreuses favorisait I’angiogenese tumorale (Gagnon et al., 2000 ; Parikh et al., 2004).

La présence de la NRP-1 augmente la liaison du VEGF 45 a VEGFR-2 (Soker et al.,
2002), et potentialise les effets mitogéniques et chimiotactiques médiés par le VEGFR-2
(Soker et al., 1998 ; Bernatchez et al., 2002 ; Rollin et al., 2004).

I11.2.2.5. Une signalisation propre

Plusieurs études suggerent que la signalisation médiée par le VEGF via les NRPs peut
se faire en 1’absence de VEGFR-1 ou de VEGFR-2 (Soker et al., 1996 ; Soker et al., 1998 ;
Wang et al., 2003 ; Murga et al., 2005). Ainsi, le VEGF¢s inhibe ’apoptose dans la lignée de
cancer du sein humain MDA-MB-231, qui exprime NRP-1 mais pas VEGFR-2 (Bachelder et
al., 2001). Wang et al. ont, quant a eux, utilisé¢ une protéine de fusion comportant la portion
extracellulaire du récepteur a I’EGF et les portions transmembranaire et intracellulaire de la
NRP-1, et transfecté ce co-récepteur dans des HUVEC (Human umbilical vein endothelial
cell), qui ne possedent pas naturellement de récepteur a I’EGF (Wang et al., 2003). L’ajout
d’EGF a ces cellules induit une signalisation intracellulaire, démontrant que la signalisation

via les NRPs peut se faire indépendamment de 1’association avec les VEGFRs.

VEGF65
\ 0
‘#
NRP1

KDR

Figure 12 : Interactions de la NRP-1 avec VEGFR-2/KDR.

A : L’isoforme VEGF s se lie a la NRP-1, du fait de la présence d’un domaine encodé par 1’exon 7 et au
VEGFR-2/KDR, via une région codée par I’exon 4, ce qui conduit a la formation d’un complexe ternaire entre le
VEGF 65, NRP-1 et VEGFR-2. B : L’isoforme VEGF,;, ne possédant pas I’exon 7, ne permet pas la formation
du complexe. C : Des complexes juxtacrines peuvent également se créer entre NRP-1 et VEGFR-2/KDR situés
sur deux cellules différentes, par exemple des cellules tumorales et des cellules endothéliales. D’aprés Soker et
al., 2002.
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IV. Ciblage des photosensibilisateurs

Les photosensibilisateurs de troisiéme génération sont des PSs modifiés, conjugués ou
vectorisés. L’objectif est d’améliorer leur sélectivité vis-a-vis du tissu cancéreux par
comparaison au tissu sain. La Figure 13 illustre schématiquement les différentes approches de
ciblage des cellules néoplasiques (Rosenkranz et al., 2000 ; Konan ef al., 2002 ; Sharman et

al., 2004).

Figure 13 : Stratégies générales de ciblage des photosensibilisateurs vis-a-vis des cellules néoplasiques.

Ciblage passif : véhiculés par les liposomes (A), délivrées par des microsphéres ou nanoparticules (B). Ciblage
actif : liposomes conjugués a des anticorps (C), adressage par conjugaison entre un ligand spécifique de
récepteurs membranaires surexprimés. D’apres Sobolev ef al., 2000.

IV.1 Ciblage passif

IV.1.1. Ciblage des cellules tumorales

Le ciblage passif des cellules tumorales en PDT consiste a vectoriser les PSs grace a
différents systémes de formulation facilitant leur transport et leur incorporation dans les
cellules cancéreuses. Plusieurs types de vecteurs peuvent étre utilisés : les liposomes, les
nanoparticules et les systémes micellaires. Ces stratégies peuvent également étre utilisées
dans le cadre de ciblage actif vasculaire ou de cellules tumorales. Dans ces cas, les vecteurs

sont associés a un systéme adresseur. Ces différentes formulations sont présentées Figure 14.
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Figure 14 : Comportement in vivo de différents types de systémes vecteurs des PSs

Les liposomes (en jaune) ont une durée de vie plasmatique courte du fait de leur prise en charge par les
macrophages (1) ou en raison de leur interaction avec les lipoprotéines plasmatiques, suivie par la désintégration
des liposomes et la libération des PSs (2). Les PSs peuvent ensuite s’associer avec les protéines plasmatiques
(2’) et entrer dans la tumeur par endocytose via les récepteurs aux LDL (2°”). Une petite fraction des liposomes
conventionnels atteint la tumeur dans sa formulation originale et permet 1'absorption intracellulaire des PSs
directement par leur liaison aux protéines de surface (3). Les particules de polymére (en violet) s’accumulent
dans le milieu interstitiel des tumeurs sans incorporation intracellulaire. Les systémes adresseurs (en rose)
peuvent se fixer a la surface des tumeurs sans internalisation (I) ou entrer dans la tumeur par endocytose via des
récepteurs spécifiques internalisables (II). D’aprés Derycke et de Witte, 2004.

IV.1.1.1. Liposomes

Les liposomes représentent d’intéressants vecteurs de PSs en PDT du fait de leur
nature amphiphile et de leur compatibilit¢ avec les systémes biologiques. Ce sont des
vésicules unilamellaires ou multilamellaires composées de phospholipides et de cholestérol
pouvant incorporer des PSs aussi bien lipophiles qu’hydrophiles. Le cholestérol apporte la
rigidité a la bicouche membranaire en réduisant la perméabilité des molécules encapsulées et
en augmentant la stabilit¢ de la bicouche en présence des fluides. L’encapsulation des PSs
dans des vésicules liposomales permet d’augmenter leur perméabilité et leur rétention. Les
PSs s’accumulent passivement dans les tumeurs a des concentrations ¢levées en comparaison

aux tissus sains (Vemuri et Rhodes, 1995).
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L’Hématoporphyrine (Hp) a été encapsulée dans un liposome unilamellaire composé
de dipalmitoylphosphatidyl-choline (DPPC). Le profil pharmacocinétique a été comparé a la
forme dissoute dans un tampon salin phosphate (PBS). L’étude in vivo réalisée chez la souris
sur un mod¢le de fibrosarcome (MS-2) a montré une meilleure incorporation tumorale pour la
forme liposomale (Jori ef al., 1986). La forme liposomale du dérivé de benzoporphyrine mono
acide cycle A (BPD-MA) s’incorpore dans les tissus tumoraux plus rapidement (demi-vie de
16,1 h versus 16,9 h) et a plus forte concentration (ratio tumeur/muscle 19,2 versus 12,6) que
sa forme non liposomale (Richter ez al., 1993). Le Photofrin® sous une forme liposomale
présente une meilleure incorporation tumorale (8,6 versus 3,6 pg.g” dans la tumeur) et s’est
réveélé plus efficace (18 % de tissus nécrotique versus quelques cellules nécrotiques apres
PDT) pour un gliome malin humain, en comparaison a la forme non liposomale (Jiang et al.,
1998). La bactériochlorine-a (BCA) a été vectorisée dans le liposome DMPC (dimyristoyl
phosphatidylcholine). Des travaux ont montré que la forme liposomale présente une meilleure
efficacité photodynamique, la consommation en oxygene est neuf fois plus élevée et
I’efficacité de la PDT augmentée jusqu’a 5 fois, pour un modele de cellules cancéreuses de
colon humain (WiDr). Ces résultats peuvent étre expliqués par ’augmentation de
I’incorporation intracellulaire du PS et par une diminution du phénoméne d’agrégation des
PSs (Damoiseau ef al., 2001). Le Foslip® est une forme liposomale (DPPC) de la m-THPC
facilitant son administration par voie intra-veineuse. Une étude récente a montré une
différence de temps de vie de fluorescence entre le Foscan® et le Foslip” (6,6 versus 8,4 ns)
traduisant une différence de localisation cellulaire (Lassalle ef al., 2008).

De nombreux autres systémes liposomaux ont été étudiés en PDT. En regle générale,
ils permettent d’améliorer 1’incorporation cellulaire et de diminuer les phénomeénes
d’agrégation (Konan et al., 2002 ; Derycke et de Witte, 2004 ; Zimcik et al., 2007). Les
liposomes peuvent é&tre également utilisés, conjugués a des molécules se fixant
spécifiquement aux cellules tumorales, pour des stratégies de ciblage actif.

Ces systémes liposomaux présentent néanmoins des inconvénients. En effet, les
liposomes peuvent se fixer aux lipoprotéines de haut poids moléculaire (HDL), ce qui
provoque leur désintégration. Le PS se retrouve ainsi dans la circulation sanguine ou il se fixe
aux lipoprotéines plasmatiques et intégre les cellules via les récepteurs aux LDL. Les
liposomes peuvent également étre rapidement pris en charge par les macrophages (Figure 14).
Ainsi, ces liposomes possedent des demi-vies plasmatiques faibles rendant leur action en tant

que vecteur de courte durée.
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IV.1.1.2. Nanoparticules

Les nanoparticules peuvent étre biodégradables ou non. Des revues récentes décrivent
les différents types de nanoparticules étudiées pour des applications en PDT (Bechet et al.,
2008 ; Chatterjee et al., 2008a).

Les nanoparticules biodégradables sont des systémes permettant, entre autre, de
contrdler la libération des PSs (Konan et al., 2002). Ce sont des transporteurs de PSs tres
prometteurs pour des applications en PDT. L’utilisation de ces nanoparticules permet de
protéger les PSs contre les enzymes et peut leur permettre d’étre non-immunogeénes. Leur
faible taille permet aux PSs de pénétrer les tissus a travers les capillaires sanguins fenestrés,
facilitant ainsi I’incorporation tumorale. De plus, pour les formes non biodégradables, la taille
des pores des nanoparticules peut étre contrélée. De méme que pour les liposomes, ces
particules peuvent étre conjuguées a des molécules d’adressage pour des stratégies de ciblage
actif.

Dans le but de réduire l'agrégation des bactériochlorophyles (BChl) en solution
aqueuse, des nanoparticules de copolymeres de lactide et glycolide (poly(DL-lactide-co-
glycolide), PLGA) chargées avec de la BChl-a ont été testées sur des macrophages. La
majorit¢ des nanoparticules sont phagocytées 2 h aprés incubation par ces cellules. Le
processus de relarguage a lieu en deux étapes : I'adhérence des particules a la surface de la
cellule suivie par la libération du PS conduisant a des photodommages de la surface cellulaire
aprés PDT (Gomes et al., 2005 ; Gomes et al., 2007). Des résultats similaires ont été obtenus
avec des nanoparticules de PLGA contenant de la méso-tétra (p-hydroxy-phényl) porphyrine
(p-THPP) incubées en présence de cellules cancéreuses mammaires de souris (EMT-6)
(Konan et al., 2003). Deux autres PSs, la méso-tétraphénylporphyrine (m-TPP) et le méso-
tétra-phénylporpholactol (m-TPPPL) ont été encapsulés dans des nanoparticules de PLGA.
Une comparaison de la photocytotoxicité entre les nanoparticules internalisées ou non a
démontré que 95% des photodommages, pour un modele in vivo de cancer de la prostate, ont
¢été causés par les nanoparticules internalisées (McCarthy et al., 2005). L’Hypéricine (Hy) a
¢galement été encapsulée dans des nanoparticules de polymere de lactide (poly(DL-lactide),
PLA) présentant une nette amélioration de la phototoxicité par comparaison au PS libre
(Zeisser-Labouebe et al., 2006).

Par rapport aux polymeres biodégradables, les nanoparticules non biodégradables
présentent plusieurs avantages. En effet, elles sont trés stables a des fluctuations de
température et de pH (Jain, 2005). La taille, la forme, la porosité et la mono-dispersion

peuvent étre facilement controlées au cours de leur préparation (Wang et al., 2004). Elles ne
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sont pas soumises aux attaques microbiennes (Weetall, 1970). De plus, les particules de
céramique posseédent de minuscules pores (0,50 a 1,00 nm de diameétre), trop petits pour
permettre aux drogues de s’échapper de la matrice, mais suffisamment efficaces pour
permettre la diffusion de I’oxygene dans et en dehors de la particule (Brown, 2003).

A titre d’exemple, le bleu de méthyléne encapsulé dans une nanoparticule de
polyacrylamide ORMOSIL (organically modified silica) s’est révélé significativement
phototoxique sur une lignée cellulaire de gliome de rat (Tang et al., 2005). Le PS HPPH (2-
devinyle-2-(1-hexyloxyéthyl)pyrophéophorbide) a été encapsulé dans une nanoparticule de
céramique. L ¢étude in vitro a montré des taux de mort cellulaire significatifs sur un modele de
carcinome ovarien humain (Roy et al., 2003). La m-THPC a également été encapsulée dans
une nanoparticule ORMOSIL. Les travaux ont révélés que la forme encapsulée permettait une

meilleure production d’oxygene singulet (Yan et Kopelman, 2003).

IV.1.1.3. Emulsions et micelles

Les émulsions et les micelles améliorent la solubilité des PSs, leur dispersion et leur
internalisation cellulaire (Garbo et al., 1998 ; Jones et Leroux, 1999).

L’huile de dispersion la plus utilisée pour réaliser des émulsions de PSs est le
Cremophor® (CMR) (Konan et al., 2002). Bien que cette huile soit un transporteur efficace
elle peut aussi provoquer des réactions anaphilactiques (Dorr, 1994).

Deux formulations du PS SnET); (Tin étiopurpurine) ont été comparées : une émulsion
de CMR et une forme liposomale de DPPC. Sur un modele de cancer de vessie chez le rat,
I’émulsion s’est révélée plus phototoxique que la forme liposomale (Morgan et al., 1988).
Une phthalocyanine, notée SiPc (bis(méthyl-oxyéthyléneoxy)silicon-phthalocyanine), a
¢galement été testée, transportée dans ces deux formulations. Le PS a été testé sur un
carcinome de poumon chez la souris. L’émulsion a permis une incorporation dans la tumeur a
des taux deux fois plus importants que la forme liposomale (Wohrle et al., 1999).

Des études ont montré que des micelles polymériques peuvent étre une bonne
alternative aux formulations de CRM pour le transport de PS. La phthalocyanine d’aluminium
chlorée (AICIPc) sous forme micellaire présente par exemple, une meilleure phototoxicité in
vitro (EMT-6) que sous forme d’émulsion. /n vivo, la forme micellaire permet d’éviter les

réactions secondaires (Le Garrec ef al., 2002).
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IV.1.2. Ciblage vasculaire

Le ciblage vasculaire passif en PDT est basé¢ sur I’accumulation du PS dans le
compartiment vasculaire. Trois paramétres peuvent étre mis en jeu pour améliorer cette
accumulation : les propriétés physicochimiques du PS, D’intervalle drogue-lumiere et

I’irradiance.

Les propriétés physicochimiques des PSs peuvent contribuer a I’effet vasculaire
passif. Ainsi, la plupart des PSs sont hydrophobes et s’associent aux protéines plasmatiques
(Sharman et al., 2004). Les PSs fixés aux LDL peuvent s’accumuler préférentiellement dans
les cellules endothéliales en prolifération grace a la voie d’endocytose des récepteurs aux

LDL (Schmidt-Erfurth et Hasan, 2000).

La diminution de I’IDL favoriserait 1’effet vasculaire de la PDT. En effet, suite a
I’injection par voie intra-veineuse (i.v.) du PS, celui-ci se localise initialement au niveau du
compartiment vasculaire (plasma, puis endothélium) et peut ensuite diffuser dans les cellules
tumorales (Chen et al., 2006). Par conséquent, une irradiation a un IDL court aura tendance a
favoriser I’effet anti-vasculaire de la PDT. L’IDL favorisant I’effet anti-vasculaire peut varier
de quelques minutes a quelques heures en fonction des propriétés pharmacocinétiques du PS.

L’hypéricine présente une action anti-vasculaire importante 30 min aprés son
injection, au moment ou sa concentration est maximale dans les vaisseaux de tumeurs RIF-1
induites chez la souris. Cet effet anti-vasculaire est fortement atténué lorsque le PS se localise
de maniére diffuse dans les cellules tumorales, 6 heures aprés son injection (Chen et al.,
2002a ; Chen et al., 2002b).

Chez des rats porteurs de chondrosarcome, traités avec de la verteporfin® (BPD-MA, 2
mg/kg, i.v.) et irradiés 4 690 nm avec une fluence & 150 J/cm?, une stase vasculaire au niveau
des vaisseaux tumoraux a été observée par microscopie intravitale pour des IDL courts (entre
5 et 30 min), alors que ces modifications vasculaires n’ont pas été observées pour un IDL plus
long, de 180 min (Fingar ef al., 1999). Des ¢études sur un modele de sac a air dorsal chez la
souris avec la Verteporfin® sous sa forme liposomale ont également montré un fort effet anti-
vasculaire avec un IDL court (15 min), comparé a un IDL de 3 h (Kurohane et al., 2001).

De nombreuses études faites sur différents modeles de tumeur démontrent que le taux
de PS dans le plasma est un meilleur facteur prédictif pour la réponse tumorale que la

concentration tumorale en PS. Ainsi les traitements utilisant des IDL plus courts (lorsque le
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PS est présent en grande quantité dans le plasma) s’avérent étre plus efficaces (Veenhuizen et
al., 1997a ; Veenhuizen et al., 1997b ; Cramers et al., 2003 ; Triesscheijn ef al., 2005).

Un des PSs les plus performants actuellement dans cette stratégie de ciblage vasculaire
passif est le palladium-bactériophéophorbide (WST09, Tookad™). La durée de demi-vie
plasmatique du Tookad® est d’environ 20 min (Weersink et al., 2005b). Avec sa clairance
plasmatique trés rapide, il est nécessaire d’irradier trés rapidement aprés administration pour
induire une réponse vasculaire optimale (Chen ef al., 2002¢ ; Koudinova et al., 2003 ;
Weersink et al., 2005a ; Woodhams et al., 2006). Le Tookad® induit des dommages
vasculaires intenses avec des IDL de I’ordre de 5 a 10 min, sur différents modéles animaux
(Borle et al., 2003 ; Tremblay et al., 2003), et ces dommages sont réduits par 1’application
d’IDL plus longs (Borle et al., 2003). Le Tookad®™ est actuellement en essais cliniques de

phase II pour le cancer de la prostate.

Le choix de P’irradiance (reflétant la vitesse a laquelle la lumicre est appliquée)
semble également étre un parameétre important pour I’observation d’un effet anti-vasculaire,
mais son rdle est moins clair que celui de 'IDL. Chez des animaux traités par PDT avec du
Photofrin® (25 mg/kg), et un IDL de 24 heures, il a été détecté une modification du diamétre
de la lumiéere des artérioles et des veinules a une irradiance de 75 mW/cmZ, et non a 50
mW/cm? (Fingar ef al., 2000). Une étude similaire a été réalisée sur des muscles de rats sains
sensibilisés avec de 1’acide amino-lévulinique (200 mg/kg), irradiés a 105, 178 ou 300
mW/cm® (Leveckis ez al., 1995). Une diminution du diamétre des veinules et des artéres a été
mise en évidence immédiatement apres initiation du traitement administré aux deux plus
fortes irradiances. Les auteurs ont montré que l’intensité de la vasoconstriction ainsi que
I’incapacité¢ des vaisseaux a récupérer étaient proportionnelles a 1’irradiance appliquée. Ces
résultats suggérent que 1’application d’une forte irradiance favorise I’effet anti-vasculaire de
la PDT. Cependant, d’autres études montrent une corrélation inverse, ou de faibles irradiances

induisent de plus importants dommages vasculaires (Dougherty et al., 1998).
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IV.2 Ciblage actif

Idéalement, un systéme possédant un PS, pour étre sélectif et efficace devrait posséder,
outre le PS (Figure 15) :
e un ligand internalisable conférant une spécificité de délivrance de la molécule dans la
cellule cancéreuse ;
e une séquence avec une activité endosomolytique, permettant & la molécule d’étre
libérée dans le cytoplasme ;
e un signal pour un ciblage cellulaire (peptide de localisation nucléaire noté¢ NLS,

nuclear localization signal).

< = Ligand Peptide NLS
internalisable ciblant le noyau
1. = Z
. 4
Séquence L
. endosomolytique Photosensibilisateur

Figure 15 : Devenir d’un systéme PS possédant différents modules

1. Reconnaissance du récepteur de la cellule cible. 2. Pénétration par endocytose (pinocytose ou potocytose) a
I’intérieur de la cellule cible. 3. Libération du PS de I’endosome. 4. Transport vers le noyau grace au peptide
signal de localisation nucléaire (NLS). 5. Photoirradiation induisant la destruction de la cellule cancéreuse
(d’apres Sobolev et al., 2000).

IV.2.1. Ciblage des cellules tumorales

Le ciblage actif des cellules tumorales en PDT consiste a modifier les PSs ou les
systemes vecteur-PSs en les conjuguant a des molécules possédant une forte affinité pour des
marqueurs spécifiques des cellules tumorales. L’adressage de PSs permet de limiter leur
activité photodynamique aux cellules cancéreuses en modifiant leur pharmacocinétique et leur
biodistribution. Ainsi, 1’efficacit¢ de la PDT peut étre améliorée et la phototoxicité des

cellules saines diminuée (Chen et al., 2006).
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Les cibles moléculaires utilisées en PDT peuvent étre des antigénes ou des récepteurs

surexprimés par les cellules.

IV.2.1.1. Antigénes membranaires

Mew et al. ont été les premiers a utiliser le terme de photoimmunothérapie pour
désigner 1’utilisation d’un PS conjugué a un anticorps ciblant spécifiquement le tissu tumoral.
L’hématoporphyrine a été directement conjuguée a un anticorps monoclonal dirigé contre un
myosarcome M1 de souris (anti-M1). Ces travaux ont montré que le PS conjugué induisait
sélectivement I’inhibition de la croissance tumorale (Mew ef al., 1983). L’Hp a également été
conjuguée a I’anticorps CAMAL (leukemia-associated antigen). L’étude a montré que les
cellules cancéreuses n’exprimant pas 1’antigéne spécifique ne répondaient pas a la PDT. En
effet, le PS libre n’induisait pas de mort cellulaire méme avec des concentrations 100 fois plus
¢levées que celles permettant au PS conjugué d’étre photodynamiquement cytotoxique (Mew
et al., 1985).

Le greffage direct d’anticorps monoclonaux aux PSs est facilement réalisable mais
peut diminuer D’affinité et la spécificit¢ de 1’anticorps vis-a-vis de 1’antigene (Chen ef al.,
2006). L’utilisation de bras espaceurs permet d’augmenter la flexibilité permettant ainsi de
réduire I’encombrement stérique. La chlorine e6 a été conjuguée, via un composé dextrane, a
un anticorps monoclonal (anti Leu-1, L17 F12) dirigé contre les lymphocytes T. Ces travaux
ont montré qu’aprés conjugaison, 1’affinité de 1’anticorps est préservée a 80% et les
caractéristiques photophysiques de la chlorine e6 sont conservées (Oseroff et al., 1986). Un
autre PS, le BPD-MA a été conjugué, via ’alcool polyvinylique (PVA), a I’anticorps Mab
SES ciblant un antigéne exprimé par un carcinome pulmonaire humain. Cette étude menée in
vitro sur des cellules A549 a montré que le conjugué présentait des meilleures sélectivité et
activité photodynamique que le PS libre (Jiang ef al., 1991).

La chlorine €6 et la chlorine e6 monoéthyléne diamine monoacide (CMA) ont toutes
deux été conjuguées a deux anticorps. Le premier, 1’anticorps OC125 (immunoglobuline
IgG1) reconnait ’antigéne CA125 exprimé par 80% des carcinomes ovariens. Le deuxieme,
I’anticorps monoclonal 17.1A est spécifique des cancers du colon. La CMA a notamment ¢été
couplée a I’anticorps OC125 via I’acide polyglutamique. Les tests ELISA ont démontré que la
liaison antigéne-anticorps n’était pas altérée par le greffage. In vitro, le conjugu¢é CMA-
OC125 est plus cytotoxique pour des cellules cancéreuses ovariennes exprimant 1’antigéne
que la CMA libre (Goff et al., 1991). Une étude in vivo chez la souris nude a été réalisée avec

un modele d’ascite de cancer ovarien humain induit par une injection intra-péritonéale de
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cellules NIH :OVCAR3. L’étude de sélectivité a montré que I’incorporation de CMA-OC125
était plus importante dans les tissus cancéreux que dans les tissus sains (Goff ez al., 1994).

La conjugaison d’un anticorps a un PS peut, en raison de la taille importante de
I’anticorps, engendrer des problémes de diffusion et d’élimination du PS conjugué. De ce fait,
la fixation du seul fragment F(ab’), plutot que 1’anticorps en entier peut faciliter la diffusion
des conjugués permettant également de diminuer les risques de réaction immunitaire. La
conjugaison de la chlorine e6 via une poly-L-Lysine au fragment F(ab’), de ’anticorps
OC125 a permis d’augmenter son incorporation cellulaire pour un modele de cancer ovarien

d’un facteur 17 (Hamblin et al., 1996).

IV.2.1.2. Récepteurs de facteurs de croissance

Une des caractéristiques des cancers est la croissance incontrdlée des cellules qui peut
étre expliquée par la surexpression de récepteurs a certains facteurs de croissance (Hanahan et
Weinberg, 2000).

L’EGF (epidermal growth factor) fait partie d’une famille de facteurs de croissance
impliqués dans le développement et le fonctionnement normal de différents organes. L’action
de ces facteurs est médi¢ée par une famille de quatre récepteurs trans-membranaires
ubiquitaires : EGFR (ErbB1, HER1), ErbB2 (HER2), ErbB3 (HER3) et ErbB4 (HER4). Ce
sont des récepteurs a activité tyrosine kinase (appelés RTK) qui sont surexprimés dans de
nombreux types de cancers. Ainsi, les récepteurs a I’EGF (EGFR) sont les plus étudiés et les
plus utilisés comme cible pour 1’adressage de molécules anticancéreuses.

Un anticorps anti-EGFR (C225) a été couplé a la chlorine €6 pour cibler des cellules
tumorales surexprimant ’EGFR. L’étude a été réalisée chez le hamster sur un modele de
carcinome de joue. Ces travaux ont montré que cette stratégie permettait de diagnostiquer la
zone tumorale et d’améliorer la réponse a la PDT des cellules surexprimant I’EGFR (Soukos
et al., 2001). La benzoporphryrine dérivée (BPD) a également ét¢ conjuguée a 1’anticorps
C225 montrant que la PDT avec le conjugué induisait une phototoxicité pour des carcinomes
épidermoides surexprimant ’EGFR (A-431) mais pas pour des cellules EGFR négatives
(NR6) (Savellano et Hasan, 2003).

La m-THPC a été couplée a deux anticorps, I’un internalisable (anti-EGFR MADb 425)
et ’autre non (anti-CD44v6 Mab U36) pour cibler un carcinome spino-cellulaire de la téte et
du cou. Le conjugué possédant 1’anticorps internalisable était le plus photocytotoxique
(Vrouenraets et al., 1999 ; Soukos et al., 2001 ; Savellano et Hasan, 2003). Des résultats

similaires ont également été décrits dans une étude comparant la conjugaison d’un
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isothiocyanate de porphyrine avec un anticorps internalisable anti-HER2 et un anticorps non
internalisable spécifique de I’antigéne carcino-embryonnaire (ACE) (Hudson ef al., 2005).

La conjugaison d’un PS a plusieurs épitopes de HER2 (conjugué pyrophéophorbide
avec HERS50 et HER66) est plus efficace que la conjugaison a un seul épitope (Savellano et

al., 2005).

IV.2.1.3. Récepteurs aux LDL (Low Density Lipoprotein)

Les récepteurs aux LDL sont impliqués dans le transport de molécules physiologiques
(e.g. cholestérol) et de molécules thérapeutiques leur permettant d’intégrer les cellules par la
voie d’endocytose récepteur-dépendante (Chung et Wasan, 2004 ; Wasan et al., 2008).
L’apolipoprotéine B-100 (ApoB-100) est un ligand des récepteurs aux LDL responsable de la
reconnaissance et de la fixation des LDL a leurs récepteurs (Figure 16). Bien que 1’expression
de ces récepteurs soit ¢levée dans les cellules cancéreuses, les récepteurs sont également
exprimés dans d’autres types cellulaires (e.g. foie et glande surrénale). Cependant, il a été
démontré que les récepteurs aux LDL jouent un rdle important dans [’acheminement

intracellulaire des PSs hydrophobes (Bonneau et al., 2004).

Ainsi, de nombreuses études consistent a modifier les PSs pour augmenter leur
internalisation active via ces récepteurs (Konan et al., 2002). Une stratégie simple vise a
conjuguer un PS aux LDL. Toutefois, I’incorporation active dépend du PS, de la nature
chimique de la conjugaison et du type de cellules ciblé (Chen et al., 2006). Lorsque I’Hp est
couplée aux LDL, son incorporation est augmentée d’un facteur 5 dans des cellules
surexprimant les récepteurs aux LDL (Hamblin et Newman, 1994b). La chlorine e6 a
également été conjuguée aux LDL. L’incorporation du PS conjugué est 4 fois plus importante
en comparaison a la forme libre, ce qui a permis d’augmenter la sélectivité et in fine
I’efficacité de la PDT dans le cas d’un rétinoblastome (Schmidt-Erfurth et al., 1997). Le ZnPc
conjugué a une molécule de LDL s’accumule 2 fois plus dans un fibrosarcome (MS-2) chez la

souris en comparaison a sa forme liposomale (Reddi et al., 1990).
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Figure 16 : Signalisation des LDL

Voie des récepteurs aux LDL : Les récepteurs aux LDL sont synthétisés dans 1’appareil de Golgi (1) puis sont
transportés jusqu’a la membrane cellulaire dans des vésicules (2). Ils sont ensuite exprimés a la surface cellulaire
(3) ou ils sont reconnus par les molécules de LDL (4). Le complexe LDL-récepteur est internalisé dans des
vésicules (5) et les molécules de LDL sont prises en charge par les endosomes (6). Les récepteurs sont recyclés
(7). Les LDL sont dégradés en cholestérol et acides aminés (8). Particule de LDL : LDL composé de
cholesterol, triglycéride et apoprotéine intégrés dans une couche de phospholipides. D’aprés Chung et Wasan,
2004.

IV.2.1.4. Récepteurs de la transferrine

Les récepteurs de la transferrine, présents a la surface de toutes les cellules de
I’organisme, permettent le passage transmembranaire du fer 1ié a la transferrine. Ce sont des
glycoprotéines formées de deux sous-unités identiques, capables de lier une molécule de
transferrine. La densité de récepteurs d’une cellule est directement proportionnelle aux
besoins en fer de cette cellule. Les cellules a fort indice de prolifération nécessitent un flux
continu en fer, d’ou la surexpression de ces récepteurs pour certaines cellules tumorales
(Ponka et Lok, 1999).

La transferrine a été¢ couplée a ’Hp montrant que 1’incorporation par endocytose du
conjugué Hp-transferrine dans les cellules NIH-3T-3 et HT29 est récepteur-dépendante. En

effet, ’incorporation du conjugué a été partiellement inhibée en présence d’un exces de LDL
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et augmentée en présence d’un chélateur de fer (Hamblin et Newman, 1994a). La chlorine €6
a également été couplée a la transferrine. Le conjugué s’est révélé 10 fois plus photototoxique
in vitro que la chlorine e6 seule pour des cellules d’adénocarcinome mammaire (MCF7 et
MTLn3) (Cavanaugh, 2002). Un autre PS hydrophile, la phthalocyanine d’aluminium
tétrasulfonée (AlPcS4) a été encapsulée dans un liposome pégylé conjugué a la transferrine.
L’¢étude a montré que le liposome adressé était incorporé par les cellules AY27 en quantité

100 fois plus importante que le liposome sans transferrine (Derycke et al., 2004).

IV.2.1.5. Récepteurs a I’acide folique

L’acide folique (ou vitamine B9) est internalisé sous sa forme oxydée dans la cellule
par endocytose ou potocytose via un récepteur spécifique envers lequel il présente une tres
forte affinité, le récepteur a 1’acide folique (FR pour folate receptor), avant d’étre réduit
successivement en dihydrofolate par la folate réductase, puis en tétrahydrofolate par la
dihydrofolate réductase. Il joue un role important dans la réplication de I’ADN (acide
désoxyribonucléique) en permettant la transformation de la désoxyuridine monophosphate
(dUMP) en désoxythymidine monophosphate (dTMP) et est consommé en grande quantité
par les cellules en prolifération.

Il existe trois isoformes du récepteur a 1’acide folique (o, B et y). Ils ont une affinité
trés forte avec ’acide folique : la constante de dissociation est inférieure a 10° M (Low e al.,
2008). Ces récepteurs sont exprimés uniquement dans certaines cellules épithéliales dans de
nombreux types de cancers (Weitman et al., 1992 ; Mantovani ef al., 1994 ; Lu et Low, 2002).
Ce récepteur se présente comme une cible thérapeutique potentielle en PDT. Notre équipe a
démontré, pour la premicre fois, que la conjugaison d’une porphyrine avec ’acide folique
améliorait la sélectivité et ’efficacité photodynamique in vitro (Schneider et al., 2005) et in
vivo (Gravier et al., 2008). In vitro, I’étude a été réalisée sur une lignée cellulaire de cancer de
I’oropharynx (KB), surexprimant les récepteurs de l'acide folique. Il a été constaté 24 h apres
l'incubation, que l'incorporation cellulaire des conjugués a été en moyenne 7 fois plus élevée
que celle de la tétraphénylporphyrine (TPP) utilisée comme référence. L’incorporation des
conjugués a été diminuée de 70% en présence d'acide folique en excés. Des tests de
phototoxicité ont démontré que les cellules KB étaient beaucoup plus sensibles a la PDT avec
les conjugués. Pour 1’¢tude in vivo, des souris nude ont été xénogreffées avec ce modele. Le
rapport tumeur/tissu sain en PS est de 5 pour le conjugué et de 2 pour la forme libre 4 h apres
injection par voie intra-veineuse. Ces résultats prometteurs ont démontré une sélectivité du PS

conjugué spécifique des cellules tumorales surexprimant I’isoforme a du récepteur a I’AF.
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IV.2.1.6. Transporteurs de glucose et lectines

Les transporteurs de glucose (GLUTs) sont des glycoprotéines transmembranaires
responsables de I’incorporation du glucose par les cellules. Les cellules cancéreuses, du fait
de Iaugmentation de leur besoin en ¢énergie, surexpriment généralement les GLUTs. Cette
surexpression est en général associée au processus métastasique (Medina et Owen, 2002).

Le pyrophéophorbide a été couplé avec du 2-déoxyglucose (Pyro-2DG). Le pyro-2DG
est retenu de facon sélective par des cellules de gliome de rat (9L) et induit une phototoxicité
qui  provoque des dommages mitochondriaux (Zhang et al, 2003). La
tétra(pentafluorophényl)porphyrine a été conjuguée a un dérivé de glucose. L’étude a montré
que le conjugué s’incorporait dans les cellules tumorales de fagon active via les GLUTs. De
plus, la phototoxicité pour un modele cellulaire de cancer du sein humain (MDA-MB-231 )
est augmentée apres conjugaison (Chen et al., 2004b).

Les lectines sont des récepteurs membranaires de type glycoprotéines reconnaissant
spécifiquement les groupements osidiques. Elles guident les ligands glycosylés vers différents
compartiments cellulaires tels que les lysosomes, les endosomes ou I’appareil de Golgi.
Certaines cellules cancéreuses possédent un nombre anormalement élevé de lectines a leur
surface (Lotan et Raz, 1988).

Notre équipe a travaillé sur le greffage de groupements glycosylés comme vecteur de
porphyrine. L’incorporation d’une porphyrine et d’une chlorine mono-glycosylées ont été
respectivement 11,5 et 6,5 fois plus importante que la TPP (Frochot et al., 2003 ; Di Stasio et
al., 2005).

Une forte phototoxicité a été observée pour deux porphyrines triglycosylées (galactose
et mannose) avec respectivement, des doses létales 50 de 0,05 et 0,35 uM (LDsp) pour un
modele cellulaire de rétinoblastome (Laville et al., 2006). Une étude in vivo chez le rat a
comparé une porphyrine triglycosylée, la 5,10,15-méso tri-(méta-O-p-D-glucosyloxyphényl)-
20-phénylporphyrine (m-TPP (Glu)s) a la m-THPC (Desroches ef al., 2006). La m-TPP(glu);
est plus rapidement éliminée de 1’organisme que la m-THPC avec respectivement des
clairances plasmatiques de 19 et 6 mL.h'l.kg'1 et des temps de résidence moyen de 5 et 20 h.
Récemment, la m-TPP(glu); a ¢été étudiée dans des cellules tumorales transfectées
surexprimant le glycosphingolipide Gb3. Le PS conjugué au sucre s’est révélé beaucoup plus
toxique que le PS seul et tres sélectif vis-a-vis des cellules surexprimant Gb3 (Amessou et al.,

2008).
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Ainsi, la synthése de conjugués portant un ou plusieurs motifs « glucosamine » a
caractere hydrophile entraine plusieurs conséquences en faveur de 1’efficacité de la PDT. En
effet, la modification de la balance hydrophile-hydrophobe (Sol et al., 2006) influe en
particulier sur le taux d’incorporation intracellulaire, les modes d’agrégation, la localisation
cellulaire et I’efficacité photodynamique. De plus, les composés possédant un nombre impair
de motifs glycosylés sont souvent les plus efficaces (Momenteau et al., 1999 ; Laville et al.,

2003).

IV.2.1.7. Récepteurs a I’insuline

Les récepteurs a insuline sont des RTK trans-membranaires. IIs sont internalisables et
sont surexprimés dans certains types de cancers (hépatocarcinomes, ostéocarcinomes,
neuroblastomes).

La chlorine €6 a ¢été¢ conjuguée a I’insuline. Le conjugué présentait une forte affinité
pour le récepteur a insuline et était internalis€¢ par endocytose active récepteur-dépendante
pour la lignée cellulaire d’hépatome humain (PLC/PRF/5). De plus, la phototoxicité¢ du
conjugué s’est révélée 100 fois plus élevée pour le conjugué que pour la chlorine e6 libre

(Akhlynina et al., 1995).

IV.2.1.8. Ciblage nucléaire

L’utilisation d’une séquence NLS ajoutée au systeme PS a été trés peu exploitée en
PDT dans les stratégies de ciblage. Cependant, les perspectives potentielles qu’elle offre
paraissent trés prometteuses. Le but n’est pas d’améliorer la sélectivité vis-a-vis des cellules
tumorales, mais de potentialiser 1’effet de la PDT. En effet, en raison du faible rayon d’action
de ’oxygene singulet (< 20 nm), la localisation intracellulaire du PS joue un réle essentiel sur
les dommages engendrés durant 1’irradiation.

Plusieurs études ont montré que le couplage d’un PS avec un peptide NLS, permettait
au systeme PS d’atteindre la cible nucléaire de fagon sélective. L’irradiation de ce composé
cause essentiellement des dommages sur I’ADN. Ainsi, la mort cellulaire est obtenue pour des
doses de PS et de lumiere bien plus faibles qu’un PS classique. L’autre avantage majeur de
cette stratégie est qu’elle conduit plutdt a 1’apoptose qu’a la nécrose cellulaire, diminuant les
réactions inflammatoires. Le conjugué, insuline-(BSA ou polylysine-chlorine €6) couplé a des
peptides NLS permet une diminution de la concentration efficace d’un facteur 2000 pour un

méme effet photodynamique (Akhlynina ef al., 1997 ; Akhlynina et al., 1999 ; Bisland et al.,
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1999). Le couplage d’une bactériochlorine a une séquence NLS a également permis
d’augmenter d’un facteur 230 la phototoxicité du PS (Rosenkranz et al., 2003).
Cette approche est détaillée dans la revue présentée dans le chapitre 1. IV. 3.

(Schneider et al., 2006).

1V.2.1.9. « Photodynamic molecular beacon »

En imagerie, des sondes fluorescentes (MB, molecular beacon) sont activables par la
technique de FRET (Forster resonance energy transfer). Ces sondes peuvent étre utilisées
pour diagnostiquer des cancers. En PDT, la toxicité est essentiellent due a la présence
d’oxygéne singulet. La combinaison de ces deux techniques a permis I’introduction d’un
nouveau concept, « photodynamic molecular beacon » ou PMB.

Cette stratégie consiste a coupler un PS, via un peptide substrat de protéases
surexprimées dans les cellules cancéreuses, a un guencher d’oxygéne singulet ('O,). Ainsi, le
PS est inactif dés lors qu’il reste conjugué au quencher (Figure 17). Une fois que le PS a
atteint les cellules cancéreuses, le peptide substrat est clivé et le quencher est relargué. Le PS
peut ainsi jouer son rdle de molécule photoactivable uniquement dans un environnement de
cellules tumorales.

Chen et al. ont conjugué une pyrophéophorbide a un caroténoide, quencher d’' s, via
un peptide substrat de la caspase-3 (Chen et al., 2004a ; Stefflova et al., 2006 ; Chen et al.,
2007). La méme équipe a utilis¢ également un peptide substrat des metalloprotéinases MMP-

7 (Zheng et al., 2007).

Enzyme Activation

Figure 17 : Principe du PMB (photodynamic molecular beacon).

Le quencher empéche la production d’oxygéne singulet. Lorsque le PS conjugué se trouve dans le tissu tumoral,
le peptide ligand est dégradé par une enzyme spécifique surexprimée. Ainsi, ’activité photodynamique du PS,
est possible aprés coupure du peptide par le systéme enzymatique ciblé. D’aprés Chen et al., 2004a.

Cette approche est également détaillée dans la revue présentée dans la partie IV.3. du

Chapitre I (Schneider et al., 2006).
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IV.2.2. Ciblage vasculaire

Le ciblage vasculaire actif en PDT est basé sur I’adressage des PSs vis-a-vis des néo-
vaisseaux tumoraux. Les PSs sont ainsi retenus dans le compartiment vasculaire ce qui permet
un effet vasculaire sélectif. Les molécules d’adressage utilisées peuvent étre des peptides, des
anticorps ou d’autres ligands reconnaissant spécifiquement des protéines surexprimées dans
les néo-vaisseaux (Chen et al., 2006).

