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RESUME

Le glioblastome représente le grade le plus élevé des tumeurs cérébrales. Sa
croissance est favorisée par une forte néovascularisation de méme que par
I'activation de la voie du récepteur a 'lEGFR-Ras.

La premiére partie montre I'effet antiangiogénique et antitumoral de I'extrait de
cartilage dans plusieurs modéles de glioblastome chez la souris. L'étude du
transcriptome des cellules endothéliales a permise de proposer des mécanismes
d’actions. Il a été proposé que I'extrait de cartilage induise la sécrétion de cytokines,
qui entrainent la génération de dérivés réactifs de 'oxygéne. Ceux-ci entraineraient
lactivation du NFKB qui induirait I'expression d’'un premier réseau de génes
impliqués dans l'inflammation de I'endothélium en croissance. La co-administration
de corticoides pour réduire 'cedéme tumoral a d’ailleurs entrainé une perte de
I'efficacité in vivo et serait donc a proscrire en clinique. L’extrait de cartilage a
€galement surexprimés un second réseau de géenes impliqués dans la protéolyse de
la matrice, nécessaire a la stabilisation du tube vasculaire. Le réle essentiel joué par
lactivateur tissulaire du plasminogene (tPA) a été démontré par une étude
fonctionnelle complete du systéme fibrinolytique in vivo. Enfin, la formation
d’cedeme tumoral, causé par ce systéme, a pu étre contrblée grace a un co-
traitement au N-actétylcystéine, ce qui a augmenté significativement la survie dans
le modele de glioblastome intracérébral chez la souris. Ce co-traitement serait
recommandé pour des essais cliniques.

La seconde partie montre que leffet du TLN-4601 dépend d'une exposition
chronique, ce qui a permis d'orienter le régime thérapeutique lors des essais
cliniques. Il a été montré que ce dibenzodiazépines farnésylé, pouvait agir sur le
récepteur périphérique des benzodiazépines (PBR) et les messagers farnésylés tel
que Ras, Raf et Rho, dans la voie de TEGFR. L’accumulation du composé dans les
tumeurs, les effets sur la stéroidogenese et la dépolarisation de la mitochondrie,
seraient attribuables au PBR. L’induction de tout un réseau de génes responsables
du catabolisme du glycérol et de la beta oxydation des acides gras, enléverait les
substrats nécessaires a la synthése des phospholipides membranaires et la
croissance des cellules tumorales. Ce changement métabolique, pourrait découler
de linhibition d’Akt en aval de Ras. C’est pourquoi, les patients présentant les
mutations de MDM2, p53 et PTEN, fréiquemment rencontrées dans les GBM, ne
seraient en théorie pas de bons candidats, car elles sont capables d’activer la voie
de RAS en aval de l'effet du TLN. En revanche, la surexpression du PBR serait tout
a fait souhaitable.



STUDY OF THE EFFECT OF CARTILAGE EXTRACT AND TLN-4601 ON
EXPERIMENTAL MICE GLIOMA, USING TRANSCRIPTOMIC AND PROTEOMIC
TECHNOLOGIES

Glioblastoma represents the highest grade of brain tumors. Its growth is promoted
by a strong neovascularization and by the activation of the EGFR-Ras pathway.

The first part shows the antiangiogenic and antitumoral effect of cartilage extract in
several models of glioblastoma in mice. The study of the transcriptome of endothelial
cells has permitted to propose some mechanisms of action. It was postulated that
the cartilage extract could induce secretion of cytokines, which would cause the
generation of reactive oxygen species. These would lead to the activation of NFKB,
which would induce the expression of a first network of genes involved in
inflammation of endothelial growth. Co-administration of corticosteroids, to reduce
tumor edema, has resulted in a loss of efficacy in vivo and should be avoided in
clinical practice. The cartilage extract also overexpressed a second network of genes
involved in proteolysis of the matrix, required for vascular tube stabilization. The
essential role played by tissue plasminogen activator (tPA) has been demonstrated
by a complete functional study of the fibrinolytic system in vivo. Finally, the formation
of tumor edema, caused by that system could be controlled by co-treatment with N-
actetylcysteine, which significantly increased survival in the intracerebral model of
mice glioblastoma. This co-treatment would be recommended for clinical trials.

The second part demonstrates that the effect of TLN-4601 relies on a chronic
exposure, which guided the design of the therapeutic regimen in clinical trials. It was
shown that this farnesylated dibenzodiazepine, could act on the peripheral
benzodiazepine receptor (PBR) and farnesylated messengers such as Ras, Raf and
Rho involved in the EGFR pathway. The accumulation of the compound in tumors,
the effects on steroidogenesis and the mitochondrial depolarization could be
attributed to the PBR. The induction of a network of genes responsible for catabolism
of glycerol and beta oxidation of fatty acids, would remove the substrates required
for synthesis of membrane phospholipids and growth of tumor cells. This metabolic
change could result from the inhibition of Akt downstream of Ras. Therefore, patients
with mutations of MDM2, p53 and PTEN, frequently found in GBM, would in theory
not be good candidates, since they are able to activate the RAS pathway
downstream of the effect of TLN. In contrast, overexpression of PBR would be an
excellent criterion.
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Contexte général

Les glioblastomes sont les tumeurs cérébrales les plus fréquentes et les plus graves de
'adulte. Malgré le développement des techniques chirurgicales, de la radiothérapie et
des chimiothérapies, le pronostic des patients porteurs d’'un glioblastome demeure
sombre avec une médiane de survie estimée a 12 mois. Leur échec s’explique par le
caractére trés infiltrant de ces tumeurs, excluant toute exérese totale, et une relative
résistance a la radiothérapie et aux chimiothérapies actuelles. La faible efficacité des
thérapeutiques conventionnelles a justifié le développement de nouvelles approches
thérapeutiques ciblées sur les caractéristiques biologiques et moléculaires de ces
tumeurs. L’importance du phénoméne angiogénique au sein des glioblastomes ainsi
gue la forte expression du récepteur périphériqgue des benzodiazépines et du récepteur
a 'EGF en font des cibles thérapeutiques privilégiées. Les premiéres thérapies visant
une cible moléculaire ont souvent montré de bons résultats lors des essais cliniques de
phase Il, mais la grande majorité ne se sont pas qualifieées pour la phase Ill ou n’ont pas
atteint leurs objectifs ou eu d’'impact significatif sur la pratique clinique courante. La
prochaine génération de thérapies tentera de viser plusieurs cibles moléculaires a 'aide
d’une drogue a cibles multiples ou bien a I'aide d’'une combinaison de plusieurs drogues.
Cette thése portera sur I'étude de deux thérapies issues de sources naturelles: 1)
L’extrait de cartilage de requin, qui contiendrait plusieurs molécules ayant des propriétés
antiangiogéniques et 2) Le TLN-4601, un dibenzodiazépinone farnésylé produit par des
actinomycetes et pouvant se lier au récepteur périphérique des benzodiazépines ou
interférer avec l'activation du RAS farnésylé dans la signalisation de 'EGFR. Elle
décrira comment les différentes technologies transcriptomiques et protéomiques ont été

mis en ceuvre dans I'étude des mécanismes d’actions de ces deux thérapies.
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INTRODUCTION
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Glioblastome
Incidence

Les tumeurs primitives du systéme nerveux central (SNC) représentent
approximativement 1 % des tumeurs de I'adulte (incidence évaluée a 7,2/100 000
par an) et plus de 2 % des décés par cancer de I'adulte peuvent leur étre attribués
[1]. Parmi ces tumeurs, les gliomes (tumeurs dérivées des cellules gliales ou de

leurs précurseurs) sont les plus fréquentes [1, 2].

Classification

Le diagnostic et la classification histologiqgue des gliomes reposent sur la
classification OMS 2000 qui les difféerencie en fonction du type cellulaire
(astrocytome, oligodendrogliome ou oligoastrocytome) et de quatre degré de
malignité croissante [3]. Les astrocytome de grade IV ou glioblastomes (GBM)
représentent la forme la plus agressive avec une médiane de survie des patients
non traités estimée a 4 mois [4]. C’est aussi le type histologique le plus fréquemment
rencontré chez I'adulte. Leur incidence a été évaluée a 3,3/100 000 par an pour les
hommes et a 2,2/100 000 par an pour les femmes, dans une étude récente menée
par 'lARC (International Agency for Research on Cancer) sur la population suisse
[5]. L’age médian au diagnostic est de 61 ans [5, 6] (80 % des patients ont plus de
50 ans et 30 % plus de 70 ans au diagnostic). L’allongement de I'espérance de vie
dans les pays développés a pour effet d’augmenter l'incidence des glioblastomes

dans cette population [7].
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Thérapies

Sur le plan thérapeutique, les glioblastomes semblent cumuler les handicaps
et représentent un véritable défi pour les neuro-oncologues. Ainsi, leur caractére
diffus et infiltrant rend illusoire leur résection compléte. Certes, la qualité du geste
chirurgical influence la survie mais la récidive postopératoire reste la régle [8, 9].
Ces tumeurs sont par ailleurs caractérisées par leur chimiorésistance et leur

radiorésistance, expliquant le faible impact du traitement sur la survie.

Radiothérapie

Le bénéfice de la radiothérapie a été prouvé a la fin des années 1970 quand
plusieurs études de phase Ill ont démontré que la radiothérapie focalisée réalisée en
postopératoire permettait d’augmenter la médiane de survie [4, 10], faisant de cette
approche un standard thérapeutique. Suite a ces résultats, de nombreuses équipes
ont tenté d’augmenter [lefficacité de [lirradiation en modifiant les modalités
d’administration (radiothérapie hypo ou hyperfractionnée, irradiation accélérée...).
Aucune stratégie ne s’est cependant révélée supérieure au protocole standard:
irradiation focalisée de 60 grays (Gy) en 5 fractions de 2 Gy par semaine. La
problématique est que le glioblastome est une tumeur particulierement
radiorésistante qui siége au sein d'un organe radiosensible. Pour augmenter
I'efficacité de la radiothérapie, I'irradiation fractionnée devrait passer a 75 ou 80 Gy
[11]. Toutefois une pareille dose ne serait pas sans toxicité tardive sur le
parenchyme cérébral.

Cette faible radiosensibilité des glioblastomes est probablement
multifactorielle, impliquant notamment les mécanismes de réparation de 'ADN et les

altérations de la voie de l'apoptose. Par ailleurs, la radiosensibilit¢ dépend
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également du cycle cellulaire, les cellules en phase G2/M étant les plus sensibles

aux radiations [12].

Chimiothérapie

La chimioradiothérapie concomitante est une méthode qui doit permettre
d’améliorer [l'efficacité de la radiothérapie. L’'objectif de ces associations
thérapeutiques est d’obtenir une coopération spatiale au niveau cellulaire entre les
radiations ionisantes et les agents cytotoxiques. Différents modes d’action peuvent
s’exercer selon les agents: Il peut s’agir de produire davantage de lésions a 'ADN,
diminuer les mécanismes de réparation des lésions de 'ADN ou bloquer les cellules
dans une phase du cycle ou elles sont davantage radiosensibles. Les agents
cytotoxique les plus étudiés sont les sels de platine tel que le cisplatine [13] et les
agents alkylants comprenant les nitroso-urées, tel que le BCNU et le fotémustine
[14, 15] et, de facon plus récente, les témozolomides [16, 17]. Les
épipodophyllotoxines comme [I'étoposide [18] ou le topotécan [19] sont des
inhibiteurs de topoisomérases étudié dans le but d’augmenter I'efficacité des agents
cytotoxiques.

Le traitement standard actuel pour les patients de moins de 70 ans atteints
d'un gliome de grade IV, consiste en une chirurgie maximale suivi d'une
radiothérapie et d’'une chimiothérapie concomitante et adjuvante de témozolomide.
Ce plan thérapeutique permet un taux de survie de 61.1% et 26.5% a 1 an et 2 ans,
respectivement [20]. Lors de la récidive, il 'y a pas de consensus sur le prochain
traitement et le pronostic est faible. Lorsque possible, une deuxieme résection

tumorale est recommandée, avec l'implantation d’'une éponge interstitielle de BCNU

15



(Gliadel®; MGI Pharma, Inc., Bloomington, MN) [21]. Dans le cas contraire, les

patients recoivent alors une chimiothérapie de seconde ligne.

Principaux mécanismes de I’'oncogenése

De multiples altérations chromosomiques ont été décrites dans les
glioblastomes, notamment les pertes d’hétérozygotie sur les chromosomes 1p, 9p,
10qg, 17p 19q et 22q ou le gain du chromosome 7. Certaines de ces pertes
chromosomiques impliqguent des génes suppresseurs de tumeurs. En effet, comme
le montre le tableau 1, les glioblastomes présentent fréquemment une mutation du
géne p53 [22], une mutation du géne PTEN [23], une surexpression du gene du

MDM2 [24] et du géne de 'EGFR ou une délétion du géne p16/CDKN2 [25].

. " . o o Incidence Incidence
Geénes Siege Fonction Principale altération astro (%) oligo (%)
Cycle,
TP53 17p apoptose, Mutation 40 10
réparation
P16/CDKN2A  9p Cycle Délétion 50 20
P14ARF 9p Cycle Méthylation 20 20
RB 13q Cycle Mutation 20 -
PTEN 10q  'ransduction, Mutation 20 .
invasion
EGFR 7q Transduction  Amplification/mutation 40 0- 20
MDM2 12q Cycle Amplification 10 -
CDK4 12q Cycle Amplification 5-10 -
PDGFRA 4q Transduction Amplification 5-10 5-10
? 1p ? LOH 10 50 - 80
? 19q ? LOH 40 50 - 80
? 10q ? LOH 80 30
? 229 ? LOH 25 25

Tableau 1 : Fréquence des altérations dans les gliomes
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Problématique

La radiothérapie et la chimiothérapie actuelle ont pour cible directe 'ADN qui
contient le bagage génétique de toutes les cellules. Ces traitements manquent de
sélectivité et sont limités par la toxicité en plus de faire face a des mécanismes de
réparations tel que la topoisomérase et la O6-méthylguanine DNA méthyltransférase

(MGMT).

Stratégie
La connaissance plus approfondie des caractéristiques biologiques et
moléculaires du glioblastome nous permet a présent de proposer des thérapies plus

spécifiques et moins toxiques pour 'organisme.

Particularité du glioblastome

Le glioblastome est caractérisé par une forte néovascularisation, un
métabolisme élevé et une résistance a I'apoptose.

Le phénomene, d’'angiogenése, permet a la tumeur d’augmenter son afflux de
nutriments et d’'oxygene et d’évacuer les déchets afin de croitre plus rapidement.
Les glioblastome sont parmi les tumeurs les plus vascularisées et leur croissance en
dépend. Pour cette raison, nous nous sommes intéressés a l'effet antiangiogénique
et antitumoral du cartilage de requin.

Le glioblastome bénéficie également d’'un rendement accru de la glycolyse qui
lui serait conféré par un pore trans-mitochondrial (MPTP) reliant I'hexokinase a
'ATP synthétase [26, 27]. Le récepteur périphérique des benzodiazépines (PBR),

est le principal constituant de ce pore et s’avére fortement surexprimé dans les
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glioblastomes. En addition, ces derniers s’averent particulierement résistants a
'apoptose et par conséquent a la radiothérapie. L’amplification du géne de 'EGFR
serait en partie responsable de cette résistance [28]. Il entraine une activation de
Ras [29], qui active ensuite la PI3K et au final la voie antiapoptotique d’Akt. P53 est
un activateur de PTEN [30] qui contre normalement l'effet de la PI3K [31]. Leur
mutation favorise également I'activation de la voie d’Akt [32]. Comme I'amplification
de 'EGFR et la mutation de p53 et de PTEN sont fréquente dans les glioblastomes,
Ras et son effecteur Akt se retrouvent activés dans 30% et 70 % des gliomes
respectivement [33]. Ras active également la voie de Raf qui méne a I'activation de
ERK. Ce dernier s’avere surexprimé et activé dans le glioblastome multiforme [34]
et jouerait aussi un role important dans la survie des gliomes [35]. Enfin, la
farnésylation de Ras est une modification essentielle pour sa localisation a la
membrane et pour son pouvoir de transformation [36].

Les actinomycétes sont capables de produire un dibenzodiazépine farnésylé
pouvant, de par sa structure, potentiellement se lier au PBR sur la mitochondrie
et/ou interférer avec la signalisation de messagers farnésylés tel que Ras, Raf ou
RhoB. Pour cette raison, nous nous sommes également intéressés aux effets de ce

nouveau composeé sur le glioblastome.

Objectifs

Au-dela de l'efficacité antitumorale de ces différentes thérapies issues toutes
deux dorganismes biologiques, nous verrons comment les technologies
transcriptomiques et protéomiques ont été mis en ceuvre afin d’investiguer leur

mécanisme d’action.
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1ERE PARTIE :

INHIBITION DE L’ANGIOGENESE PAR LE CARTILAGE DE REQUIN
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INTRODUCTION
Angiogenése

L’angiogenese correspond a la formation de nouveaux vaisseaux sanguins a
partir des vaisseaux préexistants. Ce processus joue un rdle dans le
développement de 'embryon a un stade tardif [37]. Chez 'adulte, la grande majorité
du réseau vasculaire est quiescent et seulement 0.01 % des cellules endothéliales
(CE) est en division. L’angiogenese physiologique est un phénomeéne étroitement
contrélé. Chez l'adulte, elle est observée exclusivement au cours de la réparation
tissulaire et dans le systeme de reproduction féminin. Elle joue également un role
important dans des conditions pathologiques tel que l'inflammation, le psoriasis, la

rétinopathie diabétique et la croissance tumorale.

L’angiogenése tumorale débute 1) par la vasodilatation puis la
perméabilisation des vaisseaux primitifs qui permettent I'extravasation des protéines
plasmatiques, formant ainsi un environnement favorable a la migration des cellules
endothéliales. Ensuite, 2) elle nécessite I'activation des cellules endothéliales et leur
prolifération, 3) la dégradation de la membrane basale grace a des enzymes
protéolytiques dont les métalloprotéases matricielles (MMPs) et les protéases du
systeme du plasminogéne, 4) la migration des cellules endothéliales vers le stimulus
angiogénique, impliqguant notamment des molécules d’adhérence cellulaire (CAMS)
tel que les intégrines, 5) I'adhérence des cellules endothéliales entre elles pour
constituer l'architecture des nouveaux vaisseaux, 6) la formation de la lumiére
vasculaire, 7) I'élaboration d’'une nouvelle membrane basale, 8) le recrutement des
péricytes et enfin, 9) la maturation fonctionnelle des néovaisseaux. L’angiogenése

est donc une suite d’événements complexes qui requiert des activités mitotiques,
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protéolytigues et chimiotactigues des cellules endothéliales. De nombreuses
molécules sont susceptibles d’induire une action pro-angiogénique ou
antiangiogeénique et participent a I'établissement d’'un équilibre assurant le maintien
de ['état basal. Un déséquilibre entre les facteurs pro-angiogéniques et
antiangiogéniques a la suite d’altérations environnementales (hypoxie, inflammation)
et/ou génétiques (mutations des cellules tumorales) peut alors déclencher le
processus angiogénique: c’est la conversion ou “switch” angiogénique [38]. Les
cellules tumorales favorisent la rupture de I'équilibre en faveur de I'angiogenese, en
synthétisant leurs propres facteurs angiogéniques et en activant les macrophages
infiltrés dans la tumeur, qui synthétisent des protéases spécifiques, capables de
libérer des facteurs angiogéniques stockés dans la matrice extracellulaire.

Les principaux facteurs impliqués dans I'angiogenése des glioblastomes sont
les protéines de la famille du “vascular endothelial growth factor” (VEGF) et leurs
récepteurs VEGFR1 (fltl), VEGFR2 (flk1/KDR) et VEGFR3 (flt4), les angiopoiétines
1 et 2 et leur récepteur Tie2 (tyrosine kinase with immunoglobin and epidermal
growth factor homology domains), le “basic fibroblast growth factor” (bFGF), les
métalloprotéases matricielles (MMPs), le systéme des activateurs du plasminogéne
et certaines molécules d’adhésion cellulaire (CAMs) [39]. Le tableau 2 décrit

sommairement les facteurs angiogéniques les plus connus.
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Facteurs
angiogéniques

Mécanismes d’action

Facteurs de croissan

ce

VEGF 1 la perméabilité vasculaire, 1 la prolifération des CE
PIGF 1 'angiogenése pathologique

bFGF 1 la prolifération et la migration des CE

Pléiotrophine 1 la prolifération et la différenciation des CE

PDGF 1 la prolifération, la migration et la différenciation des CE
HGF/SF 1 la prolifération, la migration et la différenciation des CE
EGF/TGFa 1 la synthése de facteurs pro-angiogénique

Systéme des angiopoiétines

Angl et Tie2

1 la stabilisation des néovaisseaux, | la perméabilité vasculaire

Ang2 en présence de
VEGF

Déstabilise les vaisseaux pour permettre la modification du réseau
vasculaire

Médiateurs de I'inflammation et cytokines

TNFa 1 la différenciation des CE
IL8 1 la prolifération des CE
IL3 1 la prolifération, la migration et la différenciation des CE

Prostaglandines E1,
E2

1 la différenciation des CE

IL4 1 la migration et la différenciation des CE

1 la production de molécules de la MEC, du VEGF, de I'lL8 et du
TGFa

PDGF
IGF1 1 la prolifération, la migration et la différenciation des CE

Molécules de la MEC, molécules d’adhérence cellulaire, protéases matricielles et

inhibiteurs
Gangliosides,
laminine, ténascine, |1 la prolifération, la migration et la différenciation des CE
collagene IV
UPA et tPA 1le remodelage de la MEC, libére et active de nhombreux facteurs
de croissance
1 la stabilisation des néovaisseaux en empéchant la dissolution de
PAI
la MEC
MMP 1 le remodelage de la MEC, libére et active de nombreux facteurs
de croissance
1 la stabilisation des néovaisseaux en empéchant la dissolution de
TIMP
la MEC
PECAM Molécules d’adhésion des CE nécessaires a leur survie
E-sélectine Molécules exprimées dans les néovaisseaux associés aux tumeurs,
mécanismes inconnus
ICAM3 Molécules exprimées dans les néovaisseaux associés aux tumeurs,
mécanismes inconnus
Intégrine avp3 et Interaction avec la MEC et les protéases, importante pour la
avp5 migration des CE ; liaison avec le VEGF

Oncogenes tumoraux

ras

1 la synthése du VEGF et des TGFa et 3, | la synthése de la TSP1

p53

1 la synthése du VEGF, | la synthese de la TSP1

Von Hippel Lindau

1 la synthése du HIF-1 et du VEGF
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Autres

COX2 1 la vasodilatation

Angiogénine 1 la prolifération, la migration et la différenciation des CE
Adrénomédulline 1 la vasodilatation, la prolifération et la migration des CE
(Estrogénes 1 la prolifération, la migration et la différenciation des CE
Proliférine 1 la migration des CE

Tableau 2 : Facteurs angiogéniques

Thérapies antiangiogéniques

L’hétérogeénéité et I'inaccessibilité des glioblastomes en raison de la barriere
hématoencéphalique, leur confere une grande résistance aux traitements
chimiothérapeutiques actuels. Comme la croissance des glioblastomes dépend
fortement de I'angiogenese et que les cellules endothéliales sont beaucoup plus
stables génétiquement en plus d’étre directement accessibles depuis la circulation,
beaucoup d’espoir a été placé dans les thérapies antiangiogéniques. De plus,
comme l'angiogenése physiologique est plutdt rare chez l'adulte, peu d’effets

secondaires sont a craindre théoriquement.

La connaissance des mécanismes moléculaires de I'angiogenese a conduit
au développement de nombreuses molécules susceptibles de bloquer une ou
plusieurs phases du processus. Ainsi ont été créés des anticorps bloquant les
facteurs pro-angiogéniques ou leurs récepteurs, ainsi que des molécules pouvant
inhiber les médiateurs de la signalisation intracellulaire, les protéines d’adhésion ou
méme les protéases matricielles. Certains inhibiteurs endogénes ont également été

reproduits et testés (Tableau 3)
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Stratégies et traitements  [Modéle de GBM |Résultats [Réf]
Inhibiteurs des facteurs angiogéniques, de leurs récepteurs et/ou des voies de
signalisation

Anticorps monoclonal A.4.6.1 |JU87MG IC souris | de la densité vasculaire [40]

du VEGF

nude

DC101, anticorps polyclonal
spécifique du VEGFR2

9L IC rats nude

| du volume tumoral et de la densité
vasculaire, 1 de 'apoptose, 1 de
Finvasion des 9L

[41]

SU5416, inhibiteur du

| du volume tumoral et de la densité

VEGFR2 C6 SC souris nude vasculaire [42]
D54MG transduite par le .

gene codant pour forme [S)gél"gle IC souris 1 de la survie des souris [43]
soluble du VEGFR1

SU11248 inhibiteur des RTK |U87MG IC souris || de la densité vasculaire, 1 de [44]

du VEGF et du PDGF

nude

l'apoptose 1 de la survie

SU6668 inhibiteur des RTK
du VEGF, bFGF et du PDGF

C6 SC souris nude

| du volume tumoral et de la densité
vasculaire

[45]

Suramine

E106 SC souris
nude

| du volume tumoral

[46]

Anticorps polyclonal
spécifique du bFGF

U87MG IC rats
nude

| du volume tumoral et de la densité
vasculaire

[47]

Squalamine

9L SC rats Fischer

| du volume tumoral et de la densité
vasculaire

[48]

Ibuproféne

C6 ICrats
Sprague-Dawley

| du poids tumoral

[49]

Inhibiteurs des cellules endothéliales activées

Angiostatine

U87MG, C6, 9L
SC IC souris nude

| du volume tumoral et de la densité
vasculaire, 1 de 'apoptose

[50]

Fragment du plasminogene,
kringles 1-3

U87MG IC souris
nude

| du volume tumoral, 1 de
l'apoptose

[51]

Endostatine

SHG44 SC souris
nude

| du volume tumoral et de la densité
vasculaire

[52]

ES

BT4C SC rats BD-
IX

| du volume tumoral et de la densité
vasculaire

[53]

Injection I’ES (SC) +

U87MG SC souris

| du volume tumoral et de la densité

SU5416 (IP) nude vasculaire [54]
TNP470 9_L SC IC rats | du voI_ume tumoral et de la densité [55]
Fischer vasculaire

Injection de la doxorubicine 1 de l'apoptose et de la nécrose
encapsulée dans des 9L IC rats Fischer bop ' [56]

liposomes

hémorragie

Injection systémique d’IFNJ

U87MG IC souris
nude

| du volume tumoral et de la densité
vasculaire, 1 de 'apoptose

[57]

Inhibiteurs des molécules d’adhérence cellulai

re et du remodelage de la MEC

Cilengitide (inhibiteur de
l'intégrine alphaVbeta3)

U87MG IC souris
nude

| du volume tumoral et de la densité
vasculaire

[58]

Injection systémique de

U87MG SC IC

| du volume tumoral et de la densité

[59]
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Stratégies et traitements Modéle de GBM |Résultats [Réf]
rTEMD121974 souris nude vasculaire, 1 de la survie
UB7MG, U373MG, | du volume tumoral et de la densité
Injection systémique de PEX |U118MG SC IC . , [60]
. vasculaire, 1 de 'apoptose
souris nude
Injection intratumorale U87MG SC souris du volume tumoral [61]
d’antisens uPAR-uPA nude !
Injection intratumorale U87MG SC souris du volume tumoral [62]
d’antisens uPAR-MMP9 nude !
Injection d’un fragment U87MG SC IC | du volume tumoral et de la densité [63]
octamérique de 'uUPA (A6) [souris nude vasculaire, 1 de la survie des souris
Injection systémique d’un UB7MG IC souris || du volume tumoral et de la densité
:flrjllr:l)gAIe recombinant (UK1) de nude Vasculaire [64]
Combinaison du traitement antiangiogénique avec la chimio ou la radiothérapie
Altération de la vasculature, 1 de la
Thalidomide + Cisplatine 9L IC SC rat F344 |capture du cisplatine par 10x, | du |[65]
volume tumoral
0,
TNP470 + témozolomide C6 SC rat llde 25% d_e la capture du [66]
Sprague-Dawley [témozolomide par la tumeur
PEX + carboplatine + U87MG IC souris || du volume tumoral et de la densité [67]
étoposide nude vasculaire, 1 de 'apoptose
Minocycline + BCNU 9L IC rat Fischer || du volume tumoral [68]
.|| du volume tumoral et de la densité
inibiteur de PKC + BCNU 1959 SC1C S0UMS laseuiaire, 1 de la survie, Finhibiteur [169]
de PKC potentialise I'effet du BCNU
| du volume tumoral, pas d’effet
Thalidomide + BCNU C6 SC rat Wistar [antiangiogénique, effet [70]
antiprolifératif
A6 + cisplatine U87MG SC IC ldu voI_ume tumoral et.de la dens[te [63]
souri nudes vasculaire, 1 de la survie des souris
Angiostatine + irradiation D54 SC souris | du voI_ume tumoral et de la densité [71]
nude vasculaire
TNP470 + irradiation U87MG SCIC Le '_I'NP,-47(.) potentialise I'effet de la [72]
souris nude radiothérapie
SU5416 + VEGFR2 + GL261 SC souris || de la radiorésistance des cellules [73]
irradiation C57BI6 tumorales
.|| du volume tumoral et de la densité
SU11248 + irradiation GL261 SC souris vasculaire, SU11248 potentialise [74]]
C57BI6 , PR
I'effet de la radiothérapie
. ICelecoxib potentialise I'effet de la
Celecoxib + irradiation ;JS(j?é\/IG IC souris radiothérapie, | de la densité [75]
vasculaire, 1 de la nécrose
. |Le traitement par DC101
DC101 + irradiation UB7MG SC souris potentialise I'effet de la [76]

nude

radiothérapie

Tableau 3 : Principaux inhibiteurs de I'angiogenese testés in vivo
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Ces résultats expérimentaux prometteurs

clinique de plusieurs molécules antiangiogéniques (tableau 4).

ont encouragés linvestigation

Molécules |Phase Mécanismes Promoteur
PTK787 [ Bloguant du VEGFR-2 Novartis
SU5416 -1l Bloquant du VEGFR-2 Sugen ; NCI
SuU101 Il Inhibiteur du récepteur du PDGF Sugen
STI571 [-11 Inhibiteur du récepteur du PDGF Novartis

Suramine Il Bloguant des récepteurs a activité tyrosine NCI ; NABTT

Thalidomide -1l Mécaniérﬁes inconnus Celgene
TNP470 Il Inhibiteur des CE dérivé de la fumagilline TAP Pharma.
EMD121974 I-1I | Antagoniste des intégrines présentes surles CE| Merck KGaA
CCI779 I-1I | Analogue de la rapacyne inhibitrice de m-TOR NCI
PEG-IFNa2b Il Effets multiples NCI
BGOO0001-IFNB I Effets multiples Biogen
ZD1839- I Inhibiteur du récepteur de TEGFR NCI
Iressa®-Gefitinib
Prinomastat® i Inhibiteur des MMP Pfizer
Marimastat® i Inhibiteur des MMP British Biotech
COoL3 -1l Inhibiteur synthétique de MMP Collagenex ; NCI
Avastin® 1] Anticorps anti-VEGF Genentech
Tableau 4 : Essais cliniques antiangiogéniques dans les gliomes malins

A ce jour, les rares molécules ayant atteint la phase Il n'ont pas permis de
conclure a un effet bénéfique des stratégies antiangiogéniques sur la survie ou la
gualité de vie des patients atteints de glioblastome. Toutefois, les résultats récents
obtenus dans les cancers du rein et du colon avec un anticorps bloquant le VEGF
[77], et 'approbation de l'avastin par la FDA en mai 2009, comme thérapie de
deuxiéme ligne pour le traitement des glioblastomes, démontrent bien que le
traitement antiangiogénique n’est plus une utopie et qu’il a sa place dans le

traitement du cancer. La difficulté vient du fait que 'angiogenese est un phénoméne
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complexe qui fait intervenir de nombreux partenaires ayant parfois des actions
compensatoires. Par conséquents, les thérapies antiangiogéniques devront viser

plus d’'une cible moléculaire pour étre enfin efficaces.

