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AVANT PROPOS

J'occupe depuis décembre 2001 un poste CNRS de technicien en
expérimentation animale dans le laboratoire de Pharmacologie Chimique et
Génétique et d'Imagerie, dirigé par le Dr Daniel Scherman situé a la faculté de
pharmacie Paris Descartes. Je travaille au sein de I'équipe dirigée par le Dr Michel
Bessodes intitulée «Conception, synthéese et validation de vecteurs pour le ciblage
thérapeutique et l'imagerie», en collaboration avec le Dr Nathalie Mignet, spécialiste
en physico-chimie des vecteurs.

Cette équipe s'intéresse principalement a la vectorisation, au ciblage d'acides
nucléiques ou d'agents thérapeutiques (pour la thérapie génique ou pharmaceutique)
et a I'élaboration de sondes sélectives pour l'imagerie. Ce groupe allie efficacement
des activités de chimie organique et de physico-chimie. Dans ce cadre, je suis
responsable de I'évaluation in vitro et in vivo des vecteurs non viraux de thérapie
génigue congus et réalisés par les chimistes de cette équipe.

Je travaille également en forte collaboration avec le Dr G. Chabot de 'équipe
3, pour évaluer in vitro et in vivo de nouveaux agents anti-angiogénique ou
antivasculaire.

Dans ce contexte, j'ai proposé a mon équipe de réaliser un doctorat sur la
caractérisation de modéles de tumeurs murines et leurs applications en thérapie anti-

angiogénique vectorisée.
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. LE CANCER

Selon I'’American Cancer Society, le cancer est défini comme un ensemble de
maladies caractérisées par une prolifération incontrélée et la propagation de cellules
anormales [American Cancer Society (ACS), 2011].

1. Le processus néoplasique

Composante de base de tous les étres vivants, la cellule est le siege du
processus de cancérisation. Une cellule a I'état normal posseéde un processus de
division cellulaire contr6lé. Lorsqu’'une mutation apparait dans son patrimoine
génétique une cellule normale va entrer en apoptose (Figure 1.1-A). Lorsqu’une
cellule échappe a différentes mutations, sans réparation, ni passage en phase
apoptotique alors il y aura une croissance incontrélée et I'évolution vers une tumeur

maligne (Figure 1.1-B).

Division cellulaire Division des cellules
normale cancereuses

— deme ou
v demiére mutation '
Lésion cellulaire Suicide cellulaire

@ 0’6
&
L |

[ A] [B] 1ere mutation tumorale

. c
&
l\_}

Figure 1.1 : Division cellulaire d’une cellule normale A et d’une cellule tumorale B [National
Cancer Institute (NCI) http://www.cancer.gov/]

Les scientifiques ont identifié plus de 300 genes qui peuvent jouer un rble dans
le développement tumoral s'’ils sont altérés. Ces altérations peuvent étre de différents
types: mutation dans la séquence des génes, altération du nombre de
chromosomes, translocation chromosomique et amplification de genes. Les
modifications observées peuvent se produire dans différentes classes de genes
impliqués dans le maintien de lintégrité de la cellule, notamment les oncogénes
(genes promoteurs de croissance), les génes suppresseurs de tumeurs, les génes
régulateurs de I'apoptose ainsi que les génes réparateurs des dommages de I'’ADN.
Par exemple une altération au sein des oncogenes peut induire un signal de division
incontrélée et donc une croissance cellulaire accrue. Si une mutation intervient au

sein des genes suppresseurs de tumeurs ayant pour rdle de limiter la division
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cellulaire, les cellules possédant cette mutation continuent de proliférer sans

réparation de leur ADN ni entrée en apoptose.

2. Les caractéristiques des cellules tumorales

Hanahan et Weinberg en 2000 ont identifié 6 caractéristiques permettant de
distinguer les cellules tumorales des cellules saines (Figure 1.) [Hanahan et
Weinberg, 2000]. Les cellules tumorales ont ainsi la capacité d’échapper aux
facteurs inhibiteurs de croissance, de résister a I'apoptose, d’induire un signal
prolifératif, possédent une immortalité réplicative et peuvent induire I'angiogenése

favorisant ainsi la dissémination métastatique.

Figure 1.2 : lllustration des propriétés des cellules tumorales [Hanahan et al., 2011].

Nous allons dans la suite de ce manuscrit (Partie Il de ce chapitre) détailler plus
particulierement le processus angiogénique. En effet, 'angiogenese est une étape
clé qui permet a la tumeur d’atteindre chez ’'Homme une taille supérieure a ~1-2 mm
de diametre [Kerbel, 2000]. Par conséquent, ce processus est une cible de choix

pour lutter contre la croissance tumorale.

3. Classification des cancers

3.1 Les tumeurs malignes et les tumeurs bénignes

Les tumeurs peuvent étre classées en deux catégories : les tumeurs bénignes

et les tumeurs malignes ou cancers (Figure 1.). Les tumeurs bénignes sont entourées
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d’'une capsule, qui les rend non invasives. Elles ont une croissance limitée et sont
rarement mortelles. En revanche, dans le cas des tumeurs malignes, les cellules ont
la capacité de donner des foyers tumoraux secondaires (meétastases) situés a
distance de la tumeur primaire. De plus, les tumeurs malignes manifestent souvent
une plus grande agressivité locale en termes d’envahissement et de destruction vis-

a-vis des tissus environnants.

Capsule

Tumeur bégnine Tumeur maligne

Figure 1.3 : Le processus malin comparé au processus bénin [NCI, http://www.cancer.gov/].

3.2 Les différents types de cancers

Les cancers peuvent étre classés en fonction du type de tissu affecté (Figure
I.). Les carcinomes sont les cancers les plus courants. lls proviennent des cellules
qui recouvrent les surfaces internes et externes du corps c'est-a-dire les tissus
épithéliaux comme le poumon et le cblon. Les sarcomes sont des cancers qui
touchent les tissus conjonctifs c’est-a-dire les tissus de soutien de la structure de
'organisme comme les tissus osseux, cartilagineux, musculaires, adipeux et
vasculaires. L’incidence de ce type de cancer est rare. Les lymphomes touchent les
tissus hématopoiétiques qui regroupent les ganglions lymphatiques et les tissus du
systéme immunitaire. Et enfin les leucémies concernent les tissus de la moelle

osseuse responsable de la production des globules blancs.
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- Leucémie
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Lymphome
Ganglion lymphatique
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) L Tissu osseux

Tissu musculaire

Figure .4 : Les différents types de cancer [NCI, http://www.cancer.gov/].

4. La situation du cancer dans le monde et en France

4.1 Le cancer au niveau mondial

Le cancer est la deuxiéeme cause de déces dans le monde aprés les maladies
cardiovasculaires avec 7,424 millions de morts en 2004. Pour les pays en voie de
développement cela constitue 2,154 millions de morts soit 26,6% des causes de
décés contre 5,255 millions soit 10,4 % pour les pays développés [Jemal et al.,
2011].

Chez 'lhomme, les 3 cancers les plus fréquents sont le cancer du poumon et
des bronches, de la prostate et le cancer colorectal avec respectivement 1 095 200,
903 500, et 663 600 nouveaux cas estimés en 2011 (Figure 1.5). Pour la femme, il
s’agit du cancer du sein, du cancer colorectal et du cancer du col de l'utérus avec
respectivement 1 383 500, 570 000 et 529 800 nouveaux cas estimés en 2011. Les
cancers les plus mortels chez ’'homme sont le cancer du poumon et des bronches
avec 951 000 cas, le cancer du foie avec 478 300 cas et le cancer de I'estomac avec
464 400 cas estimés en 2008. Pour la femme les cancers les plus mortels sont ceux
du sein, du poumon et des bronches et le cancer colorectal avec respectivement
458 400, 427 400 et 288 100 morts estimés en 2008 (Figure I.)
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Incidence estimée Mortalité estimée
Homme Femme Homme Femme
Poumon & bronches Sein Poumon & bronches Sein
1383 200 1383 500 951 000 458 400
Prostate Coélon & rectum Foie Poumon & bronches
903 500 570100 478 300 427 400
Célon & rectum Col de l'utérus Estomac Célon & rectum
663 600 529 800 464 400 288 100
Estomac Poumon & bronches Colon & rectum Col de l'utérus
640 600 513 600 320 600 275 100
Foie Estomac Oesophage Estomac
522 400 349 000 276 100 273 600
Oesophage Corps de 'utérus Prostate Foie
326 600 287 100 258 400 217 600
Vessie Foie Leucémie Ovaires
297 300 225 900 143 700 140 200
Lymphome non Hodgkinien Ovaire Pancréas Oesophage
199 600 225 500 138 100 130 700
Leucémie Thyroide Vessie Pancréas
195 900 163 000 112 000 127 900
Cavité buccale Lymphome non Hodgkinien Lymphome non Hodgkinien Leucémie
170 900 156 300 109 500 113 800
Tout site (sauf peau)  Tout site (sauf peau) Tout site (sauf peau)  Tout site (sauf peau)
6 629 100 6038 400 4225700 3345 800

Figure I.5 : Estimation de I'incidence et de la mortalité par cancer dans le monde [GLOBOCAN
2008, http://globocan.iarc.fr/ ; Jemal et al., 2011]

4.2 Le cancer en France

En France, le nombre de nouveaux cas de cancer estimé en 2011 est de 365
500 soit 207 000 pour les hommes et 158 500 pour les femmes. L’age moyen du
patient lors de son diagnostic en 2005 est de 67 ans pour 'homme et de 64 ans pour
la femme. La survie relative a 5 ans des patients diagnostiqués entre 1989 et 1997
était de 52 %, soit 44 % chez 'homme et 63 % chez la femme. En termes de
mortalité 147 500 déces liés au cancer sont estimés en 2011. Le cancer est la
premiére cause de mortalité chez I'homme (84 500 morts) et la seconde chez la
femme (63 000 morts) sur la période 2004-2008 [Epidémiologie des cancers -
Données essentielles en France métropolitaine- INCa Institut National du Cancer -

http://lesdonnees.e-cancer.fr].
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Sexes
FRANCE (METROPOLITAINE) Homme Femme confondus
Population (x1000) 30157 31878 62036
Nombre de nouveaux cas / an (x1000) 188,9 143,8 332,7
Nombre de nouveaux cas / an pour 10 000 personnes  360,6 254,9 300,4
Risque d’avoir un cancer avant 75 ans (%) 35,6 24,5 29,9
Nombre de morts par cancer/ an (x1000) 84,9 60,7 145,5
Nombre de morts / an pour 10 000 personnes 144.,4 77,5 107,3
Risque de mort par cancer avant 75 ans (%) 14,7 7,8 111
Cas de prévalence a 5 ans, population adulte (x1000) 552,0 465,1 1017,1
Nombre de cas estimés / an pour 10 000 personnes 2269,9 1768,1 2009,2
5 cancers les plus fréquents
(taux défini par le nombre total de cas) Prostate Sein Prostate
Poumon Colorectal Sein
Colorectal Poumon Colorectal
Vessie Thyroide Poumon
Reins C,:Ol de Vessie
I'uterus

Tableau I.1 : Les statistiques du cancer en 2008 [GLOBOCAN 2008, http://globocan.iarc.fr/ ;

Ferlay et al., 2010 ; Bray et al., 2012]

5. Les facteurs de risques

Parmi les risques de cancer on distingue les facteurs comportementaux, les

facteurs environnementaux et les facteurs génétiques.

5.1 Les facteurs comportementaux

Il existe différents facteurs de risques de décés par cancer comme le tabac,
I'alcool et la nutrition. Ces facteurs sont de type comportemental sur lesquels il est
possible d'agir pour diminuer l'incidence des cancers. Ci-dessous seront développés

les deux facteurs de risques les plus importants : le tabac et I'alcool.

o La consommation de tabac

En France, le nombre de décés liés au tabac est estimé a 73 000, dont 44 000
par cancer [Hill, 2012]. Le tabagisme est impliqué dans les cancers du poumon mais
également des voies aérodigestives supérieures (bouche, larynx, pharynx,
cesophage), de la vessie et du pancréas. |l serait aussi en cause dans les cancers
des voies urinaires et du rein, de lI'estomac, du col de l'utérus et dans certains cas de
leucémies (Tableau 1.2). La fumée de cigarette est un meélange complexe qui produit
plus de 4000 composés chimiques dont 60 sont connus pour induire des cancers.
Quelques-unes de ces substances causent des maladies des poumons et du coeur
et chaque substance a la capacité d’induire la mort. La fumée de tabac contient des
carcinogenes comme le benzéne, le formaldéhyde, le méthanol, I'acétyléene et
'ammoniaque [American Cancer Society. Cancer Facts & Figures 2012, 2012,

http://www.cancer.org/].
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o La consommation d’alcool

De nombreux adultes (~2 milliards) consomment des boissons alcoolisées
régulierement ce qui correspond a une consommation quotidienne moyenne de 13 g
d’éthanol soit environ un verre [Secretan et al., 2009]. Le risque dépend de la
quantité et non du type d’alcool ingéré. Sa consommation augmente le risque des
cancers des voies aérodigestives supérieures, de I'cesophage, du cblon-rectum, du
sein et du foie (Tableau I.2). Lors de la consommation d’alcool, les principaux
cancérogénes mis en cause sont I'acétaldéhyde (principal métabolite) et les radicaux
libres produits lors de sa dégradation qui peuvent induire des cancers dans différents
sites [Institut National du Cancer (INCa), « Alcool et risque de cancers. Etat des lieux
des données scientifiques et recommandations de santé publique », 2007]. De plus
lacétaldéhyde est un composé génotoxique qui est détoxifié par l'aldéhyde
déshydrogénase (ALDH). L’allele variant ALDH2*2, qui code pour une protéine
inactive est prévalent (de plus de 30 %) dans les populations d’Asie de l'est. Les
porteurs hétérozygotes, qui ont environ 10 % activité enzymatique, accumulent
'acétaldéhyde et ont un trés haut risque de cancer relatif a I'alcool au niveau de
'cesophage et de la téte et du cou comparé aux individus qui possédent l'alléle
commun [Yokoyama et Omori, 2005]. Mis a part le role des produits de dégradation
de I'alcool dans le processus cancérogéne, sa consommation induit également des

déficits nutritionnels (folates, vitamines) qui favorisent la cancérogenese.

Sites tumoraux pour
Sites tumoraux pour lesquels le risque de cancer est lequel il y aune
prouvé présomption de

risque de cancer

Cavité orale, pharynx, cesophage (adénocarcinome,
carcinome des cellules squameuse), estomac, colon,
Consommation  rectum, foie, pancréas, cavité nasale, sinus paranasaux,
de tabac larynx, poumon, col de I'utérus, ovaire (mucineuse),
vessie, reins (corps, pelvis), uretére, moelle osseuse
(leucémie myéloide)

Cancer du sein,
endomeétre (post -
ménopause), thyroide

Consommation Cavité orale, pharynx, larynx, cesophage, foie, colon,

, . Pancréas, reins
d’alcool rectum, cancer du sein

Tableau 1.2 : Tumeurs induites suite a la consommation d’alcool et de tabac d’aprés [Secretan
et al., 2009].

5.2 Les facteurs environnementaux

Il existe des carcinogenes de type environnementaux qui sont a l'origine des
cancers ou qui contribuent a leur développement. On distingue les carcinogénes de
type physique tels que les rayons ultraviolet (UV), les carcinogenes viraux ou
infectieux comme par exemple le papillomavirus humain et les carcinogenes de type

8
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chimique qui sont liés a I'exposition a des pollutions sur son lieu de travail ou au
sein de son habitation.

Si on prend I'exemple de I'exposition aux rayons UV, les radiations solaires sont
la principale source d’exposition humaine aux rayons ultraviolets. Des études
épidémiologiques ont établi une relation entre I'exposition aux radiations solaires et
la majorité des cancers de la peau. L’exposition aux radiations solaires induit une
mutation spécifique (transformation de cytidine en thymidine) qui provoque la
formation de dimeére de cyclobutane pyrimidine dans 'ADN [El Ghissassi et al.,
2009]. Chez 'humain cette mutation a été observée dans le géne TP53 dans le cas
de kératose solaire précancéreuse et dans le cas de tumeurs malignes de la peau
[Agar et al., 2004]. L'utilisation de cabines de bronzage peut également augmenter le

risque de cancer de la peau et des yeux (Tableau I.3).

Uype (.je Popul_atl_ons . ix Sites et types de tumeurs
radiations majoritairement étudiées
Radiations . o Peau (carcinomes des cellules basales,
solaires Population générale carcinomes des cellules squameuses,
mélanomes)
UV (cabines de Peau (mélanomes), yeux (mélanomes, en

Population générale

bronzage) particulier du corps ciliaire et de la choroide)

Tableau 1.3 : Tumeurs pouvant étre induites par une exposition au soleil et par les UV [El
Ghissassi et al., 2009]

53 Les facteurs génétiques

Il n’est pas rare de trouver plusieurs cas de cancer au sein d’'une méme famille.
Souvent les membres d’'une méme famille ont des facteurs de risques en commun
comme le tabac ou I'environnement, mais dans certains cas, le cancer est causé par
une anomalie génétique transmise de génération en génération. Seulement 5 a 10 %
des cancers ont une cause génétique [ACS, http://www.cancer.org/]. Parmi les
cancers qui peuvent avoir une cause génétique nous allons développer a titre
d’exemple le cas du cancer du sein et du cancer du cblon qui sont des cancers ou

I'implication génétique est la mieux documentée.

o Le cancer du sein :

Le cancer du sein peut étre causé par différents genes qui, lorsqu’ils sont
mutés, augmentent significativement le risque de cancer. Cependant, seulement 2
genes BRCA1 et BRCA2 sont clairement associes aux formes héréditaires du cancer
du sein. Il a été observé que BRCA1 et BRCA2 étaient responsables du maintien de
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I'intégrité génomique et des réparations de I'ADN. Depuis la découverte de
I'implication de ces deux génes dans la carcinogéneése, la recherche de mutations
sur ces deux genes a été intégrée aux pratiques cliniques en oncologie. Mais il est
important de noter que le risque de développer un cancer n’est pas le méme chez
tous les porteurs de mutation de BRCAL1 ou de BRCAZ2, car ce risque peut étre
influencé par I'hétérogénéité allélique, les modifications de génes et les cofacteurs
hormonaux et environnementaux [Narod et Foulkes, 2004].

o Le cancer du cblon :

Une des causes de cancer du codlon est la maladie appelée la polypose
adénomateuse familiale (PAF). Cette maladie de transmission autosomique
dominante se manifeste par le développement d’'une centaine de polypes bénins sur
le cblon et le rectum dés I'adolescence. De par leur nombre élevé, le risque que l'un
d'entre eux devienne malin s'accroit. La PAF est due dans la majorité des cas
(8 cas /10) a une mutation du gene APC (Adenomatous Polyposis Coli), localisé sur
le chromosome 5. Ce gene suppresseur de tumeur une fois muté induira la
production d’une protéine APC non fonctionnelle et le contréle de la croissance
cellulaire ne sera plus assuré. Des tests pour détecter la mutation APC sont
disponibles et effectués chez toute personne a risque dés I'adge de 12 ans. Si la PAF
est diagnostiquée tét, une chirurgie ablative du cbdlon est souvent préconisée pour
prévenir le cancer avant son développement. Si la PAF n’est pas traitée par cette
chirurgie, dite prophylactique, le risque de développer un cancer avant I'age de 40
ans est presque de 100 % pour une personne atteinte de cette affection. La PAF est
une maladie rare, elle n’est a l'origine chaque année que d’un pourcent des cancers

colorectaux [©La polypose adénomateuse familiale, INCa 2011,www.e-cancer.fr].

Un autre facteur de risque de cancer colorectal est la maladie appelée
syndrome de Lynch ou HNPCC (Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer). Cette
maladie est une affection génétique, qui induit la formation de polypes dans la paroi
du cbélon en nombre plus restreint que la PAF. Cette maladie est causée par la
mutation d’'un des génes (MLH1, MSH2, MSH6, PMS1, ou PMS2) responsable de la
production des enzymes réparatrices de 'ADN. Le syndrome de Lynch est rare, il ne
représente que 3 % de tous les cancers colorectaux. Les personnes atteintes doivent
se faire suivre régulierement a partir de 'age de 20 ans. De plus, il est possible
gu'une personne atteinte d'un syndrome de Lynch développe des polypes dans

d’autres sites que le colon.

10
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6. Les méthodes de dépistage et de diagnostic

Une observation directe, ou assistée d’'un appareil de visualisation, est la
meéthode de détection la plus courante. En effet, il est aisé de détecter des Iésions
sur la peau, la rétine, les levres, la bouche, le larynx et le col externe de l'utérus. La
deuxieme méthode de détection couramment utilisée est la palpation pour
rechercher des masses, nodules, ou tumeurs localisés par exemple au niveau du
sein, de la bouche, des glandes salivaires ou de la thyroide. La détection des
cancers internes requiert des procédures plus sophistiqguées comme I'endoscopie,
les rayons X, l'imagerie par résonance magnétique ou les ultrasons. Des tests de
laboratoire existent également pour détecter des cancers particuliers, ces examens

sont développés ci-apres.

6.1 Movyens de prévention et de détection précoce

Certains types de cancer peuvent étre détectés avant I'apparition de
symptomes. Ce dépistage peut permettre aux meédecins de trouver et de traiter
certains types de cancer précocement. Généralement, plus le cancer est détecté tot
plus il est facile a traiter. Par exemple, pour la détection de cancer du sein, la
mammographie, imagerie par rayons X, est le meilleur outil dont les praticiens
disposent pour repérer un cancer du sein de maniere précoce.

Pour le cancer du col de l'utérus, un frottis cervico-utérin est utilisé afin
d’observer des cellules pré-cancéreuses. Les cellules sont examinées afin de
détecter des changements éventuellement induits par la présence de papilloma virus
(HPV, human papilloma virus), un des risques les plus importants de cancer de
l'utérus.

En ce qui concerne le cancer colorectal, un certain nombre de tests existent
pour détecter la présence de polypes, de cancer ou tout autre probléeme du cblon ou
du rectum. Le test Hémoccult Il permet de détecter la présence de sang dans les
selles, indiquant la présence éventuelle de polypes et de cancérisation. Si ce test est
positif, une coloscopie sera nécessaire pour trouver l'origine du saignement. La
coloscopie consiste a introduire un endoscope par I'anus du patient afin de mettre en
évidence d'éventuelles anomalies du cblon. Au cours de cet examen il est possible

de réaliser des biopsies ainsi que dans certains cas I'ablation de polypes.
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6.2 Les techniques d’'imagerie du cancer

Il existe de nos jours six modalités d’imagerie disponibles pour diagnostiquer et
caractériser les cancers chez I'homme. Les rayons X (radiographie et
tomodensitométrie), CT (computed tomography), les ultrasons (US), I'imagerie par
résonance magnétique (IRM), le SPECT (single-photon emission computed
tomography), la TEP (tomographie par émission de positon), et I'imagerie optique.
Parmi ces techniques, 4 permettent d’obtenir une image en 3 dimensions au sein des
tissus profonds de I'organisme (CT, IRM, SPECT, and TEP) [Frangioni, 2008].

o L’imagerie par rayons X

L’imagerie par rayons X est probablement la technique d’imagerie la plus
connue. Les images produites par rayons X sont dues aux différences de propriétés
d’absorption des tissus. Avec ce type d’imagerie, les os absorbant fortement les
rayons X, apparaitront en blanc, les graisses et autres tissus mous, absorbant moins
les rayons apparaitront en gris, tandis que I'air apparaitra en noir.

L’application la plus connue de la radiographie est la visualisation de fractures
mais elle est également utilisée pour le diagnostic de cancers. Par exemple, la
radiographie pulmonaire et la mammographie sont utlisées pour détecter
précocement ou visualiser la dissémination d’'un cancer dans les poumons ou dans
I'aire thoracique. La mammographie utilise les rayons X pour visualiser une tumeur
ou sa suspicion dans le sein [NCI, http://www.cancer.gov/] (Figure 1.6.-A).