De nombreux marqueurs de la vascularisation tumorale ont été identifiés pour les
cellules endothéliales, les péricytes et les membranes basales (Figure 18) (McDonald et

Choyke, 2003). Les principaux marqueurs des néo-vaisseaux tumoraux sont reportés dans le

Tableau 8.

Cellules
endothéliales

Lumen 5-8pm

Péricytes Membrane basale

Figure 18 : Schéma d’un capillaire sanguin.

Dans les capillaires matures, la paroi du vaisseau est bordée de cellules endothéliales, d’'une membrane basale
(matrice extracellulaire particuliére qu'on trouve a l'interface entre un épithélium et un autre tissu), et d’une
couche de cellules appelées péricytes, qui entourent partiellement 1’endothélium.

Les marqueurs des cellules endothéliales (CE) sont surtout des protéines trans-
membranaires surexprimées sur les CE : récepteurs du VEGF, intégrines, endogline, récepteur
a la thrombospondine-1, PSMA (prostate-specific membrane antigen) et TEM (Tumor
endothelial markers). La plupart de ces protéines sont utilisées en imagerie pour cibler la néo
vascularisation tumorale (McDonald et Choyke, 2003 ; Szala, 2004).

De nombreux marqueurs ; (e.g. a-smooth muscle actin, a-SMA), platelet-derived
growth factor receptor-f3 (PDGFR-B) et high-molecular-weight melanoma-associated antigen
(NG2)) ont été trouvés pour les péricytes, mais leur expression est trés variable et souvent
identique aux autres types cellulaires. Leur utilisation pour le ciblage de molécules reste

encore a étre démontrée.
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Tableau 8 : Principaux marqueurs des néo-vaisseaux tumoraux.

Site d’expression Marqueur Type de protéine
Cellules endothéliales VEGFR-2, Flk-1 Récepteur du VEGF
NRP-2, neuropiline-2 Co-récepteur du VEGF
Endogline, TEC-11, CD105 Récepteur du TGF-f3
Tsp-1, CD36 Récepteur a la thrombospondine
Intégrines ayf; et oy Récepteur
PSMA Prostate-Specific Membrane Antigen
TEM Tumor endothelial markers
Péricytes a-SMA a-smooth muscle actin
PDGFR-B platelet-derived growth factor receptor-f
NG2 high-molecular-weight melanoma-

associated antigen

Membrane basale Laminine

Fibronectine

Collagéne IV

Adapté d’aprés McDonald et Choyke, 2003.

La membrane basale vasculaire est un assemblage de protéines et de protéoglycanes
formée par des cellules endothéliales et des péricytes. Elle est composée principalement de
collagene 1V, de fibronectine, de laminine et de protéoglycane héparine sulfate. Comme ces
composés sont nécessaires a 1’angiogeneése et sont fortement exprimés dans la tumeur, la
membrane basale peut étre une cible prometteuse pour le ciblage vasculaire. En effet, la
fibronectine tumorale posséde un extra domaine B (ED-B) utilis¢ pour I’imagerie de
I’angiogenese tumorale ainsi que pour la vectorisation de molécules thérapeutiques (Borsi ef

al., 2003 ; Santimaria et al., 2003).

L’adressage de PSs pour le ciblage vasculaire en PDT est une stratégie prometteuse
pour les traitements de la dégénérescence maculaire liée a I’age (DMLA) et des tumeurs
richement vascularisées (e.g. prostate). Birchel ef al. ont été les premiers a conjuguer un PS
(chlorine e6 tin (IV)) avec un fragment d’anticorps humain (L19) possédant une forte affinité
pour le fragment ED-B de la fibronectine. Les travaux ont montré que le conjugué permet
une coagulation des néo-vaisseaux cornéens mais pas des vaisseaux sanguins des tissus sains

environnants (Birchler et al., 1999).
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Les intégrines sont des récepteurs cellulaires exprimés par les cellules adhérentes et
reconnaissant certains constituants de la matrice extracellulaire. Ce sont des hétérodiméres
constitués de deux sous-unités o et § transmembranaires associées pour former 24 intégrines
différentes. Certaines intégrines (e.g. avfs, oyPs, avPi) jouent un réle important dans la
régulation de 1’angiogenése et peuvent ainsi étre utilisées comme cible pour des stratégies
antivasculaires. Le tripeptide RGD possédant une forte affinité et spécificité pour 1’intégrine
avps (Eble et Haier, 2006), plusieurs équipes ont étudié la conjugaison d’un PS avec le motif
RGD (Chaleix et al., 2003 ; Chaleix et al., 2004 ; Boisbrun et al., 2008 ; Sol et al., 2008).

Notre équipe a montré que le couplage entre une TPP et de deux séquences RGD
(cyclique et linéaire), améliorait fortement, in vitro, 1’activité photodynamique du PS sur des
cellules HUVEC (Human Umbilical Vascular Endothelial Cells) avec des DLsy de 1’ordre de
3 a4 J/cm? alors que le PS non conjugué, malgré un meilleur rendement quantique d’oxygene

singulet, n’a engendré aucun effet photodynamique (Frochot et al., 2007).

Afin de cibler les récepteurs au VEGF, le peptide H-Ala-Thr-Trp-Leu-Pro-Pro-Arg-
OH (ATWLPPR), identifi¢ initialement comme spécifique du VEGFR-2 (Binetruy-Tournaire
et al., 2000), mais reconnaissant en fait la NRP-1 (Perret et al., 2004 ; Starzec et al., 2006 ;
Tirand et al., 2006), a ét¢ conjugué a la verteporfine modifiée avec un polymere d’alcool
polyvinylique (PVA), afin de traiter la DMLA, tout en n’induisant pas de dommages aux
photorécepteurs (Renno et al., 2004).

Dans une stratégie un peu différente, un anticorps reconnaissant non pas des
récepteurs situés sur les cellules endothéliales, mais le ligand VEGF, a été couplé a de la
verteporfine. La présence de [Danticorps n’induit pas de changement notable des
caractéristiques photophysiques du PS, mais les tests in vitro n’ont pas montré d’amélioration
significative de I’activité photodynamique du PS suite au couplage (Mayo et al., 2003).

Un autre peptide H-Ala-Pro-Arg-Pro-Gly-OH (APRPGQG) a ét¢é isol¢, par phage display
a partir d’une banque de peptides de 15 résidus d’acides aminés, par affinité¢ pour les cellules
endothéliales angiogéniques ainsi que par intéractions avec la surface de liposomes pegylés
contenant du BPD-MA (Ichikawa et al., 2005). Ces liposomes pegylés, ornés ou non du
peptide, s’accumulent dans le tissu tumoral environ 4 fois plus que les liposomes non pegylés,
3 heures aprés injection. Si la présence du peptide n’influe donc pas sur le taux
d’accumulation du PS dans la tumeur, elle agit de fagon importante sur sa localisation

intratissulaire (Maeda et al., 2006). La présence du peptide permet en effet une accumulation
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du PS au niveau endothélial et une nette amélioration de 1’efficacité photodynamique, par un
effet anti-vasculaire (Ichikawa et al., 2005).
L’utilisation de peptides pour un ciblage vasculaire actif est décrite plus en détail dans

la revue présentée dans la partie IV.3. (Schneider ef al., 2006).

IV.3 Intérét des ligands peptidiques dans les stratégies de ciblage en

thérapie photodynamique

IV.3.1. Introduction

La publication présentée ici est une revue compléte détaillant 1’utilisation des peptides
pour un ciblage en PDT. Dans le cadre d’un ciblage passif, les peptides peuvent étre utilisés
afin de modifier la balance hydrophile/hydrophobe des PSs. Des peptides chargés peuvent
également étre utilisés. Dans le cadre d’un ciblage actif, les peptides vont permettre
I’adressage des PS vis-a-vis de la tumeur, des vaisseaux tumoraux ou du noyau cellulaire.

L’attractivité des peptides pour des utilisations en PDT repose notamment sur leur
petite taille, qui facilite la diffusion des PSs conjugués dans les tissus, et sur leur facilité de
synthése. Cependant, un des inconvénients majeurs liés a 1’utilisation des peptides repose sur
leur manque de stabilité in vitro et in vivo, pouvant compromettre la stratégie de ciblage. En
effet, le plasma contient des peptidases (ou protéases), enzymes protéolytiques de type
hydrolase qui dégradent les chaines peptidiques depuis le N- ou le C-terminal (exopeptidases,
appelées aminopeptidases et carboxypeptidases, respectivement) ou qui hydrolysent les

liaisons peptidiques internes entre deux acides aminés (endopeptidases).

IV.3.2. “Recent improvements in the use of synthetic peptides for a selective

photodynamic therapy”

Schneider, R., Tirand L., Frochot C., Vanderesse R., Thomas N., Gravier J., Guillemin F.,
Barberi-Heyob B.
Anticancer Agents Med Chem, 2006, 6(5):469-88.
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Recent Improvements in the Use of Synthetic Peptides for a Selective
Photodynamic Therapy

Raphaél Schneiderl’*, Loraine Tirandz, Céline Frochot3, Régis Vanderesse4, Noémie Thomasz, Ju-
lien Gravier’, Frangois Guillemin® and Muriel Barberi-Heyob2

'LCPME, Groupe Thiols UMR CNRS-UHP 7564 Faculté de Pharmacie, 30 rue Lionnois, BP 80403, F-54501 Nancy,
France; *Centre Alexis Vautrin-CRAN, UMR 7039 CNRS-UHP-INPL, Avenue de Bourgogne, F-54511 Vandoeuvre-les-
Nancy Cedex, France; SDCPR-GRAPP, Groupe ENSIC-UMR 7630 CNRS-INPL, 1 Rue Grandville, F-54001 Nancy,
France; *LCPM, Groupe ENSIC-UMR 7568 CNRS-INPL, 1 Rue Grandville, F-54001 Nancy, France and SUMR CNRS-
UHP 7565, Faculté des Sciences, BP 239, 54506 Vandoeuvre-les-Nancy, France

Abstract: Photodynamic therapy (PDT) is a relatively new cytotoxic treatment, predominantly used in anti-cancer ap-
proaches, that depends on the retention of photosensitizers in tumor and their activation after light exposure. Photosensi-
tizers are photoactive compounds such as porphyrins and chlorins that upon photoactivation, effect strongly localized oxi-
dative damage within the target cells. The ability to confine activation of the photosensitizer by restricting illumination to
the tumor allows for a certain degree of selectivity. Nevertheless, the targeted delivery of photosensitizers to defined cells
is a major problem in PDT of cancer, and one area of importance is photosensitizer targeting. Alterations or increased lev-
els in receptor expression of specific cellular type occur in the diseased tissues. Therefore, photosensitizers can be cova-
lently attached to molecules such as peptides, leading to a receptor-mediated targeting strategy. These active-targeting ap-
proaches may be particularly useful for anti-vascular PDT. Moreover, it has been shown that the photocytotoxicity of
photodynamic drugs could be enhanced by delivering high amounts of a photosensitizer into subcellular organelles such
as the nucleus where nucleic acids represent target molecules sensitive to photodamage.

The recent progresses in the use of active-targeting strategy with synthetic peptides and the interest of using an active-
targeting strategy in PDT, which could allow efficient cellular internalization of photosensitizers, are described in this re-

view.

Key Words: Photosensitizer, photodynamic therapy, synthetic peptides, targeted delivery, nuclear localization sequence.

INTRODUCTION

Photodynamic therapy (PDT) is a novel treatment, used
mainly for anticancer therapy, that depends on the retention
of photosensitizers in tumor cells and irradiation of the tu-
moral tissue with a light of an appropriate wavelength. PDT
is being developed as a treatment for cancer of the esophagus
[1], bronchi [2,3] and bladder [4,5], as well as for other non-
oncological applications, such as the treatment of age-related
macular degeneration [6]. PDT is also used as a successful
non-invasive therapeutic modality for treating cutaneous
neoplasm [7,8]. A limitation of PDT is that it cannot cure
advanced disseminated disease because irradiation of the
whole body with appropriate doses is not possible. Never-
theless, for advanced disease, PDT can enhance quality of
life and lengthen survival. For early or localized disease,
PDT can be a selective and curative therapy with many po-
tential advantages over available alternatives.

The photosensitizer is classically defined as a chemical
entity, which, upon absorption of light, induces a chemical or
physical alteration of another chemical entity. Early prepara-

*Address correspondence to this author at LCPME, Groupe Thiols, UMR
CNRS-UHP 7564, Facult¢ de Pharmacie, 30 rue Lionnois, BP 80403,
F-54501 Nancy, France; Tel: + 33 3 83 68 21 56; Fax: + 33 3 83 68 21 54;
E-mail: Raphael.Schneider@pharma.uhp-nancy.fr

tions of photosensitizers for PDT were based on a complex
mixture of porphyrins called haematoporphyrin derivative.
One of them, porfimer sodium (Photofrin®), was the first
drug to receive approval for PDT. Porfimer sodium has been
used in thousands of patients for more than 20 years and no
long-term safety issues have emerged. Despite the continu-
ing effectiveness of porfimer sodium, it has several disad-
vantages. The drug induced protracted skin photosensitivity,
and the initial selectivity for the tumor tissue was low [9,10].
With the exception of porfimer sodium, the only other PDT
compound currently approved for systemic use in cancer
treatment is temoporfin. Temoporfin (meta-tetra(hydroxy-
phenyl)chlorin, m-THPC, Foscan®) is effective for the pal-
liative treatment of head and neck cancer and it was ap-
proved in Europe for this indication in 2001. Nevertheless,
like porfimer sodium, temoporfin is also associated with a
pronounced skin photosensitivity and exhibits a weak selec-
tivity between tumor and healthy tissue [11]. The benzopor-
phyrin derivative verteporfin (Visudyne®) was also recently
approved, but it has only been developed for the treatment of
age-related macular degeneration, and not indicated for can-
cer [12]. Concerning photosensitizers for topical application
to treat skin lesions, protoporphyrin IX (PpIX) can be pro-
duced in nucleated cells after topical application of either
aminolevulinic acid (ALA) or methyl aminolevulinate
(mALA) to the site of a skin cancer or precancerous lesion.

67



Chapitre | : Synthese bibliographique. Ciblage des photosensibilisateurs

This finding has led to approval of ALA in the USA, and of
mALA in Europe [13]. A mixture of aluminium sulphonated
phthalocyanine (Photosense) has been used widely in Russia
but not in any other country [14].

The selectivity of PDT relies both upon the targeting of
the light delivery and on the preferential uptake of the photo-
sensitizer by malignant tissue. Actually, some photosensi-
tizing drugs can reach higher concentrations in tumor tissue
than in surrounding healthy tissue. Although the exact
mechanisms that drive this process are not fully understood,
the abnormal physiology of tumors (poor lymphatic drain-
age, leaky vasculature, abnormal stoma composition, de-
creased pH, increased number of receptors to low density
lipoprotein, LDL) might contribute to the selectivity of pho-
tosensitizers [15,16]. Since the majority of photosensitizers
are taken up non-selectively by all cell types studied in vitro,
they can accumulate in tumor, but also in normal cells. The
low selectivity in terms of cytotoxicity in conventional PDT
is one of the limitations of the approach. Although there may
be some preferential uptake of photosensitizers by tumor
cells [17], an interesting strategy to enable the dose of photo-
sensitizer administered to patients to be reduced and hence
minimize the side effects of PDT, is to increase the effec-
tiveness of tumor-cell filling through targeted delivery. To
provide selective delivery of photosensitizer to a tumoral
tissue, investigators have turned towards the targeted photo-
sensitizers approach including monoclonal antibody (MoAb).
The strategy consists of linking photosensitizer with MoAb
against specific antigens of malignant cells. Theoretically,
MoAb hold great promise for facilitating the transport of
photosensitizer to cellular targets because of the specificity
of MoAb-antigen interactions [18-20]. The direct attachment
of molecules to MoAb is easy to carry out and has advantage
of occurring under mild conditions. Nevertheless, it has not
provided total satisfaction since an increase in the degree of
substitution leads to a significant loss of antigenic specificity
of the MoAD. The loss of antibody activity is probably due to
some modifications in the physico-chemical properties of the
MoAD [21]. This limits the molar photosensitizer-to-anti-
body ratios. Moreover, binding hydrophobic photosensitizer
may alter the antibody solubility and decrease the number of
photosensitizer that can be delivered by one antibody [22]. In
addition, this approach does not appear easily reproducible
since the conjugation occurred randomly and as proteins
contain amino and carboxyl groups, both intra- and inter-
molecular cross-linking in the MoAb molecule can occur
[23]. Furthermore, there are two other major limitations in
antibody-targeted therapy: large size and non-specific uptake
of the antibody molecules by the liver and the reticulo-
endothelial system [24]. Anti-tumor MoAb exhibit low tissue
penetration and poor cellular uptake when used in vivo [25].
Small peptides that selectively recognize tumor cells should
overcome some of these limitations and represent excellent
targeting agents for receptors over-expressed in human can-
cers.

Peptides are molecules consisting of several amino-acids
linked together through amide bonds. Peptides differ from
proteins, which are also long chains of amino-acids, by vir-
tue of their size, the informal dividing line being at approxi-
mately 50 amino-acids in length. In contrast to proteins, pep-
tides generally do not possess a well-defined three-dimen-
sional (tertiary) structure [26]. Moreover, peptides do not
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only exist in natural form but can also be designed syntheti-
cally as novel molecules. In addition, the effective tissue
penetration of short synthetic peptides, in combination with
their selective binding and internalizing capacity by cancer
cells, make peptides ideal candidates for the delivery of
therapeutic agents such as photosensitizers (Table 1). Pep-
tides are quite easily synthesized and modified. However,
their natural structural conformation makes them extremely
sensitive to endo- and exo-peptidases present in most tissues
(Table 1). In order to be used as targeting agents, peptides
can be chemically modified. In this respect, the introduction
of D-amino-acids, or pseudo amino-acids, and peptide cycli-
zation are the most common strategies to increase peptide
stability [27]. One of the main reasons for the increasing
interest in peptides for anti-cancer strategy is the possibility
of receptor targeting, these receptors being often over-
expressed in many human cancers. Moreover, peptides have
virtually no cytotoxicity and they are most often agonists for
their targeted receptors, which confers the internalization
(Table 1).

Excepted for the normal blood-brain barrier, peptides are
characterized by an interesting permeability leading to an
easy and rapid access to the tumor after systemic injection.
However, peptides may be able to penetrate through the
blood-brain barrier when the latter is disturbed, as described
for glioblastomas. The differentially expressed cell surface
markers on endothelial cells in angiogenic vessels of tumors
are also excellent targets for site-specific PDT. Peptides are
usually rapidly excreted from the body. This will occur
through renal or hepatobiliary excretion or both, depending
on the peptide and the type of structural modifications per-
formed on it. It should be added that the rapid clearance of
peptides is also a disadvantage leading to a reduced bioavail-
ability (Table 1).

This review will be restricted to synthetic peptides cou-
pled to photosensitizers to improve PDT of cancer. Particular
attention will be given to photosensitizer-peptide conjugates
for active tumor targeting. It is noteworthy that most of the
precedent work described in this area has used proteins.
None of the currently available photosensitizers, including
both clinically approved and preclinical drugs, is known to
localize in the nucleus. A logical goal of drug design for
PDT would be a general method for nuclear photosensitizer
delivery, as several peptide sequences have nuclear localiz-
ing properties. With the aim to increase the biological effec-
tiveness of photosensitizers, structure-activity relationships
of different peptides have been widely reported in the litera-
ture. Use of native, associated or substituted synthetic pep-
tides could result in modifications of self-assembly photo-
sensitizers, while variations in the tendency of the conjugate
to aggregate are in relation with the number, nature, charge
and sequence of amino-acids in the peptide. New concepts of
photosensitizer-peptide conjugates in which synthetic pep-
tide sequences were used as specific cleavable or biodegrad-
able substrates for cellular peptidases will also be reported.

PEPTIDES FOR A PASSIVE TARGETING

The primary photosensitizers, e.g. porfimer sodium, dis-
played an important tendency to aggregate, with hydropho-
bic interactions between their planar aromatic cores, leading
to strong photosensitizer-photosensitizer interactions which
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Table 1. Advantages and Disadvantages of Peptides as Tar-

geting Agents

Advantages Disadvantages

Small molecules Potentially degraded by

endo- and/or exo-peptidases

Good tissue permeability Do not cross a normal

blood-brain barrier

Virtually no cytotoxicity Too rapid clearance

Rapid access to the tumor site

Cross a disturbed blood-brain barrier

Low antigenicity

Easy to synthesize

Easy to modify chemically

Easy to link to spacer

Easy to link to chelators

Easy to radiolabel

High-affinity receptor binding

Rapid clearance from the body

Agonists for their targeted receptor
(internalization)

could affect their photophysical, photochemical and biologi-
cal properties. Actually, due to their chemical structure, most
photosensitizers tend to aggregate in aqueous media as a
result of the propensity of the hydrophobic skeleton to avoid
contact with water molecules [28]. This phenomenon hinders

HOOC

NH,

HO

HO,C

COOH

NH,

(@)

COOH

Fig. (1). Structure of amino-acids functionalized zinc phthalocyanines.

the efficacy of the photosensitizer in vivo, by increasing its
bioavailability in all tissues, including healthy ones, and by
limiting its light absorbance and decreasing its triplet state
yield. An approach developed by several groups is to modu-
late the amphiphilicity of the photosensitizer. In this aim,
two main strategies have been employed to deliver photosen-
sitizers into cells via a passive targeting using amino-acids.
The first one is to modify the hydrophilic/hydrophobic bal-
ance of the drug by introducing peptides, and the second one
is to add charges to the photosensitizer by coupling charged
peptides.

Use of Peptides to Improve the Hydrophilic/Hydrophobic
Balance

In order to change the hydrophilic/hydrophobic balance,
hydrophobic photosensitizers such as phthalocyanines, have
been coupled with one or several amino-acids. Dreschsler et
al. [29] increased water solubility of the phthalocyanine
macrocycles by adding alanyl and seryl moieties in the pho-
tosensitizer periphery (Fig. 1). As expected, the two com-
pounds exhibited good or excellent water solubility and a
weak tendency to form aggregates in solution. Phototoxicity
towards T47D human mammary carcinoma cells was inves-
tigated. The results showed that the tetra-aminoacid photo-
sensitizer had a poor phototoxicity and that the serine de-
rivative even exhibited a dark toxicity.

Recently, Haywood-Small et al. [30] investigated pho-
todynamic cell cycle deregulation and cell death with differ-
ent zinc phthalocyanines derivatives in SiHa human cervical
carcinoma cells. They compared the efficiency of the zinc
phthalocyanine tetra-sulfonic acid (TSPc) with derivatives
containing amino-acids with various alkyl chain lengths (Fig.
2). These conjugates were more hydrophobic than TSPc but
water solubility was maintained. The aminohexanoic acid
derivative was the most effective photosensitizer (dose
yielding 50% growth inhibition, ICsy = 171 + 12 uM com-

HO,C
0
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N= "N \
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pared to 216 £ 17 pM for TSPc). In vivo tests in rodent
model systems seemed to be promising.

N~ N/ N
/ \
S — S
R—— N—7Zn—N | —R
NP / ) =

Fig. (2). Phthalocyanine derivatives : TSPc R = SO5’, glycine R =
SO,NHCH,COO, a-alanine R = SO,NHCH(CH;)COO", [-alanine
R = SO,NH(CH,),COO’, aminobutyric acid R = SO,NH(CH,);
COO’, aminovaleric acid R = SO,NH(CH,),COQO", aminohexanoic
acid R = SO,NH(CH,)sCOO".

Aminolevulinic acid (ALA) is a well-known metabolic
precursor in the biosynthetic pathway of haem and leads to
the formation of protoporphyrin IX (PpIX). ALA is however
a zwitterion at physiological pH, and a poor penetration into
cellular membranes is classically observed for such com-
pounds. Casas et al. [31] synthesized several esterified ALA
derivatives (three of them containing an amino-acid, Table 2)
with the goal to increase their lipophilicity.

Table 2. ALA Derivatives Prepared by Casas et al.
R? o)
) H
RL N o\RS
H
(6] (6]

R R’ R’ Name

z H (CH,);CH; Z-Gly-ALA-OHex
Z H CH,CH3 Z-Gly-ALA-OEt
Z CH,-Bz CH,CH; Z-D-Phe-ALA-OEt

The authors showed that excepted Z-D-Phe-ALA-
OCH,CHj3, which had a marginal increase in rat skin at the
three investigated concentrations (0.6, 1.2 and 2 mM) and in
human skin at 2 mM (P = 0.04), the highest level of PpIX
formation assessed by fluorescence was induced by non-
modified ALA. Functionalization by amino-acids moieties
did not, therefore, significantly improve the efficiency of
ALA to produce PpIX.

Use of Charged Peptides

As previously shown, another strategy to increase the
uptake of the photosensitizers into cells is to modify their
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charge. Numerous cationic peptides have already been used,
especially polylysine and polyarginine since they enter into
cells efficiently and can guide the cellular uptake of numer-
ous agents [32]. This phenomenon is related to their mo-
lecular weight and to the net negative charge on the surface
of most eukaryotic cells. For arginine-rich peptides, the
positively charged guanidinium group is able to form biden-
tate hydrogen bonds with membrane-containing phosphate
groups. Furthermore, the positively charged molecules can
potentially target the most vulnerable intracellular sites, such
as mitochondria and nuclei and then increase the biological
effectiveness of photosensitizers.

Hasan’s group used a poly-L-lysine linker to couple both
chlorin e6 (Ce6) and the F(ab’)2 fragment of the murine an-
tiovarian cancer monoclonal antibody OC125, resulting in a
photoimmunoconjugate with a pronounced cationic charge,
for PDT of disseminated abdominal metastases of ovarian
cancer [33-35].

In order to investigate the nature and the number of
charges for an optimal uptake, Sibrian-Vazquez et al. [36]
prepared 14 conjugates from a model porphyrin (4-amino-
meso-tetraphenylporphyrin), by coupling with charged
amino-acids and peptides of different sizes and composition,
containing lysine and arginine residues, and evaluated their
cytotoxicity, their cellular uptake and their localization in
HEp2 cells compared to a non-conjugated porphyrin (Fig. 3).

The authors showed that the number, the nature, the se-
quence of amino-acids, the presence of a chelated metal ion
and the C-termination (OH vs NH,) affected the cellular up-
take of the conjugates. The compounds that accumulated the
most within cells were the ones with at least three consecu-
tives arginine residues (R*> = H-Arg-Arg-Arg-NH, and H-
Lys-Arg-Arg-Arg-NH,), whereas the tri-lysine metal com-
plex (with Sn(IV)) accumulated the least (about 10-fold). All
compounds showed low dark cytotoxicity (ICsy > 250 puM),
and localized mainly in cellular vesicles and lysosomes,
probably via an endocytic pathway. On the contrary, in the
presence of a lipid delivery vehicle, the main subcellular
sites of localization were the mitochondria. Positively
charged peptides can also be used in the photoinactivation of
bacteria and viruses. Small cationic peptides with anti-
microbial properties are part of the innate immune response
of a wide variety of animal species. Many naturally occur-
ring anti-bacterial peptides which have in common inter alia
a pronounced polycationic charge have been discovered [37].

Gram-negative bacteria are resistant to a large number of
noxious agents as a result of the effective permeability bar-
rier function of their outer membrane. As first shown by
Vaara et al. [38], the lysine polymer (lysiney) is an effective
permeabilizer. A concentration of lysine,, as low as 0.3 to 3
Hg/ml is sufficient to sensitize Escherichia coli and Staphy-
lococcus  typhimurium to hydrophobic antibiotics. The
polylysine has been widely used for therapeutic purposes.
However, it is well known that polylysine, as well as other
polycations, is somewhat toxic to cells [39]. Recently, Tome
et al. [40] described new conjugates used in the photoinacti-
vation of antibiotic-resistant gram-positive bacteria (Staphy-
lococcus aureus strains ATCC 25923 and MRSA 110) and
gram-negative bacteria (Escherichia coli strain O4) (Fig. 4).
The synthesis, structural elucidation, and biological evalua-
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Fig. (3). Structure of charged porphyrins prepared by Sibrian-Vazquez et al.
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Fig. (4). Structure of the polylysine-Ce6 conjugates developed by Tome et al.

tion of new conjugates of polylysine with meso-substituted gram (-) cells) and that polylysine significantly increased the
porphyrins were performed. activity of the photosensitizers.

The authors showed that the cationic conjugates were Hasan’s group also explored the light activation of tar-
able to induce an efficient photoinactivation for both types of geted polylysine-Ce6 conjugates for anti-microbial therapy
bacteria (positive charges are required to photoinactivate [41]. Their goal was to induce the photodestruction of gram-
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positive (Actinomyces viscosus) and gram-negative (Porphy-
romonas gingivalis) oral species while sparing the HCPC1
oral epithelial cell line. Conjugates polylysine-Ce6 (average
size, 20 lysine residues) having a positive, neutral (by ace-
tylation at the &-NH;"), or negative charge (by succinylation
at the &-NH;"), were tested (Fig. 5). For Porphyromonas
gingivalis and Actinomyces viscosus, the cationic conjugate
(5 pM) induced 99% killing. Finally, the data suggested that
the cationic polylysine-Ce6 conjugates might have an appli-
cation for the PDT of periodontal disease.

polylysine-ce6

CO,H

Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-H

Ly

s
\Lys-Lys -Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-H

Fig. (5). Structure of the polylysine (pL)—chlorin e6 (pL-Ce6) ad-
duct prepared by Soukos et al.

Rovaldi er al. [42] used the same Ce6 linked to a lysine
pentamer and demonstrated that complete killing of Porphy-
romonas gingivalis cells was induced by irradiation in the
presence of 5 UM of the chlorin conjugate. It is likely that
the addition of four net charges to Ce6 leads to a stronger
affinity for binding to bacterial surfaces.

PHOTOSENSITIZER-PEPTIDE CONJUGATES FOR
ACTIVE TUMOR TARGETING

The main advantage of PDT over other anti-cancer
treatments relies on its dual selectivity, which results from
the restriction of photosensitizer activation to the tumor site
due to localized light irradiation. This allows the tumor to be
treated, while minimal damage is caused to healthy tissues.
However, many first and second generation photosensitizers
are distributed fairly equally in both healthy and tumor cells,
which causes post-therapeutic complications, such as long-
lasting skin photosensitivity [16]. Targeted PDT, using third
generation photosensitizers, might enable specific and en-
hanced retention of photosensitizers to tumors and allow
more selective PDT with minimal adverse effects. If photo-
sensitizer-antibody conjugates have been the subject of the
most intense investigations in the past (for a review, see
[43]), they appeared to present some major limitations: large
size and, thus, poor tumor penetration, nonspecific uptake of
the antibody molecules by the liver and the reticulo-endo-
thelial system [24] and, often, the absence of cellular inter-
nalization [25]. Thus, research has focused on the targeting
of receptors - rather than antigens - that are preferentially
expressed in tumor tissues. In spite of numerous encouraging
in vitro results using proteins as ligand (for a review, see
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[25]), peptides are molecules that have widely been de-
scribed for targeted chemotherapy [44] and that now appear
to be interesting candidates for targeted PDT.

Design of Photosensitizer-Peptide Conjugates

In order to endow the photosensitizer with active-target-
ing characteristics, one or several homing peptides can be
covalently coupled :

- either directly to the photosensitizer [45-49];

- or to a polymer scaffold to which the photosensitizer
molecules are attached [50];

- or be used to modify liposomes encapsulating the photo-
sensitizer [51] (Fig. 6).

Photosensitizer coupling can be conveniently achieved
by a classical solid phase peptide synthesis methodology
[46-49], or in homogeneous solution [45].

(@) PS PEPTIDE
PS
(b) o
POLYMER

PEPTIDE
PS

(c)

PEPTIDE PEPTIDE

Fig. (6). Various peptide-targeting approaches for PDT: (a)
monomeric peptides directly conjugated to the photosensitizer (PS),
(b) multimeric peptides and photosensitizers with a polymeric scaf-
fold, and (c) photosensitizer loaded liposome decorated with hom-
ing peptides.

The main challenge is to conjugate the peptide to the
photosensitizer without affecting its receptor binding prop-
erties. Indeed, the affinity of the peptide for its receptor may
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be altered through conformational changes subsequent to the
coupling to the photosensitizer [45-47]. It is important to
determine which amino-acids are essential for receptor rec-
ognition, in order to identify the best binding site of photo-
sensitizer attachment on the peptide [46,47].

Homing Peptides Targeting Tumor Cells

De Luca et al. described the synthesis of 5,10,15-tris(2,6-
dichlorophenyl)-20-(4-carboxyphenyl)porphyrin  (abbrevi-
ated PK) covalently bound to the peptide hormone chole-
cystokinin CCK8 (H-Asp-Tyr-Met-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-
NHs), using Lysine as a spacer (Fig. 7). CCK8 is known to
interact with CCK4y, a receptor that is over-expressed in some
colonic, gastric and brain cancers [46]. A molecular dynam-
ics study indicated that the conformational features of the
CCKS8/CCK, receptor-model complex and of the PK-
CCKS8/CCK, receptor-model complex were very similar. A
NMR conformation study of the PK-CCKS8 conjugate was
also carried out in DMSO because the presence of the por-
phyrin moiety strongly decreases the solubility of PK-CCKS8
in aqueous solution. No Nuclear Overhauser Effect correla-
tion between the porphyrin ring protons and the peptide
chain of the molecule were observed, indicating that the por-
phyrin macrocycle does not lie close to the peptide moiety of
PK-CCKS8, thus confirming the results of the preliminary
computational study. The authors concluded that the pres-
ence of the bulky porphyrin substituent at the N-terminus of
CCKS8 does not interfere with the conformation of the pep-
tide residues supposed to be involved in receptor binding.

In order to further individualize the two moieties of the
photosensitizer-peptide conjugates, different linkers/spacers
have been used, e.g. carboxylic acids [47,49] or a lysine
residue [45,46]. Both the nature and the length of the spacer
can impact on receptor affinity [52], and have to be opti-
mized.

Cl

Xy
H)NH

M = H,, PK-CCK$
M = In(+3), In-PK-CCK$§

=
(6]

H-Lys-Asp-Tyr-Met-Gly-Trp-Met- Asp-Phe-NH,

Fig. (7). Structure of the PK-CCK8-PK conjugates.

If the natural ligands for some receptors are peptides
[53], the extended use of combinatorial library methods, e.g.
the phage-display library technique, has allowed the identifi-
cation of new peptidic ligands with little or no amino-acid
sequence homology to other known naturally-occurring hu-
man sequences [25,54]. Several of these synthetic peptides
have been used to target photosensitizers, either to cancer
cell surface receptors, or to endothelial cell surface receptors
of the neovasculature (Table 3).

Rahimipour ef al. described the coupling of protoporphy-
rin IX to peptides acting as gonadotropin-releasing hormone
(GnRH) agonists or antagonists (Table 3) with the goal to
selectively target GnRH receptors that are over-expressed in
many prostate and breast tumors (Fig. 8) [45]. The peptide-
photosensitizer conjugates obtained exhibited binding affin-
ity for GnRH receptors, as assessed in vitro by displacement
assays using '’I[D-Lys®|GnRH as the radioligand. The af-
finity of the photosensitizer-peptide conjugates was found to
be lower than that of the corresponding peptide (ICso = 22
and 1.1 nM, respectively, in the case of the GnRH agonist,
and IC5p= 1.8 uM and 6 nM, respectively, in the case of the
GnRH antagonist). Photodynamic activity was however en-
hanced (about 1.5-fold) in GnRH expressing-pituitary go-
nadotrope aT3-1 cells, compared to unconjugated protopor-
phyrin IX. The photodynamic activity of the conjugates was
alleviated by co-incubation with the parent peptide, indicat-
ing that phototoxicity was receptor-mediated. Interestingly,
in addition to their tumor-targeting properties, the peptide
moiety conferred a systemic activity to the peptide-photo-
sensitizer conjugates in the absence of any light irradiation,
by acting on luteneizing hormone levels [45].

AAL-AAZAA3-Ser-Tyr-[D-Lys]-Leu- Arg-Pro-Gly-NH,

/
HN

HO,C
~

V

GnRH agonist, AA! = pGlu, AA? = His, AA® = Trp
GnRH antagonist, AA! = D-pGlu, AA” = D-Phe, AA® = D-Trp

Fig. (8). Protoporphyrin IX-peptides adducts prepared by Ra-
himipour et al.

Homing Peptides Targeting Tumor Vasculature

Tumor-associated blood vessels and angiogenesis-based
research have become one of the most promising and ac-
tively explored fields for the development of experimental
therapeutics against a variety of tumor types. Indeed, angio-
genesis (the formation of new blood vessels from pre-
existing ones) is a critical step in tumor development, that
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allows growth beyond 2-3 mm’ [55]. Vascular targeting
agents are designed to bind selectively to components of the
tumor vasculature and deliver an effector molecule that di-
rectly damage blood vessels and thereby kill tumor cells by
starving them of oxygen and nutrients [56]. Using a photo-
sensitizer as the effector molecule, this strategy could help
potentiate the vascular effect of PDT, that is thought to play
a major part in tumor eradication [51].

This approach has several advantages:

(1) the tumor endothelial cells are directly accessible to
intravenously administrated photosensitizer thus per-
mitting a rapid localization of a high percentage of the
injected dose;

(ii) the molecular oxygen required for photochemical reac-
tions is also more readily available;

(iii) since each capillary provides oxygen and nutrients for
thousands of tumor cells, occlusion of the vessel has an
amplified effect on tumor cells;

(iv) the outgrowth of mutant endothelial cells lacking the
target antigen is unlikely because they are a normal,
genetically stable cell population;

(v) and, finally, since tumor vessels share common mor-
phological and biochemical properties, this strategy
should be applicable to different tumor types [57].

Unlike normal human endothelial cells which are mostly
quiescent, endothelial cells in tumors express several target
features associated with their angiogenic activation [57].
Ichikawa et al. prepared liposomes encapsulating benzopor-
phyrin derivative monoacid ring A (BPD-MA), that were
modified with polyethylene glycol (PEG) in order to im-
prove their pharmacokinetic properties, and with the APRPG
(H-Ala-Pro-Arg-Pro-Gly-OH) pentapeptide, which is spe-
cific to angiogenic endothelial cells [51]. The PEG moiety
was solely responsible for the increased uptake of BPD-MA
by Meth-A sarcoma tumor tissues (4-fold) but, in the ab-
sence of the APRPG sequence, a decrease of the drug activ-
ity for PDT was observed. The APRPG moiety seemed nec-
essary for intracellular internalization of the photosensitizer,
which would otherwise be mainly located in the interstitial
space of the tumor, where short-lived singlet oxygen ('O,)
could not exert any cytotoxic action. APRPG-PEG-Lip BPD-
MA-mediated PDT caused vasculature damage, as observed

Schneider et al.

in the dorsal air sac angiogenesis model, and strongly sup-
pressed tumor growth.

The qfs-integrin, a heterodimeric transmembrane gly-
coprotein receptor, is also over-expressed in many tumor
cells, such as osteosarcomas, neuroblastomas and lung carci-
nomas, but also in actively proliferating endothelial cells in
and around tumor tissues. Chaleix et al. reported the solid-
phase synthesis of four porphyrins bearing the a,fB;-integrin
ligand RGD (H-Arg-Gly-Asp-OH) tripeptide [48]. Three of
the conjugates prepared displayed photodynamic activity on
the K562 leukemia cell line to a degree comparable to that of
Photofrin II1®. The authors later described the synthesis of a
cyclic peptide containing the RGD motif and adopting con-
formations showing an increased affinity for integrins [49].
In the ring closing metathesis method used for synthesis, the
enzymatically-sensitive disulfide bond of the cyclic CRGDC
thiopeptide previously described, is replaced by a carbon-
carbon double bond in order to increase the plasmatic life-
time of the peptide. A low substituted resin (0.1 mmol/g)
was used in order to avoid intermolecular reactions and thus
to increase the reaction yield. Carboxy-glucosylporphyrins
coupled to this peptide via a spacer arm showed the same
efficiency for 'O, production as hematoporphyrin but to the
best of our knowledge, no in vivo study on these compounds
has been reported yet (Fig. 9).

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) is consid-
ered as the key mediator of angiogenesis in cancer; it is in-
volved in the proliferation and migration of endothelial cells.
VEGF binds two kinase receptors (VEGFR-1/Flt-1 and
VEGFR-2/ Flk-1/KDR), which are expressed almost exclu-
sively on vascular endothelial cells and over-expressed dur-
ing angiogenesis. It binds also to neuropilins (NRP-1 and
NRP-2), which are expressed not only on endothelial cells,
but also on the surface of some tumor cells [58]. The hep-
tapeptide ATWLPPR (H-Ala-Thr-Trp-Leu-Pro-Pro-Arg-OH)
has been selected by phage display, by binding to an anti-
VEGF neutralizing antibody, and was initially considered to
bind to kinase domain receptor (KDR) [59]. Renno et al.
used an ATWLPPR-polyvinyl alcohol-verteporfin conjugate,
in order to treat choroidal neovascularization secondary to
age-related macular degeneration [50]. A time of lh after
intravenous injection was chosen for PDT treatment, as a
peak intensity of the targeted verteporfin in choroidal
neovascularization was detected angiographically at this

OH

Glc = HO
HO
OH

Fig. (9). Structure of the RGD-porphyrin conjugates prepared by Chaleix et al.
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time. PDT with the conjugate showed angiographic closure
of all treated choroidal neovascularization one day after
treatment; the treatment was slightly less efficient with
verteporfin-polyvinyl alcohol at the same drug dose (18/20).
Noteworthy, treatment with the targeted verteporfin, on the
contrary to treatment with verteporfin-polyvinyl alcohol, had
minimal effect on retinal pigment epithelium and caused no
injury to photoreceptors, arguing for the selectiveness of the
treatment with this targeted photosensitizer.