Cartilage

Le cartilage fut le premier tissu & étre percu comme une source potentielle
d’inhibiteurs de I'angiogenese, car ce tissu est normalement avasculaire et que le
chondrosarcome, une tumeur du cartilage, est la moins vascularisée de toutes les
tumeurs [78]. Initialement, un extrait de cartilage de veau avait servi a démontrer
I'effet antiangiogénique du cartilage. Le requin a par la suite été choisi comme
source de cartilage, car son endosquelette en est entierement constitué, ce qui
représente jusqu'a 8% de sa masse corporelle, alors que les mammiferes n’en
contiennent que 0,6% [79]. L'effet antiangiogénique et antitumoral du cartilage de

requin a par la suite été démontré dans de nombreux modéles, comme le montre le

tableau 5.
Préparation Méthode Activité inhibitrice Réf.
I_:ractlon de . Test de cornée de lapin Angiogenese tumorale [79]
cartilage de requin
Fractions de Test de cornée de lapin, . \
cartilage de requin CAM Angiogeneése tumorale [80]
Extradlt de ca_rtllage Culture de CE Prolifération des CE [81]
e requin
Fraction purifiée de CAM Angiogenése
cartilage de requin Culture de CE Prolifération et migration des CE | [82]
(U-995) Zymographie Activité collagénolytique

Tableau 5: Premiéres expériences sur les effets antiangiogéniques du cartilage de

requin. (CAM : chick chorioallantoic membrane)
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L’efficacité antiangiogénique du cartilage lui viendrait de la coopération entre
de nombreuses molécules inhibitrices endogénes. Le tableau 6 décrit les différentes

molécules qui ont été purifiées et identifiées a partir du cartilage.

Masse moléculaire . .
(kDa) Description Réf.
10 SCF2 [83]
10&14 U-995 [82]
13.7 SCP-1 [84]
14 & 15 - [85]
16 - [86]
18 SCAIF-1 [87]
19 Inhibiteur de collagénase [88]
20 Endostatine / fra)mg\r/rlllelznt du collagéne [89]
21 Troponine-1 (Tnl) [90]
23 TIMP-3 glycosylée [91]
24 TIMP-2 glycosylée [92]
25 Chondromoduline-1 (ChM-I) [93]
28 Inhibiteur de collagénase [94]
Chondrocyte derived inhibitor
35.5 (ChDI) [95]
38 Métastatine [96]
Chondromodulin-1 like glycoprotein
40 (ChM1L) [97]
45 ChM1L glycosylée [97]
58 & 62 Enzymes fibrinolytique [98]
Shark cartilage-derived
80 angiogenesis inhibitory factor [99]
(SCAIF)

103-104 Fraction [80]
450 Thrombospondine (glycosylée) [100]

Tableau 6 : Molécules extraites du cartilage

Des doutes ont été soulevés quant a la possibilité que des protéines puissent
étre absorbées par le tube digestif et conserver leur activité antiangiogénique. En
effet, la biodisponibilité orale des protéines est limitée, d’'une part, par leur faible
stabilité face aux enzymes digestives telles que la chymotrypsine, I'élastase et la

trypsine. Ensuite, le passage des protéines a travers la muqueuse intestinale peut
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se faire via le transport paracellulaire ou bien le transport transcellulaire. Les
protéines hydrophyliques sont généralement limitées au transport paracellulaire qui
s’effectue a travers des pores aqueux formés par les jonctions intercellulaires. Leur
biodisponibilité par cette voie est d’environ 1-2% [101]. En revanche, les protéines
hydrophobiques peuvent traverser la muqueuse par diffusion passive via le transport
transcellulaire et profiter d’'une biodisponibilité accrue [102]. En somme, bien qu'il
soit possible qu’'une quantité suffisante de molécules actives soient absorbées
intactes, il est probable que les molécules actives soient en fait des produits de
dégradation. Par exemple, différents fragments du collagenes XIllI, de la prolactine
et du plasminogéne possedent une activité antiangiogénique [103-106]. Quoiqu’il en
soit, I'efficacité antiangiogénique des extraits de cartilage administrés par la voie

orale a bel et bien été démontrée dans de multiples études (tableau 7).

Préparation Méthode Activité Inhibitrice Réf.
En poudre Lit mésentérique de rat Angiogenése [107]
Extrait liquide Implant de PVASoUs | 5 e ation endothéliale | [108]
cutané chez 'lhumain
Suspension Gliosarcome 9L Croissance tumorale [109]
En poudre Test delzac?r:nee de Anglogenesle::énlflune par le
Fracti : [110]
raction Culture de CE Prolifération endothéliale
hydrosoluble

Tableau 7 : Effets antiangiogénique du cartilage de requin per os

En revanche, certains extraits se sont avérés inefficaces [111, 112]. La
source de cartilage, la qualité des préparations ou bien leur lyophilisation pourraient
étre en cause. Les Laboratoires Aeterna ont donc entrepris de standardiser la

préparation du cartilage de requin et d’en contréler la qualité afin de promouvoir son
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utilisation en clinique [113]. Le Néovastat (AE-941) est l'agent actif issu de
’homogénéisation et de l'ultra filtration du cartilage. Le procédé permet de se
débarrasser d’environ 95% du cartilage brut et de ne conserver que les molécules
actives comprises entre 0-500kDa. Ce produit s’est montré actif dans de nombreux

modeles (Table 8).

Modéle Espéce Activité inhibitrice Réf.
Irritation cutanée | Humain Inflammation [114]
Extravasgtlon Souris Perméabilité vasculaire induite par le VEGF [115]
plasmatique
Matrigel Souris Angiogeneése induite par le b-FGF [116]
Métastase des os | Souris Propagation et crmssanc;;icrj]es cellules de cancer du [117]
Hypersensibilite de Souris Inflammation [118]
contact
Asthme Souris Infiltration leucocytaire bronchoalvéolaire [119]
Asthme Souris | Expression du VEGF et de HIF-2 dans les poumons | [120]

Tableau 8 : Effets du Néovastat dans différents modeles expérimentaux

Le Néovastat a également été le sujet de quatre études cliniques portant sur

différents types de cancers et d’'une étude clinique sur le psoriasis (table 9).

Pathologie Année | Type d'essai | Réf.
Sarcome de Kaposi 2001 1 patient [121]
Cancer du rein 2002 Phase I [122]
Psoriasis 2002 Phase I /1l [123]
Cancer du poumon 2003 Phase I /1l [124]
Cancer du rein 2007 Phase I [125]

Tableau 9: Essais cliniques impliquant le Néovastat

Compte tenu des caractéristiques des gliomes malins et de la nature multi
mécanistique de l'extrait de cartilage, le Néovastat est apparu comme un bon

candidat pour de prochains essais cliniques portant sur le glioblastome. Dans le
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cadre du développement préclinique du Néovastat, le travail de cette thése s’est
d’abord intéressé aux mécanismes d’action de son effet antiangiogénique en
analysant le transcriptome de cellules endothéliales traitées, a I'aide du logiciel
PathwayAssist de Stratagene. Parmi les mécanismes proposés, un intérét tout
particulier pour le systéme fibrinolytique est né du fait que les génes du
plasminogéne (PLG) et de son activateur tissulaire (PLAT) se sont avérés fortement
induits et que de fortes doses administrées in vivo ont eu pour effet de rendre les
tumeurs hémorragiques. Une étude fonctionnelle in vivo du systéme fibrinolytique
est par la suite venue éclaircir le réle joué par ces deux génes dans [leffet
antiangiogénique de I'extrait de cartilage de requin sur le glioblastome. Enfin, nous
présenterons une nouvelle technologie, appelée OLISA, permettant le transfert du
microarray a haute densité vers un essai a haut débit n'impliquant que quelques
génes sélectionnés, dans le but de valider les résultats transcriptomiques et
d’étudier quelques marqueurs sur un grand nombre d’échantillons dans l'industrie

pharmaceutique ou la clinique.
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15R ARTICLE :

ETUDE DU TRANSCRIPTOME DES CELLULES ENDOTHELIALES

TRAITEES A LEXTRAIT DE CARTILAGE DE REQUIN
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INTRODUCTION
Etude du transcriptdome a I’aide de puces a ADN

Les puces a ADN permettent de quantifier les ARN messagers spécifiques
d'un grand nombre de génes de fagon simultanée dans un tissu donné. Le principe
repose sur I'hybridation ADN-ADN, a savoir, I'appariement par complémentarité des
bases de deux séquences de nucléotides formant un duplex ADN (double brin). Des
séquences spécifiques de 50-70 nucléotides, sont sélectionnées pour chaque géene
d’intérét. Ces oligonucléotides constituent les sondes. Grace a une station
robotisée (microarrayer), des milliers de sondes peuvent étre déposées sur un
support solide de maniéere réguliére, ordonnée et parfaitement identique d'une puce
a l'autre. L'utilisation de membranes de nylon assure un bon ancrage des sondes
permettant une grande stabilité dans le temps et méme la déshybridation des cibles
et la réutilisation des membranes. La bonne capacité d'absorption du nylon, permet
également de déposer un grand nombre de gouttes au méme endroit sans altérer la
résolution du dépét, ce qui permet d'augmenter la quantité d'ADN déposée lorsque
les solutions sont faiblement concentrées.

Pour sa part, la cible est constituée des ADNc radiomarqués obtenus en
soumettant la totalité des ARN messagers du tissu étudié a une réaction de
transcription inverse, durant laquelle sont incorporés des nucléotides radioactifs (a
¥p dCTP). L'utilisation de la radioactivité pour le marquage des cibles permet
d’obtenir une grande sensibilité. Le choix du P** donnera des signaux mieux résolus
grace a un rayonnement 3 de faible énergie. Apres I'hybridation de la cible avec les
sondes contenues sur la puce, le signal est mesuré a l'aide d'un scanner a haute
résolution. L’intensité est proportionnelle a la quantité de cible fixée sur les sondes,

et donc au taux d'expression du géne concerné. Les signaux d'hybridation sont
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ensuite quantifiés a l'aide d'un logiciel et a chaque signal est assigné le nom du
géene. Une normalisation est effectuée entre les différentes puces grace a un
standard interne. L’intensité moyenne des signaux de chaque puce peut également
servir de référence pour la normalisation. Les génes ayant un ratio d’expression
différentielle de 2 ou plus et ayant une valeur p inférieure a 0.05, peuvent servir a
établir des réseaux afin de proposer des mécanismes d’actions. Ces génes peuvent
€galement servir a établir une signature transcriptionelle permettant de faire de la
classification. Par exemple, les genes peuvent former des profils d’expression
caractéristiques pouvant discriminer avec une grande fiabilité des tumeurs invasives

ou non invasives, résistantes ou sensibles.

Mécanismes d’action de I’extrait de cartilage de requin
Dans le premier article, la puce a ADN a été utilisée pour étudier le
transcriptome de cellules endothéliales traitées afin de proposer des mécanismes

par lequel I'extrait de cartilage de requin inhiberait 'angiogenése tumorale.

Analyse des données transcriptomiques
Les méthodologies générant un haut débit de données telles que I'étude
transcriptomique par microarray, requiérent de nouvelles approches pour collecter

de l'information pertinente pour permettre leur analyse.

Pathway Assist
Pathway Assist de Adriadne Genomic est un logiciel qui utilise les données

extraites de la littérature pour établir des liens entre les génes qui sont
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différentiellement exprimés ou entre leurs protéines et ainsi proposer des
mécanismes.

Dans un premier temps, la liste des génes d’intéréts est importée dans le
logiciel. Ce dernier n’a aucun probléme a les reconnaitre puisqu’il contient une liste
compléte des alias connus.

Le logiciel peut alors interroger une base de données déja établie qui
renferme 1 million de faits. Ces faits décrivent des interactions telles que les liaisons
protéiques, le transport, la synthése, le métabolisme, I'expression, la traduction et
les modifications post-traductionnelles.

En addition, cette base de données peut étre enrichie et spécialisée grace a
la fonction Medscan. En effet, 'une des forces du logiciel Pathway Assist, c’est qu’il
offre la possibilité de faire une recherche par mots clefs sur Pubmed et de scanner le
texte de tous les résumés du sujet d’intérét a la recherche d’interactions possibles.
La collecte de faits peut par exemple se limiter a un type cellulaire ou bien une
maladie en particulier. Le logiciel dresse alors une liste incluant toute les relations
trouvées, les molécules impliquées et la référence précisant jusqu’a la ligne du texte
afin que linformation puisse facilement étre vérifiée et validée.

Une fois les relations validées et sélectionnées, le logiciel bati alors
graphiquement un réseau et positionne de facon optimale les objets et les
connecteurs décrivant les relations qui les unissent. Plusieurs options flexibles
s’offrent alors. Entre autre, il est possible de filtrer seulement les interactions
directes, la voie la plus courte, les regulateurs communs ou les cibles communes.

Dans I'étude des mécanismes antiangiogéniques du cartilage de requin par
exemple, les 200 genes sur ou sous exprimés d’'un facteur supérieur a 2 ont été

importés dans Pathway Assist a I'aide de leur Unigene ID. Afin de lancer la fonction
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Medscan et d’orienter au maximum la recherche, la liste des 200 génes, chacun
séparé par le terme “OR” et I'ensemble mis entre parenthéses, a été combinée
grace au terme “AND” avec les mots clefs “Angiogenesis” OR “Endothel*” entre
parenthéses. Afin d’épargner du temps, pour générer la liste textuelle des 200
genes, la fonction concaténer du logiciel microsoft excel a été utilisée sur la colonne
contenant les symboles des 200 genes. Environ 10 000 faits, se rapportant a 'un de
nos 200 génes et a I'angiogenése, I'endothélium ou les cellules endothéliales, ont
été trouvés dans Pubmed et intégrés dans la base de données grace a la fonction
Medscan. De ces 10 000 faits, en utilisant la fonction “Find only direct interactions”,
quelques centaines de relations entre les genes d’intéréts ont été trouvées.

Il est alors conseillé de vérifier une a une les références afin de les valider.
La stratégie adoptée fut plutét d’utiliser encore une fois excel pour simplifier le
processus. Les énoncés ont été copiés dans excel, puis en utilisant la fonction
‘rechercher”, avec des mots clefs tels que “angiogenesis” ou “endothelial cell” ou
“proliferation”, il a été possible de trouver rapidement les phrases énoncgant
explicitement le processus ou le type cellulaire souhaité. Un bon exemple explicite
serait: VEGF binds to KDR and stimulates endothelial cells proliferation during
angiogenesis. Dans ce travail de thése, nous avons limité la recherche de Pathway
Assist a 'aide de la fonction “Find only direct interactions” ce qui a permis de ne faire
ressortir que les relations les plus probables.

En somme, le logiciel a rendu possible une analyse croisée et compléete de
résultats transcriptomiques issus de la technologie microarray et orienté
'élaboration d’hypothéses sur les mécanismes d’action possibles de nos deux

thérapies.

36



Shark cartilage extract induces cytokines expression and secretion
in endothelial cells and induces E-selectin, plasminogen and t-PA

genes expression through an antioxidant-sensitive mechanism.

Bryan Simard*, David Ratel, Isabelle Dupré, Virginie Pautre and Francois Berger

INSERM U836, Institut des neurosciences de Grenoble (GIN) et Université Joseph Fourier.

*Corresponding author: Bryan Simard

INSERM U836, Institut des neurosciences de Grenoble.
Tel: 001 819 575 4409

Fax: (011 33) 4 56 52 06 39

E-mail: simardbryan@yahoo.com

Running title: Transcriptomic analysis of endothelial cells treated with cartilage

extract

Key words: Shark cartilage Extract, microarray, cytokines, NAC, ROS, SELE, PLAT,
PLG, IL8, CSF2

Abbreviations: ROS : reactive oxygen species, t-PA : Tissue-plasminogene

activator, PLG: plasminogene, NAC: N-acteylcystein, SELE: E-selectin

Word count :

Scientific heading :

37



ABSTRACT

Neovastat® is a standardized extract of marine cartilage, an avascular tissue, which
contains many biologically active molecules and has multiple antiangiogenic
properties. In addition to VEGFR2 and MMPs inhibition, it has recently been shown
to induce PLAT expression in bovine endothelial cells in a TNF like manner, by
inducing the typical mediators NF-kB and JNK. We used microarray genes
expression analysis on human umbilical vein endothelial cells (EC), to investigate
further the mechanisms of genes induction in EC and angiogenesis inhibition by
shark cartilage extract (SCE). Results showed that SCE induced expression of
several cytokines. A protein array confirmed that HUVEC actually secrete TNF-a in
addition to many others cytokines in response to SCE treatment. Their impact may
be important, given the great similitude found when comparing the expression
profiles of SCE and TNF-a treated cells. There is now compelling evidences that
cytokine activates the NF-kB and JNK pathways by inducing the generation of
reactive oxygen species (ROS). Among the genes commonly induced by these
pathways, we confirmed the overexpression of SELE, IL-8, PLAT, PLG, EFNAL,
PRDX2 by g-PCR to validate our microarray results. Interestingly, overexpression of
most of these genes has been inhibited by a pretreatment with the antioxidant N-
Acetylcystein (NAC), suggesting a role of ROS. To explain how it could lead to
angiogenesis inhibition, we proposed that IL-8 and SELE could cooperate to attract
and attach immune cells to proliferating endothelial cells (EC). Still inspired by the
literature, we also suggested that induction of the PLG/PLAT system could lead to
degradation of the extracellular matrix and cause EC detachment, also interfering

with angiogenesis.
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INTRODUCTION

Angiogenesis, the formation of new vessels from pre-existing ones, is
essential for normal physiological processes such as reproduction, development and
repair. This process is a cascade of events, which under normal conditions, is a
tightly regulated balance between endogenous anti and proangiogenic factors [126].
Angiogenesis is involved in multiple disease processes including inflammation,
rheumatoid arthritis, arteriosclerosis, diabetic retinopathies, and cancer [127]. The
formation of new blood vessels is a crucial step in the growth and metastasis of
cancers and increased tumor angiogenesis has been associated with an increased
incidence of distant metastasis [128]. Tumor unable to induce angiogenesis remain
dormant at a microscopic in situ size [129]. Tumor angiogenesis is an extremely
complex process in which the exposure of endothelial cells (ECs) to proangiogenic
factors lead to subsequent angiogenic processes including invasion, migration and
proliferation of endothelial cells [130]. The high proliferating rate of endothelial cells
in new blood vessels formation confers them more sensitivity to a wide variety of
drugs than normal endothelium. Moreover the direct accessibility from the circulation,
and the potential low rate of drug resistance related to the genetic stability of ECs
presents certain advantages on conventional therapies. Therefore, inhibiting tumor
angiogenesis is a promising strategy for treating cancer. Various inhibitors of
angiogenesis have been developed to target vascular endothelium and block tumor
angiogenesis. In this way, it has been hypothesized that avascular tissues, like
cartilage, may contain angiogenesis inhibitors and many studies have shown an
inhibition effect of cartilage on tumor angiogenesis [86, 131]. Neovastat® is a

naturally occurring inhibitor of angiogenesis derived from marine cartilage [132].
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There is now strong evidence that the clinical benefits obtained with SCE rely on the
presence of several angiogenesis inhibitors in this cartilage extract interfering with
the complex and interrelated steps of angiogenesis. Previous studies have reported
that SCE inhibits VEGF-mediated biological effects, like endothelial cell proliferation,
migration, tubulogenesis and permeabilization by antagonizing its binding to the
receptor Flk (VEGFR2) and the subsequent tyrosine kinase phosporylation [115].
SCE also induces endothelial cell apoptosis via induction of caspase 3, 8 and 9 [133]
and inhibits the matrix metalloproteinase activities of MMP 2, 9 and 12 [134].
Recently, it was reported that SCE specifically stimulates tPA-dependent-plasmin
generation through an increase in the affinity of the enzyme towards plasminogen
[135]. It has also been shown to induce PLAT expression in bovine endothelial cells
in a TNF like manner, by inducing the typical mediators NF-kB and JNK [136].
However, the mechanism of action of this antiangiogenic agent has not yet been
completely elucidated and many other signalling pathways and targets remain to
discover.

In this work, we set out to further investigate the early responses of endothelial cells
to SCE using DNA microarrays. Guided by PathwayAssist we compared the effects
of SCE with those of TNF-a on EC and the response to a cotreatment with the
antioxidant NAC to investigate the possible role of cytokines and ROS in genes
induction by cartilage extract. The possible role of IL8, SELE, PLG and PLAT

expression, in angiogenesis inhibition, will also be discussed.
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MATERIAL AND METHODS

Cell cultures

Human umbilical vascular endothelial cells (HUVEC) were obtained from Cambrex
(Paris, France). Early passages (p4-5) were grown in a humidified atmosphere
(37°C, 5 % COy) to 70 % or 100 % confluence in EGM-2 (supplemented EBM-2).
Three independent sets of experiments were performed. Each experiment consisted
of HUVECs incubated in % of M199 supplemented with 10 % FCS, 10 U/mi
penicillin, 50 pg/ml streptomycin and 10 ug/ml ECGS and ¥z of EGM2 for 24 h and
then subjected to either SCE 0, 35, 100 and 350 ug/ml or/and TNF-a 10 ng/ml and
NAC 30 pM. Cells were washed twice in PBS and used either for mRNA analysis or

for biological assays.

Reagents

Fetal calf serum (FCS), medium E-199, endothelial cell growth serum (ECGS),
trypsin-EDTA, TNF-a,, NAC were obtained from Sigma Chemicals (St-Louis, MO).
Endothelial Basal Medium-2 (EBM-2) and supplements were from Cambrex Bio
Science (Paris, France). Penicillin and streptomycin were from Laboratoires
Diamant (Puteaux, France). Shark cartilage extract (SCE, AE-941) was obtained

from Aeterna Laboratories (Québec City, QC, Canada) [114].

Oligonucleotide microarray analysis
Array features: The microarray analyses were performed using long oligonucleotide
nylon filters with 500-um spot spacing. The 70-mer oligonucleotides of 230 genes

were obtained from Operon Company GmbH (Cologne, Germany). Of them, 187
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were related to cancer and angiogenesis. The DNA probes were printed in duplicate
onto the membrane and probes for the standard RNA (Oryza sativa gene) were
printed in 48 locations onto the filter. An anti-sense DNA probe for the RNA standard
was used as negative signal to control the hybridization specificity. The quality of the
filters and the quantities of printed DNA were determined using the polynucleotide
kinase labelling method [137].

Samples, hybridization and expression measurements: Total RNAs were extracted
from cells using the RNAgents® Total RNA Isolation System (Promega, Madison,
WI, USA). The quantity and the quality of the extracted RNAs were checked using
RNA LabChip and BioAnalyser 2100 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA).
RNA samples were stored at —80°C until analysis. For transcriptomic analysis, 3 pg
of total RNA sample and 0.2 ng of standard mRNA sample were reverse transcribed
using polydT priming and o-**P-dCTP. The efficiency of the reverse transcription was
verified by measuring the radioactivity level of the purified cDNA. Hybridizations on
the filters were carried out for 72 hours under the conditions described previously
[138]. After exposure on a phosphor screen high-resolution plate for 3 days, the
image was scanned using a BAS 5000 phosphoimager and the spot intensities were
acquired using the Array Gauge software (Fuji-Filmi; Raytest, Paris la Défense,
France). Any raw data with intensity lower than the background plus three standard
deviations were excluded. The normalization factors inter-assays were calculated
with the global normalization method using the linear regression of all intensity data
of the arrays, including the RNA standard intensities. For each arrayed gene, the
resulting expression values, reported in arbitrary units, were compared to the
expression value from the control cells. The relative changes in gene expression

were analyzed using the Student’s t-test (p<0.05). Results were expressed as ratio
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of the mean level of gene expression between the treated and the control groups.
One unity has been added to the numerator and to the denominator to avoid problem
of ratio calculation when genes were not detected in control (intensity 0) but were
detected in treated cells. For example: Level of SELE expression was 79 in treated

cells and undetected in control. Ratiosg e =(79+ 1)/ (0 + 1) = 80.