Dans le cas de la tomodensitométrie (CT), le couple détecteur / source effectue
une rotation autour du patient. Ainsi, les données acquises permettent une
reconstruction en 3 dimensions, ce qui permet non seulement de détecter, mais

également de localiser précisément en profondeur la tumeur (Figure 1.6-B).

r

P

[Al [B]
Figure 1.6 : Exemples d’imagerie par rayon X.

A- Mammographie d'un sein normal [http://www.radiologyinfo.org/]. B- La tomodensitométrie de
'abdomen chez ce patient montre une tumeur sur le rein gauche (fleche jaune)
[http://www.umm.edu/imagepages/1168.htm]
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o Les ultrasons

L’'imagerie par ultrasons est une des techniques utilisées couramment pour le
diagnostic des tumeurs de la thyroide, du sein, de la prostate, du foie, du pancréas,
des ovaires, de l'utérus et des reins (Figure 1.7-A). Cette technique permet la
visualisation des lésions et est couramment utilisée pour guider les biopsies [Fass,
2008]. Les ultrasons utilisés ont une fréquence de 1 a 10 MHz ce qui permet de
visualiser a l'intérieur des tissus. Parce que les ultrasons sont arrétés par les os et
par l'interface avec I'air (comme les poumons), de nombreuses zones du corps ne
sont pas accessibles et la profondeur de visualisation est limitée & 10 cm dans la
plupart des organes [Frangioni, 2008]. Pour certains examens, la sonde
eéchographigue est placée directement sur la peau mais dans certains cas la sonde
peut étre introduite dans un orifice naturel afin d’observer I'cesophage, le rectum ou
le vagin. Les appareils d’échographie permettent également grace au module
doppler de visualiser le flux sanguin a travers les vaisseaux. Cette imagerie est trés
utile car le flux sanguin tumoral est généralement différent de celui des tissus sains.
De plus le doppler couleur peut permettre aux cliniciens de découvrir la
dissémination du cancer dans des vaisseaux sanguins, particulierement dans le foie
et le pancréas (Figure 1.7-B). Des agents de contraste, telles les microbulles de gaz

sont utilisés en clinique pour la détection ou I'évolution du stade de la maladie.

[A] [B]

Figure .7 : Exemples d’utilisation des ultrasons en clinique.
A- imagerie ultrasonore d’'une tumeur du foie [Hotta et al., 2005]. B- image d’'un nodule de la thyroide

superposée a une image doppler couleur qui démontre sa malignité de par le hombre augmenté de
vaisseaux [Frates et al., 2005].

o L’imagerie par résonance magnétique (IRM)

L’IRM est une technique de haute résolution qui permet d’obtenir des images
en 3D. Elle est souvent plus sensible que le scanner CT pour la visualisation des

tissus mous. Une IRM est constituée d'un cylindre contenant un aimant
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supraconducteur qui induit un champ magnétique intense. Cette force magnétique
induit l'alignement des moments magnétiques (spin) des protons des atomes
d’hydrogene dans l'organisme. Des radiofréquences (champs magnétiques plus
faibles) sont alors appliqguées et induisent un changement de direction des spins.
Lors de leur retour & leur position originelle (relaxation), un signal est émis sous la
forme d'ondes radiofréquences qui constituent le signal enregistré par I'appareil. Ce
signal a deux composantes : la relaxation longitudinale caractérisée par le temps T1,
et la relaxation transversale, caractérisée par le temps T2. Le temps de relaxation
des molécules d’hydrogéne varie en fonction de la composition du tissu et induisent
des signaux différents qui sont convertis en images.

Des agents de contrastes peuvent améliorer la qualité de I'image obtenue. Par
exemple le gadolinium (Gd®") accélére la vitesse de relaxation magnétique des
protons des molécules d’eau et donc la réponse des tissus aux radiofréquences
induisant des images plus claires et contrastées.

L’IRM est un outil qui permet de détecter et de localiser les cancers (Figure 1.8-
A). Avec cette technique les médecins peuvent dans certains cas discriminer une
tumeur cancéreuse d'une tumeur bégnine [ACS, http://www.cancer.org/]. De plus
I'analyse IRM post-administration d’agent de contraste est la technique de choix pour
la détection des tumeurs du cerveau (Figure 1.8-B). Elle peut étre moins sensible

dans des tissus moins homogénes ou plus complexes.

[A] [B]
Figure 1.8 : Imagerie par résonance magnétique.
A-Imagerie IRM de Il'abdomen qui montre la présence d'un carcinome hépatocellulaire
[http://www.snfge.asso.fr/05-Interne-Chercheurs/OB-internes-etudiants/objectifs/publication4/259.htm/]
B-Visualisation d’'une métastase au cerveau aprés injection dun agent de contraste
[http://www.radiologyinfo.org/].

o Tomographie a émission mono-photonique (SPECT, pour single photon
emission computed tomography)

14



CHAPITRE | : INTRODUCTION

bY

La tomographie a émission mono-photonique est une technique utilisant
'imagerie nucléaire. Une faible quantité de traceur radioactif (émettant des rayons
gamma) est injectée par voie intraveineuse et un scanner est utilisé pour réaliser des
images détaillées des aires cellulaires ayant capté I'élément radioactif (Figure 1.9-A).
Le SPECT peut fournir une information sur le flux sanguin des tissus et le
métabolisme. Les éléments radioactifs couramment utilisés sont le technétium T,
lindium I et le gallium ®’Ga. Pour optimiser la détection de tumeurs, des anticorps
liés a un radiotraceur sont parfois utilisés. Cette technique est extrémement sensible
mais peu résolutive. En revanche, par un couplage a I'imagerie CT, la localisation du
signal obtenu par SPECT devient possible, comme par exemple pour la localisation

du ganglion sentinelle (Figure 1.9-B).

[A] [B]
Figure 1.9 : Imagerie SPECT.

A- SPECT scan du cerveau : le point rouge met en évidence une tumeur aprés injection de ““l-a
methyltyrosine  [http://www.nuclear.kth.se/courses/nucphys/ SH2302.htm]. B- la combinaison
SPECT/CT permet la localisation du ganglion sentinelle (la fleche correspond au point d’injection de
I'agent de contraste) [Bybel et al., 2008]

123

o Latomographie par emisssion de positon (TEP)

La tomographie par emisssion de positon utilise également des traceurs
radioactifs et un scanner pour enregistrer les données et construire des images en 2
ou 3 dimensions. C’est donc une méthode tres sensible permettant la détection de
changements chimiques comme le métabolisme du glucose au sein d’un tissu. Le
mime du glucose le 2-deoxy-2-[18F]fluoro-D-glucose (18FDG) est l'isotope le plus
utilisé pour l'imagerie TEP. Ce traceur permet de localiser les tumeurs car les
cellules tumorales sont plus avides de glucose que les autres tissus, permettant ainsi
la détection de nombreuses tumeurs sont elles détectables avec cet isotope [Kelloff
et al., 2005]. Toutefois, certains tissus sains ont la capacité de retenir ce
radiotraceur, ce qui peut induire un mauvais rapport signal sur bruit [Kumar et al.,

2006] (Figure 1.10-A). De plus, la TEP est mieux adaptée a la détection de tumeurs
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trés agressives, qu’a la localisation de tumeurs inférieures a 8 mm et/ou moins
agressives. Malgré ses points faibles, ce type d’imagerie est trés utile pour évaluer et
grader les tumeurs. L'imagerie TEP permet aussi de valider I'efficacité du traitement
[Frangioni, 2008], en particulier lorsqu’elle est combinée a la tomographie par rayons
X (Figure 1.10-B).

[Al [B]

Figure .10 : Exemples d’images PET scan.

A- image d’un PET scan chez I'individu sain. Captation normale du radiotraceur 18FDG (noir) dans le
cerveau, les reins et la vessie [http://www.radiologyinfo.org/]. B-Exemple d’'une image PETscan /CT,
limage montre la présence dune tumeur dans les poumons (spot blanc)
[http://www.radiologyinfo.org/].

o Comparaison de la sensibilité des techniques d’imagerie

Si 'on compare la résolution des différentes techniques couramment utilisées
en clinigue nous observons une meilleure résolution pour les techniques d’IRM,
d'imagerie ultrasonore et de tomographie (Tableau 1.4). Cependant pour ces
techniques sont peu sensibles, car la quantité d’agent de contraste nécessaire pour
une détection est trés importante en comparaison aux méthodes SPECT et TEP.
Une des alternatives est I'utilisation combinée de plusieurs techniques afin d’obtenir
une quantité d’informations plus importants. Par exemple, comme nous l'avons vu
précédemment, la tomographie peut étre asociée a l'imagerie nucléaire pour la

détection et la localisation d’'un foyer tumoral.
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Dimension Résolution Agent de Nombre de molécules d’agent de
Modalité Voxel/Pixe 9 contraste par Voxel/Pixel
(mm) Contraste . . .
(uL) requises pour une détection
uUsS 1 1x1x1 Microbulles NA
CT 1 Ix1x1 lode 3 x1017
IRM 1 1x1x1 Gd>* chélaté 3 x 1013
PTc
SPECT 1700 12x12x12 . 3x 108
67
Ga
PET 500 8x8x8 “F 6 x 106

Tableau 1.4 : Comparaison de la sensibilité des différentes modalités d’imagerie utilisées en
clinique [Frangioni, 2008]. NA : non applicable.

7. Les traitements actuels du cancer

Les traitements du cancer ont pour but de soigner le patient et de prévenir le
risque de récidive. Deux parametres guident principalement le choix du traitement :
les propriétés intrinséques de la tumeur (type, localisation, stade d’évolution) et les
caractéristiques du patient (adge, état de santé, antécédents médicaux et
chirurgicaux). Dans cette partie, sont développés les principaux types de traitements

actuellement utilisés en clinique.

7.1 La chirurgie

La chirurgie est la plus ancienne forme de traitement du cancer. Elle peut étre

utilisée pour diagnostiquer, traiter ou encore prévenir le cancer dans certains cas.

o Types d’applications de la chirurgie

En ce qui concerne la chirurgie préventive, celle-ci est généralement utilisée
pour réséquer des tissus susceptibles d’étre ou de devenir cancéreux. Par exemple,
ce type de chirurgie est couramment pratiqué dans le cas de polypes précancéreux
du cblon. Dans le cadre d'un diagnostic, une chirurgie peut-étre réalisée afin de
déterminer si un préléevement est cancéreux, le type de cancer et le stade
d’évolution. Une chirurgie curative peut étre pratiquée lorsque la tumeur est
délimitée a une seule zone, et que toute la tumeur peut étre retirée. Dans ce cas la
chirurgie peut étre le principal traitement. Enfin, une chirurgie est appelée
cytoréductive lorsqu’une partie seulement de la tumeur est enlevée en raison de sa
trop grande dispersion, ou parce qu’elle causerait trop de dommages aux tissus

environnants. Dans ce cas, la chirurgie est associée a une radiothérapie ou a une

17



CHAPITRE | : INTRODUCTION

chimiothérapie. Ce type de chirurgie est couramment utilisé dans le cancer ovarien et
dans certains cas de lymphomes.

o Lestechniques de résection

Hormis la résection d'un tissu a laide dun scalpel ou dinstruments
chirurgicaux, il existe d’autres méthodes physiques pour éliminer les cellules
tumorales, trois d’entre elles sont décrites ci-dessous.

La chirurgie laser : un laser de trés haute énergie peut étre utilisé de maniere
tres focalisée. Il peut remplacer une lame ou un scalpel pour couper autour du tissu.
Dans certains cas, le laser peut étre utilisé pour brdler et détruire certains tissus,
comme dans le cancer du col de l'utérus, du larynx, du foie, du poumon, du rectum
ou de la peau.

La cryochirurgie : la source de froid habituellement employée est l'azote
liquide, soit par pulvérisation, soit par l'intermédiaire d'une sonde refroidie appliquée
sur la Iésion pour tuer les cellules tumorales. Cette technique est parfois utilisée dans
des conditions pré-cancéreuses (peau, col de l'utérus, pénis) mais l'est aussi dans
certains cas de cancer du foie et de la prostate. Les ultrasons et la tomographie
peuvent étre utilisés pour guider la sonde vers la tumeur et visualiser la congélation
des cellules. La limite de cette technique est le dommage infligé aux cellules saines
environnantes.

L’électrochirurgie : un courant électrique de haute fréquence peut étre utilisé
pour détruire les cellules cancereuses. Cette technique est en général utilisée pour

les cancers de la peau et de la bouche.

7.2 La radiothérapie

La radiothérapie utilise des rayons de haute énergie afin de tuer les cellules
cancéreuses en endommageant leur ADN [Lawrence, 2008]. Ces radiations ne sont
pas sélectives et peuvent également tuer des cellules saines environnantes.
Cependant le traitement est en général adapté afin de minimiser les effets déelétéres.

Différents types de radiothérapies peuvent étre pratiqués. La méthode la plus
couramment utilisée est la radiothérapie externe qui consiste a appliquer des rayons
a travers la peau et les tissus pour irradier toute la région touchée par la tumeur. La
radiothérapie interne (curiethérapie) consiste a introduire une source radioactive a
proximité de la tumeur. Enfin la radiothérapie métabolique est surtout utilisée dans

certaines formes de cancers de la thyroide. Dans ce cas, le composé radioactif est
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administré par voie orale ou intraveineuse et va se fixer préférentiellement sur les
cellules cancéreuses [http://www.cancer-chuv.ch].

Certains patients recoivent des radiations seules ou en combinaison avec une
chimiothérapie. Les trois principales sources de radiations sont les rayons X, les
rayons gamma et radioélements. Le type de thérapie radiative prescrite dépend de
plusieurs criteres dont les principaux sont: le type de cancer, sa taille, sa
localisation, la proximité de la zone tumorale de tissus sensibles, la longueur du trajet
que les radiations doivent parcourir et enfin de I'état général du patient. Le Tableau

I.5 regroupe des exemples de cancers traités par cette technique.

Cancers précoces curables par radiothérapie Cancers curables par radiothérapie associée a
d’autres modalités thérapeutiques

Cancer de la peau (cellules squameuse et Carcinome mammaire

basale)

Carcinome de la prostate Carcinome rectal et anal

Carcinome du poumon (non a petite cellules) Carcinome avancé et localisé du col utérin
Carcinome du col de I'utérus Carcinome avanceé et localisé de la téte et du cou
Lymphomes de Hodgkin et non-Hodgkinien Carcinome du poumon avance et localisé

peu avanceés

Carcinomes de la téte et du cou Lymphomes avancés

Carcinome de la vessie

Carcinomes de I'endométre
Tumeurs du systéme nerveux central
Sarcomes des tissus mous

Tumeurs pédiatriques

Tableau 1.5 : Exemple de cancers traités par radiation d’aprés Baskar et al., 2012

7.3 La transplantation

Trois types de transplantations cellulaires peuvent étre réalisés: une
transplantation de cellules de la moelle osseuse, de cellules souches de sang
périphérique et de cellules hématopoiétiques.

La transplantation de cellules de la moelle osseuse ou de cellules souches de
sang périphérique est couramment pratiquée dans le traitement des leucémies et
des lymphomes. Elle peut également étre utilisée pour traiter d’autres cancers tels
les neuroblastomes et de nombreux cas de myélomes.

La transplantation de cellules de la moelle osseuse et de cellules
hématopoiétiques est également utilisée pour restaurer les cellules souches qui ont
ete détruites par des fortes doses de chimiothérapie ou de radiations consécutives a

un traitement intensif des cellules malignes.

7.4 La chimiothérapie

19



CHAPITRE | : INTRODUCTION

Il existe deux modes de classification des thérapies médicamenteuses, en

fonction du protocole d’administration et en fonction du mode d’action du traitement.

o Classification en fonction du protocole d’administration

Si 'on se place du point de vue du protocole d’administration, il existe trois
classes de chimiothérapie :

- la chimiothérapie néoadjuvante : ce type de traitement est réalisé avant la
chirurgie pour réduire la taille de la tumeur et faciliter sa résection ;

- la chimiothérapie adjuvante : ce type de thérapie est réalisée dans le but
d’éliminer toutes les cellules tumorales résiduelles aprés chirurgie et limiter ainsi la
propagation tumorale ;

- la chimiothérapie métastatique : cette thérapie est dispensée pour traiter les
tumeurs situées dans un foyer secondaire.

Ces chimiothérapies sont généralement administrées par les voies

intraveineuse, intramusculaire ou orale.

o Classification en fonction du mode d’action

Du point de vue du mode d’action, on distingue la chimiothérapie
conventionnelle ou cytostatique et la chimiothérapie ciblée ou biothérapie.

Dans le cas de la chimiothérapie conventionnelle, le mode d’action des agents
thérapeutiques est non spécifique. Cette thérapeutique touche essentiellement les
mécanismes impliqués dans la division cellulaire qu’elle soit normale ou néoplasique.
Elle comprend les agents antimétabolites, les alkylants, les inhibiteurs des

topoisomérases, les agents scindants et les poisons du fuseau (Figure 1.11).

Cellule cancéreuse en division

Inhibiteurs des
topoisomeérase

" Agents alkylants

Poisons \

du fuseau

Figure 1.11 : Sites d’action des principaux agents antitumoraux cytostatiques [Gerber D, 2008].
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En ce qui concerne les chimiothérapies ciblées, le mode d’action des
médicaments est spécifique et touche les mécanismes de 'oncogenese des cellules
cancéreuses. C’est le cas par exemple des anticorps monoclonaux, des petites

molécules inhibitrices et des agents anti-angiogéniques.

o Les antimétabolites :

Il s’agit pour la plupart d’analogues des bases puriques (6-mercaptopurine
Purinéthol®, 6-thioguanine Lanvis®) ou pyrimidiques (5-fluorouracile Fluoro-uracile®,
capécitabine Xeloda®, tegafur UFT®) des acides nucléiques. Ainsi, ces agents en se
substituant aux bases constituant les acides nucléiques, bloquent la transcription et
la traduction et arrétent ainsi la division cellulaire. Il existe également une classe
d’agents appelés antifoligues (Méthotrexate® ou Ledertrexate®), analogues de
'acide folique. Ces agents peuvent se lier et inhiber la dihydrofolate réductase,

enzyme essentielle pour la synthese des bases puriques et pyrimidiques.

o Les agents "intercalants”

Parmi les agents intercalants, les plus courants sont les antibiotiques de la
famille des anthracyclines qui agissent en s'intercalant dans la double hélice de
'’ADN et empéchent ainsi la progression des ADN polymérases. Cette intercalation a
pour conséquence d’inhiber la réplication et la transcription, mais également de
générer des radicaux libres et des liaisons irréversibles aux topoisomerases Il. Dans
cette classe, nous retrouvons la doxorubicine (Adriblastine®, Caelyx®) et

daunorubicine (Cérubidine®, Daunoxome®).

o Les agents alkylants de 'ADN

Cette classe de produits ajoute un groupement alkyle a des groupements
comme les hydroxyles, carboxyles et amines. Ainsi, leur activité anti-tumorale réside
dans leur capacité a former des liaisons covalentes irréversibles avec les nucléotides
de I'ADN empéchant ainsi sa réplication. La plupart des alkylants utilisés en
thérapeutiqgue sont bifonctionnels, c'est-a-dire qu’ils possédent deux groupements
alkyles pouvant ainsi former un pont entre deux nucléotides adjacents. Cette classe
d’anti-cancéreux regroupe les moutardes azotées (chlorambucil Chloraminophéne®,
melphalan Alkéran®, cyclophosphamide Endoxan®, ifosfamide Holoxan®), les
éthylenes imines, les alkyles sulfonates, les nitrosourées (carmustine Bicnu®,

fotémustine Muphoran®, streptozocine Zanosar®) les triazenes (dacarbazine
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Déticene®, témozolomide Témodal®) et les dérivés de platines (carboplatine
Paraplatine®, cisplatine Cisplatine®, oxaliplatine Eloxatine®).

o Les inhibiteurs des topoisomérases

Les topoisomérases sont des enzymes qui ont pour réle de couper de maniére
transitoire ’ADN lors de la réplication. Les inhibiteurs de ces enzymes vont donc
perturber la réplication de 'ADN lors de la mitose empéchant ainsi la division
cellulaire. Des inhibiteurs de la topoisomérase | sont commercialisés lirinotecan
(Campto®) et le topotécan (Hycamtin®). Les inhibiteurs de la topoisomérase Il sont
existe I'étoposide (Vépéside®) et le téniposide (Véhem®).

o Les poisons du fuseau ou agents tubulo-affins

Ces agents anti-mitotiques bloquent les cellules en phase de mitose en se
fixant a la tubuline. Il existe deux classes d’agents : déstabilisants ou inhibiteurs de la
polymérisation de la tubuline, et les agents stabilisants ou inhibiteurs de la
dépolarisation de la tubuline. Les agents déstabilisants comme les vinca-alcaloides
(vinblastine Velbé®, vincristine Oncovin®, vindésine Eldisine®, vinorelbine
Navelbine®) se fixent sur la sous-unité béta de la tubuline, empéchant ainsi sa
polymérisation avec la sous-unité alpha, ce blocage induit un arrét du cycle cellulaire
en métaphase. Les agents stabilisants ou taxanes (paclitaxel Taxol®, docétaxel,
Taxotere®) se fixent également sur la sous-unité béta mais leur action est différente
car ils empéchent in fine la dépolymérisation de la tubuline. L’effet produit est le

méme puisqu’ils induisent le blocage de la cellule en métaphase.

o Agents scindants de 'ADN

Les agents scindants forment dans un premier temps un complexe avec le fer
et dans un deuxieme temps un complexe avec I'’ADN. Ces complexes participent a
'apparition de cassures mono ou bicaténaires de '’ADN et sont généralement

accompagneés d’une génération de radicaux libres (par ex. Bléomycine®).

7.5 Les chimiothérapies ciblées

Les thérapies ciblées peuvent exploiter différentes stratégies comme I'inhibition
des enzymes ou des récepteurs aux facteurs de croissance indispensables a la

prolifération des cellules cancéreuses. Les approches cliniques les plus efficaces ont
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été obtenues avec des anticorps monoclonaux et des petites molécules inhibitrices
[Ma et Adjei, 2009 ; Ross et al., 2004 ; Dancey, 2003 ; Dancey et Sausville, 2003].

o Petites molécules inhibitrices

Les petites molécules inhibitrices ont pour mécanisme d’action d’interrompre les
processus cellulaires en interférant avec la cascade de signalisation des tyrosines
kinases. Les tyrosines kinases interviennent en effet dans de nombreux processus
cellulaires en initiant les cascades moléculaires intervenant dans la croissance
cellulaire, la prolifération, la migration cellulaire et 'angiogenése des tissus sains et
malins. Ces processus étant amplifiés au sein des cellules cancéreuses, I'utilisation

de ces inhibiteurs va préférentiellement agir sur ceux-ci. Le Tableau 1.6 présente des

exemples de petites molécules inhibitrices et leurs applications cliniques.