Our group recently described the conjugation of the
ATWLPPR peptide to 5-(4-carboxyphenyl)-10,15,20-tri-
phenyl-chlorin (TPC), via an aminohexanoic spacer (Fig. 10)
[47]. We showed, by ELISA assay, that ATWLPPR dis-
placed the binding of the VEGF 45 isoform, not to KDR, as
previously thought, but to its co-receptor NRP-1. Although
coupling the peptide to the photosensitizer decreased its af-
finity for NRP-1 (ICsp = 171 pM vs 19 pM), the uptake of
the TPC-aminohexanoic spacer-ATWLPPR conjugate and
its photodynamic activity in human endothelial cells were
significantly enhanced, compared to TPC (approximately 25-
and 10- fold, respectively). Moreover, a pharmacokinetic
study in nude mice xenografted with U87 human malignant
glioma cells revealed relevant tumor levels of TPC-amino-
hexanoic spacer-ATWLPPR conjugate soon after intrave-
nous injection. Finally, as U87 cells also express NRP-1 re-
ceptors, the conjugated photosensitizer could target not only
angiogenic endothelial cells but also tumor cells. The photo-
sensitizer-peptide conjugate was stable in vivo up to 2h after
intravenous injection. After this time, the peptide moiety of
the TPC-aminohexanoic spacer-rATWLPPR conjugate was
progressively degraded, whereas the photoactivable moiety
was left intact, as assessed by high performance liquid chro-
matography (HPLC) and MALDI-TOF mass spectrometry
[60].

SYNTHETIC PEPTIDES USED AS NUCLEAR
LOCALIZATION SIGNALS

Initial attempts to increase photosensitizers delivery fo-
cused on improving targeted to non-targeted tissue ratios.
However, it was demonstrated that elevated tumor to normal
tissue ratios did not ensure improved efficiency in vivo [61].
Photoactivated photosensitizer generates reactive oxygen
species (singlet oxygen 'O,, and free radicals such as OH',
HO, and O," as well as H,0,), which are able to damage
DNA, membranes, and other cell structure and macromole-

.y

¥

(0]

cules. It has been postulated that 'O, is the most important of
these reactive species with a life span of 200 ns and a short
migrating circumference about 45 nm. The site of 'O, pro-
duction is therefore the site of photosensitization. The cell
nucleus is the most sensitive site, in contrast to cell mem-
branes and other cytoplasmic organelles [62]. Therefore,
creation of a molecule of 'O, in close proximity to the cancer
cell DNA would dramatically increase the odds of cell death
whether by induction of apoptosis or by necrosis. None of
the currently available photosensitizers is known to localize
in the nucleus. Efforts have therefore been made to enhance
delivery of the photosensitizer to the cell nucleus. Several
peptide sequences have nuclear localizing properties. The
entire transport into the nucleus, either passive or active,
proceeds through the nuclear pore complex (NPC, Fig. 11).
In accordance with its name, NPC is a molecular sieve ad-
mitting free passive diffusion of proteins under 40-45 kDa,
while larger proteins require a special addressing signal
(amino-acid sequence); thus the proteins to be imported must
have a nuclear localization signal (NLS) [63] or an analo-
gous sequence. The proteins imported into the nucleus do not
undergo proteolytic processing because, in contrast to the
signals for targeting to the endoplasmic reticulum, mito-
chondria, peroxisome, etc., the NLS can be used repeatedly
through a number of cell divisions, which involve dissolu-
tion of the nuclear envelope. Proteins are also able to be
translocated to the nucleus in their native conformation
without requirement of molecular chaperones / folding en-
zymes [64].

The process of NLS-mediated transport of proteins into
the nucleus can be described in two basic steps (Fig. 11).
The first one involves an energy-independent recognition of
the targeting signal of the transport substrate and docking at
the NPC, while the second is energy-dependent, involving
translocation through the pore. The first step is mediated by
the “NLS receptor” the heterodimeric complex of the NLS-
binding protein O-importin and nucleoporin-binding NPC
docking protein [B-importin, which is also required to en-
hance the affinity of O-importin-NLS binding [65]. The sec-
ond step is mediated by an energy-dependent translocation of
the importin complex with the NLS-carrying protein because
the NPC requires a Ran protein in the GDP-carrying form
and other proteins like RanGAP1 (Ran GTPase-Activating
Protein 1), allowing Ran-GDP arising upon GTP hydrolysis
by RanGAP1 to interact with B-importin. Thereby, the NLS-
carrying protein and O-importin are released into the nucleo-

(0]

O H\/\/\)J\
N
-Ala-Thr-Trp-Leu-Pro-Pro- Arg-OH

Fig. (10). ATWLPPR peptide conjugated with a chlorin prepared by Tirand et al.
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Table 3. Photosensitizer-Peptide Conjugates
Homing peptide Target Photosensitizer Linker Ref.
Tumor cell surface
H-pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-[D-Lys]-Leu-
Arg-Pro-Gly-NH, (GnRH agonist)
or
GnRH t PpIX €-Lysi 45
H-[D-pGlu]-[D-Phe]-[D- Trp]-Ser-Tyr- TIRE receptors p ysine [43]
[D-Lys]-Leu-Arg-Pro-Gly-NH,
(GnRH antagonist)
5,10,15-Tris(2,6-dichlorophenyl)-
H-Asp-Tyr-Met-Gly-Trp-Met- CCK 20-(4-carboxyphenyl)porphyrin e-Lysine [46]
Asp-Phe-NH, (CCK8) A (TDCMCPP-H,)
or TDCMCPP-In(11I)
Tumor vasculature
Tritolylporphyrins
H-Arg-Gly-Asp-OH (RGD) o,Bs-integrins or Butanoic acid [48]
triglucosylporphyrins
H-Gly-Arg-Gly-Asp-Gly-OH o,Ps-integrins ) . o
(cyclic peptide containing the RGD motif) Triglucosylporphyrins Butanoic acid [49]
H-Ala-Pro-Arg-Pro-Gly-OH (APRPG) | Angiogenic endothelial cells Verteporfin/ BPD-MA PEG (2000) [51]
1,6-hexanediamine (between
H-Ala-Thr-Trp-Leu-Pro-Pro-Arg-OH VEGFR-2/ KDR rteporfin and PVA
a-Thr-Trp-Leu-Pro-Pro-Arg : Verteporfin/ BPD-MA verteporfin an' \ ) . [50]
(ATWLPPR) (according to [59]) 3-mercapto-propionic acid
(between ATWLPPR and PVA)
H-Ala-Thr-Trp-Leu-Pro-Pro-Arg-OH 5-(4-carb henyl)-
-t Hp- Leu-tro-Fo-Arg NRP-1 (4-car 'oxyp enyl) . Aminohexanoic acid [47]
(ATWLPPR) 10,15,20-triphenyl-chlorin

plasm while B-importin remains bound with NPC [66]. NLS-
mediated transport of proteins into the nucleus is tempera-
ture- and energy-dependent and is suppressed by antibodies
against the cytoplasm-soluble NPC components called the
nucleoporins. The role of NLS resembles that of a ligand-
receptor interaction: NLS is recognized, i.e., specifically
bound by importins [63]. Several peptides sequences have
nuclear localizing properties. Different NLS sequences have
been tested to favor intranuclear delivery of photosensitizers
into the target cells (Table 4).

Ce6 displays low toxicity and preferential tumor local-
ization [67-69]. The good results obtained with this chlorin
has stimulated interest in the routing of Ce6 to the cytoplasm
and nucleus of tumor cells [70]. Gariépy’s group has de-
signed branched peptides that act as multitasking intracellu-
lar vehicles [71-73]. These vehicles incorporate eight identi-
cal peptide arms coding for two functional domains, namely
a pentalysine domain acting as a cytoplasmic transport se-
quence (CTS) and the simian virus SV40 large T antigen
NLS which guide their nuclear uptake (Table 4, Fig. 12).
These squid-like intracellular vehicles are referred to as loli-
gomers.

By solid-phase synthesis, the coupling of Ce6 to a nu-
cleus-directed linear peptide (Ce6-peptide, peptide: H-Ala-
Pro-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Leu-Val-Glu-Asp-Pro-OH) or a
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branched peptide (Ce6-loligomer) composed of eight identi-
cal arms, displaying the sequence of the Ce6-peptide was
achieved. The endocytosis and subsequent localization of
these constructs within cell nuclei could be visualized using
fluorescently tagged constructs with confocal microscopy
and by following the migration of biotinylated constructs
inside cells using electron microscopy. The time course and
extent of intracellular accumulation of fluorescently tagged
constructs were also assessed by flow cytometry. The
authors have shown that cellular distributions of the two
conjugates into radiation-induced fibrosarcoma cells (RIF-1)
clearly differed. Nevertheless, an enhanced (1.5-fold) nuclear
localization was only significant for Ce6-loligomer, com-
pared to Ce6-peptide. Photodynamic activity of both conju-
gates against Chinese Hamster Ovary (CHO) cells was
markedly increased compared to Ce6 (respectively 400 and
40 times higher for Ce6-loligomer and Ce6-peptide) but the
phototoxicity was dependent on the cell line targeted (much
better results were obtained with CHO than with RIF-1 cells,
no details given). The mechanism of Ce6-loligomer-media-
ted toxicity was shown to involve the generation of reactive
oxygen species, confirming that the activation of Ce6 is not
hindered upon its attachment to the loligomer. Although it
was clearly demonstrated that Ce6-loligomer reached the
cytosol and accumulated in the nucleus, it remained unclear
if the enhanced phototoxicity observed is predominantly due
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Nuclear pore

Cytoplasm complex (NPC) Nucleus
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o-importin

Nuclear pore
complex (NPC)

Cytoplasm Nucleus

protein with classical NLS  m— nucleoporins

Ran GDP
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Fig. (11). Mechanisms of protein nuclear transport. (a) First step of proteins transport with classical NLS, involving the o/B-importin
heterodimer (e.g., SV40 large T antigen); (b) second step-energy-dependent translocation of the importin complex with the NLS-carrying
protein toward the nucleoplasm, requiring a Ran protein mostly in the GDP form in the cytoplasm and in the GTP form in the nucleus.
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Fig. (12). Structure of a loligomer used by Sobolev et al.

to 'O, events occurring in the nucleus of cells as a result of
nuclear localization, or a simple consequence of the im-
provement of Ce6 uptake in relation with the peptide con-
struct. Thus, results obtained by Gariépy et al. clearly dem-
onstrated that the incorporation of Ce6 into peptide-based
intracellular vehicles enhanced its phototoxicity and this
approach highlights the utility of designing peptides as vehi-
cles for regulating the intracellular distribution of photosen-

sitizers such as Ce6 in order to maximize their efficacy in
PDT.

According to initial observations, Ce6 has a significantly
higher photosensitizing activity when present in conjugates
containing specific ligands such as insulin or concanavalin A
and, is thus able to be internalized by receptor-expressing
cells [74-76]. These conjugates were able to be endocytosed
by the receptor-expressing cells and transported into specific
cellular compartments: lysosomes, in the case of concana-
valin-A-Ce6 conjugates, and near and within the cell nucleus
for bovine serum albumin (BSA)-Ce6-insulin conjugates
[76]. The photodynamic action of BSA-Ce6-insulin was
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higher (selective photodamage near the nucleus) than the
concavalin-A-Ce6 conjugate (selective photodamage of
lysosomes), while the photodynamic action of both was
higher than that of free Ce6 (photodamage of peripheral
membranes). Photodynamic action could be competed by an
excess of free ligand, indicating that uptake and photosensi-
tization were receptor-specific, while prevention of endocy-
tosis through incubation with conjugates at low temperature
reduced photosensitization

With the goal to enhance the photodynamic activity of
Ce6 by the directed delivery of photosensitizers, Sobolev et
al. have also shown that photosensitizers can be successfully
redirected within cells by using cross-linked modular poly-
peptide transporters possessing (Fig. 13):

(1) an internalizable ligand providing a cell-specific deliv-
ery;
(i) amodule enabling escape from endosomes;

(iii) a nuclear localization sequence (NLS) conferring inter-
action with importins, the cellular proteins mediating
active translocation into the nucleus (Fig. 11);

(iv) and a module allowing attachment of the photosensi-

tizer [77].
Ligiind Endosomolytic
sequence
A
NLS Q@L
i v .
Photosensitizer

Fig. (13). Scheme of distinct modules conferring cell-specific tar-
geting for photosensitizers. The various sequence modules for cell
surface binding and uptake (a ligand), an endosomolytic sequence,
and a NLS as well as the photosensitizer, are linked to the carrier
molecule.

Lysosomes are the final destination for many macro-
molecules like photosensitizers taken up by endocytosis
from the cell surface. To target the nucleus, ligands need to
either circumvent the lysosomal uptake or favor an escape
from endosomes. Thus, variegated approaches have been
undertaken to expedite intra-cellular delivery prior to lyso-
somal trafficking. Endolysosomal escape may be exempli-
fied by endosomolytic peptides.

To enhance the photosensitization effected by these con-
jugates, Sobolev et al. linked variants of the SV40 large tu-
mor antigen NLS to target Ce6 to the nucleus [78].

They set out to compare the photodynamic activity of
conjugates without or with the T antigen NLS (amino-acids
126-132) together with the T antigen N-terminal flanking
sequence (amino-acids 111-125) which have been shown to
enhance T antigen nuclear transport. The authors have dem-
onstrated that the casein-kinase II phosphorylation site (Ser
112) within this flanking region increased the rate of T anti-
gen nuclear import, while phosphorylation by the cyclin-
dependent kinase cdc?2 at another site (Thr 124) reduced the
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maximal level of transport by about 70%. This enabled the
authors to design an NLS optimized for efficient nuclear
targeting (P101Lys), spanning T antigen amino-acids 111-
132, including the casein-kinase II site, but lacking the cy-
clin-dependent kinase site (see Table 4). BSA or [3-galacto-
sidase / [3-galactosidase fusion protein were used as carriers
to which insulin, Ce6 and the NLS were included either as
peptides covalently coupled to BSA or within the coding
sequence of P10 (NLS-containing [3-galactosidase fusion
protein, see Table 4). P10 containing the casein-kinase II site
enhanced the rate of nuclear import by about 50-fold. The
most efficient photosensitizing agent was found to be the
P10-Ce6-insulin adduct. This conjugate exhibited an ICs,
value of 0.13 nM, compared to 2 nM for the NLS-deficient
[-galactosidase-Ce6-insuline conjugate, which is over 2400
times lower than the value for the free Ce6. Subsequent work
of this group demonstrated that co-incubation of cells with
human adenovirus serotype 5 synergized with NLS contain-
ing P10-Ce6-insulin conjugate. The innovation of this con-
cept was to include with the conjugate, attenuated adenovi-
ruses which possess endosomolytic function. The nuclear
photosensitizing activity was found higher than in the cyto-
plasm by 2.5-fold [79]. This original targeting strategy dem-
onstrated that the use of adenoviruses in conjunction with
nuclear-targeting photosensitizers could have interesting
implications for achieving efficient cell-type-specific PDT.

In a similar fashion to insulin (Fig. 11), hemoglobin-like
protein of Escherichia coli was used as a carrier module for
photosensitizer targeting to the cell nuclei of mouse cells
[80]. Because O-melanocytes stimulating hormone receptors
are over-expressed in many melanomas [81-83], the synthe-
sis of modular recombinant transporters which contain:

(i) the ligand module, melanocyte-stimulating hormone
(MSH);

(ii) the optimized SV40 virus large T-antigen, containing
the following amino-acid sequence : H-Ser-Ser''2-Asp-
Asp-Glu-Ala-Trp-Ala-Asp-Ala-Gln-His- Ala-Ala'*'-
Pro-Pro-Lys-Lys'**-Lys- Arg-Lys-Val-Glu-Asp-Pro'*-
OH, which serves as a nuclear localization signal.
Ser''? is the phosphorylation site for protein kinase
CKII and accelerates the T antigen nuclear import;

(iii) hemoglobin-like protein of Escherichia coli, and

(iv) an endosomolytic module, amphipatic poly(oligo)pep-
tide was developed.

Results obtained showed that the half-maximum effect
concentration of bacteriochlorin ps conjugated with the MRT
on the mouse melanoma B16-F1 cells was about 250-fold
lower than that of the free photosensitizer. No cell damage
was observed for the conjugate when tested on normal
mouse fibroblasts at the concentrations efficient on the
melanoma cells, which confirms the cell specificity.

Finally, with the goal to simplify the preparation of the
multi-component transporters, Sobolev et al. have recently
succeeded in producing bacterially-expressed, modular re-
combinant polypeptide vehicles for photosensitizers. Evalua-
tion of the photocytotoxic effect on B16-F1 cells showed
that the efficacy of bacteriochlorin ps was enhanced by a
factor of 230 by attachment to modular recombinant trans-
porters. The cell-specific activity of the conjugates was also
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demonstrated [84]. The PS-MRT conjugate lacking the NLS
module showed lower phototoxic activity than the conju-
gates described above. Problems may however reside in the
potential antigenicity of the addressed delivery constructs in
the organism.

The modular vehicles, widely developed by Sobolev et
al., able to reach predetermined compartments of the target
cells and thereby potentiating the action of the drugs, con-
stitute a real new generation of broad purpose pharmacologi-
cal agents. However, there are several drawbacks to the use
of such high molecular weight constructs. Despite the im-
provement of cell selectivity, the main critic is the techno-
logical feasibility to produce such modular polypeptide
transporters. Multi-component transporters are produced in a
laborious and expensive fashion through covalent linkages of
different peptide modules via bifunctional cross-linking rea-
gents. Even if they prove to be highly efficient in vivo, such
macromolecules are unlikely to find broad clinical applica-
tions. For this purpose, simpler carriers possessing the ability
to associate themselves with some tumor specific entities are
required.

Walker et al. have demonstrated that the linear peptide
sequence  H-Gly-Gly-Val-Lys-Arg-Lys-Lys-Lys-Pro-Gly-
Tyr-Gly-OH derived from the T antigen of the SV40 virus, a
characteristic nuclear sequence, can be attached to purpurin-
18 in a one to one ratio (Fig. 14). No discernable decrease in
the in vitro photodynamic activity was observed for the
conjugate compared to purpurin-18 [85].

A second example of a porphyrin-NLS conjugate in
which the peptide NLS is directly bound to the porphyrin
was very recently reported by Dozzo et al. [86]. The boro-
nated porphyrin derived from protoporphyrin IX dimethyl
ester was coupled to the SV40 large T antigen NLS H-Pro-
Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-OH containing basic charged
amino-acids to enhance the aqueous solubility of the conju-
gate. A simple glycine was added to the amino terminus to
act as a spacer between the porphyrin and the peptide (Fig.
15). The non-covalent association of the conjugate with low
density lipoproteins (LDL) was demonstrated. The model
proposed suggested that the hydrophobic portion of the
molecule interacted with the cholesterol ester-rich interior of
the LDL particle, while the hydrophilic end remained

Fig. (14). Structure of the H-Gly-Gly-Val-Lys-Arg-Lys-Lys-Lys-Pro-Gly-Tyr-Gly-OH-purpurin-18 conjugate.

H-Val-Lys-Arg-Lys-Lys-Lys-Pro-Gly ~

O 6]

H

= m-Carborane

OCH;

Fig. (15). Structure of the boronated porphyrin-NLS conjugate prepared by Dozzo et al.
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through the phospholipidic bilayer. Since the LDL receptor
is up-regulated in many tumors including gliomas [87], the
porphyrin-NLS-LDL association is expected to provide a
new and selective entry pathway into malignant cells over-
expressing the LDL receptor.

Very recently, Sibrian-Vazquez et al. found that the sub-
cellular distribution of porphyrin-peptide conjugates was
also dependent on the nature of the substituents on the por-
phyrin macrocycle [88].

Three series of conjugates were prepared (Fig. 16):

- porphyrins linked to the NLS of the SV40 large T anti-
gen, H-Gly-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-NH,;

Schneider et al.

- porphyrins linked to the membrane translocation pep-
tide HIV-1 Tat 48-60, H-Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-
Gln-Arg-Arg-Arg-Pro-Pro-Gln-NH,;

- porphyrins linked to an octamer of arginine H-Gly-Arg-
Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-OH  which en-
hances the cellular uptake.

Low molecular weight PEGs were used to link the por-
phyrin and the peptide moieties in order to enhance the water
solubility of the conjugates and to minimize interactions and
aggregation in aqueous solution.

Results obtained showed that the fusogenic sequences
HIV-1 Tat 48-60 and octa-arginine were the most effective

R = Gly-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-NH,
or Gly-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-OH

or Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-Gln-Arg-Arg-Arg-Pro-Pro-Gln-NH,

Class I conjugates

HO,C

R = NH(CH,CH,0),;CH,CH,NHCOCH,OCH,CO-Gly-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-H
or NH(CH,CH,0),CH,CH,NHCOCH,OCH,CO-Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-Gln-Arg-Arg- Arg-Pro-Pro-Gln-H

Class II conjugates

Fig. (16). Peptides functionalized porphyrins prepared by Sibrian-Vazquez et al.
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in delivering the conjugate to the cells. Moreover, class I
conjugates were taken up by cells to a higher extent than
compounds of class II and localized preferentially in the en-
doplasmic reticulum, while class II conjugates were mainly
found in the lysosomes. Phototoxicity, evaluated in human
HEp2 cells, showed that class I conjugates, bearing a hydro-
phobic porphyrin, were significantly more efficient than the
class II carboxylic functionalized porphyrin conjugates.
Among class I conjugates, the most phototoxic compound
was the one bearing the NLS peptide (IC5o = 1.5 UM).

Peptide-assisted internalization of porphyrins has also
been demonstrated by Chaloin et al. [89]. The carrier chosen
belongs to the peptide signal-nuclear localization sequence
family [90]. This peptide family is based on the juxtaposition
of two types of sequences, a signal peptide and a nuclear
localization sequence. The combination of these two se-
quences gives a peptide possessing an amphipathic character.
The authors have shown that the peptide Ac-Met-Gly-Leu-
Gly-Leu-His-Leu-Leu-Val-Leu-Ala-Ala-Ala-Leu-Gln-Gly-
Ala-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-Cya (Ac and Cya are acetyl
and cysteamide groups respectively), where the hydrophobic
and hydrophilic domains correspond to a signal peptide and
a nuclear localization sequence, respectively, can signifi-
cantly improve cellular internalization of Mn(+3)-meso-
tetrakis(4-N-methylpyridinium)porphyrin pentaacetate (Mn-
TMPyP) and of its metal free derivative (Fig. 17). The Mn
(+3) porphyrin-peptide conjugate was internalized by fibro-

CARRIER PEPTIDE

_S}NR

=
(6]
O
=

blasts and lymphocytic cells (L1210) in 80% yield after 5
min incubation with the final localization being mainly nu-
clear. When the naked porphyrin was used, only about 3% of
the cells indicated a porphyrin uptake with a cytoplasmic
localization after 2h incubation. Although the metallopor-
phyrin-peptide conjugate was not developed for PDT, it was
able to cleave in vitro high and low molecular weight DNA
to the same extent as the metalloporphyrin alone without
affecting the sequence-specific cleaving activity of the por-
phyrin. The conjugate was found to be 100-fold more effi-
cient at inducing tumor cells death than the free metallopor-
phyrin via a mechanism involving genomic DNA cleavage.

A very recent study of Rozenzhak et al. has shown that
nuclear targeting of streptavidin functionalized semiconduc-
tor quantum dots, CdSe@ZnS, could be achieved with the
nuclear localization sequence of the SV40 T-antigen [91].
The NLS peptide Biotin-Lys-Gly-Gly-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-
Lys-Val-OH was conjugated to the quantum dots via the
biotin-streptavidin linkage. A second peptide named Pep-1
(H-Lys-Glu-Thr-Trp-Trp-Glu-Thr-Trp-Trp-Thr-Glu-Trp-Ser-
Gln-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-OH), extremely efficient
in the targeting of proteins into cells, independent of endo-
cytosis [92], but not covalently coupled to the cargo that it
ferries across the cell membrane, was also used to facilitate
the uptake of quantum dots into mammalian cells (Fig. 18).

When NLS-conjugated quantum dots were pre-incubated
with Pep-1 peptide and then introduced to ovarian carcinoma

—/\®
\ /N—Me

NS
e
Me

CARRIER PEPTIDE = Ac-Met-Gly-Leu-Gly-Leu-His-Leu-Leu-Val-Leu!%- Ala-Ala- Ala-Leu-GIn-Gly-Ala-Lys-Lys-Lys?’- Arg-Lys-Val-Cya

Fig. (17). Structure of the carrier peptide-porphyrin conjugate prepared by Chaloin et al.

O
NLS

OL O
() NLs NLs ()
o1 O

NLS

O

o : quantum dots

O : Pep-1

Fig. (18). Schematic representation of the SV40 T-antigen NLS functionalized quantum dots.
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Table 4. Amino-Acids Sequences of the NLS-Peptides Used

NLS-peptides sequences used Ref.
Residues 124-135 of the SV40 large T antigen with a Thr to Ala substitution at position 124 [70]
H-Ala-Pro-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-Glu-Asp-Pro-OH
Residues 126-132 of the SV40-large-tumor antigen [79]
P101Lys: H-Cys-Gly-Pro-Gly-Ser' - Asp-Asp-Glu-Ala-Ala-Ala-Asp-Ala-Gln-His-Ala-Ala'?*-Pro-Pro-Lys-Lys'?*-Lys-Arg-Lys-Val *2-Gly-Tyr-OH
P101Thr: H-Cys-Gly-Pro-Gly-Ser' *-Asp-Asp-Glu-Ala-Ala-Ala-Asp-Ala-Gln-His-Ala-Ala'?*-Pro-Pro-Lys-Thr'*-Lys-Arg-Lys-Val **-Gly-Tyr-OH
P10: Includes T antigen amino-acids 111-135: H-Ser-Ser''%-Asp-Asp-Glu-Ala-Thr-Ala-Asp-Ala-Gln-His-Ala-Ala'**-Pro-Pro-Lys-Lys'*- Lys-Arg-

Lys-Val-Glu-Asp-Pro'*- OH

Ser'"? is the site of CKII phosphorylation which enhances T-antigen nuclear import
Thr'** substituted by Ala is the site of phosphorylation by cdc2 which inhibits T-antigen nuclear import
Substitution of Lys'** by Thr abolishes NLS activity
Primary amphipathic peptide where the hydrophobic and the hydrophilic domains correspond to a signal peptide and a NLS [89]
Ac-Met-Gly-Leu-Gly-Leu-His-Leu-Leu-Val-Leu-Ala-Ala-Ala-Leu-Gln-Gly-Ala-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-Cya
(where Ac and Cya are acetyl and cysteamide groups, respectively.)
Peptide sequence from the T-antigen of the SV40 virus [85]
H-Gly-Gly-Val-Lys-Arg-Lys-Lys-Lys-Pro-Gly-Tyr-Gly-OH
From the T-antigen of the SV40 virus [86]
H-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-OH
From the T-antigen of the SV40 virus [91]
Biotin-Lys-Gly-Gly-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-OH

cells (HeLa), the nuclear localization of the NLS-quantum
dots was observed in a great number of cells (data not given)
while quantum dots not conjugated to the NLS peptide were
incorporated in only a small percentage of cells (less than
10%). Due to the size-tunable narrow emission, photostabil-
ity and high luminescence of semiconductor quantum dots
[93], we believe that the pioneer work of Rozenzhak et al.
gives not only an insight into the potential of quantum dots
as robust fluorescent probes but should also find applications
in nuclear targeted PDT.

SPECIFIC PEPTIDES AS BIODEGRADABLE SUB-
STRATES

In most studies, it is important that the peptide used as a
vector remains stable. Nevertheless, in some cases, peptides
sequences can be used as specific cleavable or biodegradable
compounds for cellular peptidases.

A very elegant approach was realized by Chen et al. who
combined a photosensitizer and a 0, scavenger, linked to-
gether by a specific target peptide [94]. The short peptide
sequence H-Gly-Asp-Glu-Val-Asp-Gly-Ser-Gly-Lys-OH is
specific to a caspase-3 protease that is expressed in cancer
cells. Pyropheophorbide a was used as the photosensitizer
and a carotenoid as the quencher, since it is known to quench
triplet excited states and also to scavenge '0, [95] (Fig. 19).

The authors proved by HPLC that addition of caspase-3
induced cleavage of the peptide and was specific by using a
caspase-3 specific inhibitor that completely blocked the en-
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zyme activity [96]. 'O, was inhibited by the quencher and
the cleavage due to caspase-3 induced the separation of the
scavenger and the pyropheophorbide a, leading to photoacti-
vation of the latter. The authors plan to test this strategy in a
near future on cancer cells in vitro and in vivo with a tumor-
specific peptide linker [97].

Another example of active targeting was described by
Berger et al. [98] who coupled ALA to short peptides, to
specifically target ALA to endothelial or tumor cells. They
synthesized and studied ALA derivatives containing basic,
acidic and neutral amino-acids that represent potential sub-
strates for cell surface and cytoplasmic aminopeptidases
and/or ligand for peptide and amino-acid transporters (Table
5). Indeed, they previously showed that aminopeptidase ac-
tivities are different between tumor and normal vasculature
of the same organ [99]. Production of PpIX was compared in
endothelial (HCEC and EC219) and carcinoma (A549) cell
lines, expressing high or low levels of three different types
of aminopeptidases being acid, basic or neutral.

Substrates for basic aminopeptidases were not precursors
for protoporphyrin IX production, while substrates for acidic
aminopeptidases were precursors only in cells expressing
acid activity, with a high concentration of pro-drug (up to 10
mM). With all the cells lines tested, the best precursors were
the neutral aromatic amino substrates H-Phe-ALA-OMe and
H-ala-ALA-OMe for neutral aminopeptidases. The authors
proved the feasibility of targeting the production of pro-
toporphyrin IX using peptide derivatives of ALA for cellular
peptidases.
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Energy Transfer

\Gly-Asp-Glu-Val-Asp-Gly-Ser-Gly-Lys-ENH

|02

")
Enzyme

30, e "l

Fig. (19). Concept of 'O, quenching/scavenging and activation. PS : photosensitizer, Q: quencher.

The same group also investigated dipeptide ALA-deriva-
tives [100]. Potential substrates for pro-specific peptidases
(for dipeptidyl-aminopeptidase IV (DPPIV /CD26) activity,
prolyl-oligopeptidase, neutral endopeptidase 24.11/NEP/
CD10/neprilyiyn) were evaluated. The authors showed that
Gly/Pro-containing dipeptide-ALA derivatives were inter-
nalized and hydrolyzed by intracellular proteases, belonging
to the classes of Ser-proteases and/or metalloproteases. This
work is the first report of Boc-Gly-Gly-X sensitivity to hy-
drolysis. Rogers et al. [101] synthesized peptide-ALA de-
rivatives to target cancer cells since the release of ALA once
incorporated is mediated by intracellular peptidase and es-
terase activities. Among the substrates prepared, two of them
incorporating a dipeptide fragment Phe-Lys have been stud-
ied, since Ac-Phe-Lys has already been used to create
lysosomally cleavable prodrugs of doxorubicin [102]. The
authors developed an efficient synthesis strategy of 5-ALA
conjugated to peptides that overcome the known instability
of the amino acid under basic conditions and new 5-ALA
prodrug derivatives will be elaborated. No biological studies
have been performed yet.

CONCLUSION

This review highlights the recent diverse strategies de-
veloped to achieve specific photosensitizer targeting by
synthetic peptides. During the last five years, a large number
of cell-binding peptides have been identified. However, only
a few homing peptides coupled to photosensitizers have been
tested in vivo for PDT treatment. This could be due to the
inherent enzymatic instability of unmodified peptides. In
return, peptides are usually less toxic, more soluble and eas-
ier to identify and synthesize than small targeting organic

molecules. In order to be used as efficient homing peptides,
they have to be chemically modified. In this respect, the use
of D-amino-acids, pseudo amino-acids and peptide cycliza-
tion are the most common strategies to increase peptide sta-
bility.

Photosensitizers used for PDT have an important ten-
dency to aggregate by virtue of their large planar aromatic
ring systems, leading to interactions between the photosensi-
tizer molecules (hydrophobic interactions between the aro-
matic core of the photosensitizers), and non-covalent com-
plexes with proteins and lipoproteins [103]. The presence of
non-covalently bound photosensitizers will also affect the
biological effects, making the comparison of results difficult
and evaluation of the targeting moiety questionable. Fur-
thermore, it is necessary not only to consider delivery of the
photosensitizer to the target cell but also to get efficient ac-
cumulation of the photosensitizer at sensitive subcellular
localizations, e.g. the nucleus. Actually, photosensitizer ac-
cumulation in cells within endosomes and lysosomes may be
less effective than the corresponding non-conjugated photo-
sensitizer despite increased intracellular uptake.

In order for PDT to reach its full potential, there will be a
need for varied photosensitizers and numerous targeting mo-
tifs so that all cells and tissue types can be selectively de-
stroyed.

ABBREVIATIONS

ALA = Aminolevulinic acid

AP = Aminopeptidase

BPD-MA = Benzoporphyrin derivative monoacid
ring A
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le S. ALA Derivatives Prepared by Berger ef al.
R? 0
R Jﬁ(g\)J\/}(Rs
E
O O
R R? R’ Compound

Boc CH; CH; Boc-Ala-ALA-OMe

TFA,H, CH; CHs H-Ala-ALA-OMe

TFA,H, CH; (CH,)sCH; H-Ala-ALA-O(CH,)sCH;

TFA,H, Benzyl CH; H-Phe-ALA-OMe

TFA,H, (CH,)s-NH3,TFA CHs H-Lys-ALA-OMe

TFA,H, CH,-COOH CHs H-Asp-ALA-OMe

Boc CH; H Boc-Ala-ALA

TFA, H, CHs H H-Ala-ALA

Boc-Gly H Et Boc-Gly-Gly-ALA-OEt

Gly H Et Gly-Gly-ALA-OEt

Boc-Gly c-(CHp)4 Et Boc-Gly-Pro-ALA-OEt

Gly c-(CH,)4 Et Gly-Pro-ALA-OEt

Boc-Gly H O(CH,CH,0),CH,CH Boc-Gly-Gly-ALA-O(CH,CH,0),CH,CH;

Gly H O(CH,CH,0),CH,CH Gly-Gly-ALA- O(CH,CH;0),CH,CH

Boc-Gly-Gly H O(CH,CH,0),CH,CH; Boc-Gly-Gly-Gly-ALA- O(CH,CH;0),CH,CH

Gly-Gly H O(CH,CH,0),CH,CH; Gly- Gly-Gly-ALA- O(CH,CH,0),CH,CHj

Boc-Gly H Me Boc-Gly-Gly-ALA-OMe

Boc-Gly-Gly H Me Boc-Gly-Gly-Gly-OMe

Gly-Gly H Me Gly-Gly-Gly-ALA-OMe

Z-Leu CH, Me Z-Leu-Trp-ALA-OMe

N
N
BSA = Bovine serum albumin LDLR = Low density lipoprotein receptor
CCKS8 = Peptide hormone cholecystokinin mALA = Methyl aminolevulinate
Cdc2 = Cyclin-dependent kinase (cdk) cdc2 MoAb = Monoclonal antibody
Ceb = Chlorin e6 MALDI-TOF= Matrix assisted laser desorption
CKII — Casein-kinase II ionization-time of flight
CTS = Cytoplasmic transport sequence Mn-TMPyP = Mn.(+.3).-meso-tetrakis(4-N—methy1-
. o pyridinium)porphyrin pentaacetate

DNA N Deoxyrlb(‘)nucle.lc acid MRT = Modular recombinant transporter
ELISA = Enzyme. linked ?mmunosorbent assay MSH — Melanocyte-stimulating hormone
GDP N Guanosme-S. ’-dlphos.phate m-THPC = meta-tetrahydroxyphenyl chlorin
GnRH = Gonado.tropln-re.leasmg hormone NLS — Nuclear localization signal
GTP = G}lanosme-S ’-trlph(?spl.late NPC — Nuclear pore complex
HPLC = High performance liquid chromatography NRP — Neuropilin
IC = Il’]:hlbltlon 001.1centrat10n PEG — Polyethylene glycol
KDR = Kinase domain receptor PDT —  Photodynamic therapy
LDL = Low density lipoprotein
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PK = 5,10,15-tris(2,6-dichlorophenyl)-20-
(4-carboxyphenyl)porphyrin

PpIX = Protoporphyrin IX

PS = Photosensitizer

SV = Simian virus

T-ag = T-antigen

TPC = 5-(4-carboxyphenyl)-10,15,20-

triphenylchlorin

TSPc = Zinc phthatocyanine tetra-sulphonic acid

VEGF = Vascular endothelial growth factor

VEGFR = VEGTF receptor
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V. Stratégies pour améliorer la stabilité peptidique

V.1 Introduction

Un peptide est un assemblage d’acides aminés reliés entre eux par des liaisons amides
ou peptidiques. Les peptides différent des protéines par leur nombre d’acides aminés
(inférieur a 50) et contrairement aux protéines, les peptides ne possedent généralement pas de
structure tertiaire (Lombardi et al., 2001).

La Figure 19 représente la structure d’un acide aminé. Le carbone alpha (carbone o
ou C,) tétraédrique est 1i¢ de facon covalente a un groupe aminé et a un groupe carboxylique.
Exeptée la glycine, les acides aminés sont des molécules chirales, ils existent sous la forme de
deux stéréoisoméres possibles, appelés D et L, selon que le groupe (-NH;) se trouve
respectivement a droite ou a gauche en représentation de Fischer. Etant 1i¢ & quatre groupes
différents, le carbone o est dit asymétrique. Les deux configurations possibles du C,
constituent deux isomeres non identiques, ce sont des énantiomeres. Chaque isomere dévie la
lumiere plane polarisée et est dextrogyre (+) ou lévogyre (-) suivant que la rotation du plan
de polarisation de la lumiére suit un sens horaire, ou antihoraire. Il n'y a pas de corrélation
entre le sens de rotation du plan de polarisation (ou pouvoir rotatoire) et la configuration de
l'acide aminé : ainsi la L-alanine est dextrogyre et se note L(+)-alanine. Par convention, il y a

correspondance entre la représentation des oses et celle des acides aminés.

| T
H,N——C5—COOH C..,
a £
H e \“cooH
MNH,
Représentation de Fisher Représentation de Cram

Figure 19 : Structure générale des acides aminés.

Le groupement amine est représenté en bleu, le groupement carboxylique en vert et la chaine latérale en vert.

Les acides aminés de la série L représentent la grande majorité des résidus naturels
qui se trouvent dans les protéines. Les acides aminés D se rencontrent dans certaines protéines

produites par des organismes exotiques du fond des océans, comme certains mollusques. Ce
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sont également des composants abondants des parois cellulaires des bactéries (Friedman,
1999).

Une liaison peptidique est une liaison covalente entre un atome de carbone et un
atome d'azote de deux acides aminés successifs. La liaison est le résultat de la réaction entre
la fonction COOH (fonction carboxyle) du premier acide aminé et la fonction NH; (fonction

amine) du deuxiéme, avec comme produit secondaire la formation d’une molécule d’H,O

(Figure 20).
o) R"
H
N Y
X/ \HJ\OH HZN)ﬁ‘/
R ¢ y
o) R"
H H,O
N Yy + 2
o \H‘\H)\”/
R o

Figure 20 : Formation de la liaison entre deux acides aminés

De nombreuses enzymes sont impliquées dans la dégradation peptidique. Dans les
tissus biologiques ou compartiments cellulaires, l'inactivation implique des endopeptidases
spécifiques, tandis que dans la circulation systémique et dans les organes périphériques, ce

sont des exopeptidases moins spécifiques qui agissent (Rawlings et Barrett, 1993).

La dégradation peptidique par les peptidases est importante pour produire des
molécules bioactives et les inactiver apres qu’elles ont joué leur réle. Cependant, ce processus
métabolique représente un challenge majeur pour I’utilisation de ces peptides comme
médicament. Les différentes stratégies possibles permettant d’améliorer leur stabilité in vivo

sont décrites dans la suite du chapitre.

V.2 Peptides modifiés

Les peptides modifiés sont des dérivés peptidiques comportant des modifications qui
n’altérent pas la liaison peptidique. Ces dérivés sont également considérés chimiquement

comme des peptides.

88



Chapitre I : Synthese bibliographique. Stratégies pour améliorer la stabilité peptidique

V.2.1. Modifications N- et C-terminales

Dans le sérum et le plasma, les petits peptides sont dégradés essentiellement par des
exopeptidases. La plupart des peptides possédant des acides aminés de la série L avec une
extrémité N- et C-terminal libre sont dégradés trés rapidement (quelques minutes). Certaines
hormones ou certains neuropeptides sont naturellement protégés en N- ou C-terminal
(e.g. TRH, thyrotropin-releasing hormone). Les amidations et les acétylations sont essentielles

a la stabilité peptidique de nombreux neuropeptides (Adessi et Soto, 2002).

o) R
H
H )J\ N\’\’\/\
HoN L —  Hc N
o 0
o 0
x"L’)‘\OH ﬂ/\&’)‘\NH2
R R

Figure 21 : (a) Acétylation en N-terminal, (b) Amidation en C-terminal.

a. Acétylation

b. Amidation

Les protections en N- et C-terminales (Figure 21) sont trés couramment utilisées pour
améliorer la stabilité de peptides pour le développement de molécules thérapeutiques. Par
exemple, le peptide iABS (LPFFD), non modifié, utilisé pour le traitement de la maladie
d’Alzheimer est dégradé rapidement par des exopeptidases (50 % de dégradation in vitro
aprés 5 minutes dans le plasma). Apres modifications N- et C-terminales (Figure 22), aucune
dégradation n’est observée in vitro apres 24 heures dans le plasma et in vivo, la demi-vie est
améliorée d’un facteur 10 (Permanne et al., 2002 ; Adessi ef al., 2003).

Bien que ces protections soient fréquemment utilisées pour améliorer la stabilité
peptidique, elles ne permettent pas la prévention d’une dégradation complete. Dans la plupart
des cas, ces modifications ralentissent le catabolisme des peptides, mais la dégradation peut
toujours étre effectuée par 1’action plus spécifique d’endopeptidases (Adessi et Soto, 2002).

Les acétylations en N-terminal peuvent également augmenter le caractere lipophile des

peptides et peuvent ainsi améliorer le passage de ces peptides modifiés a travers les
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membranes comme celle du petit intestin ou la barriere hémato-encéphalique (Weber et al.,

1993).

@ 2
Oroms By
o'

Figure 22 : Peptide LPFFD modifié en N- et C-terminales.