Pathway analysis

Biological association networks (BANsS) were constructed using Pathways Assist
(Stratgene). This program uses Med-Scan, which is a three tier information
extraction system based on a full sentence parsing approach. It consists of a
preprocessor which identifies and tags biomedical domain-specific concepts and a
natural language processor engine that constructs a set of alternative semantic
sentence structures and finally, an information extraction module acting as a domain
specific filter for these structures. In addition, the Pathways Assist software contains
ResNet, a database containing over 140,000 biological facts extracted from PubMed
and other biological data bases. The sources of the canonical pathways include
KEGG and LIGAND for 9 metabolic pathways, and PubMed references (both review

and regular research articles) for signaling pathways.

Measurement of cytokine release using antibody arrays

Human cytokine array (Novagen, Darmstadt, Germany) consisted of 12 different
cytokine antibodies spotted on the slide with four “spots” for each of the 12 cytokines
plus additional spots for positive and negative controls. The wells were washed two
times and 100 ul sample or standard solution were added in separate wells and

incubated one hour at room temperature with gentle agitation. Following the wash,
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80 ul of a biotin-conjugated antibodies solution were incubated for one hour at room
temperature. After washing, the slide was exposed to a streptavidin-conjugated
fluorophore for one and half hour in the dark before washing and imaging. The slide
was scanned (excitation: 635 nm, emission: 660 nm, resolution: 10 um). For each
spot, the net density gray level was determined by subtracting the background gray
levels from the total raw density gray levels. The standard curve for each analyte
was determined with a plot of signal versus cytokine concentration and fitted with
linear regression. The slope of the curve was used to calculate the analyte
concentrations for the cell culture samples. The fold increase in cytokine amount was
determined in reference to the amount present on the control culture wells on the
basis of the following: average treated culture cytokine spot gray levels/average

control culture cytokine spot gray levels.

Real-time quantitative PCR

All cDNAs were prepared by reverse transcription of 2 pg of DNAse treated total
RNA in a 25 pl final volume as described above but without radiolabeled dCTP.
Oligonucleotide primers were synthesized at Invitrogen (Invitrogen Life
Technologies, Cergy-Pontoise, France). Primer design regarding to primer dimmer,
self-priming formation and primer melting temperature was done with MacVector
software (Accelrys, San Diego, USA). Specificities of the PCR amplification were
documented with LightCycler melting curve analysis. The PCR was carried out with
the LC Fast Start DNA Master SYBR Green kit (Roche Applied Science, Manheim,
Germany) using 100 pg of cDNA, 2 mM MgCI2 and 0.5 uM of each primer (final
concentration). Quantitative PCR was performed using a Lightcycler (Roche Applied

Science, Mannheim, Germany). Relative mRNA values were -calculated with
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RealQuant software (Roche Applied Science, Mannheim, Germany). Normalization
was performed by geometric averaging of an internal control gene, i.e. -actin, using

RealQuant software (Roche Applied Science, Mannheim, Germany).

RESULTATS (traduit en francais)

Des cellules endothéliales de veine ombilicale humaine (HUVEC) ont été
traitées a I'extrait de cartilage de requin (350 pg/ml) pendant 15 min,1, 4, 8 et 24
heures afin de déterminer la cinétique des changements d’expression des genes.
Pour chaque traitement, 'ARN total a été extrait et soumis a une réaction de
transcription inverse afin de produire des ADN complémentaires radiomarqués au
%p. Les ADNc produits & partir des cellules traitées et non traitées ont ensuite été
hybridés sur une puce a oligonucléotides humains. Un filtrage a ensuite été effectué
afin de ne sélectionner que les génes ayant été sous oOu sur exprimés
significativement (p < 0,01) par un ratio supérieur ou égal a 2 (<0.5 ou >2) pour au
moins un des temps de traitements. L'analyse statistique a réveélé que I'expression
de 50 génes correspondait a ces critéres. De plus, les résultats ont indiqués que la
majorité des changements d’expression survenait de fagon maximale aprés 4 a 8 h
de traitement (table 10).

L’extrait de cartilage de requin a induit I'expression de différentes molécules
d’adhésion telles que ICAM-1 et E-sélectine. A cela s’ajoute également des génes
de chimiotactisme, tel que IL-8 et CSF2, ainsi qu'une dizaine de génes
proinflammatoires. L’extrait de cartilage a également induit I'expression des genes
SOD2, PRDX2, HMOX1 et TNFAIP3, impliqués dans la réponse au stress oxydatif.

Enfin, les genes PLAT, PLG et F3 impliqués dans coagulation et la thrombolyse se
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sont avérés surexprimés dans les cellules endothéliales traitées a l'extrait de
cartilage de requin.

Etant donné le nombre de génes proinflammatoires surexprimés, une trousse
de détection des cytokines a été utilisée pour mesurer les concentrations sécrétées
dans le milieu des cellules endothéliales 6h aprés le traitement a 'ECR et ainsi
confirmer une partie des résultats transcriptomiques. Une plus forte production
d’interleukines, de GM-CSF, deTNF-a et d'IFN-y a été détectée dans le milieu des
cellules endothéliales traitées a 'ECR par rapport aux cellules contrdles (table 11).

Afin de voir I'importance des cytokines sur la transcription, nous avons
comparé l'effet de 'ECR avec celui du TNF-a. Une similitude frappante a été
observée (table 12).

Il est important de noter qu’un des lots d’extrait de cartilage de requin, qui
n'avait pas eu d’effet antiangiogénique in vivo, n’a pas montré cette similarité sur
'expression génique. Par ailleurs, aucun niveau significatif d’endotoxines n’a été
détecté dans les différents lots, éliminant ainsi leur participation possible dans
l'induction des génes.

Une PCR quantitative en temps réel a ensuite été réalisée pour les genes
PLG, SELE, IL8, PRDX2, PLAT et EFNA1, a partir des mémes échantillons d’ARN
utilisés précédemment, afin de valider les résultats transcriptomiques obtenus par la
méthode de microarray. La table 13 montre les différentes amorces utilisées.
Comme le montre la figure 1, le profil d’expression de ces 6 génes c’est avéré trés
similaire que celui obtenu précédemment par la méthode de microarray.

Puisque la génération de DROs est une voie majeure par laquelle les
cytokines induisent la voie de NFkB et I'expression des génes dans les cellules

endothéliales, nous avons investigué leur réle au moyen d’un antioxidant et avons
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constaté qu’un prétraitement a la N-Acétylcystéine (NAC) inhibait I'induction d’un
grand nombre de génes par I'extrait de cartilage (table 12).

L’importance du systéme inflammatoire dans [efficacité de [I'extrait de
cartilage, a été soulignée par le fait qu'un co-traitement aux corticoides a fait perdre
le bénéfice obtenu sur la survie dans le modéle de glioblastome GL26 implanté en

intracérébral (figure 2).

DISCUSSION (traduite en francais)

Le potentiel trés prometteur du cartilage de requin a été publié dans les
années 70 par J Folkmann [131]. Néanmoins, la rationnelle de son bénéfice
thérapeutique est toujours débattue. Le Néovastat un est extrait de cartilage de
requin purifié ayant démontré de multiples propriétés antiangiogéniques. |l a
d’ailleurs fait 'objet de plusieurs études cliniques dont une phase Ill dans le cancer
du rein et une autre dans le cancer du poumon. L’angiogenése est un processus
complexe régulé par une multitude de molécules pro et anti angiogéniques. Le but
de notre étude était d’éclaircir les mécanismes par lesquels I'extrait de cartilage de
requin inhibe 'angiogenése. Nous avons donc utilisé le microarray qui est un outil
puissant pour déterminer simultanément le niveau d’expression de milliers de génes.
La technologie utilisée est celle du filtre d’oligonucléotides proposée par Jordan
[139], mais nous avons préféré limiter notre étude a un nombre restreint de génes
présélectionnés pour leur lien avec le cancer et I'angiogenese. Cela permet
d’espérer des résultats plus pertinents et d’éviter les problemes de reproductibilité
observé avec les puces pangénomiques [140]. La sélection de seulement 230
génes permet en effet un meilleur design de chaque oligonucléotides, l'introduction

de dupliquas et la vérification de la qualité de chaque signal. Cette stratégie pourrait
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expliquer le fait que 100% des 6 genes, soumis a une validation par PCR
guantitative, ait été confirmé. Notre microarray semble également bénéficier d’une
bonne sélectivité, puisque plusieurs génes d’origine endothéliale, tel que SELE,
EDG1, NOS3, PECAM et TEK n'ont pas été détecté dans la lignée de glioblastome
HGD (non montré). En somme, l'utilisation d’'un filtre bien orienté sur le sujet,
permet d’obtenir autant de résultats qu’en utilisant un filtre pangénomique. Parmi les
genes exprimés différentiellement, 50 ont été sélectionnés pour leur bon ratio (> 2),
leur bonne significativité (p < 0,01) et leur bonne relation avec le temps et la dose.
Le logiciel PathwayAssist a grandement facilité I'analyse des données et permis de
proposer des mécanismes innovateurs pouvant expliquer comment I'extrait de
cartilage de requin induit I'expression des geénes endothéliaux et comment ces
génes pourraient interagir pour inhiber I'angiogenése. En se basant sur les
données extraites de la littérature, le logiciel propose que les changements
d’expression des geénes, observés dans les cellules endothéliales traitées au
cartilage de requin, puissent résulter de la production de cytokines, qui entrainerait
la génération de dérivés réactifs de I'oxygéne (DROSs), qui activeraient alors la voie
de NF-kB ou de JNK.

L’ECR a en effet induit I'expression de plusieurs cytokines par les cellules
endothéliales. La sécrétion de TNF-a et d’autres cytokines a ensuite été confirmée
dans le milieu de culture au moyen d‘une trousse de détection. Leur impact doit étre
important étant donné que le TNF-a a lui seul est capable dinduire un profil
d’expression trés similaire a celui de 'ECR. Bien que l'angiogenése tumorale
s’accompagne normalement d’'une diminution de la réponse inflammatoire dans
'endothélium vasculaire tumoral [141], l'inhibition de I'angiogenése rétablirait cette

réponse aux cytokines inflammatoire [142].
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La littérature rapporte que plusieurs des cytokines induites par 'ECR
entrainent la génération de DROs dans les cellules endothéliales, activant alors la
voie de NFkB et de JNK [143-151].

Des collaborateurs ont démontré que I'extrait de cartilage de requin induisait
I'activation de NF-kB, dans les cellules endothéliales d’aorte bovine, en induisant la
phosphorylation de sa sous-unité inhibitrice | kappa B [136]. Or, les DROs semblent
servir de messagers médiant directement ou indirectement la dissociation de NF-kB
et de I-kB [152]. Les mémes collaborateurs ont également rapportés que 'ECR
induisait la JNK ainsi que les caspases dans les cellules endothéliales d’aorte bovine
[133, 136]. Or, il a été déemontré que la hausse de DROs pouvait aussi activer les
kinases de c-Jun et les caspases [153]. Enfin, il a été démontré que I'antioxydant N-
aceétylcystéine pouvait bloquer I'activation de NF-kB, en stabilisant le complexe NF-
kB / I-kB, en neutralisant les DROs [152]. Dans la présente étude, le prétraitement a
la NAC a inhibé I'induction d’'un grand nombre de génes par 'ECR, renforgant le réle
possible des DROs dans l'induction des génes par les cytokines produites en
réponse a 'ECR.

En addition, il est possible que I'impact des DROs soit favorisé par le fait que
le Néovastat est un inhibiteur du VEGFR2 [115]. En effet, lorsque le VEGR2 n’est
pas inhibé, celui-ci peut induire I'expression ainsi que l'activité de I'oxyde nitrique
synthase endothéliale (eNOS) [154, 155]. Lorsqu’elle n’est pas inhibée, la eNOS
peut neutraliser les DROs ou inhiber leur production [156, 157], stabiliser I'l-kB [158]
et inhiber le NF-kB [158-160].

En somme, I'expression de nombreux génes pourrait avoir été causée par les
cytokines et les DROs. Nous avons ensuite utilisé le logiciel PathwayAssist pour

tenter d’expliquer comment ces genes pourraient interagir pour inhiber
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langiogenése. Outre la sous-expression de plusieurs facteurs de croissance et la
surexpression de plusieurs génes apoptotiqgues, notre attention a été
particulierement retenue par les genes PLG et PLAT ainsi que les genes IL-8 et

SELE, dont la surexpression a été validée par g-PCR.

1) protéolyse excessive de la matrice et détachement des cellules
endothéliales

Les résultats de microarray et de PCR ont montré que le cartilage induisait
'expression du géne du plasminogene (PLG) et de son activateur tissulaire (PLAT)
dans les HUVEC. D’autres auteurs ont rapportés que le cartilage induisait
l'expression du t-PA dans les cellules d’aorte bovine [136], mais aussi qu’l
augmentait son activité in vitro [135].

L’expression du géne PLAT pourrait étre induite par la cytokine IL4 [161], le
TNF-a. et le NF-kB [136] et le t-PA pourrait étre relaché en conséquence de la
baisse de NO découlant de la sous-expression de la eNOS [162].

Plusieurs observations suggérent qu’un niveau élevé de t-PA corrélerait avec
un bon pronostic dans de nombreux cancers [163, 164], alors qu’un faible niveau de
tPA serait associé a des tumeurs plus malignes [165].

Le t-PA a pour effet de convertir le plasminogene en plasmine.
L’augmentation de la production de plasmine par le cartilage de requin peut étre
bénéfique en provoquant la dégradation de la matrice de fibrine essentielle au
développement des nouveaux vaisseaux [166]. La plasmine est également capable
de dégrader d’autres protéines d’adhésion de la matrice extracellulaire (MEC) telle
que la laminine [167, 168] la fibronectine (FN), le facteur de von Willebrand [169] et

la vitronectine [170, 171]. Il s’ensuit alors un détachement des cellules endothéliales
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[166, 172] pouvant causer une élévation dramatique des niveaux intracellulaires de
DROs, menant a la mort cellulaire [153].

La surexpression des geénes du systeme PLG/PLAT pourrait également
induire I'apoptose de plusieurs autres fagons. Il a été rapporté que le t-PA potentiait
'apoptose dans I'endothélium du cerveau humain en faisant progresser la voie de
'apoptose de la caspase-9 a la caspase-8 qui activerait ensuite directement la
caspase-3 [173]. Or, il avait justement été démontré que I'ECR induisait les
caspases 3, 8 et 9 dans les cellules endothéliales [133]. Le t-PA serait aussi un
réducteur des niveaux d’'eNOS [174], et la baisse de NO un inducteur de la relache
de t-PA emmagasiné dans les corpuscules de Weibel-Palade [162] ce qui pourrait
accentuer 'activation des caspases par le t-PA.

La plasmine peut également étre réduite en angiostatine (AS) ou en d’autres
fragments possédant une activité antiangiogénique [175]. L’AS est capable
d’inhiber I'expression de la eNOS [176], augmenter I'expression du géne SELE [177]
et induire I'apoptose [178].

Une étude subséquente a par la suite montré que [lactivation du
plasminogéne par [I'extrait de cartilage, était essentielle a son efficacité
antiangiogénique dans un modele de gliome chez la souris (soumis pour

publication).

2) attraction et adhésion des leucocytes aux cellules endothéliales
Les résultats ont montré que I'expression de I'lFN-gamma, I'lL-lalpha, du
TNF-alpha et de la GBP-1, était induite par le traitement au cartilage de requin. Il a

eté rapporté que les cytokines inflammatoires, en collaboration avec la GBP-1,
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inhibaient la prolifération des cellules endothéliales et induisaient I'adhésion des
leucocytes [179].

Les résultats ont également montré une augmentation de I'expression des genes
des chémokines IL8 et GM-CSF et des molécules d’adhésion leucocytaires E-
Sélectine et ICAM1. L’expression de ces génes pourrait découler de I'activation de
NF-kB. L’expression du géne SELE peut également étre induite par I'angiostatine
[177]. En addition I'expression de SELE, ICAM1, IL6 et IL8 pourrait étre induite par
une diminution de NO [180]. Le mécanisme proposé serait que le recrutement des
cellules immunitaires par les chémokines et leur adhésion aux molécules
endothéliales pourraient endommager les cellules endothéliales et interférer avec
langiogenése [181, 182]. Il a d’'ailleurs été intéressant de constater que la paroi des
vaisseaux des tumeurs traitées étaient inflammées et que plusieurs génes d’origine
leucocytaires avaient été détecté dans les gliomes de souris traitées au cartilage de
requin (non montré). En somme, les cytokines joueraient un role a la fois dans
linduction de la transcription des génes, mais également dans la réponse
inflammatoire qui s’ensuivrait. Leur importance a été soulignée par le fait qu'un
traitement aux corticoides a fait perdre le bénéfice de I'extrait du cartilage obtenu sur

la survie dans le modele de glioblastome GL26 en intracérébral.

Particularité de I’endothélium en croissance

Les résultats ont montrés que I'extrait de cartilage exercgait un plus grand effet
sur les cellules endothéliales en prolifération que sur les cellules a confluence. Le
méme phénomene a également été observés avec plusieurs autres traitements
antiangiogéniques [183, 184]. Il semblerait donc que pour différentes raison

'endothélium croissant soit plus sensible que I'endothélium quiescent [185]. |l a été
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rapporté que la nature non-différentiée des cellules endothéliales en prolifération les
rendrait plus vulnérables a I'oxydation [186]. Par ailleurs, les cellules endothéliales
sont dans un état dynamique durant l'angiogenése et ne sont pas fermement
attachées les unes aux autres. Or, le contact et 'adhésion cellulaire sont des

facteurs importants dans le contréle de la survie et de I'apoptose [187, 188].

Mécanisme de défense

Les résultats ont montrés que I'expression des geénes, induite par I'extrait de
cartilage de requin, était transitoire, suggérant qu’'un mécanisme soit mis en place
pour atténuer ou terminer I'activation des cellules endothéliales. En effet, certains
genes tel que HO-1, SOD2 et PRDX2 peuvent avoir un effet antioxydant [189, 190]

et limiter 'inflammation endothéliale [191], associées a I'activation du NF-kB [189].

En terminant, cette étude introduit un role possible des cytokines et des
DROs dans l'activation des cellules endothéliales par I'extrait de cartilage de requin,
entrainant par la suite I'expression de plusieurs génes pouvant avoir des effets
antiangiogéniques. L’induction du plasminogéne (PLG) et de son activateur (PLAT),
pourrait entrainer la dégradation de la matrice essentielle a I'angiogenése ou la
génération d’angiostatine. En addition, la sécrétion de chémokines et I'expression
de molécules d’adhésion pourraient quant a elles recruter et attacher les cellules
immunitaires a I'endothélium en croissance. La nature complémentaire de ses deux
processus pourrait résulter en une action synergique des génes induit par I'extrait de
cartilage. Il a également été intéressant de constater que l'effet du cartilage de
requin était plus important sur les cellules endothéliales en prolifération que sur les

cellules confluentes. Cette sélectivité pourrait expliquer comment l'extrait de
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cartilage de requin inhibe I'angiogenése sans avoir toutefois d’effet apparent sur

'endothélium quiescent.
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TABLES AND FIGURES

Table 10

Symbol Gene name

Adhesion

SELE  Selectin E (endothelial adhesion molecule 1)

ICAMT  Intercellular adhesion malecule 1 (CD54)

PTIZ2 Protein tyrosine kinase 2 (Focal adhesion kinase, FAK)
ITGE3EF Integrin heta 3 hinding protein (heta3-endonexin)
Chemotaxis

IL8 Interleukin 8

SCYBS  granulocyte chemotactic pri-2; small inducible cytokine BS
Inflammation

C5F2 Colany stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage)
IL3RA  Interleukin 3 receptor, alpha (ow afinity)

IFMNGRZ  Interferon gamma receptor 2

GBP1 Guanylate binding pratein 1, intetferon-inducible, 67kDa
G1P3 Interferon, alpha-inducible protein (clone IFI-6-16)
IFMAZ  Intederon, alpha 2

FRC1 Protein regulator of cytakinesis 1

CSF1 Colony stirmulating factor 1 {macrophage)

Z5F3 Colony stimulating factor 3 {granulocyte)

CSFIR  Colony stirmulating factor 1 receptor

Coagulation/thrombolysis

PLAT
PLG
F3

Flagminogen activator, tissue
Plasminogen
Coagulation factar Il thrombaoplastin, tissue factor)

Antioxidant

S0z
PROXZ
HIOH1

Superoxide dismutase 2, mitochandrial
FPeroxiredoxin 2
Heme oxygenase (decycling 1

THFAIP3 Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3

Celi survival

SAT
GSM
EFNAI

Spermidinelspermine N1-acetyltransfarase
Gelsalin (armylaidasis, Finnish type)
Ephrin-A1 (THFAIF4)

Transcription

JUNB
CEBPD
ATF3
FOS
NR2F2
HOXAD

Jun B proto-oncogene

CCAATIenhancer binding protein (C/EBF), delta
Activating transcription factor 3

W-fos FBJ murine osteosarcoma viral oncogene hamolog
Muclear receptar subfamily 2, group F, member 2
Homeo hox A9

Growth factor and receptors

HGF
PDGFA
EDG1
DTR

Hepatooyte growth factor (hepapaietin &; scatter factar)
Flatelet-derived arowth factor alpha palypeptide
Endath. Diff. sphingolipid G-prt-coupled receptor 1
Diphteria taxin receptor thb-EGF-like GF)

Signal transduction

FRKCG
SPHK2
EPHA4
NOE3

Protein kinase C, gamma

Sphingosine kinase 2

EFH receptor A4

Mitric oxide synthase 3 (endathelial cell)

Cell cycle

coc2o

Others
STC2
PPP4C

COC20 cell divigion cycle 20 homolog (S, cerevisiae)

Stanniocalcin 2
Fratein phaosphatase 4 farmerly X, catalytic subunit

AWPR1B Arginine vasopressin receptor 18

ITH
KPMN&AL
kLK1
MCLT
TGM2
BtiP4

IL2-inducible T-cell kinase

Karyophetin alpha 4 {mportin alpha 3)

Kallikrein 11

hiveloid cell leukemia sequence 1 {(BCLZ-related)
Transalutaminase 2

Bone morphogenetic protein 4

Time course

Dose-response

15mi 1h
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Table 10. Differential gene expression in HUVECs in response to SCE. A) Gene
expression profiles of HUVECs treated with 350 ug/ml SCE over the time course of
15 min, 1, 4, 8 and 24h. The table shows a list of genes that are up- or down-
regulated by twofold for at least one time point. The majority of gene expression
changes appeared to occur within 4 and 8 h of treatment. B) Gene expression

profiles of HUVECSs treated with 35, 100 and 350 pug/ml SCE for 4h. Gene expression

changes appeared maximal with 350 pug/ml SCE.

Table 11
Culture
Control SCE
treatment .
: - Fold increase
. Concentration | Concentration
Cytokine
(pg/ml) (pg/ml)

IL-1o 1.3+0.6 3.6+0.3 2.7
IL-1B - - ND
IL-2 0.2+0.3 1.2+0.5 5.1
IL-4 1.05 £ 0.06 22.0+1.1 20.9
IL-6 102 £+ 18 1090 + 140 10.7
IL-7 - - ND
IL-8 791 +134 1162.0+0.3 1.5
IL-10 - 0.73+0.18 ND
IL-12 - 44+1.4 ND

GM-CSF 5+7 174 +5 32.7
TNF-o 1.2+0.6 7+3 5.4
IFN-y 62+75 ND

Cytokine detected in the medium of HUVEC treated with SCE (350ug/ml) for 6
hours. The protein assay has been used to validate the overexpression of cytokines

reported by the cDNA microarray.
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Table 12

Symbol Gene name

Adhesion

SELE Selectin E (endothelial adhesion malecule 1)

ICAMT  Intercellular adhesion molecule 1 (CD54)

PTI2 Frotein tyrosine kinase 2 (Focal adhesion kinase, FAK)
[TGE3BP Intedrin beta 3 binding protein (beta3-endonexing

Chemotaxis
L& Interleukin 8
SC¥B5  granulocyte chemoatactic pr-2; small inducible eytokine BS

Inflammation

CSF2 Colony stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage)
ILIRA, Interleukin 3 receptar, alpha (ow affinity)

IFMGRZ  Interferon gamma receptar 2

GEP1 Guanylate hinding protein 1, interferon-inducible, BTkDa
G1P3 Intarferan, alpha-inducible protein (clone IF1-6-16)
IFMAZ Interferan, alpha 2

PRCA Frotein regulator of cytokinesis 1

CSF1 Colony stimulating factor 1 (macrophage)

CSF3 Colony stimulating factar 3 {granulocyte)

CSF1R  Colony stimulating factar 1 receptor

Coaqulation/thrombolysis
PLAT Flasminogen activator, tissue

PLG Plasrinogen
F3 Coagulation factar I thromhoplastin, tissue factor)
Antioxidant

S002 Superoxide dismutase 2, mitochondrial
PRD¥2  Peroxiredoxin 2

HMIZET  Herme omygenase (decyeling 1

THFAIPI Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3

Cell survival

SAT Spermidine/spermine M1-acetyltransferase
GEN Gelsolin famyloidosis, Finnish type)
EFMAT  Ephrin-aA1 (TRFAIP4)

Transcription
JUMB Jun B proto-oncogena

CEBPD cCcaaT/enhancer hinding protein (C/IEBFY, delta

ATF3 Activating transcription factor 3

FOs YW-fog FBEJ muting osteosarcomsa viral oncogene homolog
MEZF2  Muclear receptor subfamily 2, aroup F, member 2
HOXAS  Hormeo box A9

Growth factor and recepitors

HGF Hepatocyte growth factar thepapoietin A, scatter factar)
POGFA  Platelet-derived growth factor alpha polypeptide

EDGT Endath. Diff. sphingolipid G-pr-coupled receptar 1

OTR Diptteria toxin receptar (hb-EGF-like GF)

Signal transduction
PREKCG  Protein kinase C, gamma

SPHKZ  Sphingosine kinase 2
EPHAL  EPH receptor A4
MOS3 Mitric oxide synthase 3 fendothelial cell)

Cell cycle
COCZ0  CDC20cell division cycle 20 horolog (5. cerevisiae)

Others

STC2 Stanniocalcin 2

PPR4C  Protein phosphatase 4 {formerly ), catalytic subunit
AWPRIB Arginine vasopressin receptor 18

ITh IL2-inducible T-cell kinase

KPMAD  Karvophetin alpha 4 dmporin alpha 3

KLK1T  Kallikrein 11

hACLA Wyeloid cell leukemia sequence 1 (BCL2-related)
TGM2 Transglutarminase 2

BhP4 Bone morphogenetic protein 4

SCE THF SCE + NAC
80,0 344 12,9
105 285 4.1
95 23 448
3A B,1 37
B7 7 24 4 215
245 13 1.4
B2 4.2 4.7
32 31 31
26 27 14
1.7 16 048
1.7 15 28
21 158 18
16 18 1.1
33 16 20
45 1.1 13
3o 20 25
8.5 16,6 3.3
3,8 g5 23
B3 15 31
30 1.4 0.7
44 a4 25
32 15 B&
42 6,0 27
4.3 16 4.4
0,50 068 0,74
54 6.7 27
24 3.4 a4
10,3 27 6,3
2h8 0& 13,0
20 35 7B
0,50 028 097
0,50 0,64 1,01
0,50 1,80 1,34
18 20 1.4
33 20 1.7
30 15 45
37 16 oa
0,58 029 0,53
051 059 052
0,68 019 1,64
054 054 1,21
16 158 1.8
15 05 05
24 21 34
1.7 3.3 25
21 8.2 1.4
22 27 4.7
21 0.4 16
0,58 0,09 0,63
027 017 021
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Table 12: Gene expression profiles of HUVECs treated with SCE (350ug/ml) or
TNF-a (10 ng/ml) for 4 hours. The table shows a list of genes that are up- or down-
regulated by twofold for at least one time point (extracted from the time course
study). Effect of NAC on SCE-induced changes in gene expression. HUVECs were
treated with SCE (350 pg/ml for 4 hours) either in the presence or in the absence of
NAC. Genes for which NAC inhibited more than 50% of the effect of SCE are

highlighted in grey, suggesting an important role of ROS in their induction by SCE.