Médicaments Cibles Indications approuvées par la FDA
Bortezomib 26S protéasome Myélome multiple, lymphome a cellules du manteau
(Velcade) (sous type de lymphome non-Hodgkinien)
Dasatinib BCR-ABL, SRC family, c-  Leucémie myéloide chronique, leucémie
(Sprycel) KIT, PDGFR lymphocytaire aigie
Erlotinib EGFR Cancer du poumon non a petites cellules, cancer du
(Tarceva) pancréas
Gefitinib EGFR Cancer du poumon non a petites cellules
(Iressa)
Imatinib BCR-ABL, c-KIT(CD117), Leucémie lymphocytaire aigue, leucémie myéloide
(Gleevec) PDGFRA-B,FIt-3,m-CSF chronique, tumeur stromale gastro-intestinale
recepteur syndrome hyperéosinophilique, mastocytose
systémique
Lapatinib HER2/neu, EGFR Cancer du sein avec overexpression de HER2/neu
(Tykerb)
Sorafenib B-RAF, C-RAF VEGFR2-  Cancer des cellules rénales, carcinome
(Nexavar) 3, FGFR1, PDGFR, c-KIT, hépatocellulaire
FIt-3, RET, EGFR
Sunitinib VEGFR1-3, PDGFR, c- Cancer des cellules rénales, tumeur stromale gastro-
(Sutent) KIT, FIt-3, RET intestinale
Temsirolimus mTOR Cancer des cellules renales

Toutes les petites molécules inhibitrices sont administrées oralement sauf le bortezomib qui est
administré en i.v. FDA : U.S. Food and Drug Administration; BCR-ABL : breakpoint cluster region-
Abelson; PDGFR : platelet-derived growth factor receptor; EGFR : epidermal growth factor receptor;
VEGFR : vascular endothelial growth factor receptor. FGFR: FGF receptor; FIt: FMS-like tyrosine
kinase; m-CSF: Macrophage colony stimulating factor; PDGFR: PDGF receptor; VEGFR: VEGF

receptor.

Tableau 1.6 : Petites molécules inhibitrices pour le traitement du cancer [Gerber, 2008, Ott et

Adams, 2011].

o Les anticorps monoclonaux

En 1986, la FDA (Food and Drugs Administration) a autorisé le premier
anticorps monoclonal, le muromonab-CD3 (Orthoclone OKT3), qui prévient le rejet

aprés transplantation en bloquant I'activité des lymphocytes T cytotoxiques. Depuis,
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une vingtaine d’anticorps monoclonaux a regu l'autorisation de mise sur le marché
dont environ la moitié dans le cadre du traitement contre le cancer [Gerber, 2008]. Le
Tableau 1.7 présente les anticorps monoclonaux utilisés dans le cadre du cancer.
Ceux-ci peuvent cibler différents types d’antigenes comme des molécules
responsables de la différentiation hématopoiétique, des glycoprotéines surexprimées
par les tumeurs solides, des molécules responsables du signal de la croissance et de
la différentiation, des molécules ayant un r6le dans l'angiogenése et enfin des
antigenes exprimés par le stroma et la matrice extracellulaire tumorale [Scott et al.,
2012].
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Catégorie . Exemple de thérapie Type de tumeur exprimant cet
o ar Antigenes . N
d’antigéne contre cette cible antigéne
CD20 Rituximab Lymphome Non-Hodgkinien |
L Ibritumomab tiuxetan et
Hématoboiétigue CD30 Brentuximab vedotin lymphome de Hodgkin
P q CD33 Gemtuzumab ozogamicin  Leucémie myéloide aigue
CD52 Alemtuzumab Leucémie lymphocytaire chronique
EpCAM IGN101 et Tumeurs épithéliales (sein, colon et
adecatumumab poumon)
CEA Labetuzumab Tumeurs du sein, cdlon et poumon
gpA33 huA33 Carcinome colorectal
Glycoprotéines Mucines Pemtumomab and Tumeurs du sein, cdlon, poumon et
exprimées par les oregovomab ovaire
tumeurs solides TAG-72 CC49 (minretumomab) Tumeurs du sein, cdlon et poumon
CAIX cG250 Carcinome des cellules rénales
PSMA J591 Carcinome de la prostate
protéines MOv18 and MORAb-003 .
X Tumeur ovarienne
liant le folate  (farletuzumab)
_ Gl gl s 3F8, ch14.18 and KW- Tumeurs Neuroectodermiques et
Glycolipides (GD2, GD3, RO
GM2) 2871 quelques tumeurs épithéliales
Glucides LeY hu3S193 and IgN311 Tumeurs du sein, colon, poumon et
prostate
VEGF Bevacizumab Vascularisation tumorale
, VEGFR IM-2C6 et CDP791 Tumeurs solides derivees de
Molécules ayant I'épithélium
un role dans Intégrine - o
Iangiogenése avB3 Etaracizumab Vascularisation tumorale
Ian5tgg1]r|ne Volociximab Vascularisation tumorale
Cetuximab. panitumumab Gliome, tumeurs du sein, du
EGFR . P ' poumon, du célon et de la téte et
nimotuzumab et 806
du cou
Trastuzumab et Tumeurs du sein, cdlon, poumon,
ERBB2 .
pertuzumab ovaire et prostate
ERBB3 MM-121 Turr_leurs du sein, célon, poumon,
ovaire et prostate
AMG 102, METMAB et . .
MET SCH 900105 Tumeurs du sein, poumon et ovaire
AVE1642, IMC-A12, MK-  Gliome, tumeurs du sein, du
Croissance et IGF1R 0646, R1507 et CP poumon , de la téte et du cou,
différentiation du 751871 prostate et thyroide
signal Tumeurs du poumon, cdlon et reins
EPHA3 KB004 et IlIA4 mélanome, gliome et cancers
hématologiques
Tumeur du cblon, poumon et
TRAILR1 Mapatumumab (HGS- pancréas : cancers
ETR1) ! .
hématologiques
Tumeur du cblon, poumon et
TRAILR2 HGS-ETR2 et CS-1008 pancréas ; cancers
hématologiques
RANKL Denosumab Ce}ncer de la prostate et
meétastases des 0s
Antlgenes de la EAP Sibrotuzumab et F19 tumeu,rs du sein, poumon, c6lon,
matrice pancréas et de la téte et du cou
extracellulaire et . Gliome, tumeurs du sein et de la
Tenascin 81C6

du stroma

prostate

Tableau 1.7 : Anticorps monoclonaux pour le traitement du cancer d’aprés [Scott et al., 2012].
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Nous avons vu parmi ces thérapies ciblées, qu'une des cibles des petites
molécules inhibitrices ou des anticorps monoclonaux pouvait étre I'angiogenése
tumorale. Ce processus, trés important dans la progression tumorale, représente une

cible particulierement intéressante que nous allons aborder dans la section suivante.
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. L’ANGIOGENESE

1. Les vaisseaux sanguins

Les vaisseaux sanguins sont d’architectures différentes selon leur localisation.
Cela fait de l'endothélium un lieu d’échange unique spécifique aux tissus
environnants. D’'un point de vue morphologique on distingue trois types
d’endothélium vasculaire : I'endothélium continu, fenestré ou discontinu (Figure 1.12).
L’endothélium continu ne posséde pas d’ouverture, les cellules endothéliales sont
soutenues par une membrane basale. Dans le cas de I'endothélium fenestré, les
cellules endothéliales sont espacées, formant des petites ouvertures d’environ 80 a
100 nm de diameétre. Ces fenétres sont recouvertes d'un diaphragme non
membranaire trés fin qui permet le passage de macromolécules. Au sein de cet
endothélium, les cellules endothéliales sont soutenues par une membrane basale
continue. L’endothélium discontinu posséde de larges ouvertures non recouvertes
par un diaphragme. De plus, cet endothélium possede une membrane basale
discontinue et parfois absente. En fonction du type de tissu ou d’organe, le type
d’endothélium vasculaire est différent. Par exemple, la barriere hémato-encéphalique
est constituée d’'un endothélium continu jouant le réle de barriére, tandis que le foie
est constitué d’'un endothélium vasculaire fenestré et discontinu qui facilite 'échange

de métabolites.

Endothélium continu Endothélium fenestré Endothélium discontinu

Espace Lumiere Fenétre Espace
intercellulaire intercellulaire large

Membrane Noyau
basale cellulaire

Figure .12 : Les différents types d’endothélium vasculaire [Cleaver et Melton, 2003].

En plus des différences d’organisation des cellules endothéliales, les vaisseaux
présentent des différences de composition. En effet, les gros vaisseaux sont plus
complexes, car ils sont composés de différentes couches : une couche de cellules
endothéliales, un tissu élastique interne et externe qui entoure le muscle lisse et
enfin un tissu conjonctif fibreux. De plus, les veines possedent des valves de reflux et

les artéres possedent une membrane élastique plus épaisse afin de mieux résister a
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la pression. Les petits vaisseaux ne sont eux composés que de cellules
endothéliales et de péricytes et présentent par endroit une couche de muscles lisses
(Figure 1.13).

A Gros vaisseaux B Petits vaisseaux

Artériole

Vénule

Tissu Tissu Muscle TissU  Endothélium
conjonctif élastique lisse élastique
fibreux externe interne

T Cellule
musculaire lisse

DN
)

Cellule Cellule
endothéliale musculaire lisse Capillaires

Figure .13 : Structure des vaisseaux sanguins.
A-gros vaisseaux. B-petits vaisseaux d’aprés [Cleaver et Melton, 2003].

2. Les différentes voies de formation des vaisseaux

La formation de nouveaux vaisseaux est un processus clé lors de I'expansion
des tissus. Elle peut se produire lors du développement embryonnaire et pendant le
cycle de reproduction chez la femme, on parle alors d’angiogenése de novo.
Pendant un processus physiologique, comme la cicatrisation, ou lors de la réparation
de tissus endommagés on parle d’angiogenese regénérative. Enfin, dans le cas de
troubles pathologiques comme [linflammation et les cancers on parle alors
d’angiogenese pathologique [Kanwar et al., 2011].

La Figure 1.14 illustre la formation des vaisseaux lors d'un processus
physiologique. La formation des nouveaux vaisseaux a pour origine la différenciation
de cellules mésodermiques en angioblastes puis en cellules endothéliales sous
I'action de différents facteurs de croissance comme le VEGF (Vascular endothélial
growth factor), le VEGFR2 (Vascular endothélial growth factor receptor 2) et le bFGF
(basic Fibroblast Growth Factor). Les cellules endothéliales se multiplient et
s’organisent afin de former un réseau de vaisseaux primaires peu fonctionnels, c’est
'étape de vasculogénése. Enfin, la transformation de ce réseau en vaisseaux

sanguins matures est appelée angiogeneése.
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Angioblaste Vasculogenése Angiogenése
oy et
> ’ > L > ->
~ -
Cellule Cellule
i endothéliale
mesodermique Prolifération et Reseau de vaisseaux Vaisseaux sanguins
organisation primaires peu matures
fonctionnels

Figure .14 : La formation des vaisseaux sanguins [Kanwar et al., 2011].

3. L’angiogenése tumorale

3.1 Le « switch » angiogénigue

L’angiogenese est le développement de nouveaux vaisseaux a partir de
vaisseaux préexistants. Elle est déclenchée chez I'adulte lors d’'un déséquilibre entre
les facteurs anti-angiogéniques et pro-angiogéniques. Ce phénomene a été défini
comme le « switch angiogénique » par Hanahan et Folkman en 1996. En général, le
switch est qualifié de “off” lorsqu’il y a une production plus importante de facteurs
inhibiteurs (anti-angiogéniques) que de facteurs activateurs de I'angiogenése (pro-
angiogéniques) [Hanahan et Folkman, 1996 ; Pandya et al.,, 2006]. Quelques
exemples des principaux facteurs pro et anti-angiogéniques sont indiqués dans la
Figure 1.15.

Beaucoup d’activateurs de la prolifération et de la migration des cellules
endothéliales sont des ligands des récepteurs tyrosine kinase [Carmeliet, 2000]
comme le VEGF (vascular endothelial growth factor), le FGF (fibroblast growth
factors), le PDGF (platelet-derived growth factor) et 'TEGF (epidermal growth factor).
Cependant, ils peuvent étre également dorigines tres différentes comme le LPA
(lysophosphatic acid) [Hu et al., 2001]. Le premier inhibiteur angiogénique décrit est
la thrombospondine-1, qui module la prolifération et la mobilit¢ des cellules
endothéliales [Volpert et al., 1995]. Il existe également d’autres molécules inhibitrices
notamment les statines qui sont dans de nombreux cas des fragments d'une
protéine. Par exemple I'angiostatine est un fragment du plasminogéne [O’Reilly,
1997].
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o o

/\/

Figure .15 : « Switch » angiogénique [Bergers et Benjamin, 2003].

En général, le taux dactivateurs et d’inhibiteurs détermine si la cellule
endothéliale est quiescente ou en état d’angiogenése active. Une surexpression
continue des facteurs pro-angiogéniques est souvent la cause de situations
pathologiques telles que le cancer, I'athérosclérose et la rétinopathie [Folkman,
1995].

3.2 La formation des vaisseaux tumoraux

L’angiogenése peut se produire principalement par bourgeonnement (sprouting)
ou intussusception (splitting) que nous detaillerons ci-aprés (Figure 1.16) [Hendrix et
al., 2003; Carmeliet et Jain, 2000].

Bourgeunnement Intussusception

Figure 1.16: Angiogenése par bourgeonnement ou intussusception [Prior et al., 2004].
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o Angiogenése par bourgeonnement

Le bourgeonnement se déroule en 5 étapes (Figure 1.17). Dans un premier
temps, la tumeur va produire des facteurs de croissance qui vont activer les cellules
endothéliales (ECs). Celles-ci vont alors produire des protéases qui vont dégrader la
matrice extracellulaire (MEC) ainsi que la membrane basale. Les ECs pourront alors
migrer grace aux intégrines et proliférer, formant ainsi le germe d’un capillaire. Enfin,
une étape de remodelage tissulaire par différenciation et polarisation permet aux

ECs de s’organiser en structure tubulaire avec une nouvelle lame basale.

1-Activation des cellules endothéliales 2-Dégradation de la MEC
et de la membrane basale

| )

J
'@ @ 2 Protéases
| e
}l

Facteurs de
croissance o?

Cellule
endothéliale

5-Remodelage tissulaire
organisation des ECs
en structure tubulaire

3-Migration des ECs 4-Proliferation des ECs
grace aux intégrines germe d'un capillaire

M.QJQ'\L} ‘}’J nglﬂx
P SR

Péricyte

Figure .17 : L’angiogenése par bourgeonnement ou sprouting [Berger et Benjamin, 2003].

o Angiogenése par intussusception

Lors de l'intussusception, il est possible d’obtenir 2 vaisseaux a partir d’'un seul.
Ceci est réalisable en 4 étapes. En premier lieu, deux capillaires opposés établissent
une zone de contact. Puis, les jonctions des cellules endothéliales se réorganisent et
la membrane du vaisseau est perforée afin de laisser passer facteurs de croissance
et cellules dans la lumiére du vaisseau. La troisieme étape consiste en la formation
d’un pilier central (de 1 - 2,5 um) au niveau de la zone de contact des vaisseaux par
invasion des cellules de support telles les myofibrobastes et les péricytes. Enfin, ces
cellules produisent des fibres de collagene afin de fournir une matrice extracellulaire
et permettre I'élargissement de la circonférence des piliers sans altération qualitative
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additionnelle. Ce phénomeéne est important car c’est la réorganisation d’'un réseau de
cellules préexistant qui permet une importante augmentation du nombre de
capillaires [Kurz et al., 2003 ; Auguste et al., 2005].

Il existe d’autres mécanismes de formation des vaisseaux, tels le recrutement
de précurseurs endothéliaux, mais leur implication dans I'angiogenése tumorale est

mal connue.

3.3 Structure et fonction des vaisseaux tumoraux

Les vaisseaux tumoraux possedent une architecture différente de celle
observée dans les tissus sains (Figure 1.18). En effet, la vascularisation tumorale est
hautement désorganisée. Les vaisseaux sont tortueux et dilatés avec un diamétre
irrégulier et des branchements et dérivations (shunt) veineuses excessives. Ces
différences observées sont probablement dues aux déséquilibres des régulateurs
angiogéniques comme le VEGF et langiopoiétine. Les vaisseaux tumoraux
possedent dans leur paroi de nombreuses ouvertures, des jonctions
interendothéliales élargies et une membrane basale absente ou discontinue
[Carmeliet et Jain, 2000]. De plus, la formation de nouveaux vaisseaux est rapide et
induit une densité vasculaire importante contenant des vaisseaux indifférenciés
(sans péricytes), différenciés immatures (sans péricytes) et différenciés matures
(avec péricytes) [Qin et al., 2012].

Bl Artériole I Vaisseaux différenciés

Bl Vénule Bl Vaisseaux indifférenciés|
Capillaire I Péricyte

mm Péricyte

vaisseau
coopte _-“"vaisseau

.. .-~ coopté

Tissu normal Tissu tumoral

Figure 1.18 : Différences entre I’endothélium sain et ’endothélium tumoral [Qin et al., 2012].
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Ces anomalies vasculaires ont pour conséguence un flux sanguin variable, une
organisation chaotique du réseau vasculaire [Baish et Jain, 2000] et la présence de
régions hypoxiques et acides au sein des tumeurs [Helmlinger et al., 1997].

4. Contexte vasculaire particulier aux tumeurs

4.1 Modification du micro-environnement tumoral

Les tissus sains sont irrigués par des vaisseaux sanguins linaires qui doivent
leur intégrité a la présence de péricytes assurant le maintien des cellules
endothéliales. La matrice extracellulaire est constituée d’un réseau lache de fibres de
collagéne, de fibroblastes et de macrophages. Des vaisseaux lymphatiques sont
présents a proximité de ces structures (Figure 1.19-A).

Comme nous l'avons déja évoqué, les vaisseaux sanguins tumoraux ne sont
recouverts que d’'un trés petit nombre de péricytes, ce qui les rend instables. De plus,
de nombreuses tumeurs présentent peu de vaisseaux lymphatiques, ce qui a pour
conséquence d’'induire une mauvaise évacuation des protéines solubles et du fluide
interstitiel. La matrice extracellulaire des tumeurs est également différente de celle
des tissus sains, celle-ci possédant un réseau plus dense et plus rigide de fibres de
collagéne. Les tumeurs contiennent également une augmentation du nombre de
fibroblastes (Figure 1.19-B).

A_ Tissu sain E?: Tissu tumoral

Fibres de collagéne fo\ © (ol o

““Macrophage - ’

aisseay o
¢ lymphatique™*:

Figure 1.19 : Différence entre le réseau vasculaire d’un tissu sain (a) et celui d’une tumeur (b)
[Heldin et al., 2004].

4.2 La pression des fluides interstitiels (interstitial fluid pressure, IFP)

Young a éte le premier a démontrer experimentalement une augmentation de la

pression hydrostatique au sein des tumeurs [Young et al., 1950]. Pour expliquer cette

33



CHAPITRE | : INTRODUCTION

anomalie, Jain en 1987 a émis I'hypothése que la pression osmotique dans les
tumeurs était plus élévée a cause d’une forte pression interstitielle des fluides au
sein de la tumeur. Cette forte pression constitue une barriere pour la délivrance des
médicaments [Jain, 1987]. Les différences décrites préecédemment entre le tissu sain
et le tissu tumoral expliquent cette augmentation de pression. En effet, les
fibroblastes présents en plus grande quantité dans le tissu tumoral se lient aux fibres
de collagéne par l'intermédiaire des intégrines. Ceci a pour conséquence d’exercer
une tension entre les fibres. De plus, au sein du tissu tumoral, le nombre de cellules
inflammatoires et de macrophages augmente. Ces cellules secretent des cytokines
et des facteurs de croissance qui agissent sur les cellules endothéliales et le stroma
fibroblastique en augmentant la pression interstitielle. L'absence de vaisseaux
lymphatiques pour évacuer les fluides interstitiels et les protéines joue également un

r6le dans 'augmentation de la pression intersticielle [Heldin et al., 2004].

4.3 Hypoxie et pH au sein des tumeurs

La prolifération des cellules tumorales est tellement rapide que le besoin en
oxygene au sein de la tumeur est souvent insuffisant, créant ainsi des zones
hypoxiques. Pour pallier ce besoin en oxygéne, les cellules tumorales utilisent la
glycolyse comme source d’énergie [Warburg, 1956]. Ce phénoméne induit au sein
des tumeurs une diminution du pH extracellulaire [Pelicano et al., 2006] qui est alors
compris entre pH 6.0 et 7.0, ce qui représente une baisse de 0,4 a 1,4 par rapport
aux tissus sains [van Sluis et al., 1999 ; Cardone et al., 2005]. La diminution du pH et
I'hypoxie au sein du tissu tumoral sont des facteurs impliqués dans la croissance et

la diffusion métastatique [Fang et al., 2008].

5. Les cellules endothéliales une cible de choix

Nous avons vu que la vascularisation tumorale joue un r6le crucial dans la
progression tumorale de par son réle de pourvoyeur de nutriments et d’'oxygéne qui
permet le développement tumoral et la dissémination des tumeurs dans d’autres
sites. La Figure 1.20 schématise ces différentes étapes d’évolution tumorale de la

croissance tumorale.
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Néo-vascularisation

- permet une croissance
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Petite  :Sécrétion de facteurs Croissance tumorale
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Figure 1.20 : Roéle prépondérant de Il'angiogenése dans la croissance tumorale et la
dissémination métastatique. [http://www.medscape.org/ viewarticle/551140 ; Carmeliet et Jain,
2000 ; Bergers et Benjamin, 2003].

Il existe deux stratégies thérapeutiqgues dirigées contre la vascularisation
tumorale: une approche anti-vasculaire et une approche anti-angiogénique (Figure
[.21). L’approche anti-vasculaire consiste en la destruction des vaisseaux déja
formés, I'approche anti-angiogénique a pour but d’inhiber la croissance des
nouveaux vaisseaux.

Ces deux stratégies thérapeutiques offrent de nombreux avantages en
comparaison des thérapies cytotoxiques conventionnelles dirigées contre les cellules
tumorales. En effet, ces thérapies ne sont pas restreintes a un tissu tumoral en
particulier car la croissance de toutes les tumeurs solides dépend de I'angiogenése
et de leur réseau vasculaire. De plus, la vascularisation tumorale étant accessible
par voie systémique, certains anti-angiogéniques n’ont pas la nécessité de franchir
les barrieres endothéliales [Eichhorn et al., 2004]. Enfin, Les cellules endothéliales
seraient moins soumises aux mutations et seraient donc moins susceptibles de

développer une résistance au traitement [Kerbel, 1991].
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9 Switch

La tumeur n'est pas encore
vascularisée

Anti-angiogénique

tumoral

S
w

-

Pas de développement d'une
néovascularisation

angiogénique
-—)-

' Pas de développement

Néovascularisation

Destruction de la
néovascularisation tumorale

tumorale

Antivasculaire

' Nécrose

tumorale

Figure .21 : L’approche anti-angiogénique et I'approche antivasculaire [Soria, 2012].

Les agents anti-angiogéniques inhibent de maniere préférentielle la néo-

vascularisation et démontrent une activité plus importante a la périphérie des

tumeurs et sur les petites masses tumorales. lls presentent en général une action

cytostatique et favorisent ainsi la stabilisation de la maladie en stoppant la

croissance de la tumeur. Les agents antivasculaires induisent des dommages dans

la vascularisation déja établie, une inhibition du flux sanguin tumoral, ainsi qu’une

importante nécrose en particulier au coeur de la tumeur [McKeage et Baguley, 2010].

lIs ont donc un effet cytotoxique et induisent une régression rapide de la tumeur. Ces

différences d’action sont illustrées Figure 1.22.