S
O@
-

S

V.2.2. Cyclisation

La conception de peptides cycliques est également une stratégie largement répandue
pour améliorer la stabilité peptidique. La cyclisation confére une contrainte structurale, qui, en
réduisant la flexibilité conformationelle, peut améliorer la sélectivité, la stabilité et de ce fait
la biodisponibilité (Li et al., 2002 ; Trabocchi et al., 2008).

Les peptides cycliques sont appelés homodétique si la cyclisation est due a une liaison
peptidique et hétérodétique si la cyclisation est réalisée grace a des ponts disulfure, ester,
éther ou encore thioéther.

L’approche la plus utilisée pour synthétiser des peptides hétérodétiques implique la
formation d’un pont disulfure entre deux cystéines. Cette stratégie implique I’incorporation de
cystéines si la séquence peptidique de départ n’en posséde pas. Cependant, la séquence ainsi
modifiée risque de perdre son activité (Adessi et Soto, 2002). La cyclisation d’un analogue
d’enképhaline a permis d’améliorer nettement le profil métabolique de ce peptide. Cette
conformation cyclique a été démontrée comme étant trés résistante a la dégradation
enzymatique (Weber et al., 1992). La cyclisation d’un peptide inhibiteur de la protésase
KLK2 (Human glandular kallikrein) a permis d’augmenter la stabilité sans modifier 1’activité

biologique (Pakkala et al., 2007).

o R4 o Rs le)
H H
HoN N N
N N oH
H H
s\, e} Ry e} S

Figure 23 : Exemple de peptide cyclique hétérodétique.
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La syntheése de peptides cycliques homodétique permet de diminuer le risque de perte
d’activité du peptide par modification de la séquence. Une liaison amide peut étre réalisée
entre les groupements amine et carboxy terminaux. Le couplage de deux chaines latérales
peut également €tre une bonne stratégie. Ce sont généralement les peptides non essentiels a
I’activité qui sont utilisés pour former un pont. Cette méthode a €té, entre autre, utilisée pour
la synthése d’un analogue d’un épitope de myéline (Tselios et al., 1999) et d’un analogue
d’un anti sclérosique (Matsoukas et al., 2005).

La faisabilit¢ de synthése des peptides cycliques analogues de peptides linéaires
dépend de la séquence, de la longueur du peptide et de la composition en acides aminés. En
effet, les résidus proline créent naturellement des coudes ou des boucles facilitant ainsi la

macro-cyclisation de la molécule peptidique (Adessi et Soto, 2002).

V.2.3. Alkylation de la liaison amide

La méthylation de la liaison amide est une des modifications les plus communément
utilisées pour améliorer la stabilité peptidique. En effet, cette stratégie permet de prévenir la

dégradation par des endopeptidases de la liaison amide ainsi méthylée (Chatterjee et al.,

2008b).
o} Ry o}
”ZN\)k H\)J\
I N oH
1 ] 3

o) Ry o)
H
H T H OH

1 CHg o 3

Dl
Al

Zln
Py

Figure 24 : (a) Peptide naturel, (b) Peptide N-méthylé.

Des analogues méthylés de la substance P (RPKPQQFFGLM-NH,), un composé
hypotenseur et contractant musculaire, se sont révélés étre résistants a I’action de plusieurs
enzymes protéolytiques (Wormser et al, 1990). Un peptide immunosuppresseur, la

cyclosporine A possede pas moins de sept liaisons amides méthylées sur onze résidus
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d’acides aminés au total (Rozycki ef al., 1992). Un analogue N-méthylé d’endomorphine s’est
révélé plus stable vis-a-vis d’enzymes spécifiques (Janecka et al., 2006).

Cependant, ces N-alkylations induisent une diminution de la flexibilité
conformationnelle des peptides en empéchant la formation de liaisons hydrogéne et en

facilitant des conformations amide cis (Adessi et Soto, 2002).

V.2.4. Modifications de la chaine latérale

Une approche simple pour stabiliser un peptide est de modifier la chaine latérale de
résidus d’acides aminés impliqués dans le site de reconnaissance de protéases. Les acides
aminés d’intérét sont remplacés par des acides aminés naturels ou non possédant une chaine
latérale chimiquement proche. Le but est ici de modifier le site de reconnaissance
enzymatique en préservant ’activité peptidique.

L’incorporation d’acides aminés non codés dans la séquence peptidique est une
approche largement utilisée dans ’ingénierie du développement de peptides thérapeutiques.
De plus, I’introduction d’acides aminés non naturels génere des modifications de structures
secondaires et tertiaires permettant d’augmenter la stabilité des séquences peptidiques

(Balaram, 1992).

V.2.5. Changements de chiralité

Les protéines naturelles sont composées uniquement de L-acides aminés. Cette
spécificité stéréochimique est importante pour la reconnaissance et I’interaction des protéines
entre elles. Le remplacement de toute ou d’une partie de la séquence peptidique par des D-
acides aminés peut améliorer la stabilité peptidique vis-a-vis des dégradations protéolytiques
(Figure 25). Un autre avantage de cette stratégie est que les D-acides aminés sont moins
immunogenes que leurs analogues L-acides aminés (Gill ef al., 1963).

L’inconvénient majeur a I’utilisation de D-acides aminés est la baisse d’activité due au
changement de conformation. Pour pallier ce probléme, Schumacher ef al., ont proposé une
approche basée sur une technique de phage display en image miroir. La technique consiste a
synthétiser la protéine cible d’intérét en utilisant des D-acides aminés. Cette protéine est
utilisée pour sélectionner par phage display des peptides constitués de L-acides aminés. Pour
des raisons de symétrie, I’image miroir de ces peptides sélectionnés sont des D-peptides qui
interagissent avec la protéine cible dans sa configuration naturelle (Schumacher et al., 1996).

Une autre stratégie prometteuse pour l’utilisation de D-peptides est la syntheése de rétro-
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inverso peptides. Il s’agit d’inverser la séquence peptidique et de modifier la chiralit¢ du
peptide (Figure 25). Structurellement, le rétro-inverso peptide est beaucoup plus proche du
peptide initial que I’analogue D-peptidique puisque la double inversion de la séquence et de la
steechiométrie induit une disposition spatiale des chaines latérales identique a celle du L-
peptide (Chorev et Goodman, 1993). Un peptide rétro-inverso analogue de prosaptide reste

intact dans le plasma et le cerveau 60 minutes apres injection chez le rat (Taylor et al., 2000).

o I

ey
{2
P
T
)

s s
R, R3 R, Rs
L-peptide retro inverso peptide
représenté de C— N ter
miroir Inversion de chiralité

Inversion de séquence 3

e

D-peptide rétro inverso peptide
représenté de N = C ter

-uIII;U
il o

H
N

Figure 25 : L-peptide, D-peptide et rétro inverso peptide.

V.3 Pseudopeptides

Les pseudopeptides résultent de la modification ou du remplacement d’acides aminés
composant le squelette peptidique. Ces molécules, bien que trés proches des peptides ne
peuvent pas €tre qualifiées ainsi en tant que tel. Elles représentent ainsi un intermédiaire entre
les peptides modifiés et les peptido-mimétiques. Le squelette peptidique inclus la liaison

amide et le carbone a.

V.3.1. Substitution de la liaison amide

Il s’agit ici de remplacer la liaison amide par un autre groupement chimique. Pour
désigner ces remplacements, la nomenclature « psi-crochet » (exemple Figure 26) est utilisée

pour indiquer le type de structure chimique réalisée (Spatola, 1983).
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L’introduction de ces modifications permet de prévenir complétement la dégradation
de la liaison amide par les protéases mais peut modifier les propriétés biochimiques des
peptides (conformation, flexibilité et hydrophobie). La substitution d’une liaison amide est un
compromis entre les effets positifs sur la pharmacocinétique ainsi que sur la biodisponibilité
et les effets négatifs sur I’activité ainsi que sur la spécificité. Certaines substitutions de
liaisons amides sont plus lipophiles, d’autres plus hydrophiles, que la liaison amide
correspondante. Ces modifications peuvent étre des avantages pour le transport, la liaison aux

récepteurs ou les interactions membranaires (Adessi et Soto, 2002).

a. o CHs 0
H
- N - OH
CH, o CH,
b CHs o)
H
HN N\)J\
- N : OH
CH, o CH,

Figure 26 : Structure chimique de AlaAlaAla (a) et Alay[CH,NH]AlaAla (b).

Une substitution CH,SH dans des analogues d’enképhaline s’est révélée plus efficace
a Pextrémité qu’a I’intérieur de la séquence peptidique (Hudson et al., 1980). Un octapeptide
inhibiteur de la rénine, contenant une liaison réduite CH,NH, présente une forte affinité pour
cette derniere et une résistance aux enzymes hydrolytiques (Szelke et al., 1982).

Un point important dans la sélection de liaisons amides réduites est la conservation de
la stéréochimie du peptide initial. La capacité des substituts de liaisons amides a mimer les
propriétés stériques, €lectroniques et de solvatation de la liaison peptidique est trés importante
dans le choix des analogues pseudopeptides. En principe, une substitution CH=CH est le
meilleur choix pour maintenir la planéité et la rigidité¢ de la liaison amide (Adessi et Soto,
2002). Dans le cas d’analogues d’enképhaline, la liaison CH=CH en N-terminal permet une

activité similaire au peptide initial tout en le protégeant de la dégradation (Handa et al., 1981).
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Le remplacement isostérique du lien amide par une liaison peptidique réduite
y[CH,;NH] a été décrit pour la premiére fois en 1971 (Atherton et al., 1971). Par la suite, un
analogue de la rénine contenant une liaison peptidique réduite a €t¢ montré comme étant un
puisant inhibiteur de la rénine (Szelke et al., 1982). Cet analogue constitue une approche
intéressante pour le design d'inhibiteurs d'enzyme bioactifs. En plus de son potentiel a limiter
la dégradation enzymatique et d’augmenter 1’hydrophilie, le lien amide réduit, lorsqu’il est
introduit dans des hormones, peut également conduire a des antagonistes (Martinez et al.,
1985 ; Coy et al., 1988). La procédure pour introduire une liaison amide réduite est bien
¢tablie et relativement facile tant en solution qu’en synthese sur phase solide. Il a ét¢ montré
que l’entit¢ -CH,NH- est isostere de 1'état de transition tétrahédrique formé pendant
I'hydrolyse d'une liaison amide et est donc liée a lI'enzyme plus fermement que le substrat
(Lienhard, 1973). L'introduction d'un groupe amino qui pourrait &tre protoné dans les
conditions physiologiques peut aussi influencer l'interaction avec le récepteur et augmenter la
solubilité dans les systémes aqueux. Les études de RMN 'H et °C ont montré que les
modifications produites par le remplacement de -CONH- par -CH,NH- sont localisées autour
de cette entité. Cependant, comme une liaison peptidique induit une certaine rigidité a la
molécule, son remplacement par une liaison réduite augmente la flexibilité.

Une des caractéristiques du remplacement d’une liaison amide par Wy[CH,NH] est
l'introduction d'un nouveau site basique et la protection de 1'amine secondaire peut étre exigée
pendant I'¢longation peptide. Pourtant, il a ¢ét€ montré par Sasaki et al. que le
substitut y[CH,NH] est généralement résistant a 1’acylation, excepté pour l'incorporation du

résidu Gly, sans doute en raison d'un facteur stérique (Sasaki et al., 1987).

V.3.2. Peptoides

Le concept et la synthése de peptoides comme molécules actives ont été pour la
premicre fois décrits par Simon et al., 1992. La chaine latérale située sur le carbone o est
déplacée d’une position sur le groupement amine de la liaison amide (Figure 27). Les
peptoides peuvent étre considérés comme des oligoglycines N-substituées.

La structure particuliere des peptoides leur confeére une treés grande stabilité. En effet,
les protéases ne reconnaissent pas ces liaisons amides N-substituées. Les peptoides présentent
une plus grande flexibilité structurale que les peptides et peuvent ainsi facilement reconnaitre
la protéine cible. De plus, I’absence d’hydrogéne amide empéche la formation de liaison

hydrogéne et minimise ainsi la formation de structures secondaires. Cette caractéristique
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augmente 1’espace conformationnel des peptoides mais peut affecter leur activité biologique si

cette derniere nécessite une structure particuliere (Adessi et Soto, 2002).
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Figure 27 : (a) Modéles de peptide naturel, (b) modéle de peptoide.
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Cette stratégie est utilisée pour synthétiser des antagonistes du récepteur a

I’endothéline (Dasgupta et al., 2001).

V.3.3. Azapeptides et azatides

Les azapeptides sont des molécules dont un ou plusieurs carbones o sont remplacés
par un atome d’azote. Lorsque tous les carbones a sont remplacés ces molécules sont
appelées azatides. Ces molécules sont décrites comme étant enzymatiquement plus stables
que les peptides et sont couramment utilisées comme des inhibiteurs de protéases.

Un azapeptide (BMS-232632) a été décrit comme étant un puissant inhibiteur d’une
protéase impliquée dans le clivage d’une protéine virale précurseur du virus HIV-1. Une étude
a montré que ce composé est plus sélectif et moins toxique que d’autres composés ayant la
méme cible (Robinson et al., 2000). Cet inhibiteur de la protéase du VIH a été commercialisé
en France par Bristol-Meyer-Starib sous le nom de Reyataz® en mars 2004 (DCI:
Atazanavir). Du fait de sa structure, il est également classé parmi les peptidomimétiques
(Figure 28).

D’autres azapeptides ont été utilisés comme inhibiteurs de protéases telles que
I’angiotensine, la chymotrypsine, la subtilisine, la cathepsine, 1’¢lastase, la papaine, le virus
de I’hépatite C (Adessi et Soto, 2002 ; Bailey ef al., 2004 ; Verhelst et al., 2006 ; Wieczerzak
etal.,2007).
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Figure 28 : Structure chimique du Reyataz® (Atazanavir, BMS-232632).

V.4 Peptidomimétiques

Un peptidomimétique (ou analogue non peptidique) est une petite molécule qui mime
I’activité biologique d’un peptide sans en avoir sa nature chimique. Ces molécules ont
souvent un poids moléculaire inférieur a 700 Da et présentent couramment une
biodisponibilité et une stabilit¢é métabolique suffisantes pour une administration orale.
Cependant ces composés révelent souvent des problémes de toxicité, de solubilité et de
spécificité en comparaison aux peptides naturels ou modifiés (Adessi et Soto, 2002).

Les peptidomimétiques peuvent étre réalis€s soit par un design rationnel, soit par un
criblage a haut débit :

- L’élaboration rationnelle de peptidomimétiques implique de connaitre la structure
peptidique ainsi que les groupements chimiques responsables de ’activité biologique. Le but
est de synthétiser une molécule assez rigide pour qu’elle n’adopte qu’une seule conformation
majeure et possede le groupe chimique actif dans la méme orientation que le peptide d’intérét.
I1 est treés difficile de construire un peptidomimétique analogue de peptide possédant plus de
quatre résidus d’acides aminés par cette méthode rationnelle (Moore, 1994).

- La méthode de criblage a haut débit est beaucoup plus utilisée pour 1I’élaboration de
peptidomimétiques (al-Obeidi ef al.,, 1998). En effet, il existe de nombreuses

banques de données de peptidomimétiques.
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Chapitre Il : Etude comparative de la TPC versus TPC-Ahx-ATWLPPR in vitro et in vivo

I. Résumé

Au laboratoire, 1l avait été préalablement démontré que la TPC-Ahx-ATWLPPR se liait
a NRP-1 et que le PS conjugué était beaucoup plus efficace que le PS seul (TPC) sur les
HUVEC (human umbilical vein endothelial cell) exprimant NPR-1 (Tirand et al., 2006). Pour
quantifier I’implication de NPR-1 dans D’incorporation cellulaire de la TPC-Ahx-
ATWLPPR, nous avons développé une lignée dont I’expression de NRP-1 a été diminuée par
une technique d’ARN interférence dont la méthodologie est développée dans le chapitre V.
Nous avons mis en évidence une diminution statistiquement significative (environ 60 %) de
I’incorporation de la TPC-Ahx-ATWLPPR pour la lignée knockdown obtenue par ARN
interférence.

La validation de la sélectivité in vivo a ét¢ évaluée chez la souris nude xénogreffée en
ectopique par un gliome malin humain. Par un marquage immunohistochimique des cellules
endothéliales, nous montrons que seul le PS conjugué permet une accumulation sélective 4 h
apres administration i.v. au niveau de I’endothélium vasculaire tumoral.

Afin de valider I’apport de la conjugaison a I’heptapeptide sur I’efficacité in vivo de la
stratégie anti-vasculaire, nous avons effectué un suivi de croissance tumorale aprés PDT
comparant la TPC et la TPC-Ahx-ATWLPPR, dans les conditions optimales déterminées par
les résultats du plan d’expériences (Tirand et al., publication soumise, présentée en annexe du
manuscrit). L'efficacit¢ photodynamique du conjugué a induit un retard de croissance
statistiquement significatif par rapport au PS libre.

Afin de valider la réponse vasculaire de I’approche, nous avons réalisé un suivi de
I’évolution du flux sanguin pendant le traitement. Seul le conjugué a induit des variations

de flux sanguin d’environ 50 % pendant le traitement.

II. “Peptide-conjugated chlorine-type photosensitizer binds

neuropilin-1 in vitro and in vivo”
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Thomas N., Bechet D., Tirand L., Becuwe P., Vanderesse R., Frochot C., Guillemin F.,

Barberi-Heyob M.
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Abstract

The strategy developed aims to favor the vascular effect of photodynamic therapy (PDT) by
targeting tumor vasculature. This approach is considered by coupling a photosensitizer (PS) to
an heptapeptide targeting neuropilin-1 (NRP-1). We previously demonstrated that this new
conjugated PS, which binds to recombinant NRP-1 protein, was a much more potent PS
compared to the non-conjugated PS in human umbilical vein endothelial cells (HUVEC)
expressing NRP-1, due to the coupling of the peptide moiety. To argue the involvement of
NRP-1 in the conjugated PS cellular uptake, MDA-MB-231 breast cancer cells were used,
strongly over-expressing NRP-1 receptor, and we evidenced a significant decrease of the
conjugated PS uptake after RNA interference-mediated silencing of NRP-1. In mice
xenografted ectopically with U87 human malignant glioma cells, we demonstrated that only
the conjugated PS allowed a selective accumulation in endothelial cells lining tumor vessels.
Vascular endothelial growth factor (VEGF) plasma and tumor levels could not prevent the
recognition of the conjugate by NRP-1. The vascular effect induced by the conjugated PS,
was characterized by a reduction in tumor blood flow around 50% during PDT. In vivo, the
photodynamic efficiency with the conjugated PS induced a statistically significant tumor
growth delay compared to the non-coupled PS. The peptide-conjugated chlorin-type PS

uptake involves NRP-1 and this targeting strategy favors the vascular effect of PDT in vivo.
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Keywords : targeted phototherapy, vascular effect, neuropilin-1, siRNA, peptide, glioma-

bearing nude mice

1. Introduction

The selectivity of photodynamic therapy (PDT) as an anti-cancer treatment relies on
the local generation of cytotoxic reactive oxygen species in the tumor tissue, due to both
preferential uptake of the photosensitizer (PS) and subsequent localized light irradiation. Until
now, most of the efforts in the development of tumor targeting-PSs have focused on the
targeting of markers over-expressed by tumor cells themselves. However, PDT effects are
mediated not only through direct killing of tumor cells but also through indirect effects,
involving both initiation of an immune response against tumor cells and destruction of the
vasculature.

Vascular-targeting therapy is a promising strategy in cancer treatment that has received
considerable attention [1,2]. Although vascular damage has long been known to contribute to
the overall PDT treatment effect [3,4], intentional use of this approach based on the PS
pharmacokinetics to maximize clinical effect is a much recent consideration, beginning with
the use of Visudyne® for age-related macular degeneration treatment. Following this success,
the PDT vascular targeting regimen with a short drug-light interval (DLI) has been used in
combination with another photosensitizing agent Tookad® [5]. Thus, passive targeting of
tumor vasculature based upon the temporal confinement of an intra venous (i.v.) injected PS is
practically the most effective approach to targeting tumor blood vessels. Although there are a
variety of potential tumor vascular markers that can be exploited for the selective vascular
targeting using tumor vasculature homing molecules, a marker that is exclusively specific for
tumor vasculature has not yet been found [6].

In order to potentiate the vascular effect of PDT, receptors specifically expressed by
angiogenic vascular endothelial cells, such as receptors to vascular endothelial growth factor
(VEGF), can be suggested as molecular targets. We previously described the conjugation of a
PS (5-(4-carboxyphenyl)-10,15,20-triphenyl-chlorin, TPC), via a spacer (6-aminohexanoic
acid, Ahx), to an heptapeptide (ATWLPPR), specific for the VEGF receptor neuropilin-1
(NRP-1). This targeted PS (TPC-Ahx-ATWLPPR) proved to be very efficient in HUVEC,
compared to its non-conjugated counterpart TPC. We also evidenced in vitro by competition
experiments in HUVEC [7] and in vivo by biodistribution studies in nude mice xenografted

with U87 human malignant glioma [8,9] that a part of the accumulation of the conjugated PS
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was related to non-neuropilin-dependent mechanisms, involving either other VEGF receptors
or non-specific mechanisms. Taking advantage of RNA silencing techniques known as RNA
interference (RNA1), we have selectively silenced NRP-1 expression in MDA-MB-231 breast
cancer cells to provide the evidence for the involvement of NRP-1 expression in TPC-Ahx-
ATWLPPR cellular uptake. We also observed in vivo the vascular effect by measuring the
tumor blood flow during PDT using both conjugated and non-conjugated PSs.

2. Experimental
2.1. Photosensitizers

TPC was purchased from Frontier Scientific (Logan, UT). TPC-Ahx-ATWLPPR was
synthesized and purified as described previously [7,8]. Stock solutions in dimethylsulfoxide
(2 mM) were used. The PSs were diluted in polyethylene glycol (PEG) 400/ethanol/water
(30:20:50, v/v/v) to the concentration required for i.v. injection to mice (200 pL/25 g body
weight). Concentrations were checked using a Perkin-Elmer UV-visible spectrophotometer

(Lambda 2, Courtabceuf, France), using the molar extinction coefficients reported previously

[7].

2.2. Binding of TPC versus TPC-Ahx-ATWLPPR to recombinant NRP-1 protein

Neuropilin-1 was obtained from R&D Systems (Lille, France), as recombinant
chimeric protein. The surface of Maxisorp microplates (Dutscher) was coated with NRP-1 (2
png/mL) in phosphate buffered saline (PBS), overnight at room temperature. The plates were
blocked with PBS containing 0.5% bovine serum albumin (BSA, blocking buffer) during 1 h
at 37°C, to prevent non-specific interactions. Binding of the PSs to NRP-1 was assessed using
5 ng/mL of biotinylated VEGF¢;s (R&D Systems) in blocking buffer containing 2 pg/mL
heparin. Biotinylated VEGF 65 was added to the coated wells, in competition with an excess
of TPC-Ahx-ATWLPPR or TPC, alone without any addition (negative control) or unlabelled
VEGF 45 as positive control (0.5 pg/mL, R&D Systems). In the case of TPC-Ahx-ATWLPPR
or TPC (1 mM), 0.5% Tween-20 was added to the blocking buffer in order to allow for their
solubilization. After a 2 h-incubation at room temperature, the plates were washed and the
amount of bound biotinylated VEGF,ss stained with streptavidin horseradish peroxidase
conjugate (R&D Systems) and assayed. After 20 min at room temperature, reaction was

stopped by the addition of Stop Solution (R&D Systems). Optical densities were measured at
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450 nm. Results were expressed as relative absorbance to wells containing only blocking

buffer. Three wells per condition were used.

2.3. Cell lines and culture

For in vitro experiments, MDA-MB-231 human breast cancer cells were purchased
from American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). Cells were
maintained in minimum essential medium supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS),
1% antibiotic/antimitotic solution. They were cultured in 75 cm® flasks and incubated in 5%
C0O,/95% humidified air at 37°C. U887 human malignant glioma cells (ATCC, HTB-14) were
used for in vivo experiments as described previously [9]. Cell culture materials were
purchased from Costar (Dutscher, Brumath, France). All other chemicals were purchased

from Sigma (Saint Quentin Fallavier, France), unless otherwise stated.

2.4. NRP-1-siRNA vector and transfection

RNA silencing technique known as RNAi was used, as described previously [12].
Small interfering RNA (siRNA) oligonucleotides were obtained from Eurogentec in a purified
and annealed duplex form. The sequences targeting the human NRP-1 gene are: 5’-
GAGAGGTCCTGAATGTTCC-3> (sense) and 5 -GGAACATTCAGGACCTCTCC-3’
(antisense). Scrambled siRNA  with  the following sequence : 5-
UUAAACUUCAGCCCAGUGA-3" (sense) and 5 -CAGUAAACGCCGUCUUAUA-3’
(antisense) was used as control. Double strand DNA oligonucleotide encoding the effective
siRNA in the knockdown of NRP-1 was synthesized with a loop sequence TTCAAGAGA
and a RNA pol III terminator sequence consisting of a 6 poly T. This double strand DNA
oligonucleotide was cloned into the RNAi-ready pSIREN vector (BD Biosciences Clontech)
between the BamHI and EcoRI restriction sites with the U6 promoter. This vector contains a
puromycin resistance gene for the selection of stable transfectants. A unique Xba I restriction
site was placed downstream of the terminator sequence for restriction digest analysis to
confirm the presence of the cloned insert. Four pg of pSIREN/NRP-1-siRNA vector or
pSIREN empty vector were used for stable transfection of MDA-MB-231 cells with jetPEI™
transfection reagent, according to the manufacturer’s instructions (Eurogentec). The MDA-
MB-231 clones were selected with 0.5 pg/mL of puromycin for 3 weeks.

Single colonies were isolated and then screened for levels of the expression of NRP-1

protein by reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) and Western blot
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analyses. Five days before the experiments, the cells were placed into complete medium

without puromycin supplement.

2.5. Proteins extraction and western blotting analysis

Cells (MDA-MB-231 clones) were collected by scraping, washed with ice-cold PBS
and treated with lyses buffer, containing 10 mM Tris—HCIl (pH 7.4), 1% CHAPS (3-[(3-
cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate), 2 mM ethylene diamine tetraacetic
acid (EDTA) and 1 mM phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF) for 30 min on ice, and
further centrifuged at 15,000 g for 20 min at 4°C. Total protein concentration was determined
using the DC Protein Assay (Bio-Rad, Marnes-la Coquette, France), according to the
manufacturer’s instructions. Protein samples (25 pg) were heated to 95°C for 7 min in the
presence of 5% 2-mercaptoethanol, chilled on ice and separated on a 7.5% denaturing
polyacrylamide gel, followed by electrophoretic transfer to polyvinylidene difluoride
membranes. Membranes were blocked with 5% (w/v) non-fat dry milk in Tris-buffered saline
containing 0.1% (v/v) Tween-20 (TBST), overnight at 4°C. Membranes were then incubated
for 1 h with polyclonal anti-NRP-1 (sc-7239, Santa Cruz Biotechnology, Tebu, Le Perray en
Yvelines, France), diluted 1:200 in 5% (w/v) nonfat dry milk in TBST. After several washes,
the blots were incubated with secondary anti-goat antibody linked to horseradish peroxidase
(Donkey Anti-goat IgG-HRP sc-2020, Santa Cruz, 1:2000). Bound antibody was detected
using the ECL detection system (Amersham Biosciences, Orsay, France) and visualized by
autoradiography. To ensure equal loading of proteins, blots were subsequently stripped and
probed with a polyclonal anti-tubulin (sc-9104, Santa Cruz Biotechnology), using the

procedure described above.

2.6. RNA Isolation and RT-PCR analysis

Isolation of total RNA was performed using TRIzol Reagent (Invitrogen).
Complementary DNA (cDNA) synthesis was performed with 1 pg of total RNA in a reaction
volume of 20 pL containing 4 pL. of BioRad reaction mixture 5X and 1 pL of BioRad Iscript
reverse transcriptase (Iscript cDNA synthesis kit BioRad) and incubated 5 min at 25°C, 30
min at 45°C and 5 min at 75°C in a thermocycler Eppendorf. Each sample was stored at -
20°C.

PCR reactions were performed with 2 uL of the cDNA mixture in a volume of 20 pL
containing 0.5 uM of each 5’- and 3’- primers, 1.6 pL dNTP 2.5 nM (Kit In vitrogen dNTP
Set), 2 uL Buffer 10X, 0.6 uL MgCl, 50 mM and finally 0.2 pL of Taq DNA polymerase (Kit
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In vitrogen TaqgDNA pol). The primer sequences were as follow : NRP-1, 5’-
ATGGAGAGGGGGCTGCCG-3’ (sense), 5’- CTATCGCGCTGTCGGTGTA-3’ (antisense)
[13] ; GAPDH, 5 -TGGGGAAGGTGAAGGTCGGA-3> (sense) and 5’-
GGATCTCGCTGCTGGAAGA-3’ (antisense) [14]. Tubes were incubated for amplification
for 15 min at 95°C, 1 min at 55°C and 1 min at 72°C for cycle 1 (Thermocycler Eppendorf).
For cycle 2 to 29 : 30 s at 95°C, 1 min at 55°C and 1 min at 72°C. For cycle 30 : 30 s at 95°C,
1 min at 55°C and 10 min at 72°C. GAPDH and NRP-1 products were analyzed using 1%
agarose gel electrophoresis with 1 pg/mL ethidium bromide. Quantifications were performed

by ultraviolet transillumination using Gel Doc EQ (BioRad).

2.7. Comparison of intracellular uptake between MDA-MB-231 wild-type (WT) and MDA-
MB-231 NRP-1 siRNA (NRP-1 siRNA) cells

Cells were seeded in 96 wells plate (2.10* cells/well). Two plates per cell line were
prepared. After 3 days, medium containing TPC or TPC-Ahx-ATWLPPR (5 uM) was added
for 24 h. Two plates per cell line were used, the first one to evaluate cellular viability using a
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) assay, the second plate
for intracellular incorporation. Cells were centrifuged (1,200 g ; 5 min) and re-suspended in
ethanol. Photosensitizers were extracted by a 10 min-sonication (Branson 1200, Roucaire
Instruments Scientifiques, Les Ulis, France). Cell debris were removed by centrifugation
(3,500 g ; 15 min). Fluorescence (recorded at 652 nm following excitation at 415 nm) was

measured on a flx-Xenius spectrofluorimeter (SAFAS, Monaco).

2.8. Animals and tumor model

Female athymic Foxnl nude mice (nu/nu) were used for this study (Harlan, Gannat,
France). Animal care and studies were performed according to the European convention for
the protection of Vertebrate Animals used for Experimental and other Scientific Purposes, EU
directives and The Law on Statute on Animal Experiments in France. All experimental
protocols were approved by the Committee for Care and use of Animals in Experiments at
Nancy-University. Mice (6-7/cage) were maintained in standard cages in isolators. Animals
were housed with 12 h light/dark cycle at 22-24°C and 50% humidity, and they were
administered with the diets and water ad [ibitum. The mice were used for tumor implantation
when they were 7-9 weeks old (20-25 g). They were anesthetized using an intra peritoneal
injection of a mixture of ketamine (Ketalar®, Panpharma, Fougeres, France) and xylazine

(Rompun®, Bayer Pharma, Puteaux, France) at a dose of 60 mg/kg and 8 mg/kg, respectively.
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The model of human malignant glioma was obtained using U87 cells as described previously
[15]. Tumors were treated when they reached a treatment size of 5£1 mm geometric mean

diameter (15+5 days after tumor grafting).

2.9. ELISA tests detecting human VEGF (secreted by U87 tumor cells) and murine VEGF
(secreted by host cells, e.g. macrophages)

Protein expressions of murine and human VEGF were assessed using sandwich
ELISA. Assays were performed by means of a commercial quantitative immunoassay kits for
human (DVEO00, Research & Diagnostic Systems, Minneapolis, MN) and mouse (MMV00,
R&D Systems) VEGF. Analyses were carried out according to the manufacturer's protocol
using VEGF standards ranging from 15.6 to 2 000 pg/mL (human VEGF) and from 7.8 to 500
pg/mL (mouse VEGF). All samples (plasma and tumor tissue) were analyzed in duplicate in
the same assay. Blood samples, obtained by cardiac puncture of mice under anesthesia, were
collected in Vacutainer® containing ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA, Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ) plasma separating tubes and centrifuged at 4°C. Plasma was
immediately pooled, aliquoted, frozen, and stored at -70°C until assayed. Tumor tissue
extracted was rinsed with ice-cold PBS and sectioned with scalpel. Fragments were
centrifuged at 100 g for 10 min. For whole-cell lysates, tissue fragments were resuspended in
cold lysis buffer (20 mM Tris, pH 7.5/137 mM NaCl/100 mM NaF/10% glycerol/1% Nonidet
P-40/1 mM Na,VO,, supplemented with 1 mM PMSF/10 pg/mL aprotinin/10 pg/mL
leupeptin).

2.10. Fluorescence imaging of PSs and vascular endothelium

The intra tumoral distribution of the PSs was investigated by using their fluorescence
emission properties, and colocalization with angiogenic endothelial cells. Post i.v. injections
of 1.75 pmol/kg of TPC-Ahx-ATWLPPR or TPC, tumor biopsy samples were excised from
the animal under reduced light conditions (to minimize potential photobleaching of the PSs).
The tumor was coated with Tissue-Tek® OCT (Sakura Firetek, Torrance, CA, USA) and
placed first in liquid nitrogen-cooled isopentane for at least 40 s, to completely freeze the
biopsy, and, afterwards, placed at -80°C. The sample was mounted on the cryotome and
sections that were approximately 5-7 pm thick were cut. The distribution of the PS was
determined by imaging the sample immediately using a fluorescence microscope [excitation
filter microscope (Provis AX-70 Olympus, Rungis, France) with an excitation filter (band

pass 440-480 nm), a dichroic mirror (570 nm), and an emission filter (high pass 590 nm)].
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Immediately after the TPC-Ahx-ATWLPPR tumor tissue localization, the
immunohistochemical analysis of endothelial cells distribution was undertaken on the same
sections. The sections were fixed 2-3 min in a buffer (Tris-HCI 0.1 M, pH 7.4, 3.2 mM
calcium acetate, 22.8 mM zinc acetate, 36.7 mM zinc chloride). The slides were air-dried,
followed by washing in isotonic PBS-Tween (pH 7.4, 0.1% Tween 20). The sections were
incubated for 2-3 h at room temperature with the primary antibody [1:20 dilution of rat anti-
mouse CD31 (Pharmingen/BD Biosciences, Le-Pont-de-Claix, France) in PBS pH 7.4 with
0.1% (m/v) sodium azide, 0.06% (m/v) N-ethyl-maleimide, 1% (m/v) BSA, 30% (v/v)
glycerol]. After washing the slides with PBS-Tween, the sections were incubated for 1 h with
the secondary antibody (1:400 dilution in PBS-Tween of mouse pre-adsorbed, biotinylated
rabbit anti-rat IgG, Clinisciences, Montrouge, France), followed by three washes with PBS-
Tween. The sections were then incubated 1 h at room temperature with a fluorescent
streptavidin complex (1:4000 dilution in PBS-Tween20 of Streptavidin-Alexa Fluor 488,
Invitrogen, Cergy-Pontoise, France). The slides were placed back on the microscope stage
and the stage set at the previous co-ordinates and the same field of tissue previously imaged
for photosensitizer distribution was brought into view. The distribution of CD31 in the
sections was then visualized by fluorescence on the same microscope (excitation band-pass
filter 460-490 nm, dichroic mirror 505 nm and emission band-pass filter 510-550 nm). Images

for all sections were taken under the same microscope gain settings.

2.11. Blood flow during PDT

The measurement of tumor blood flow was performed with an Oxyflo 2000 Laser Doppler
flowmeter (Oxford Optronix Ltd., UK) and using flexible fiber implantable probes (Oxyflo
MSF 100 XP). A relative measure, the blood perfusion unit (BPU), was the output of the
flowmeter and is representative of local flow at the distal tip of the probes. Before the
experiment, all probes were calibrated by way of the kit supplied by the manufacturer. The
ongoing standardization also followed the manufacturer's procedures. A low light power (<0.5
mW) was applied by a laser diode integrated into the system. The wavelength of 830 nm
enables to follow front blood flow, during and after PDT. Measurements were representative
of a volume of 0.3-0.5 mm’ near the probe and was recorded 5 min before the beginning of
PDT during PDT and 10 min after treatment. When the mouse was sacrificed the value of the
residual flow obtained after stabilization of the signal was indicated “the physiological zero”.
This value was withdrawn from the whole of the measured values and the results was

presented in the form of percentage compared to the flow before PDT.
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2.12. PDT efficiency in vivo

In practice, the four factors that are usually considered for PDT treatment are : the
administered PS dose, DLI, light fluence and light fluence rate. To limit the number of
experiments to be carried out, in our approach a DLI of 4 h was selected, corresponding to
relevant conjugated PS levels in tumor, low conjugated PS levels in skin and low degradation
of the peptidic moiety [8,9]. By fixing this parameter, the determination of the optimal PDT
dosimetry was expressed as the optimal choice of the three remaining factors (PS dose, light
fluence and fluence rate), i.e. selection of values leading to an optimal PDT response.
Response surface methodology was previously suggested as a rational solution to select in
vivo PDT conditions with this new peptide-conjugated PS targeting NRP-1 [11]. A Doehlert
experimental design was selected to model effects and interactions of PS dose, fluence and
fluence rate on the growth of U87 human malignant glioma cells xenografted in nude mice
using a fixed drug-light interval. With only 13 experimental conditions tested, an optimal
PDT condition was selected (PS dose: 2.80 mg/kg (1.75 pmol/kg); fluence: 120 J/em?;
fluence rate: 85 mW/cm?) [11]. 2.80 mg/kg of PSs was injected to the mice via the tail vein.
The mice were kept in the dark for 4 h, and anesthetized as described above. Irradiation of
tumors was carried out at 652 nm, using a dye laser (SpectraPhysics 375B, Les Ulis, France),
pumped with an argon laser (Spectra-Physics 2020). Light was delivered through an optical
fiber (HCG type, SEDI Fibres Optiques, Courcouronnes, France), and a light distributor
(Frontal Diffuser FDI, Medlight SA, Ecublens, Switzerland) for a perfectly homogeneous
illumination of the spot and illuminated the tumor surface over a 1-cm diameter beam spot.
The incident fluence rate on the tumors (from 50 to 150 mW/cm?®) was evaluated using an
optical power meter (SP407, SpectraPhysics). The time of irradiation was adjusted to reach
the required total light fluence (comprised between 10 and 150 J/cm®). At least nine mice
were used for each condition. For the comparison of PDT efficacy using TPC and TPC-Ahx-
ATWLPPR, the protocol was similar to the one described above, and the control and
treatment groups were as followed :
Light-only control group. Mice were injected with PEG 400/ethanol/water (30:20:50, v/v/v)
intravenously, and were irradiated 4 h later (120 J/cm?, 85 mW/cm?).
TPC-only control group. Mice were injected with TPC (1.75 pmol/kg) intravenously, and
were not irradiated.
TPC-Ahx-ATWLPPR-only control group. Mice were injected with TPC-Ahx-ATWLPPR

(1.75 pmol/kg) intravenously, and were not irradiated.
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TPC treatment group. Mice were injected with TPC (1.75 umol/kg) intravenously, and were
irradiated 4 h later (120 J/cm?, 85 mW/cm?).

TPC-Ahx-ATWLPPR treatment group. Mice were injected with TPC-Ahx-ATWLPPR (1.75
umol/kg) intravenously, and were irradiated 4 h later (120 J/cm?, 85 mW/cm?).

Following PDT, tumor diameter was measured three times a week in two orthogonal
directions using an electronic caliper, and tumor volume (V) was calculated using the
formula :

V = (length x width?®) /2
Measurements were carried out during 2 months, or until tumors reached a size of 1 cm3, at

which time mice were sacrificed by cervical dislocation.

Statistical analysis

Unless otherwise indicated, all data are mean values + standard deviation (s.d.)
calculated from at least three independent experiments. Mann and Whitney U test was used to
test for the significant level between independent variables. The level of significance was set
to P<0.05. Efficacy of PDT according to the response surface methodology was presented
with the Kaplan-Meier model, considering the percentage of tumors not having reached 5 and
10 times their initial volume as the end-point. Statistical analysis was conducted through the

log-rank test.

3. Results

3.1. Only TPC-Ahx-ATWLPPR binds to recombinant NRP-1 protein

The unconjugated PS (TPC) at 1 mM did not displace biotinylated VEGF 45 binding
bound. On the contrary, binding of biotinylated VEGF¢s to recombinant NRP-1 protein was
displaced by both VEGF,¢s and TPC-Ahx-ATWLPPR (Fig. 1). As VEGF,¢s binding to its
receptors is heparin dependent, the competitive binding experiments were always carried out

in the presence of heparin (2 pg/mL).
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Figure 1. Binding of TPC and TPC-Ahx-ATWLPPR to NRP-1 protein. Binding of biotinylated VEGF (5
ng/mL ; 110 pM) to recombinant chimeric NRP-1 protein in the presence of 2 pg/mL heparin was evaluated
without any addition as negative control, in the presence of VEGF as positive control (0.5 pg/mL), TPC (1 mM),
or TPC-Ahx-ATWLPPR (1 mM). Data points show the mean + s.d., n = 3.