Table 13

Gene name 543" forward primer 35" reverse primer Armplican (bp)
FLG CAMATT ATG TGG TCG CTG AC AGA GTT CGGE TGGE ATT GGA 163

SELE CAL TAC AAG TGT GET AGG GAC TCATGE CTT GCT AGG G 167

LG GCC ALG AGA ATATCC GAA CT TAG GGT TGC CAG ATT TAA CAG 149

PRDx2 CTT CGC CAG ATC ACT GTT AAT TCC ACG TTC GGC TTA ATC 152

PLAT CCA CCCTGT TTT CAG CTA AAG TGC TGG GCT CTT GTG ACT A 172

EFMAT GCC AAG AGA ATATCC GAA CT TAG GGT TGC CAG ATT TAA CAG 159

Primers used for real-time quantitative PCR.

58



Figure 1
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Validation of gene expression by quantitative RT-PCR. The expression of PLG
(A), SELE (B), IL-8 (C), PRDX2 (D), PLAT (E) and EFNAL1 (F) were determined by
real time quantitative PCR. Analysis of each gene was conducted in triplicates and
normalized against their expression in HUVECs using B-actin as internal control. The

histograms showed the ratio between untreated and SCE-treated samples.
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Figure 2
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Effect of corticoid and cartilage extract cotreatment on survival of orthotopic

glioma

bearing mice. Saline (500 ul), cartilage extract (10 mg/kg), or cartilage

extract + prednisolone (100 mg/kg) were administrated orally in C57 mice implanted
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Figure 3
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25 ARTICLE :
ROLE DU SYSTEME FIBRINOLYTIQUE DANS L’EFFET

ANTIANGIOGENIQUE DU CARTILAGE DE REQUIN
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CONTEXTE

Un intérét tout particulier pour le systéme fibrinolytique est né du fait que les
genes du plasminogéene (PLG) et de son activateur tissulaire (PLAT) sont fortement
induits dans les cellules endothéliales traitées a I'extrait de cartilage de requin et que
de fortes doses administrées a des souris ont pour effet de rendre leur tumeur

hémorragique.

INTRODUCTION

Systéme fibrinolytique

La plasmine est une protéase polyvalente ayant une spécificité tryptique qui
active directement ou indirectement, certaines pro-MMPs, et hydrolyse plusieurs
protéines extracellulaires, telle que la fibrine. L'uPA et le tPA, les principaux
activateurs du  plasminogéne, sont le produit de différents genes régulés
séparément par une variété de facteurs tels que des hormones et des cytokines.
Comme la plasmine, 'UPA et le tPA sont des protéases a sérine ayant une activité
tryptique, mais qui en revanche, ont une grande spécificité envers leur substrat, le
plasminogéne. L’'uPA (ou plus précisément, son précurseur le pro-uPA) est secrété
comme une protéine soluble et se lie a un récepteur cellulaire de surface (UPAR),
accroché par un complexe GPI et présent sur plusieurs variété de cellules, incluant

les cellules endothéliales.

Le plasminogéne et la plasmine s’associent aussi avec les membranes
plasmatiques, et la co-localisation de I'uPA et du plasminogéne a la surface de la
cellule augmente l'efficacité de lactivation du plasminogéne et la subséquente

protéolyse induite par la plasmine. L’existence de multiples inhibiteurs spécifiques
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de la plasmine (ap-antiplasmine) et des activateurs du plasminogene (PAI - 1 et 2),
procure des moyens additionnels de régulation de cette cascade protéolytique. La
spécificité, I'activité et la localisation des inhibiteurs de protéases a sérine peuvent

étre régulé par la MEC et certaines glycoprotéines [192, 193].

En ce qui attrait aux études de localisation, I'idée générale est que I'uPA,
'uPAR et le PAI-1 ne sont pas exprimés par I'endothélium quiescent. Le tPA, en
revanche, a été détecté dans [I'endothélium quiescent d'un petit pourcentage
d’artérioles, veinules et vasa vasorum de tissus normaux humains. A I'opposé,
'uPA, 'uPAR et le PAI-1 sont tous exprimés au cours de I'angiogenése in vivo dans
plusieurs contextes. L'uPA et 'UPAR semblent étre exprimés par les cellules
endothéliales, et dépendamment de la situation, le PAI-1 est exprimé par les cellules
endothéliales, stromales et épithéliales, ou il jouerait un réle dans la préservation de
intégrité de la matrice [194, 195]. En revanche, il y a peu de données sur

'expression du tPA au cours de I'angiogenese.

Ces observations faites in vivo sont amplement supportées par les résultats
obtenus in vitro. Les cellules endothéliales en culture, qui sont plutét activées que
guiescentes, produisent de 'uPA, de 'uPAR, dutPA et du PAI-1 et leur régulation
par le bFGF et le VEGF a été décrite [195, 196]. Toutefois, il est a noter, que les
cellules endothéliales d’origine humaine répondent moins bien que les cellules
d’origine bovine a l'effet des activateurs du plasminogene, du bFGF et du VEGF.
La raison de cette réponse atténuée pourrait étre reliée a la stimulation chronique
de ces cellules par les composantes du supplément de croissance endothélial (les
FGFs et possiblement le VEGF) utilisé en culture cellulaire. La réponse au VEGF

semble également dépende du lit vasculaire a partir duquel les cellules ont été
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isolées. Par exemple, le VEGF induit 'uPA et le tPA dans les cellules endothéliales
dérivées de la microvasculature mais pas dans les cellules issues de l'aorte [197,
198]. Cette distinction peut avoir d'importantes implications dans la régulation de
langiogenése, que l'on croit s’amorcer a partir de vaisseaux préexistant de la
microvasculature. L’hypoxie, un stimuli majeur pour I'angiogenése, augmente
I'expression de 'UPAR [199] et du PAI-1 [200] dans les cellules endothéliales. Il a
été précédemment démontré que 'uPA, 'UPAR et le PAI-1 étaient augmentés dans
les cellules endothéliales, dans un modéle de migration en deux-dimensions induit
par une coupure, et que la migration et linduction des protéase et de leurs
inhibiteurs dépendent toutes du bFGF endogéene [201-203]. Dans un systéme de
co-culture de cellules endothéliales et de fibroblastes, I'activité du promoteur de
PAI-1 et I'expression de 'ARNm sont induits seulement dans les fibroblastes
apposés a I'endothélium en bourgeonnement et non en présence d’'un endothélium
en quiescence [204]. Les auteurs ont interprété que cette induction devait avoir de
limportance pendant le bourgeonnement étant donné que c’est la seule période
pendant laquelle les cellules endothéliales sont en contact direct avec les
fibroblastes. lls proposéerent que [linduction paracrine de PAI-1 procure un

mécanisme pour arréter la protéolyse péricellulaire.

Le t-PA est une enzyme clef de la fibrinolyse par son habilité a catalyser
significativement la conversion du plasminogéne en plasmine, résultant en la
dégradation de la fibrine [205]. Le role de cette fibrinolyse catalysée par le t-PA
dans l'angiogenése demeure inconnu [206], mais néanmoins considérable, étant
donné Tlimportance cruciale de la matrice fibrillaire pour la formation de

néovaisseaux [207]. A linverse de I'u-PA, plusieurs observations suggérent qu’'un
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niveau élevé de t-PA corréle avec un bon pronostic [163] alors qu’un faible niveau
de t-PA serait associé a la malignité des tumeurs et a un mauvais pronostic dans le

cancer du cerveau ou autres cancers [165, 208-210].

Une étude fonctionnelle a donc été réalisée in vivo afin de comprendre
limportance de ce systeme dans l'effet antiangiogénique de I'extrait de cartilage de
requin.

Pour ce faire, nous avons modulé l'activité des différents éléments du
systéme fibrinolytique en utilisant: 1) 'acide s-aminocaproique (EACA), un inhibiteur
bloquant les sites de liaison de haute affinité pour la lysine situé sur le
plasminogéne et la plasmine [211], 2) le N-acétylcystéine (NAC), un donneur
sulfhydrile réduisant la plasmine en angiostatine [212] ou en d’autres fragments
antiangiogéniques [213], et 3) I'implantation de cellules tumorales surexprimant le
PAI-1, une protéine qui inhibe avec une grande affinité I'activité du t-PA.

Cette étude a montré que parmi les différents mécanismes proposés de I"inhibition
de I'angiogenése par 'extrait de cartilage de requin, l'induction du t-PA semble étre
cruciale, puisque sa modulation dans le gliome expérimental a augmenté ou a
empéché les bénéfices du traitement sur I'angiogenése des tumeurs et la survie des

souris.
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Abstract

Both the antiangiogenic and antitumoral activity of shark cartilage extracts (SCE)
have been demonstrated in animal models and clinical trials. Studies reported that
SCE induces the expression of tissue plasminogen activator gene (PLAT) in
endothelial cells and increases the activity of the protein (t-PA) in vitro. The aim of
this study was to demonstrate the crucial role of t-PA induction in the antiangiogenic
and antitumor activity of SCE in experimental glioma. This study showed
antiangiogenic and antitumoral effects of SCE in three mice glioma models (C6,
HGD and GL26). Histological examination suggested perivascular proteolysis and
oedema as well as important intratumoral necrosis, which artefactually increased the
tumor volume at high doses. Thus, the antiangiogenic effect of SCE correlated with
the presence of t-PA and angiostatin in degenerating vessels. Functional in vivo
experiments were conducted to modulate the plasminogen pathway. No
antiangiogenic effect was observed on tumors overexpressing the plasminogen
activator inhibitor-1 (PAI-1). Moreover, therapeutical effects were neutralized in mice
that were co-treated with e-aminocaproic acid (EACA, 120 mg/kg p.o.), an inhibitor
that blocks the high-affinity lysine binding sites of both plasminogen and plasmin. In
contrast, co-treatment with N-acetylcysteine (NAC, 7,5 mg/kg i.p.), a sulfhydril donor
that reduces plasmin into angiostatin or other antiangiogenic fragments, increased
the benefit of SCE on mice survival. In subcutaneous models, NAC prevented the
increase in tumor volume caused by high doses of cartilage extract. In conclusion,
this study indicates that induction of t-PA by shark cartilage extract plays an

essential role in its antiangiogenic activity, but that control of excessive proteolysis
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by a plasmin reductor could prevent oedema and uncover the full benefit of shark

cartilage extract in the treatment of intracranial tumors.

Key words: Cartilage extract, angiogenesis, t-PA, PAI-1, glioma, plasminogen,

plasmin, fibrinolysis, angiostatin, NAC.

Introduction

The past decades in research have brought only minor improvements in the
prognosis for patients with glioblastoma. Because glioblastomas as well as virtually
all other tumors require angiogenesis to sustain growth [1, 2], and because high
vessel density correlates with the malignancy of glioma and is linked to a poor
prognosis [3, 4], inhibition of angiogenesis is a promising treatment strategy.
Reinforcing this therapeutical strategy, the therapeutical effect of the antibodies
targeting VEGF was recently demonstrated in glioblastoma [5, 6]. However,
limitations are also emerging, such as the induction of a more invasive phenotype
[7], thus encouraging the development of multimodal strategies [8].

In the 70’s, it was shown that avascular tissues, like cartilage, overexpress
angiogenesis inhibitors [9] and inhibit tumor growth [10]. Since then, the
antiangiogenic effect of cartilage extract has been demonstrated in several in vivo
models, like the chorioallantoic membrane of the chicken embryo [11-14], the rabbit
cornea [11, 15, 16], the rat mesenteric window [17] and the skin irritation model [14].
Subsequently, the oral efficacy of SCE has been demonstrated in animal [16-18] and
human models [19] and in cancer clinical trials [20-22]. Many antiangiogenic
molecules like proteins of 14-15 kDa [23], 16 kDa [9], 103-104 kDa [11], 19 kDa

collagenase inhibitor [24] cartilage derived inhibitor (CDI) [12], 35.5 kDa chondrocyte
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derived inhibitor (ChDI) [25], 10-14 kDa U-995 [13], 10 kDa SCF2 [26], 18 kDa
SCAF-1, 38 kDa metastatin [27], 40-45 kDa chondromodulin-1 like glycoproteins
(ChM1L) [28], have been partially purified from cartilage extracts. Examples of
antiangiogenic molecules that have been identified in cartilage tissue are 25 kDa
chondromodulin-1 (ChM-I) [29], 20 kDa endostatin / fragment of collagen XVIII [30],
450 kDa glycosylated thrombospondin [31], 21 kDa troponin-1 (Tnl) [32] and TIMP-2
[33] and TIMP-3 [34], which both have M.W. of 21.5 kDa when unglycosylated, and
24 or 23 kDa when glycosylated. Aterna Laboratories produced a standardized
water-soluble extract derived from shark cartilage, containing less than 5% of crude
cartilage. The final product, called Neovastat (AE-941), interferes with many steps in
the development of angiogenesis by inhibiting VEGF [35] and MMP [36] activity and
by inducing apoptosis in EC [37]. More recently, it has been shown to increase the
expression of PLAT in BAEC [38] and both PLAT / PLG expression in HUVEC
(article in preparation) and to stimulate t-PA activity in vitro [39]. The main interest in
cartilage extract, besides the therapeutical interest which might be difficult to
manage because of its animal origin and polymorphic composition, is to provide a
window to find new compounds and new pathways to manipulate angiogenesis.

Tissue-PA is a key enzyme in fibrinolysis due to its ability to significantly increase the
cleavage of plasminogen into plasmin, leading to fibrin degradation, [40]. The role of
this t-PA-mediated fibrinolytic activity in angiogenesis remains largely unknown [41]
but is likely to be important given the crucial importance of the provisional fibrin
matrix for neovessel formation [42]. In contrast to u-PA, several observations
suggest that high t-PA levels correlate with good prognosis [43] whereas lower t-PA
levels have been associated with malignant tumors and a poor prognosis in brain

and others cancers [44-47].
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Besides demonstrating the antitumoral effect of cartilage extract in glioma models,
we also wanted to understand the role of t-PA in the inhibition of angiogenesis and
tumor growth. Therefore, we performed in vivo functional analysis of the fibrinolytic
pathway by modulation of its component’s activity using: 1) e-aminocaproic acid
(EACA), an inhibitor that blocks the high-affinity lysine binding sites of plasminogen
and plasmin [48], 2) N-acetylcysteine (NAC), a sulfhydril donor which reduces part of
the plasmin in angiostatin [49] and other antiangiogenic fragments [50], and 3)
implantation of tumor cells overexpressing PAI-1, the endogenous inhibitor of t-PA
activity.

This study showed that among all the proposed mechanisms of angiogenesis
inhibition by SCE, the induction of t-PA appears to be crucial, since its modulation in
experimental glioma increased or inhibited the benefit of SCE on tumor angiogenesis

and mice survival.

Methods

Reagents

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), fetal calf serum (FCS), medium E-
199, endothelial cell growth serum (ECGS), Trypsin-EDTA, ketamine, xylazine, anti-
mouse IgG-FITC conjugates, anti-rabbit IgG-biotin conjugates and ExtrAvidine-
TRITC conjugates were obtained from Sigma Chemicals (St-Louis, MO). Penicillin
and streptomycin were from Laboratoires Diamant (Puteaux, France). Biuret assay,
plasminogen and plasmin chromogenic substrate (Chromozym-PL) were supplied by
Roche Diagnostics (Meylan, France). All electrophoresis supplies were from BioRad
Laboratories (Richmond, CA). Enhanced chemoluminescence (ECL) kit was

obtained from Amersham France SA (Les Ulis, France). The rabbit polyclonal anti-
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human Von Willebrand factor (vWF), anti-human plasminogen and anti-human PAI-1
antibodies, the peroxidase Ilabeled anti-rabbit antibody and the DAB
immunodetection kit were supplied by Dako (Trappes, France). Mouse monoclonal
antibody against t-PA was supplied by Santa Cruz Laboratories (Santa Cruz, CA).
The peroxidase-conjugated AffiniPure goat anti-mouse IgG was purchased from
Jackson ImmunoResearch Laboratories (Baltimore, PA). Angiostatin polyclonal
antibody was from Euromedex (Mundolshein, France). Recombinant t-PA, u-PA and
PAI-1 were from Calbiochem (San Diego, CA). Plasminogen and the plasmin
chromogenic substrate, Chromozym-PL were supplied by Roche Diagnostics
(Meylan, France). Cartilage extract was supplied by Aterna Laboratories (Québec,
QC, Canada).

Cell Lines

The mouse glioblastoma GL-26 line was kindly provided by Dr. Albright [95]. The
cellular line C6 comes from rat glioblastoma purchased at the American Type
Culture Collection (ATCC, Rockville, MD). Cellular line HGD was obtained in our
laboratory starting from a human astrocytome. Its statute was confirmed by CGH
(polysomy of chromosome 7, monosomy of chromosome 10) and
immunohistochemistry.

Early passage (p50) GL26 (tested mycoplasma and virus-free) were grown in a
humidified atmosphere to 60% confluence in DMEM supplemented with 10% FCS,
10 U/ml penicillin and 50 pg/ml streptomycin (37 °C, 5% CO,). Cells were harvested
using trypsin-EDTA solution and were resuspended at a dilution of 5x10°/ ml. Cell
viability was determined by trypan blue staining. Only those with > 95% viability were

used.
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Lentiviral vector production

Two lentiviral vectors were used: a GFP encoding control vector named EW-ires-
GFP, and a PAI-1 encoding vector named EW-ires-PAI-1. Both directed expression
of the transgenes from the elongation factor 1o promoter (EW) and contained an
internal ribosomal entry site (ires).

PAI-1 cDNA was amplified by PCR to introduce BamHI and Xhol restriction sites at
the 5 and 3’ ends respectively. The PCR product was inserted into the pGEM Teasy
plasmid (Promega, Madison, WI USA), verified by DNA sequencing, excised and
sub-cloned into the BamHI and Xhol sites of the pLox-EW-ires-GFP plasmid (gift
from Dr P Salmon, University Medical Center, Geneva). pLox-EW-ires-GFP and
pLox-EW-ires-PAI-1 then served as gene transfer plasmids to produce the viral
vectors.

Lentiviral vectors, pseudotyped with the vesicular stomatitis virus (VSV)-G envelope
protein, were produced by co-transfection of human embryonic kidney 293T cells with
four plasmids, using the calcium-phosphate precipitation method [96]. pCMVR8.91
encodes the necessary HIV structural genes. pMD.G bears the VSV-G envelope
cDNA. Both plasmids were a qift from Dr. D. Trono (University of Geneva,

www.tronolab.unige.ch). pAdVAntage (Promega, Madison, WI USA) encodes VAI

RNA, an inhibitor of the interferon-inducible protein kinase (PKR) [97]. Lastly, pLox-
EW-ires-GFP and pLox-EW-ires-PAI-1 are the transfer plasmids carrying the gene of
interest. Five million 293T cells were plated the day prior to transfection in 10 cm
round culture dishes containing 10 ml of DMEM supplemented with 10% fetal calf
serum (FCS). The medium was changed two hours before transfection. For each dish,
15 pg of pCMVR8.91, 5 ug of pMD.G, 10 pg of pAdVAntage, and 20 ug of pLox-EW-

gene plasmids were mixed. The DNA was diluted to a final volume of 250 pl with 2.5
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mM HEPES (pH 7.0), and supplemented with 250 pl of 0.5 M CaCl,. The DNA-CaCl,
solution was added dropwise to 500 pl of 0.28 M NacCl, 0.05 M HEPES (pH 7.0) and
1.5 mM Na,HPO, under bubbling air. The mixture was incubated 20 minutes at room
temperature, and then added dropwise to the 293T cells. After 16 hours of incubation
at 37 °C and 5% CO,, the medium was aspirated and 15 ml of fresh medium added
for a further 24-hour incubation. At the end of the second incubation, the supernatant
was collected and passed through a 0.45 um sterile filter. Lentivectors were
concentrated 500x by three rounds of ultracentrifugation and stored at —80 °C.

Lentivector titers were determined by transduction of HelLa cells followed by flow
cytometry analysis (FACSCalibur, Becton Dickinson). 5.10* HeLa cells were plated in
six-well plates in RPMI-10% FCS. Serial dilutions of lentivector preparations were
added. The plates were centrifuged for one hour at 2500 rpm and incubated for 72
hours in a regular CO, incubator. Cells were trypsinized, washed twice in PBS-0.5%
bovine serum albumin (BSA), and fixed in 2% paraformaldehyde before flow
cytometry analysis. Vector titer was calculated (10° x % transduced cells / volume pL)
using transduced cell populations for which the percentage of positive cells was lower

than 15. Virus titers were expressed as transduction units per milliliter (TU/ml).

In vitro transduction of GL-26 cells

10° GL-26 cells were plated in a 24-well plate for 24 hours. Before transduction, the
culture medium was replaced by 500 ul of fresh serum-free medium. The lentiviral
vectors were added at a multiplicity of infection (MOI) of five in the presence of
polybrene (8 ug/mL), the plate was centrifuged at 1200 g for one hour at 37°C, and

then incubated for 16 hours at 37°C before replacing the medium.
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Transgene expression analysis

Expression of the GFP transgene was evaluated by flow cytometry. Presence of PAI-
1 antigen in supernatants was verified by Western blot analysis. Equal amounts of
proteins in all samples, as determined by Biuret assay, were loaded and separated
by SDS-PAGE on a 10% polyacrylamide gel, followed by protein transfer on a
nitrocellulose membrane. The membrane was incubated overnight with a rabbit
polyclonal anti-human PAI-1 primary antibody at a 1:100 dilution. After washing with
TTBS, a horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody was added at
1:5000 dilution for one hour. The protein bands were detected by

chemiluminescence.

Cartilage extract preparation and storage
Cartilage extract was prepared according to Dupont E [98] and stored in vials kept at

—80 °C. Vials were thawed out each day one hour before administration.

In vivo experimental design

Eight week-old mice (IFFA Credo) weighing 18-22 g were housed five per cage and
kept under a light/dark 12h cycle. Standard certified commercial rodent chow (UAR
ref.A04) and autoclaved tap water were provided ad libitum. Mice were randomized
before assignment to groups and treatments. The study was approved by the local
animal ethics committee.

Different models of glioma (HGD, C6 and GL26), subcutaneously or orthotopically
implanted, were used to compare tumor histology, vessel density and mice survival.
In intracerebral models, C6 or HGD glioma cells (5x10” cells in 5 pl of PBS) were

stereotaxically implanted into the right caudate nucleus (2.0 mm to the right of
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bregma at a depth of 2.5 mm) of anesthetized immunodeficient nude mice
(ketamine/ xylazine, 75 mg/kg each, i.p.). Syngeneic mice (C57BL/6) were used for
the orthotopic implantation of GL26 cells. Starting three days before tumor
implantation, mice were treated by daily gavage with 500 ul of saline or 0.1X
cartilage extract (1 mg of total protein / kg) using a plastic feeding tube, until
spontaneous death or euthanasia. In addition, mice orthotopically implanted with the
GL26 syngeneic cell line were also cotreated with NAC (7,5 mg/kg i.p.), EACA (120
mg/kg p.o.) or saline (100 ul i.p.). Median survival was determined by Kaplan-Meier
analysis.

The three glioma cell lines (5x10° cells in 100 pl) were also subcutaneously
inoculated in the posterior limb of conscious immunodeficient nude mice. GL26 cells
overexpressing GFP or PAI-1 were also used. Starting three days before
implantation, mice were treated by daily gavage with 500 nl of saline or 1X cartilage
extract (10 mg /kg) until sacrificed when average tumor volume reached 3000 mm?.
Tumor were collected and frozen for immunohistological analysis and vessel count.
Tumor extract was prepared to determine t-PA and PAI-1 activity by zymography

analysis and angiostatin production by Western blot.

Histology
Cryostat sections (15 pm in thickness) were stained with hematoxylin, eosin and

saffranin (HES) to visualize tumor morphology.

Quantitation of blood vessels by von Willebrand factor immunohistochemistry
Serial cryostat sections of 15 um were fixed in cold 4% paraformadehyde for 10 min

and stored at —30 °C until use. Blood vessels were visualized by immunostaining
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with a rabbit polyclonal anti-vWF antibody (1/500 dilution) incubated for three hours
at room temperature. Anti-rabbit peroxidase labeled antibody was incubated for one
hour. Immunoreactivity was revealed using DAB. Controls without primary antibody
were performed to eliminate the background of non-specific staining of secondary
antibodies. The average number of vessels per field in each tumor was determined
by counting blood vessels in five highly vascularized areas, at 10X magnification, on
each section. The angiogenic index corresponds to the average number of vessels

per field counted from each of six animals per group.

Detection of t-PA by immunohistochemistry

Tissue-PA immunolocalization was performed using anti-tPA monoclonal antibodies,
diluted at 1/250 and incubated for 16 hours. Slides were then incubated with
peroxidase conjugated antibodies anti-mouse IgG for one hour. DAB were incubated
for 10 min. Slides were washed, deshydrated and mounted in glycerol. Controls
without primary antibody were performed to discriminate the non-specific staining of

secondary antibodies.

Detection of AS in tumor extract

Western blot analysis for angiostatin was carried out according to Gately [49]. Briefly,
tumor samples were fractionated on a 12.5 % acrylamide/bisacrylamide gel by
electrophoresis and electrotransferred to a polyvinylidene difluoride (PVDF)
membrane (0.45 uym pore size) using a Milliblot graphite electroblotter | (90 min, 1
mA/sg. cm). Hydrophobic or non-specific binding sites were blocked overnight at 4
°C with 5 % non- fat dry milk in Tris-buffered (20 mM Tris, 150 mM NacCl) containing
0.3 % Tween 20 (TBST). Membranes were washed three times in TBST and
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incubated with an anti-angiostatin monoclonal antibody (1:1000 dilution) in TBST
containing 3% bovine serum albumin (BSA). This was followed by incubation for one
hour at room temperature with horseradish peroxidase-conjugated donkey anti-rabbit
IgG (1:1000 dilution) in TBST containing 5 % non- fat dry milk. PVDF membranes
were washed three times in TBST and the presence of antigens was detected using

ECL reagents.

Zymography analysis

Tissue extracts were prepared using an acetate buffer according to Padro [99], and
SDS-PAGE zymography was carried out as previously described [53]. After
electrophoresis, the 10% polyacrylamide gel was washed in 2.5% Triton X-100 for
one hour followed by distilled water. Fibrinolytic activity was revealed by placing the
gel on a plasminogen fibrin agarose underlay, according to Granelli-Piperno and
Reich [54], and incubated at 37°C for 16 hours. For photographic purposes, the
underlays were washed, dried and stained with Coomassie blue. Molecular weight
calibration was performed using known molecular weight standards run under the
same conditions, together with standard t-PA and urokinase-type plasminogen

activator (u-PA).

Localization of t-PA and angiostatin by immunofluorescence

Tissue-PA and angiostatin immunolocalization were performed using anti-tPA
monoclonal antibodies and anti-angiostatin polyclonal antibodies. The anti-
angiostatin antibody did not recognize plasminogen [100]. Slides were incubated
with their respective primary antibody (1/500 dilution) for 16 hours. Slides were then

incubated with fluorescein isothiocyanate labeled antibodies anti-mouse IgG and

78



biotinylated anti-rabbit 1gG for one hour. ExtrAvidin-tetramethylrhodamine
isothiocyanate conjugates were incubated for one hour. The slides were washed
three times and mounted in glycerol. Controls without primary antibody were
performed to eliminate the non-specific staining of secondary antibodies as well as

lipofuscine autofluorescence.

In vitro tissue type plasminogen activator (t-PA) assay

Plasminogen (5 pg/ml) and the plasmin chromogenic substrate, Chromozym-PL (130
mg/ml) were pre-incubated one hour at 37°C in reaction buffer (50 mM Tris pH 7.5,
150 mM NaCl, 5 mM CaCl2 and 0.2 mM NaN3), with various concentrations of
cartilage extract. Afterwards, 35 U/ml of t-PA were added to the reaction mixture and
incubated for one additional hour with gentle agitation at room temperature in a plate
reader. Tissue-PA activity was monitored every three minutes by the change in
absorbance at 405 nm corresponding to the rate of 4-nitroaniline release from
Chromozym-PL. Tissue-PA activities was compared in presence or absence of
cartilage extract and expressed as fold induction. The same experiments were also

conducted in the presence of a t-PA inhibitor (PAI-1) at final concentration of 3 ug/ml.