Agents antivasculaires

Couronne viable

Nécrose des cellules tumorales

Agents antiangiogeniques

Angiogenése altérée)

Figure 1.22 : Différences entre les agents antivasculaires et les agents anti-angiogéniques

[McKeage et Baguley, 2010].
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5.1

Les molécules antivasculaires en développement

Parmi les agents antivasculaires, deux composés sont les plus avancés dans

leur développement clinique : un flavonoide le DMXAA (Dimethyloxoxanthene Acetic

Acid) et des agents tubulo-affins, tels la combrétastatine A4 phosphate (CA4P). Des

exemples de composés en cours de développement clinique sont présentés Tableau

1.8.
Famille Nom (code) Caractéristiques I Applications
clinigue
Vadimezan DMXAA analogue Cancer du poumon a non petites
Flavonoides ASA404 tricyclique de la i cellules P P
DMXAA FAA
eSO EIBUT . . Cancer anaplasique de la thyroide,
ne Combrétastatine . :
. 1/ cancer du poumon a non petites
tromethamin A4 phosphate
cellules
e Zybrestat
Ombrabuline  Analogue de la
AVES8062 combrétastatine Il Sarcome
AC7700 A4
. Leucémie aiglie lymphoblastique
Sulfonamlde pédiatrique, neuroblastomes, cancer
antimitotique se N ;
. : du poumon a non petites cellules, du
ABT-751 lie sur le site Il . N
ot sein, du célon-rectum, des cellules
colchicine de la . . ;
. rénales et de la prostate métastatique
tubuline . .
réfractaire aux hormones
Soblidotine Dérivé de la I Sarcome, cancer du poumon a non
TZT-1027 dolastatine-10 petites cellules
Lexibuline Petite molécule
Agents CYT997 |nh|b|_tr|ce de la Il Myelome multiple, glioblastome
tubuline
tubulo- -
TG Dolastatine Sarcome, cancer des reins, du
10 pancréas, du foie, des conduits
B720389K56 Pentapeptide Il blllawes3 de la vessie, de la prostate
0 réfractaire aux hormones, lymphome,
leucémie lymphocytaire chronique
Verubuline
hyd_rochlonde De_rlve d? 2 [ Mélanome, glioblastome
(Azixa) quinazoline
MPC-6827
Combrétastat Prodrogue
ine Al diphosphate de la | Tumeurs solides, leucémie
diphosphate  combrétastatine myelogénique aigue
0Xi4503 Al
Plinabuline Dérivé de la | Tumeurs solides avancées,
NPI-2358 diketopiperazine lymphomes
_— Inhibiteur de la
cralia i olymérisation de | Cancers avancés
EPC2407 PO'Y!

la tubuline

Tableau 1.8 : Agents antivasculaires en développement clinique [McKeage et Baguley, 2010 ;
http://www.cancer.gov/drugdictionary; http://clinicaltrials.gov/].

Le mode d’action de la combrétastatine a été étudié par Tozer et est illustré

Figure 1.23 [Tozer et al., 2005]. Les molécules de type poison du fuseau induisent

une modification de la morphologie des cellules endothéliales. Des réactions en
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chaine vont alors se produire : les cellules ayant perdu leur forme, une augmentation
de la perméabilité vasculaire favorisant la fuite des protéines va étre observée. Cette
fuite de protéines va augmenter la pression du liquide interstitiel provoquant une
vasoconstriction. Cette vasoconstriction favorisant la stase des hématies, la viscosité

sanguine va alors augmenter provoquant la réduction du flux sanguin.

Augmentation
de la ‘I)e.rmeab"'te Fuite des protéines
vasculaire plasmatique
Tissu tumoral O Vasoconstriction
, O active — Reéduction __
\\_//—\\\\/_/—\\ \\/QOO du flux sanguin
;)Ic:>I<*>W P O r
J O ) | © )
A 4 -
— @ Q © O
es hématies
L > | e« I O | @ &
——e L Viscosité __|
Haute pression sanguine élevée
Arrondissement Cellules endothéliales intersticielle
des cellules endothéliales en apoptose

Figure 1.23 : Mode d’action de la combrétastatine [Tozer et al., 2005]

Le mode d’action des flavonoides et du DMXAA n’est pas encore bien élucidé,
une revue de leurs différents effets est présentée dans le chapitre 1l de ce

manuscrit.

5.2 Les molécules anti-angiogéniques en développement

Chez l'adulte, la vascularisation est en général quiescente, avec seulement
0,1 % de cellules endothéliales en division. Ainsi, cibler les cellules endothéliales
tumorales permet une approche spécifigue dans le cancer [Carmeliet, 2000].
L’angiogenese requiert la liaison de molécules de signalisation telles que le VEGF a
son récepteur présent a la surface des cellules endothéliales. Lorsque le VEGF et
d’autres facteurs de croissance endothéliaux se lient a leur récepteur, des signaux
de signalisation cellulaire sont initiés et favorisent la croissance et la survie de
nouveaux vaisseaux sanguins.

Les inhibiteurs de l'angiogenése interferent a différentes étapes dans ce
processus. Par exemple le bevacizumab (Avastin®) est un anticorps monoclonal qui
reconnait spécifiguement et se lie au VEGF [Shih et Lindley, 2006]. Lorsque le VEGF
est lié au bevacizumab, il n'est plus capable de se lier et d’activer son récepteur le

VEGFR. D’autres inhibiteurs de I'angiogenése comme le sorafenib et le sunitinib, se
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lient & leur récepteur sur la surface des cellules endothéliales ou a d’autres protéines
de la cascade de signalisation cellulaire, et bloquent leur activité [Gotink et Verheul,
2010]. Le Tableau 1.9 présente les cibles angiogéniques pour lesquelles des essais
clinigues sont actuellement en cours. Certaines de ces molécules comme le
bevacizumab, le sunitinib et le sorafenib sont déja utilisées en clinique et ont déja été
citées dans le paragraphe thérapie ciblée. Les études clinigues en cours sur ces
molécules ont pour but d’évaluer d’autres applications ou de valider des associations

avec d’autres thérapies anticancéreuses.

Cibles

Angiogéniques Inhibiteur Type de molécules  Phase Tumeur ou cellules traitées
VEGE-A Bevacizumab Anticorps Wi Gliome, cancer du colon,

(Avastin) poumon et du sein

Sorafenib : . Carcinome des cellules

(BAY 54-9085, L mmecu'e I/l rénales, cancer du poumon et

inhibitrice .
Nexavar) du sein
Carcinome des cellules

Tivozanib petite molécule | rénales, cancer du sein
VEGER (AV-951) inhibitrice métastatique, cancer
tyrosine kinase colorectal avancé

Cediranib ; .

(AZD2171 Pet_'t‘? molecule ] Gioblastome multiforme

Recentin) inhibitrice

Axitinib : . Cancer du poumon, du

(AG-013736, petite molecule I/l pancréas, gastrique avancé et

inhibitrice ; - X

Inlyta) cancer du sein métastatique
VEGFR et Sunitinib etite molécule Carcinome des cellules
PDGFR (SU11248, iF;lhibitrice Il rénales, cancer du poumon et
tyrosine kinase Sutent) du sein
Kinases Seliciclib Cellules endothéliales, cancer

: petite molécule du sein, cancer du poumon a
cycline- (CYycC202, T I/l . |
dépendante R-roscovitine) inhibitrice non petites ce;llu es, cancer
nasopharyngé

Tableau 1.9 Anti-angiogénique en développement préclinique et clinique [Linkous et

Yazlovitskaya, 2012; http://www.cancer.gov/drugdictionary; http://clinicaltrials.gov]

Mis a part les petites molécules inhibitrices et les anticorps ciblant le VEGF,
d’autres molécules présentes sur les cellules endothéliales et nécessaires a
'angiogeneése telles que les intégrines peuvent également étre ciblées dans un but

thérapeutigue. Les essais cliniques sur ces molécules sont présentés ci-apres.

6. Les molécules d’adhésion cellulaire ayant un réle dans I’angiogenése

Les molécules d’adhésion cellulaire (CAMs) sont

transmembranaires qui permettent I'interaction physique entre 2 cellules adjacentes

des glycoprotéines

ou entre une cellule et la matrice extracellulaire. Les CAMs sont classées par famille

en fonction de leurs propriétés structurelles et fonctionnelles [Francavilla et al.,
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2009]. Il existe 4 familles de molécules d’adhésion cellulaire : les intégrines, les
membres de la famille des immunoglobulines, les cadhérines et les sélectines. Les
membres de chaque famille ont été détectés au sein de vaisseaux sanguins

néoformés (angiogéniques) [Bischoff, 1997].

6.1 Les intégrines

o Structure des intégrines

Les intégrines sont des protéines transmembranaires constituées de deux sous
unités,'une nommée o et lautre B. Il existe 24 possibilités de paires
hétérodimériques puisqu’il existe 18 types de sous unités a et 8 types de sous-unités
B chez les mammiferes. Les intégrines sont constituées d'un large domaine
extracellulaire, qui lie des ligands extracellulaires, un domaine transmembranaire et
une queue cytoplasmique qui interagit avec des molécules de signalisation cellulaire
[Luo et al., 2007] (Figure 1.24-A). Le domaine extracellulaire a pour fonction de se lier
avec les protéines de la matrice extracellulaire comme la fibronectine et le collagéne,
avec des acteurs de la coagulation comme la thrombospondine et le Facteur de von
Willebrand, ou encore avec d’autres molécules d’adhésion cellulaire comme le
VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule) [Stupack, 2007]. Quelgues exemples

d’interactions sont presentés Figure 1.24-B.

A 5“‘~;;’§u'§n“;;“;G';de B al Laminine, collagéne
R 1 foronecine a2 Laminine, collagéne, a2 B1
B Laminine collagene, fibronectine, épiligrine, entactine,
) a3
» p1 a2 B1
Y L a4 Fibronectine (CS-1) VCAM
. @ @O a5 Fibronectine (RGD), L1-CAM, fibrinogéne
~§ &5 5530503038 a6 Laminine, Merosine, kalinine
= Meratyane Vitronectine, fibrigéne, facteur de von Willebrand,
T8N B3 collagéne dénaturé, thrombospondine, Del-1, Cyr-61,
OOOOOO= S OHOOOOOX FISP
i s av - @5 Fibronectine, vitronectine
& 6 Vitronectine, osteopontine, Del-1
Site de liaison a la taline B8 F|bronect|ne
a6 B4 Laminine

Figure 1.24 : Intégrines: structure et ligands endogénes. A-représentation schématique des
intégrines [http://www.myvisiontest.com] B-Quelques exemples de liaison des intégrines aux
molécules endogénes [Hwang et Varner, 2004].

o Roéle dans 'angiogenése

A la surface des cellules endothéliales, les intégrines (avB3, avp5 et a5p1)

participent a la régulation de la migration, de la prolifération et de la survie des
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cellules endothéliales pendant la formation de néo-vaisseaux (Figure 1.25-1). De
plus, l'interaction entre les péricytes et les cellules endothéliales, cruciale pour la
stabilisation des nouveaux vaisseaux formés, se fait par I'intermédiaire des intégrines
(Figure 1.25-2). L’angiogenése et la progression tumorale sont également assurées
par la contribution des cellules myéloides et des monocytes qui seraient adressés
vers la tumeur par l'intermédiaire de leurs intégrines et produiraient localement des
cytokines et des facteurs de croissance (Figure 1.25-3). Les fibroblastes, par
I'intermédiaire de leur intégrines a11B1, coopéerent également a ce processus en
augmentant la sécrétion de facteurs de croissance (Figure 1.25-4) et en formant un
dépdt de collagene qui pourrait induire la résistance de certaines tumeurs au
traitement (Figure 1.25-5). Enfin, I'expression des intégrines allB3 par les plaquettes
est importante pour leur interaction avec les cellules tumorales via un pont de
fibrinogene, favorisant la dissémination métastatique (Figure 1.25-6) [Desgrosellier et
Cheresh, 2010].

Cellule endothéliale

Péricyte

Vaisseau sanguin

O]

Cellule
myeloide

Facteurs de
croissance

allbp3
Plaquette?g
avf3
@ Facteurs de croissance ® i
et cytokines Fibrinogéne

O

Figure 1.25 : Implication des intégrines dans l’angiogenése et la progression tumorale
[Desgrosellier et Cheresh, 2010].

(® Collagéne

Fibroblaste

Alors que de nombreuses intégrines sont exprimées de maniére ubiquitaire
dans les tissus adultes, les intégrines avB3 sont le plus abondamment exprimées par

les cellules endothéliales lors du remodelage angiogénique au sein de tissus
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pathologiques [Brooks et al., 1995 ; Brooks et al., 1994]. Les intégrines avp3, de par
leur role décrit précédemment, sont une cible idéale pour une stratégie de ciblage
thérapeutique, ou a des fins d’imagerie des tumeurs. Pour valider ces stratégies il est

nécessaire d’avoir un modéle tumoral adéquat et bien caractérisé.

o Etudes cliniques

Les intégrines sont des cibles thérapeutiques hautement intéressantes en
oncologie de par leurs réles décrits précédemment [Desgrosellier et Cheresh, 2010].
Plusieurs essais cliniques sont actuellement en cours (Tableau 1.10). Le cilengitide,
pentapeptide cyclique analogue du RGD, est la molécule la plus avancée dans son
développement parmi les inhibiteurs des intégrines dans le domaine du traitement du
cancer. Les études précliniques et les études précoces de phases | et Il ont
démontré une preuve de concept, quoique modeste en terme d’activité antitumorale.
Actuellement la phase lll vient de terminer sa phase d’enregistrement dans le cas
des patients ayant un glioblastome multiforme (GBM) nouvellement diagnostiqué,
tandis que des études de phase Il dans d'autres indications de tumeurs solides sont
en cours [Reardon et Cheresh, 2011 ; Mas-Moruno et al., 2010].
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Médicaments Cible Type de Phase Applications
médicament clinique
MEDI-522 avB3 Anticorps I Mélanome métastatique, cancer de la prostate
(Viatxin, humanisé métastatique, carcinome colorectal
Abegrin,
Etaracizumab)
M200 a5p31 Anticorps Il Mélanome métastatique, carcinome des cellules
(volociximab) chimére rénales, cancer du poumon no a petites cellules
souris’/homme
CNTO 95 av3, Anticorps I/ Cancers avancés réfarctaires
avp5 humain
PF-04605412 a5B1 Anticorps I Tumeurs solides non répondeuses aux thérapies
monoclonal standards
Natalizumab a4p1, Anticorps 1gG4 IV Sclérose multiple
a4pB7 recombinant
humanisé
Ro 27-2441 Antagoniste des |l Asthme
intégrines
EMD 525797 av Anticorps I Tumeurs solides
chimere
souris/homme
IMGN388 intégrines Anticorps Tumeurs solides
monoclonal
conjugué
BG00002 a4 Anticorps /11 Sclérose multiple
recombinant
humanisé
ATN-161 a5p31 Peptide I/l Gliome malin
EMD 121974 av3, Peptide I/ Mélanome métastatique, cancer de la prostate ,
(cilengitide) avps cancer du pancréas, cancer du poumon non a
petites cellules, glioblastome multiforme
JSM6427 a5p31 Peptide I Dégénération maculaire

Tableau 1.10 : Essais cliniqgues sur des molécules ciblant les intégrines [Avraamides et al.,
2008 ; http://www.cancer.gov/drugdictionary; http://clinicaltrials.gov/]

Des études cliniques sont également actuellement en cours pour le ciblage des

intégrines pour la visualisation des tumeurs (Tableau 1.11).

Médicaments Cible

Type de médicament Phase Applications Type
clinigue d'imagerie

[18F]AH-111585 avB3
(Fuciclatide F av3s
18)

peptide contenant la ]
séquence RGD couplée
a la fluorine F 18

Gliome avancé, cancerdu TEP
poumon, cancer de la téte

et du cou, sarcome,

mélanome

PmTc-NC100692 avp3

peptide contenant la Il

Cardiomyopathie SPECT

avB5  séquence RGD couplée hypertrophique, Syndrome
au technétium coronaire aigue
*Ga-BNOTA- avB3  peptide contenant la 0 Cancer du poumon TEP
PRGD2 séquence RGD couplée /ICT/SPECT

au gallium

Tableau 1.11 : Essai cliniques en cours sur l'utilisation du ciblage des intégrines pour la

visualisation de
http://clinicaltrials.gov/].

foyers tumoraux
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6.2 Les sélectines

o Structure des sélectines

Les sélectines sont des glycoprotéines transmembranaires classifiees en
fonction de leur site d’expression au sein de I'organisme. Il en existe trois types : les
sélectines-E pour endothélium activé, les sélectines-P pour plaquettes et les
sélectines-L pour lymphocytes [pour revue Jubeli et al., 2012]. Les sélectines-E sont
des protéines de 64 kDa également connues sous le nom de CD62E, ELAM-1 et
ELAM-2 (endothelial-leukocyte adhesion molecule) et sont exclusivement exprimées
dans un contexte non pathologique par les cellules endothéliales. Elles sont parfois
sous forme glycosylée et ont alors un poids moléculaire compris entre 100 et 150
kDa [Pahlsson et al., 1995]. Leur structure primaire possede trois domaines, un
domaine terminal aminé de liaison a la lectine, un domaine de liaison a I'EGF
(epidermal growth factor) et 6 motifs répétés, d’environ 60 acides aminés, chacun
similaire a ceux trouvé dans les protéines de liaison au complément [Bevilacqua et
al., 1989]. Le domaine lectine et le domaine EGF sont impliqués dans les interactions

des cellules endothéliales avec les leucocytes.

o Fonction dans l'angiogenése

Les sélectines jouent un rdle important dans la régulation physiologique, mais
elles sont également impliquées dans des processus pathologiques comme
I'inflammation, le cancer et la formation de métastases. En effet, la détection des
sélectines-E au sein de la vascularisation tumorale de patients atteints de cancer
colorectal a été observée par Kiriyama en 1995. Cette expression est induite par des
stimuli provenant des cellules tumorales. De plus, lors de cette étude, Ye a observé
une expression inversement proportionnelle a la distance des vaisseaux [Ye et al.,
1995]. La sélectine-E a pour ligand le sialyl lewis X, cette interaction est bien décrite
dans la littérature [Somers et al., 2000 ; Pichierri et Matsuo, 2002] et est trés
importante dans l'adhésion des cellules cancéreuses a I'endothélium pendant le
processus métastatique. En effet, pour certaines lignées tumorales, apres le
détachement de quelques cellules de la tumeur primaire, 'adhésion a I'endothélium
vasculaire n’est possible que par l'interaction du sialyl lewis X exprimé a la surface
des cellules tumorales avec leur ligand la sélectine-E exprimée par I'endothélium
vasculaire (Figure 1.26) [Takada et al., 1993].
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Adhésion des cellules
cancéreuses a I'endothélium

Détachement Q ~
de cellules cancéreuses ( ” /
<

Formation de tumeurs

{ \ métastatiques
N 000

provenant de la
tumeur primaire /

Cellule —"— o -w—
cancéreuse Qg,a /\ ~
095
Sélectine-E—‘;?»" 0000

Endothélium

Figure .26 : Représentation schématique de la diffusion métastatique via la sélectine-E [Jubeli
et al., 2012].

o Etudes pré-cliniques et cliniques

De par leur réle dans la diffusion tumorale, le ciblage des sélectines est une
stratégie intéressante dans un contexte thérapeutigue. Comme les intégrines av33,
les sélectines-E ne sont pas exprimées par I'endothélium des tissus sains mais par
les micro-vaisseaux qui contiennent des cellules endothéliales en prolifération
[Kraling et al.,, 1996]. Dans un but thérapeutique, des antagonistes ont été
développés pour cibler les sélectines-E, comme des anticorps, des ligands
inhibiteurs et des mimes métabolites des glucides [Barthel et al., 2007, Jubeli et al.,
2012]. Le Tableau 1.12 liste les études précliniques réalisées qui prouvent la validité

de cette stratégie in vitro et in vivo.
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N Elément de . o . er
Systéme reconnaissance Méthode de liaison Evaluation Références
In vitro Bendas et
Anticorps sélectine-E liaison directe (statique et
al., 1998
flux)
Anticorps sélectine-E (rat I(')?JISO;; E(r)lvsslegtfeﬂlrrecte In vitro Bendas et
19G) P P (statique) al., 1999
PEG
Anticorps sélectine-E
murin anti sélectine-E liaison covalente par un  In vitro Kessner et
Anticorps monoclonal espaceur PEG (statique) al., 2001
. BBA 26
Liposomes . —
Anticorps monoclonal liaison covalente avec .
) S . In vitro Spragg et
murin anti sélectine-E un lipide formant le (statique) al 1997
IgG2a (H18/7) liposome q "
Anticorps monoclonal de . . . Gunawan et
. Lo liaison covalente via une In vitro
souris anti sélectine-E ancre N-dod-PE (statique) Auguste,
humaine q 2009
In vivo:
SLEx Liaison via la sérum arthrite Minaguchi et
albumine induite au al., 2008
collagene
Microsphéres Anticorps humanisé anti .
s R . . . Dickerson et
poly (- sélectine-E et sélectine-P  Absorption simple In vitro (flux) al. 2001
caprolactone) (HUEP5CT7.92) "’
Microsphére/na  Anticorps humanisé anti EOUe EIEE I,"’.I (N .

. . e Fc de la protéine A In vitro Blackwell et
nosphéres selectine-E et sélectine-P absorbée sur les (statique) al. 2001
polystyréne (HUEP5C7.g2) ; q "

particules
In vitro (flux)
Microspheres alL=oibe monoclon_al interaction neutravidine- /.m VIVO Sakhalkar et
murin 68-5H11 (anti L (injection
PLA-PEG A . biotine h al., 2003
sélectine-E 1gG1 humain) intrascrotale
de TNF-a)
: liaison covalente avec .
Nanoparticules mannose SLEX un sauelette In vitro Banquy et
PLA que’ (statique) al., 2008
polymérique
N Peptide dérivé de l'acide liaison covalente avec .
COPOITMETES uinique analogue du un squelette AL S G
HPMA quiniq 9 que’ (statique) al., 2009
SLEX polymérique
Microparticules  Ligand peptidique thiolé liaison covalente avec In vitro (flux) Myrset et al.,
lipidiques de la sélectine-E espaceur PEG 2011
Tableau 1.12 : Systémes ciblant la sélectine-E, études précliniques [Jubeli et al., 2012,

http://www.cancer.gov/drugdictionary; http://clinicaltrials.gov/]].

Des études cliniques en cours (une en phase | et une en phase Il), évaluent le

ciblage par instillation nasale de

la sélectine-E dans

le cadre d’accidents

cérébrovasculaires ischémiques [http.www.clinicaltrial.gov]. Des travaux sur 'lhomme

sont également en cours dans le cadre de I'évaluation de sondes d’'imagerie. En

effet, des composés radioactifs immunoconjugués avec le fragment F(Ab)? de la

sélectine-E sont actuellement évalués dans le cadre de la polyarthrite rhumatoide et

des maladies inflammatoires de l'intestin [Bhatti et al., 1998 ; Jamar et al., 2002].
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. NANOPARTICULES ET CANCER

La chimiothérapie conventionnelle permet une distribution non spécifique du
principe actif dans I'organisme qui atteint aussi bien les cellules saines que les
cellules cancéreuses. Un moyen de réduire la toxicité systémique des
chimiothérapies est de cibler spécifiguement les anomalies de la vascularisation
tumorale comme nous I'avons vu précédemment. Il existe une autre approche qui

consiste en l'utilisation d’'une stratégie de ciblage tumoral par des nanovecteurs.

1. Propriétés/Avantages des nanovecteurs

L’encapsulation d’'un principe actif au sein d’'un nanovecteur présente certains
avantages par rapport aux chimiothérapies conventionnelles. La biodistribution du
vecteur étant prédominante sur celle de I'agent encapsulé, la biodistribution du
cytotoxique s’en trouve favorisée pour un ciblage tumoral. En effet, les nanovecteurs
permettent une délivrance plus spécifique du principe actif au sein des tumeurs,
réduisant de ce fait la toxicité éventuelle de ce dernier envers les autres tissus de
'organisme. Enfin, les nanovecteurs permettent un meilleur controle de la distribution
du principe actif au sein de I'organisme de par leur formulation plus complexe. La
Figure 1.27 schématise la différence de distribution d’'un principe actif lorsqu’il est

encapsulé ou non.