3.2. NRP-1 knockdown leads to a decrease in TPC-Ahx-ATWLPPR cellular uptake

To precise the role of NRP-1 receptor in the cellular uptake of the conjugated PS, we
applied RNA interference technology to knockdown the overexpression of NRP-1 protein in
the wild-type (WT) MDA-MB-231 cells. SIRNA, targeting a sequence of NRP-1 mRNA, was
transfected into WT cells and the NRP-1 protein level was analyzed by immunoblotting (Fig.
2¢). SiRNA was able to decrease the protein expression of NRP-1. The selected clone
exhibited approximately 2.3-fold lower NRP-1 protein expression than the control WT. No
significant difference was observed between MDA-MB-231 WT cells and MDA-MB-231
cells transfected with the scrambled siRNA (Fig. 2¢). The decrease in protein expression was
also associated with a decrease in the level of mRNA in NRP-1 siRNA cells which display a
1.8-fold decrease in NRP-1 relative expression ratio (RER; Fig. 2a and 2b).
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Figure 2. Reduced expression of NRP-1 by siRNA in wild-type MDA-MB-231 cells (WT) and in MDA-
MB-231 NRP-1 siRNA cells (NRP-1 siRNA). (a) Total RNA was extracted from cells, then subjected to semi
quantitative RT-PCR analysis. The relative levels of NRP-1 mRNA were normalized to those of GAPDH
mRNA. (b) Relative band intensities for RT-PCR were quantified by densitometry. Data from RT-PCR analysis
are expressed as the ratio for NRP-1 mRNA levels/GAPDH mRNA levels. (Data bars show the mean + s.d., n =
3). Statistically significant difference from the RER values for WT cells and NRP-1 siRNA is indicated. *,
P<0.05. (c) Proteins were analyzed in the total protein extracted from cells by Western blot, using either a
tubulin or NRP-1-specific polyclonal antibody. Results are representative of three independent experiments.
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Figure 3. Uptake of TPC-Ahx-ATWLPPR in wild-type MDA-MB-231 cells (grey bars) and in MDA-MB-
231 NRP-1 siRNA cells (white bars) according to incubation times. Cells were incubated with the PS at 5.0
pM. Cellular fluorescence intensities after extraction were measured at 652 nm following excitation at 415 nm
(data points show the mean + s.d., n = 12). *, P <0.05.
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The cellular uptake of TPC, used as a reference, and of TPC-Ahx-ATWLPPR, was
examined at a non-cytotoxic concentration of 5.0 uM [7]. A statistically significant decrease
of TPC-Ahx-ATWLPPR cellular uptake after RNA interference-mediated silencing of NRP-1
was evidenced only for the conjugated PS (Fig. 3).

3.3. VEGF plasma levels can not hinder the recognition of TPC-Ahx-ATWLPPR by NRP-1

In vivo, we evaluated VEGF plasma and tumor tissue concentrations in nude mice
xenografted with U87 human malignant glioma cells. As the tumor model used human cancer
cells, we performed experiments using different ELISA tests, detecting human VEGF
(secreted by U87 tumor cells) and murine VEGF (secreted by host cells, e.g. macrophages)
(Table 1). Plasma concentrations of VEGF (165 and 121 isoforms) were around 25 pg/mL
(0.5 to 0.7 pM) lower than K4 values (K4~ 10-700 pM), considering a molecular weight of 35
and 45 kDa for VEGF,; and VEGF 65 homodimers, respectively.

Table 1. Diffusible VEGF concentrations (human and murine) in plasma and in tumor tissue.

Plasma (pg/mL) Tumor (pg/mg of proteins)
Murine 25+ 5 (n=4)* 3 (n=2)
Human 23+ 36 (n=4) 330 £ 460 (n=4)

* Mean + S.D., number of independent experiments

3.4. Intra tumor colocalization with endothelial cells

At four hours post-injection, TPC-Ahx-ATWLPPR was mostly colocalized in the
endothelial cells lining the tumor vasculature (Fig. 4) whereas, at earlier times, it was mainly
located in the blood compartment. As the endothelial angiogenic cells are the intended targets,
these tumor data supported an irradiation time in the first hours post-i.v. injection of TPC-
Ahx-ATWLPPR in order to take advantage of maximal concentrations of the PS in the

endothelium.
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TPC TPC-Ahx-ATWLPPR

(a)

(b)

Figure 4. Intra-tumoral colocalization of the PSs 4 h after the intravenous injection. (a) Color composite
image of TPC or TPC-Ahx-ATWLPPR fluorescence [red]. (b) Color composite image of CD31-staining [green]
in the same region as (a). Analysis of the tumor sections after the conjugated PS administration showed that it
was mainly colocalized inside the vascular endothelium. Results are representative of two independent

experiments.

3.5. Vascular-targeted PDT efficiency in vivo

Vascular-targeted PDT (VTP) conditions were optimized for TPC-Ahx-ATWLPPR to
promote the vascular-effect. Using optimal VTP condition deduced from response surface
methodology, tumor growth curves following treatment with TPC-Ahx-ATWLPPR were
compared to growth curves with the non conjugated PS [11]. Photosensitizer dose was 1.75
umol/kg for both TPC and TPC-Ahx-ATWLPPR. Control groups (i.e. light only, TPC only
and TPC-Ahx-ATWLPPR only) were also used ; no significant difference could be observed
between these groups. Therefore the light-only control group was represented (Fig. 5). Under
the PDT conditions optimized for TPC-Ahx-ATWLPPR, no significant difference could be
observed between the control group and the TPC-treated group. On the contrary, mice treated
by PDT with TPC-Ahx-ATWLPPR showed a statistically significant efficacy, compared to
the TPC-treated group (Fig. 5).
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Figure 5. Kaplan-Meier curves of U87 tumors of control mice (no PS, light only) [black circles] or mice
treated by PDT, using TPC [white squares] or TPC-Ahx-ATWLPPR [black squares] (a) considering the
percentage of tumors not having reached 5 times, (b) 10 times, their initial volume at the end point. PDT
conditions using RSM (fluence rate=85 mW/cm?, fluence=120 J/cm?, PS dose=1.75 umol/kg). Bars, + standard
deviation (n=10, for each experimental group). Statistical analysis was performed using the log-rank test (p
values represent comparison TPC versus TPC-Ahx-ATWLPPR).

3.6. Tumor blood flow decreases significantly during PDT

According to its intra-tumoral colocalization with endothelial cells 4 h post-injection,
TPC-Ahx-ATWLPPR-mediated VTP produced selective vascular effects, including
vasoconstriction. Tumor blood flow offers the advantage of continuous blood flow monitoring
during PDT. It was measured continuously from 10 min before the start of PDT treatment
until 15 min after the conclusion of PDT. Traces of blood flow during PDT of animals with

both PSs are shown in Figure 6. In TPC-Ahx-ATWLPPR-PDT treated animals a rapid
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increase in blood flow occurred during the first 3 min of treatment (Fig. 6). For each one of
the four animals followed this increase was detected. The peak occurred within the first 5 min
of PDT and only with the conjugated PS. Following this PDT-induced increase, blood flow
decreased at about 50% of baseline, resulting in a characteristic biphasic change in tumor
blood flow [16,17]. The first minimum was reached at about 10 min after the start of
treatment, but the time to the trough varied widely among tumors. With TPC-mediated PDT

as control, minor fluctuations in red blood flow were detected during illumination (Fig. 6).
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Figure 6. Averaged traces of blood flow in PDT-treated tumors (fluence rate=85 mW/cm’, fluence=120
J/em?, PS dose=1.75 pmol/kg) (a) with TPC-Ahx-ATWLPPR, or (b) withTPC. Vertical lines indicated the
beginning of PDT treatment (light on) and the end of PDT treatment (light off), respectively. Results are
representative of four independent experiments.
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4. Discussion

We previously demonstrated by binding and competition experiments that the
heptapeptide displace VEGF¢s binding to NRP-1 [7]. The direct binding of ATWLPPR to
NRP-1 has been also shown by Starzec et al. [18]. It should be noticed that conjugation with
the spacer alone did not interfere with ATWLPPR binding on NRP-1, which was not
surprising, since coupling at the amino-terminus of ATWLPPR has already been shown to be
non-detrimental to ATWLPPR affinity for NRP-1 [19]. At first, ATWLPPR was described as
specific for KDR [20]. ATWLPPR has initially been identified by screening a phage epitope
library for affinity to an anti-VEGF 45 neutralizing monoclonal antibody, that was considered
to mimic the VEGF 45 binding site on KDR. The cell line used (KDR-expressing CHO cells)
had in fact lost expression of KDR, but constitutively expressed NRP-1 as shown later [18].

As previously described with HUVEC [7], a decrease of TPC intra-cellular
accumulation versus TPC-Ahx-ATWLPPR was also observed in MDA-MB-231 cells
strongly expressed NRP-1. In order to precisely determine the part of the increased uptake of
TPC-Ahx-ATWLPPR related to NRP-1-dependent mechanisms versus non-NRP-1-dependent
mechanisms, we used RNA interference-mediated silencing of NRP-1 in MDA-MB-231 cells.
We evidenced a significant decrease of TPC-Ahx-ATWLPPR uptake after RNAi-mediated
silencing of NRP-1 with no impact for TPC, which confirms the involvement of NRP-1 in
TPC-Ahx-ATWLPPR cellular accumulation.

Our goal is to promote the vascular effect of PDT, which is thought to play a major
part in tumor eradication [21] and, to do so, we aim at developing PS which could target
endothelial cells of angiogenic tumor vessels. We previously undertook biodistribution
studies on nude mice to assess the uptake of TPC-Ahx-ATWLPPR into different organs and
subcutaneously xenografted U87 human malignant glioma, its elimination rate and its in vivo
stability [9]. The time of 4 h post-injection corresponded, according to microscopy analyses,
to highest incorporation of the conjugated PS in endothelial cells (before that time, e.g. at 1 h
post-injection, the conjugate was mostly localized in the plasma). Conversely, TPC showed
only faint and diffuse staining in the tumor, with no specific localization in endothelial cells.
In vivo, we determined VEGF plasma and tumor levels in nude mice xenografted with U87
cells. VEGF,; et VEGF 45 intra-tumor concentrations measured (330+460 pg/mg of proteins)
are comparable with the literature [22]. Plasma concentrations (121 and 165 isoforms) were
lower than K4 values. Hence, the level of VEGF¢s in the blood compartment can not hinder

the recognition of TPC-Ahx-ATWLPPR by NRP-1.
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The antivascular effect of Photofrin®-mediated PDT has been studied [23], and many
second generation PSs also create prominent vascular responses [24]. Both invasive and non
invasive methods for investigating vascular damage during or after PDT include intravital
microscopy, laser Doppler [16,25], power Doppler and optical coherence tomography [26]. To
evaluate the relation between tumor blood flow during VTP and the type of PS used (targeted
or not), we characterized blood flow during treatment by the flow reduction rate after the
initial PDT-induced peak in flow. Few others have followed blood flow during PDT. Studies
by Pogue et al. using laser Doppler between light fractions detected PDT-induced average
decreases in blood flow [25]. Fingar ef al. used intravital microscopy to measure constriction
of the arteries of rat muscle treated with Photofrin®-PDT [23]. TPC-Ahx-ATWLPPR-
mediated PDT produced a vascular effect during treatment, including as in many instance, an
initial treatment-induced increase in tumor blood flow followed by a reduction in blood flow.
Variations of the same magnitude were found in the blood flow of light-treated control
animals and TPC-mediated PDT and only small increases in tumor temperature (<2.0°C) were
measured during PDT with both PSs. We suggest transient increases in blood flow upon
illumination may be a physiologic response to hypoxia created by photochemical oxygen
consumption. Indeed, it is known that hypoxia initiates vasodilatation in the systemic arteries
of normal tissues [27].

The conjugate-mediated VTP produces a selective vascular effect, leading to vascular
shutdown and tumor growth delay. Treatment of glioma-bearing mice with the peptide-
conjugated TPC showed a statistically significant reduction in tumor growth compared with
animals who received PDT with TPC.

In summary, the targeting strategy, using a peptide competing with VEGF 45 binding
on NRP-1, leads to a selective accumulation in endothelial cells lining tumor vessels. We
evidenced that this conjugated-PS cellular uptake was related to modification in expression
level of NRP-1 receptor. Antivascular response with the conjugate occurred rapidly, results in
an interesting tumor growth delay and suggests novel approaches for tumor treatment with
VTP. Nevertheless, using this approach, affinity for NRP-1 remains low and could be
improved. Reasons for this may include, (i) intramolecular interactions between chlorin and
peptide, and steric hindrance due to the TPC moiety, (ii) aggregation of the PS molecules. The

conception of peptide-targeted delivery system would lead to an improvement of affinity.
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Chapitre IlI : Stabilité in vitro et in vivo
de la TPC-Ahx-ATWLPPR

I. Résumé

La TPC-Ahx-ATWLPPR s’est révélée stable dans le plasma humain et le plasma de
souris in vitro a 37°C, pendant 48 h. In vivo, aucune dégradation n’est observée dans le
plasma pendant 4 h, puis la portion peptidique se dégrade progressivement, pour former TPC-
Ahx-A (caractérisé par spectrométrie de masse MALDI-TOF et suivi en HPLC). Aprés 48 h
d’incubation in vitro avec des HUVEC, la TPC-Ahx-ATWLPPR n’est pas dégradée dans le
milieu extracellulaire. En revanche, nous avons noté 1’apparition, suite a son incorporation
intracellulaire, d’un produit de dégradation principal, TPC-Ahx-A, identique au produit de
dégradation retrouvé in vivo, mais également de deux produits de dégradation secondaires
(TPC-Ahx-AT et TPC-Ahx-ATWLPP). Cette dégradation enzymatique résulte
majoritairement des peptidases lysosomales. Nous avons préalablement identifié, par
colocalisation avec divers marqueurs fluorescents d’organites et visualisation par microscopie
confocale, les lysosomes comme étant le site de localisation préférentielle de la TPC-Ahx-
ATWLPPR. In fine, notre compos¢ apparait relativement stable comparé¢ a certains peptides
présentant des temps de demi-vie limités a quelques minutes. Dans notre cas, la dégradation

observée suite a I’incorporation n’est pas génante pour notre stratégie.
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ABSTRACT:

Because angiogenic endothelial cells of the tumor vasculature
represent an interesting target to potentiate the antivascular effect
of photodynamic therapy, we recently described the conjugation of
a photosensitizer [5-(4-carboxyphenyl)-10,15,20-triphenylchlorin
(TPC)], via a spacer [6-aminohexanoic acid (Ahx)], to a vascular
endothelial growth factor receptor-specific heptapeptide [H-Ala-
Thr-Trp-Leu-Pro-Pro-Arg-OH (ATWLPPR)] and showed that TPC-
Ahx-ATWLPPR binds to neuropilin-1. Because peptides often dis-
play low stability in biological fluids, we examined the in vivo and in
vitro stability of this conjugate by high-performance liquid chro-
matography and matrix-assisted laser desorption ionization/time
of flight mass spectrometry. TPC-Ahx-ATWLPPR was stable in
vitro in human and mouse plasma for at least 24 h at 37°C but,
following i.v. injection in glioma-bearing nude mice, was degraded
in vivo to various rates, depending on the organ considered. TPC-

Ahx-A was identified as the main metabolic product, and biodis-
tribution studies suggested that its appearance in plasma mainly
resulted from the degradation of the peptidic moiety into organs of
the reticuloendothelial system. According to in vitro cell culture
experiments, TPC-Ahx-ATWLPPR was also significantly degraded
after incorporation in human umbilical vein endothelial cells
(HUVEC), mainly into TPC-Ahx-A and to a lesser extent into TPC-
Ahx-AT and TPC-Ahx-ATWLPP. TPC-Ahx-ATWLPPR mostly local-
ized into lysosomes, and when HUVEC were treated with the lyso-
somal enzymes’ inhibitor ammonium chloride, this resulted in a
significant decrease of the peptide degradation. This study pro-
vides essential information for the choice of the time of activation
of the photosensitizer (drug-light interval) not to be exceeded and
for the future design of more stable molecules.

The selectivity of photodynamic therapy (PDT) as an anticancer
treatment relies on the local generation of cytotoxic reactive oxygen
species in the tumor as a result of both preferential uptake of the
photosensitizer (PS) by malignant tissue and subsequent localized
light irradiation. Indeed, the PS, at the concentrations used for PDT,
is nontoxic in the dark and becomes photocytotoxic only when light at
an appropriate wavelength is applied. However, the tumor selectivity

This work was supported by the research funds of the French “Ligue Nationale
Contre le Cancer, Comités Lorrains.”

This work was presented in part at the 97th Annual Meeting of the American
Association for Cancer Research, Washington, DC, April 1-5, 2006.

Article, publication date, and citation information can be found at
http://dmd.aspetjournals.org.

doi:10.1124/dmd.106.013763.

of PS used in the clinic is limited because they tend to accumulate in
normal tissue (Dougherty et al., 1998). This can be improved by using
third-generation PS, which consist of PS to which a tumor-targeting
moiety is attached (Sharman et al., 2004). Among these tumor-
targeting molecules, peptides are receiving increasing interest in the
field of PDT (Schneider et al., 2006). They not only exist in a natural
form but also can be designed synthetically as novel molecules. In
addition, the effective tissue penetration of short synthetic peptides in
combination with their selective binding and internalizing capacity by
cancer cells make peptides ideal candidates for the delivery of ther-
apeutic agents such as PS (Schneider et al., 2006).

We recently reported the synthesis and in vitro efficacy of a new
peptide-conjugated PS (referred to hereafter as TPC-Ahx-ATWLPPR)
having affinity for endothelial cells of the tumor neovasculature by

ABBREVIATIONS: PDT, photodynamic therapy; PS, photosensitizer(s); TPC, 5-(4-carboxyphenyl)-10,15,20-triphenylchlorin; Ahx, 6-aminohex-
anoic acid; ATWLPPR, H-Ala-Thr-Trp-Leu-Pro-Pro-Arg-OH; VEGF, vascular endothelial growth factor; NRP-1, neuropilin-1; MALDI-TOF, matrix-
assisted laser desorption ionization/time of flight; HPLC, high-performance liquid chromatography; HUVEC, human umbilical vein endothelial
cell(s); Fmoc, 9-fluorenyl-methoxy-carbonyl; PBS, phosphate-buffered saline; EGM, endothelial growth medium; PEG, polyethylene glycol;
mTHPP, 5,10,15,20-tetrakis(m-hydroxyphenyl)porphyrin; p.i., postinjection; DLI, drug-light interval; LDL, low-density lipoprotein(s).
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METABOLISM OF A PEPTIDE-CHLORIN CONJUGATE

targeting the vascular endothelial growth factor (VEGF,5) receptor
neuropilin-1 (NRP-1) and not the type 2 VEGF receptor (VEGFR2/
KDR), as previously thought, through its peptidic moiety (Tirand et
al., 2006). TPC-Ahx-ATWLPPR displayed enhanced uptake and pho-
todynamic properties in endothelial cells compared with its noncon-
jugated counterpart TPC. Destruction of the neovasculature of tumors
may indirectly lead to tumor eradication, following deprivation of
life-sustaining nutrients and oxygen (Folkman, 1995; Dougherty et al.,
1998), and this antivascular effect is thought to play a major part in the
destruction of some vascularized tumors by PDT (Ichikawa et al.,
2005).

Despite their numerous advantages over other molecules (e.g.,
antibodies, proteins) as targeting agents, the main disadvantage of
peptides is related to their natural structural conformation, which
makes them extremely sensitive to endopeptidases and exopeptidases
present in most tissues (Adessi and Soto, 2002). As a result, they often
display low stability in biological fluids, which limits their use in
vivo. Whereas the PS moiety of TPC-Ahx-ATWLPPR is responsible
for the photocytotoxic activity of the conjugate, the peptidic part is
responsible for its selectivity. Degradation of the peptidic moiety of
the molecule would impair the selectivity of the conjugate and would
both allow it to accumulate in normal tissues, where the activated PS
could exert nondesirable photocytotoxicity, and decrease the amount
of PS delivered to targeted diseased tissues. Therefore, to optimize the
in vivo use of the new conjugate TPC-Ahx-ATWLPPR that proved
very effective in vitro (Tirand et al., 2006), we sought to investigate
its stability after i.v. injection to mice bearing NRP-1-expressing
tumors. The metabolic products were identified and quantified by
matrix-assisted laser desorption ionization/time of flight (MALDI-
TOF) mass spectrometry and reverse-phase high-performance liquid
chromatography (HPLC), respectively. Besides, to gain mechanistic
insight in the degradation process observed in vivo, the in vitro
stability of TPC-Ahx-ATWLPPR was studied in human and mouse
plasma, as well as in human umbilical vein endothelial cells
(HUVEC) that express NRP-1.

Materials and Methods

Synthesis and Purification. TPC was purchased from Frontier Scientific
(Logan, UT). Wang resin, 9-fluorenyl-methoxy-carbonyl (Fmoc)-amino acids,
and Fmoc-aminohexanoic acid were from Senn Chemicals International (Gen-
tilly, France). The side chains of threonine and tryptophan were protected by
tertio-butyl and N-tert-butoxy-carbonyl groups, respectively. The PS-peptide
conjugate TPC-Ahx-ATWLPPR (Fig. 1) was synthesized on a multichannel
peptide synthesizer according to a classical Fmoc/tertio-butyl solid-phase
methodology and purified by reverse-phase HPLC, as described previously
(Tirand et al., 2006). Stock solutions of 2 mM in dimethyl sulfoxide, aliquoted
and kept in the dark at —20°C, were used.

Chemical Characterization. Purity and chemical identity of TPC-Ahx-
ATWLPPR were assessed by HPLC and MALDI-TOF mass spectrometry
analyses, respectively, as described in corresponding paragraphs. Hydropho-
bicity/hydrophilicity properties of TPC-Ahx-ATWLPPR were determined us-
ing the distribution coefficient Dy 74 = Cocrano/Cpps Of the compound
between the two immiscible solvents n-octanol and phosphate-buffered saline
(PBS), which had previously been presaturated with each other. TPC-Ahx-
ATWLPPR was mixed with an equal volume of octanol (1.5 ml) and PBS (1.5
ml) at room temperature. The mixture was agitated during 3 h. When equilib-
rium between the two phases was achieved, the solvents were separated by
centrifugation (2500g; 5 min). The amount of PS contained in each phase was
determined by HPLC. The distribution coefficient D, ; 4 is expressed as log
(mean = S.D., n = 6).

Cell Line and Culture. For in vitro experiments, NRP-1-expressing
HUVEC, pooled from several donors, were used (Cambrex, Verviers, Bel-
gium) and routinely grown in endothelial growth medium (EGM2), as de-
scribed previously (Tirand et al., 2006).
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HN
NH;

HN
FiG. 1. Molecular structure of one of the isomers of the peptide-chlorin conjugate
TPC-Ahx-ATWLPPR. Arrows indicate the two possible sites of double-bond re-
duction during synthesis of a chlorin from a porphyrin, leading to a mixture of two
isomers.

Animals and Tumor Model. Female athymic Foxnl nude mice (nu/nu)
were obtained from Harlan (Gannat, France), were 7 to 9 weeks old, and
weighed 20 to 25 g. Animal procedures were performed according to institu-
tional and national guidelines. The model of human malignant glioma was
obtained using U87 cells, as described previously (Tirand et al., 2006).

In Vivo Metabolism of TPC-Ahx-ATWLPPR. When tumors reached a
volume of 70 = 30 mm® (15 = 5 days after tumor grafting), TPC-Ahx-
ATWLPPR (2.8 mg/kg) dissolved in polyethylene glycol (PEG) 400/ethanol/
water (30:20:50, v/v/v) was injected via the tail vein, and mice were kept in the
dark. After a time ranging from 1 to 48 h, mice were anesthetized by i.p.
injection of ketamine (Ketalar, Panpharma, Fougeres, France) at 60 mg/kg and
xylazine (Rompun, Bayer Pharma, Puteaux, France) at 8 mg/kg. Blood sam-
ples were collected in heparinized tubes (BD Vacutainer, Becton Dickinson,
Plymouth, UK) by cardiac puncture and cooled on ice, and the plasma was
separated by centrifugation (700g; 10 min) within 30 min of collection. Mice
were sacrificed by cervical dislocation, and the tissues were carefully excised,
rinsed with saline, and blotted dry. The tissues selected for dissection were
tumor, liver, kidney, spleen, and skin (removed from the back of the mice). At
least three animals were used per time point. All the samples were protected
from light. Blood, tumor, and organ samples were kept at —80°C in polypro-
pylene tubes until analysis by HPLC and/or MALDI-TOF mass spectrometry.

In Vitro Stability of TPC-Ahx-ATWLPPR. Human and mouse plasma
were obtained from whole blood of human volunteers and nude mice, respec-
tively. Mice and human blood samples were collected in heparinized tubes by
heart puncture or using an indwelling i.v. cannula placed in the arm, respec-
tively. After immediate centrifugation at 700g for 10 min at 4°C, the super-
natant (plasma) was withdrawn and frozen at —80°C in aliquots until required.
TPC-Ahx-ATWLPPR was added to prewarmed human or mouse plasma at a
final concentration of 1 uM and incubated up to 24 h at 37°C. Samples were
taken after 2, 6, and 24 h and kept at —80°C in polypropylene tubes until
analysis by HPLC.

For in vitro cell experiments, HUVEC were grown in T-25 flasks (initial
seeding concentration: 5.10* cells/ml) for 3 days. EGM2 medium (3 ml)
containing 1 uM TPC-Ahx-ATWLPPR (with or without 30 mM ammonium
chloride) (Merck Eurolab A.A., Fontenay-sous-Bois, France) was then added.
At different times, ranging from 1 to 24 h, the EGM2 cell medium was
collected. Subsequently, cells were rinsed twice with cold PBS, trypsinized,
counted, centrifuged (220g; 5 min), and kept at —80°C in polypropylene tubes
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until analysis by HPLC and/or MALDI-TOF mass spectrometry. All the
incubations were performed in triplicate.

Preparation of Samples for HPLC and MALDI-TOF Mass Spectrom-
etry Analyses. Extraction of the PS from plasma, tumor, organs, cells, and cell
medium was carried out as described previously (Barberi-Heyob et al., 2004;
Tirand et al., 2006). To remove surface blood, tissue samples (tumor, organs)
were rinsed in physiological saline, blotted dry, and weighed. They were
crushed in 500 wl of Tris EDTA molybdate buffer (10 mM Tris, 1.66 mM
EDTA, 5 mM molybdate, pH 7.4) using an Ultra-Turrax T25 device (IKA,
Labortechnik, Janke and Kunkel, Staufen, Germany). Then, all the samples
were spiked with 100 ul of 5,10,15,20-tetrakis(m-hydroxyphenyl)porphyrin
(mTHPP) (500 ng/ml in methanol) as an internal standard of extraction.
Extraction involved solvent precipitation using methanol combined with di-
methyl sulfoxide (5:0.1, v/v). Samples were then vortexed, homogenized for
30 min, and sonicated for 10 min (Branson 1200, Roucaire Instruments
Scientifiques, Les Ulis, France). Tissue and cellular debris were removed by
centrifugation (2500g; 15 min). The PS-containing organic phase was then
concentrated by evaporation at room temperature for at least 3 h with a
Speedvac apparatus (Fisher Bioblock Scientific, Illkirch, France) and resus-
pended into 200 ul of methanol.

Control (blank) plasma, tumor, organs, cells, and cell medium (i.e., con-
taining no exogenous PS) were used to determine whether endogenous con-
stituents coeluted with the PS. Calibration samples, used to construct calibra-
tion curves, were prepared by mixing plasma, tumor, organs, cells, or cell
medium with appropriate concentrations of PS. For these control and calibra-
tion samples, the PS extraction procedure was identical to that described
above.

HPLC Analysis. The chromatographic system was composed of a program-
mable solvent module (System Gold 126, Beckman Coulter, Fullerton, CA), an
autosampler injector (507e, System Gold, Beckman Coulter), and a scanning
fluorescence detector (RF-10A XL, Shimadzu, Kyoto, Japan). Analyses were
performed by reverse-phase HPLC on a C18 analytical column (250 X 4.6 mm
i.d., S-5 wm, YMC, Interchim, Montlugon, France) under isocratic elution
conditions with a mobile phase of methanol/H,O (95:5, v/v) and a flow rate of
1 ml/min. Fluorescence emission was detected at 652 nm, with an excitation
wavelength set at 416 nm. These wavelengths correspond to the maximal
intensities of the fluorescence emission and absorption spectra of TPC-Ahx-
ATWLPPR, respectively (Tirand et al., 2006). All the chemicals were of
analytical grade quality. The chromatograms were acquired and analyzed using
GOLD Nouveau software version 1.6 (Beckman Coulter). Quantitations were
based on peak areas and deduced from calibration curves.

MALDI-TOF Mass Spectrometry Analysis. One microliter of a 2,5-
dihydroxybenzoic acid solution (150 mg/ml in water/acetonitrile, 1:1, v/v) was
mixed with 1 ul of sample and spotted on the stainless steel MALDI targets.
The solvent was evaporated before insertion in the source. Mass spectra were
acquired over the range 0 to 2000 Da. Analyses were performed on a Bruker
Reflex IV TOF mass spectrometer (Bruker-Daltonic, Bremen, Germany)
equipped with the SCOUT 384 probe ion source. The system used a pulsed
nitrogen laser (337 nm, model VSL-337ND, Laser Science Inc., Boston, MA)
with a maximal energy of 400 wJ/pulse. The detector signals were amplified
and transferred to the XACQ program on a SUN workstation (Sun Microsys-
tems Inc., Palo Alto, CA). Spectra were processed with the XMass 5.1 program
(Bruker-Daltonic). External calibration of MALDI mass spectra was carried
out using sodic and potassic distribution of PEG 600 and PEG 1500 mixtures.

Intracellular Localization by Confocal Laser Scanning Microscopy.
Exponentially growing HUVEC were plated at 10° cells/well in Labtek-II
eight-chambered coverslips (Dutscher, Brumath, France). After a 48-h attach-
ment and growth period at 37°C, the cells were incubated with TPC-Ahx-
ATWLPPR (1 uM) for 24 h and specific fluorescent organelle markers
(Molecular Probes-Europe, Leiden, The Netherlands) using the procedure
adapted from the experimental protocol previously reported (Di Stasio et al.,
2005). The endoplasmic reticulum was stained by incubating cells for 30 s at
room temperature with 1 pg/ml 3,3’-dihexyloxacarbocyanine iodide. Mito-
chondria were identified after staining the cells for 30 min at 37°C with 0.5 uM
MitoTracker Green (Molecular Probes, Eugene, OR). LysoTracker Green
(Molecular Probes) was used at a final concentration of 0.2 uM for 30 min to
identify lysosomes. To visualize the Golgi apparatus, cells were labeled with
2 uM  N-(4,4-difluoro-5,7-dimethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene-3-pen-
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Fic. 2. A, HPLC chromatogram of TPC-Ahx-ATWLPPR (retention time, 21 * 3
min) after synthesis and purification, supplemented with mTHPP (retention time,
5 £ 1 min) as an internal standard. The two peaks corresponding to TPC-Ahx-
ATWLPPR arise from the presence of two isomers of the molecule as a result of its
asymmetrical character. B, MALDI-TOF mass spectrum of TPC-Ahx-ATWLPPR

after synthesis and purification (theoretical mass = 1596.81 Da, experimental
mass = 1596.83 Da).
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tanoyl) sphingosine (BODIPY FL Cs-ceramide) for 20 min at 4°C and then
further incubated in dye-free EGM2 medium at 37°C for 30 min. At the end of
the double staining, the labeling solution was removed by gentle rinsing with
EGM2 medium, and cells were imaged using a confocal laser scanning
microscope (TCS SP2-AOBS, Leica Microsystem, Wetzlar, Germany)
equipped with a 63X, numerical aperture 1.3 oil immersion objective (Leica).
A pinhole of 60.85 wm was used, and each image recorded contained 512 X
512 pixels. An argon laser was used as excitation light at 488 nm for all the
organelle probes and TPC-Ahx-ATWLPPR. Fluorescence of the organelle
probes was detected on channel 1 with a 505- to 545-nm band-pass emission
filter. Channel 2 was used to detect the red fluorescence of TPC-Ahx-AT-
WLPPR with a 640- to 660-nm band-pass emission filter. The fluorescence
images were displayed in green and red “false” colors for organelle markers
and PS, respectively.

Statistical Analysis. Unless otherwise indicated, all the data are mean
values = S.D. calculated from at least three independent experiments. Mann-
Whitney U test was used to test for the significant level between independent
variables. The level of significance was set to p < 0.05.

Results

Chemical Characterization of TPC-Ahx-ATWLPPR. The mo-
lecular structure of the conjugate TPC-Ahx-ATWLPPR is shown on
Fig. 1. The peptide-conjugated chlorin was obtained with a final
purity greater than 95%, as assessed by analytical reverse-phase
HPLC (Fig. 2A). Several peaks can be observed on the chromatogram.
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Fic. 3. A, representative HPLC chromato-
grams of plasma extracts 2 h (1) and 4 h (2)
after i.v. administration of 2.8 mg/kg TPC-
Ahx-ATWLPPR to glioma-bearing nude
mice, supplemented with mTHPP (retention
time, 5 = 1 min) as an internal standard.
Peaks eluted at shorter times (12 * 2 min)
than TPC-Ahx-ATWLPPR (21 * 3 min)
appear on the chromatograms; their inten-
sity increases as a function of the time after
i.v. injection. For chromatographic condi-
tions and extraction procedure, see under
Materials and Methods. B, MALDI-TOF
mass spectrum of plasma extracts 4 h p.i. C,
in vivo plasma stability of TPC-Ahx-AT-
WLPPR in nude mice. Plasma concentra-
tions, determined by HPLC, of TPC-Ahx-
ATWLPPR (circle) and TPC-Ahx-A
(triangle) are expressed as a function of
time p.i. (data points show the mean *
S.D., n = 3).
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The peak eluted at 5 = 1 min corresponds to mTHPP, used as an
internal standard. The double peak with a retention time of about 21
min corresponds to TPC-Ahx-ATWLPPR. The two peaks arise from
the presence of two isomers of the molecule, resulting from the
reduction of a double bond on either opposing side of the tetrapyrrolic
macrocycle. These isomers could also be observed in the commercial
TPC used for synthesis. Identity was confirmed by MALDI-TOF mass
spectrometry (theoretical mass = 1596.81 Da, experimental mass =
1596.83 Da) (Fig. 2B). The value of the octanol/PBS distribution
coefficient log D,y ;4 was equal to 2.6 = 0.2, arguing for the
hydrophobic character of TPC-Ahx-ATWLPPR.

In Vivo Plasma Stability. No degradation product of TPC-Ahx-
ATWLPPR could be observed in vivo in plasma up to 1 h after i.v.
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injection (not shown). From 2 h postinjection (p.i.), peaks with shorter
retention times (12 % 2 min) than those corresponding to TPC-Ahx-
ATWLPPR (21 * 3 min) appeared on the HPLC chromatograms of
plasma and increased as a function of time after injection (Fig. 3, Al
and A2). We identified the predominant metabolic product as result-
ing from the enzymatic cleavage of the peptide bond between the
alanyl and threonyl residues (Fig. 3B). This degradation product
(TPC-Ahx-A) was detected in plasma at all the time points from 2 h
p.i. (Fig. 3C). However, the amount of degradation product in plasma
was relatively low (less than 20% of the total amount of PS) up to 4 h
p.i.

In Vitro Stability in Plasma. To assess the involvement of the
plasma compartment in the degradation process, we followed the in
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FiG. 4. Representative HPLC chromatograms of human plasma extracts following
2h (A), 6 h (B), and 24 h (C) in vitro incubation at 37°C with TPC-Ahx-ATWLPPR
(1 uM), supplemented with mTHPP (retention time, 5 = 1 min) as an internal
standard.

vitro stability of TPC-Ahx-ATWLPPR in plasma. A concentration of
1 uM was chosen because it represents a relevant in vivo concentra-
tion. Indeed, after injection of 2.8 mg/kg TPC-Ahx-ATWLPPR in
glioma-bearing mice, the in vivo plasma concentrations of this pep-
tide-PS conjugate were in the range of 200 to 6000 ng/ml (0.1-3.8
uM) from 1 to 48 h p.i. (Fig. 3C). TPC-Ahx-ATWLPPR was stable in
vitro in human plasma up to 24 h at 37°C (Fig. 4). Likewise, no
degradation could be observed in mouse plasma up to 24 h in the same
conditions (not shown). This suggested that the degradation observed
in mouse plasma in vivo did not involve plasma peptidases.

In Vivo Biodistribution and Metabolism in Glioma-Bearing
Nude Mice. To explore the biodistribution and stability of TPC-Ahx-
ATWLPPR in tumor-bearing mice, PS concentrations were deter-

mined in the tumor and organs of mice (n = 3 or 4) at different times.
Following i.v. injection into tumor-bearing mice, PS accumulated to
the highest levels in liver and spleen (Fig. SA). It should be noted that
part of the PS quantities estimated in the liver, a highly vascularized
organ, is caused by PS present in the blood circulation because our
values have not been corrected for blood content of the tissue. More-
over, endogenous porphyrins (e.g., heme) are present at significant
levels in the liver. These porphyrins could not be completely separated
from our PS; indeed, part of their elution peaks superimposed to the
ones of our PS (i.e., similar retention times). As a result, the real PS
quantities in the liver are in fact lower than those presented in Fig. SA
but would remain much higher than the PS quantities in all the other
organs considered. Total PS levels in the tumor were higher than in
the skin at all the time points (Fig. SA).

Whereas TPC-Ahx-ATWLPPR was stable in vitro in plasma for at
least 24 h, a degradation product could be observed in vivo in plasma
(Fig. 3A2), as well as in other organs (Fig. SA). In the organs of the
reticuloendothelial system, TPC-Ahx-ATWLPPR was rapidly de-
graded, and the major part of the hydrolysis of the peptide bond(s)
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FiG. 6. In vitro stability of TPC-Ahx-ATWLPPR in EGM2 cell medium and inside
HUVEC after its incorporation. Amount of TPC-Ahx-ATWLPPR (circle) and
TPC-Ahx-A (triangle), expressed as a function of time in EGM2 medium (A) and
inside cells, after extraction (B), at different times ranging from 1 to 24 h (data
points show the mean * S.D., n = 3).

occurred in the liver (Fig. 5A). Indeed, the degradation product
represented more than 85% of the total amount of PS present in the
liver as early as 2 h p.i. TPC-Ahx-A was characterized as the main
metabolic product from liver by MALDI-TOF analysis (Fig. 5B). On
the contrary, the percentages of degradation measured at 2 and 4 h p.i.
in the tumor were inferior to 25 and 45%, respectively (Fig. 5A).
Likewise, the extent and rate of degradation in the skin were very low,
with no degradation observed up to 4 h p.i. (Fig. 5A). Therefore, the
degradation observed in vivo in the plasma likely resulted from a
release from some organs (i.e., liver, spleen) where the degradation
took place.

In Vitro Stability in Cell Medium and Endothelial Cells. TPC-
Ahx-ATWLPPR was stable in EGM2 medium up to 24 h at 37°C (Fig.
6A). No degradation product could be observed in the cell medium,
and the supernatant was progressively depleted in TPC-Ahx-AT-
WLPPR because of its high rate of uptake in HUVEC (Fig. 6A). On
the contrary, TPC-Ahx-ATWLPPR was progressively degraded inside
HUVEC into products that were still fluorescent and, therefore, po-
tentially photocytotoxic (Fig. 6B). The amount of degradation in-
creased as a function of incubation time. TPC-Ahx-ATWLPPR was
significantly degraded (p < 0.05) from 6 h after incorporation by
HUVEC. By MALDI-TOF mass spectrometry, a main degradation
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Fic. 7. MALDI-TOF mass spectrum of the PS incorporated by HUVEC following
incubation with 1 uM TPC-Ahx-ATWLPPR during 24 h after extraction.

product (TPC-Ahx-A) and two secondary metabolites (TPC-Ahx-AT
and TPC-Ahx-ATWLPP) were identified (Fig. 7).

Localization of TPC-Ahx-ATWLPPR. Intracellular localization
in HUVEC following incubation with TPC-Ahx-ATWLPPR (1 uM,
24 h) was studied using fluorescent organelle probes and confocal
fluorescence microscopy. Yellow color on merged images from in-
tracellular localization of the PS (red) and the probe (green) indicates
colocalization of both (Fig. 8). TPC-Ahx-ATWLPPR mostly localized
into lysosomes (Fig. 8 A) compared with Golgi apparatus, mitochon-
dria, and endoplasmic reticulum (Fig. 8, B-D, respectively).

In Vitro Stability of TPC-Ahx-ATWLPPR in HUVEC in Pres-
ence of an Inhibitor of Lysosomal Enzymes. Ammonium chloride is
a lysosomotropic weak base that, as such, inhibits the action of
lysosomal enzymes by increasing lysosomal pH. As shown on Fig. 9,
the addition of this inhibitor to the cell medium significantly de-
creased the percentage of intracellular degradation of TPC-Ahx-AT-
WLPPR, arguing for the role of lysosomal enzymes in the degradation
process.

Discussion

It is well known that, following its in vivo administration, a drug is
progressively cleared and/or metabolized into active or inactive me-
tabolites. The photocytotoxic activity of the TPC-Ahx-ATWLPPR
molecule is brought by the PS moiety, whereas selectivity for the
tumor neovasculature is a result of the presence of the peptidic
component. Therefore, inactive metabolites would result from the
breakdown of the macrocycle, whereas sole degradation of the peptide
would be detrimental to selectivity but would still give rise to active
molecules. Indeed, one of the main disadvantages of peptides is their
sensitivity to proteolysis, which limits their use in vivo (Adessi and
Soto, 2002). In this work, we first investigated the in vivo stability of
TPC-Ahx-ATWLPPR following i.v. injection into tumor-bearing
mice. A significant degradation could be observed in plasma from 4 h
p-i. We identified the main metabolic product as being TPC-Ahx-A.
This metabolite would very probably have lost any selectivity for
angiogenic endothelial cells that line the neovessels of the tumor
because the arginyl residue at the C terminus of the ATWLPPR
peptide has been shown to be essential for affinity for NRP-1 (Tour-
naire et al., 2001). Therefore, for future in vivo assessments of
photodynamic activity of TPC-Ahx-ATWLPPR, the drug-light inter-
val (DLI, i.e., the time interval between PS injection and its subse-
quent activation by light) should preferably, according to this study,
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FiG. 9. Percentage of degradation product inside HUVEC following incubation
with TPC-Ahx-ATWLPPR (1 uM; 6 or 24 h) with (light gray bars) or without
(white bars) lysosomal peptidase inhibitor (ammonium chloride 30 mM) treatment
as assessed by reverse-phase HPLC.

be inferior or equal to 4 h. Indeed, after that time, more than 20% of
the PS present in plasma is TPC-Ahx-A, which does not possess any
specificity for endothelial cells lining the tumor vessels, contrary to
TPC-Ahx-ATWLPPR. Using a DLI longer than 4 h would certainly
allow PS accumulation in nontargeted tissues (e.g., skin), with poten-
tial skin photosensitivity problems, but would probably not improve
much its uptake in target tissues (i.e., endothelium of tumor vessels).