Statistical Analysis

Numerical data obtained during the study were subjected to calculation of group
mean values and standard deviations. Data were analyzed using the Student’s Two-
Tailed T test or one way analysis of variance (Dunnett's and Bonferroni’s tests).
Differences were considered to be statistically significant when P < 0.05. Kaplan-

Meier analysis was used to determine the significance of the mice median survival.
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Results

Effect of cartilage extract on vessel morphology and counting

Von Willebrand factor immunostaining indicates that oral administration of cartilage
extract significantly decreases the number of vessels within HGD and GL-26 tumors
by > 55% (Table 14). In addition, while tumors from saline-treated animals contained
numerous regularly shaped vessels (Figure 4 A and B), blood vessels in tumors from
cartilage extract-treated mice were rare (Figure 4C) and appeared degenerated or
dystrophic as they presented an abnormal morphology characterized by a thick
intima (Figure 4 D) which often masked the lumen (Figure 4 E). Moreover, they
showed a “half-moon” halo suggesting perivascular oedema and/or disruption of the
extracellular matrix (Figure 4 D and F). Similar results were observed in all

intracerebrally or subcutaneously implanted cell lines.

Effect of cartilage extract on tumor morphology

Histological examination of brain parenchyma from control mice (HGD, C6 and GL-
26 models) revealed an extensive infiltration of densely packed glioma cells (Figure
5A). This observation was in contrast to the presence of only small tumor formations
in the brain parenchyma and the presence of residual disseminated tumor cells
within the ventricles and the meningeal space of cartilage extract-treated mice
(Figure 5B). No major histological differences were observed between the three
intracerebral models.

In addition, mice that were subcutaneously implanted with glioma cells (HGD, C6
and GL-26 models) showed profound morphological alterations within the tumor

tissue (Figure 5 D) when treated with cartilage extract (Figure 5 C). The tumor areas
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of treated mice appeared more diffuse and softer than the controls and histological
examination revealed that tumor cell density was decreased as tumor cells
underwent apoptosis or advanced necrosis extending from the center of the tumor to
the periphery. Moreover, the tumors from animals treated with high doses of SCE
were filled with interstitial liquid which artefactually increased tumor volume (Figure
11), thus limiting the dosage and the benefits on survival in the intracranial model.
Therefore, the effect of cartilage extract on tumor volume was not an end-point, but

needed to be addressed in intracranial models.

Effect of cartilage extract on survival

The effect of lower doses of cartilage extract on the survival of nude mice bearing
intracerebral gliomas derived from HGD and C6 was assessed. The effect of
cartilage extract on the survival of C57BL/6 mice bearing intracerebral gliomas
derived from the syngeneic GL-26 cell line was also assessed. Cartilage extract
administration significantly prolonged median survival in the three models tested. In
this comparative study, all the mice from the control groups lived no longer than 20
days following glioblastoma cell inoculation, whereas the median survival of the
cartilage extract-treated group was increased by two days in the HGD model (p =
0.023), by six days in the syngeneic GL26 model (p = 0.0048) and by 10.5 days in
the C6 model (p < 0.0001) (Table 15, Figure 6). At the end of the study (day 40), four
mice out of a group of 10 cartilage extract-treated mice were still alive (observed for
each model) whereas there were no survivors from the control groups. Remarkably,
histological analysis of the brains of surviving mice indicated no signs of tumor within
the parenchyma and only disseminated cells within the inter-meningeal space (data

not shown).
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Effect of cartilage extract on t-PA activity

Given that the morphological changes in the tumor tissue and vascular network
observed in cartilage extract-treated mice suggested an alteration of the extracellular
matrix (Figure 4 D and F) and since a previous microarray study (article in
preparation) indicated that PLG and PLAT were among the genes mostly
overexpressed in HUVEC in response to treatment with cartilage extract, we
investigated the potential role of the fibrinolytic system in its antiangiogenic and
antitumor effect observed in mouse glioma.

Labeling of tumor cryostat sections with t-PA specific antibody showed increased t-
PA antigens in treated tumors, which were detected mostly around the vessels
(Figure 7). Apparently, no labeling of t-PA was observed outside the tumor areas
(data not shown). SDS-PAGE zymography also indicated an increased t-PA activity

in tumor lysates from cartilage extract-treated mice (Figure 13).

Treatment with cartilage extract results in Angiostatin formation

Under suitable conditions, plasmin, the proteolytic fragment of plasminogen
generated by t-PA can be reduced into angiostatin. Since components of cartilage
extract possess some reducing activity, we investigated the generation of
endogenous levels of angiostatin. Lysates from C6 subcutaneous-treated tumors
were subjected to Western blot analysis. Cartilage extract was found to increase
plasmin formation and to induce the appearance of endogenous angiostatin in
treated animals (Figure 8). It should be noted that previous experiments have
demonstrated that cartilage extract does not contain angiostatin (data not shown).
Immunolocalisation of t-PA and angiostatin revealed the presence of angiostatin

within large and small vessels of intracerebral tumor from cartilage extract-treated
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animals Double-labeling with antibodies directed against t-PA and angiostatin
revealed the co- localization of both proteins within blood vessels of treated

intracerebral tumors (Figure 9).

Functional analysis of the fibrinolytic pathway
Even if the presence of t-PA correlates with a reduced number of vessels and altered
morphology, more precisions were needed to come to a conclusion on its importance

in the antiangiogenic effect of cartilage extract.

Inhibition of plasminogen/plasmin with EACA

The importance of plasmin was investigated by using EACA, an inhibitor that binds
on the lysine residue of plasminogen or plasmin. Figure 10 shows that cotreatment
of orthotopic glioma-implanted mice with EACA (120 mg/kg, oral) inhibited the

benefit of oral treatment with cartilage extract on mice survival.

Reduction of plasmin with NAC
The reducing effect of NAC on plasmin was also investigated. Cotreatment with the
sulfhydril donor NAC (7,5 mg/kg i.p.) resulted in increased survival in mice treated

with cartilage extract (Figure 10).

Effect of EACA and NAC on cartilage extract induced tumor oedema. The

increased subcutaneous tumor volume induced by high doses of cartilage extract (11

mg/kg/day, p.o.) was inhibited by EACA or NAC cotreatment (Figure 11).
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Inhibition of t-PA by PAI-1

The stimulation of t-PA by cartilage extract was further supported by the increase of
plasmin generation in an in vitro assay (Figure 12). Plasmin formation was cartilage
extract dose-dependent and was significantly inhibited in the presence of the

plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1).

Overexpression of PAI-1 by lentivector-transduced GL-26 glioma cells

After transduction of GL-26 glioma cells by the control vector CW-ires-GFP and by
the PAI-1 encoding vector CW-ires-PAI-1, expression of the reporter gene GFP was
assessed by flow cytometry. On average, 80% of the transduced cells expressed
GFP over more than six months (not shown), which suggested a high transduction
stability.

Expression of the PAI-1 transgene was quantified by Western blot. PAI-1 was
secreted only by CW-ires-PAlI-1 transduced cells (not shown). We ensured that the
presence of the transgenes did not impair cell viability and confirmed that the
proliferation rates of GFP and PAI-1 transduced cells were actually the same in vitro
as the non-transduced cells (data not shown).

The importance of t-PA was investigated by implanting these transduced glioma cells
subcutaneously in nude mice. SDS-PAGE-zymography showed that oral
administration of cartilage extract increased t-PA activity in tumors derived from
GFP-expressing glioma cells, but not in those derived from cells overexpressing
PAI-1 (Figure 13). Finally, VWF immunostaining of tumor section showed that
cartilage extract reduced vessel density in tumors overexpressing GFP but not in

those overexpressing PAI-1 (Figure 14).
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FIGURES AND LEGENDS

Model HGD GL26 (syngeneic)
Inoculation S.C. i.C. I.C.
Treatment Angiogenic index

Saline 9.8+28 7.2+1.7 92+1.2

Cartilage 2.3+0.8 35+14 40+1.0
extract (p <0.001) (p =0.002) (p <0.001)

Table 14: Effect of cartilage extract on tumor vessel density

Mice implanted with glioma were treated orally with saline or cartilage extract (1 mg
of protein/kg/day in i.c. models and 10 mg/kg/day in s.c. models), until sacrificed on
day 21. VWF immunostaining was performed and the average number of vessels per
field in each tumor was determined by counting blood vessels in five highly
vascularized areas, at 10X magnification, in each section. The angiogenic index
corresponds to the average number of VWF positive vessels per field counted from

each of six animals per group.
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Figure 4: Effect of cartilage extract on tumor vessels

VWF immunostaining of GL26 subcutaneous mice glioma showed that a high
number of regularly shaped vessels are present in tumors from saline-treated
animals (A, B), while a low number of blood vessels are present in tumors from
cartilage extract-treated mice (C). The rare vessels appear to be degenerated or
dystrophic as they presented an abnormal morphology characterized by a thick
intima (D) which often masked the lumen (E). Moreover, presence of a “half-moon”
halo suggests perivascular oedema and/or degradation of the extracellular matrix (D

and F).
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Figure 5: Morphological aspect of tumor tissue (i.c and s.c inoculation)

Cryostat sections of GL26 glioma (15 pum in thickness) were stained with
hematoxylin, eosin and saffranin (HES) and tumor morphology of intracerebral (up,
2X magnification) and subcutaneous tumors (down, 10X magnification) from control

(A,C) and cartilage extract-treated animals (B,D) was visualized by light microscopy.
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HGD model C6 model Syngeneic model
(GL26)
Saline 17.5 18.0 19.0
Cartilage 19.5 28.5 25.0
extract (p = 0.020) (p <0.001) (p = 0.005)

Table 15: Effect of cartilage extract on mice median survival.

Mice bearing intracerebral glioma (n = 10 per group) were treated orally with saline

or cartilage extract (1 mg of total protein/kg/day).

by Kaplan-Meier analysis.
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Figure 6: Effect of cartilage extract treatment on survival of mice implanted

intracerebrally with C6 glioma.
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Figure 7: Immunostaining of tPA in subcateous glioma of cartilage extract-
treated mice. Treatment with cartilage extract resulted in increased levels of tPA
antigen around GL26 tumor vessels (B) compared to tumors from saline-treated

mice (A). Controls without primary antibody showed no staining of secondary

antibodies.
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Figure 8: Formation of angiostatin in subcutaneaous glioma of cartilage
extract-treated mice. Western blot was performed by separating 60 pg of protein
from C6 tumor extracts in a 10% SDS-PAGE, followed by protein transfer on a
nitrocellulose membrane. The membrane was incubated overnight with a rabbit
polyclonal anti-human plasminogen primary antibody at a 1:100 dilution. Horseradish
peroxidase-conjugated secondary antibody was added at 1:5000 dilution for one

hour. The protein bands were detected by enhanced chemiluminescence.
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Figure 9: Localization of t-PA and angiostatin by immunofluorescence in
orthopically inoculated glioma of cartilage extract-treated mice.

Tissue-PA and angiostatin immunolocalization in C6 tumors were performed using
anti-tPA monoclonal antibodies and anti-angiostatin polyclonal antibodies. The anti-
angiostatin antibody did not recognize plasminogen [100]. Slides were then
incubated with fluorescein isothiocyanate labeled antibodies anti-mouse IgG and
biotinylated anti-rabbit 1gG and finally incubated with an ExtrAvidin-
tetramethylrhodamine isothiocyanate conjugate. Controls without primary antibody
were performed to eliminate the non-specific staining of secondary antibodies as well
as lipofuscine autofluorescence. Labeling of t-PA in tumor of mice treated with saline
(A) or cartilage extract (B and D) are shown. Labeling of angiostatin in tumor of
cartilage extract-treated mice is shown in C. Both labelling of AS and t-PA (C and D)

are superposed to show their colocalization (E).
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Figure 10: Effect of EACA and NAC on survival of cartilage extract-treated
mice. C57BL/6 mice orthopically inoculated with 5x10* GL26 cells were treated daily
with cartilage extract (1 mg/kg p.o.) (red circle) or cartilage extract + EACA (120

mg/kg, p.o.) (blue square) or cartilage extract + NAC (7,5 mg/kg, i.p.) (green

triangle).
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Figure 11: Effect of EACA and NAC on cartilage extract induced tumor

oedema. Nude mice subcutaneously inoculated with 5x10°> GL26 cells were treated
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daily with saline or cartilage extract (10 mg/kg p.o.) or cartilage extract + EACA (120

mg/kg, p.o.) or cartilage extract + NAC (7,5 mg/kg, i.p.).
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Figure 12: In vitro stimulation of t-PA activity by cartilage extract and its
inhition by PAI-1. Plasminogen (5 pg/ml) and the plasmin chromogenic substrate,
Chromozym-PL (130 mg/ml) were pre-incubated with saline or various
concentrations of cartilage extract in the absence or in the presence of 3 ug/ml of
plasminogen activator inhibitor 1 (PAI 1). Tissue-PA (35 U/ml) was added and its
activity was monitored every three minutes by the change in absorbance at 405 nm
corresponding to the rate of 4-nitroaniline release from Chromozym-PL. Tissue-PA
activities were expressed as fold induction when compared to basal t-PA activity

(without addition of increasing concentrations of cartilage extract).
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Figure 13: Increased t-PA activity within subcutaneous tumors treated with
cartilage extract. Zymography was performed by separating 250 pg of protein from
GL26 tumor extracts on a SDS-polyacrylamide gel 10%. Recombinant human tissue
plasminogen activator (t-PA) and urokinase-type plasminogen activator (single and
double chain u-PA) were used as controls (line 1 and 10). Low t-PA activity detected
in tumors from saline-treated mice can be visualized in the upper bands of lines 2
and 3, and compared to the high t-PA activity found in tumors from cartilage extract-
treated mice (line 4, 5 and 6). Low t-PA activity was found in cartilage extract-
treated tumors overexpressing PAI-1 (line 7, 8 and 9). The low molecular band which
seems to be constant between all samples of both groups corresponds to murine

u-PA.
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Figure 14: Effect of plasminogen activator inhibitor-1 on

antiangiogenic effect.
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Nude mice implanted subcutaneously with 5X10° GL26 cells overexpressing GFP or

PAI-1 were treated daily per os with saline or cartilage extract, until sacrificed 28

days later. Tumor vessels were stained with anti-vWF, as shown previously in Figure

4. Tumors derived from GFP- or PAI-1-transfected GL26 cells are shown in A and B,

respectively. Vessel density is represented in the histogram (light orange for GFP

overexpressing tumors and dark blue for PAI-1 overexpressing tumors).

94



Discussion
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Figure 15: Modulation of the fibrinolytic pathway by PAI-1, EACA and NAC

The present study reveals that the antitumor and antiangiogenic properties of
cartilage extract in experimental glioblastomas are accompanied by modulation of
the plasminogen system through the stimulation of t-PA activity resulting in the
formation of plasmin and endogenous angiostatin. Several functional in vivo
experiments modulating the plasminogen system clearly demonstrate that this
pathway is a direct player in the therapeutical effects of cartilage extract.

The antitumoral effect of cartilage extract is confirmed by its efficacy on several
experimental glioblastoma models including immunosuppressed and syngeneic
animals grafted with both orthotopic and subcutaneous tumors. These findings are
supported by substantial morphological reorganization of the tumor cytoarchitecture

observed in cartilage extract-treated animals. A significant reduction in VWF
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expression, a marker for the presence of endothelial cells, was observed, which is
the hallmark of an antiangiogenic effect. Histological analysis of the brains of control
mice from all the intracerebral models showed extensive infiltration by glioblastoma
cells contrasting with the small tumor formations observed in the brain parenchyma
of cartilage extract-treated mice. Such data indicate that the use of antiangiogenic
agents such as cartilage extract for the treatment of intracerebral tumors is not
affected by the blood-brain barrier. This is probably because angiogenic events can
be controled by targeting the vascular endothelial cells directly from the circulation,
independently of any intracerebral diffusion toward the tumor. In addition, the
integrity of the blood-brain barrier is often compromised in brain tumors [51, 52].
Moreover, cartilage extract activity does not seem to require an intact immune
system since strong antitumor activity was shown in athymic mice. The clinical
benefits of cartilage extract have been demonstated in a Phase Il study involving
patients with renal cell carcinoma refractory to immunotherapy and in a Phase I
study involving patients with non-small cell lung carcinoma (NSCLC).

Besides its preclinical interest supporting the potential application of shark cartilage
extract in glioblastoma therapy, this work also individualizes a new pathway involved
in the effect of cartilage extract, and provides an interesting preclinical setting to find
new targets in the field of angiogenesis and to clarify the role of t-PA in
angiogenesis, tumor progression and therapy.

The morphological changes observed in cartilage extract-treated animals, such as
the presence of degenerated or distrophic vessels characterized by a thick intima
and perivascular spacing were similar to those obtained in response to an activation
of fibrinolysis [49, 53-55]. This is supported by the demonstration that cartilage

extract increases PLAT expression in ECs [38] and stimulates t-PA-dependent
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plasmin formation in vitro [39]. Tissue-PA is a proteolytic enzyme that is responsible
for the activation of fibrinolysis through the transformation of plasminogen in plasmin
which then degrades components of the extracellular matrix like fibrin laminin [56]
and fibronectin [57]. The presence of t-PA within the vascular walls of normal and
pathologic vessels [58-60], including those from brain tumors [61, 62], has been
demonstrated in several reports. Moreover, t-PA stored in small vesicles within the
endothelium can be rapidly released into the vessel lumen to activate fibrinolysis [63-
65]. In the present study, we have shown that the increase in t-PA expression in
glioblastomas following treatment with cartilage extract, resulted in the formation of
plasmin and angiostatin within the tumor vasculature. Vessels outside the tumor or
other cell types did not express detectable levels of t-PA or angiostatin. Moreover, in
vitro studies showed that the formation of plasmin requires the presence of
plasminogen, thus suggesting that cartilage extract contains a catalytic element,
which significantly improves the affinity of t-PA for plasminogen, since it decreases
the Km of t-PA for plasminogen and increases the Kcat of the enzyme [39].

The role of t-PA in angiogenesis and tumor formation as well as therapy remains
controversial.

Increasing experimental and clinical evidence supports the activation of t-PA and
fibrinolysis as a mechanism of inhibiting diapidesis of tumor cells and formation of
metastases [66, 67]. In fact, it has been experimentally demonstrated that circulating
tumor cells favor coagulation to create a physical link with platelets and fibrin as a
means of migrating through the tumor vessel wall [68, 69]. It therefore appears that
modulation of fibrinolysis could improve tumor clearance and inhibit the invasion of
healthy distant tissues [70]. Similarly, the formation of vascular tube by endothelial

cells during tumor angiogenesis is supported by fibrin deposition [71]. In accordance
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with these concepts, higher levels of t-PA have been reported in benign versus
malignant glioblastoma and a good prognostic correlation and increased survival
have been associated with high t-PA levels [44, 47, 72]. Similarly, beneficial effects
of cartilage extract observed in clinical trials [73] could be linked to the stimulation of
t-PA and consequent perivascular fibrinolysis. Indeed, intracerebral and
subcutaneous tumors in cartilage extract-treated animals displayed a dramatic
reduction in the number of blood vessels as well as substantial morphological
reorganization of the vessel and tumor cyto-architecture, suggesting an alteration of
extracellular matrix properties.

Antiangiogenic effects of drugs targeting VEGF such as Avastin have been recently
associated with an increase in tumor invasiveness, which is not the case with
cartilage extract. Modulation of the plasminogen pathway could be one of the targets
to neutralize the pro-invasive effect of Avastin, providing a new modality to neutralize
Avastin resistance. Localisation of t-PA antigene around degenerating vessels and
increased t-PA activity in the tumor lysate of cartilage extract-treated animals,
suggest that t-PA stimulation could be involved in the antiangiogenic effect of
cartilage extract, but more experimental data were needed to rigorously conclude. To
support this hypothesis, we designed in vivo experimental modulation of the the t-PA
pathway to investigate the direct role of t-PA in the therapeutical effect of cartilage
extract. We demonstrated that inhibition of t-PA by PAI-1 neutralized its
antiangiogenic effect. We also demonstrated that plasminogen and plasmin
neutralization with EACA inhibited survival benefit. In contrast, reducing the
generated plasmin into angiostatin or other fragments of plasmin by cotreatment with
NAC extended mice survival. It remains unclear if this beneficial effect could be

related to enhanced angiostatin generation or reduced side effects of intracerebral
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oedema caused by excessive tumor fibrinolysis. On one hand, t-PA could be
considered to be antiangiogenic through plasmin cleavage and the consequent
generation of angiostatin, one of the best characterized antiangiogenic molecules
[74-76]. Although the absence of angiostatin in cartilage extract has been
demonstrated by Western blot analysis (data not shown), the formation of
endogenous angiostatin within cartilage extract-treated tumors suggests the
presence of a “plasmin reductase like” element within cartilage extract similar to the
disulphide reductase identified in tumors by Lay and coll. [77]. Moreover, angiostatin
and t-PA were colocalized in the brain tumor vasculature of animals treated with
cartilage extract. Despite these observations, it is unlikely that the global effect of
cartilage extract can be explained only by the generation of endogeneous
angiostatin. In fact, as described in different reports, the phenotype of brain tumors
from angiostatin-treated animals is clearly different from that of cartilage extract-
treated animals [78-80]. There is a lack of peritumoral intercellular spaces, no-
reduction in the number and diameter of dystrophic blood vessels and absence of
the accompanying morphological changes observed in brain tumors from
angiostatin-treated animals [78-80]. Thus, even if cartilage extract is able to induce
intratumoral angiostatin level, their mechanisms of action appear to be quite different
and the contribution of endogenous angiostatin to the global effect of cartilage
extract is probably not predominant. As an example, althought a Phase | study
showed that increased plasma levels of angiostatin following co-treatment with t-PA
and a free sulfhydryl donor resulted in the decreased presence of tumor markers, it
did not result in any clinical objective responses [81]. This is in accordance with
findings showing that angiostatin generation is not a critical event [82-84]. These

findings also suggest that other molecule(s), in addition to angiostatin, could be
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involved in the antiangiogenic activity of cartilage extract. For example, Merchan et
al. [50] have recently advanced the hypothesis that plasmin reduction in the
presence of captopril resulted in the formation of an unidentified protein that is
significantly more potent than angiostatin. On the other hand, the mechanisms by
which t-PA stimulation results in angiogenesis blockade, could also be explained by
the increased plasmin activity although its benefit is controversial. Recent studies
have shown that depending upon its microenvironmental location, plasmin exhibits
either pro or antiangiogenic properties [85, 86]. In addition, increasing proteolysis in
intracerebral glioma may involve some risks for the brain since the delimited
intracranial space gives no margin for tumoral oedema and hemorrhagia that
accompany high-dose treatment with inductors of t-PA, like SCE. Besides its anti-
VEGF binding and pro-apoptotic activities [35, 37], cartilage extract is also
characterized by its capacity to significantly inhibit MMP activity in vitro [36]. This
latter property appears crucial to the global effect of cartilage extract, as on one hand
it blocks peritumoral matrix destabilization and, on the other hand it could limit the
pro-hemorrhagic phenomena linked to excessive proteolysis, as it has been reported
for the combined treatment of t-PA and MMP synthetic blockers in the treatment of
acute ischemic events [87]. Despite the presence of endogenous inhibitors of MMPs
in SCE, the concomitant use of a plasmin reductor is still hoped for, since artefactual
increase in tumor volume limits the dosage and benefits of SCE on survival in
intracerebral models. In this study, the concomitant use of NAC decreased tumor
oedema and increased survival. Interestingly, t-PA can also be induced by retinoic
acid (RA) in endothelial cells [88] and glioma [53]. Similar problems of increased
tumor volume or intratumoral haemorrhagia were encountered with RA treatment

and resolved by co-treatment with NAC, which uncovered a great benefit on survival
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(unpublished). In spite of all the potential of t-PA activation, the interest in cartilage
extract remains in its multitarget activity that distinguish it from other more
conventional drugs. Clinical benefits of cartilage extract have been evaluated in a
Phase 1l clinical trial for non-small cell lung carcinoma (NSCLC). Interestingly,
abnormalities of the fibrinolytic system are described in this cancer [89, 90] but there
are also correlations with MMPs and VEGF activity [41, 91-94]. Therefore, it is
difficult and premature to predict which among the different mechanisms of action
related to cartilage extract (anti-MMP, anti- VEGF, pro-apoptotic or pro-t-PA
activities) could be responsible, or more important, for such efficacy. Recent
approval of the VEGF inhibitor Avastin as 2" line treatment of recurrent
glioblastoma, indicates a place for antiangiogenic therapy for this incurable cancer.
However, tumor angiogenesis and metastasis involve complex pathways and

recurrence is unavoidable without validation of multitargeted therapies.

Conclusions

Cartilage extract is a unique natural antiangiogenic product showing multiple
mechanisms of action. Our data demonstrates the importance of the t-PA pathway in
the antiangiogenic effect of cartilage extract on glioblastomas in vivo. The synergistic
actions of NAC with cartilage extract suggest that it may also be an effective
treatment for human glioblastomas which are notoriously resistant to current
chemotherapies and tend to swell under antiangiogenic treatment. It also illustrates
how a better understanding of the mechanism of action can uncover the full benefits

of promising therapies with minimal but appropriate management.
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Méthode pour optimiser le Néovastat

Dans un premier temps, lefficacité de plusieurs sources de cartilage de
requin devaient étre comparées afin d’optimiser la qualité du produit. Les méthodes
les plus simples telles que la prolifération des cellules endothéliales, la formation de
tubes vasculaires dans le matrigel ainsi que la vascularisation de la membrane
chorioallantoide de 'embryon de poulet se sont avérées peu discriminantes. L’effet
antiangiogénique a donc été comparé dans des modeles de glioblastome chez la
souris. Bien que cette méthode ce soit avérée efficace, elle ne pouvait demeurer
viable lorsque les besoins augmenteraient. Elle requiert en effet plusieurs passages
avant d’obtenir suffisamment de cellules tumorales pour I'implantation des souris.
Ensuite, les nombreux groupes de souris doivent étre gavés quotidiennement avec
les différents lots du produit pendant 2 semaines pour un modele de tumeur sous-
cutanée et 4 semaines pour un modéle orthotopique. Finalement, [efficacité
antiangiogénique des lots de cartilage doit étre révélée par une immunohistochimie,
impliquant la sélection de plusieurs coupes au cryotdme pour chaque tumeur, le
marquage des vaisseaux avec des anticorps et enfin, leur comptage au microscope,
effectué sur plusieurs zones représentatives de 'ensemble de la tumeur. Plus tard,
lors de 'augmentation du volume de la production, plusieurs lots issus de différentes
méthodes de purification devaient également étre comparés. |l devenait de plus en
plus impératif de trouver une méthode plus reproductible, plus rapide et moins
couteuse. La stratégie élaborée, fut d’identifier des marqueurs endothéliaux qui

corrélaient avec les différentes efficacités antiangiogéniques observées in vivo.
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Analyse transcriptomique par microarray a haute densité

Une étude transcriptomique similaire a celle décrite dans le premier article, a
permis de comparer la signature transcriptionelle de cellules endothéliales traitées
avec différents lots d’extrait de cartilage de requin. Comme le montre le logiciel
Tree View a la figure 16, I'effet de deux lots sur les cellules endothéliales, présentait

une signature transcriptionelle plus similaire que celle d’un troisieme lot.
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Figure 16 : Clustering du transcriptome des HUVEC traitées avec différents extraits

de cartilage de requin




Corrélation avec l'efficacité obtenue in vivo

Une étude paralléle in vivo a montré que le gavage des souris porteuses de
glioblastome avec ces deux lots d’extrait de cartilage de requin prolongeait la survie,
contrairement au 3e lot qui semblait avoir une signature transcriptomique différente

sur les CE (Figure 17).
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Figure 17 : Effet des différents lots de Néovastat sur la survie des souris C57

implantées en intracérébral avec des cellules de glioblastome GL26

En filtrant les genes différentiellement exprimés, nous avons pu retenir 6 géenes qui

seraient potentiellement les meilleurs marqueurs pour discriminer les lots les plus

actifs (figure 18).
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Figure 18 : Marqueurs différenciant I'efficacité des lots

Passage de la haute densité vers le haut débit

L’étude d’'un nombre restreint de marqueurs simplifierait grandement la
méthode mais aussi I'analyse, en plus de réduire les colts. A ce stade, I'utilisation
du microarray a hautes densité devient inappropriée pour I'étude de ces quelques
marqueurs. En effet, avant d’utiliser ces marqueurs, ceux-ci devront impérativement
étre validés sur un grands nombre d’échantillons. La méthode couramment utilisée
est la PCR quantitative, mais nous verrons dans le prochain article qu'une autre
méthode pourrait présenter des avantages considérables. |l ne faut pas oublier
gu’une fois validés, ces quelques marqueurs auront comme application d’étre utilisés
pour l'analyse d’'une multitude d’échantillons. Nous aurons alors besoin d'une
méthode a haut débit, efficace et économique. La compagnie Apibio (acquit par
Biomérieux) a donc développé un microarray en format 96 puits permettant d’obtenir
les résultats en 1h. Le prochain papier décrit cette nouvelle technologie appelée
OLISA et comment elle pourrait complémenter la technologie du microarray a haute

densité et remplacer celle de la PCR quantitative.
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ABSTRACT

Microarrays are powerful tools for monitoring the expression levels of
thousands of genes. However, validation of important data is essential and
often subjected to a quantitative PCR which is not adapted when a great
number of genes need to be validated or a great number of samples are
involved in a study. We propose to validate classifying genes identified on a
high density microarray by monitoring their expression levels in a great
number of samples with a low density microarray. Thus, OLISA™, a new
generation of microtiter plate format for low density microarrays based on a
rapid colorimetric method, could fulfil these requirements. However, before
using routinely the two technologies in combination, we need to demonstrate
their reliability. We report here that the same RNA preparations, extracted
from HUVEC treated in various conditions with an antiangiogenic compound,
showed a strong correlation between the gene expression profiling obtained
from a high density membrane microarray platform, based on a radioactive
labelling, and OLISA™. Moreover, results from the two technologies also
strongly correlated with quantitative PCR. In conclusion, OLISA™ provides a
rapid low density transcriptomic assay suitable for validation of classifying
genes and their use for clinical diagnosis or industrial pharmaco-

caracterization of drug candidates.
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INTRODUCTION

5 years ago emerged the first molecular classification of lymphoma using
transcriptomic tools, in complement to molecular classification [265]. The
perspectives of a new molecular medicine were comforted by the
demonstration of the impact of transcriptomic analysis in several cancerous
and non-cancerous pathologies [266-268]. However, the enthusiasm was
moderated by the recent demonstration of technological caveats in
transcriptomic analysis [140, 269]. Moreover, most clinical studies were
retrospectives, including small cohorts of patients which do not permit at the
end any rigorous validation of molecular transcriptomic endpoints. This
strongly supports the need for prospective studies, on hundreds of patients to
validate the genes of interest emerging from retrospective analysis. However,
the lack of transcriptomic tools “for the bedside” makes difficult such studies.
Quantitative-PCR (g-PCR) is classically considered as the reference
technology to confirm the transcriptomic data [270], but that method is
expensive and time consuming. What we need is a low density transcriptomic
assay, harbouring clinical compatibility and diagnostic quality. This implies a
low cost, fast and sensitive assay. Thus, we have chosen OLISA™ (OLIgo
Sorbent Array) as a simple versatile oligonucleotides microarray which has
been developed by Apibio (Grenoble, France). It is based on a robust
colorimetric method with a single temperature and can monitor simultaneously
the expression of up to 15 different genes per well of a standard lab 96-well

microtiter plate [271, 272]. The 96-well OLISA™ format is easy to fit major
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standard laboratory equipment and can be automated to reach high
throughput requirements for a multiplex assay of up to 1440 different genes.
As a prerequisite to initiate such study we compared results obtained
from classical transcriptomic analysis, OLISA and g-PCR in the context of a
production control for a drug. The compound of interest was Neovastat, a
purified shark cartilage extract demonstrating antiangiogenic activities and

tested in clinical phase I, 1l and Il in lung and kidney carcinoma [273].