Avantages de l'utilisation des nanoparticules
pour la thérapie anticancéreuse

(@

Tumeur Tumeur J - Accumulation selective

\E]‘% . dans la tumeur par effet EPR
' - Réduction de la concentration
" ' ) au sein des tissus sains
€3 { minimisation des effets
secondaires }
luy 0 T ny

- Doses maximales
tolérées plus importantes

Concentration au Elevée
sein des organes
Basse
Distribution des principes Distribution des principes acltifs
actifs "libres" encapsulés dans des nanoparticules

Figure 1.27 : Avantages de I'utilisation de formulations pour la thérapie anticancéreuse [Alexis
et al., 2010].
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2. Mécanisme d’action

2.1 Ciblage passif

Les anomalies structurelles de la vascularisation tumorales jouent un réle
majeur en augmentant la diffusion et la rétention des nanovecteurs au sein des
tumeurs. Ceci est communément appelé I'effet EPR pour « Enhanced Permeability
and Retention». Matsumura et Maeda ont été les premiers a observer la capacité
d’accumulation de macromolécules d'un poids moléculaire compris entre
15 et 70 kDa au sein des tumeurs [Matsumura et Maeda, 1986]. En effet,
laugmentation de la perméabilité des vaisseaux permet [I'extravasation et
'accumulation, au sein des tumeurs, de particules comme les micelles et les
liposomes d’une taille comprise entre 10 et 500 nm. Un temps de circulation prolongé
dans le sang est la condition requise pour ce type de délivrance de médicament afin
d’obtenir une accumulation suffisante du vecteur au sein de la cible [Torchilin, 2000].
Comme nous l'avons vu précédemment, les anomalies de I'endothélium tumoral
comme l'activation de I'angiogenése et la vascularisation importante, I'absence de
membrane musculaire et de péricytes, la présence de fenestrations dans
I'architecture vasculaire, la direction et le flux sanguin inconstants, linefficacité du
drainage lymphatique ainsi que le faible retour veineux, sont autant de facteurs qui
favorisent 'accumulation des particules et sont responsables de 'effet EPR observé
au sein de I'espace interstitiel tumoral [Maeda, 2001 ; Danhier et al., 2010].

Les nanovecteurs qui ont une taille et une charge de surface appropriées
permettant de limiter la séquestration par le systéme réticulo-endothélial (RES)
peuvent circuler assez longtemps dans le sang pour aller s’accumuler dans la tumeur
par simple effet EPR. Cependant, une quantité importante de vecteur reste malgré
tout séquestrée par le foie et la rate. Ces limites ont motivé le développement de
stratégies utilisant les interactions ligand récepteur communément appelé ciblage
actif [Hu et Zhang, 2009].

2.2 Ciblage actif

Afin de diriger de maniere plus spécifique les nanovecteurs il est possible de
décorer les nanoparticules de molécules ciblantes tels que des anticorps ou des
ligands [Hu et Zhang, 2009]. Les Anticorps peuvent étre conjugués directement sur
le principe actif comme nous I'avons vu dans le paragraphe sur les thérapies ciblées,
mais peuvent également é&tre associés a des nanovecteurs. Les ligands,
généralement peptidiques, peuvent reconnaitre différentes cibles, telles le récepteur
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au folate, les lectines, le récepteur au facteur de croissance épidermique humain
(HER), le facteur de croissance des cellules endothéliales (VEGF Vascular
Endothelial Growth Factor) ou encore les intégrines. Ceux-ci ont déja été utilisés
pour diriger les nanoparticules spécifiguement vers les tumeurs [Mohanty et al.,
2011; Trapani et al., 2012].

La Figure 1.28 schématise les différences entre le ciblage passif et le ciblage
actif. On peut observer que dans le cas du ciblage actif les nanovecteurs peuvent
étre retenus au sein des tumeurs et internalisés grace a la fixation de leur ligand sur
leur récepteur, permettant ainsi la libération du principe actif dans le cytoplasme de

la cellule tumorale cible.

Ciblage actif des tissus

- —8
,"l 8 N ( ,‘\ ‘f%‘
v + bk w <

ligand

Nanovecteurs :.—‘J“ A‘.A ‘ “ f- "~' z | Vaisseaux sanguins

Cellules endothéliales

Vaisseaux lymphatiques

Inhibition du drainage
lymphatique

Figure 1.28 : Le ciblage passif et le ciblage actif des tumeurs [Peer et al., 2007].

3. Les différents systemes de vectorisation

Les nanomédicaments peuvent étre définis comme des objets inertes d’'une
taille comprise entre 10 nanomeétres et 1 micromeétre. lls sont constitués de 2
composants : le vecteur et le principe actif. Il existe différents types de nanovecteurs
qui sont décrits dans de nombreuses revues et dont nous détaillerons les principales
caractéristiques ci-apres. [Brigger et al., 2002 ; Cho K, 2008 ; Danhier et al., 2010,
Cegnar M, 2005].

Les nanosphéres et les nanocapsules sont des nano-objets qui incluent
respectivement le principe actif dans la matrice polymérique ou bien dans une cavité
agueuse ou huileuse au coeur de la particule [Brigger et al., 2002 ; Couvreur, 2001 ;

Hillaireau et Couvreur, 2009].
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Des conjugués peuvent étre réalisés avec des polyméres ou des lipides afin
de rendre un principe actif furtif ou de modifier sa pharmacocinétique. lls sont de
petite taille de 3-20 nm et permettent le transport de médicaments grace a un
espaceur. lls peuvent étre également adressés a un site spécifique a I'aide d’un
ligand. C’est le cas par exemple de conjugués acide polyglutamique-paclitaxel [Li et
Wallace, 2008 ; Li et al., 1999], ou plus récemment de dérivés cytostatiques
conjugués a du squaléne [Allain et al., 2012 ; Duncan et al., 2006]. Il existe
également des conjugués de type protéique qui sont tres étudiés. Un conjugué

paclitaxel de type albumine est déja sur le marché sous le nom d’Abraxane.

Les micelles polymériques (ou copolymeres amphiphiles) d’une taille
d’environ 50 nm possédent un cceur hydrophobe qui permet I'encapsulation de
principe actif peu soluble et une couronne hydrophile. Cette couronne permet de
stabiliser le coeur hydrophobe, de rendre le polymére hydrosoluble permettant ainsi
une injection systémique, et de prévenir contre les interactions non spécifiques avec

les composants du sang [Adams et al., 2003 ; Park et al., 2008].

Les dendrimeres sont formés par polymérisation successive de monomeres.
Les réactions sont généralement réalisées de maniére radiale a partir du coeur
central. Ces macromolécules ont une taille monodisperse, elles sont en général
solubles dans I'eau et sont fonctionnalisables en surface [Svenson et Tomalia, 2005,
Nanjwade et al., 2009]. A titre d’exemple, le dendrimere polyamidoamine (PAMAM)
conjugué au cisplatine est un composé trés soluble dans l'eau et permet un
relargage lent de ce principe actif chez I'animal. Dans 'étude de Malik en 1999, il a
été observé une activité de la formulation dendrimére-cisplatine sur un modeéle de
tumeur B16F10 alors que le cisplatine seul n'a démontré aucune activité. Le
dendrimére a également démontré une accumulation 50 fois plus élevée dans les
tissus tumoraux par effet EPR en comparaison au cisplatine seul. Enfin, cette
formulation permet également une toxicité réduite d'un facteur 3 a 15 en

comparaison au cisplatine libre [Malik et al., 1999].

Les nanotubes de carbone sont des petits cylindres de 10 nm a 1 um de long
et de quelgues nanometres de diamétre exclusivement synthétisés a partir d’atomes
de carbone. On distingue les nanotubes de carbones possédant un seul feuillet de

carbone d’un diametre de 0,4 a 2 nm, des nanotubes de carbones constitués de
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plusieurs feuillets de carbone et qui peuvent atteindre une taille de 1 a 3 nm pour le
tube interne et de 2 & 100 nm pour le tube externe. Dans le cas des nanotubes les
principes actifs sont généralement liés sur la surface préalablement fonctionnalisés
[Klumpp et al., 2006 ; Bekyarova et al., 2005].

Les liposomes sont des vésicules sphériques constituées d’'une ou plusieurs
couches de phospholipides entourant un compartiment aqueux. Initialement
développés pour mimer les membranes biologiques, Gregoriadis G. a été le premier
a proposer de veéhiculer des principes actifs dans ces systemes colloidaux
[Gregoriadis et al., 1971 ; Gregoriadis et Ryman, 1971 Gregoriadis, 1973]. Grace a
leur structure, ils permettent d’encapsuler des principes actifs hydrophobes ou
hydrophiles. lls peuvent avoir un diametre compris entre 80 nm et 1 um
[Malam et al., 2009]. Ce type de particules ayant été utilisé lors de nos études, le
procédé de fabrication ainsi que leurs caractéristiques seront développés dans la

partie 11l de ce manuscrit.

Les émulsions sont la dispersion de deux liquides non miscibles entre eux.
Elles sont constituées d'une phase aqueuse et d'une phase huileuse. Une
nanoémulsion est donc une émulsion dont les particules sont de taille nanométrique.
Il existe différents types d’émulsion, les émulsions aqueuses ou huileuses. Les
émulsions « huile dans l'eau » (aqueuses) sont formées par la dispersion de
goutellettes huileuses dans I'eau et les émulsions « eau dans huile » (huileuses) sont
formées par la dispersion de goutellettes d’eau dans l'huile. Les émulsions sont
généralement peu stables, c’est pourquoi afin de les stabiliser un émulsifiant est
ajouté a la préparation. Par exemple, dans le cas d'une émulsion aqueuse
I'émulsifiant forme un film fin au sein de la phase disperse (eau) et stabilise
'ensemble. Dans ce genre de formulation il est possible d’incorporer un principe actif

lipophile dans le cceur.

Les cyclodextrines sont de la famille des oligosaccharides cycliques et
possedent une face externe hydrophile et une cavité centrale lipophile. Elles sont
composées de sous-unités glucopyranose liées en a-(1,4). Les cyclodextrines sont
couramment utilisées comme « cages moléculaires » en pharmacie, en agrochimie
et dans l'industrie alimentaire et cosmétique [Roux et al., 2007; Singh et al., 2002].
Dans I'industrie pharmaceutique elles sont utilisées complexées a des agents et elles

permettent d’augmenter la solubilité dans I'eau de principes actifs peu solubles ainsi
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que d’augmenter leur biocompatibilité et stabilité [Loftsson et Duchene, 2007]. Des
revues décrivent leur implication dans la délivrance de médicaments [Agueros et al.,
2011, Dass, 2004 ; Arun et al., 2008; Del Valle, 2004]. Le Tableau 1.13 regroupe la

structure et les principales caractéristiques des systémes de vectorisation évoqués

précédemment.
Nom Structure Composition/ taille
Atomes de carbone
Nanotubes 10 nm a 1 um de long et de quelques

nanomeétres de diamétre

. Lipides amphipathiques,
Centre X
Liposomes A aqueux : taille : 80 nm a 1 um

Unité de
branchement

Dendriméres Monomeéres 10 nm

LN
(N .'\_ Groupement
de surface

Nanocapsules et Polymeéres biodégradables et

nanosphéres biocompatibles 50-200nm

Polymére Agent de ciblage
. . incipe acti Polyméres, Protéines
Principe actif ’

Conjugues Taille : de 3a 20 nm
Couronne Coeur

Micelles Lipides amphipathiques,

polymériques 20 450 nm

Emulsifiant
Emulsions EE— De50 nmalpm

Chaine hydrocarbonée
Groupement polaire

~70 nm

R

o
on Y
on
oH
‘o

o
oo
on
on
o\ —0.
o

Cyclodextrines /\§\

Tableau 1.13 : Les différents types de nanovecteurs.
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4. Les nanovecteurs sur le marché

Les principaux nanovecteurs sur le marché sont les liposomes. C’est en 1990
que la premiere formulation liposomale a regu I'agrément pour une application
clinique. Il s’agit d’'une forme liposomale de 'amphotéricine B (Ambisome®) pour le
traitement des infections fongiques. Dans le domaine du traitement contre le cancer,
la premiére formulation a recevoir I'agrément fut la formulation liposomale de
doxorubicine commercialisée sous le nom de Doxil® aux Etats Unis et de Caelyx®
en Europe [Gabizon et al.,, 2012]. Actuellement, de nombreux médicaments
anticancéreux traditionnels ont été testés sous forme liposomale. Beaucoup d'entre
eux ont fait l'objet d’essais cliniques. Ce mode de formulation des agents
chiomiothérapeutiques est en pleine expansion, le Tableau 1.14 présente les

formulations déja commercialisées.

Nom Principe actif composition Indications
Lipidique (ratio
molaire)

Ambisome Amphotéricine B HSPC : DSPG : CHOL : Infections fongiques séveres
amphotéricine B

(2:0.8:1:0.4)
Abelcet Amphotéricine B DMPC: DMPG (7:3) Infections fongiques sévéres
Amphotec Amphotéricine B Cholesteryl sulfate Infections fongiques séveres
DaunoXome Daunorubicine DSPC : CHOL (2:1) Tumeurs du sang (leucémie)
Doxil / caelix ~ Doxorubicine HSPC : CHOL: PEG Sarcome de kaposi, Cancer des
2000-DSPE (56:39:5) ovaires et du sein
Lipo-dox Doxorubicine DSPC : CHOL: PEG Sarcome de kaposi, Cancer des
2000-DSPE (56:39:5) ovaires et du sein
Myocet / Doxorubicine EPC : CHOL (55:45) En association avec le
Evacet cyclophosphamide dans les cancers
du sein métastatique
Visudyne Verteporfine EPG : DMPC (3:5) Myopie pathologique,
dégénérescence maculaire lié a
'age, histoplasmose oculaire
Depocyt Cytarabine CHOL: Trioléine: DOPC Meéningites néoplasiques et
: DPPG (11:1:7:1) méningites lymphomateuses
DepoDur Morphine sulfate CHOL: Trioléine : soulagement de la douleur
DOPC : DPPG
(11:1:7:1)
Epaxal Virus de I'hépatite = DOPC and DOPE Hépatite A
B inactivée
(souche RG-SB)
Inflexal V Hémagglutinines DOPC and DOPE Grippe

inactivée du virus
influenza souche
AetB

Tableau 1.14 : Formes liposomales commerciales [Immordino et al., 2006 ; Chang et Ye, 2012;
Chang et al., 2012].
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Mis a part les liposomes, seule une forme du paclitaxel conjugué a I'albumine
(Abraxane) est actuellement sur le marché pour le traitement des cancers du sein

métastatiques.

5. Les nanovecteurs en développement clinique

51 Les liposomes

Des liposomes déja sur le marché font I'objet d’essais cliniques dans le cadre
d’autres applications, mais il existe également des formes nouvelles qui sont
évaluées. Le Tableau 1.15 présente une liste non exhaustive des formulations
liposomales faisant I'objet d’études cliniques [pour revue Slingerland et al., 2012;
Chang et Yeh, 2012 ; Immordino et al.,, 2006]. Il est important de noter que
seulement 3 formulations sur 12 sont commercialisées dans le domaine du cancer

alors que la majorité des études cliniques actuelles sont dans ce domaine.
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Nom Composition Principe actif Applications Statut
DOPC : CHOL : . Cancers ovarien, mammaire
S cardiolipine (90:5:5) Pl et des poumons Pl |
. . leucémie, cancers du sein, de
LEM-ETU DOP.C.' .CHOL . Mitoxantrone I'estomac, du foie et des Phase |
cardiolipine (90:5:5) .
ovaires
. DOTAP : DOPC: . propriétés anti-angiogénique,
EndeTACL Paclitaxel (50:47:3) Pl cancer du sein RS
L ! . Précliniqu
EndoTAG-2 DOTAP Camptothécine Cancer métastatique e
Arikace DPPC : CHOL Amikacine infections pulmonaire Phase Il
Margibo® eDSPPC/CHOL/sphlngosm Vincristine Non-Hodgkin’s lymphoma :Tlhase I/
DPPC :MSPC : PEG - cacinome hepatocellulaire non
ThermoDox 2000-DSPE (90:10:4) Doxorubicine resecable Phase I
S Cancer avancé du rein,
Atragen® DMPC : soybean oil ;’;ggnmque leucémie pro myélocitaire IIThase H
aigue
1A Bactériophage
Ilppsome _ T4 endonucléase Xeroderma Pigmentosum Phase llI
lotion
leucémies myeloides aigues,
Liposomal Nucleoside leucémies myelogénes Phase |
Grb-2 - antisens GRb2 chroniques leucémies
lymphoblastiques aigues
. . . Infections fongiques (patients Phase
Nyotran® DMPC : DMPG : CHOL Nystatine immunodéprimés) i
LE-SN38 DOPC : CHOL : Irinotecan Cancers avances, cancer Phase |
cardiolipine colorectal metastatique
. ) Analogue de
Aroplatin DMPC : DMPG l'oxaliplatine Cancer colorectal Phase I
Liprostin Prostaglandine Maladle_ du s,y.ster,n.e Phase II
— E1l vasculaire périphérique
. vaccin immun contre cancer
. BPL25, peptide :
Stimuvax _ ciblant MUC1 du poumon a non petites Phase I
cellules
SPI-077 SHPC : CHOL : DSPE- Cisplatine Cancer du poumon, cancerde o, .\
PEG la téte et du coup
IT_M:IpopIatm SPC : DPPG : CHOL Cisplatine differents types de cancer :T/Tl?se
S-CKD602 liposome pegylé Analoguerdg la Différents types de cancers Phase |
Belotecan camptothécine
. Ovarian cancer Head and
OSI-211 SHPC :CHOL Lurtotecan neck cancer Phase I
. . " Précliniqu
INX-0125 PSP_PC .C_:HOL Vinorelbine Cancers du sein, cblon et e / Phase
:sphingosine poumon |
INX-0076 EeSPPC (CHEIL Sl e Topotecan Cancers avancés Erecllnlqu
Liposomal-
Annamycin DSPC : DSPG: Tween Annamycine cancer du sein Phase Il
®
MBT-0206 DOPE :_DO- trimethyl Paclitaxel propriétés anti-angiogenique, Phase |
ammoniumpropane cancer du sein
Liposome i i Adenocarcinome gastrique,
oxaliplatine E‘aG'nZE:LFi’:esomeS oxaliplatine gastroesophagien ou Il
MBP-426 oesophagien

Tableau 1.15: Liposomes en développement clinique [Slingerland et al., 2012; Chang et Yeh,
2012; Immordino et al., 2006].
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5.2

Les autres types de nanovecteurs en développement

D’autres types de nanovecteurs ont été évalués au cours de tests précliniques

et cliniques. Quelques exemples d’utilisation de ces vecteurs sont présentés ci-

dessous (Tableau 1.16).

Nom Type Principe actif Statut  Applications
gggfplatm Ne Micelle Cisplatine I/ Cancer du pancréas
Anticorps conjugué Anticorps 7-ethyl-10- ot

au hRS7-SN38 conjugué au hydroxycamptothecin | g\?:r‘:; epithelial
IMMU-132 SN38 (SN-38)

Conjugué ciblant le
récepteur au folate
vinca

alkaloid/mitomycin

Conjugué ciblant
le récepteur au
folate

Vinca-alkaloide et
mitomycine C

Tumeur réfractaire ou
métastatique

e C EC0225
Conjugué . .
ATIEEIES gr?tri]g:lcj)?ug anti Inhibiteur des
monoclonal anti- P . I Cancer de la prostate
o PSMA —-MMAE- microtubules
prostate-spécifique o
auristatine

MMAE

Conjugué au

Tumeurs solides

Polymeére polymére poly[1- avancées. cancer
camptothécine hydroxymethylene Camptothécine I 2

avancé des cellules
XMT-1001 hydroxymethyl rénales

formal] (PHF)
nab- rapamycin Conjugué Rapamvcine | Cancer avancé non
ABI-009 albumine pamy hématologique
Tenifatecan SN231 : 7-ethyl-10- . Tumeurs solides
0 Emulsion hydroxycamptothecin | AVANCEes
e (SN-38)

Emulsion de Tumeurs solides
vinorelbine tartrate  Emulsion Vinorelbine I

ANX-530

avancées

Cyclodextrine-
camptothécine
CRLX101/1T-101

Cyclodextrine

Camptothécine

Tumeurs solides
avancées, Cancer non
a petites cellules,
cancer ovarien, cancer
avanceé des cellules
rénales

1,4-beta-D-
galactomannan
(davanat 5fu)

Polymere
glucidique

5 Fluorouracile (5FU)

Tumeurs solides
avancées

Transferrin
receptor-targeted
anti-RRM2 siRNA
CALAA-01

Nanoparticule-
Transferrine

Anti-RRM2 siRNA

Tumeurs solides
avancées

NPs : nanoparticules, MMAE monomethylauristatin E

Tableau 1.16

[http://lwww.cancer.gov/drugdictionary; http://clinicaltrials.gov/].

. Exemples de nanomédicaments pour le cancer en développement clinique

Trois molécules ont été plus particulierement encapsulées ou associées a des

vecteurs : la doxorubicine, le docétaxel et le paclitaxel.
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La doxorubicine est 'un des premiers anti-cancéreux a avoir été formulé. Cet
agent est une anthracycline isolé de la bactérie Streptomyces peucetius var. caesius.
La doxorubicine s’intercale entre les paires de bases de la double hélice d’ADN
empéchant de ce fait la réplication de 'ADN et ultérieurement la synthése de
protéines. Cependant, elle produit également des radicaux libres d'oxygéne qui
induisent une toxicité vasculaire cardiaque et cutanée. Des formulations de cette
molécule ont donc été développées pour limiter ces effets secondaires. Une forme
liposomale de cette molécule est commercialisée aux Etats Unis sous le nom de
Doxil depuis novembre 1995 et en Europe sous le nom de Caelix depuis juin 1996.

Les formulations en cours d’essai clinique sont listées Tableau 1.17.

Nom Type Statut  Applications

Microspheéres de Microsphére de i Carcinome hépatocellulaire, métastases
doxorubicine polyvinylalcool hépatigue de mélanome

Conjugué Conjugué au peptide Cancer urothélial, tumeurs
doxorubicine-GnRH NRH-1R 171 gynécologique, cancer de la prostate
AEZS-108 9 résistant avec métastases

Conjugué Conjugué au N-(2-

. hydroxypropyl Cancer du sein et colorectal avancé,
doxorubicine-HPMA méthacrylamide . cancer de poumon a non petites cellules
P(GFLG)-ADR PK1

(HPMA)
Complexe Microsphére
doxorubicine magnétiques I Carcinome hépatocellulaire

magnétique DOX-MTC (carbone et fer)

NPs-doxorubicine

(Livatag) BA-003 Nanopatrticule 1] Carcinome hépatocellulaire
Liposome Cancer du sein métastatique, carcinome
doxorubicine HCI TLC Liposome pegylé v que,

D-99 (doxil, caelix) ovarien et péritonéal, myelome multiple

Tableau [.17: Formulations de la doxorubicine en cours d’essai clinique
[http://www.cancer.gov/drugdictionary; http://clinicaltrials.gov/].

Le docétaxel est un taxane semi synthétique dérivé d’'un composé naturel
extrait de I'arbre Taxus baccata. Ce composé de la classe des poisons du fuseau,
inhibe également des facteurs pro-angiogéniques comme le VEGF. Les formulations
de docétaxel peuvent augmenter la stabilité du composé et améliorer son efficacité.
La formulation de cet agent est susceptible de réduire les effets délétéeres en évitant
l'utilisation de détergents toxiques, comme le polysorbate 80 utilisé pour la
solubilisation du docétaxel dans sa forme non formulée, mais également en
augmentant sa distribution dans le tissu cible. Différents types de formulations sont
actuellement évalués dans des essais cliniques, ceux-ci sont répertoriées dans le
Tableau 1.18.
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Nom Type Statut  Applications
nab-docetaxel ABI-008 Nanopafucul il Cancer de la prostate réfractaire aux
e albumine hormones
Nanoparticul
Docetaxel-PNP epolymériqu | Tumeurs solides avancées
e
Emulsion docetaxel ANX-514 Emulsion I Tumeurs solides avancées
Microsphére lipidique de . . .
docetaxel DT-LM Emulsion I Tumeurs solides avancées
Liposome-docetaxel . o .
Liposome Il Cancer pancréatique local avancé

LE-DT

Tableau 1.18 : Formulations du docetaxel en cours d’essai clinique [http://www.cancer.gov/
drugdictionary; http://clinicaltrials.gov/].