The PS (TPC-Ahx-ATWLPPR and TPC-Ahx-A) accumulated at
much higher levels in the liver than in the tumor. This has also been
observed for other hydrophobic PS, including Foscan (GmbH, In-
gelheim, Germany), with tumor to liver ratios of PS concentrations as
low as 0.03 (Jones et al., 2003), but only PS present in the tumor will
be activated because of localized light irradiation. It should be noted
that PS present at the time of irradiation in plasma and endothelial
cells lining the tumor vessels, and not only in tumor cells, also play a

24.07 pm
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Fic. 8. Confocal fluorescence microscopy images of HUVEC dou-
ble-stained with TPC-Ahx-ATWLPPR (in red) and an organelle
probe (in green). A, LysoTracker Green-stained lysosomes. B,
BODIPY FL Cs-ceramide-stained Golgi apparatus. C, MitoTracker
Green-probed mitochondria. D, 3,3’-dihexyloxacarbocyanine io-
dide-stained endoplasmic reticulum.

W 2407 pm

major part in tumor eradication by PDT by inducing vascular damage
and occlusion of tumor vessels, which leads to tumor deprivation in
nutrients and oxygen (Cramers, 2003).

A variety of proteases are present in human plasma, including both
exopeptidases and endopeptidases (McDonald and Barrette, 1980,
1986). Therefore, we assessed the in vitro stability of TPC-Ahx-
ATWLPPR in mouse and human plasma and did not observe any
degradation during at least 24 h at 37°C, thus discarding any role of
the plasma peptidases in the degradation phenomenon. The conju-
gated PS accumulated to high levels into organs of the reticuloendo-
thelial system (i.e., liver, spleen), in agreement with its hydrophobic
character, like other lipophilic PS (e.g., Foscan) (Jori and Fabris,
1998; Jones et al., 2003). Indeed, on administration into the blood-
stream, most PS associate with various serum proteins, including both
high- and low-density lipoproteins (LDL) and albumin (Hopkinson et
al., 1999). LDL are believed to be important in the transportation of
hydrophobic PS. a,-Macroglobulin/LDL receptors are widely found
in cells of various types, with LDL uptake most pronounced in
adrenals, liver, and spleen (Rosenkranz et al., 2000).

The conjugated PS was rapidly degraded in organs of the reticu-
loendothelial system, as soon as 1 h p.i. Some degradation also
occurred quite rapidly in the tumor, less than in metabolic organs but
more than in plasma. All these results strongly suggested that the
degradation product TPC-Ahx-A identified in plasma resulted from
the degradation of the peptide in organs of the reticuloendothelial
system, mainly liver, and subsequent release into the bloodstream.

To gain mechanistic insight into the degradation phenomenon, we
undertook in vitro studies in HUVEC. TPC-Ahx-ATWLPPR was not
degraded into the cell culture medium, thus allowing it to accumulate
at high levels into cells through active targeting of NRP-1, as con-
firmed by the high depletion rate of the PS observed in the medium.
On the contrary, following internalization by HUVEC, the peptide
moiety of TPC-Ahx-ATWLPPR was progressively degraded, mostly
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into TPC-Ahx-A, as observed in vivo, but also to a lesser extent into
TPC-Ahx-AT and TPC-Ahx-ATWLPP. Degradation of the peptidic
moiety inside cells is not detrimental to our strategy because the
peptide has already played its targeting role, and that, at this stage,
only the PS moiety is involved in the photocytotoxic effect.

The distribution of a PS within cells depends on the route by which
it enters, as well as on its physicochemical properties, e.g., its hydro-
phobicity/hydrophilicity; the type, number, and arrangement of its
charged groups; the presence of a central atom in the tetrapyrrole
structure; its aggregation state, etc. (Rosenkranz et al., 2000). For
example, LDL-bound PS can enter target cells via receptor-mediated
endocytosis. Chlorin e6 covalently bound to LDL has been detected in
enzymatically active lysosomes (Schmidt et al., 1992). We showed
that TPC-Ahx-ATWLPPR also mostly localized into lysosomes, in
agreement with the fact that TPC-Ahx-ATWLPPR targets NRP-1 and
should be incorporated into cells by a receptor-mediated endocytosis
mechanism. Lysosomes are known to contain a large variety of
hydrolytic enzymes, which degrade proteins and other substances
taken up by endocytosis. The main proteolytic activities experienced
by endocytosed peptides and proteins in the endosomal/lysosomal
pathway belong to a family of papain-like proteases called cathepsins
(Roberts, 2005). The pH rate profiles indicate that the low pH of the
lysosomes (approximately 5.5) is optimal for the majority of cathep-
sins. Treatment with the lysosomotropic weak base ammonium chlo-
ride significantly decreased the extent of intracellular degradation.

Because some peptides can be significantly stabilized by glycosyl-
ation or the addition of pb-amino acids at the N terminus (Powell et al.,
1993), the relatively slow rate of degradation observed in plasma may
be, at least in part, caused by the steric protection afforded by the PS
moiety at the N terminus, which may prevent the peptide from being
degraded by aminopeptidases. Moreover, no oxidation into a porphy-
rin, which would present less interesting photophysical properties than
the corresponding chlorin, could be observed on the PS moiety in any
experiment, as assessed by MALDI-TOF analysis, contrary to what
has been observed with other PS (Laville et al., 2004).

To achieve higher selective delivery to the tumor neovessels, the in
vivo stability of the peptide moiety of the conjugate may be increased
through formulation and/or chemical modification. The first strategy
encompasses the use of pegylated liposomes, which will impact on the
pharmacokinetics of the PS and which may limit its accumulation in
the reticuloendothelial system. For example, Ichikawa et al. (2005)
encapsulated benzoporphyrin derivative monoacid ring A in pegylated
liposomes modified with the H-Ala-Pro-Arg-Pro-Gly-OH pentapep-
tide, which had earlier been isolated as a peptide specific to angio-
genic endothelial cells. Pegylation of liposomes aims to avoid opso-
nization in the bloodstream, which is a prerequisite for the clearance
of the liposomes by the reticuloendothelial system, such as liver and
spleen (Ichikawa et al., 2005). The second method implies the gen-
eration of modified peptides with improved stability properties,
through (e.g., cyclization) the use of D-amino acids and reduced
peptide bonds, etc. (Adessi and Soto, 2002), for which the knowledge
of the site of degradation on the peptides that were determined in this
study is essential.

The ATWLPPR peptide has already been used in several in vitro
and in vivo studies (Janssen et al., 2003; Rodrigues et al., 2003; Perret
et al., 2004; Renno et al., 2004), but, to the best of our knowledge,
none has reported on its instability. The present study draws attention
to this potential problem with peptides, especially in the case of
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targeting strategies, and provides useful information for the choice of
the DLI for in vivo assessments of photodynamic activity and for the
future design of more stable molecules.
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Chapitre IV : Pharmacocinétique et biodistribution du peptide conjugué et de son produit

de dégradation

I. Résumé

Ce travail avait pour but d’évaluer la pharmacocinétique et la biodistribution tissulaire
in vivo de la TPC-Ahx-ATWLPPR afin de compléter les résultats de 1’étude préliminaire de
stabilité. Pour faciliter son accés aux cellules endothéliales, la TPC-Ahx-ATWLPPR a été
administrée par voie i.v. Les paramétres pharmacocinétiques ont été obtenus grace a une
analyse non compartimentale. L’¢limination du conjugué est relativement rapide a partir du
compartiment sanguin avec une constante d’élimination de 0,062 h™' et une demi-vie de
11,0 h. La concentration en PS s’est révélée essentiellement concentrée dans des organes du
systéme réticuloendothélial tels que le foie, la rate et les reins. Dans ces derniers, les profils
d’¢limination du PS sont comparables avec des demi-vies courtes de 12,2, 15,1, et 19,7 h,
respectivement. Le PS s’accumule rapidement et a des niveaux élevés dans la tumeur, avec
2,3% de la dose injectée par gramme de tissu 1 h aprés injection. La partie peptidique est
dégradée a des taux différents selon I’organe étudié. La majorité du processus de dégradation
s’est produit dans les organes du systeme réticuloendothélial. Un produit métabolique
résultant du clivage enzymatique de la liaison peptidique entre ’alanine et la thréonine a été
détecté dans le plasma des 2 h apres 1'injection. En tenant compte de I’absorption aspécifique
des produits de dégradation, la concentration totale en composés photoactivable dans la
tumeur pourrait présenter une activité photodynamique intéressante. Au contraire, les
concentrations restent faibles dans la peau. Cette ¢tude fournit des informations essentielles

quant au choix de l'intervalle de temps a ne pas dépasser pour activer le PS.
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II. “Tissue distribution and pharmacokinetics of an ATWLPPR-
conjugated chlorin-type photosensitizer targeting neuropilin-
1 in glioma-bearing nude mice”
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Destruction of the neovasculature is essential for efficient tumor eradication by photodynamic therapy
(PDT). The PDT anti-vascular effect can be promoted by developing addressed photosensitizers
localized preferentially to the tumor vascular compartment. A new photosensitizer conjugated to an
heptapeptide [H-Ala-Thr-Trp-Leu-Pro-Pro-Arg-OH (ATWLPPR)] targeting neuropilin-1, a Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) co-receptor, has been synthesized. It was administered
intravenously for an easier access to endothelial cells lining the vasculature in human malignant
glioma-bearing nude mice. Plasma pharmacokinetic parameters were derived from plasma
concentration—time data using a non-compartmental analysis and validated a relatively rapid
elimination from the blood compartment with an elimination rate constant of 0.062 h~! and a
biological half-life of 11.0 h. The photosensitizer was mainly concentrated in organs such as liver,
spleen and kidneys, which are rich in reticuloendothelial cells. In these organs, the elimination profiles
of the photosensitizer were comparable, with half-lives as short as 12.2, 15.1 and 19.7 h, respectively.
The peptidic moiety of the conjugated photosensitizer was degraded to various rates depending on the
organ considered, most of the degradation process occurred in organs of the reticuloendothelial system.
A metabolic product resulting from the enzymatic cleavage of the peptide bond between Ala and Thr
was detected in plasma at all the examined time points from 2 h post-injection. The conjugated
photosensitizer accumulated rapidly and at high levels in the tumor, with 2.3% of injected dose per
gram of tumor tissue at 1 h after injection. Taking into account the aspecific uptake of the degradation
product, the tumor levels of total photoactivable compounds might exhibit an interesting
photodynamic activity. On the contrary, levels of total photoactivable compounds remained low in the
skin. This study provides essential information for the choice of the time interval not to exceed to

activate the photosensitizer.

1 Introduction

Photodynamic therapy (PDT) involves the combination of photo-
sensitizers with light as a treatment, and has been an established
medical practice for about twenty years. Current primary appli-
cations of PDT are age-related macular degeneration (AMD) and
several types of cancers and precancers. In anti-cancer PDT, tumor
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destruction results from direct photo-oxidation reactions induced
in tumor cells, or from indirect effects, involving both initiation
of an immune response against tumor cells and destruction of
the neovasculature. Tumor vasculature and parenchyma cells
are both potential targets of PDT damage. Destruction of the
neovasculature of tumors may indirectly lead to tumor eradication
and this anti-vascular effect induced by PDT is thought to play
a major contribution in the destruction of some vascularized
tumors.! This PDT anti-vascular effect can be potentiated by
developing addressed photosensitizers localized preferentially in
the tumor vascular compartment. A limited number of studies
have been performed to actively target tumor endothelial markers

(eg
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NRP-1 enhanced the binding of VEGF i to KDR and VEGF ;-
mediated chemotaxis.® Since angiogenic endothelial cells of the
tumor vasculature represent an interesting target to potentiate
the anti-vascular effect of PDT, we have recently described the
conjugation of a photosensitizer (5-(4-carboxyphenyl)-10,15,20-
triphenylchlorin, TPC), via a spacer (6-aminohexanoic acid, Ahx),
to a VEGF receptor specific-heptapeptide (H-Ala-Thr-Trp-Leu-
Pro-Pro-Arg-OH, noted ATWLPPR), and demonstrated that
TPC-Ahx-ATWLPPR binds to NRP-1.” We previously examined
the in vitro stability of this conjugate. TPC-Ahx-ATWLPPR
was degraded after incorporation into human umbilical vein
endothelial cells (HUVEC), and remained stable in vitro in
plasma. Following intravenous injection in glioma-bearing nude
mice, TPC-Ahx-ATWLPPR was degraded and TPC-Ahx-A was
identified as the main metabolic product.®

In the current study, we propose to complete these prelim-
inary results by determining the in vivo pharmacokinetics and
tissue distribution of TPC-Ahx-ATWLPPR in human malignant
glioma-bearing nude mice in order to assess the involvement
of the different compartments in the degradation process and
the ability of total photoactivable compounds to distribute in
slowly and rapidly perfused tissues. In practice, we obtained
useful information for the choice of the best time interval for
the activation of the photosensitizer.

2 Materials and methods
2.1 Chemical characterization

5-(4-Carboxyphenyl)-10,15,20-triphenyl-chlorin (TPC) was pur-
chased from Frontier Scientific (Logan, Utah). We conjugated
TPC via a spacer (6-aminohexanoic acid, Ahx), to a heptapeptide
(ATWLPPR). The photosensitizer—peptide conjugate TPC-Ahx-
ATWLPPR was synthesized on a multichannel peptide synthe-
sizer, according to a classical Fmoc/tBu solid phase methodology
and purified by reverse phase high-performance liquid chromatog-
raphy (HPLC), as described previously.” Purity and chemical
identity of TPC-Ahx-ATWLPPR were assessed by HPLC and
MALDI-TOF mass spectrometry analysis.

2.2 Animals and tumor model

Female athymic Foxnl nude mice (nu/nu) were obtained from
Harlan (Gannat, France), and used at an age of 7-9 weeks and a
weight of 20-25 g. Animal procedures were performed according
to institutional and national guidelines. The model of human
malignant glioma was obtained using U87 cells, as described
previously.® The tumor was maintained in vivo by sequential
passages in nude mice. For the experiments, source tumors were
excised, cleaned from necrotic tissue, cut into small chunks, and
transplanted subcutaneously in either of the hind legs of each
mouse.

2.3 Pharmacokinetics and biodistribution

When tumors reached a volume of 70 & 30 mm?® (15 & 5 days after
tumor grafting), TPC-Ahx-ATWLPPR (2.8 mg kg™') dissolved in
polyethylene glycol (PEG) 400—ethanol-water (30/20/50, v/v/v)
was injected via the tail vein of the mice, and which were
subsequently kept in the dark. After a time ranging from 1

to 48 h, mice were anesthetized by intraperitoneal injection of
ketamine (Ketalar®, Panpharma, Fougéres, France) at 60 mg kg™
and xylazine (Rompun®, Bayer Pharma, Puteaux, France) at
8 mg kg™'. Blood samples were collected in heparinized tubes
by cardiac puncture, and centrifuged at 1500 g for 10 min at
4 C. Mice were sacrificed by cervical dislocation and the tumor
and organs (kidneys, skin, liver, brain and spleen) were carefully
excised, rinsed with saline and blotted dry. At least three animals
were used per time point. All samples were protected from light.
Plasma, tumor and organs samples were weighted and kept at
—80 C in polypropylene tubes, until analysis by HPLC and/or
MALDI-TOF mass spectrometry.

2.4 Preparation of samples for HPLC and MALDI-TOF mass
spectrometry analyses

Extraction of the photosensitizer from plasma, tumor, organs was
carried out as described previously.”® To remove surface blood,
tissue samples (tumor, organs) were rinsed in physiological saline,
blotted dry and weighted. They were then crushed in 500
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was evaporated prior to insertion in the source. Mass spectra were
acquired over the range 0-2000 Da. Analyses were performed
on a Bruker Reflex IV time-of-flight (TOF) mass spectrometer
(Bruker-Daltonic, Bremen, Germany) equipped with the SCOUT
384 probe ion source. The system used a pulsed nitrogen laser
(337 nm, model VSL-337ND, Laser Science Inc., Boston, MA)
with a maximal energy of 400
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monoexponential decay and for that reason, the data were
analyzed by a non-compartmental approach (Fig. 1A). From 6 h
post-injection to infinity (auto detected best interval), the curve
may be approximated by C(f) = 5761.36 ¢=*%2 with r = 0.994,
giving a real overall view of the plasma pharmacokinetics. The
levels of TPC-Ahx-ATWLPPR in the plasma were measured to be
maximal (4.6 and 6.6
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Fig.2 (A) TPC-Ahx-ATWLPPR concentrations in healthy tissues (brain, skin, muscle, liver, kidney and spleen) in nude mice after intravenous injection
with 2.8 mg kg='. TPC-Ahx-ATWLPPR concentrations for each organ are represented in ng g=' tissue for each animal. The insert curves show the
mean with semi-logarithmic representation (£ s.d., n > 3). (B) Pharmacokinetic parameters of TPC-Ahx-ATWLPPR in brain, skin and organs of the

reticuloendothelial system (liver, kidney and spleen).

(Fig. 4). Some degradation also occurred quite rapidly in the
tumor, less than in metabolic organs but more than in plasma.
The percentages of degradation measured at 2 h and 4 h post-
injection in the tumor were inferior to 25 and 45%, respectively
(Fig. 4). Therefore, for future in vivo assessments of photodynamic

activity of TPC-Ahx-ATWLPPR, the drug-light interval (i.e., the
time interval between photosensitizer injection and its subsequent
activation by light) should preferably, according to this results,
be inferior to 4 h. After that time, more than 20% of the photo-
activable compounds present in the vasculature is TPC-Ahx-A,
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Fig. 3 (A) Molecular structure of one of the isomers of the peptide-chlorin conjugate TPC-Ahx-ATWLPPR. Arrows indicate the two possible sites of
double bond reduction during synthesis of a chlorin from a porphyrin, leading to a mixture of two isomers. (B) Representative HPLC chromatograms of
plasma extracts 2 h (1) and 4 h (2) after intravenous administration of 2.8 mg kg=' of TPC-Ahx-ATWLPPR to tumor-bearing nude mice, supplemented
with mTHPP (retention time, 5 + 1 min) as an internal standard. Peaks eluted at shorter times (12 4 2 min) than TPC-Ahx-ATWLPPR (21 £ 3 min)
appear on the chromatograms; their intensity increases as a function of the time after administration. For chromatographic conditions and extraction
procedure, see Materials and methods. (C) MALDI-TOF mass spectrum of plasma extracts 4 h post-injection.

which does not possess any affinity for endothelial cells lining
the tumor vessels, in contrast to TPC-Ahx-ATWLPPR. All these
results strongly suggested that the degradation product TPC-
Ahx-A identified in plasma resulted from the degradation of the
peptide in organs of the reticuloendothelial system, mainly liver,
and subsequent release into the bloodstream.
TPC-Ahx-ATWLPPR accumulated rapidly in the tumor at
relevant levels, which could reach 2.3% of injected dose per
gram of tumor tissue, 1 h after intravenous injection. This value
is about 4.9-fold higher than Foscan® for the same time after
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injection.'*”®* TPC-Ahx-ATWLPPR concentrations appeared to
decline steadily between 6 and 48 h post-injection (Fig. 5A).
The disappearance of TPC-Ahx-ATWLPPR from the tumor is
correlated with the appearance of TPC-Ahx-A at the same time.
This metabolite would probably have lost any selectivity for
angiogenic endothelial cells that line the neovessels of the tumor
because the arginyl residue at the C terminus of ATWLPPR
peptide has been shown to be essential for affinity for NRP-
1.2* Therefore, as only the photosensitizer moiety is invol-
ved in the photocytotoxic effect, if we take into account
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Fig. 4 Percentage of TPC-Ahx-ATWLPPR degradation in plasma, tumor, skin, liver, spleen and kidney expressed as a function of time after an

intravenous injection with 2.8 mg kg~'.

TPC-Ahx-ATWLPPR degradation, the tumor levels of total pho-
toactivable compounds (TPC-Ahx-ATWLPPR and TPC-Ahx-A)
might exhibit an interesting photodynamic activity. On the con-
trary, levels of total photoactivable compounds remain low in the
skin (Fig. 5B). This result provides also useful information for the
choice of the time interval between photosensitizer administration
and, light irradiation (drug-light interval, DLI) not to be exceeded
for in vivo assessments of photodynamic activity. The first question
to be addressed, when a new photosensitizer has to be evaluated
in vivo, is the determination of the optimal PDT conditions. An
appropriate dose (often assumed to be related to generated singlet
oxygen ('O,) dose, because most photosensitizer are believed to
elicit their damage primarily through 'O,-mediated pathways®
must be selected, that is sufficient for tumor destruction but low
enough not to be toxic. This determination is readily calculated

by multiplying the concentration of photosensitizer in the tumor
tissue by its extinction coefficient and the light fluence incident
in that location.?® In practice, the factors mainly considered are:
photosensitizer dose that is administered, DLI, light fluence and
light fluence rate.”® Tissue distribution and pharmacokinetic data
are usually used to determine an appropriate DLI. For this study,
a DLI around 4 h could be selected, corresponding to relevant
photosensitizer levels in tumor, low photosensitizer levels in skin
(which could hinder light penetration in tumor tissue) and low
degradation of the peptidic moiety.

3.4 Distribution in tumor tissue

To gain an insight into the tumor tissue localization of the
photosensitizer, we undertook an immunohistochemical analysis
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Fig. 5 In vivo plasma [square], tumor [triangle] and skin [circle] stability of TPC-Ahx-ATWLPPR in tumor-bearing nude mice. Concentrations,
determined by HPLC, of TPC-Ahx-ATWLPPR (A) and total amount of photosensitizer (B) are expressed as a percentage of the injected dose per g
tissue, expressed as a function of time after an intravenous injection with 2.8 mg kg~' (data points show the mean + s.d., n > 3).
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of CD31-staining in human malignant glioma-bearing nude mice.
Four hours post-injection, TPC-Ahx-ATWLPPR was colocalized
with endothelial cells that were immunohistochemically stained for
CD31 (Fig. 6). These results strongly suggest that intratumoral
distribution of TPC-Ahx-ATWLPPR is much more important
for therapeutic efficacy than the total accumulation of the
photosensitizer in the tumor. Therefore, as the endothelial cells
lining the vasculature are the intended targets, these tumor data
also support an irradiation time in the first hours post-intravenous
injection of TPC-Ahx-ATWLPPR in order to take advantage of
maximal intravascular concentrations of the photosensitizer.

A

Fig. 6 Localization of the photosensitizer 4 h after the intravenous
injection. (A) Color composite image of TPC-Ahx-ATWLPPR fluo-
rescence [red]. (B) Color composite image of CD31-staining [green]
in the same region as (A). Analysis of the tumor sections 4 h after
TPC-Ahx-ATWLPPR administration showed that the photosensitizer was
mainly colocalized inside the vascular endothelium.

PDT-induced anti-vascular effects occur rapidly, are tumor ves-
sel selective, and offer potential advantages over various angiogen-
esis inhibitors or chemotherapy.! According to its intra-tumoral
colocalization with endothelial cells 4 h post-injection, TPC-
Ahx-ATWLPPR-mediated PDT may produce selective vascular
effects, including as in many instance, vasoconstriction, vascular
shutdown, thrombus formation, and in fine, tumor growth delay
(experiments in progress). Moreover, further studies providing
mechanistic insights into the antitumor vascular effects of TPC-
Ahx-ATWLPPR-mediated PDT, using for example, intravital
microscopy and tumor blood flow, will lead us to an optimized
DLI value.

3.5 Synthesis scheme of the metabolic profile of the
peptide-conjugated chlorine-type photosensitizer

The biological half-life of TPC-Ahx-ATWLPPR in nude mice
xenografted with human malignant glioma cells is 11.0 h but the
disappearance of TPC-Ahx-ATWLPPR from the blood compart-
ment is also correlated with the appearance of TPC-Ahx-A in the
plasma. Hence, the metabolic profile of the photosensitizer and
the degradation of its peptidic moiety lead to a tissue distribution
which is time post-administration related (Fig. 7). Thus, up to
1 h post-injection, as no degradation of the photosensitizer could
be observed in plasma, TPC-Ahx-ATWLPPR firstly accumulated
in rapidly perfused tissues like endothelial cells lining the tumor
vasculature (2.3% of injected dose per gram of tumor tissue)
and, to the highest levels, in organs involved in biotransforma-
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Fig.7 Illustration of the in vivo biodistribution of TPC-Ahx-ATWLPPR
[==1] in relation with its metabolic profile and the appearance of
TPC-Ahx-A [ ], (A) 1 h after intravenous injection (2.8 mg kg™') into
tumor-bearing mice, (B) 6 h post-injection for the same dose.

tion. Secondarily, the skin and muscle accumulated TPC-Ahx-
ATWLPPR more slowly in an aspecific manner, maybe through
passive diffusion or endocytosis of aggregated photosensitizer
molecules (Fig. 7A).

Two hours post-injection, the degradation product was already
observed in organs of the reticuloendothelial system. After 6 h,
we observed the presence of TPC-Ahx-A in the plasma, likely
resulting from a release from some organs where the degradation
took place. After that, the photoactivable compound distributed
in an aspecific manner in the tumor but also in the skin
(Fig. 7B). Hence, we suggest that TPC-Ahx-A could have different
mechanisms of sequestration or distribution and removal from the
liver, possibly conferring a disadvantage. One hypothesis is that
TPC-Ahx-A could redistribute to lipoproteins in the liver before
further distribution to other tissues.

4 Conclusion

This study validates a relatively rapid elimination from the
blood compartment of a peptide-conjugated chlorine-type pho-
tosensitizer in tumor bearing nude mice and provides essential
information for the choice of the better time interval not to exceed
for the activation of the photosensitizer (drug-light interval) and
to perform photodynamic efficiency in vivo.

Abbreviations

Ahx, 6-aminohexanoic acid; AMD, Age-related Macular Degen-
eration; a.i., arbitrary intensity; a.u., arbitrary units; BSA, bovine
serum albumin; DLI, drug-light interval; EDTA, ethylene diamine
tetra acetic acid; Fmoc, 9-fluorenyl-methoxy-carbonyl; HPLC,
High Performance Liquid Chromatography; HUVEC, Human
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MALDI-TOF, Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation-
Time of Flight; m-THPC, m-tetra (hydroxyphenyl) chlorin; m-
THPP, 5,10,15,20-tetrakis (m-hydroxyphenyl) porphyrin; NRP-
1, neuropilin-1; PBS, phosphate-buffered saline; PDT, photo-
dynamic therapy; PECAM, Platelet Endothelial Cell Adhesion
Molecule; PEG, polyethylene glycol; s.d., standard deviation; tBu,
tertio-butyl; TEM buffer, Tris EDTA molybdate buffer; TPC,
5-(4-carboxyphenyl)-10,15,20-triphenylchlorin; VEGF, Vascular
Endothelial Growth Factor.
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Chapitre V : Elaboration de peptides modifiés

I. Matériel et Méthodes

I.1  Synthése peptidique sur phase solide

[.1.1. Généralités

Comme nous 1’avons décrit dans le chapitre I, la synthése chimique d’un peptide
consiste & coupler successivement les différents acides aminés de la séquence. Si le couplage
classique est réalis¢ en phase liquide, il est également possible d’utiliser la synthése
peptidique sur support solide (SPPS), décrite pour la premiere fois par Merrifield et pour
laquelle il a requ le prix Nobel en 1984 (Merrifield, 1963).

Cette approche consiste a utiliser une résine insoluble, sur laquelle sont greffés
successivement les différents acides aminés qui composent le peptide. La synthése se fait de
I’extrémité carboxy (C) vers I’extrémité amino (N) terminale (synthese récurrente) par
opposition a la synthése protéique ribosomale. Ceci est di a la possibilité d’épimérisation du
carbone alpha lors du couplage en milieu basique. La résine (qui gonfle dans des solvants de
type dichlorométhane ou diméthylformamide) est placée dans un réacteur comportant un fritté
a sa base permettant des lavages-filtrations. L’acide aminé et les catalyseurs de couplage, en
exces, sont additionnés a la résine et les réactions ont lieu a I’interface solide-liquide. A la fin
de chaque étape, des lavages et filtrations permettent d’éliminer les réactifs n’ayant pas réagi
alors que la résine sur laquelle est greffé le peptide en croissance reste dans le réacteur. Le
temps de syntheése en est considérablement réduit comparé a une synthése chimique en phase
liquide d’autant plus que le systéme peut étre automatisé. Il faut cependant noter que les
intermédiaires de synthése n’étant pas purifiés apres chaque étape, la purification finale du
peptide, apres décrochage de la résine, peut parfois s’avérer problématique.

En SPPS, I’addition de chaque acide aminé correspond a un cycle de deux étapes : le
couplage d’un acide aminé protégé et I’élimination du groupe protecteur en N-terminal. Il
existe deux stratégies pour réaliser une synthese : Boe/Bzl (tertio-butyloxycarbonyl/benzyl) et
Fmoc/tBu (N-(9-fluorényl-méthoxycarbonyl)/tertiobutyl). Celles-ci different par le choix du
groupe protecteur N-terminal (Boc ou Fmoc) et les groupements protecteurs orthogonaux
pouvant étre utilisés pour protéger les chaines latérales des acides aminés. Nous avons retenu
une stratégie de type Fmoc/tBu (Carpino et Han, 1972). Le groupement protecteur Fmoc

s’¢élimine dans des conditions basiques en présence de pipéridine. La déprotection des chaines
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latérales des acides aminés et le clivage du peptide de la résine sont effectués en présence
d’acide trifluoroacétique (TFA).

L’activation de l'acide aminé en C-terminal permet d’obtenir des rendements de
couplage supérieurs a 99%. L'activation classique d'un acide aminé consiste a remplacer le
proton de la fonction carboxylique par un groupement « bon partant». Les solutions
courantes demeurent ['utilisation d'esters activés ou d'anhydrides symétriques. La réaction doit
étre rapide et totale, aussi travaille-t-on avec de larges exces molaires d'acides aminés activés
(3 a 10). Nous avons retenu une stratégie utilisant les esters activés d’hydroxybenzotriazole
(HOBt) formés in situ, en utilisant le réactif de Knorr (trifluoroborate de 2-(1H-benzotriazole-
1-yl)-1,1,3,3-tétraméthyluronium, TBTU) (Knorr et al., 1989). La présence de HOBt semble
diminuer les réactions secondaires de racémisation. Une amine tertiaire (e.g.
diisopropyléthylamine, DIEA) est utilisée pour capturer le contre-anion PF¢

Les étapes de la SPPS sont schématisées sur la Figure 29.

Chaine peptidique en formation

Ac1.dfi Y T
amine R" O R o
T=NH-CH-C—NH-CH-G©O
Too
E=NH-CH-&—OH Déprotection
Acide aminé protégé
I hd hd

‘o R" O R O
Activation NHsCH- L NH-CH-&-0
l Peptide déprotégé

‘

T
FI‘III ?
C=NH-CH-C——=

Acide aminé activé

Couplage
he hd hd
FI‘ m ? l:l‘ n ? l:l‘l ?
C=NH-CH{C-NHTCH-C—NH-CH-C-O
1 1L I
Chaine peptidique protégée Bras  Support

espaceur  solide
Groupement protecteur des chaines latérales

Groupement activateur

Résine (support solide)

Mise en évidence de la liaison peptidique
nouvellement formée

il R

Figure 29 : Schéma des étapes de la synthése peptidique en phase solide.

La fonction amine du peptide en croissance est d’abord déprotégée, puis I’acide aminé suivant activé en C-
terminal est ajouté. La résine est alors lavée pour éliminer I’exces d’acide aminé ne s’étant pas couplé sur la
résine. Ces étapes sont répétées pour 1’addition de chacun des acides aminés suivants (du C- vers le N-terminal).
Lorsque tous les acides aminés ont été couplés, le peptide est déprotégé en N-terminal, puis un traitement acide
au TFA enleve les protections latérales du peptide et le libére du support solide. Le peptide est ensuite purifié
puis caractérisé.
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Les résultats obtenus dans les chapitres III et IV nous ont permis de sélectionner
plusieurs stratégies pour élaborer de nouveaux peptides. La dégradation majoritaire a été
observée in vivo entre les résidus d’acides aminés alanine et thréonine. Une premicre stratégie
simple et peu coliteuse a €t¢ de modifier la chiralité¢ en remplagant le résidu d’acide aminé
alanine de la série L par son homologue de la série D (peptide aTWLPPR). Une autre stratégie
plus difficile a mettre en ceuvre, d’un point de vue synthése chimique, mais plus efficace
d’aprés les données de la littérature (voir chapitre I) est de réaliser une liaison
pseudopeptidique entre les résidus alanine et thréonine (peptide Ay[CH,NH]TWLPPR). Nous
avons également synthétisé un peptide inverso (simple et peu couteux) et un peptide rétro-
inverso (simple et efficace mais plus onéreux) : RPPLWTA et rpplwta. L’affinité de ces
peptides vis-a-vis des récepteurs au VEGF-A a dans un premier temps été vérifiée. Seuls les

peptides présentant une affinité pour NRP-1 ont été couplés au PS.

[.1.2.  Synthése des peptides ATWLPPR et aTWLPPR puis des conjugués
TPC-Ahx-ATWLPPR et TPC-Ahx-aTWLPPR

La résine (Fmoc-Arg(Pmc)-Wang résine, Senn Chemicals International, Gentilly,
France) est placée dans le réacteur et gonflée a I’aide de dichlorométhane (CH,Cl,). Le
groupe Fmoc présent en position N-terminale de 1’arginine est enlevé en traitant la résine avec
de la pipéridine (20% dans de la diméthylformamide, DMF, Sigma). Les acides aminés sont
alors successivement greffés, en ajoutant le Fmoc-aminoacide (3 équivalents, Senn Chemicals
International), TBTU (3 équivalents, Sigma), HOBt (3 équivalents, Sigma) et DIEA (9
équivalents, Sigma) dans de la DMF, en réalisant des doubles couplages (temps de couplage
d’environ 20 min chacun). L’efficacit¢ des couplages est suivie par un test a 1’acide
trinitrobenzeéne sulfonique (ATNBS), dans du méthanol. Dans le cas des couplages impliquant
une proline, un test au p-chloranil, dans l’acétone, est réalisé. Si 1’acide aminé est
quantitativement greffé¢ au peptide sur la résine, le groupement N-terminal est bloqué par un
Fmoc et les billes de résine restent incolores ; dans le cas contraire, elles se colorent en orange
avec ’ATNBS, en vert avec le chloranil. Des lavages sont alors effectués pour €éliminer les
réactifs en exces et le groupement Fmoc de I’acide aminé nouvellement greffé est enlevé avec
20 % de pipéridine. Le protocole ci-dessus est répété pour greffer successivement tous les
acides aminés ainsi que le bras espaceur acide aminohexanoique (Ahx, Senn Chemicals

International) pour la synthése de la TPC-Ahx-ATWLPPR. Les groupements latéraux du
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tryptophane et de la thréonine sont respectivement protégés par des groupements Boc et
tertio-butyl.

L’étape suivante consiste a greffer le PS. Deux équivalents de TPC sont utilisés en
simple couplage (afin de limiter la quantité de PS utilisée), mais avec un temps de couplage
plus long (environ 16 h). A partir de cette étape, la réaction est réalisée a I’abri de la lumicre.

Apres lavages, la résine est ensuite séchée sous vide dans un dessiccateur pendant au
moins 3 h. La molécule est clivée de son support avec un mélange TFA (82,5 %)/phénol (5
%)/thianisol (5 %)/1,2-éthanedithiol (2,5 %)/eau (5 %). Lors de 1’ajout de la solution de
clivage a la résine, un refroidissement est réalis€¢ dans du méthanol a 0°C. Une agitation a
température ambiante est maintenue pendant 1h30. ATWLPPR ou aTWLPPR est précipité
dans I’éther, remis en solution, puis lyophilisé avant purification. La TPC-Ahx-ATWLPPR ou
la TPC-Ahx-aTWLPPR est récupérée directement pour les purifications.

[.1.3.  Synthése des peptides inverso et rétro-inverso (RPPLWTA et rpplwta)
Pour la synthése du peptide inverso, une résine Fmoc-Ala-Wang est utilisée, pour la

synthése du rétro-inverso, c’est une résine Fmoc-D-Ala-Wang qui est utilisée (Senn

Chemicals International). Les résidus d’acides aminés de la série L ou D sont ensuite couplés

de la méme fagon que précédemment en fonction de la séquence voulue.

I.1.4. Synthése du pseudopeptide Ay[CH,NH]TWLPPR

Le pseudopeptide est également synthétis€, pas a pas, sur phase solide et le lien réduit
s’obtient en introduisant le leucinal protégé par un groupement Fmoc sur le peptide en
formation suivi d’une réduction de I’imine obtenue.

Le leucinal protégé en N-terminal par un groupement Fmoc (3) est synthétisé a partir
de la Fmoc-Ala-OH (1) suivant le protocole de Douat et al., 2002. Dans un premier temps,
I’amide de Weinreb (2) est obtenue par action de la morpholine sur 1’ester activé créée en
présence de chloroformiate d’isobutyle a -15°C (Figure 30). La réduction a froid (0°C) avec
du tétrahydroaluminate de lithium (LiAlHs, Aldrich) permet d’obtenir [’aldéhyde

correspondant.
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/
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Figure 30 : Synthése du Fmoc-leucinal (3).

I.1.4.1. Synthése de « I’amide de Weinreb » (2)

Fmoc-Ala-OH (1) (3,113 g, 10 mmol) est dissous dans du tétrahydrofurane (THF)
anhydre (21 mL) et placé sous courant d’azote. La température est abaissée a —15°C et la
morpholine NMM (1,1 mL, 10 mmol, NMM, Aldrich) est additionnée, suivie de I’'IBCF
(isobutylchloroformiate) (1,3 mL, 10 mmol). Un précipité¢ blanc se forme. Aprés 15 min
d’agitation, la suspension est filtrée puis rincée avec du THF anhydre (2 X 10 mL). La NMM
(0,88 mL, 10 mmol) est additionnée goutte a goutte au filtrat. Apreés retour a température
ambiante, le solvant est évaporé aprés 1 h d’agitation. Le résidu est repris dans ’acétate
d’éthyle (50 mL) et lavé avec une solution aqueuse d’hydrogénosulfate de potassium 5% (2 X
10 mL, KHSO,, Aldrich), une solution aqueuse d’hydrogénocarbonate de potassium 5% (2 X
10 mL, KHCOs;, Aldrich) et enfin, avec de 1’eau distillée jusqu’a neutralité. La phase
organique est séchée sur du sulfate de magnésium (MgSO,4, Aldrich) et concentrée. La mousse
obtenue est purifiée par chromatographie sur gel de silice (Acétate d'éthyl/éther de pétrole,
6/4). L’amide de Weinreb se présente sous la forme d’une mousse blanche. Le rendement de
la réaction est de 87 %. L’identité¢ de I’amide de Weinreb a été vérifiée par RMN du proton

(Figure 31).

Figure 31 : Structure de ’amide de Weinreb caractérisée par RMN du proton (300 MHz, CDCl;).

RMN 'H (300 MHz, CDCLy) : 8 = 1,36 ppm (3H, d, Ji., = 6,9 Hz, H,) ; 3,46-3,49 ppm (4H, m, H;jy) ; 4,14 ppm
(1H, t, Jor= 6,6 Hz, H,) ; 4,24 ppm (1H, m, Hy) ; 4,38 ppm (2H, d, J;.. = 7,1 Hz, Hy) ; 5,86 ppm (1H, d, J,., = 7.5
Hz, H,) ; 7,32 ppm (2H, dd, Jo.. = Jo.. = 7,2 Hz, Hy) ; 7,42 ppm (2H, dd, Jo.q = Jo,= 7,3 Hz, H,) ; 7,60 ppm (2H,
d, J.,=7,35Hz, H,) ; 7,76 ppm (2H, d, 4,J4.. = 7,5 Hz, Hy).
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1.1.4.2. Synthése de Fmoc-Ala-H (3)

L’amide de Weinreb est dissous dans 30 mL de THF anhydre sous courant d’azote. A
0°C, I’agent réducteur, LiAlH4 est additionné par petites portions. La suspension grise formée
mousse sous I’effet du dégagement gazeux produit par LiAIH4. Toujours a 0°C, le milieu est
hydrolysé au bout de 45 minutes par addition lente d’une solution de KHSO4, 5%. Les deux
phases sont séparées et I’aldéhyde est extrait de la phase aqueuse a I’aide d’éther. Les
différentes phases organiques sont rassemblées puis séchées et le solvant est évaporé. Le
produit est utilisé en 1’état, sans étape de purification supplémentaire. Le rendement de la
réaction est de 82 % a partir de I’amide de Weinreb, soit 72 % a partir de Fmoc-Ala-OH.
L’identité¢ de Fmoc-Ala-H a été vérifiée par RMN du proton (Figure 32).

Figure 32 : Structure de Fmoc-Ala-H caractérisée par RMN du proton (300 MHz, CDCl;)

RMN 'H (300 MHz, CDCly) : 6 = 1,20 ppm (3H, d, J;., = 6,0 Hz, H;) ; 4,07 ppm (1H, t, J.+ = 6,7 Hz, H,) ; 4,26-
4,31 ppm (3H, m, Hgp,) ; 5,58 ppm (1H, brs, H,) ; 7,16 ppm (2H, dd, J,., = Jp.. = 7,3 Hz, Hy) ; 7,42 ppm (2H, dd,
Jea=Ju=74Hz H.); 7,59 ppm (2H, d, J.., = 4,15 Hz, H,) ; 7,62 ppm (2H, d, 4,J4.. = 7,5 Hz, Hy) ; 9,38 ppm
(1, S, HJ)

[.1.4.3. Synthese de liaisons réduites y[CH,-NH] : couplage de Fmoc-Ala-H
L’aldéhyde Fmoc-Ala-H (3 équivalents) est additionné dans le réacteur (contenant
TWLPPR-résine), solubilis¢ dans 5 mL de DMF. Quelques gouttes d’acide acétique (Sigma)
glacial sont ajoutées au milieu réactionnel et 3 équivalents de cyanoborohydride de sodium
(NaBH;CN, Aldrich) sont additionnés par petites portions sur 1 h. Le mélange est laissé sous
agitation pendant une nuit. Le groupement Fmoc est déprotégé dans les conditions

précédemment citées.