MATERIAL AND METHODS

Reagents

Foetal calf serum (FCS), medium E-199, endothelial cell growth serum
(ECGS) and trypsin-EDTA were obtained from Sigma Chemicals (St-Louis,
MO). Endothelial Basal Medium-2 (EBM-2) and supplements were from
Cambrex Bio Science (Paris, France). Penicillin and streptomycin were from
Laboratoires Diamant (Puteaux, France). Neovastat was supplied by Aterna

Laboratories (Québec, QC, Canada).

Cell culture

Human umbilical vascular endothelial cells (HUVEC) were obtained from
Cambrex (Paris, France). Early passages (p4-5) were grown in a humidified
atmosphere (37 °C, 5 % CO,) to 70 % confluence in EGM-2 (supplemented

EBM-2).
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HUVEC treatment and RNA preparation

Medium was changed for %2 of M199 supplemented with 10 % FCS, 10 U/ml
penicillin, 50 pg/ml streptomycin and 10 ug/ml ECGS and ¥z of EGM2, 24 h
before treatment with protein extracts. Cells were harvested after 0-24 h and
RNA isolated using the RNAgent® Total RNA isolation system of Promega
(Madisson, WI, USA). RNA concentration was determined by measuring the
absorbance at 260 nm. RNA quality was verified by electrophoresis on 1 %
agarose gel containing 0.005 % Ethidium Bromide and also by using

AGILENT technology.

High Density Microarray on Nylon Membrane (HDM)

Design, synthesis and spotting of probes.

The method of Long Oligonucleotides Array on Nylon, described by El Atifi et
al. [138], was used for large-scale analysis of gene expression. Briefly, the 70-
mer sequences of 400 genes were chosen from human gene sequence
databases, in the 3’ region of the gene transcript, located at a maximum of
800 bp from the poly(A) tail, with a GC ratio between 40 and 70 %. Chemical
synthesis was performed by Operon GmbH (Koln, Germany). The
oligonucleotides spotting and probe quantification were performed by the
Transcriptome team of INSERM U318 (CHRU, Grenoble, France) using an
Affymetrix®417 Microarrayer (MWG, Ebersberg, Germany). This arrayer uses
Pin-and Ring Technology to ensure consistent spotting delivery from
microplate to the nylon membrane. For even more reproducibility, it has been

programmed to spot each oligonucleotide in duplicate.
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Synthesis of radiolabelled cDNA.
Labelling of cDNA target (using dT25 primers, o[>**P]-dCTP and 2.5 pg of
RNA) and purification were performed according to the method of Nguyen et

al. [274].

Hybridisation.

Nylon membranes were prehybridised in a rotative oven at 60°C for 6h in
hybridisation buffer containing salmon sperm to avoid unspecific hybridisation.
Purified probes were added and allowed to hybridise with membranes for 72h
at 60°C. Membranes were washed twice with TBS 0.5 % SDS, 2X SSC for 1h

at 45°C under strong agitation.

Revelation and analysis.

Hybridised membrane arrays were exposed on phosphor image plate (Fuji,
Raytest, Paris La Défense) for a time corresponding to the intensity of
radioactivity measured in the hybridised targets (10 Mcpm ~72h). Scanning
and spot quantification were performed using a Phosphor Imager BAS 5000
and the Image Gauge software of Fuji. The level of expression of beta-actin

was used to normalise data of each membranes.
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Low Density Microarray on 96-well microtiter plate (OLISA™

technology)

Design, synthesis and spotting of probes.

60-mer probes corresponding to all genes were optimised using a proprietary
bio-informatics platform. These probes are chemically synthesised according
to internal procedures for high efficient coupling oligonucleotides (purity »

95%) then spotted onto 96-well microtiter plate.

Synthesis of labelled cDNA.

15 pg of total RNA were retro-transcribed with Superscript Il Reverse-
Transcription kit, Invitrogen Corporation; Carlsbad-CA) in the presence of
dNTP-biotin. cDNA were purified on microcon filters following the

manufacturer’'s recommendations (Millipore Corp., Canton, Massa).

OLISA™ protocol.

Biotin-labelled targets were denatured using a denaturing solution then
hybridised to oligonucleotide probes in the presence of a hybridisation solution
for one hour at 37°C. Wells were washed four times with 200 pl of the washing
buffer in a fully automated washing system. The conjugate solution was
diluted into the dilution buffer, added to each well and incubated at 25°C for 15
minutes. Wells were washed a second time as described above. 50 pl of the
staining solution was added to each well and incubated at 25°C for 15 to 60
minutes. If necessary, the stop solution can be added (4ul) to each well to

stop the reaction process. A schematic representation of this protocol is
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illustrated bellow in figure 19.

OLISA™ reading system and software analysis.

Hybridised arrays were read using a densitometry reading system
(Apimager®) and the density ratio measurement was determined in
consideration with normalized diameter and background noise. Spots were
considered for analysis if their response is significantly higher than the
background noise plus three standard deviations. Data analysis was

performed using proprietary software (ApiAnalyser).

Labeled Targets :
f / L ;.......................' 1 5 min
SubstrateO . Product Denaturation (RT)
|‘ 1 I 60 min
\ Hybridization (37°C) _
Conjugate \\ L 1 L min
Wash | (RT)
T I 15 min
Detection (RT)
1 1 1 min
Wash 11 (RT)
I 1 20 min
Staining (25°C)
1 I 15 min
Stop Reaction (RT)
ue o4 r I o
Y o Reading:Apimager® “oh
*s 4 0%/ | Analyzing: ApiAnalyser™
Reading & Analyzing systems g

(Apimager®& ApiAnalyser™)

Figure 19: Schematic representation of the OLISA technology and
protocol
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Assuming that the signal for the housekeeping gene (ACTB) should be
unchanged between the growth conditions, a uniform scaling factor was
applied to each well for normalizing the data. In other words, the signals from
genes of interest were normalized per well using the signal corresponding to

the beta-actin gene.

Quantitative PCR

The reaction mixture (10 pl) contained 0.8 pl of MgCl, (2 mM), 0.5 ul of each
specific primer (0.5 uM), 1 ul of DNA Master SYBR Green and up 100 pg of
cDNA template. Each capillary tube was centrifuged at 3000 rpm for few
seconds then placed in the LightCycler thermocycler. As for the other

techniques, data were normalised according to beta-actin level of expression.

Statistical analysis.

Spearman’s rank-order correlation coefficients between the crude data of the
3 techniques were analysed. Pearson’s product moment correlation
coefficients were also calculated after heterogeneous intensity scales across
the 3 technologies have been rescaled using a Fischer's Z-transformation with

mean = 0 and standard deviation = 1 , as described by Cheadle et al. [275].
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RESULTS

Six genes were chosen as classifiers for Neovastat antiangiogenic activity in
vitro and in vivo, emerging from a previous large-scaled gene expression
study on nylon membrane done by Simard B. et al. (article in preparation).
They were Plasminogen (PLG), Endothelial selectin (SELE), Interleukin-8
(IL8), Peroxiredoxin-2 (PRDX2), Tissue-plasminogen activator (PLAT) and
Ephrin-A1 (EFNAL). Figure 20 shows an image obtained from a nylon
membrane spotted in with long oligonucleotides, hybridised with radiolabelled
cDNA for 3 days and scanned by the Phosphor Imager BAS 5000 of Fuji after

3 days of exposition.

Figure 20: Typical image of a nylon membrane spotted with long
oligonucleotides and using radioactive detection for large scaled

analysis of gene expression.

Thus, quantitative data showed in table 16 were given by the Image Gauge

and the Array Gauge software of Fuiji.
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1 2 3 4 5 6

PLG 23.2 93.5 176.3 23.6 289.3 403.1
SELE 0.0 6.8 96.1 0.0 118.8 46.1
IL8 2.7 15.6 93.5 0.0 245.2 347.0
PRDX2 0.0 3.3 4.5 0.0 8.8 7.9
PLAT 0.0 0.0 18.5 0.0 26.9 14.2
EFNA1 0.5 15 6.1 1.7 10.6 16.7

Table 16: Quantitative data of 6 classifiers obtained from High Density
Microarray on Nylon Membrane (HDM). Level of expression of Plasminogen
(PLG), Selectin (SELE), Interleukin-8 (IL8), Peroxiredoxin-2 (PRDX2), Tissue-
plasminogen activator (PLAT) and Ephrin-A1 (EFNA1) are shown for the 6
RNA preparations. Human umbilical vein endothelial cells have been treated
with saline, crude extract of shark cartilage or Neovastat (purified extract) for
4h (sample 1, 2 and 3) and with Neovastat for 0, 8 and 24h (sample 4, 5 and
6). RNA extracted were radiolabelled with **P and hybridised for 72h at 60°C
on nylon membranes spotted in duplicate with 400 long oligonucleotides (70
mers). Washed membrane were exposed on phosphor image plate (Fuiji,
Raytest, Paris La Défense) for 72h and scanned with a Phosphor Imager BAS
5000 (Fuji). Spot quantification were performed with the Image Gauge
software of Fuji and the level of expression of beta-actin was used to

normalise data of each membrane.

Figure 21 shows the Images of OLISA™ for the six biotin-labelled RNA

preparations after 1h of hybridisation and less than 1h of staining. The
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guantitative data obtained after computerised densitometric analysis are given

in table 17.
Sample 1 2 3 4 5 6
° ’
y 0. e ’o . ¢ ° . . . " ' B
o o a o © * 0 ' ; .l v ’
e ¢ L
o o ) : ¢ e 2,0 *
Figure 21: Images of OLISA™ for the 6 RNA samples
1 2 3 4 5 6
PLG 1361 2071 2738 1620 4834 2260
SELE 757 1176 6799 773 5523 1847
IL8 1475 2845 9680 1693 11224 10534
PRDX2 3123 3009 4229 1254 4537 5227
PLAT 4785 4278 4631 3890 4923 5227
EFNAL 8968 9427 12748 4817 11500 11130

Table 17: Quantitative data obtained from OLISA. The same RNA extracts
were biotin-labelled, denatured and then hybridised in well, spotted with 2
different oligonucleotide probes (60 mers) per gene, for one hour at 37°C.
After washing, the conjugate solution was added to each well and incubated
at 25°C for 15 minutes. Wells were washed a second time and the staining
solution was added to each well and incubated at 25°C for 15 to 60 minutes.
Hybridised arrays were read using a densitometry reading system
(Apimager®). Data were analysed using proprietary software (ApiAnalyser)
and normalized per well using the signal corresponding to the beta-actin

gene.
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Finally, genes expression data obtained for the same genes using g-PCR are

given in table 18. Note that data from the 3 technologies have all been

normalized in function of beta-actin.

1 2 3 4 5 6
PLG 1.0 1.3 3.7 1.0 3.5 0.8
SELE 1.0 7.2 10.3 1.0 12.1 7.3
IL-8 1.0 4.9 7.5 1.0 9.7 5.7
PRDX2 1.0 1.3 1.4 1.0 3.9 2.7
PLAT 1.0 3.0 3.5 1.0 2.8 2.4
EFNA1l 1.0 5.8 8.7 1.0 9.8 5.7

Table 18: Quantitative RT-PCR data. Reaction mixture (10 pl) contained 0.8

pl of MgCl, (2 mM), 0.5 ul of each specific primer (0.5 uM), 1 pl of DNA

Master SYBR Green and up 100 pg of cDNA template. Each capillary tube

was centrifuged at 3000 rpm for few seconds then placed in the LightCycler

thermocycler. As for the other techniques, data were normalised according to

beta-actin level of expression.

Correlations between the 3 techniques were first analysed by Spearman’s

rank-order test (table 19).
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‘ OLISA vs HDM ‘ HDM vs g-PCR OLISA vs g-PCR ‘
‘ 0.77 ‘ 0.68 0.71 ‘

Table 19: Spearman’s rank-order correlation coefficients for the 3

technologies

To directly compare data, heterogeneous intensity scales across the 3
technologies needed to be converted to a single common scale. To
accomplish this, we applied a Fischer's Z-transformation, so that the mean
and variance of the signals were equivalent for each gene across the 3
technologies. Finally, the rescaled data (Z-scores represented and compared
in figure 22) have been used to calculate Pearson’s product moment
correlation coefficients for the three technologies (table 20). From these two
methods of analysis, a strong correlation was observed between the 3

techniques, the better correlation observed between OLISA and HDM.
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Figure 22 : Comparison of the rescaled data of the 3 technologies.

Heterogeneous intensity scales across the 3 technologies were rescaled

using a Fischer’s Z-transformation with mean = 0 and standard deviation = 1.

Genes profiling of the 6 RNA preparations obtained by High Density

Microarrays on Nylon Membrane are represented in blue a) those of OLISA

are represented in yellow b) and g-PCR in red c).

OLISA vs HDM

HDM vs g-PCR

OLISA vs g-PCR

0.76

0.75

0.73

Table 20: Pearson’s product moment correlation coefficients for the 3

technologies. Coefficients were calculated from the rescaled data (Z-scores)

represented in figure 22.
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DISCUSSION

Transcriptomic analysis using microarray had a great impact on basic
and medical research, generating hope for a new molecular medicine.
However, the absence of inter-platform reproducibility reported by several
paper [140, 269], supports the need for validation of the data using the
reference technology g-PCR [270]. The absence of adequate quality standard
probably explains these discrepancies between different pangenomic
commercial tools. Moreover, the cost of the technology and difficulties to
manage a large amount of data probably explain the second problem which is
the absence of clinical validation of the genes set emerging from retrospective
study by the indispensable prospective clinical studies. Microarray studies has
been focused on large number of genes on low number of patient, providing
the emergence of set of gene with powerful clinical impact to classify disease
predicted prognosis and therapeutical response. However, in absence of
prospective validation on hundreds of patients the clinical signification of
these genes is not validated.

The priority is now to confirm these retrospective data using a specific
transcriptomic assay including the classifying genes. To confirm
transcriptomic classifiers on large cohort of patients, we need a low density
transcriptomic assay which should be fast, reliable, cost competitive and
sensitive, reaching also all the requirement for future diagnostic application at
the bedside in every day medicine. Thus, we have chosen OLISA™ (OLIgo
Sorbent Array), a simple versatile oligonucleotides microarrays developed by

Apibio, based on a robust colorimetric method, using a single temperature
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and able to monitor simultaneously the expression of up to 15 different genes
per well of a standard lab 96-well microtiter plate. The 96-well OLISA™ format
is easy to fit major standard laboratory equipments and can be automated to
reach high throughput requirements for a multiplex assay of up to 1440
different genes.

To comfort the use of OLISA we compared the level of expression of 6
genes, validated as classifier for the antiangiogenic activity of many batch of
Neovastat, with the level obtained from two other technologies; HDM and g-
PCR. The expression quantification using beta-actin normalization showed
significant correlation between the 3 technologies. As a matter of comparison,
the same approach was done on 3 commercial microarrays platforms,
demonstrating a good intra-platform reproducibility (correlation coefficient >
0.9), but large inter-platforms divergences (correlation coefficient ~ 0.5). This
may be explained by difficulties encountered with pangenomic microarrays,
such as the use of short oligonucleoctides, ill-considered choice of sequences
and erroneous genes identification, for example. Interestingly, the inter-
platform reproducibility is great in our study, close to that observed in intra-
platform in the previous publication. In our case, a small number of genes is
managed, avoiding the difficulties encountered with pangenomic microarrays
and allowing a better quality control. This level of quality will be indispensable
to fulfil the criteria for prospective clinical validation on large cohort of patients.

To our knowledge, it is the first time that a low density microarray assay
platform was compared to other transcriptomic platforms, including the
reference technique g-PCR. Q-PCR has been used to confirm the expression

results but is not compatible with the analysis of large cohort of patients.
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Because it requires a lot of optimisation, it is a time consuming and expensive
technique. However, it remains the reference in transcriptomic studies. OLISA
is a deal between microarray and g-PCR, as demonstrated here by the
positive and significant correlations between the 3 technologies. The use of
colorimetric detection provide a low cost alternative to fluorescent detection
and a sensitive assay which has been validated to be as sensitive as
radioactive detection. The 96 wells analysis with automated quantification
allows getting results in 2 hours. Automation and quality control using high
quality long oligonucleotides provide a near “diagnosis” quality.

To conclude, we validate here a low density expression platform which
could be a solution for the next prospective transcriptomic studies
indispensable to validate the large number but not validated data coming from

retrospective clinical and biological studies.
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CONCLUSION DE LA 1°® PARTIE

Le glioblastome représente le grade le plus élevé des tumeurs
cérébrales. Sa croissance est favorisée par une forte néovascularisation, de

méme que par I'activation du récepteur a I'epidermal growth factor (EGFR).

Dans cette premiére partie, nous avons montré qu'un traitement a
I'extrait de cartilage de requin, par voie orale, réduisait la néovascularisation
des tumeurs implantées en intracérébral ou en sous-cutané chez la souris.
Cette inhibition de I'angiogenese fut accompagnée d’une augmentation du
volume tumoral causé par de 'oedéme. L’histologie des tumeurs traitées a
toutefois montré une importante réduction de la densité cellulaire. Dans les
modeles intracérébraux, les doses ont di étre réduites afin de minimiser
lcedéme et augmenter la survie. L’étude du transcriptdtme de cellules
endothéliales traitées a I'extrait de cartilage a permis de mieux comprendre
les mécanismes d’actions et d’améliorer le bénéfice sur la survie. L’analyse
des résultats de microarray a été facilitée par le logiciel Pathway Assist, qui
permet d’extraire des relations, entre les différents génes d’intéréts, a partir
de milliers d’articles trouvés dans la littérature. |l a été suggéré que la
surexpression des cytokines par I'extrait de cartilage, entraine la génération
de dérivés réactifs de I'oxygéne (DRO), capables d’activer le NF-kB, qui
seraient le régulateur de la majorité des genes surexprimés dans notre
étude. Cette hypothése a été renforcée par la démonstration que I'extrait de
cartilage activait bien le NF-kB. La sécrétion de cytokines dans le milieu des

cellules endothéliale a également été confirmée par ELISA et le TNF fut
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capable de reproduire un profil d’expression trés similaire a celui de I'extrait
de cartilage. Enfin, I'ajout d’un antioxydant a prévenu l'induction de la moitié
des génes normalement induits par l'extrait de cartilage. Parmi les
interactions possibles, il a été proposé que les chémokines CSF2 et IL-8
puisse attirer les leucocytes et que les molécules ICAM-1 et E-Sélectine
favorise leur adhésion a I'endothélium vasculaire en croissance, entrainant
ainsi une réaction inflammatoire qui inhiberait I'angiogenése. Cette
hypothése a été renforcée I'histologie des tumeurs traitées qui a montré un
épaississement de la paroi des vaisseaux ainsi que la présence de cellules
accolées a l'endothélium. Ces cellules n'‘ont malheureusement pas été
identifiées par le marquage d’'un antigéne spécifique aux cellules immunitaire.
Cependant des données transcriptdbmiques préliminaires avaient montrées
une surexpression de nombreux genes typiques des cellules immunitaires
dans les tumeurs traitées. Nos efforts se sont plutét concentrés sur une
deuxiéme hypotheése qui suggérait que la présence de halo autour des
vaisseaux des tumeurs traitées puisse résulter d’'une protéolyse des protéines
matricielles autour des vaisseaux. Cette hypothése expliquerait bien la
formation d’cedéme dans les tumeurs. |l a été proposé que la surexpression
du plasminogene (PLG) et de son activateur tissulaire (t-PA), observée dans
les cellules endothéliale traitées a I'extrait de cartilage, génére une quantité
importante de plasmine qui protéolyserait la fibrine, la laminine et la
fibronectine, ce qui entrainerait le détachement des cellules endothéliales et
par conséquent une inhibition de I'angiogenese. La présence des protéines
du PLG, du t-PA, de la plasmine et de son fragment, 'angiostatine, a été

confirmée par immunomarquage des coupes de tumeurs ainsi que par
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immunoblot. Une étude fonctionnelle du systéme fibrinolytique a permis de
conclure que lactivation du PLG par le t-PA était essentielle a lactivité
antiangiogénique de I'extrait de cartilage et qu’'une protéolyse excessive était
responsable de la formation de 'oedéme tumoral, qui limitait le dosage et le
bénéfice sur la survie dans les modeéles intracérébraux. Il a été montré que le
I'acide e-aminocaproique, un inhibiteur capable de se lier aux résidus lysine
contenu dans les kringles du plasminogéne et de la plasmine, réduisait la
formation d’cedéme tumoral, mais qu’il y avait en revanche une réduction de
la survie. Le N-Acétylcystéine, capable de réduire une partie de la plasmine
en angiostatine, a quant a lui permis de prévenir complétement la formation
d’cedéme tumoral et a augmenté de fagon importante la survie des souris
traitées a l'extrait de cartilage. Un test colorimétrique in vitro a également
montré que I'extrait de cartilage ne faisait pas qu’induire I'expression du PLG
et du t-PA dans les cellules endothéliales, mais qu’il catalysait également
l'activité de la protéine du t-PA et que cette catalysation pouvait étre blogquée
par l'ajout de linhibiteur PAI-1 (plasminogen activator inhbitor-1). Une
zymographie a ensuite montrée une plus grande activité du t-PA dans les
lysats de tumeurs de souris traitées a I'extrait de cartilage, mais pas dans les
tumeurs transfectées avec le gene de PAI-1. L’histologie de ces tumeurs a
montré une réduction du nombre de vaisseaux uniquement dans les tumeurs

non-transfectées avec le géne de PAI-1.

En somme, l'étude suggére que la génération de DRO par les
cytokines, médie I'activation du NF-kB et I'expression subséquente du PLG et

du t-PA. |l a été constaté que l'utilisation de corticoides entrainait une perte
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d’efficacité de I'extrait de cartilage. L’induction du PLG et du t-PA semble étre
essentielle, mais nécessiter un certain controle. Et enfin, le co-traitment au
N-Aetylcystéine a permis de réduire 'oédéme et d’augmenter le bénéfice de
I'extrait de cartilage sur la survie in vivo. Les résultats encouragent leur essai

dans la thérapie du glioblastdme en clinique.

Nous avons également voulu montrer comment les marqueurs
moléculaires identifié par la technologie de microarray a haut débit, pouvait
étre utile au contrdle de la qualité dans la production de I'extrait de cartilage, a
condition qu'une technologie a haut débit, tel que I'OLISA, puisse prendre la

reléve, une fois les marqueurs validés.
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2E PARTIE :

EFFET ANTITUMORAL DU TLN-4601
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CONTEXTE

La deuxieme thérapie étudiée dans le cadre de cette these est elle
aussi issue de source naturelle. Le TLN-4601 est un dibenzodiazépinone
farnésylé produit par des actinomycetes. L’étude préclinique de son efficacité
a différentes doses administrées par différentes voies, dans le modeéle de
glioblastome chez la souris, prescrit le maintien d’'une faible concentration
avoisinant son IC50 plutét que I'obtention d’'un Cmax élevé qui serait éliminé
rapidement. Par la suite, nous avons étudié les mécanismes d’action du TLN-
4601. L'’intérét de ce composé vient du fait qu’il représente une nouvelle
classe de molécules chimiques bivalentes qui pourrait potentiellement avoir
de multiples cibles. Le TSPO (translocator protein) anciennement nommeé
récepteur périphérique des benzodiazépines (PBR) et la sous-unité de
'ATPsynthase appelée OSCP (oligomycin sensitivity conferring protein) sont,
par exemple, deux cibles connues des benzodiazépines. En addition,
certaines molécules farnésylées peuvent interagir avec la voie de
signalisation Ras-MAPK, dans laquelle la farnésylation des messagers Ras et
Raf joue un réle important dans leur co-localisation a la membrane
cytoplasmique, ou s’amorce la cascade de phosphorylation par les récepteur
a tyrosine kinases tel que 'lEGFR. L’analyse transcriptomique des tumeurs
semble bien témoigner de la liaison du TLN-4601 au TSPO, étant donné son
réle bien connu dans le transport du cholestérol et la stéroidogénése. D’autre
part, I'analyse rapporte également I'expression différentielle de plusieurs
genes Rgs, régulant [l'activité des GTPases, ainsi que I'expression

différentielle des génes Mapk3 (ERK1), Rhob, Pi3k et Gsk3b, suggérant un
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effet du TLN-4601 sur les voies antiapoptotiques du Ras-GTP. Dans
'ensemble, un effet remarquable du TLN-4601 fut I'expression différentielle
de plusieurs génes de I'ATP synthase et de tout un réseau de genes impliqué
dans le catabolisme des graisses, la beta-oxydation des acides gras ainsi que
la voie du glycérol et celle des pentoses phosphate, pouvant renforcer la
glycolyse. Selon la théorie de Warburg, les cellules tumorales adopteraient
ce phénotype lorsque la respiration cellulaire serait compromise.