Le paclitaxel est un composé extrait de I'if du Pacifigue Taxus brevifolia
possédant une activité antinéoplasique. Cette molécule se lie a la tubuline et inhibe
la dépolymérisation des microtubules, aboutissant ainsi a l'inhibition de division
cellulaire. Cet agent induit également 'apoptose en se liant et en bloquant la fonction
de la protéine inhibitrice de Il'apoptose Bcl-2 (B-cell Leukemia 2) [NCI Drug
Dictionary, http://www.cancer.gov/drugdictionary]. Différentes formulations
permettent la solubilisation du paclitaxel sans l'utilisation de Cremophor, permettant
ainsi l'administration de plus grandes doses de paclitaxel en évitant les effets
toxiques associés au Cremophor [NCI Drug Dictionary, http://www.cancer.gov/
drugdictionary]. Différentes formulations ont fait 'objet d’essais cliniques telles que la
forme micelle, conjugué, polymére, émulsion, liposome et nanoparticule (Tableau
1.19). Une forme conjuguée a I'albumine est commercialisée sous le nom d’Abraxane

depuis juillet 2005 aux Etats Unis et depuis janvier 2008 en Europe.
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Nom Type Statut Applications
Genexol-PM Micelle I Ca}ncer o!u poumon non a petites cellules, Carcinome
métastatiqgue du pancréas
Nab. . s Cancer du sein métastatique, tumeurs solides,
paclitaxel Conjugué a . . . .
, . 11l myélome multiple réfractaire, cancer du poumon,
(Abraxane) I'albumine A
ABI-007 mélanome
Paclitaxel Cancer du poumon non a petites cellules, cancer
poliglumex . ovarien épithélial récurrent, carcinome péritonéal
h Polymeére o : . .
(PG-TXL, 1l primaire, cancer du sein métastatique, cancer de la
polyglutamate
Xyotax) prostate, tumeur du cerveau, cancer colorectal
CT-2103 métastatique
TOCQSO' Emulsion Cancer du sein métastatique, carcinome de
Paclitaxel . - Il ; -
S-8184 vitamine E I'urothélium
Concentré
Paclitaxel . . .
nanodispersé Nanoparticule I Cancer solides avancés
PICN-NPs
Liposome
E?E.IFL&)XS:\I%_E Liposome 11 Cancer solides avancés, Cancer du sein métastatique
93914
Tableau 1.19 Exemples de formulations du paclitaxel en d’essai clinique

[http://www.cancer.gov / drugdictionary; http://clinicaltrials.gov/].
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IV. OBJECTIES DES TRAVAUX

Nous venons de voir que le cancer est un probleme de santé publique avec
365 000 nouveaux cas de cancers estimés en France en 2011. Nous avons
également vu que les thérapies vectorisées sont plus spécifigues que les
chimiothérapies traditionnelles et que I'imagerie est importante dans le diagnostique
et le suivi thérapeutique. Dans ce contexte, notre équipe a pour but de concevoir des
nanovecteurs pour I'imagerie ou la délivrance ciblée de médicaments. La thématique
d’'imagerie concerne aussi bien le suivi des vecteurs par imagerie que la conception
de sondes speécifiques telles des microbulles pour I'échographie ou des agents de
contraste IRM nanoparticulaires. La délivrance de médicaments couvre des
formulations dédiées a I'administration locale (formes liquide/gel mucoadhésives) ou
systémique (liposomes, émulsions multiples). Dans ce contexte cette these de
doctorat comporte deux objectifs :

- Développer des modéles pré-cliniques appropriés pour le ciblage passif et
actif des tumeurs ;
- Mettre au point une forme d’administration systémique de la fisétine, un agent

anti-angiogénique et I'évaluer sur les modéles mis en place.

Choix, développement et caractérisation de modeéles murins

Sélection des tumeurs

Nous avons évalué la densité vasculaire sur 15 lignées tumorales couramment
utilisées afin de déterminer le meilleur modéle pour une stratégie antivasculaire ou
anti-angiogénique. L'expression des intégrines av3 et de la sélectine-E a été testée
dans le but de déterminer le modéle le plus approprié pour un ciblage actif de ces
molécules antivasculaire ou anti-angiogénique. Ces travaux sont décrits dans I'article
1: « Vascular density and endothelial cell expression of integrin alpha v beta 3 and
E-selectin in murine tumours » publié dans Tumor biology et présenté p. 71.

Développement et caractérisation d’un modéle orthotopique

Le criblage de ces molécules d’adhésion cellulaire a été réalisé sur des tumeurs
implantées par voie sous-cutanée (ectopique). Ces modeles animaux simples
permettent d'avoir une bonne idée de l'efficacité d'anticancéreux ou de la distribution
de liposomes. Cependant, certains anticancéreux efficaces sur ce type de modele ne
le sont pas sur des tumeurs implantées dans leur site originel (orthotopique). De

plus, le site d'implantation tumoral peut influencer la biodistribution de liposome et
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donc l'efficacité du principe actif qu’il véhicule. Nous avons sélectionné la tumeur
c6lon 26 de notre étude précédente, car elle exprimait a la fois les intégrines avp3 et
la sélectine-E. Afin d’étre plus prédictif, le développement d’'un modeéle orthotopique
de cancer colorectal C26 a été réalisé. La caractérisation par différentes modalités
d'imagerie de ce modéle implanté en ectopique et en orthotopique est décrite dans
l'article 2 : « Characterization of ectopic and orthotopic colon carcinoma C26 using
non invasive imaging modalities in mice » soumis a European Journal of Cancer et

présenté p. 88.

Ces modéles développés précédemment sont utiles pour tester la distribution
de nouvelles formulations liposomales et évaluer des molécules a potentiel anti-

angiogénique comme la fisétine.

Application thérapeutique

Développement d’une formulation pour l'injection in vivo

La fisétine, molécule de la famille des flavonoides a montré des propriétés anti-
angiogéniques lors de criblages cellulaires. La forme d’administration de celle-ci ne
permettant pas une bonne solubilisation, une encapsulation au sein d’'un liposome a
été envisagée. L’optimisation de cette formulation pour I'administration chez la souris
et la production en grande quantité de cette forme a été réalisée. Les résultats de
cette étude sont décrits dans larticle 3 intitulé : « Development of a liposomal
formulation of the natural flavonoid fisetin » publié dans International Journal of

Pharmaceutics et présenté p.144.

Evaluation sur un modéle de carcinome pulmonaire de Lewis

Une formulation liposomale optimale de la fisétine ayant été déterminée, le
potentiel de celle-ci a induire une diminution de la croissance tumorale a été évalué
chez les souris porteuses de carcinome pulmonaire de Lewis (LLC). Ces résultats
sont décrits dans Il'article 4 « Liposomal encapsulation of the natural flavonoid fisetin
improves bioavailability and antitumor efficacy » soumis a Journal of Controlled

Release et présenté p. 164.

61



CHAPITRE Il : LES MODELES DE TUMEURS MURINES ET LEURS

CARACTERISATIONS

l. LES MODELES PRECLINIQUES EN CANCEROLOGIE ..........cccoiiviiieeennn. 63
1. Les modéles de tumeurs IN SitU...........ccooeiiiiiiiiiiiiiiiieee e 63
2. Modeles IMPIANTES.........uiiiiiiiiee e 64
3. Apports des MOAEIES MUIINS ......uuuiiiei e e e e e e e e 65
v S O  To 7)o W1 o Yo a1 o 4o o [=] 1 66

. DEVELOPPEMENT D’UN MODELE MURIN POUR LE CIBLAGE TUMORAL
.............................................................................................................. 67
1. ODJECHfS AES trAVAUX ....uuuuiieieiieiieiiiiiie e et e et e e e e e e eeeenes 67
2.  Caractérisation de modéles de tumeurs murines (mise au point
PPEIMINGIIE) ...ttt e e e e st e e e e e e e s s nnb e eeeaaeeeeeann 67
3.  Sélection de la lignée tumorale (Article 1) .....ccooveeeeriiiiiiiiiiie e, 68
4.  Caractérisation du modéle choisi par imagerie (Article 2)..........ccccvveeeeeen.. 69

. VASCULAR DENSITY AND ENDOTHELIAL CELL EXPRESSION OF

INTEGRIN ALPHA V BETA 3 AND E-SELECTIN IN MURINE TUMOURS ............ 71
1. [0 T [0 1 o o T 72

2. Materials and MEthOAS ..........ueiiiiiiii e 73

3. ST U] S 74

4, DT ESY o1 7= (0] o 80

IV. CHARACTERIZATION OF ECTOPIC AND ORTHOTOPIC COLON
CARCINOMA C26 USING NON INVASIVE IMAGING MODALITIES IN MICE....... 88
1 [T (070 18 T3 110 o I 90

2 Materials and MEthOAS ........couniieiiiie e 91

3 ST | £ 95

4 1Yo U133 (o] o 103

5 (OF0] 013 (151 ] 0 1S 105

V. CONCLUSION ET PERSPECTIVES..... oo 108
La vascularisation deS tUMEUIS ........ceueiiuiieieieeeeee e e e e eaas 108

1.

2. Lesintégrines VB3 ..o 109
3. SBIECHNE E ... e e e 111
4. Etude de la croissance des tumeurs cOlon C26........covveeeeeiiiieeeeeiiiiaaenn, 113



CHAPITRE Il : LES MODELES DE TUMEURS MURINES ET LEURS CARACTERISATIONS

. LES MODELES PRECLINIQUES EN CANCEROLOGIE

Il existe principalement deux classes de modeéles de cancer, les modeéles
implantés et les modeéles in situ. Pour des raisons pratiques, les modeles de tumeurs
implantées sont ceux qui sont les plus utilisés pour évaluer I'activité antitumorale,
alors que les modeles in situ fournissent une information sur I'étiologie du cancer
[McConville et al., 2007]. Les modéles in situ se sous-divisent en 2 groupes qui
correspondent a la méthode d’induction utilisée pour obtenir les tumeurs. Les
modeéles implantés se différencient par I'espéce d’origine de la greffe tumorale
(syngénique ou xenogeénique) et le site d’'implantation des cellules s’il correspond a

son site d’origine ou non (orthotopique ou ectopique) (Figure 11.1).

Modeéles
xenogéniques

Figure 1.1: Représentation schématique des différentes catégories de modeéles de cancer
utilisés en préclinique [McConville et al., 2007].

transgenlques | ‘ et chlmtélhdults -

1. Les modeéles de tumeurs In situ

Cette classe regroupe les modéles de tumeurs spontanées, chimio-induites et
transgéniques. lls sont regroupés sous le terme in situ car la tumeur se développe a

son emplacement originel.

1.1 Modeles spontanés et chimio-induits de cancer

Les modeles spontanés et chimio-induits sont les plus anciens modeles décrits
dans la littérature.

La formation spontanée de tumeur chez la souris a une incidence tres faible et
la formation des tumeurs est généralement lente et irréguliere [Chandra et Frith,
1992], ce qui rend ce type de modele difficlement utilisable pour I'évaluation de
I'efficacité d’anticancéreux. Cependant, ce type de modéle permet l'étude du
développement des cancers [McConville et al., 2007]. Différents carcinogénes

peuvent étre utilisés et certains parametres tels que le dosage, la durée, la voie, la
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fréquence d’administration, le sexe, I'age et enfin le patrimoine génétique de la souris

influencent le taux de prise des tumeurs.

1.2 Les modeles transgéniques

Les souris génétiquement modifiées permettent d'étudier la maniére dont un
géne affecte la progression d'une maladie et de découvrir le role et les fonctions d'un
gene d’intérét. Les souris transgéniques offrent une analyse plus précise d'une
maladie ou d'un traitement puisqu'elles peuvent tenir compte des facteurs génétiques
et de l'environnement. Comme nous l'avons vu dans l'introduction, 4 classes de
géenes influent sur la carcinogenese : les proto-oncogénes, les genes suppresseurs
de tumeur, les génes régulateurs de l'apoptose et les génes réparateurs des
dommages de I'ADN. Des modifications dans ces classes de génes sont
susceptibles d’induire une tumeur. Une fois le modéle établi, le développement de la
tumeur est trés lent et irrégulier. Par exemple les souris P53+/- peuvent développer
une tumeur en 7 a 17 mois [Donehower et al., 1992]. Ces modéles sont donc surtout

utilisés pour déterminer l'influence d’un géne sur le développement tumoral.

2. Modéeles implantés

Ces modéeles ont été réalisés a partir de tumeurs spontanées ou induites qui ont
été adaptées par différents passages in vivo sur la méme souche de souris.
Historiquement, les principaux investigateurs de ce type de modele sont entre autre
Fidler, Griswold et Corbett [pour ex. Fidler, 1973 ; Griswold et Corbett, 1975 ; Corbett
et al., 1975] .

Pour ce type de modele, deux sites d'implantations sont possibles, un site sous-
cutané (ectopique) et un site dans le tissu originel de la tumeur (orthotopique). Ces
modeles présentent un inconvénient en termes d’homogénéité du matériel.
Cependant, ils sont peu colteux et faciles a réaliser, et leur temps de doublement

(Td) est généralement inférieur a 3 jours.

2.1 Le modele ectopique

C’est le modéle le plus fréquemment utilisé : on procede par injection sous-
cutanée de cellules tumorales ou par implantation de fragments tumoraux a l'aide
d’'un trocart. Le suivi de la progression tumorale sur ces modéles est facilement

réalisable, sans technique d’imagerie, ce qui facilite les essais thérapeutiques.
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Cependant, la difféerence de microenvironnement peut induire des effets
thérapeutiques artéfactuels [Heijstek et al., 2005; Pocard et al., 1996]. Par exemple,
il a été décrit que des cancers du cblon implantés en sous-cutané sont plus sensibles
a la doxorubicine que ceux implantés sur le caeecum d’'une souris [Wilmanns et al.,
1992]. Un autre exemple significatif est celui décrit par MacDonald ou la stratégie
thérapeutique utilisant un antagoniste des intégrines avB3 n’est efficace que dans le
cas d’'une tumeur orthotopique, soulignant le rble essentiel du microenvironnement
tumoral [MacDonald et al., 2001].

2.2 Le modéle orthotopigue

Ce modele est réalisé par implantation d’'un fragment tumoral ou injection de
cellules dans son environnement d’origine [Fidler et al., 1994 ; Killion et al., 1998]. Il
est largement admis que les modeles orthotopiques préservent mieux différents
aspects de la biologie des tumeurs par rapport au modele ectopique, notamment la
conservation des structures entourant la tumeur, la croissance vasculaire et le
potentiel métastatique [Fidler, 1986].

Cependant ce type de modéle nécessite le recours a la chirurgie qui diminue
fortement le taux de prise tumorale et augmente la variabilité de croissance des
implants [McConville et al., 2007]. Le développement de techniques d'imagerie a
permis de pallier certains inconvénients, telles la difficulté d’accés et de mesure de
I'évolution tumorale, ainsi que la nécessité de sacrificier 'animal. Ceci a fait I'objet
d’'une étude décrite dans l'article « Characterization of ectopic and orthotopic colon
carcinoma C26 using non invasive imaging modalities in mice » que nous

aborderons plus loin dans ce chapitre.

3. Apports des modeles murins

Malgré le développement de cultures de cellules en 3 dimensions (sphéroides)
qui permettent la réalisation d’études dans un contexte multicellulaire [Ilvascu et
Kubbies, 2006], il reste indispensable de disposer de modeles in vivo. En effet, les
modeles murins permettent de réaliser des études dans un milieu complexe
relativement proche de celui rencontré chez 'homme. Si I'on se place dans le cadre
d’études sur le cancer, seules des expériences chez I'animal permettent une
meilleure compréhension des mécanismes de dissémination métastatique qui est
pour la plupart des cancers la premiere cause de mortalité [Liotta et Rao, 1986]. De
plus, la mise au point de nouvelles thérapies ainsi que I'évaluation de techniques
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émergeantes telles que de nouvelles méthodes d’'imagerie, peuvent étre évaluées et

validées uniguement in vivo [Genne, 2002].

4. Choix du bon modele

Il est crucial de choisir le meilleur modele pour chaque expérience afin de
résoudre une question expérimentale spécifique [Heijstek et al., 2005]. Depuis
quelques d’années, le nombre de modeles tumoraux augmente et se complexifie afin
de tenter d’expliquer les différents aspects de la carcinogénese. Parmi ces modeles,
les implantations orthotopiques de tumeurs humaines et l'utilisation de modéles de
souris génétiquement modifiées sont trés proches de la pathologie humaine et
permettent I'affinement des techniques expérimentales [Curwen et Wedge, 2009].
L’'implantation de tumeurs de patients chez la souris est a ce titre le modéle qui
permet de conserver les meilleures caractéristigues en termes de signalisation
cellulaires et de dérive génétiques.

Nous avons choisi de développer au sein du laboratoire des modeéles de
tumeurs implantées. Ces modeéles précliniques ont 'avantage de servir de premiére
étape pour définir la biodisponibilité d’'un agent thérapeutique, déterminer sa dose
maximale tolérée, optimiser sa voie d’administration et fournir ainsi une base pour de
futures études cliniques [Sausville et Burger, 2006].

Parmi les modéles implantés, nous avons choisi de développer des modeles
syngéniques. En effet, ces modéles de tumeurs, malgré leur caractére murin restent
de bons modeles car I'environnement tumoral correspond a celui de I'héte. Ceci est
important en particulier pour évaluer des thérapies qui demandent une réponse
immunitaire ou le ciblage spécifique de composants des vaisseaux tumoraux ou de

la matrice extracellulaire [Burger et Fiebig, 2002].
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. DEVELOPPEMENT D’'UN MODELE MURIN POUR LE CIBLAGE
TUMORAL

1. Objectifs des travaux

Comme nous l'avons vu dans lintroduction, certaines molécules d’adhésion
cellulaire (CAMs) exprimées par les vaisseaux jouent un réle central dans l'initiation
et la progression tumorale et sont de ce fait intéressantes dans le cadre de thérapie
ciblée ou d’imagerie des tumeurs. Les études de notre équipe portent sur la
conception de vecteurs de taille nanométrique pour la délivrance ciblée d’agents
anticancéreux et/ou de sondes d’'imagerie. Pour cette stratégie nous avons choisi le
ciblage de la vascularisation et notamment de 2 molécules d’adhésion cellulaire
importantes dans I'angiogenése : l'intégrine av33 et la sélectine-E. Pour cela, afin de
choisir un modele approprié, nous avons préalablement déterminé parmi un panel
d’'une quinzaine de tumeurs, celles qui étaient les plus vascularisées, et celles qui
exprimaient le plus l'intégrine avp3 et la sélectine-E. Puis, nous avons développé et
caractérisé le modéle choisi en fonction de son site d’'implantation ectopique ou

orthotopique.

2. Caractérisation de modéles de tumeurs murines (mise au point
préliminaire)

Pour la détection des différentes CAMs (PECAM-1, intégrine avB3 et sélectine-
E), nous avons utilisé une méthode d’immuno-marquage par la peroxydase.
Différents parameétres influant sur cette technique (anticorps utilisé, concentration,
temps d’incubation...) et la présence des marqueurs étant peu documentés pour les
tumeurs testées, nous avons mis au point notre test sur un modéle d’inflammation
aigue (induites au lipopolysaccharide, LPS) et en particulier sur cryo-coupes de
poumon. Le poumon a été choisi car c’est un organe qui posséde un nombre trés
élevé de macro et micro-vaisseaux [Muller et al., 2002]. L’induction préalable au LPS
était nécessaire car elle assure une inflammation et donc une surexpression des
intégrines avp3 et sélectines-E.

Pour ces tests nous avons utlisé des anticorps monoclonaux. La
vascularisation a été détectée a laide d’un anticorps CD31 (PECAM-1), les
sélectines-E par un anticorps CD62E. L’intégrine av33 ne pouvant étre détectée chez
la souris par le méme anticorps, nous avons donc détecté séparément la fraction av
par I'anticorps CD51 et la fraction 3 par I'anticorps CD61. Aprés quelques essais
nous avons obtenu les résultats présentés Figure 11.2. Les marquages ont permis la
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détection des cellules endothéliales (Figure 11.2-A), des intégrines fraction av (Figure
[1.2-B) et B3 (Figure 11.4-C), ainsi que les sélectines-E (Figure 11.2-D).

Figure 1.2 : Mise au point du marquage immuno-histochimique sur un modéle d’inflammation
aigue induite au LPS.

Les CAMs sont en brun sur les images et le noyau des cellules a été coloré avec 'hématoxyline.
Grossissement 200X.

Lors de ces essais sur coupe de tumeur, I'anticorps CD51 initialement préparé
pour le western blot ne permettait pas la détection de faible quantité de fraction av
des intégrines. Nous avons donc décidé de réaliser les tests en ne détectant que la
fraction B3. Il est a noter que cette fraction B3 est plus spécifique de la progression
tumorale et du processus métastatique que la fraction av [Albelda et al., 1990 ; Natali
et al. 1997].

3. Sélection de la lignée tumorale (Article 1)

Dans cette premiére étude, nous avons voulu déterminer le modele le plus
approprié pour tester nos stratégies de ciblage thérapeutique. Pour ce faire, 15
tumeurs murines ont été sélectionnées, comme le mélanome (B16), les tumeurs
coliques (C26, C38, C51), mammaires (MA13, MA16, MA16/Adr, MA17, MA17/Adr,
MA25, MA44), et pancréatiques (PO2, PO3), le sarcome osteogénigue de Glasgow
(GOS) et le carcinome pulmonaire de Lewis (LLC).

Dans cette série, nous avons obtenu une vascularisation faible (<5 %) pour le
mélanome B16 et moyenne (5-15 %) pour les tumeurs mammaire et colique. Les

tumeurs pancréatiques, le sarcome GOS ainsi que le carcinome pulmonaire de
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Lewis ont été observées comme les tumeurs les plus vascularisées, avec un taux
supérieur a 15 %. Nous avons détecté une expression de la fraction B3 des
intégrines pour 7 tumeurs testées (B16, C26, MA17/Adr, MA25, MA44, PO2, LLC).
L’expression de la sélectine-E a été détectée sur seulement 4 tumeurs sur 15. Il est
important de noter que seulement deux tumeurs expriment les deux molécules
d’adhésion cellulaire : le modele de mélanome B16 et le modéle de carcinome de
cblon C26.

Ce criblage était important car il nous a permis de sélectionner des modéles
d’intérét pour le ciblage nanoparticulaire de I'endothélium tumoral. Pour la suite de
nos études, nous avons choisi la tumeur cblon 26 car elle est moyennement
vascularisée et exprime les deux molécules d’adhésion cellulaire que sont les
intégrines avp3 et la sélectine E. De plus, le développement d’'un modéle de cblon en
orthotopique est documenté et a déja été réalisé sur cette tumeur murine [Endo et al.
2002]. Parmi les tumeurs les plus vascularisées, la lignée de carcinome pulmonaire
de Lewis LLC a également été retenue pour I'évaluation de molécules a potentiel

antivasculaire.

4. Caractérisation du modele choisi par imagerie (Article 2)

Aprés avoir choisi notre modéle d’étude, la mise en place d’'un modeéle
orthotopique de carcinome de célon C26 sur les souris Balb/c a été réalisée.
L’'implantation de fragments tumoraux a été effectuée sur le ceecum. La technique
d'implantation a été maitrisée et a permis d’obtenir un taux de prise tumorale de
100 %. Une optimisation du protocole a permis de réduire le taux de mortalité suite a
la chirurgie (inférieur a 10 %).