148



Chapitre V : Elaboration de peptides modifiés

I.2  Purification des peptides par chromatographie préparative

La purification des composés synthétisés est réalisée par chromatographie liquide
haute performance (HPLC) en phase inverse, avec une colonne semi-préparative RP-18 (250
x 10 mm, 5 um, Apollo Alltech).

Les peptides 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 détection a
280 nm avec un détecteur UV-visible SPD-10A (Shimadzu). Les composés sont ensuite
lyophilisés et conservés a —20°C.

Les PSs couplés aux peptides ou pseudopeptide sont purifiés sur la méme colonne
avec un gradient d’eau-TFA 0,1% (*/y) (A) et de méthanol (B) (75 a 100% de B en 15 min),
avec détection par absorbance a 415 nm (bande de Soret des PSs). Les PSs conjugués sont

séchés, lyophilisés et conservés a I’obscurité.

I.3  Caractérisations chimiques

[.3.1. Par résonance magnétique nucléaire
L’identité chimique des peptides synthétisé€s seuls et conjugués a la TPC a été vérifiée
par résonance magnétique nucléaire (RMN) du proton a 300 Hz, dans du diméthyl sulfoxide

(DMSO) deutéré.

Le principe de la RMN repose sur I’interaction entre une onde électromagnétique et le
moment dipolaire magnétique porté par certains noyaux comme 'H, °C, °N, *'P. En présence
d’un champ magnétique homogene et stable, les spins de ces noyaux subissent un mouvement
de précession dont on peut, aprés une excitation appropriée du systeme, détecter la fréquence.
Cette fréquence est caractéristique du noyau observé. Les informations classiquement
fournies par la RMN sont :

e les déplacements chimiques,

e les constantes de couplage,

e les effets Overhauser nucléaires,

e ctles temps de relaxation liés a la largeur et donc a ’intensité des signaux.

Ces informations permettent I’étude des propriétés conformationnelles des peptides, par le
biais notamment de la mise en évidence de liaisons hydrogene et de la détermination des

angles de torsion pour les petites molécules. L’attribution univoque des signaux et
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éventuellement le séquencage ultérieur des peptides sont établis grace aux techniques
particuliéres de la RMN a deux dimensions. La séquence COSY (COrrelated SpectroscopY)
permet de corréler les signaux provenant de noyaux couplés scalairement et dont la valeur de
la constante de couplage n’est pas nulle. Elle est utilisée pour identifier ou repérer les
systemes de spins intrarésidus, sans toutefois pouvoir effectuer une attribution univoque
lorsque plusieurs résidus identiques sont présents.

Pour I’attribution de tous les protons au sein d’un méme résidu, on a recours a une

méthode plus sophistiquée, a savoir la séquence TOCSY (TOtally Correlated SpectroscopY).

[.3.2. Par spectrométrie de masse

Les peptides couplés a la TPC ont été analysés par spectrométrie de masse MALDI-
TOF (matrix-assisted laser desorption ionization —time of flight). La technique de MALDI-
TOF permet une ionisation douce des composés étudiés, qui sont désorbés par laser depuis
une matrice déposée sur une surface métallique. Les molécules sont ionisées puis analysées en
fonction de leur rapport masse/charge par un spectrometre a temps de vol (TOF), en utilisant
la propriété de déviation d’une particule chargée dans un champ électrique.

Les différents échantillons ont été repris dans 10 uLL d’éthanol, la matrice utilisée est
I’acide 2,5-dihydroxybenzoique (DHB, 1M). L’analyse en MALDI-TOF a été réalisée en
mode réflectron. La calibration externe de 1’appareil est réalisée avec une solution de

plusieurs protéines e m/z allant de 700 a 3500.

1.4 Caractéristiques photophysiques

1.4.1. L’absorption en UV-visible

Les spectres d’absorption UV-visible de la TPC et la TPC-Ahx-ATWLPPR dans
I’éthanol ont été déterminés par un spectrophotométre Perkin Elmer Lambda 2. L’absorbance
(A), ou densité¢ optique (DO), est définie comme: A= DO= log (Iy/I), ou Iy représente
I’intensité incidente et I I’intensité transmise. L’absorbance de la solution de PS étudiée est
déterminée a chaque longueur d’onde comprise entre 300 et 800 nm, afin d’obtenir un spectre
d’absorption sur cette plage.

Les coefficients d’extinction molaire € (mol™.L.cm™), caractéristiques des propriétés

d’absorption intrinséques des PS a une longueur d’onde A donnée, peuvent alors étre déduits,
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connaissant la concentration de PS dans la solution (c, en mol.L™") et la longueur du trajet
optique (I, en cm) en utilisant la relation de Beer-Lambert :

A =log (Iy/) =¢.l.c

[.4.2. La fluorescence

Les spectres de fluorescence ont été obtenus en utilisant un spectrofluorimetre SPEX
Fluorolog-3, thermostat¢ a 25°C, équipé d’une lampe Xénon 450 W et d’un double
monochromateur. Afin de ne pas avoir d’effet de peau, 1’absorbance des solutions est
maintenue inférieure a 0,20 = 0,02. Nous utilisons une solution aqueuse de fluorescéine a 0,16
mg.L" comme référence (afin de s’affranchir d’éventuelles variations d’intensité de la source
lumineuse), une excitation a 415 nm, une largeur de bande passante de 1,885 nm et un temps
d’intégration d’une seconde. Les rendements quantiques de fluorescence ®g,, de TPC-Ahx-
aTWLPPR et TPC-Ahx-Ay[CH,NH]TWLPPR sont déterminés dans 1’éthanol, en utilisant
TPC-Ahx-ATWLPPR (®g,,= 0,18 dans 1’éthanol) comme référence :

2
Il Aref n
(Dﬂuozq)ﬂuo(ref)x] X P x i
ref ref

Ou: A et A.rsont I’absorbance a 415 nm de I’échantillon et de TPC-Ahx-ATWLPPR,
respectivement.
I et L. sont respectivement les aires sous les spectres de fluorescence entre 600 et 750
nm de I’échantillon et de TPC-Ahx-ATWLPPR
n et n.r sont respectivement les indices de réfraction des solvants utilisés pour

I’échantillon et TPC-Ahx-ATWLPPR (trer = 01 (¢¢hanoty = 1,361 a20°C).

[.4.3. Le rendement quantique en oxygene singulet

Les conjugués étudiés sont excités a I’aide d’une lampe Xénon a arc placée sur un
SPEX 1680 possédant un double monochromateur de 0,22 pm. La luminescence de 1’102,
suite a une excitation a 415 nm, est ensuite mesurée a 1270 nm via un monochromateur PTI
S/N 1565 grace a un détecteur a infra-rouge (IR) de la société North Coast Scientific refroidi a
I’azote liquide (modele EO-817L). Les rendements quantiques d’oxygeéne singulet (D)) de la
TPC-Ahx-ATWLPPR, la TPC-Ahx-aTWLPPR et la TPC-Ahx-A¥Y[CH,NH]TWLPPR ont été
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déterminés dans 1’éthanol, en utilisant le rose bengal (®,= 0,68 dans I’éthanol, DeRosa et
Crutchley, 2002) comme référence.
A
= (DA(,-G/') X LX
ref

ref
A

)

A

Ou: A et Arcorrespondent respectivement a 1’absorbance a 415 nm de 1’échantillon et de
la référence (rose de bengal)
I et I.r représentent respectivement I’intensité du pic de luminescence a 1270 nm de

I’échantillon et de la référence

L’absorbance des composés étudiés est maintenue inférieure a 0,20 + 0,02 pour toutes

les longueurs d’onde.

.5 Evaluation de ’affinité moléculaire des peptides par tests de binding
en ELISA par compétition

Pour évaluer I’affinité¢ des peptides, un test de compétition avec le VEG s biotinylé
est utilisé. La surface de microplaques 96 puits Maxisorp (Dutscher) est mise en contact avec
les récepteurs (protéines recombinantes, R&D Systems, Lille, France) NRP-1, NRP-2 et Flt-1
dans du PBS (phosphate buffered saline), une nuit a température ambiante (coating). Apres
ringage des puits avec un tampon PBS contenant 0,05% de Tween 20 (tampon de lavage), les
plaques sont bloquées avec un tampon de blocage contenant du PBS et 0,5% d’albumine de
sérum bovin durant 1 h a 37°C afin d’éviter les intéractions non spécifiques. Le VEGF
biotinylé (R&D Systems) est mis au contact des protéines chimériques recombinantes dans les
puits en présence ou non de peptide avec du tampon de blocage contenant 2 pg.mL’
d’héparine. Pour les PSs couplés aux peptides ou pseudopeptide, 0,5% de Tween 20 sont
ajoutés afin de faciliter leur solubilisation. Le VEGF 65 (R&D Systems) non marqué est utilisé
comme témoin positif de déplacement du VEGF biotinylé. Apres 2 h d’incubation a 37°C, les
puits sont rincés avec le tampon de lavage. La streptavidine couplée a la peroxydase (R&D
Systems) est ensuite ajoutée aux puits pendant 30 min a température ambiante. Des ringages
sont ensuite réalisés avant d’ajouter le réactif de coloration (R&D Systems). Apres 20 min de
contact, la réaction est stoppée par 1’addition d’une « solution Stop » fournie par le kit (R&D
Systems). La densité optique a 450 nm est ensuite déterminée avec un lecteur de microplaque

Titertek Multiscan® MCC/340 (Labsystem, Cergy-Pontoise, France).

152



Chapitre V : Elaboration de peptides modifiés

Les valeurs de DO d'absorption pour les puits contenant le tampon de blocage seul ont
été soustraites. Les résultats ont été exprimés en absorbance relative par rapport aux puits ne
contenant que du VEGF 65 biotinylé. Trois puits par condition ont été utilisés.

Les concentrations en récepteurs, VEGF 45 biotinylé et VEGF 45 non marqué sont

précisés dans le Tableau 9.

Tableau 9 : Concentration en récepteurs et ligands utilisés pour le test ELISA.

Récepteurs (coating) VEGF Biotinylé =~ VEGF compétiteur

(ug.mL™) (ng.mL™) (ug.mL™)
NRP-1 2 5 0,5
NRP-2 5 10 1
Flt-1 2 5 0,5

1.6  Création d’une lignée cellulaire NRP-1 négative par ARN interférence

[.6.1. Généralités sur les siARN

Cette technique d’ARN interférence (ARNi) est basée sur I’inactivation spécifique
d’un ARNm par I'utilisation d’un petit ARN antisens (siARN, small interference ARN)
pouvant s’apparier a I’ARNm correspondant. L’appariement entre les 2 molécules crée une
région d’ARN double brins qui active le systéme de défense naturel de la cellule contre les
virus (les virus présentent trés fréquemment des ARN double brins). L’activation du systeme
provoque I’inactivation de I’ARNm ciblé par le siARN en inhibant sa traduction ou en
provoquant sa dégradation. Les siARNs peuvent étre transfectés dans les cellules eucaroytes
adhérentes en culture par les moyens classiques de transfection des ADN plasmidiques. Dans
notre stratégie, les deux brins sens et antisens du siARN sont synthétisés a partir du méme
promoteur sous la forme d’une structure en forme d’épingle a cheveux. Cette boucle (loop)
sera détruite par I’enzyme Dicer pour activer les siARN in vitro. Le complexe RISC (RNA
induced silencing complex) reconnait les siARN formés in vitro a partir du vecteur et initie le

processus d’ARN interférence (Figure 33) (Brummelkamp et al., 2002 ; Cullen, 2006).
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plasmide @

/ Transfection

Cytoplasme \

s» ARNm cible 3 siRNA
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RISC

l Coupure de ’ARNm
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Figure 33 : Représentation schématique simplifiée de la technique d’ARN interférence.

[.6.2. Préparation et amplification du plasmide NRP-1 siARN
1.6.2.1. Préparation du plasmide

Le plasmide pSIREN (BD Biosciences Clontech) est linéarisé grace au site de
restriction BamH1/EcoR1. Ce plasmide (Figure 34) possede

un site d’initiation de la réplication bactérienne, ColEl, permettant la

réplication du vecteur dans la bactérie,

- un géne de résistance a I’ampicilline (Amp') pour la sélection des bactéries
transformées par le plasmide,

- un géne de résistance a la puromycine (Puro’) permettant la sélection des

cellules transfectées,

- et, le promoteur PU6 permettant la synthése d’ARN double brin.

pt
Amp'

RNAi-Ready
PSIREN-RetroQ "
6.4 kb

ColET ori
SVAD ori
Psvao 3

LTR

Figure 34 : Carte du plasmide pSIREN linéaire.
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Les oligonucléotides (EurogenTec, Liege, Belgique) sont présentés dans la Figure 35 et le

Tableau 10.

NRP-1 SiARN sens

5 '-GATCClGAGAGGTCCTGAATGTTCCTTCAAGAGAGGAACATTCAGGACCTCTCCTTTTTTCTAGAG-3 ’
1 2 3

NRP-1 SiARN antisens

5’-AATTCTCTAGAAAAAAIGGAGAGGTCCTGAATGTTCCTCTCTTGAAGGAACATTCAGGACCTCTCCG-3’
4 5 6

Figure 35 : Séquences des oligonucléotides permettant la synthése de siARN correspondant a8 ’ARNm de
NRP-1.

Tableau 10 : Description des sites des oligonucléotides de la Figure 35.

Sites Correspondance Utilité

1 Site BamH1 Insertion des oligonucléotides dans le plasmide
2 Loop sens Structure en épingle a cheveux
3 Site sens XBal Vérification de I’insert dans le plasmide
4 Site EcoRI Insertion des oligonucléotides dans le plasmide
5 Site antisens XBal Vérification de I’insert dans le plasmide
6 Loop antisens Structure en épingle a cheveux

encadrés 6 thymines Arrét de la transcription de la séquence

G encadré purine Initiation de la transcription par la RNA polymérase 111

Afin d’¢éliminer toute structure secondaire, les oligonucléotides (50 uM) sont placés
pendant 30 s a 95°C. L’hybridation des oligonucléotides se fait par diminution progressive
de la température (2 min a 72°C, 2 min a 37°C, 2 min a 35°C puis sur glace).

La ligation de 1’oligonucléotide double brins ainsi formé, dans le vecteur pSIREN se
réalise a température ambiante durant 5 min grace a un mix réactionnel comportant 50 ng du
vecteur pSIREN linéarisé, 50 ng d’oligonucléotide double brins en présence de ligase T4 (3U)

(Promega, France).

1.6.2.2. Transformation d’E Coli TG1 par le plasmide « pSIREN NRP-1 siARN »

Les bactéries rendues compétentes par le CaCl, (50 mM, 4°C, 4 h) sont alors
transformées par le plasmide pSIREN NRP-1 siARN (50 ng). Le tout est placé a 4°C pendant
30 min puis, un choc thermique est réalisé a 42°C durant 2 min. Les bactéries sont alors mises

en culture dans du milieu Luria Bertani (LB), 30 min a 37°C pour permettre 1’expression
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phénotypique. Un étalement sur milieu LB Agar supplémenté en ampicilline (Sigma, 50

pg.mL'l, 1 nuit a 37 °C) permet de sélectionner les bactéries transformées par le plasmide.

1.6.2.3. Amplification et purification du plasmide

Plusieurs colonies ont ét¢ isolées et mises en culture dans un milieu sélectif liquide a
base de LB et d’ampicilline (100 ug.mL'l) pendant une nuit a 37°C sous agitation. L’ADN
plasmidique contenu dans chacun des clones est extrait et purifi€¢ par la méthode
« minipreps » décrite par Birnboim (Birnboim, 1983), puis digéré par I’enzyme de restriction
XBal (Promega) pour libérer I’insert NRP-1. La taille des deux fragments d’ADN
plasmidique (vecteur+ insert) est vérifiée par migration sur gel d’agarose 0,8% dans du
tampon TRIS-Borate-EDTA (TBE, Invitrogen). Les bactéries transformées avec le plasmide
pSIREN NRP-1 siARN sont conservés dans 10% de glycérol a - 80°C. Le plasmide pSIREN
NRP-1 siARN est produit a partir de 2,5 L de culture en milieu sélectif liquide grace au kit
d’extraction NucleoBond® (Marcherey-Nagel, Diiren, Allemagne), selon le protocole donné
par le fournisseur. Le culot d’ADN plasmidique est resuspendu dans 1 mL d’eau RNase free.
La quantité et la qualité de plasmide pSIREN NRP-1 siARN ont été respectivement mesurées
par spectrophotométrie et visualisées par migration sur gel d’agarose 0,8% dans du tampon
TBE. La concentration moyenne en plasmide pSIREN  NRP-1 siARN obtenue apres

purification est d’environ 2 mg.mL™.

[.6.3. Transfection de la lignée MDA-MB-231

La lignée MDA-MB-231 est une lignée de cancer du sein surexprimant NRP-1
(Bachelder et al., 2003). Les cellules a transfecter sont ensemencées en plaques 6 puits dans
du RPMI-1640 sans rouge de phénol (Invitrogen) contenant 9% de SVF (serum de veau fcetal,
PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Allemagne), 1% de pénicilline (10000 UI), 1% de
streptomycine (10000 mg.mL'l) et 1% de glutamine 200 X (Invitrogen) a raison de 100000
cellules/puits. La transfection est réalisée 24 a 48 h apreés ensemencement lorsque les cellules
sont a 70% de confluence.

I™ (solution de

Pour chaque puits, un premier mélange est constitué¢ de 8 puL. de jetPE
transfection, Polyplus transfection, Eurogentec) et de 100 uL de milieu RPMI sans sérum. Un
deuxieme mélange est composé de 4 pg de plasmide et 100 uLL de milieu RPMI sans SVF. Le
mélange jetPEI™ est ensuite versé sur le mélange plasmide, puis une homogénéisation au

vortex est réalisée pendant 10 s. Le tout est incubé a température ambiante pendant 30 min.
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Le milieu de culture de chaque puits est changé (2 mL de milieu complet/puits pour une
plaque 6 puits). Le complexe jetPEI™/plasmide (200 pL/puits) est ajouté aux cultures et le
tout est placé a 37°C pendant 4 h. Les puits sont complétés avec du milieu complet pour un
volume final de 4 mL.

La sélection a la puromycine (I pg.mL™) est réalisée 24 h aprés transfection. Les
premiers clones résistants a la puromycine apparaissent une a deux semaines apres. Ils sont
ensuite repiqués dans des plaques 24 puits. Lorsque les cellules sont a confluence, elles sont
réensemencées en T25. Aprés deux passages, la puromycine est ¢liminée, ’extraction des
protéines et de ’ARN des clones sélectionnés est réalisée pour étre testés respectivement par

western blot et RT-PCR.

[.6.4. Caractérisation du modele cellulaire par reverse transcription-

polymerase chain reaction (RT-PCR)

1.6.4.1. Extraction des ARN totaux

Les ARN totaux sont extraits selon la méthode de Chomczynski et Sacchi
(Chomezynski et Sacchi, 1987), a I’aide du réactif TRIzol® (Invitrogen, Cergy-Pontoise,
France) qui est une solution de phénol et d’isothiocyanate de guanidine. Le TRIzol® maintient
I’intégrité des ARN lors de la dissociation des différents composants cellulaires.

Aprés ringage au PBS des cellules en monocouche, 1 mL de TRIzol" est ajouté et
apres 1 min de contact a température ambiante, les cellules sont récupérées dans un tube
RNase DNase free.

Une centrifugation a 12000 g, pendant 10 min a 4°C permet de séparer les débris
cellulaires du surnageant dans lequel sont dissous les protéines, les ADN et les ARN.

Apres récupération et transfert du surnageant dans un nouveau tube, 0,2 mL de
chloroforme (Prolabo, Fontenay-sous-Bois, France) sont ajoutés. Le mélange
surnageant/chloroforme est agité vigoureusement (environ 15 s), puis centrifugé (12000 g
pendant 15 min a 4°C). Deux phases se séparent et les ARN extraits se retrouvent
exclusivement dans la phase aqueuse. Celle-ci est transférée dans un nouveau tube et 0,5 mL
d’isopropanol (Prolabo, Fontenay-sous-Bois, France) sont ajoutés, afin de précipiter les ARN.
Les tubes sont laissés 10 min a température ambiante, puis centrifugés a 12000 g pendant 10

min a 4°C. Les ARN totaux précipités forment un culot.
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Le culot est lavé par addition de 1 mL d’éthanol & 75% (Prolabo), puis centrifugé a
7500 g pendant 5 min a 4°C. L’éthanol est ensuite éliminé par aspiration puis par évaporation
en plagant les tubes ouverts a 37°C quelques minutes (bain sec, Fisher Bioblock Scientific,
Illkiich, France). Le culot est ensuite resuspendu dans 50 uLL d’eau RNase DNase free.

Pour chaque échantillon, un aliquote dilué au 1/200°™ est préparé puis placé dans une
cuve en quartz (Merck-Eurolab, VWR, Fontenay-sous-Bois, France) pour réaliser la mesure
de I’absorbance a 260 nm, permettant de déterminer la concentration en ARN totaux. Cette
méme dilution permet d’évaluer la qualit¢ de la préparation d’ARN par la mesure de la
densité optique (DO) a 280 nm (absorbance des protéines) et le calcul du rapport R=
DO260nm/DO2sonm. La préparation est considérée de bonne qualité si R > 1,8.

Les ARN totaux sont ensuite conservé a -20°C.

1.6.4.2. Transcription inverse (reverse transcription, RT)
La réaction de RT permet de synthétiser un ADN complémentaire (ADNCc) simple brin
a partir d’un ARNm.

Un volume contenant 1 ug d’ARN totaux est déposé dans un tube a PCR de 200 pL, et
complété avec de I’eau RNase DNase free pour un volume final de 11 pL. Le mélange
réactionnel nécessaire a la RT, est alors ajouté dans chaque tube : 4 uL de Mix 1X Biorad, 1
pL d'Iscript RT BioRad (Iscript cDNA synthesis kit, BioRad, Ivry-sur-Seine, France) et 4 pL
d’ARN RNase DNase free. Les tubes sont ensuite incubés 5 min a 25°C, 30 min a 42°C dans
le thermocycleur, correspondant a la phase de synthése des ADNc, puis 5 min a 70°C,
correspondant a la phase de dénaturation de I’enzyme Iscript. Les ADNc sont conservés a -

20°C jusqu’a utilisation.

1.6.4.3. Amplification en chaine de I’ADN (polymerase chain reaction, PCR)

A partir des ADNCc totaux, la PCR permet d’amplifier sélectivement des geénes cibles,
grace a I’utilisation d’amorces spécifiques de ces genes d'intérét. L expression de chaque gene
d'intérét est évaluée de mani¢re semi-quantitative par rapport a l'expression d'un géne de
référence. Pour notre étude, nous nous sommes intéressés a l'expression du gene codant
NRP-1 et nous avons utilis¢é le geéne codant la GAPDH (glycéraldéhyde-3-phosphate

déshydrogénase) comme gene de référence.
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Tableau 11 : Description des amorces spécifiques utilisées pour la PCR.

Génes cibles Amorces (5'-3'") Réf.
sens ATG GAG AGG GGG CTG CCG Bachelder et
NRP-1 _ CTATCG CGC TGT CGG TGT A 12003
antisens at.,

Eurogentec
sens TGG GGA AGG TGA AGG TCG GA Bianchi et

GAPDH
antisens GAA GGG GTC ATT GAT GGC AA al., 2002

La PCR est effectuée dans des tubes a PCR. Pour chaque tube, 1'ensemble des réactifs

(Invitrogen) nécessaires a 'amplification des génes figure dans le Tableau 12.

Tableau 12 : Composition du mélange pour I’amplification du géne codant NRP-1

Réactifs de PCR Volume (uL)
ADNc 2
Tampon de PCR 10X 2
MgCl, 50 mM 0,6
dNTP 2,5 mM 1,6
Amorce sens 5 pM 2
Amorce antisens 5 uM 2
Taq DNA polymérase 0,2
H,0 (RNase DNase free) qsp 20

Apres avoir été homogénéisés et centrifugés, les tubes sont placés dans le
thermocycleur permettant d’alterner les phases de dénaturation, d'appariement et de synthése
(Tableau 13).

Tableau 13 : Cycles d’amplification du géne codant NRP-1.

Etapes Température (°C) Durée Nombre de cycles
Dénaturation initiale 95 15 min 1
Dénaturation 95 30 sec
Amplification Appariement 55 1 min 28
Synthése 72 1 min
Dégradation de la Taq polymérase 72 10 min 1
Terminaison 4 infinie
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1.6.4.4. Analyse des produits d’amplification

Les échantillons aprés PCR sont analysés par électrophorése sur gel d’agarose.

Un gel d'agarose a 1% ("/,) est préparé par dissolution d’agarose (Invitrogen) dans du
tampon TBE 0,5 X, contenant du bromure d’éthidium (BET, Sigma) a la concentration de 10
pg.mL”. Le gel est mis & polymériser dans un support adapté, d'abord a température ambiante
(15 min), puis a 4°C. Deux pL de solution BlueJuice™ (Invitrogen) sont ajoutés aux produits
de PCR, puis 10 pL sont déposés dans les puits pour migration.

La migration électrophorétique des produits de PCR se fait dans un tampon TBE 1X,
sous 100 V pendant 2h30.

Apres migration, les bandes d’ADN sont visualisées par transillumination UV grace a
la fluorescence du BET qui s’intercale dans I’ADNc. Le systéme d’analyse d’image utilisé est
de type Gel Doc EQ (BioRad, Ivry-sur-Seine, France). Pour chaque échantillon, le rapport
d’expression relative (RER) est calculé. Il représente I’intensité de fluorescence de la bande
du géne cible sur I’intensité de fluorescence de la bande du gene de référence, en I’occurrence
la GAPDH.

A partir de chaque solution d'ADNCc, trois réactions de PCR indépendantes ont été

réalisées nous permettant de déterminer un RER moyen pour chaque clone.

1.6.5. Caractérisation du modele cellulaire par Western-Blot

L'expression de la protéine NRP-1 a été étudiée en utilisant la technique de Western-
Blot.
1.6.5.1. Extraction des protéines totales

Pour éviter la dégradation des protéines par les protéases, I’extraction est réalisée
continuellement dans un bac de glace a 4°C. Les cellules en monocouche sont immergées

dans 1 mL de tampon de lyse dont la composition est décrite dans le Tableau 14.

Tableau 14 : Composition du tampon de lyse.

Réactifs Concentrations Fournisseurs
CHAPS 100X 1% (/) Sigma
Tris-HCI 10 mM Sigma
PMSF 100 pg.mL™’ Sigma
PBS qsp Gibco

A la fin de l'incubation, les échantillons lysés sont centrifugés (12000g, 15 minutes,

4°C) afin d'¢liminer les débris et d'obtenir un homogénat protéique.
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1.6.5.2. Dosage des protéines totales

Pour chaque échantillon, le dosage des protéines totales a été effectué¢ avec le kit
BioRad Dc Protein Assay (BioRad, Ivry-sur-Seine, France), basé¢ sur la méthode
colorimétrique de Lowry (Lowry ef al., 1951).

Les échantillons a doser sont préalablement dilués au 1/10° et 1/20° dans de I’eau ppi.
Une gamme de BSA (0 a 1,4 mg.mL'l) diluée dans le méme solvant que les échantillons, est
préparée a partir d'une solution de BSA a 2 mg.mL'1 (Sigma) et déposée sur une plaque 96
puits (2 puits/point de gamme). Les échantillons sont déposés de la méme manicre. La
solution A’ est préparée en mélangeant 20 uLL de solution S pour 1 mL de solution A (tartrate
de cuivre) selon les recommandations du fournisseur. 25 pL de solution A’ puis 200 uL de
solution B (réactif de Folin dilué) sont déposés dans chaque puits. La plaque est alors agitée et
mise a incuber pendant 15 min & température ambiante, a l'abri de la lumicre. La densité
optique 4 690 nm est ensuite déterminée avec un lecteur de microplaque Titertek Multiscan®
MCC/340 (Labsystem, Cergy-Pontoise, France).

Les extraits protéiques sont congelés et conservés a —80°C jusqu'a utilisation.

1.6.5.3. Séparation des protéines sur gels de polyacrylamide
La proportion d'acrylamide est de 7,5% dans le gel de séparation et de 5% dans le gel

de concentration (Tableau 15).

Tableau 15 : Composition des gels d'acrylamide.

Réactifs Solutions Fournisseurs Gel de Séparation  Gel de Concentration a
meéres a7,5% 5%
Acrylamide-Bis 29 :140% BioRad 7.5% 5%
Tris-HCI 0,75M pH 8,8 Sigma 200 mM -
Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 Sigma - 125 mM
Glycérol 50% (*/+) Sigma 5% 5%
SDS 20% (™/) Sigma 0,16% 0,16%
Ammonium persulfate 10% (/) Sigma 0,125% 0,08%
TEMED Sigma 0,125% 0,08%
H,O0 qsp qsp

Le gel de séparation est coulé en premier puis, recouvert d'eau saturée en isopropanol
(propanol-2, Prolabo). Apres 30 min de polymérisation a température ambiante, la surface du

gel est rincée a I'eau puis séchée. Le gel de concentration est alors coulé, puis le peigne mis en
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place permet de former les puits de dépots. Apres polymérisation, le peigne est retiré puis le
bloc contenant le gel est immergé dans une cuve d'électrophoreése contenant le tampon de
migration Tris-Glycine-SDS (tampon TGS, BioRad).

Les échantillons protéiques sont dilués dans du tampon de lyse (Tableau 14) contenant
du dithiotréitol a 4 mM, de fagon a obtenir 10 pug de protéines contenues dans 25 uL et le
méme volume de tampon de Laemmli (BioRad) sont ajoutés dans chaque échantillon. Les
protéines ainsi préparées, sont chauffées a 95°C pendant 5 min afin de les dénaturer. Les
échantillons sont ensuite placés dans un bain de glace afin d'éviter toute renaturation méme
partielle des protéines.

Dans chaque puits du gel d'¢lectrophorése, 20 L d'échantillon sont déposés. Dans au
moins un puits, 8 pL. d'un marqueur de taille adapté (Kaléidoscope, Prestained Standards,
BioRad) est déposé. La migration €lectrophorétique des protéines s'effectue a 100 V pendant

2h15 a l'aide d'un générateur Power Pac 300 (BioRad).

1.6.5.4. Transfert sur membranes
En fin de migration, le gel est démoulé et le gel de concentration retiré. Le gel de
séparation est récupéré puis incubé dans le tampon de transfert (Tableau 16) pendant au mois

15 min.

Tableau 16 : Composition du tampon de transfert.

Réactifs Proportions Fournisseurs
Tris 48 mM Sigma
Glycine 39 mM Sigma
SDS 0,037% (/) Sigma
Méthanol 20% (*/) Prolabo
H,0 qsp

Les membranes de PVDF (fluorure de polyvinylidéne, GE Healthcare, Orsay, France)

sont activées avant le transfert selon le protocole résumé dans le Tableau 17.

Tableau 17 : Protocole d'activation des membranes.

Solutions Durée d'incubation
Méthanol 30s
H,0 2 min
Tampon de transfert 10 min
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Le transfert est réalisé a 1'aide d'un systéme semi-sec (TE 77 ECL Semi-dry transfer
Unit, Amersham Biosciences). Les couches successives pour le transfert sont placées selon la

Figure 36.

< Cathode

. Gel de séparation
Papier filtre humecté / P
de tampon de transfert \ Membrane activée

4—— Anode

Figure 36 : Schéma du systéme de transfert semi-sec des protéines du gel sur la membrane.

Le transfert s'effectue a 0,08 A/membrane durant 30 min (générateur Power Pac 300,

BioRad).

1.6.5.5. Immunomarquage

Pour l'immunomarquage, I’anticorps anti NRP-1 (neuropilin-1 sc-7239, Cell
signaling), est dilué au 1/200° dans une solution de saturation contenant 5% de lait.

Les membranes sont incubées une nuit a 4°C, sous agitation lente, lavées dans du
tampon TBST (tris buffer saline-tween 20), puis mises en contact avec l'anticorps secondaire
(Donkey anti-goat IgG —HRP sc-2020, Cell Signaling), dilué au 1/2000° dans 5 mL de
solution de saturation. Les membranes sont ensuite incubées pendant 1 h a température

ambiante, avant d'étre lavées de la méme maniere que précédemment, puis révélées.

1.6.5.6. Révélation

La révélation est réalisée avec le kit ECL™ Western Blotting (Amersham-Pharmacia
Biotech, Saclay, France) dont le principe repose sur une réaction de chimioluminescence. La
peroxydase couplée a l'anticorps secondaire est capable d'oxyder le luminol (réactif du kit
ECL™) et aboutit a I'émission de lumiére, imprimant un film d'autoradiographie adapté
(Hyperfilm™ ECL, Amersham-Pharmacia Biotech).

Les membranes sont délicatement séchées puis mises en contact pendant 1 min avec 6
mL de solution de révélation (provenant d'un mélange équivolume des deux réactifs fournis
dans le kit ECL™). Les membranes sont ensuite délicatement séchées avec du papier
absorbant, enveloppées de papier film puis mises en contact avec le film photographique dans

une cassette de type Hypercassette™ (Amersham-Pharmacia Biotech). Le temps d'exposition
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est d'environ 2 min, puis les films sont développés automatiquement (développeur 3M,

modele XP2000) dans le Service de Radiologie du Centre Alexis Vautrin.

I.7 Cinétiques d’incorporation des photosensibilisateurs dans la lignée
NRP-1 négative

Les cellules MDA-MB-231 ou MDA-MB-231 NRP-1 siARN ont été ensemencées
dans des plaques 96 puits (2.10* cellules/puits) dans du milieu RPMI contenant 9% de SVF.
Deux plaques par lignée ont été préparées. Apres trois jours de croissance, les cellules (12
puits par condition) sont mises en présence des PSs (5 uM) pendant 24 h dans du milieu
RPMI contenant 0,5% de SVF. Parallélement, une plaque est utilisée pour évaluer la viabilité
cellulaire par test MTT, I’autre plaque est utilisée pour tester 1’incorporation cellulaire.

Le test MTT est une méthode colorimétrique, utilisant le bromure de 3-(4,5-
diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium ou MTT (Sigma), qui permet de mesurer la
prolifération cellulaire. Le MTT est un composé jaune pale métabolisé par la succinate
déshydrogénase mitochondriale dans les cellules vivantes. La métabolisation entraine la
formation de cristaux de formazan, de coloration brune.

Au moment de la réalisation du test, 50 pL d’une solution de MTT (2,5 mg.mL"' dans
du PBS) est ajouté¢ dans chaque puits. Aprés 3 h d’incubation a 37°C, nécessaires a la
métabolisation du colorant, 1’intégrité des membranes cellulaires est détruite par addition de
50 uL de SDS (dodécylsulfate de sodium) a 25% ("/,) (Sigma). Aprés homogénéisation du
milieu dans chaque puits, I’absorbance a 540 nm est déterminée a 1’aide d’un lecteur de
microplaques Titertek Multiscan® MCC/340.

Pout tester I’incorporation cellulaire, les cellules sont rincées trois fois avec du PBS,
puis 50 uL de tampon de lyse (NaOH 0,25M et SDS 1%) et 150 pL d’éthanol sont ajoutés
dans chaque puits. Les débris cellulaires sont éliminés par centrifugation (2000 rpm, 10 min)
puis le surnageant est placé dans une nouvelle plaque pour évaluer la fluorescence a 650 nm
apres excitation a 410 nm grace a un spectrofluorimétre permettant la lecture directe en

plaque 96 puits (flx-Xenius spectrofluorimeter, SAFAS, Monaco).
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1.8 Biodistribution et stabilité des PSs chez la souris

[.8.1. Mode¢le animal

Des souris athymiques nu/nu (Harlan, Borchen) femelles de 6 semaines ont été
xénogreffées a partir de fragments tumoraux (U87), provenant d’une souris donneuse. Entre
14 et 21 jours apres greffage, les tumeurs atteignent un diamétre moyen de 5 mm. Les PSs
(TPC-Ahx-ATWLPPR, TPC-Ahx-aTWLPPR ou TPC-Ahx-Ay[CH,NH]TWLPPR) a la dose
de 2,8 mg/kg (analyse par HPLC) ou 5,6 mg/kg (analyse par MALDI TOF) sont injectés par
voie intra-veineuse dans la veine de la queue des souris. Les différents PSs sont dilués dans
un mélange éthanol/PEG 400/eau (2:3:5, v/v/v). Les animaux sont ensuite maintenus a
I’obscurité.

Les étapes suivantes ont été réalisées 1, 2, 4 ou 24 heures aprés injection par voie
intra-veineuse des PSs. Le sang de ’animal est prélevé par ponction intra-cardiaque, la
tumeur et le foie sont également soigneusement récupérés.

Le sang est prélevé dans des tubes héparinisés. Apres centrifugation a 400 g pendant
10 min, le plasma est récupéré dans des cryotubes et conservé a -80 °C. Apres un rapide
ringage dans du sérum physiologique, le foie et la tumeur sont également conservés a -80°C

dans des cryotubes.

1.8.2. Chromatographie liquide haute performance et spectrométrie de masse
1.8.2.1. Extraction des photosensibilisateurs

Avant extraction, les différents échantillons sont pesés. Les tissus sont solubilisés dans
un tampon Tris-EDTA-Molybdate (500 uL ; pH 7,4) avant d’étre broyés a I'ultraturax et
passés aux ultrasons.

Les PSs sont solubilisés dans du DMSO (50 pL) et les protéines sont précipitées par
du méthanol (2,5 mL). Aprés homogénéisation le surnageant est récupéré puis, évaporé sous
vide (Speed vac).

Les échantillons sont repris dans 50 pL d’éthanol pour I’analyse par spectrométrie de

masse et dans 200 pL de méthanol pour I’analyse chromatographique.

1.8.2.2. Chromatographie analytique (HPLC en phase inverse)
L HPLC en phase inverse sur colonne C18 (250 x 4,6 mm,YMC Interchim, Montlugon
France) est réalisée sur un systeme Gold Beckman Coulter (France) constitu¢é d’une pompe

126 associée a un injecteur automatique 506 Beckman Coulter. Un détecteur

165



Chapitre V : Elaboration de peptides modifiés

spectrofluorimétrique RF-10A XL (Shimadzu, Champs s/Marne, France) est directement
couplé au systtme HPLC. Nous avons travaillé en condition isocratique avec un solvant
d’élution constitué d’un mélange méthanol-eau (90:10, */,). Le débit est maintenu & 1 mL.min"
! le volume d’injection est fixé a 50 pL et la durée d’analyse a 40 min.

La détection des PSs est réalisée par fluorescence avec comme longueurs d’onde
d’excitation et d’émission respectivement 416 nm et 652 nm.

Nous avons choisi d’utiliser la mTHPP comme standard interne a la concentration
initiale de 250 ng.mL”. Ainsi, la mTHPP a été ajoutée systématiquement avant toute
extraction plasmatique et tissulaire afin de vérifier la reproductibilité de 1’extraction pour
chaque échantillon. De plus, pour chaque série d’échantillons inconnus de souris a quantifier,
quatre points de gamme de PS (100, 250, 500 et 1000 ng.mL™") ont été également réalisés et
extraits a partir du plasma ou du tissu témoin supplémenté afin de vérifier la reproductibilité
du protocole d’extraction. Les concentrations plasmatiques et tissulaires sont calculées a partir
des droites de calibration obtenues apres extraction, puis corrigées par rapport a la moyenne

des aires de 1’étalon interne.
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II. Résultats et Discussion

II.1 Structure des peptides, pseudopeptide et chlorine conjuguées

H N>;
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o
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H H
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o

aTWLPPR,

o N
H
N\(S}J\ e
¥ N
H HN
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ATWLPPR,

Figure 37: Structure chimique des peptides et

Ay[CH,NH|TWLPPR et rpplwta.
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1

NH,

HN

Figure 38 : Structure chimique des chlorines conjuguées TPC-Ahx-ATWLPPR et TPC-Ahx-
Ay|CH,NH]TWLPPR

11 existe deux isomeéres pour chacune de ces molécules, correspondant a la réduction d’une double liaison a I’'un
des emplacements indiqués par les fléches. Un seul isomére est représenté ici.

II.2 Caractérisations chimiques des peptides et pseudopeptide seuls et
conjugués a la TPC aprés purification

Suite au clivage des (pseudo)peptides du support solide, le mélange obtenu contient la
molécule d’intérét ((pseudo)peptide ou la TPC couplée au ((pseudo)peptide), mais peut
¢galement étre composé d’autres peptides, notamment des peptides présentant des délétions et
des peptides ayant subi des modifications sur les chaines latérales. Nous avons donc effectué
une purification par HPLC en phase inverse, avec une colonne semi-préparative RP-18. Les
peptides sont purifiés en utilisant un gradient d’eau-TFA 0,1 % (*/y) (A) et d’acétonitrile (B)
(25 4 100% de B en 30 min), avec un débit de 4 mL.min™' et une détection 4 280 nm. Les PSs
couplés aux peptides ou pseudopeptide sont purifiés sur la méme colonne avec un gradient
d’eau-TFA 0,1 % (*/y) (A) et de méthanol (B) (75 a 100 % de B en 15 min puis 100 % de B),

avec détection par absorbance a 415 nm.
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I1.2.1. Spectres RMN du proton

L’identité des (pseudo)peptides seuls et conjugués a la TPC aprés purification a été

vérifiée par RMN du proton, en solution dans du DMSO deutéré.

Tableau 18 : Déplacements chimiques des protons de ATWLPPR dans le DMSO deutéré (ppm).