En plus de l'effet direct de certains benzodiazépines et des stéroides
sur 'OSCP de 'ATPsynthase, les ligands du TSPO ainsi que les effecteurs de
Ras; Raf et Akt, sont connus pour régler I'ouverture du pore de perméabilité
mitochondriale  transitoire  (MPTP), pouvant dissiper le potentiel
transmembranaire requis pour la synthése d’ATP lors de la respiration
cellulaire. L’ouverture de se pore peut ultimement entrainer la relache du
cytochrome c et linitiation de l'apoptose avec l'aide de génes pro-
apoptotiques tel que Granzyme B (Gzmb), Apoptosis activating factor-1 (Apaf-

1) et Glycogene synthase 3 beta (Gsk3b).
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INTRODUCTION

Récepteurs des benzodiazépines

Le premier récepteur des benzodiazépines découvert fut le CBR. Son
expression est restreinte au systéme nerveux central et il médie ['effet
anxiolytique et anticonvulsant des benzodiazépines [276, 277]. A la fin des

années 70, un site de liaison alternatif pour le benzodiazépine diazépam
. ® e . . o
(valium ™), a été identifie et nommé PBR, en raison de sa distribution dans les

tissus périphériques [278]. Plus tard, il fut renommé Translocator Protein
(TSPO), afin de mieux représenter sa fonction au sein du pore mitochondrial

[279].

TSPO

Le TSPO est une protéine de 18 kDa et un constituant primordial d’'un
complexe de 140-240 kDa appelé le pore de perméabilité mitochondriale
transitoire (MPTP) (revu par [280-283]). Le pore est également constitué
d’'une protéine de 32 kDa, appelée canal anionique voltage-dépendant
(VDAC), et d'une protéine de 30 kDa, appelée adenine nucléotide translocase
(ANT), aussi nommée transporteur ADP-ATP [284]. D’autres protéines, tel
gue la Bcl-2, 'hexokinase, la glycérol kinase et la cyclophyline D, semblent
€également étre associées au MPTP (revu par [285]). Ce complexe
multiprotéique est situé au site de contact entre les membranes externes et
internes de la mitochondrie et est impliqué dans l'initiation de I'apoptose.
Bien qu’il soit présent dans la plus part des tissus, le TSPO est hautement

exprimé dans les tissus glandulaires et stéroidogéniques, comme les glandes
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adrénales et les gonades [286-288]. Le TSPO est impliqué dans la
stéroidogéneése, la biosynthése du heme, la réponse immunitaire et celle au
stress, la croissance et la différenciation cellulaire, ainsi que le contrdle de la
respiration mitochondriale [281, 282, 287, 289]. La surexpression du TSPO
est documenté dans plusieurs types de tumeurs comparé aux tissus normaux
[290]. Le PK11195 [1-(2-chlorophenyl)-N-methyl-N-(1-methylprolyl)-3-
isoquinoline carboxamide (figure 23B), est actuellement le plus utilisé des
ligands du TSPO, en partie d0 a sa grande affinité pour ce récepteur
(Kp<20 nM) dans I'ensemble des espéces [291]. En se basant sur la nature
entropique et enthalpique de l'interaction ligand—récepteur, le PK11195 a été
classifie comme antagoniste, alors que le benzodiazépine R05-4864, a été
qgualifié d’agoniste. Cependant, cette classification n'est pas clairement
établie, étant donné que les deux ligands peuvent induire des effets
semblables dans certaines conditions physiologiques.

A THJ B 0 CH,
M o )\A
O M CH
ol Y / ]
I I cl

]

Figure 23 : Structures chimiques de deux ligands archétypiques du TSPO:

(A) le benzodiazépine, R05-4864; et (B) I'isoquinoline carboxamide, PK11195.

La liaison du PK11195, est augmentée dans de nombreux types de

tumeurs solides incluant celles du colon [292, 293], du sein [294-297], de la
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prostate [290], des ovaires [298], du foie [299, 300] et du cerveau [293, 301,
302]. Par alilleurs, les ligands du TSPO ont été utilisés comme outil
d’'imagerie pour le diagnostic des tumeurs cérébrales [303, 304] et ont
montré un effet antiprolifératif et proapoptotique sur la lignée de cellules C6

dérivée de glioblastome de rat [305].

TLN-4601 (anciennement ECO-4601)

Le TLN-4601 (4, 6, 8-trihydroxy-10-(3, 7, 11-trimethyldodeca-2, 6, 10-
trienyl)-5, 10-dihydrodi-benzo [b, €] [1, 4] diazepin-11-one) représente une
nouvelle classe de molécules constitué d’'un noyau benzodiazépine prolongé

par une chaine farnésyl.

CHj CHs CHs

CHg
% o

HO

Figure 24 : Structure chimique du TLN-4601

Le composé de 462.58 g/mol a été découvert en utilisant la technologie
Decipher de Thallion Pharmaceutic, qui permet l'analyse du génome
d’actinomycéte encodant la synthése de molécules bioactives [306, 307]. Le
composeé a été isolé et caractérisé par les laboratoires Wyeth [308]. Une
évaluation initiale in vitro, effectuée par le National Cancer Institute (NCI)

ameéricain, a montré que le TLN-4601 avait un large spectre d’activités
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cytotoxiques, capables d’'inhiber la croissance de lignées de tumeurs solides

et hématologiques, a des concentrations de I'ordre du micromolaire [309].

- . ICs0 & 96h
Type de tumeur Origine Lignée
yp g g (UM)
_ _ ) GHA 1.6 + 0.7 (n=10)
Oligodendrogliome Humain
DN 3.0+ 0.7 (n=4)
) U373 3.8+ 1.4 (n=4)
Astrocytome Humain
HGD 6.5+ 2.9 (n=8)
Souris GL26 8.9+ 1.1 (n=4)
) ) U87MG 10.9 £ 0.5 (n=3)
Glioblastome Humain
SNB-19 5.3+ 1.3 (n=3)
Rat C6 4.3 £ 2.3 (n=5)
Gliosarcome Rat oL 8.3+ 3.8 (n=4)

Tableau 21 : Cytotoxicité du TLN-4601 dans les lignées cérébrales.

De par la structure du composé, trois cibles potentielles ont été

proposées : 1) les récepteurs des benzodiazépines, 2) les messagers

farnésylés tel que Ras, Raf et RhoB et 3) la sous unités OSCP de I'ATP

synthase.

En premier lieu, une étude in vitro a révélé que le TLN-4601 ne se liait

pas au CBR, mais qu’en revanche, il se liait au TSPO avec une affinité

d’environ 0.3 uM [309].
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Figure 25 : Liaison compétitive du PK-11195, du diazépam et du ECO-4601

sur le TSPO.

Voie de signalisation de Ras

En addition a son noyau benzodiazépine, le TLN-4601 est prolongé par
une chaine farnésyl. Certaines molécules farnésylées ont pour effet d’inhiber
la voie de signalisation de Ras [310]. La farnésylation des messagers Ras et
Raf joue un rbéle important dans leur co-localisation a la membrane
cytoplasmique, ou s’amorce la cascade de phosphorylation par les récepteurs
a tyrosine kinases. L'EGF par exemple, induit la dimérisation de son
récepteur ainsi que l'autophosphorylation des résidus tyrosines. Ces
phosphotyrosines servent alors de site d’ancrage pour les molécules de
signalisations incluant le complexe Grb2—-SOS, qui active la protéine Ras en

stimulant 'échange d’un guanosine diphosphate (GDP) pour un guanosine

triphosphate (GTP). Cet échange engendre un changement conformationnel
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de Ras, lui permettant de se lier a ses effecteurs tel que Raf et PI3K ou des
protéines adaptatrices. L’activité de Ras est régulée par des protéines
accélératrices ou inhibitrices des GTPases, tel que les RGS (regulators of G-
protein signaling) [311, 312]. L’activation de Ras a pour effet d’inhiber
lapoptose et serait responsable de la résistance des tumeurs a la
radiothérapie et a la chimiothérapie, grace a l'activation des voies PI3K-Akt et
Raf-MAPK [313]. Puisque Ras se trouve constitutivement activé dans 30%
des cancers humains et que la farnésylation de Ras est requise pour induire
la transformation maligne des tumeurs [314, 315], des inhibiteurs de farnésyl
transférases (FTIs) ont été congcus pour devenir de nouvelles drogues
anticancéreuses [316-318].

Dans le cas du TLN-4601, 'inhibition de la voie de Ras ne se produirait
pas en inhibant la farnésylation de Ras, mais plut6t en inhibant son activation
sous la forme Ras-GTP [319]. Il s’ensuit une inhibition de la phosphorylation
de Raf et ERK1 [320, 321], ainsi qu’une inhibition d’ Akt [322]. Il serait donc
possible que le groupement farnésyl du TLN-4601 ait une affinité pour les
protéines Ras et Raf farnésylées ou les sites d’affinité de leur chaperonnes,

qui interférerait dans 'activation de Ras-GTP ou la phosphorylation de Raf.

L’étude in vivo qui suit a permis de démontrer 'efficacité du TLN-4601
dans des modeéles de glioblastome chez la souris et d’optimiser le régime
thérapeutique afin d’orienter les études cliniques. Le transcriptdme des
tumeurs extraites sera ensuite analysé afin d’étudier les mécanismes

d’actions possibles.

137



MATERIEL & METHODES

Produits Le TLN-4601 (4,6,8-trihydroxy-10-(3,7,11-trimethyldodeca-
2,6,10-trienyl)-5,10-dihydrodi-benzo [b,e][1,4]diazepin-11-one; Mm = 462.25
g/mol) a été découvert par Thallion Pharma (Saint-Laurent, QC, Canada)
grace a l'analyse de plus de 500 génes chez I'actinomyceéte en utilisant leur
plateforme technologique Decipher® [323]. Sa structure moléculaire est
illustrée a la figure 24. Des formulations de 8, 16, 24 et 80 mg/mL a base de
20% v/v éthanol, 20% w/v PEG400 et 60% w/v PS80, ont été fourni par
Thallion et conservées a -20 C. Tous les autres réactifs étaient de grade

analytique et de source commerciale.

Lignées cellulaires La lignée C6 a été dérivée d'un glioblastome de rat
induit par le N-nitrosométhylurée [324]. La lignée US7MG a été dérivée a
partir du glioblastome d’une femme caucasienne de 44 ans. Les deux lignées

ont été achetées a ’American Type Culture Collection (Manassas, VA).

In vivo. Les études d’efficacité antitumorale in vivo ont été réalisées sur des
souris suisses athymiques nues (nu/nu) femelles agées de 6-7 semaines
(Charles River, Arbresle, France) dans les laboratoires de 'INSERM U836
(Grenoble Institut des Neurosciences, France) en accord avec les

recommandations du Comité d’Ethiques Francais.

A chaque jour, une aliquote concentré était décongelé et dilué au 1/4
dans du dextrose 5% afin d’obtenir la concentration nécessaire de TLN-4601
dans un véhicule composé de 5% v/v éthanol, 5% w/v PEG400, 15% w/v

PS80 et 4% w/v dextrose.
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Traitements Pour I'étude avec la lignée de rat, 40 souris ont été
implantées en sous-cutané (SC) avec 5 x 10° cellules C6 au jour 0 (JO). Au
jour 6, lorsque les tumeurs devinrent palpables, les souris ont été distribuées
au hasard dans 4 différents groupes a raison de 10 souris par groupe. Les
souris du Groupe 1 ont été traitées quotidiennement avec le véhicule en IP du
jour 6 a 16 (gld x 11). Le Groupe 2 a recu une dose de TLN-4601 de 20
mg/kg en IP du jour 6 a 13, puis une dose de 10 mg/kg du jour 14 a 16. Le
Groupe 3 a regu le TLN-4601 en SC a une dose quotidienne de 30 mg/kg du
jour 6 a 13, puis a une dose de 15 mg/kg du jour 14 a 16. Les injections SC
étaient faite a des sites variés mais toujours distants de la tumeur. Le Groupe
4 a été traité au TLN-4601 a une dose quotidienne de 100 mg/kg administrée
en bolus intraveineux, a I'exception des jours 11 et 12 ou un répit était
accordé. Les souris ont été euthanasiées au jour 19, lorsque les tumeurs du
groupe contréle ont atteint la taille limite prédéterminée d’environ 2000 mm?,
Pour I'étude avec la lignée humaine, 30 souris ont été implantées en
sous-cutané (SC) avec 5 x 10° U87MG au jour 0 (JO). Au jour 16, lorsque les
tumeurs devinrent palpables, les souris ont été distribuées au hasard dans 3
différents groupes, a raison de 10 souris par groupe. Le Group 1 (contrdle) a
recu quotidiennement du véhicule en SC (qldx 15). Le Groupe 2 a été traité
au TLN-4601 a une dose quotidienne de 30 mg/kg en SC, a I'exception des
jours 22-23 et 29-30, ou un répit était accordé (~ 3 cycles gqld x 5; les jours
17-21, 24-28 et 31-34). Le Groupe 3 (contrdle positif) a été traité au
Témolozomide a une dose de 150 mg/kg en PO les jours 17, 21, 25 et 29
(g4d x4). Les souris ont été euthanasiées au jour 34, lorsque les tumeurs du

groupe contréle ont atteint la taille limite prédéterminée d’environ 3500 mm?,
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Etude Transcriptomique Pour 'étude transcriptomique, 20 souris ont
été implantées en sous-cutanée (SC) avec 5 x 10° cellules C6 au jour 0 (JO).
Au jour 6, lorsque les tumeurs devinrent palpables, les souris ont été
distribuées au hasard dans 2 différents groupes a raison de 10 souris par
groupe. A partir de ce moment, les souris de chaque groupe ont regu un
volume d’injection de 5 mL/kg en IP. Le Groupe 1 (contréle) a regu le
véhicule (5% v/v éthanol, 5% w/v PEG400, 15% w/v PS80 et 4% dextrose) et
le Groupe 2 aregu le TLN-4601 (2 mg/mL) a une dose de 10 mg/kg IP, une
fois par jour, pour une durée de 2 semaines. Les souris ont été euthanasiées
a la fin de I'étude (J19). Les tumeurs ont été enlevées, puis congelées
extemporanément a l'aide de vapeur d’azote liquide, pour ensuite étre
conservées a -80 C.

Quatre tumeurs représentatives de chaque groupes (4x2) ont été
sélectionnées et I'ARN total a été extrait a partir d’'une vingtaine de coupes
au cryostat de 60 um en utilisant la trousse RNAgent® total RNA isolation
system de Promega (Madisson, WI). Le marquage des ADNc, a l'aide
d’amorces dT25, d’ a[**P]dCTP et de 2.5 ug d’ARN, ainsi que leur purification,
ont été réalisés selon une méthode développée dans le laboratoire et publiée
précédemment [325, 326]. Des séquences de 55 oligonucléotides
représentatives de 2000 genes ont été commandées de la bibliotheque
RAT96-2 de chez Sigma-Aldrich. De plus, des sondes, correspondant a un
standard interne (des séquences d’oligonucléotides complémentaires a ’ARN
d’'un gene d’Arabidopsis thaliana), ont été intégrées pour permettre une
normalisation [326]. Le dépot des oligonucléotides sur membrane de nylon et

la quantification des sondes ont été réalisés en utilisant un AffymetrixR417
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Microarrayer (MWG, Ebersberg, Germany). Chaque oligonucléotide a été
déposé en duplicata et les membranes ont été exposées sur des plaques Fuiji
phosphor image plate (Raytest, France). La détection et la quantification des
sondes hybridées ont été faites avec un Phosphor Imager BAS 5000 et le

logiciel Image Gauge (Raytest, France).

RESULTATS

Etude d’efficacité antitumorale

L’efficacité antitumorale du TLN-4601 a d’abord été évaluée dans le
modele de xénogreffe du glioblastome C6 chez la souris. Le TLN-4601 a été
administré a différentes doses via trois différentes routes: intrapéritonéale (IP),
sous-cutanée (SC) et intraveineuse (IV).

Une perte de poids maximale de 15% a été observée au jour 13 pour le
groupe IP recevant 20 mg/kg (gld x 8) suivi de 10 mg/kg (gqld x 7) et une
perte de 11% pour le groupe SC recevant 30 mg/kg (qld x 8) suivi de 15
mg/kg (qld x 7). Le groupe IV n’a toutefois pas subit de perte de poids de
poids significative.  L’effet des différentes routes d’administration sur la
croissance tumorale a été analysé au jour 18, en raison de la taille limite
atteinte par les tumeurs du groupe contréle. Les résultats de la figure 26
indiquent que I'administration d’'une dose quotidienne de TLN-4601, par les
voies IP ou SC, a inhibé la croissance tumorale de 66% et 60%
respectivement (P < 0.0001). L’administration IV de 2 cycles a 100 mg/kg
(q1d x 5) n’a toutefois pas eu d’effet significatif sur le volume tumoral compareé

au groupe contréle.
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Figure 26 : Effet de la voie d’administration sur I'efficacité antitumorale du
TNL-4601 dans le modele de glioblastome C6 chez la souris. Le groupe
CONT (cercle) a recu du véhicule par la voie i.p. Le nom des autres groupes

représente la voie d’administration du TLN-4601.

L’efficacité in vivo du TLN-4601 a par la suite été évaluée dans un
second modéle de glioblastome, soit la xénogreffe de la lignée U87MG chez
la souris athymique nue. L’administration sous-cutanée de 3 cycles de TLN-
4601, a raison de 30 mg/kg (gld x 5), a bien été tolérée et aucune perte de
poids significative n'a été observée durant cette étude. Les résultats de la
figure 27 indiquent, qu’au jour 34, le traitement au TLN-4601 a inhibé 36% du

volume tumoral par rapport au groupe contrdle (P = 0.05).
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Figure 27 : Effet antitumoral du TLN-4601 dans le modele de glioblastome

U87MG chez la souris. Le témodal a été utilisé comme contrdle positif.

Etude transcriptomiques par microarray

L’analyse transcriptomique de xénogreffes de tumeur C6 par
microarray, a montré que le TLN-4601 modulait significativement I'expression
de 85 geénes (Tableau 22). Ceux-ci ont été regroupés selon leur fonction
dans la synthése des stéroides, la synthése d’ATP ou le transport d’ions, la
signalisation, le métabolisme, I'apoptose, la modification de 'ADN et la

transcription.
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Gene / Fonction Symbole | Ratio
SYNTHESE DE STEROIDES
Hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase, 3 beta- and steroid delta-isomerase 5 | Hsd3b5 | 2,0
Hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase, 3 beta- and steroid delta-isomerase 6 | Hsd3b6 | 1,7
Hydroxysteroid dehydrogenase, 11 beta type 2 Hsd11b2] 1,9
Geénes inductibles par des stéroides
GABA(A) receptor gamma-1 subunit Gabrgl | 3,0
GABA(A) receptor, alpha 3 Gabra3 | 2,7
Clone E512, estrogen induced gene [259 nt] E512 3,2
Clone E5103, estrogen induced gene [148 nt] E5103 3,6
SYNTHESE D'ATP / TRANSPORT D'IONS
ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial FO complex, subunit ¢ Atp5gl1 | 2,5
Delta subunit of F1IFO ATPase gene Atp5d 2,1
ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex, beta polypeptide Atp5b 3,2
ATPase, Na+K+ transporting, alpha 1 polypeptide Atplal 3,2
ATPase, Na+K+ transporting, alpha 3 subunit Atpla3 3,5
SIGNALISATION
Récepteur a facteur de croissance
Epidermal growth factor receptor Egfr 0,5
GDNF-family receptor alpha 3 Gfra3 0,4
FGF receptor 1 Fofrl 2,4
Insulin-like growth factor | Igfl 2,0
Growth hormone receptor Ghr 2,9
Régulateur des protéines G
Regulator of G-protein signaling 12 Rgs12 0,4
Regulator of G-protein signaling similarity (Rgs11) Rgs11 0,4
Regulator of G-protein signaling 9 Rgs9 0,5
Regulator of G-protein signaling 7 Rgs7 0,5
Regulator of G-protein signalling 14 Rgs14 0,5
Orphan G protein-coupled receptor GPR26 Gpr26 0,5
G protein-coupled receptor LGR4 Gpr48 0,5
70 kd heat-shock-like protein (Hsc70) Hspa8 3,0
Kinases
Mitogen-activated protein kinase 3 (ERK1) Mapk3 0,5
Ras homolog gene family, member B Rhob 0,5
Ras homolog gene family, member A RhoA 0,3
Phosphoinositide 3-kinase p85 alpha Pik3rl 0,5
Glycogen synthase kinase beta (tau protein kinase ) Gsk3b 2,0
Inositol 1,4,5-trisphosphate 3-kinase B Itpkb 2,2
Phosphatidylinositol 4-kinase Pik4cb 2,2
Mitogen activated protein kinase 13 (p38delta) Mapk13 | 2,0
Serine/threonine kinase 2 (Stk2) Slk 0,2
MAP kinase kinase (MKK2) Map2k2 | 2,5
Protein kinase WNK1 Prkwnk1| 0,3
Phosphatidylinositol 3-kinase p85 beta Pik3r2 3,0
Phosphatases
Phosphoinositide phosphatase Sacmll | 2,0
Protein tyrosine phosphatase Ptp4a2 2,1
Autres
Calmodulin Il Calm3 2,7
Adenylyl cyclase 6 Adcy6 3,5
V-yes-1 Yamaguchi sarcoma viral related oncogene homolog Lyn 2,0
WNT1 inducible signaling pathway protein 1 Wispl 2,2
Insulin-like growth factor-binding protein 5 Igfbp5 2,2

Tableau 22 : Genes différentiellement exprimés par le TLN-4601 dans les

tumeurs C6.
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Géne / Fonction Symbole |Ratio
METABOLISME
Catabolisme des graisses
Lipoprotein lipase Lpl 2,8
Cytosolic phospholipase A2 isoform clone HISCPLA [320 nt] Pla2 3,7
Beta-oxidation des acides gras
Peroxisome proliferator activator receptor, delta Ppard 3,6
3-keto acyl-CoA thiolase B (peroxisomal Acaa) Acaal 5,4
3-oxo0 acyl-CoA thiolase A (peroxisomal Acaa) Rgd1562373| 2,7
2,4-dienoyl-CoA reductase precursor Decrl 9,2
Métabolisme du glycérol
Glycerol kinase Gk 5,5
Glycerophosphodiester phosphodiesterase 1 Gdel 2,3
Glycerolphosphate dehydrogenase Gpd 2,0
Glycerol-3-phosophate dehydrogenase 2 Gpd2 3,0
Métabolisme du glycogene
Glycogen synthase kinase beta (tau protein kinase 1) Gsk3b 2,0
Glycogen synthase 2 Gys2 4,3
Phosphorylase kinase beta Phkb 2,5
Voie des pentoses phosphate
Glucose-6-phosphate dehydrogenase G6pd 2,9
Transketolase Tkt 4,1
Synthése d'acides nucléiques
Phosphoribosyl pyrophosphate synthetase 1 Prpsl 2,4
Prps-associated protein (39 kDa) Prpsapl 3,7
Glycolyse
6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3 Pfkfb3 3,2
6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 2 Pfkfb2 2,8
Liver aldolase B (fructose-bisphosphatase) Aldob 2,6
Neuron-specific enolase Nse 2,0
Aldehyde dehydrogenase Aldhla2 2,1
Pyruvate dehydrogenase kinase isoenzyme 4 Pdk4 2,5
Récepteurs prométaboliques
Insulin-like growth factor | Igfl 2,0
Thyroid stimulating hormone receptor Tshr 2,4
APOPTOSE
Granzyme B Gzmb 2,4
Apotosis activating factor Apafl 2,0
Glycogen synthase kinase beta (tau protein kinase 1) Gsk3b 2,0
Mitogen-activated protein kinase 3 (ERK1) Mapk3 0,5
Ras homolog gene family, member B Rhob 0,5
Ras homolog gene family, member A RhoA 0,3
NLR family, apoptosis inhibitory protein 2 (Birc1) Naip2 4,1

Tableau 22 : (suite)
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Géne / Fonction Symbole | Ratio
MODIFICATION DE L'ADN
Histone H1-0 H1f0 3,8
DNA topoisomerase IIA Top2a 4,0
DNA topoisomerase 1I1B Top2b 3,6
DNA cytosine 5 methyltransferase Dnmtl 3,7
DNA ligase | Ligl 4,0
Deoxyribonuclease | Dnasel 29
Cellular nucleic acid binding protein Cnbp1l 2,1
TRANSCRIPTION
RNA polymerase | 194 kDa subunit (RPA1) Rpol-4 3,1
C2-HC type zinc finger protein r-MyT13 St18 2,4
RNA polymerase ll-like protein Polr2g 2,3
Zinc finger protein 637 Zfp637 4,1
Zinc finger protein 5 (DZF5) Znf569 2,1
Transcription factor 1 (HNF1) Tcfl 2,8
pEachy pEachy 3,2
Nuclear factor I/C Nfic 2,9

Tableau 22 : (suite)

DISCUSSION
Efficacité in vivo

Etant donné le bon profil de cytotoxicité du TLN-4601 in vitro, nous
étions intéressés de voir si ce composé pouvait démontrer des propriétés
antitumorales in vivo. Nous avons pu démontrer que le TLN-4601 avait une
activité antitumorale modérée vis-a-vis de la lignée humaine U87MG (36%
d’inhibition) et une activité antitumorale plus significative envers la lignée de
rat C6 (60-66% d’inhibition). Ces résultats in vivo corrélent bien avec les
IC50 déterminés in vitro qui indiquaient une plus grande sensibilité pour la
lignée C6 [309].

Cette étude a également indiqué que l'activité du TLN-4601 était
grandement affectée par la route d’administration en raison de sa
pharmacocinétique particuliere. En effet, bien que I'administration IV soit la

mieux tolérée et qu’elle résulte en une absorption de 100% avec un Cmax et
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un AUC élevé, 'administration de 100 mg/kg/jour en bolus IV n’a pas donné
d’effet antitumoral. A I'opposé, I'administration SC et IP n'ont pas été aussi
bien tolérée en raison de toxicité locale, occasionnant des occlusions
intestinales par la voie IP ou de l'inflammation et un épaississement de la
peau par la voie SC. Toutefois, malgré l'utilisation de plus faibles doses, les
traitements par ces voies se sont néanmoins avéres plus efficaces. L’étude
de la pharmacocinétique nous a montré que le TLN-4601 avait une
distribution et une élimination tres rapide (t;, = 5 min). En effet, la
concentration de TLN-4601 peut passer de 425 pM a 1 pyM en ~ 1 heure
suivant l'injection intraveineuse. Bien que I'absorption plus lente par les voies
IP et SC résulte en un Cmax beaucoup plus petit (7.8 uM aprés 15 min IP et
2.3 pM aprés 1h SC), elle permet toutefois d’obtenir une concentration
supérieure a 1 pM jusqu'a 8h suivant linjection par ces voies [309].
Lefficacité antitumorale du TLN-4601 in vivo dépendrait donc du maintien
d’'une concentration plasmatique pres de la valeur de I'IC50 et non d’une
exposition maximale (Cmax) qui serait suivie d’'une élimination rapide.

Selon une étude réalisée dans un modéle orthotopique, Ila
concentration de TLN-4601 mesurée dans la tumeur cérébrale (176 ug/g)
était plus de 200 fois supérieure a celle mesurée dans le cerveau mais aussi,
7 et 11 fois supérieure a celle mesurée dans le foie et le plasma
respectivement [327]. Cette distribution préférentielle du TLN-4601 aurait
comme effet d’augmenter son activité dans la tumeur tout en diminuant la
toxicité dans les autres tissus. Comme I'lC50 varie entre 4.3 et 10.9 uM dans

les différentes lignées de glioblastome in vitro, nous avons estimé que le
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maintien d’'une concentration plasmatique autour de 0.4 & 1 uM, grace a des

pompes portatives, serait idéal pour des essais cliniques.

Transcriptdme des tumeurs traitées

Nous avons ensuite tenté de déterminer les mécanismes d’actions du
TLN-4601. Les résultats in vitro ont montré que le TLN-4601 se liait
spécifiguement au récepteur périphérique des benzodiazépines (TSPO) [309].
D’autres résultats ont démontrés que le TLN-4601 inhibait I'activation de Ras
et les voies de signalisation qui en découle [319]. Nous avons également
émis I'’hypothése que le TLN-4601 puisse agir sur 'ATPsynthase en se liant a

sa sous-unité OSCP.