Une fois cette mise au point effectuée, nous avons comparé l'influence du site
d’implantation tumoral (ectopique versus orthotopique) sur la croissance et la densité
vasculaire. Nous avons ensuite réalisé le suivi des tumeurs orthotopiques et
ectopiques par IRM, imagerie ultrasonore et imagerie optique. Cette évaluation a été
réalisée dans le but de mieux connaitre notre modéle d’étude et de déterminer la
technique d’imagerie la plus appropriée pour le suivi de la croissance tumorale dans
le cadre d’un essai thérapeutique.

Lors de cette caractérisation, nous avons observé une croissance tumorale plus
rapide du modele orthotopique par rapport au modele ectopique. Une répartition
relativement homogene des cellules tumorales et des cellules endothéliales dans les

deux modéles d’étude a été obtenue par histologie. Lors de I'observation du réseau
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vasculaire superficiel des tumeurs par spectrofluorescence, de hombreux vaisseaux
tortueux et non structurés ont été observés. Cependant, des zones plus structurées
ont été mises en évidence dans modele orthotopique.

Le suivi de la croissance par imagerie optique n’a pas donné les résultats
attendus. En effet, le suivi de la croissance tumorale n’a pu étre effectué que
pendant les 8 premiers jours, et uniguement dans le cas du modele ectopique.

En revanche, les techniques d'IRM et d'échographie sont parfaitement
appropriées pour le suivi de la croissance tumorale chez la souris. Nous noterons
toutefois que le suivi par échographie est plus aisé et rapide, mais ne permet pas
d’obtenir une information en 3 dimensions.

Ci-apres nous présenterons les deux articles correspondant a ces travaux (le
1% publié dans Tumor biology et le 2°™ soumis & European Journal of cancer). Une
conclusion générale de ces recherches ainsi que quelques résultats

complémentaires sont proposés a la suite de ces articles.
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. VASCULAR DENSITY AND ENDOTHELIAL CELL EXPRESSION OF
INTEGRIN ALPHA V BETA 3 AND E-SELECTIN IN MURINE TUMOURS

Johanne Seguin,* Céline Nicolazzi,® Nathalie Mignet, Daniel Scherman
and Guy G. Chabot*

! Both considered as first author because they contributed equally to this study.

Tumor Biology 2012, DOI: 10.1007/s13277-012-0428-x

Abstract

The endothelial cell adhesion molecules, including the integrin alpha v beta 3
(avB3) and E-selectin, are involved in the process of angiogenesis required for
tumour growth, cell migration and metastasis. The purpose of this study was to
assess and compare widely used tumour models to select the ones most suitable for
angiogenesis research. Fifteen murine tumours were selected including melanoma
(B16), colon (C26, C38, C51), mammary (MA13, MA16, MA16/Adr, MA17, MA17/Adr,
MA25, MA44), pancreatic (PO2, PO3), Glasgow osteogenic sarcoma (GOS) and
Lewis lung carcinoma (LLC). The tumour vascular density, assessed using the
platelet endothelial cell adhesion molecule 1 (PECAM-1; CD31) immunostaining,
revealed that B16 melanoma was poorly vascularized (<5%), whereas the colon and
mammary tumours were well vascularized (5-15%). The most vascularized tumours
(>15%) were the pancreatic tumours (PO2 and PO3), the sarcoma (GOS) and the
lung tumour (LLC). The integrin avB3 and E-selectin evaluated by immunohistology,
showed that 7/15 tumours expressed the avp3 integrin which was homogeneously
distributed on all tumour sections (B16, C26, MA17/Adr, MA25, MA44, PO2, LLC). E-
selectin was expressed in 4/15 tumours and its expression was restricted to the
tumour periphery. Only 2/15 tumours (B16 and C26) were shown to express both
integrin avp3 and E-selectin. In conclusion, these data not only contribute to a better
understanding of the tumour biology of murine tumours, but can also guide the
choice of appropriate models for antiangiogenic therapy, for selective drug delivery to
tumours and the validation of tumour imaging modalities targeting these endothelial
cell adhesion molecules.

Keywords: mouse tumours; vascularization; integrin alpha v beta 3; E-selectin;
melanoma; colon; mammary; pancreas; sarcoma; lung

Abbreviation used: CAM, endothelial cell adhesion molecule.
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1. Introduction

Angiogenesis, which is required for the growth of solid tumours and the
metastatic dissemination of tumour cells, is probably the most important parameter
for the control of cancer progression [1]. Angiogenesis is the formation of new
capillaries from pre-existing microvessels and consists in a multi-step process, in
which endothelial cells degrade their extracellular matrix, migrate into the
perivascular spaces, proliferate and align to form cell-cell contacts to construct patent
blood vessels (reviewed in [2]). This process is mediated by endothelial cell adhesion
molecules (CAMSs) represented by four principal classes: the selectins, which are
transmembrane proteins subdivided in three groups E, L and P, expressed by
endothelial cells, leucocytes and platelets, respectively; the integrins, which are
transmembrane glycoproteins composed of two subunits a and 3; the membrane
proteins immunoglobulin superfamily; and, the cadherins, mediators of cell-cell
interactions [3]. These CAMs also play an important role in the process of metastasis
development and migration [4, 5]. Compared to normal tissues, the expression
pattern of the different CAMs vary widely between tumour types [6]. Therefore, the
knowledge of specific CAM expression in tumours is of importance because it can
allow a better understanding of the biology of tumour metastasis and also contribute
to better predict the tumour evolution in vivo.

Among the CAMSs, two proteins appear more particularly involved in the
angiogenesis process, i.e., the integrin alpha v beta 3 (avB3) and the E-selectin [7,
8]. The integrin av3 is not (or weakly) constitutively expressed in normal vascular
endothelial cells, whereas it is selectively expressed on proliferating vascular
endothelial cells [9] and on vascular cells in tumours [10-12]. Several studies have
indeed reported the requirement of integrin avB3 for angiogenesis [12-14]. Similarly,
E-selectin is also detected at very low levels in normal adult blood vessels, but is
highly expressed in newly formed tumour capillaries [15] and in activated
endothelium [4, 8]. In addition, several investigators have shown that E-selectin is
involved in angiogenesis [8, 16, 17]. By their angiogenic and adhesion properties,
both CAMs are involved in tumour growth and metastasis and can therefore influence
cancer prognosis and/or response to antiangiogenic therapy [4, 5, 18, 19].

Although the importance of angiogenesis has become central to a better
understanding of the cancer process, as well as to the search for more specific
treatments, it is surprising that most preclinical murine models are poorly

characterized with regard to their vascular density and their expression of the
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principal CAMs. This information could be helpful in order to select the best tumour
models for angiogenic studies and to follow experimental therapeutic approaches.
The aim of the present study was to evaluate the vascular density of 15
frequently employed murine solid tumours using PECAM-1 (a constitutively
expressed CAM; CD31), and to characterize the expression pattern of the integrin
avB3 and E-selectin using immunological methods. Our results show that each
tumour type possesses a unique expression pattern of CAMs that could influence the

tumour biology and response to therapy.

2. Materials and methods

2.1 Mouse tumours

Mouse tumours were obtained from the Aventis Oncology Department (now
Sanofi, Vitry sur Seine, France) and were maintained in the mouse strain of origin.
Briefly, tumour fragments (30-60 mm?®) were implanted subcutaneously using a 12
gauge trocar into the flanks of 6-week-old female mice of the appropriate mouse
strain (reviewed in [20]) for a given tumour, as listed hereafter: B16 melanoma was
implanted in C57BI/6 mice [21]; colon carcinoma C26 and colon adenocarcinoma
C51 in Balb/C, and C38 in C57BIl/6 [22, 23]; mammary adenocarcinomas MA13 in
Balb/C, MA16/C [24], MA16/C/ADR [25], MA17, and MA17/Adr in C3H/HeN mice
[26], and MA25 and MA44 in C57BI/6; pancreatic ductal adenocarcinomas PO2 and
PO3 in C57BI/6 mice [27]; Glasgow osteogenic sarcoma GOS in C57BI/6 mice [28];
and, Lewis lung carcinoma LLC in C57BI/6 mice [29]. Mice were sacrificed by
cervical dislocation when the tumour size reached 200 mm?, i.e., 10-20 days post-
inoculation depending on tumour type. Samples of tumours (5x5x5 mm) were
embedded frozen in isopentane immersed in liquid nitrogen and stored at -70°C until

cutting on microtome and prepared for immunohistological analysis.

2.2 Primary antibodies used for immunostaining

Monoclonal rat antibodies anti-PECAM-1 (CD31, clone: MEC13.3), anti-E-
selectin (CD62E, clone: 10E9.6) and hamster antibody anti-integrin av@3 (CD61,
clone: 2C9.G2, directed against sub-unit B3) were obtained from BDBiosciences (Le
Pont de Claix, France). These antibodies were shown to cross-react with the
corresponding mouse antigens. The working dilutions for immunostaining were 50-
fold for anti-PECAM-1 (15.6 pug/mL) and 20-fold for anti-E-selectin (62.5 pg/mL) and
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anti-integrin avp3 (250 pg/mL). Omission of the primary antibody was used for

negative controls.

2.3 Immunohistological analysis

Ten-micron frozen tissue sections were placed on Superfrost Plus slides.
Immunostaining of the CAMs was performed using a three-step procedure as
previously described [8]. Endogenous peroxidase was inactivated with 0.3% H,0; in
phosphate-buffered saline (PBS) for 30 min. Non-specific binding sites were blocked
with 10% serum of the species used for the secondary antibody in PBS for 30 min.
Slides were then incubated for 1 h (CD31, anti-PECAM-1) or 2 h (CD62E, anti-E-
selectin and CD61, anti-integrin av3) at 37°C in a humidified chamber with primary
antibody. After 3 rinses of 5 min each, slides were incubated for 30 min with the
corresponding biotinylated-secondary antibody (dilution 1/400 for the goat anti-rat
antibody (0.5 mg/mL) and 1/200 (125 pg/mL) for the mouse anti-hamster antibody).
After 3 rinses, slides were re-incubated with the streptavidin-conjugated peroxidase
(Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France) according to the manufacturer’s
instructions (dilution 1/400). The DAB (3,3’-diamino-benzidine, Sigma-Aldrich)
substrate was then added for 5 to 7 min until a brown precipitate was visible. Tissues
were counterstained with Gill's hematoxylin (Sigma-Aldrich) and treated with 30
mmol/L NH4OH to generate a blue nuclear stain. Slides were dehydrated in graded

ethanol solutions and xylene and mounted with Eukitt® (Sigma-Aldrich).

2.4 Immunostaining semi-quantitative analysis

The density of CAMs was expressed as a percent range of total cells, as
follows: -, no staining detected; <1%, few positive cells; 1-5%, some positive cells in
all tumour sections; 5-15%, positive cells observed in all fields; >15%, high density of
positive cells in all fields. The immunostaining was assessed by two independent

investigators in a blinded manner.

3. Results

3.1 Choice of tumour types

In this study, we investigated 15 solid murine tumours to evaluate their
vascular density and to assess their expression of important molecular markers

involved in angiogenesis. The tumours were chosen among the most frequently used
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mouse tumour models, and also to be representative of the most frequent human
tumour types. The murine tumours examined are listed in Table 1 and included 1
melanoma, 3 colon carcinomas, 7 mammary adenocarcinomas, 2 pancreatic
tumours, 1 osteosarcoma and 1 lung carcinoma. Along with the tumour code names
are presented the mouse strain used for propagation and the tumour main
characteristics including doubling time, histological type and metastasis potential

(invasiveness).

Tumour code  Mouse Td Histological type Invasiveness® References

name strain (days)

B16 C57BL/6  1.25-30 Epidermoid melanoma Highly metastatic, [20, 21, 54-56]
>70 % to lungs

C26 colon Balb/C 1.7-2 Colon carcinoma, undifferentiated Highly metastatic, [20, 22, 23, 57]
>90 % to lungs

C38 colon C57Bl/6 25-40  Colon adenocarcinoma Moderately metastatic, [22, 23, 57]
<30 % to lungs

C51 colon Balb/C 2.5-43 Colon adenocarcinoma, mucinous, drug insensitive  Moderately to highly 22,23, 26, 57]
metastatic, >80 % to lungs
and to fymph nodes

MA13/C Balb/C 3.4 Mammary adenocarcinoma [24, 55]

MA16'C C3H/HeN 1.3-20 Mammary adenocarcinoma Highly metastatic, >80 %to  [20, 24, 57]
lungs and >30 % to lymph
nodes

MA1G/C/Adr C3H/MHeN 1.1 Mammary adenocarcinoma, multidrug resistant, [25]

PgP® negative
MA17 C3HHeN 1.0 Mammary adenocarcinoma [26]
MA17/Adr C3H/HeN 1.0 Mammary adenocarcinoma, multidrug [26]
resistant, PgP* positive

MA25 Balb/C Mammary adenocarcinoma [58]

MA44 C3HHeN 2.0 Mammary adenocarcinoma Highly metastatic, [20, 55]
>90 % to hungs

PO2 C57BL/6 22 Pancreatic ductal adenocarcinoma, drug insensitive  Highly metastatic [27]

PO3 C57TBL/6 22-35 Pancreatic ductal adenocarcinoma, drug insensitive  Metastatic [27]

GOS C57BL/6 1.9 Undifferentiated osteogenic sarcoma (Glasgow) Moderately metastatic, [28, 55, 57]
<15 % to lungs

LLC C57BL/6 1-1.7 Lung carcinoma (Lewis) Metastatic to lungs (mostly)  [20, 29, 59]

and kidneys

*Td, tumour doubling time in days
® Metastases from subcutancously implanted tumour fragment
“PgP, P-glycoprotein

Table 1. Principal characteristics of the murine tumours employed in this study

3.2 Tumour vascular density

Medium sized tumours of approximately 200 mm? were harvested and analyzed
expression of PECAM-1 (CD31),
vascularization. Figure 1 illustrates the three different types of vascular density

for the endothelial which correlates with
observed. The B16 melanoma presented a poor vascular density (<5%), whereas
colon C26 (5-15%), and pancreatic adenocarcinoma PO2 (>15%) were well and
highly vascularized, respectively. Table 2 presents the comparison of the vascular
density for the 15 tumours investigated. It is noteworthy that only the B16 melanoma
was poorly vascularized, whereas all the colon and the mammary tumours were well
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vascularized (5-15%). The pancreatic adenocarcinomas (PO2, PO3), sarcoma
(GOS) and the lung carcinoma (LLC) were the most vascularized tumours in our
study (>15%).

Figure 1. Vascular density in representative mouse tumours.

B16 melanoma, poorly vascularized (<5%); C26 colon carcinoma, well vascularized (5-15%); PO2
pancreatic adenocarcinoma, highly vascularized (>15%). Mouse tumour slices of 10 yum were
prepared and stained using PECAM-1 (CD31) antibody as described in Materials and Methods.
Original magnification x100, bar 20 pm.

3.3 Tumour vascular distribution

The vascular distribution pattern of each tumour type is presented in Table 2.
Most tumours showed a homogeneous and regular distribution of blood vessels
(colon, pancreas, sarcoma and lung). However, two tumour types presented a
different profile: the B16 melanoma presented small spots with numerous vessels;
and, all the mammary tumours showed a heterogeneous distribution of blood

vessels.
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Tumour type and Vascular density® Vascular distribution Integrin avp3® E-selectin®
name (%) (%) (%)
Melanoma

B16 <5 Some small spots showing numerous vessels <5 <5
Colon

C26 5-15 Homogeneous distribution of vessels, some small spots with numerous vessels <5 5-15
C38 5-15 Homogeneous distribution of vessels, some small spots with numerous vessels - -
Cs1 5-15 Homogeneous distribution of vessels, some small spots with numerous vessels - <5
Mammary

MA13/C 5-15 Heterogeneous vessels distribution - -
MA16/C 5-15 Heterogeneous vessels distribution - -
MA1&/C/Adr 5-15 Heterogeneous vessels distribution - -
MAI17 5-15 Heterogeneous vessels distribution - -
MA17/Adr 5-15 Heterogeneous vessels distribution <5 -
MA25 5-15 Heterogencous vessels distribution <5 -
MA44 5-15 Heterogeneous vessels distribution <5 -
Pancreas

PO2 >15 Homogeneous vessels distribution, some small spots with numerous vessels . 5-15 -
PO3 >15 Homogeneous vessels distribution, some small spots with numerous vessels - <5
Sarcoma

GOS =15 Homogeneous vessels distribution - -
Lung

LLC =15 Homogeneous vessels distribution 5-15 -
Three independent samgalc's were evaluated for each tumour type by two independent investigators, giving similar results. Tumour volumes were
approximately 200 mm

*The vascular density was assessed using PECAM-1 immunostaining (CD31 antibody)

®The expression of avB3 was assessed using CDG1 antibody

“E-selectin was assessed using CDG2E antibody

Table 2: Murine tumour models vascular density and expression of endothelial cell adhesion
molecules. ?

3.4 Expression of integrin avB3 in tumours

The percent expression of positive vessels for integrin avp3 is presented in
Table 2. Seven tumours expressed the avp3 integrin, although at various levels. The
B16 melanoma, one colon tumour (C26), 3 mammary tumours (MA17/Adr, MA25,
MA44), one pancreatic tumour (PO2) and the Lewis lung carcinoma expressed this
integrin. However the avB3 integrin was expressed at higher levels in the Lewis lung
carcinoma and the PO2 pancreatic adenocarcinoma. Representative photographs
depicting a low expression (<5%) of avf3 in B16 melanoma, MA17/Adr, MA25 and
MA44 mammary adenocarcinoma are shown in Fig. 2, whereas high expression (5-
15%) is shown for the PO2 pancreatic adenocarcinoma and LLC Lewis lung
carcinoma.

The distribution pattern of this integrin was however different for the expressing
tumours. The MA17/Adr, MA25 and MA44 mammary adenocarcinomas expressed
the avB3 integrin on some vessels distributed all over the tumour section, whereas
the C26 colon carcinoma and B16 melanoma showed av33 restricted to some areas

localized at the tumour periphery. The high expression of this integrin in the LLC lung
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carcinoma and the PO2 pancreatic adenocarcinoma was however distributed
differently: in the LLC, avB3 was homogeneously distributed, whereas in PO2, the

expressing cells formed clusters.

- R ——
‘a MA17/Adr % s
g @ Fe AR

Figure 2. Expression of the av3integrin in murine tumours.

B16 melanoma, MA17/Adr, MA25 and MA44 mammary adenocarcinoma show a low expression of the
avB3 integrin (<5%), whereas PO2 pancreatic adenocarcinoma and LLC Lewis lung carcinoma
presented a high expression (5-15%). Mouse tumours slices of 10 pm were stained using CD61
antibody, as described in Materials and Methods. Original magnification x100, bar 20 yum.

35 Expression of E-selectin in tumours

The E-selectin expression in the various tumours is presented in Table 2. E-
selectin was detected in only four tumours (B16, C26, C51, PO3). Representative
photographs are presented in Fig. 3, where MA17/Adr and PO2 did not show
detectable levels of E-selectin. In B16 melanoma, only few positive cells showed E-
selectin expression (Fig. 3), similarly to the C51 colon adenocarcinoma and the PO3
pancreatic adenocarcinoma which also showed some isolated vessels expressing E-
selectin. The C26 colon carcinoma expressed E-selectin to a high degree (5-15%),
with numerous vessels expressing this selectin, although with a heterogeneous

distribution, as depicted in Fig. 3.
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Figure 3. E-selectin expression in representative mouse tumours.

MA17/Adr mammary adenocarcinoma and PO2 pancreatic adenocarcinoma representing
undetectable expression; B16 melanoma, poor expression (<5%); C26 colon carcinoma, high
expression (5-15%). Mouse tumour slices of 10 um were stained using CD62E antibody, as described
in Materials and Methods. Original magnification x100, bar 20 pm.

3.6 Co-expression of integrin avB3 and E-selectin in tumours

To study the localization of avf3 and E-selectin in the two tumours that co-
expressed these CAMs, i.e., B16 and C26, we used adjacent histological sections
presented in Fig. 4. The co-expression of avf3 and E-selectin was not
homogeneously distributed and was only observed at the tumour periphery for B16
and C26 tumours. In addition, we noted that the detection of PECAM-1 expression

exhibited a denser vascularization in these areas.
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"

Vascularization Integrin avf3 E-Selectin

Figure 4. Co-expression of avB3 integrin and E-selectin in colon carcinoma C26 and B16
melanoma.

Adjacent slices showing the vascularization (PECAM-1, CD31), the integrin av3 (CD61) expression
and the E-selectin (CD62E) expression in B16 melanoma and C26 colon tumour. Adjacent slices were
processed with the different antibodies as described in Materials and Methods. Original magnification
%100, bar 20 pm.

4. Discussion

The aim of this study was to better characterize the vascular density and the
CAMs expression in murine solid tumours frequently employed in preclinical
research. These data could facilitate the choice of the best tumour models for testing
therapeutic approaches aiming at blocking angiogenesis or destroying existing
tumour vascularization.

Concerning the vascular density, assessed with the staining of a CAM
constitutively expressed by endothelial cells (PECAM-1, CD31), we found significant
differences between the various tumours examined. Indeed, the least vascularized
tumour was the B16 melanoma, whereas the colon and mammary tumours were all
well vascularized. Also of note, the pancreatic tumours, the sarcoma (GOS) and the
lung (LLC) tumours were found to be the most vascularized tumours in our series.
There was apparently no correlation between the vascular density and the metastatic
potential, because some poorly vascularized tumours are known to be highly
metastatic (e.g., B16; compare Tables 1 and 2), whereas other tumours were highly
vascularized and are moderately metastatic (e.g., GOS). Although these results may
appear to contradict observations showing that high vascularization often correlates
with metastatic potential within the same tumour type (reviewed in [30]), it should be
noted that in our study, different tumours from various tissue origins were compared,
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and not at various growth stages for the same tumour type. Also, the results showing
poor vascularization for the B16 melanoma could support the hypothesis that a
tumour hypoxic environment could favour metastasis as previously reported [31].

The vascular distribution pattern in tumours was also of interest, because it
revealed a well-organized vascularization in all subcutaneously transplanted tumour
models. Most tumour types presented a regular and homogeneous distribution of
blood vessels (colon, pancreas, sarcoma and lung). However, in the B16 melanoma
and the mammary tumours, the blood vessel distribution was found heterogeneous.
For the mammary tumours, it was noteworthy that tumours of a same organ origin
exhibited a similar vascularization pattern, even if they were transplanted in different
mouse strains.

In humans, high tumour vessel density has been shown to be associated with
metastasis, tumour progression and decreased survival time in several tumour types,
including breast, lung, melanoma, colon, cervix, prostate and bladder [32, 33].
Although increased vascularity could be anticipated to favor oxygenation and drug
delivery to tumours, it is possible that the more vascularized tumours metastasize to
distant sites and therefore become more difficult to treat because of their
dissemination throughout the organism [33].

In this study, we have also assessed the expression of two endothelial CAMs
involved in angiogenesis in frequently employed mouse tumour models. These
CAMs, including the integrin avB3 and the E-selectin, are particularly important
molecules because they are involved in the process of angiogenesis which is
required for tumour growth, cell migration and metastasis {Weis, 2011 10351 /id}.

Integrin avp3 is not constitutively expressed by normal endothelial cells and is
therefore considered diagnostic of proliferative endothelial cells in neovascularized
areas [9]. In the present study, the avp3 integrin was expressed in 7/15 of the
tumours examined (B16, C26, MA17/Adr, MA25, MA44, PO2, LLC). It is noteworthy
that there was no correlation between the tumour type and the expression of this
integrin because only 1/3 of colon tumours and 3/7 of mammary tumours expressed
this integrin. For the distribution pattern of this integrin in expressing tumours, it was
interesting to observe that mammary and lung tumours have a homogenous
distribution, whereas C26 and B16 melanoma presented a peripheral distribution.
Similar results obtained by magnetic resonance imaging have recently been
published for the B16 melanoma where it was also observed that avp3 is peripherally

distributed [34]. Similarly to mouse tumours, the integrin av3 has also been found

81



CHAPITRE Il : LES MODELES DE TUMEURS MURINES ET LEURS CARACTERISATIONS

expressed in the endothelium of several human tumours including melanoma, breast,
colon, prostate, cervix, brain, and pancreas, colon, and lung [11, 19, 35, 36].