NH o-H B-H y-H 8-H autres
Ala 3,95 1,05;1,03
Thr 8,36 3,95 4,33 1,04
Trp 7,88 4,56 3,105 3,01 5H=6,95 ; 2H,6H=6,97 ; 7TH=7,30
4H=7,53 ; 1H=10,79
Leu 8,11 4,53 1,27 ;1,24 1,58 0,86
Pro 4,53 2,10; 1,90 1,80 3,49
Pro 4,33 2,00; 1,80 1,90 3,56
Arg 8,00 4,13 1,82 1,52 3,10 e-NH=7,52

Tableau 19 : Déplacements chimiques des protons de aTWLPPR dans le DMSO deutéré (ppm).

NH a-H B-H v-H 5-H autres

ala 8,02 (NH;") 4,02 1,34

Thr 8,41 3,96 4,39 1,02

Trp 8,07 4,65 3,17;2,95 5H=6,91 ; 6H=7,07 ; 2H=7,15 ;
7H=7,32 ; 4H=7,59 ; 1H=10,80

Leu 8,12 4,57 1,42 ;1,38 1,61 0,84

Pro 4,55 2,10; 1,90 1,81 3,44

Pro 4,36 2,07 ; 1,80 1,87 3,63

Arg 8,01 4,16 1,75 1,55 3,13 £-NH=7,56

Tableau 20 : Déplacements chimiques des protons de Ay[CH,NH|TWLPPR dans le DMSO deutéré

(ppm).
NH o-H B-H yv-H 5-H autres
redAla 3,53 0,95 2,88 ;2,78 (CH, réd.)
Thr 8,10 3,51 3,84 1,19
Trp 8,31 4,58 3,13;2,94 5H=6,99 ; 6H=7,08 ; 2H=7,15
~7H=7,35; 4H=7,69 ; IH=10,78
Leu 8,16 4,58 1,47 ;1,40 1,68 0,88
Pro 4,54 2,05;2,01 1,75 3,51
Pro 4,39 2,12;2,02 1,81 3,63
Arg 8,04 4,19 1,74 1,58 3,12 e-NH=7,58

Tableau 21 : Déplacements chimiques des protons de rpplwta (rétro-inverso) dans le DMSO deutéré

(ppm).
NH o-H B-H yv-H 5-H autres
arg 8,01 4,45 1,72 1,59 3,07 e-NH=7,68
pro 4,39 1,92 1,84 3,64
pro 4,65 2,21;1,95 1,81 3,44
leu 7,80 4,21 1,58 ;1,36 1,58 0,80
trp 7,78 4,51 9,19; 3,10 5H=6,88 ; 6H=6,71 ; 2H=7,12 ;
7TH=7,35 ; 4H=7,53 ; 1H=10,83
thr 7,88 4,20 3,98 1,05

ala 8,19 4,25 1,21
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Tableau 22 :

Déplacements chimiques des protons de TPC-Ahx-ATWLPPR dans le DMSO deutéré (ppm).

NH o-H B-H yv-H 3-H autres

TPC -1,52; -1,58 (NH-pyrrole) ; 7,24-
8,84 (ArH, pyrrole)
Ahx 8,75 c¢=1,50; b,d=1,67 ; a=2,22 ;
e=3,41
Ala 8,13 4,39 1,27
Thr 7,64 4,22 4,09 1,00
Trp 7,89 4,55 3,13; 3,11 7,53-6,90 (ArH) ; 2H=7,15
1H=10,73
Leu 8,02 4,50 1,48 ;1,29 1,59 0,87
Pro 4,57 2,15; 1,81 1,78 3,45
Pro 4,33 2,08 ;1,92 1,82 3,61
Arg 8,07 4,15 1,72 1,55 3,13 e-NH=7,45
Tableau 23 : Déplacements chimiques des protons de TPC-Ahx-aTWLPPR dans le DMSO deutéré (ppm).
NH o-H B-H v-H 5-H autres
Chl -1,58, -1,53 (NH-pyrrole), 7,30-
8,40 (ArH, pyrrole)
Ahx 8,72 c=1,48 ; b,d=1,69 ; a=2,20 ;
e=3,39
ala 8,11 4,36 1,22
Thr 7,75 4,13 4,01 1,21
Trp 8,85 4,53 3,19;3,02 7,55-6,85 (ArH) ; 2H=7,15
1H=10,76
Leu 7,91 4,51 1,48 ;1,32 1,61 0,89
Pro 4,54 2,12 ;1,79 1,78 3,42
Pro 4,38 2,01; 1,88 1,79 3,59
Arg 8,01 4,12 1,74 1,51 3,09 e-NH=7,49

Tableau 24 : Déplacements chimiques des protons de TPC-Ahx-Ay[CH,NH]TWLPPR dans le DMSO

deutéré (ppm).
NH o-H B-H y-H 8-H autres
Chl -1,52, -1,59 (NH-pyrrole), 7,23—
8,57 (ArH, pyrrole)
Ahx 8,75 c=1,42 ;b,d=1,65;a=2,18 ;
e=3,40
redAla 7,93 3,81 0,98 2,20; 2,39 (CH, réd.)
Thr 7,19 3,55 3,72 1,09
Trp 8,91 4,84 3,15;2,95 6,80-7,70 (ArH) ; 2H=7,17
1H=10,78
Leu 8,36 4,61 1,60 ; 1,41 1,62 0,91
Pro 451 2,40 ;2,05 1,78 3,41
Pro 433 2,01;1,83 1,79 3,57
Arg 8,03 4,13 1,72 1,55 3,11 &-NH=7,56
Les déplacements chimiques des acides aminés des nouveaux peptides seuls ou
couplés au PS (Tableaux 19, 20, 23 et 24) sont comparables a ceux obtenus pour le peptide

ATWLPPR (Tableaux 18 et 22).
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I1.2.2. Analyse chromatographique par HPLC

Les PSs ont été caractérisés par HPLC en phase inverse, avec une colonne semi-
préparative RP-18 (250 x 10 mm, 5 um, Apollo Alltech) avec un gradient d’eau-TFA 0,1 %
('/v) (A) et de méthanol (B) (75 a 100 % de B en 15 min puis 100 % de B), avec détection par
absorbance a 415 nm.

On peut noter que la TPC couplée aux (pseudo)peptides est €luée sous forme d’un
double pic en HPLC (Tableau 25) du fait de I’existence de deux isomeres de cette molécule,

résultant de son caractere asymétrique (Figure 38 page 168).

Tableau 25 : Temps de rétention moyen (min) des PSs conjugués.

TPC-Ahx-ATWLPPR TPC-Ahx-aTWLPPR TPC-Ahx-Ay[CH,NH]TWLPPR

Pic 1 17,2 17,2 16,0
Pic2 17,9 17,9 16,8

Les trois PSs possédent des caractéristiques chimiques comparables avec cependant
une légere différence de valeur de temps de rétention pour la TPC-Ahx-
Ay[CH,NH]TWLPPR certainement due a la réduction de la liaison amide entre les résidus
Ala et Thr (Tableau 25).

I1.2.3. Spectres de masse des PSs couplés aux peptides

La vérification des structures chimiques de la TPC-Ahx-ATWLPPR, la TPC-Ahx-
aTWLPPR et la TPC-Ahx-Ay[CH,NH]TWLPPR a été faite par spectrométrie de masse
MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption ionization —time of flight).

D’apres les résultats de la masse, les PSs couplés aux (pseudo)peptides sont purs apres

purification HPLC (Tableau 26 et Figure 39).

Tableau 26 : Comparaison des masses des PSs calculées et obtenues.

Masses calculées (m) [Masses obtenues + H]™ (m/z)

TPC-Ahx-ATWLPPR 1594,79 1595,61
TPC-Ahx-aTWLPPR 1594,79 1595,59
TPC-Ahx-Ay[CuNH]TWLPPR 1580,81 1582,51
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Figure 39 : Spectres de masse des PSs apres purification HPLC.

II.3 Caractéristiques photophysiques des PSs

Les spectres d’absorption des PSs dans 1’éthanol sont représentés sur la Figure 40. Ils
sont caractéristiques des chlorines, avec un ¢élargissement de la bande de Soret (non observé
pour les porphyrines), et quatre bandes Q dont la plus forte absorbe a 651 nm (bande Q). Les
profils d’absorption sont conservés entre la TPC-Ahx-aTWLPPR, la TPC-Ahx-
Ay[CH,NH]TWLPPR et la TPC-Ahx-ATWLPPR.
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Figure 40 : Spectres d’absorption des PSs dans I’éthanol. TPC-Ahx-ATWLPPR (en noir), TPC-Ahx-
aTWLPPR (en rouge) et TPC-Ahx-Ay[CH,NH]TWLPPR (en vert).

Les rendements quantiques de fluorescence (®g,,) et d’oxygeéne singulet (®,) sont

également conserves entre les trois PSs. Les valeurs obtenues sont présentées dans le Tableau
217.

Tableau 27 : Propriétés photophysiques des PSs dans I’éthanol.

Do (O
TPC-Ahx-ATWLPPR 0,18 0,68
TPC-Ahx-aTWLPPR 0,16 0,63
TPC-Ahx-Ay[CH,NH]TWLPPR 0,23 0,72

Ainsi, les trois PSs présentent des propriétés chimiques similaires (RMN et masse) et
des caractéristiques photophysiques équivalentes (spectres d’absorbance, rendements
quantiques de fluorescence et d’oxygene singulet). De plus, ils se caractérisent par des temps
de rétention en HPLC phase inverse également comparables (Tableau 25). D’apres ces
mesures, les concentrations en PSs ont été évaluées a partir des coefficients d’extinction
molaires obtenus précédemment pour la TPC-Ahx-ATWLPPR : 74.10° M".cm™ pour la
bande de Soret (416 nm) et 15.10° M™.cm™ pour la bande Q; (652 nm) (Tirand et al., 2006).
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I1.4 Affinité des peptides vis-a-vis des récepteurs et co-récepteurs au

VEGF 45 par test de binding

Dans un premier temps, les peptides seuls ont été testés pour une seule concentration
(480 mM) sur les protéines chimériques recombinantes (NRP-1, NRP-2 et Flt-1). Ces résultats
sont présentés dans la Figure 41. L’affinité des peptides modifiés n’a pas été testée sur KDR
car nous avions préalablement mis en évidence que ATWLPPR ne reconnaissait pas ce

récepteur (Tirand ef al., 2000).

£
g e
g 120- 5 1004 —=
8 [ NRP-1 e NRP-2
~ 100 ]
B > 809
> I £
g % 2 g
= o
[, 604 o
(D 8 40,
S a0 >
é 20 % 2
] =1
5 - g ol e
- & Q.
X Q\@ QQ’ QQ}' ».é& L‘: .& C§¢\ Q “é{\
ST T S & @’V
[4)
L qi\’ &8 w8 @
27
& e
S .
1204 Fit-1 I
100 T I
80’ T

60

40+

20

0

% fixation VEGF biotinylé / Témoin

é&@eé\,@g Q,Q"@&
\é&

S
\
#

Figure 41 : Affinité des différents peptides vis-a-vis des récepteurs au VEGF : NRP-1, NRP-2 et Flt-1.

La fixation du VEGF biotinylé (respectivement 5, 10 et 5 ng.mL’') sur les protéines recombinantes
(respectivement 2, 5 et 2 pg.mL") en présence de 2 pg.mL" d’héparine est évaluée en absence (témoin) ou
présence de peptide (480 puM) ou de VEGFes (respectivement 0,5; 1,0 ou 0,5 pg.mL™). Les données
représentent les moyennes + écart-type, n=3.
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Les peptides ATWLPPR, aTWLPPR et Ay[CH,NH]TWLPPR déplacent le VEGF¢s
biotinylé de sa fixation sur les récepteurs NRP-1 et NRP-2 contrairement au peptide rpplwta
qui n’est pas affin vis-a-vis de ces récepteurs. Aucun des peptides testés ne reconnait le
récepteur Flt-1. Nous avons également démontré sans ambiguité l'absence de liaison du
peptide inverso RPPLWTA sur NRP-1 (données non montrées).

Suite a ces études d’affinité, aTWLPPR et Ay[CH,NH]TWLPPR ont été testés par
comparaison au peptide ATWLPPR, sur NRP-1 et NRP-2 a différentes concentrations allant
de 3 a 120 uM afin d’évaluer la concentration peptidique permettant de déplacer 50% de
VEGF biotinylé (ECsg). Ces résultats sont présentés sur la Figure 42 et dans le Tableau 28.
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Figure 42 : Déplacement du VEGF biotinylé sur NRP-1 et NRP-2 en fonction de la concentration en
peptide : ATWLPPR (noir), aTWLPPR (rouge) et Ay[CH,NH|TWLPPR (vert).

La fixation du VEGF biotinylé (respectivement 5 et 10 ng.mL™) sur les protéines recombinantes NRP-1 et NRP-
2 (respectivement 2 et 5 pg.mL™) en présence de 2 pg.mL" d’héparine est évaluée par un ajout croissant de
peptide (3 - 480 uM). Les données représentent les moyennes + écart-type, n=3.

Quel que soit le peptide étudié, les affinités moléculaires vis-a-vis des co-récepteurs
NRP-1 ou NRP-2 demeurent comparables (voir Tableau 28). Les modifications structurales
de aTWLPPR et Ay[CH,NH]TWLPPR n’altérent donc pas leur reconnaissance vis-a-vis des
NRPs. Les ECsp pour NRP-1 sont de 13,2 uM pour ATWLPPR (contre 19 uM dans les
précédents travaux (Tirand et al, 2006)) et de 13,0 et 22,0 uM, respectivement pour
aTWLPPR et Ay[CH,NH]TWLPPR (Tableau 28).

Les peptides aTWLPPR et Ay[CH,NH]TWLPPR conjugués via le bras espaceur
(Ahx) a la TPC ont également été testés pour ces co-récepteurs NRP-1 et NRP-2 a différentes
concentrations (10 uM a 1 mM) (Figure 43).

175



Chapitre V : Elaboration de peptides modifiés

Les ECsy obtenues pour les trois PSs vis-a-vis de NRP-1 et NRP-2 sont 1a encore du

méme ordre de grandeur, ces résultats sont présentés dans le Tableau 28.
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Figure 43 : Déplacement du VEGF biotinylé sur NRP-1 et NRP-2 en fonction de la concentration en
chlorine conjuguée : TPC-Ahx-ATWLPPR (noir), -aTWLPPR (rouge) et —~Ay[CH,NH|TWLPPR (vert).

La fixation du VEGF biotinylé (respectivement 5 et 10 ng.mL™") sur les protéines recombinantes NRP-1 et NRP-
2 (respectivement 2 et 5 pg.mL™") en présence de 2 pg.mL™' d’héparine est évaluée par ajout croissant de PS (10-
1000 uM). Les données représentent les moyennes + écart-type, n=3.

Tableau 28 : Concentrations en ligand compétiteur permettant de déplacer 50% du VEGF biotinylé
(ECsp) pour les différents peptides conjugués ou non a la chlorine, sur les co-récepteurs NRP-1 et NRP-2.

NRP-1 NRP-2
ECs Tirand ezal.,  ECso (uM)
(uM(i 2006
Peptides seuls ATWLPPR 13 19 7
aTWLPPR 13 8
Ay[CH,NH]TWLPPR 22 9
Peptides TPC-Ahx-ATWLPPR 213 171 203
conjuguésala  TpC.Ahx-aTWLPPR 269 197
chlorine (TPC) b Ahx-Ay[CH,NH|TWLPPR 277 122

Le fait que les peptides inverso (RPPLWTA) et rétro-inverso (rpplwta) ne présentent
pas d’affinit¢ vis-a-vis de NRP-1, confirme I’hypotheése que le résidu arginine est
indispensable a la reconnaissance du récepteur. En effet, il a ét¢ démontré que 1’arginine
(fonction COOH et chaine latérale) est indispensable a la spécificité de reconnaissance vis-a-
vis de NRP-1 (Starzec ef al., 2007). Ainsi, pour les peptides inverso, la position de 1’arginine
dans la chaine peptidique ne permettrait pas la liaison au co-récepteur.

Les différents peptides testés ne se lient, ni au VEGFR-2 (Flt-1/KDR), ni au VEGFR-1

(Flk-1). Le fait que ces deux récepteurs possédent 50% d’homologie au niveau de leur
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séquence d’acides aminés ainsi que des similitudes structurales (Yamazaki et Morita, 2006b)
peut expliquer ce résultat. La séquence terminale de ATWLPPR (PPR) présente une similarité
de séquence avec I’exon 8 du VEGF (PRR) (Starzec et al., 2007) qui lui méme est impliqué
dans la reconnaissance du VEGF-A avec les NRPs mais pas avec les VEGFRs. En effet, il a
été récemment démontré, par dynamique moléculaire, que ATWLPPR se fixe a la région bl
de NRP-1 (Starzec et al., 2007). De plus, NRP-1 et NRP-2 possédent deux domaines b1-NRP
dont I’un correspond au site de liaison de I’exon 8 du VEGF (Appleton ef al., 2007). Ainsi,
les peptides affins pour NRP-1 le sont é¢galement pour NRP-2.

II.S Comparaison de I’incorporation cellulaire des conjugués

Nous utilisons ici la lignée MDA-MB-231 et son clone sélectionné dont I’expression
de NRP-1 a été diminuée grace a une technique d’ARN interférence. Les cellules transfectées
par le plasmide notées NRP-1 siARN ont été sélectionnées en milieu contenant de la
puromycine, le modele a été validé par Western Blot et RT-PCR. Pour les cellules
sélectionnées, 1’expression de la protéine NRP-1 a été inhibée en moyenne de 46% (Figure

44) et I’expression des ARNm de 44% (Figure 45).
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Figure 44 : A. Analyse de I’expression protéique de NRP-1 par Western Blot pour les cellules MDA-MB-
213 sauvages (WT) et celles transfectées par le plasmide pSIREN (NRP-1 siARN). B. Rapport
d’expression relative (RER). n=2, * p< 0,05.
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Figure 45 : A. Analyse de ’expression des transcrits par RT-PCR des MDA-MB-213 sauvages (WT) et
transfectées par le plasmide pSIREN (NRP-1 siARN). B. Rapport d’expression relative (RER), n=3, * p<
0,05.

Pour la lignée sauvage sur-exprimant le co-récepteur NRP-1, les taux d’incorporation
apreés 24 h de contact avec les trois PSs sont 10 a 25 fois plus faibles pour la TPC seule que
pour les conjugués (Figure 46), ce qui confirme I’implication des peptides dans
I’incorporation cellulaire médiée par NRP-1.

401

Incorporation relative des PS
conjugués / chlorine

Figure 46 : Pourcentage d’incorporation des PSs conjugués par rapport a celui de la chlorine aprés 24 h
d’incubation pour la lignée MDA-MB-231 sauvage.

Les cellules ont été incubées en présence de 5 pM de PSs. Les intensités de fluorescence intracellulaire aprés
extraction ont ét¢ mesurées a 652 nm apres excitation a 415 nm. L’intensité de fluorescence des PSs a été
rapportée a la quantité de cellules évaluée par un test MTT. Les données représentent les moyennes + écart-type
des valeurs relatives normalisées par rapport a la fluorescence mesurée pour la chlorine, n=12.
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Figure 47 : Incorporation cellulaire aprés 2, 6 et 24 h de contact, des PSs conjugués pour la lignée sauvage
MDA-MB-231 sur-exprimant NRP-1 (WT) ou la lignée knockdown exprimant faiblement NRP-1 (NRP-1
siARN).

Les cellules ont été incubées en présence de 5 uM de PS. Les intensités de fluorescence intracellulaire apres
extraction ont ét¢é mesurées a 652 nm apres excitation a 415 nm. L’intensité de fluorescence des PSs a été

rapportée a la quantité de cellules évaluée par un test MTT. Les données représentent les moyennes + écart-type,
n=12.

Les taux d’incorporation pour un temps et une lignée donnée sont comparables quel
que soit le PS (Figure 47). Il est intéressant de noter que la diminution d’incorporation
cellulaire des PSs observée dans la lignée transformée par le plasmide est du méme ordre de
grandeur que celle du niveau d’expression de NRP-1. Cela valide I’implication de NRP-1

dans I’endocytose récepteur-dépendante des PSs conjugués.
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I1.6 Stabilité in vivo des peptides conjugués

La stabilité in vivo des PSs conjugués a été, dans un premier temps, évaluée dans le

plasma de souris nude a 1 et 4 h apres injection par voie intra-veineuse par une analyse en

spectrométrie de masse (MALDI TOF). Les résultats sont présentés sur la Figure 48.
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Figure 48 : Spectre de masse des PSs dans le plasma 1 h (a gauche) et 4 h (a droite) aprés injection par

voie intraveineuse (5,6 mg/kg) chez la souris nude.
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Pour les trois PSs testés, aucune dégradation n’est observée dans le plasma 1 h apres
injection. Pour la TPC-Ahx-ATWLPPR, 4 h apres injection, une dégradation du peptide est
identifiée résultant d’une seule coupure entre les résidus d’acides aminés Ala et Thr comme
cela a été décrit précédemment (Tirand ef al., 2007). Pour la TPC-Ahx-aTWLPPR, deux sites
de coupure sont décelés 4 h post-injection. La premiere, comme pour le peptide non modifi¢,
se situe entre les résidus D-Ala et Thr, la deuxiéme entre Thr et Trp. Beaucoup plus
prometteur, le PS conjugué au peptide possédant une liaison réduite entre Ala et Thr, ne
présente aucune coupure dans le plasma jusqu’a 4 h apres injection. Le composé reste stable,
la liaison réduite n’est donc pas attaquée par les peptidases.

Le suivi plasmatique des PSs chez la souris nude a été réalisé¢ par HPLC a 1,2 et4 h
apres injection selon la méthode décrite, dans Thomas et al., PPS, 2008 (Figure 49). Les taux
plasmatiques de TPC-Ahx-Ay[CH,NH]TWLPPR sont en moyenne plus élevés a 2 et 4 h
apres injection en comparaison aux deux autres PSs. Cette augmentation des concentrations
circulantes en PS conjugué au peptide Ay[CH,NH]TWLPPR est en accord avec 1’absence de

dégradation identifiée par spectrométrie de masse.
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Figure 49 : Concentration plasmatique en fonction du temps aprés injection de 2,8 mg/kg chez la souris
nude en TPC-Ahx-ATWLPPR (blanc), -aTWLPPR (gris) et —Ay[CH,NH]TWLPPR (noir) en pourcentage
de la dose injectée par mL de plasma. Moyenne = écart-type pour 3 a 6 expérimentations.
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Les concentrations en PSs dans le foie ont été également évaluées chez la souris nude.
Le conjugué TPC-Ahx-Ay[CH,NH]TWLPPR présente des concentrations 1,5 fois plus
¢levées 24 h aprées injection (0,9% de la dose injectée/g) que le conjugué non modifié (0,6%
de la dose injectée/g) alors que la TPC-Ahx-aTWLPPR est 3 fois moins concentrée (0,2% de
la dose injectée/g). Les concentrations tumorales additionnées de la TPC-Ahx-ATWLPPR et
de son produit de dégradation TPC-Ahx-A ont été comparées a celles de la TPC-Ahx-
Ay[CH,NH]TWLPPR (Figure 50). Deux heures apres injection, la concentration tumorale de
la TPC-Ahx-Ay[CH,NH]TWLPPR est comparable au cumul de la TPC-Ahx-ATWLPPR et
TPC-Ahx-A.

Le pseudopeptide Ay[CH,NH]TWLPPR se présente donc comme un bon candidat

pour améliorer la stabilité in vivo apreés conjugaison au PS.

Temps (h)

Concentration tumorale en PS (% dose injectée/g)

Figure 50 : Concentration tumorale en fonction du temps en TPC-Ahx-ATWLPPR (blanc) et son produit
de dégradation TPC-Ahx-A (hachuré) comparé a la TPC-Ahx-Ay[CH,NH]TWLPPR (noir) en
pourcentage de la dose injectée par g de tumeur apreés injection de 2,8 mg/kg chez la souris nude
xénogreffée (U87). n=3 a 6.

III. Conclusion

Les modifications entre les résidus Ala et Thr du peptide ATWLPPR ne sont pas
préjudiciables a 1’affinité vis-a-vis des NRPs. De plus, le PS conjugué au peptide possedant
une liaison peptidique réduite (Ay[CH,NH]TWLPPRR) est stable 4 h apres injection. Ce
résultat extrémement prometteur indique qu’en utilisant la TPC-Ahx-Ay[CH,NH]TWLPPR
nous ne devrions pas avoir d’incorporation non spécifique due a la dégradation de la partie

peptidique.
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Chapitre VI : Synthése générale et perspectives

L’effet anti-vasculaire joue un role prédominant dans 1’éradication tumorale par PDT.
Ainsi, le but de notre stratégie était de le favoriser par ciblage de la néo-vascularisation
tumorale dénommé VTP (Vascular Targeted PDT). Les cellules endothéliales angiogéniques
bordant les vaisseaux sanguins tumoraux expriment des marqueurs moléculaires spécifiques
qu’il est possible de cibler. Pour cela, nous avons étudié in vitro et in vivo un PS de 2°™
génération de type chlorine couplé a un heptapeptide (ATWLPPR) spécifique d’un co-
récepteur du VEGF, la NRP-1.

La premiere partie de ce travail de theése a été de réaliser in vitro et in vivo une étude
comparative en termes d’affinité cellulaire et de sélectivité tumorale du PS libre (TPC), versus
le PS conjugué (TPC-Ahx-ATWLPPR).

Nous avons démontré que la TPC ne présentait aucune affinité vis-a-vis de NRP-1,
contrairement & TPC-Ahx-ATWLPPR. In vitro I’incorporation du conjugué a été¢ améliorée
d’un facteur 10 sur une lignée sur-exprimant NRP-1 (MDA-MB-231). A I’inverse, pour la
méme lignée partiellement réprimée en expression de NRP-1 par ARN interférence,
I’incorporation cellulaire du conjugué est inhibée en moyenne de 50% apres 24 h de contact.
In vivo, le conjugué s’accumule préférentiellement au niveau des cellules endothéliales de la
tumeur par comparaison a la TPC. In vivo, nous avons également mis en évidence ’action
anti-vasculaire de TPC-Ahx-ATWLPPR apportée par le couplage du peptide. En effet, la PDT
avec TPC-Ahx-ATWLPPR, et non celle avec TPC, induit des diminutions d’environ 50% du
flux sanguin pendant le traitement. L’efficacité photodynamique avec la TPC-Ahx-
ATWLPPR a permis d’aboutir a un retard de croissance statistiquement significatif, comparé
a la PDT avec TPC. Cette partie est soumise a publication dans « Journal of Photochemistry

and Photobiology B : biology ».

Les peptides peuvent étre dégradés in vivo par des peptidases, ce qui supprime
fortement la sélectivité du PS conjugué pour les néo-vaisseaux. Dans une deuxiéme partie,

nous avons ¢étudié la stabilité in vitro et in vivo du PS conjugué.
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Si la séquence peptidique du PS conjugué est stable dans du plasma in vitro, elle est
progressivement dégradée in vivo, chez la souris, au niveau de la liaison peptidique située
entre les résidus alanine et thréonine. Cette dégradation a principalement lieu dans le foie, ou
le PS conjugué s’accumule a des taux élevés. In vitro, nous avons pu mettre en évidence
I’implication des peptidases lysosomales. Le PS conjugué est stable dans le milieu de culture
des cellules endothéliales, mais dégradé aprés incorporation intracellulaire. Ceci n’est pas
préjudiciable a notre stratégie, puisque le peptide a déja joué son role de molécule ciblante, et
que, a ce stade, seule la partie PS est importante pour 1’effet phototoxique. Cette partie a été

publiée en 2007 dans « Drug Metabolism and Drug Disposition ».

Dans une troisiéme partie, nous avons réalis¢é une étude pharmacocinétique et de
biodistribution de la TPC-Ahx-ATWLPPR et de son principal produit de dégradation in vivo,
TPC-Ahx-A. L’¢élimination de la TPC-Ahx-ATWLPPR s’est révélée rapide a partir du
compartiment sanguin. Le conjugué est présent a des taux ¢levés dans la tumeur et faible dans
la peau. L’accumulation du conjugué est importante dans les organes du systéme réticulo-
endothélial ou le processus de dégradation de la partie peptidique est majoritaire. TPC-Ahx-A
a été observé dés 2 h dans le plasma. Ce produit de dégradation a perdu toute sélectivité et est
moins rapidement éliminé, notamment dans la peau. Ces résultats nous ont permis de choisir
un IDL de 4 h pour optimiser les conditions de PDT. En effet, 4 h apres injection i.v. chez la
souris, nous avons un bon compromis entre les taux dans la tumeur et la faible dégradation du
conjugué. Ces travaux ont été¢ publiés en 2008 dans « Photochemical and Photobiological
Sciences ».

Grace a ces ¢études, nous avons également pu mettre en place une stratégie
d’¢laboration de peptides modifiés plus stables vis-a-vis des peptidases tissulaires et

plasmatiques.

Ainsi, dans une quatriéme partie, afin d’éviter toute accumulation du produit de
dégradation, nous avons synthétisé et testé de nouveaux peptides et pseudopeptide dans le but

d’augmenter leur stabilité in vivo. La synthése, la purification ainsi que les caractéristiques
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photochimiques ont été réalisées avec ces nouvelles molécules. Deux peptides dont les
modifications n’affectent pas leur affinité vis-a-vis du récepteur NRP-1 ont été retenus pour la
validation de sélectivité in vitro et la stabilité¢ in vivo par comparaison a la TPC-Ahx-
ATWLPPR. L’incorporation cellulaire de la TPC couplée aux nouveaux peptides est
comparable au conjugué initial. Le pseudopeptide conjugué possédant la liaison réduite entre
I’alanine et la thréonine (Ay[CH,NH]TWLPPR) est stable dans le plasma 4 h apres injection
par voie intraveineuse contrairement au peptide aTWLPPR qui présente, tout comme le
conjugu¢é ATWLPPR, des 2 h apres injection par voie i.v. une dégradation de la partie

peptidique entre 1’alanine et la thréonine.

Nous avons démontré que le peptide Ay[CH,NH]TWLPPR ¢était stable dans le plasma
4 h apres injection par voie i.v. Il faudrait vérifier par HPLC sa stabilité au-dela de 4 h dans le
plasma mais également dans la tumeur et le foie. Nous avons utilis¢ une technique d’ARN
interférence pour pouvoir définir plus précisément la part d’incorporation intracellulaire
provenant de mécanismes spécifiques par rapport a celle issue de mécanismes non
spécifiques. Cependant, la technique n’a pas permis un silencing total de 1’expression du
gene. 11 serait préférable d’améliorer le protocole de transfection afin d’obtenir un modéle de

lignée cellulaire dont I’expression de NRP-1 serait inhibée d’au moins 60%.

Des améliorations peuvent et doivent étre apportées a notre stratégie pour réduire les
phénomeénes non spécifiques résultant de la diminution d’affinité des peptides pour NRP-1
suite au couplage avec la TPC, du caractére hydrophobe et agrégé du conjugué et d’une
capture importante par le systéme. Une solution pour pallier ces facteurs limitant est d’utiliser
des nanoparticules multifonctionnelles a caractere « furtif» vecteur du PS et
fonctionnalisées par le pseudopeptide. Leur petite taille (520 nm) associée a des propriétés
physiques originales, font des nanoparticules des outils adaptés en PDT. En effet,
fonctionnalisées d’un ligand peptidique, elles pourront cibler NRP-1. De plus, des
nanoparticules permettraient de limiter le probléeme d’agrégation en transportant des
molécules de PS greffées dans la matrice. Ce projet est déja en cours et constitue les sujets de

thése de Denise Bechet et Pierre Couleaud.
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D’autres peptides plus affins vis-a-vis du co-récepteur NRP-1 sont actuellement

étudiés. Plusieurs stratégies sont envisagées.

Tout d’abord, une méthode de modélisation moléculaire (docking) permettra le design
de peptides sur la base des exons 7 et 8 du VEGF-A (Collaboration Régis Vanderesse, thése
d’Ezatul Ezleen Kamarulzaman). Les peptides sont ensuite synthétisés et sélectionnés par test
ELISA avant d’étre greffés a un PS pour évaluer leur stabilité in vivo. 11 sera ensuite possible
d’élaborer, a partir des peptides les plus affins, des peptidomimétiques a base de sucres dans
le but d’¢éliminer toute possibilité de dégradation in vivo (Collaboration Yves Chapleur, these

d’Alexandre Novoa).

Une approche non encore envisagée mais néanmoins intéressante serait d’utiliser des
Aptameres. En effet, ce sont des oligonucléotides sélectionnés a partir d’une banque aléatoire
de séquences selon leurs aptitudes a reconnaitre une cible. Ces aptameres présentent des
affinités et spécificités comparables a celles des anticorps pour des molécules variées (acides
aminés, antibiotiques, motifs ARN ou ADN, protéines) (Chauveau et al., 2006). Un aptamere
inhibant la forme humaine de VEGF (Pegaptanib, Macugen®), a déja été mis sur le marché
aux Etat-Unis pour le traitement de la DMLA (Ng ef al., 2006). 11 serait intéressant d’étudier
la possibilité¢ d’élaborer des aptameres spécifiques de la partie extracellulaire des récepteurs

au VEGF.
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Abstract

Destruction of the neovasculature is essential for efficient tumor eradication by photodynamic therapy (PDT). Since the over-expression of
receptors for vascular endothelial growth factor (VEGF) is correlated with tumor angiogenesis and subsequent growth, we conjugated a
photosensitizer (5-(4-carboxyphenyl)-10,15,20-triphenyl-chlorin, TPC), via a spacer (6-aminohexanoic acid, Ahx), to a VEGF receptor-specific
heptapeptide (ATWLPPR). ATWLPPR and TPC-Ahx—ATWLPPR bound exclusively to neuropilin-1 (NRP-1) recombinant chimeric protein
(IC50=19 and 171 uM, respectively) but were devoid of affinity for VEGF receptor type 2 (VEGFR-2, KDR), to which ATWLPPR was initially
thought to bind. TPC—Ahx—ATWLPPR was incorporated up to 25-fold more in human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) than TPC over a
24-h period, and the addition of 8 mM ATWLPPR induced a significant decrease of this uptake (P<0.05), corroborating a receptor-mediated
incorporation. Slightly less cytotoxic in the dark, TPC—-Ahx—ATWLPPR exhibited enhanced in vitro photodynamic activity (10.4-fold), compared
to TPC. Pharmacokinetic analysis in nude mice xenografted with U87 human malignant glioma cells revealed relevant tumor levels as soon as 1 h
after intravenous injection of TPC—Ahx—ATWLPPR, and a rapid elimination from the blood compartment. Moreover, TPC—Ahx—ATWLPPR was
not degraded in vivo up to 2 h after intravenous injection. Taken together, our results demonstrate that TPC—Ahx—ATWLPPR is a much more
potent photosensitizer in vitro than TPC, in NRP-1-expressing cells. Thus, it may efficiently potentiate the vascular effect of PDT in vivo.
© 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Photodynamic therapy; Targeting; Endothelial cells; Neuropilin-1; VEGFR-2 (FIk1/KDR); Human glioma xenografts

1. Introduction

Photodynamic therapy (PDT) is now well established as a
clinical treatment modality for various diseases, including
cancer [1]. It involves a photosensitizer, light and molecular
oxygen, whose combined action results in the formation of
singlet oxygen, which is thought to be the main mediator of
cellular death induced by PDT. The selectivity of PDT relies both

* Corresponding author. Tel.: +33 3 83 59 83 76; fax: +33 3 83 59 83 78.
E-mail address: m.barberi@nancy.fnclce.fr (M. Barberi-Heyob).

0168-3659/$ - see front matter © 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jconrel.2005.11.017

206

upon the targeting of the light delivery and on the preferential
uptake of the photosensitizer by malignant tissue. However,
most photosensitizers used in the clinic lack specificity for tumor
tissue and tend to accumulate in normal tissue, thus resulting in
prolonged skin photosensitivity [1]. In order to circumvent this
effect, research is focusing on the synthesis of third generation
photosensitizers, which specifically target malignant tissues [2].
Until now, most of the efforts in the development of tumor-
targeting photosensitizers have focused on the targeting of
markers over-expressed by tumor cells themselves (for a review,
see [2]), as we have, for instance, recently described, with the
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conjugation of a porphyrin to folate [3]. However, PDT effects
are mediated not only through direct killing of tumor cells but
also through indirect effects, involving both initiation of an
immune response against tumor cells and destruction of the
neovasculature [1]. The latter effect may indirectly lead to tumor
destruction, following deprivation of life-sustaining nutrients
and oxygen [1,4]. This vascular effect is thought to play a major
part in the eradication of some vascularized tumors by PDT [5].
Indeed, when a tumor reaches a size of 2—3 mm?, oxygen and
nutrients can no longer be supplied by diffusion only, and
angiogenesis (i.e. the process by which new blood vessels form
by sprouting from pre-existing vessels) is necessary to provide
these vital elements to the tumor and support further growth.
Vascular endothelial growth factor (VEGF) is one of the most
potent direct-acting angiogenic proteins known [6]. It is up-
regulated in the majority of cancers, mainly as a response to
hypoxia, and its over-expression is correlated with high micro
vascular density and poor prognosis [7,8]. Its two main
receptors, VEGFR-1 (Flt-1) and VEGFR-2 (Flk-1/KDR) are
located almost exclusively on endothelial cells. Of the two
receptors, KDR is generally believed to be the main receptor that
mediates VEGF biological activities and thus, plays a major role
in tumor-associated angiogenesis. It is over-expressed during
angiogenesis [9]. Neuropilins (NRP) have also been identified as
receptors of the VEGF 45 isoform [10]. It was found that, when
co-expressed in cells with KDR, NRP-1 enhanced the binding of
VEGF,45 to KDR and VEGF¢s-mediated chemotaxis [10].
These effects may result from the formation of a ternary complex
between VEGF¢5, KDR and NRP-1 [11,12]. Neuropilins are
expressed specifically in tumor angiogenic vessels and some
tumor cells [13]. The specific targeting of VEGF receptors could
thus provide an interesting approach for selective and efficient
photosensitizer delivery to tumor vessels.

The heptapeptide Ala-Thr-Trp-Leu-Pro-Pro-Arg
(ATWLPPR) has been selected by screening a phage epitope
library for affinity to an anti-VEGF 45 neutralizing monoclonal
antibody, that was considered to mimic the VEGF 45 binding
site on KDR [14]. This peptide has been shown to displace the
binding of VEGF;¢5 on Chinese hamster ovary (CHO) cells
over-expressing KDR (IC5o=80 puM) and to display anti-
angiogenic properties, both in vitro and in vivo. Despite the fact
that it was thus reported at that time to specifically bind KDR
[14], Perret et al. recently showed that a °°™Tc-labeled
derivative of ATWLPPR bound to NRP-1, and not to KDR [15].

In this targeting strategy study, we proposed to couple, via a
spacer (6-aminohexanoic acid, Ahx), a second generation
photosensitizer, 5-(4-carboxyphenyl)-10,15,20-triphenyl-
chlorin (TPC), to this peptide, in order to improve delivery to
HUVEC, that express both NRP-1 and KDR receptors. This
paper presents for the first time the synthesis of a photosensitizer
targeting NRP-1, a detailed in vitro study of its binding to its
molecular and cellular targets and its photodynamic activity in
HUVEC. Plasma and tumor levels following intravenous
injection of TPC—Ahx—ATWLPPR in nude mice xenografted
with U87 human malignant glioma cells were also investigated,
in order to assess the ability of the conjugated photosensitizer to
accumulate in tumors in vivo.

2. Materials and methods

2.1. Synthesis of ATWLPPR, Ahx—ATWLPPR and TPC-Ahx—
ATWLPPR

5-(4-carboxyphenyl)-10,15,20-triphenyl-chlorin (TPC) was
purchased from Porphyrin Systems (Liibeck, Germany). Wang
resin, 9-fluorenyl-methoxy-carbonyl (Fmoc)-amino acids and
Fmoc-aminohexanoic acid were from Senn Chemicals Interna-
tional (Gentilly, France). The side chains of threonine and
tryptophan were respectively protected by tertio-butyl (tBu) and
N-tert-butoxy-carbonyl (Boc) groups. ATWLPPR, Ahx—
ATWLPPR and the peptide conjugated photosensitizer TPC—
Ahx—ATWLPPR were synthesized on a multichannel peptide
synthesizer, according to a classical Fmoc/tBu solid phase
methodology. Assembly of the protected peptide chains was
carried out using the in situ neutralization protocol described
previously [16]. Double coupling was performed using a 3-fold
excess of N-Fmoc-amino acid (except during the photosensi-
tizer coupling stage: 2-fold excess and single coupling) and
activation reagents 2-(1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetra-
methyl-uronium tetrafluoroborate (HBTU) (3 eq.), 1-hydro-
xybenzotriazole (HOBt) (3 eq.) and N,N-diisopropylethylamine
(DIEA) (9 eq.) in dimethylformamide (DMF). During the
photosensitizer coupling stage, light exposure was minimized
by sealing the reaction vessel in foil to limit the occurrence of
unwanted side reactions. A standard cleavage with trifluoroa-
cetic acid (TFA) and scavengers afforded the crude peptides or
the peptide-conjugated photosensitizer.

2.2. Purification of ATWLPPR, Ahx—ATWLPPR and TPC-
Ahx—ATWLPPR

ATWLPPR and Ahx—ATWLPPR were purified by reverse-
phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC) on
a Cl18 semi-preparative column (250x10 mm 1.D., Apollo,
Alltech, Lokeren, Belgium) using a 0.1% (v/v) TFA-water/
acetonitrile gradient, monitored by absorbance at 280 nm on a
SPD-10A UV-visible detector (Shimadzu, France). Both
compounds were lyophilized and kept in the dark in aliquots
at —20 °C. TPC—Ahx—ATWLPPR was purified on the same
column using a 0.1% (v/v) TFA-water/methanol gradient,
monitored by absorbance at 280 and 415 nm on the same
detector. TPC—Ahx—ATWLPPR was precipitated in hexane,
dried and dissolved in dimethylsulfoxide (DMSO) at a
concentration of 2 mM, aliquoted and kept in the dark at
—20 °C. Chemical identities were established by matrix-assisted
laser desorption ionisation—ti