TSPO

Dans un premier temps, l'analyse transcriptomique semble bien
témoigner d’'un effet du TLN-4601 sur le TSPO in vivo. Le récepteur
périphérique des benzodiazépines (PBR), maintenant appelé protéine
translocatrice  (TSPO), est pharmacologiguement, anatomiquement,
structurellement et fonctionnellement distinct du récepteur central des
benzodiazépines (CBR ou GABAA) [286]. Il s’agit d’'une protéine
mitochondriale de 18kDa associée au canal anionique voltage-dépendant
(VDAC) et au translocateur du nucléotide adénine (ANT), qui contribuent tous
ensemble a la formation du pore mitochondrial de perméabilité transitoire
(MPTP), un complexe jouant un rble clef dans le transport du cholestérol
entre les membranes interne et externe de la mitochondrie, qui s’avere I'étape

limitante de la synthese des hormones stéroidiennes (figure 28).
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Figure 28 : Roéle du MPTP dans la stéroidogénése.

Entrée du cholestérol et stéroidogénése

L’analyse transcriptomique a révélé que le TLN-4601 induisait
'expression de plusieurs genes impliqués dans la synthése de stéroides
(hydroxy-stéroides déshydrogénases HSD11B2, HSD3B5 et HSD3B6). La
surexpression de plusieurs genes inductibles par des stéroides tel que le
GABRGL1, le GABRAZ et les clones E512 et E5103, semble témoigner que le
TLN-4601 ait favorisé la synthése de stéroides in vivo. L’effet d’autres
ligands du TSPO sur le transport du cholestérol et la stéroidogénése a par
ailleurs été largement décrit [328-333]. L'impact que pourrait avoir le
transport du cholestérol sur la croissance cellulaire et la mitose a fait I'objet
d’une revue [334]. Il a été démontré que l'inhibition du trafic intracellulaire du
cholestérol [335] ou laccumulation de cholestérol libre [336] pouvaient
causer des dysfonctions mitochondriales variées et que la déficience en

cholestérol pouvait mener a 'arrét du cycle cellulaire et a 'apoptose [337]. I
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est a préciser que cet apoptose induite par le cholestérol pourrait étre médié
par la protéine kinase p38 [338]. Or, nous avons observé que le TLN-4601
induisait I'expression de la p38 MAPK (Mapk13), comme le firent d’autres
ligands du TSPO dans une étude précédente [339]. Enfin, un impact
additionnel de la synthése accrue de stéroides est a considérer, étant donné
gue les stéroides sont capables d’exercer un effet anxiolytique [340, 341], en
plus d’induire 'apoptose dans le cancer du sein, du col et de la prostate [342-

344).

Voies de signalisation de Ras

Compte tenu que le TLN-4601 est prolongé par un groupement
farnésyl, nous avons émis I'hypothése qu’il puisse aussi interagir avec les
messagers Ras et Raf dont la farnésylation joue un réle important dans leur
co-localisation a la membrane cytoplasmique, ou s’amorce la cascade de
phosphorylation par les récepteurs a tyrosine kinases tel que I'EGFR.
Certaines molécules farnésylées, tel que l'acide farnésylthiosalicylique, sont
en effet des inhibiteurs de Ras [310]. La figure 29 présente les voies de
signalisation des récepteurs a tyrosine kinase, impliquant la protéine Ras.
L’expression différentielle de plusieurs médiateurs de cette voie semble

témoigner d’un effet du TLN-4601 sur Ras.
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Figure 29 : Effets du TLN-4601 sur les voies de signalisation de Ras

Outre la diminution de I'expression des récepteurs EGFR et GDNFRa3,
la diminution des protéines régulatrices des GTPases; Rgs 12 et 14, peut
inhiber I'activation de Ras [311, 312]. L’inhibition d’ERK1 (Mapk3), RhoB et
PI3K (Pik3r1) et I'induction de I'lP3-kinase B (Itpkb) et de Gsk3b abonderait
dans ce sens. En revanche, la surexpression d’IGF1, du récepteur FGFR1,
de la protéine tyrosine kinase Lyn et de la PI3K beta (Pik3r2), aurait un effet
contraire.

Des études in vitro ont par la suite montré que le TLN-4601 inhibait
l'activation de Ras-GTP [319] et la phosphorylation de Raf et ERK-1 [320,
321] dans les cellules de cancer du sein, du pancréas ou de la prostate,
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stimulées a 'EGF. Il a également été rapporté une inhibition d’Akt [322]. Le
fait que le TLN-4601 interfere dans la signalisation aprés la prénylation de
Ras offre un avantage par rapport aux inhibiteurs classiques de farnésyl
transférases (FTIs), car ces derniers deviennent inefficaces lorsque Ras est
prénylé alternativement par la protéine géranylgéranyl transférase (GGT)

[345].

En somme, l'inhibition de I'expression de RhoB et ERK1 et l'induction
de Gsk3b, en aval de la voie de Ras, peuvent étre bénéfique puisque
l'activation de RhoB méne a linactivation de p21Waf1/Cip1, a la progression
du cycle cellulaire en phase S et a une transformation maligne médiée par
Ras [346]. De plus, RhoB serait impliqué dans la radiorésistance des gliomes
et cet effet serait renversé par linhibiteur de farnésyl transférases R115777
[347]. Quant a ERK1, il serait surexprimé et activé dans le glioblastome
multiforme [34] et jouerait un rbéle important dans la survie des gliomes [35].
Par exemple, le PD98059, un inhibiteur spécifique d’ERK1/2, ralenti la
prolifération des cellules de gliome C6 [348]. Enfin, le rble de Gsk3b demeure
controversé; alors qu’il agit comme suppresseur de tumeur dans certains
types de cancer, il stimuler aussi la croissance et le développement de
d’autres types de tumeur [349]. Néanmoins, linhibition d’Akt et I'activation
subséquente de Gsk3b par la tétrandrine [350], ['A443654 [351], le
trichostatin A [352], les KP-372-1 et 2 [353], les KCAQ75 et KCC009 [354],
'enzastaurin [355], et TUCN-01 [356], induit 'apoptose dans les lignées de

cancer du c6lon, des lymphocytes, du sein et du cerveau, respectivement.

152



Effets sur le métabolisme

Dans I'ensemble, un effet remarquable du TLN-4601 fut 'expression
différentielle de tout un réseau de genes impliqués dans le métabolisme
énergétique. Le catabolisme des graisses, puis du glycérol et des acides
gras libérés, ainsi que la voie du pentose phosphate (PPP), semblent
impliqués et pourraient constituer un mécanisme pour relancer la glycolyse.
La figure 30 montre les effets possibles du TLN-4601 sur la mitochondrie qui

seront discutés.

Diffusion
desions

Dissipation
du delta

Figure 30 : Effets possibles du TLN-4601 sur la mitochondrie

F1Fo ATP synthase

Selon une théorie stipulée par Warburg en 1929, les cellules tumorales
adopteraient une glycolyse accrue lorsque la respiration cellulaire serait
compromise. En plus de l'effet direct de certains benzodiazépines et des
stéroides sur 'OSCP de 'ATPsynthase [357, 358], les ligands du TSPO [359,
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360] ainsi que les protéines Raf [361] et Akt [362, 363] sont connus pour
régler 'ouverture du pore de perméabilité mitochondriale transitoire (MPTP),
pouvant dissiper le potentiel transmembranaire requis pour la synthese d’'ATP
lors de la respiration cellulaire [364].
- Dissipation du potentiel transmembranaire

Il a été rapporté que certains ligands du TSPO causent une ouverture
prolongée du MPTP entrainant une dissipation du potentiel transmembranaire
[359, 360]. Il a également été démontré que Raf [361] et Akt [363] contrdlent
la fermeture du VDAC, un constituant du MPTP. La phosphorylation
oxydative serait alors compromise puisque la chaine du cytochrome et 'ATP
synthase requiérent un gradient électrochimique pour fonctionner.
- Liaison directe

Un autre mécanisme possible serait que le TLN-4601,
indépendamment du TSPO, inhibe directement la F1FOATPsynthase,
entrainant la génération de DROs et par conséquent, I'initiation de I'apoptose.
Cette hypothése a été soulevée par le fait que certains benzodiazépines
possedent une activité cytotoxique a des concentrations beaucoup plus
élevées que leur affinité pour le TSPO et que certains se sont avérés actifs
aupres de cellules dépourvues de TSPO [365]. L’hypothése est appuyée par
le fait que le complexe FiFo ATPsynthase contient une protéine (TOSCP) qui
posséde un site de liaison pour les benzodiazépines [357]. A titre d’exemple,
il a été rapporté que linhibition de la FiFo ATPsynthase par le 1,4-
benzodiazépine Bz-423 induisait un état de transition dans la mitochondrie,

favorisant la production d’O, par la chaine respiratoire [366]. Cette

augmentation d’O, était dose-dépendante et le degré d’apoptose induit par le
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Bz-423 était directement proportionnel & la quantité d’O, produit et pouvait

étre inhibé par des antioxydants [367].

Que ce soit par liaison directe du TLN-4601 a I'ATP synthase ou par
dissipation du gradient électrochimique suite a l'ouverture du MPTP, Il
s’ensuivrait une inhibition de la phosphorylation oxydative et par conséquent
une carence en ATP. Des effets des ligands du TSPO ont dailleurs été
rapportés sur la respiration cellulaire [368, 369]. Le LY294002, un inhibiteur
d’Akt, aurait également des effets sur la respiration cellulaire [370]. Lorsque
la phosphorylation oxydative serait inhibé ou incompléte, 'ATP synthase
amorcerait en contrepartie I'hydrolyse d’ATP [371] et la génération de dérivés

réactifs de I'oxygéne (DROs) [372]. Allant dans ce sens, Gourdeau, Zvereff et

al. ont rapporté I'induction d’O, et des caspases 3 et 7 par le TLN-4601 dans
une panoplie de lignées tumorales humaines, incluant les cellules de gliome
SF188 [320]. Dans cette étude, nous avons observé que le TLN-4601
induisait I'expression des génes d’ATPases lal, l1la3, 5d et 5g1. Les 2
premiéres sont des transporteuses d’ions Na+ et K+ et les deux suivantes
pompent des ions H”. L’activation des ATPases pourrait constituer une
tentative de rétablir le potentiel transmembranaire requis pour la synthése
d’ATP [371].

Inspiré par la théorie de Warburg, des auteurs ont démontré que les
gliomes étaient capables d’orienter leur métabolisme énergétique vers une
glycolyse accrue pour générer leur approvisionnement en ATP cellulaire [373].
Une corrélation a dailleurs été démontrée entre la densité de TSPO, le

métabolisme du glucose et la malignité des gliomes [374]. La méme
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corrélation a été observée entre I'activation d’Akt le métabolisme du glucose

et la malignité des gliomes [375].

Hexokinase

La glycolyse est une voie beaucoup moins rentable que celle de la
phosphorylation oxydative mitochondriale, mais elle s’avére beaucoup plus
rapide, se déroule dans le cytoplasme et ne requiert ni oxygéne ni potentiel
transmembranaire. L’hexokinase et la glycérol kinase sont deux enzymes de
la glycolyse, qui se trouvent liées au VDAC, qui se trouve lui-méme associé
au TSPO sur la membrane externe de la mitochondrie [284, 376].
L’association de I'hexokinase au canal VDAC-ANT confere aux deux kinases
un acces direct et préférentiel a 'ATP généré par la F1Fo ATP synthase située
dans la membrane interne de la mitochondrie [26, 27]. L’hexokinase ou la
glycérol kinase utiliserait alors cet ATP pour phosphoryler le glucose ou le
glycérol en glucose-6-phosphate ou en glycérol-3-phosphate (figure 31). I
est possible que la liaison d’'un ligand au TSPO puisse inhiber I'activité de ces
deux kinases. Le diazépam, par exemple, est capable d’empécher I'activation
de la glycolyse et de la consommation d’ATP en réponse au stress [377]. La
voie de Ras-Akt quant a elle favorise l'activité de I'hexokinase (Hk) en
maintenant l'ouverture du canal VDAC [363]. L’activation de la Gsk3b
entraine en revanche la dissociation de I'hexokinase en phosphorylant le

VDAC [378].
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PFK-1

Le glucose-6-P est alors converti en fructose-6-P, puis en fructose-1,6-
biphosphate grace a la phosphofructokinase-1 (Pfk1). Cette derniére réaction
est une étape clef de la glycolyse qui est régulée allostériguement par le
fructose-2,6-biphosphate produit grace a la fructose-6-phosphate-2-kinase
(Pfkfb3). L’activation de cette enzyme est contrblée par Akt [379-381]. Blum
et al. ont d’ailleurs rapporté que I'acide farnésylthiosalicylique, un inhibiteur de

Ras, causait une inhibition générale des enzymes de la glycolyse [382].

Métabolismes des acides gras

La formation de la membrane lipidique, nécessaire a la croissance et a
la division cellulaire, reposerait principalement sur la biosynthése des acides
gras a partir de l'acétyl CoA [383] plutét que sur l'utilisation des triglycérides
circulants [384]. Plusieurs effecteurs d’Akt tel que mTOR [385], p70-S6K
[386] et AMPK [387], peuvent stimuler la synthése des acides gras et inhiber
leur beta-oxydation [388-392].

Comme le montre la figure 31, sous l'effet du TLN-4601, les cellules C6
ont surexprimés tout un réseau de génes impliqgués dans le catabolisme des
graisses et d’autres impliqués dans des voies alternatives venant relancer la

voie de la glycolyse.
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Figure 31 : Effet du TLN-4601 sur le métabolisme énergétique

Le TLN-4601 a en effet induit I'expression de la lipoprotéine lipase (Lpl)
et de la phospholipase A2 (Pla2), capables de cataboliser les triglycérides en
trois molécules d’acide gras et une molécule de glycérol. Le TLN-4601 a
également induit I'expression de la 2,4-dienoyl-coenzyme A réductase

(DecR1) qui utilise le pouvoir réducteur du NADPH, produit par la voie des
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pentoses phosphate [393], pour catalyser I'étape limitante d’'un processus
préparant les acides gras a étre utilisé comme substrat pour la beta-oxydation
[394]. L’expression de cette enzyme s’avére dramatiquement réduite dans de
nombreux cancers du sein et la réexpression de DecR1 dans les tumeurs
mammaires supprime fortement leur croissance [395]. Le peroxisome
proliferator activated receptor delta (PPARD) induit quant a lui la beta-
oxydation des acides gras ainsi que le flux du glucose vers la voie des
pentoses phosphate [396]. Enfin, la 3-oxo acyl-CoA thiolase A (Acaal) et la
3-ketoacyl-CoA thiolase B (Rgd1562373) sont deux enzymes peroxysomales
catalysant les derniéres étapes de la beta-oxydation des acides gras pour
former l'acétyl CoA [397, 398]. Outre linhibition d’Akt et mTOR, d’autres
mécanismes peuvent induire la beta-oxydation des acides gras. En effet, un
ratio élevé d’ADP\ATP, peut activer 'adénylate kinase qui converti alors deux
molécules d’ADP en une molécule d’ATP et une molécule d’AMP, qui stimule
'AMP-activated protein kinase, un modulateur de I'apport en nutriments et du
catabolisme des acides gras [399]. La beta-oxydation des acides gras peut
générer de ['Acétyl-CoA, indépendamment du pyruvate [400]. Ce
changement de voie pourrait également étre contrdlé par la surexpression du
géne de PPARdelta, puisque ce dernier est un régulateur clef des génes de la
pyruvate déshydrogénase kinase (Pdk) et particulierement du Pdk4 [401] qui
empéche la conversion du pyruvate. La Pdk peut également étre stimulée
par l'acétyl-CoA [402, 403]. En somme, le catabolisme des graisses peut
avoir comme effet d’inhiber la croissance cellulaire, car la formation de la

membrane lipidique repose principalement sur la biosynthése des acides gras
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a partir de l'acétyl CoA [383] plutdét que sur [l'utilisation des triglycérides
circulants [384].

En revanche, selon Chen et al., I'expression des génes de I'ATP
synthase, de la voie des pentoses phosphates et de la beta-oxydation, dans
les cellules de cancer du sein métastasées au cerveau, représenterait une
adaptation métabolique qui favoriserait leur survie [404]. Allant dans ce sens,
la production concomitante d'une molécule de glycérol ainsi que la
surexpression de la glycérol kinase (Gk) et de la glycérol phosphate
déshydrogénase (Gpdh) peut générer du glycéraldéhyde-3-P et relancer la
glycolyse lorsque la Pfk-1 est inhibée. De fagon analogue, I'activation de la
glycogéne synthase kinase 3 beta (Gsk3b) découlant de l'inhibition d’Akt,
inhibe 'emmagasinage du glucose-6-phosphate sous forme de glycogene par
la glycogéne synthase (Gys2) [405]. A l'inverse, la dégradation du glycogéne
est favorisée par la surexpression de la phosphorylase kinase beta (Phkb) qui
stimule la glycogene phosphorylase cérébrale (Pygb). Le glucose-6-P peut
alors servir de substrat a la glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD) qui
est la premiere enzyme et l'étape limitante de la voie des pentoses
phosphates. Cette voie peut servir a générer du ribose-5-P qui sera ensuite
transformé en phosphorybosyl pyrophosphate (PRPP), le précurseur des
acide nucléiques, grace a la PRP synthase 1 (Prps1) et l'interaction de la
Prps associated protein 1 (Prpsapl). Enfin, le ribose-5-P peut également étre
converti par la transkétolase (Tkt) en glycéraldéhyde-3-P et relancer la

glycolyse lorsque la Pfk-1 est inhibée.
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Apoptose

Au-dela de leur rble comme centrale énergétique de la cellule, les
mitochondries exercent une fonction majeure comme organelle de suicide.
Un des rdles les plus importants du TSPO est celui qu’il joue dans la survie
cellulaire, puisque l'ouverture du pore de perméabilité mitochondriale
transitoire (MPTP) est une étape clef dans la régulation de I'apoptose. |l fut
intéressant de constater que le TLN-4601 induisait I'expression des genes de
la glycogene synthase kinase beta (Gsk3b) et du granzyme beta (Gzmb), qui
sont deux activateurs connus de la perméabilité mitochondriale transitoire et
de l'apoptose [406, 407]. Par exemple, il a été rapporté que la dépolarisation
membranaire induisait la phosphorylation/déphosphorylation alternative de
Gsk3b dans les cellules de neuroblastome humain [408]. Il a également été
rapporté qu’une élévation de la concentration nucléaire de Gsk3b, précédait
I'activation des caspases 9 et 3, suite a un choc thermique ou a un traitement
a la staurosporine [409]. De son c6té, le Gzmb a été impliqué dans l'initiation
de la perméabilité mitochondriale transitoire et la relache du cytochrome c
[410-412]. Des effets antitumoraux lui auraient également été attribués {revu
par [413]}. Une fois relaché dans le cytosol, le cytochrome c forme un
complexe avec le facteur d’activation de l'apoptose 1 (APAF-1) et induit
'apoptose dans les tumeurs cérébrales, mais pas dans les tissus normaux
[414]. Dans la présente étude, I'expression du géne d’APAF-1 a été induite
dans les gliomes traités au TLN-4601. Ce facteur serait essentiel a
induction de l'apoptose par le cytochrome c [415] et serait frequemment
inactivé dans les glioblastomes [416]. |l est a noter qu’ Akt pourrait étre un

régulateur d’APAF-1 [417]. Enfin, il a été rapporté que la surexpression
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d’APAF-1 dans les gliomes augmentait lI'apoptose dans les cellules
résistantes a I'apoptose induite par 'oncogéne p53 [418] ainsi que I'apoptose
induite par la chimio [419] ou la radiothérapie [420].

En conclusion, méme si I'efficacité du TLN-4601 contre les lignées C6
et U87MG semble corréler avec leur niveau de TSPO [302, 421], la lignée de
lymphocytes-T immortalisés “Jurkat” s’est toutefois montrée sensible au TLN-
4601 en dépit de l'absence de TSPO [422]. D’autres cibles des
benzodiazépines, tel que la protéine OSCP du complexe F1FoATPsynthase
[357], sont a considérer. En addition, il est aussi possible que ce soit le
groupement farnésyl du TLN-4601 qui conduise a un effet antitumoral en
agissant sur dautres voies de signalisation, impliguant des messagers
farnésylés tel que Ras, Raf ou RhoB. Quoiqu'il en soit, beaucoup de crédit
devrait étre accordé a linteraction du TLN-4601 avec le TSPO, car elle
permet d’augmenter spécifiquement la concentration du composé dans la
tumeur [327], favorisant un bon profil thérapeutique et une faible toxicité [423].
De facon analogue, le melphalan et la gentamicine ont déja été combiné a
des ligands du TSPO pour accroitre leur distribution dans le cerveau et leur
sélectivité pour les tumeurs [424, 425]. En bref, les résultats obtenus in vivo
ont généré beaucoup d’enthousiasme autour de ce composé issu de source
naturelle et représentant une toute nouvelle classe de molécules bivalentes.
lls auront permis d’initier et d’orienter la 1°"® phase des essais cliniques.
Dans cette étude clinique, un dosage croissant, administré a des patients
atteints de divers cancers, montra que le TLN-4601 s'avéra bien toléré et

gu’aucune dose maximale tolérée ne fut atteinte. Parmi sept patients ayant

complété six cycles de traitement ou plus, quatre ont démontré une
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stabilisation de leur cancer. En février 2009, a débuté le recrutement de

patients atteints d'un glioblastome multiforme pour un essai de Phase II.

CONCLUSION DE LA 2° PARTIE

La deuxieme partie de cette thése, montre I'efficacité antitumorale d’une
toxine produite par des actinomycetes. L’étude de la pharmacocinétique a
montré que la molécule, appelée TLN-4601, était distribuée et éliminée trés
rapidement. L’administration par différentes voie a révélé que I'efficacité du
TLN-4601 était reliée a une concentration plasmatique chronique, plutét qu’a
une exposition maximale de courte durée. A la lumiére de ces résultats, la
stratégie adoptée pour les essais cliniques, fut d'infuser le TLN-4601 au
moyen d’'une pompe portative relié & une veine centrale. La molécule étant
constituée d’'un noyau dibenzodiazépine, prolongé d’'une chaine farnésyl, il a
été proposé qu’elle puisse cibler les récepteurs des benzodiazépines ou bien
la signalisation de messager farnésylés tel que Ras, Raf, ou Rho. L’étude du
transcriptome des tumeurs de souris traitées, a montré l'expression de
plusieurs genes responsables de la synthése de stéroides ainsi que de
plusieurs genes inductibles par les stéroides. Le récepteur périphérique des
benzodiazépines (PBR) fait partie d’'un complexe appelé pore de perméabilité
mitochondriale transitoire (MPTP). Ce complexe joue un rble déterminant
dans le transport du cholestérol a I'intérieur de la mitochondrie, qui s’avere
I'étape limitante de la stéroidogenese. Les résultats suggérent donc, que la
liaison du TLN-4601 au PBR entraine une ouverture du pore mitochondrial in
vivo. Comme c’est le cas pour plusieurs ligands du PBR, I'ouverture du pore

peut entrainer le passage dlions et la dissipation du potentiel
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transmembranaire, nécessaire au fonctionnement de I'ATP synthase. Une
surexpression de plusieurs genes des pompes Na+, K+ ou H+ ATPases a été
observée dans les tumeurs traitées. |l pourrait s’agir d'un mécanisme visant a
repomper les ions et rétablir le potentiel transmembranaire, afin de contrer
l'effet du TLN-4601. La forte expression du PBR dans la lignée C6, a été
corrélée avec une meilleure efficacité du TLN-4601, comparée a la lignée
U87, qui exprime moins fortement le récepteur. Le PBR semble également
avoir favorisé I'accumulation du TLN-4601 dans la tumeur plutét que dans le
tissu cérébral sain. Le TLN-4601, a également réduit 'expression du géne de
l'epidermal growth factor et de plusieurs régulateurs de [lactivité des
GTPases. Ces changements seraient susceptibles d’inhiber I'activation de
Ras-GTP. Le TLN-4601 a également inhibé I'expression des genes de la
pi3k, de rhob et d’erk1 et induit 'expression de gsk3b, qui témoigneraient tous
d’une inhibition de Ras. Selon la littérature, ces résultats seraient favorables
a une réduction de la prolifération et de la survie des gliomes. Le TLN-4601 a
également induit I'expression de tout un réseau de génes reliés au
catabolisme du glycérol et des acides gras. Ce catabolisme serait susceptible
de priver la synthése des phospholipides membranaires, des substrats dont
elle a besoin, et inhiberait la croissance tumorale. L’inhibition d’Akt, qui est un
effecteur de Ras, pourrait étre a I'origine de cet important effet. Nos résultats
découragent donc la sélection des patients qui présentent les mutations de
MDM2, de p53 ou de PTEN, rencontrées fréquemment dans les GBM, car
elles sont susceptibles d’activer la voie en aval de l'effet du TLN-4601. En

revanche, la surexpression du PBR parait un critére de sélection essentiel.
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CONCLUSION GENERALE
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Les premiéres thérapies visant une cible moléculaire du glioblastome
ont souvent montré de bons résultats lors des essais cliniques de phase I,
mais la grande majorité ne se sont pas qualifiées pour une phase Ill, n'ont
pas atteint leurs objectifs ou n’ont pas eu d'impact significatif sur la pratique
clinique courante. La chimiothérapie est parfois limitée par l'inaccessibilité
des tumeurs intracérébrales en raison de la barriere hématoencéphalique, par
l'utilisation de voies de signalisation alternatives par les cellules ou par la
sélection de clones génétiquement favorisés. La thérapie antiangiogénique
avait été proposée en raison de la dépendance des tumeurs vis-a-vis de la
néovascularisation, de I'accessibilité directe des cellules endothéliales depuis
la circulation et de la grande stabilité génétique des cellules endothéliales. En
revanche, il est possible que la thérapie antiangiogénique crée un
microenvironnement hypoxique dans la tumeur, propice a la sélection de
cellules plus adaptées a survivre et a croitre dans ce genre de milieu et moins
susceptibles a l'apoptose. Par ailleurs, les agents antiangiogéniques ne
possedent habituellement pas la propriété d’éradiquer les tumeurs, mais
plutét celle de ralentir leur croissance. Leur utilisation comme monothérapie
sur des tumeurs volumineuses déja établies parait donc illusoire.  Utilisés
cependant comme pré ou co-thérapie, ils pourraient permettre une
normalisation des vaisseaux qui résulterait en l'inhibition de la dissémination
de métastases et une meilleure distribution des agents chimiothérapeutiques.
Les agents antiangiogéniques pourraient également étre utilisés en
prévention de la récidive tumorale étant donné que les cellules infiltrées ont la
capacité de reactiver l'angiogenése et de former de nouveaux sites de

croissance.
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Pour étre plus efficace, la prochaine génération de thérapies tentera de
viser plusieurs cibles moléculaires a I'aide d’une drogue a cibles multiple ou
bien a I'aide d’'une combinaison de plusieurs molécules. Le TLN-4601 et le
Néovastat sont deux exemples qui illustrent bien ces deux stratégies. La
démonstration de leur trés faible toxicité pourrait permettre de les combiner
ensemble ou a d’autres drogues déja utilisées en clinique, ce qui apporterait
'opportunité unique de passer a des essais sur des tumeurs nouvellement
diagnostiquées au lieu de tumeurs récurrentes. Cette nouvelle approche aura
pour effet d’accroitre les chances de succés et de faciliter I'enrélement de
patients. Par ailleurs, les études débutant par une chirurgie, permettant
I'évaluation biomoléculaire et pharmacodynamique deviennent de plus en
plus populaire et feront évoluer nos connaissances des mécanismes in vivo
de la sensibilité ou de la résistance aux drogues. Une sélection prospective
des patients basée sur les caractéristiques moléculaires de leur tumeur
devient aussi une réalité et permettra d’offrir des thérapies individualisées.

La prochaine étape serait d”identifier, par une étude prospective, les
mécanismes de compensation pouvant se développer au cours du traitement.
Il s’agirait ensuite de déterminer, grace a des marqueurs, le moment ou la

thérapie perd de son efficacité et qu’il devient opportun de la corriger.
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