E-selectin was expressed in only 4 mouse tumours, including B16 melanoma,
C26 and C51 colon tumours and pancreatic PO3 tumours. In the C26 colon tumour
and B16 melanoma, E-selectin expression was restricted to areas localized at the
tumour periphery, which suggests that these areas correspond to tumour
neovascularization zones which also expressed the avp3 integrin. This localized
expression of E-selectin at tumour periphery has already been observed in previous
studies [37, 38]. Like integrin avB3, E-selectin is not expressed by normal endothelial
cells but was found on microvessels that showed proliferating endothelial cells [8].
With regard to the E-selectin clinical applications, antagonists have been developed
to target cellular interactions with this CAM including antibodies, ligand inhibitors and
metabolic carbohydrate mimetics [39]. E-selectin has also recently been used as a
target for drug delivery [40].

We noticed that only half of the tumours expressed integrin av3 and a quarter
expressed the E-selectin. Previous studies have also reported heterogeneity in
CAMs expression by tumour endothelium, i.e., some tumours are deficient while
others highly express CAMs [6]. The deficient CAMs expression could be due to the
fact that CAMs are also involved in the inflammatory responses and recruitment
processes. A reduced endothelial CAM expression in tumour microvessels could
facilitate tumour progression in avoiding the patrolling by circulating lymphocytes [6].
In addition, the heterogeneity of CAMs expression has been shown to depend on
tumour type, implantation mode, growth site and host strain [41, 42]. In the present
study, subcutaneously implanted tumours have been used and these models may
not be the exact reflection of in situ tumours, for which more complex interactions
between the different CAMs appear to regulate tumour angiogenesis [43].

As previously mentioned, tumour viability, growth and metastasis depend on
tumour angiogenesis. Integrin avp3 and E-selectin mediate the processes of
microvessel neoformation, and detection of the expression of both CAMs allows to
determine whether angiogenesis occurs in a tumour. Indeed, several studies have
reported the use of specific angiogenesis specific markers as targeting ligands for
systemic drug or gene delivery to cancer [44-46] or to other vascular diseases [47].

The expression of these CAMs in tumours appears to be shared by murine and
human tumours as well. For example, av33 has indeed been found expressed in

several human tumours, e.g., melanoma, breast, prostate, cervix, brain and pancreas
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[19, 35, 36]. E-selectin has also been identified in human melanoma as a novel target
for inhibition of melanoma angiogenesis and tumour growth [53].

These CAMs can be the target of antiangiogenic therapy by using inhibitors of
integrin avB3 [48, 49] or of E-selectin [16]. Indeed, a better knowledge of the CAMs
expressed in tumours has already allowed the development of several therapeutic
approaches. For example, integrin antagonists, including the av@3 and av35 inhibitor
cilengitide, have demonstrated encouraging activity in clinical trials [50, 51]. With
regard to the E-selectin, antagonists have been developed to target cellular
interactions with this CAM including antibodies, ligand inhibitors and metabolic
carbohydrate mimetics [39]. E-selectin has also recently been used as a target for
drug delivery [40].

In addition to therapeutic applications, the identification of these CAMs in
tumours has also permitted the use of this knowledge for molecular imaging. The
integrin avB3 has been targeted for imaging purposes with near-infrared fluorescent
dye-RGD peptide conjugates, their multivalent analogs, and nanoparticle conjugates
[50, 52]. E-selectin has also been used as a target for molecular imaging [40].

In conclusion, the assessment of the vascular density and the expression of the
important integrin av3 and E-selectin in a series of widely used murine solid tumour
models has allowed the identification of several tumours expressing these CAMs. We
have also identified two tumours expressing both avf3 and E-selectin (B16 and C26).
These data may prove useful for the choice of appropriate tumour models for the
study of the biology of tumour angiogenesis, the evaluation of antiangiogenic
therapies and the validation of tumour imaging modalities targeting these CAMs.
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Abstract

Background and objectives: The development of new therapies for colorectal
cancer is hampered by the lack of models that could easily be assessed using non
invasive imaging modalities. In this study, we compared C26 colon carcinoma
implanted ectopically or orthotopically in mice by using non invasive imaging
techniques, in order to select the most appropriate ones for preclinical testing.

Methods: C26 tumours were implanted subcutaneously (s.c.) in Balb/c mice for
the ectopic model, or into the caecum for the orthotopic model. Tumours were
evaluated by histology, spectrofluorescence, bioluminescence (BLI), magnetic
resonance imaging (MRI) and ultrasound imaging (US).

Results: Orthotopic tumours grew faster than the ectopic ones. Histology
showed homogeneously dispersed cancer cells and blood vessels. The tumour
vascular network visualized with labelled albumin showed that both tumour types
were highly vascularized and disorganized, although well structured zones were seen
in orthotopic tumours. Bioluminescence imaging using C26-luc cells allowed
detection of small tumours, but the signal was lost in larger ones. MRI allowed 3D
measurement of tumours with high precision and resolution, and provided additional
anatomical information. Non invasive US imaging permitted a good delineation of the
tumour due to an hypoechogenic signal. The monitoring of tumour growth could be
accomplished with US from day 5 after tumour implantation with a short acquisition
time (<5 min).

Conclusion: BLI was found to be more appropriate for early tumour detection,
whereas MRI and US afforded excellent non invasive imaging techniques to
accurately follow tumour growth of both ectopic and orthotopic tumour models.
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1. Introduction

Colorectal cancer is the third leading cancer in the world in men and second in
women with 1.2 million new cases identified in 2008. In terms of mortality it takes the
second place after lung cancer with 608700 deaths in 2008.* It is therefore important
to develop adapted models that could better reflect the human pathology in order to
evaluate diagnostic methods or potential therapies.

Murine colon tumour models can be obtained via in situ generation or via
implantation of tumour fragments into appropriate syngeneic or immunosuppressed
hosts. In situ models, including chemically-induced, transgenic and spontaneous
models, are considered less adapted for the evaluation of experimental therapies
because of their inherent variability and the relatively long time required for tumour
growth and response to treatment.> Tumour implanted models are still considered as
the most appropriate to evaluate the effects of new therapies in colon cancer.?

While ectopic models are frequently employed owing to the ease of their
implantation, orthotopic models are considered to better reflect the tumour
physiological environment. In particular, significant differences between these models
were found mainly in the level of growth factors and nutrients available, and in the
profile of tumour angiogenesis and metastasis.* Moreover, orthotopic tumours can
metastasize into tissues where they are usually found in spontaneously arising
tumours.>®

In the present study, we have chosen to develop a murine orthotopic colon
carcinoma model that would better reflect the clinical colon carcinoma situation, in
order to be able to evaluate new anti-angiogenic, anti-vascular and anti-metastatic
approaches. To do so, we selected the colon carcinoma 26 (C26) model because we
have recently observed that this tumour is well vascularized and express cellular
adhesion molecules, e.g., avBs; and E-selectin, which are important targets for
antiangiogenic therapy. In addition C26 is considered as a relatively difficult tumour
to treat, as in the human situation.*®

Apart from the surgical issue involved in the orthotopic implantation, the main
difficulty of this model depends on the tumour accessibility for accurate evaluation of
response to experimental treatment, because calliper measurements cannot be
easily carried out. In addition, an overestimation of tumour volume by calliper
assessment in orthotopic models has been reported.** Also, the ethical consideration
issue on animal experimentation requires to reduce drastically the number of animals

employed in a given experiment.*?
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Considering the above reasons, we therefore turned to non invasive imaging
techniques to assess orthotopic C26 tumour growth. In fact, non invasive imaging
techniques applied to small animals have improved significantly in the past years.
Magnetic resonance imaging (MRI), computed tomography (CT), positron emission
tomography (PET), single-photon emission computed tomography (SPECT),
ultrasound imaging (US) and bioluminescence imaging (BLI) are now being
frequently used and their performance is continuously improving.** **

Although these various imaging techniques have been used for in vivo studies

on small animals,**°

the information available is scarce concerning non invasive
growth evaluation of colon tumours growing orthotopically. We therefore chose to
evaluate and compare the effectiveness of BLI, MRI and US to better characterize
colon carcinoma C26 tumour progression and to obtain quantitative tumour growth
parameters. The advantages and limitations of each imaging technique for ectopic

and orthotopic models are presented and discussed.

2. Materials and Methods
2.1 Cells
o Wild type C26 cells (C26-wt).

The C26-wt cell line was originally obtained from an undifferentiated colon
carcinoma chemically induced by N-nitroso-N-methylurethan, *® that was later cloned
to obtain the stable C26 cell line.!” This cell line was purchased from American Type
Culture Collection (ATCC, CRL-2638, LGC Standards, Molsheim, France), and
cultured at 37°C in a 5% CO, humidified atmosphere in Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM, Gibco) containing 10% fetal bovine serum (FBS, Gibco Life
technologies), 100 uM of streptomycin and 100 U/ml of penicillin.

o Luciferase transduced C26 cells (C26-luc).

To obtain a stable luciferase expressing cell line, C26-wt cells were transduced
with a lentiviral vector encoding for the fusion protein EGFP-Luc cassette under the

control of the constitutively active PGK promoter *®

using polybrene. Transduced
cells were sorted with a MoFlo cell sorter (Beckman Coulter, Krefeld, Germany) to
obtain a homogeneous cell population of EGFP-positive C26-Luc cells. Pseudotyped
lentivirus has been demonstrated to be a powerful tool for stable gene marking of

cells.’® Here, C26-wt were transduced with lentiviral vector based on pHIV7/SF-GFP,
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were the EGFP cassette was replaced by the fusion EGFP-Luc under the control of
the strong, constitutive PGK promoter. This allows the simultaneous detection of
EGFP for sorting purposes and luciferase activity for sensitive BLI. This cell line was

cultured as described above for the wild type cell line.

2.2 Animals

Studies were carried out in Balb/c female mice (Janvier, St Genest de Lisle,
France), aged 6 to 7 weeks. Animal experiments were conducted according to
European and national guidelines and were approved by the institutional ethics

committee.

o Ectopic tumour implantation

A mouse bearing a subcutaneous C26 tumour was sacrificed, the tumour was
resected, placed into DMEM culture medium and cut into fragments of 20-30 mm?®.
The tumour fragments were transferred into sterile phosphate buffer saline and
inserted s.c. using 12 gauge trochar (38 mm) into the mouse flank previously
disinfected with alcohol. For the C26-wt line, tumours were implanted every two
weeks. In these conditions, the take rate was 100%. For BLI experiments, C26-luc
luciferase positive cells (10° cells /mL DMEM, 100 L) were injected s.c. into both
flanks of the mice. Before tumour implantation, cells were tested for luciferase

activity.

o Orthotopic tumour implantation

Allografts were prepared from ectopic tumours passaged as described above.
Tumours were implanted orthotopically as described by Tseng et al.* Briefly, mice
were anesthetized and their abdomen was shaved and disinfected with Betadine
(Meda Pharma, France). A laparotomy was conducted in order to access to the
abdominal cavity. The tumour fragment was sutured onto the caecum and finally the

muscular tissue and the skin were stitched.

2.3 Ex vivo characterization

In order to evaluate histology and tumour weight evolution of both models, five
mice per model and per time point were implanted. At the indicated time points (5,

10, 15 or 21 days), mice were sacrificed and their tumours resected. A photograph of
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each tumour was captured using a Canon Digital IXUS 80 IS camera. Finally, the

tumour was weighed and flash frozen in liquid nitrogen.

2.4 Immunohistochemistry

Ten-micron frozen tissue sections were placed on Polysine slides (Polysine®,
CML, Nemours, France). Immunostaining for the evaluation of the vascularity was
performed using a three-step procedure as previously described.?°. Briefly, the tissue
sections were first incubated with a rat anti-mouse CD31 (PECAM-1) monoclonal
antibody (BD Biosciences, le Pont de Claix, France; 15.6 pug/ml) for 2 H at 37°C. The
sections were next incubated for 30 min with goat anti-rat biotinylated antibody (0.5
mg/ml) and finally with the streptavidin-conjugated peroxidase (Sigma, 1/400
dilution). The staining was carried out with 3,3'-diaminobenzidine (DAB, Sigma)
substrate to obtain a brown precipitate. Tissues were counterstained with Gill's

haematoxylin to visualize cell nuclei.

2.5 3D vasculature visualization by fluorescence imaging

Mice were anaesthetized with a mixture of ketamine/xylazine (80 and 10 mg/kg,
respectively) and a solution of albumine-alexa fluor 594 (Molecular probes, Life
Technologies SAS, Saint Aubin, France) was injected intravenously (i.v.) into the tail
vein (0.5 mg/mL, 100 yuL per mouse). A subcutis incision near the tumour for the
ectopic model and a laparotomy for orthotopic model were realized in order to
visualize the tumour vascularization under a Leica fluoromicroscope (Z6 APO), and
the image acquisition was performed with a Leica camera (DFC 340Fx).

2.6 Bioluminescence imaging

Mice were anaesthetized with isoflurane. Luciferin diluted in PBS (Promega,
Madison WI, USA) was injected intraperitonally (i.p. 2 mg/mouse). Optical imaging
was performed with a cooled CCD camera (Photon Imager, Biospace Lab, France).
Luminescence was acquired during 1200 s and initiated immediately after the
luciferin injection. The luminescence levels were integrated within the hand drawn
region of interest (ROI) around the luminescence zones corresponding to the tumour

area.

2.7 In vivo calliper measurement
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Bidimensional measurement of tumour growth was carried out using a calliper
and the tumour volume (in mm?®) was calculated using the following formula: V =

1/2xLxW?, where L is the length and W the width of the tumour in mm. ?*

2.8 Volume and density assessment

The tumour density of C26 allograft were determined by using the tumour
mass in g obtained with a digital balance and the tumour volume in mm? obtained by
ex vivo calliper measurement of the three dimensions of the tumour burden : the
height H, the length L and the width W with the formula (11/3)xLxWxH.

2.9 Magnetic Resonance Imaging (MRI)

The MRI studies were performed using a MRI spectrometer 7T PharmaScan
(Bruker, France, ESPCI Imaging Platform) dedicated to small animal
experimentation. Images were recorded using a 36 mm inner diameter birdcage
Bruker RF probe. Mice were anaesthetized using 1.5% isoflurane gas with a mixture
of air/O, (1 L/min : 0.5 L/min). Physiological parameters of temperature and breathing
rates were controlled. In order to delineate 3D volumes, Gradient Echo imaging
sequence was used. Thirty slices of 0.83 mm thickness with a plane resolution of
0.208 mm were acquired during 3 min. T2 weighting Spin Echo images were realized
into five axial slices localized in the tumour centre. These slices have a thickness of
0.6 um, a plane resolution of 0.120 mm and an echo time TE of 54 ms. T2
quantification was performed with multi Echo SE sequence using the formula
S(TE)=SO ™", For the calculation of the hyposignal area a threshold of 8% was
applied in the images from T2* weighted images. The percentage of hyposignal area
was obtained by the mean of the number of pixels under the threshold per slice
divided by the slice area.

2.10 Ultrasound (US) imaging

Ultrasound imaging was performed using an ultrafast ultrasound device
(Aixplorer, Supersonic Imagine, Aix en Provence, France) coupled with a high-
frequency ultrasound probe (central frequency 15 MHz, 256 elements, Vermon,
Tours, France). Mouse anaesthesia was performed using isoflurane, in the same
conditions as described above for MRI imaging. By using classical ultrasound
imaging, so-called B-mode, the operator localized the tumour within the imaging
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plane in real time by placing the probe on the anaesthetized mouse. Once the probe
was positioned, B-mode acquisitions were performed to obtain a morphological
image of the tumour in two perpendicular imaging planes (axial and sagittal) in order
to measure their largest diameters. Thus, three diameters (two in the axial and one in
the sagittal planes) were recorded, giving access to volume quantification according
to the following spheroid formula (11/3)xLxWxH , where H is the height , L is the

length and W is the width in cm **,

2.11 Immunostaining quantitative analysis

For the characterization of the tumour vascularization, we developed a method
for the quantification of various markers using the imageJ software.?> The images
were first segmented to isolate the positive structure of interest and the images were
then transformed into binary ones. Finally, the edges of the stained cells were

selected and the various parameters, such as counts and areas, were determined.

2.12 Statistical analysis

Statistical analysis was performed with the GraphPad Prism software, using
the Mann-Whitney U test, in which gaussian distribution is not assumed. The

Spearman test was applied to evaluate the correlation between two measurements.

3. Results

3.1 Ex-vivo characterization of ectopic and orthotopic carcinoma mouse

models

We first characterized the ectopic and orthotopic colon carcinoma C26 models
using invasive methods. To do so, tumours were resected and weighed at different
times. Figure 1A depicts the C26 tumour weight evolution for the ectopic and the
orthotopic implantation during 21 days. The orthotopic tumours grew significantly
faster than the ectopic ones. Representative tumour photographs taken on day 15
are shown in Figure 1B for the ectopic, and in Figure 1C for the orthotopic
implantation.

We also evaluated the tumour density on day 15 after tumour implantation for
both models. The tumour density was found to be 1.53 + 0.32 g/cm® and 1.77 + 0.26
g/cm® for ectopic and orthotopic models, respectively, which was not statistically
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different. However, these density data can be useful to translate into actual tumour
weight the volume data obtained by the various imaging techniques described below.
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*k*
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Figure 1: Ex-vivo characterization of ectopic and orthotopic colon carcinoma C26 implanted in
mice.

(A) Tumours were harvested from Balb/c mice at the indicated days and weighed. The means + SEM
of 5 tumours are presented. The asterisks indicate a significant difference between the orthotopic
(squares) and the ectopic group (circles) using the Mann Whitney test. Photographs of a
representative tumour on day 15 is shown in (B) for the ectopic implantation, and in (C) for the
orthotopic tumour (scale bar, 5 mm).

3.2 Histological characterization of cellularity and vessel density

To quantify cellularity and vessel density of the colon tumours at different times,
we next performed histological analyses by staining the tumour tissue with PECAM-1
and haematoxylin. As depicted in Figures 2A and 2B, the sections were relatively
similar in both implantation sites, with homogenously dispersed cancer cells and
vessels.

Quantitative analyses of the histological sections allowed determining the
microvascular density (MVD) and cellularity of the tumours. Figure 2C presents a
comparison of the MVD for both models. For the ectopic model, the MVD was found
relatively stable during 21 days ranging from of 800 to 1100 vessels/mmz2. However,
for the orthotopic model, the C26 tumours presented a significantly lower MVD level
in the early days after tumour implantation compared to the ectopic ones (476 £ 50
vessels/mmz2 on day 5), but increased rapidly thereafter to reach the ectopic MVD
values on day 11 (968 + 36 vessels/mm?2). Beyond day 11, the MVD of orthotopically
implanted tumours remained relatively stable and was similar to the subcutaneous
model.

Cellularity presented in Figure 2D decreased significantly for both models
between the 5th and the 11th day. Cellularity values decreased from 14.7 + 1.0 x 103
to 13.6 + 0.5 x 10° cells/mm? for the ectopic model and from 18.0 + 1.3 x 10° to 12.6
+ 1.0 x 103 cells/mm? for the orthotopic model, respectively. After the 11th day until
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the 18th day the cellularity remained stable for both models. A significant increase in

cellularity was however observed for both tumour implantation sites after day 18.
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Figure 2: Histological characterization of cellularity and vessel density of C26 tumours.
Histological images obtained after immunohistochemistry of PECAM 1 (positive staining in brown) and
haematoxylin counterstain for ectopic (A) and orthotopic (B) 15 days after tumour implantation (original
magnification 400 x, scale bar 50 um). Microvascular density (MVD) quantification (C) and cellularity
(D) are presented as a function of time (mean + SEM).

3.3 3D vascular organization of ectopic and orthotopic tumours

Because the above data were mainly concerned with two-dimensional
comparison between the evolution of tumours implanted in two different sites, we
were next interested to investigate if the implantation strategies could have an effect
on the vascular organization using a 3D evaluation method.

Figure 3 presents the vascular network of C26 colorectal tumours obtained
after the i.v. injection of labelled albumin. It can be observed that ectopically
implanted tumours were highly vascularized and presented vessel disorganization
with several shunts (Fig. 3A). For the orthotopic model shown in Fig. 3B, in addition
to similar vessel disorganization observed for the ectopic tumour, we noted several

well structured and parallel vessel zones as illustrated in Fig. 3C.
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B

Figure 3: 3D vascular organization of ectopic and orthotopic C26 tumours.

The 3D vascular organization was investigated by fluorescence using rhodamine-labeled albumin
injected i.v. (A) Ectopic. (B) Orthotopic. (C), Detail of a representative well structured zone from an
orthotopic tumour. Scale bar, 100 pm.

34 Bioluminescence imagqing (BLI) for assessment of the ectopic model

Because the above invasive evaluation methods of tumour evolution required
the sacrifice of the mice, we next explored the characterization of colon carcinoma
C26 models by using a bioluminescence imaging as a non invasive method. BLI has
been proved to be highly sensitive and easy to perform for the assessment of tumour
evolution.?® ?* 2° For this technique we used luciferase transduced C26 (C26-luc)
cells which allowed the detection of luminescence after i.p. injection of luciferin.
These cells were prepared as described in the We first verified the bioluminescence
stability of C26-luc cells as a function of cell passages. It was observed that the
bioluminescence level declined from 2.15 + 0.07 x 10° counts per second on day 1 to
1.12 + 0.04 x 10° counts per second on day 66 (passage 35), which remained a
remarkably high level. Nevertheless, in vivo injection of 10° cells (before passage 10)
exhibited 10° counts per second which was easily detectable.

C26-luc cells were injected s.c. and tumour evolution was followed for 13 days
as illustrated in Figure 4A. Four days after cell injection, bioluminescence signal
could easily be detected. This signal increased until day 8 and decreased thereafter

on days 11 and 13 as illustrated in Fig. 4A and quantified in Fig. 4B.
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Figure 4: Bioluminescence evaluation of tumour growth in the C26-luc ectopic model.

Mice bearing bilateral implantation of C26-luc tumours were injected with luciferin i.v., and the
bioluminescence signal was recorded as described in Materials and Methods. Evaluation of tumour
progression by bioluminescence imaging for the ectopic model. A, representative images from days 4,
6, 8, 11 and 13. B, histograms showing the quantification in counts per second. Mean + SEM of 6
determinations.

Figure 5A shows that the decrease in luminescence signal beyond day 11 was
accompanied by a slower tumour growth from C26-luc cells as compared to C26-wt
cells. Figure 5B shows that in the early time points, tumour volume was significantly
correlated to BLI signal (r = 0.6553, between day 4 to 8), but this correlation became

insignificant if points beyond day 8 were included in the analysis (data not shown).
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Figure 5: Evaluation of bioluminescence for assessment of colon carcinoma C26 tumour

growth.
(A) Comparison of tumour volume evolution as a function of time for ectopic C26-wt (solid circle) and
C26-luc (open circle) after external calliper measurements. (B) Correlation curve between BLI (in

counts per second) and tumour volumes (estimated with a calliper).

35 Longitudinal growth monitoring of C26 tumours by MRI

We next explored the characterization of colon carcinoma C26 models using
MRI. Fig. 6A depicts a representative coronal image obtained from T2* weighted
sequences in which axial slices (white lines) were positioned in the tumour area

(white arrow). In these axial slices, tumour burden was easily detected without the
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use of a contrast agent. The tumour mass appeared in grey and the outline was
relatively well defined as shown in Fig. 6B-C (white arrows). From these images, it
was possible to calculate the tumour area by addition of the surfaces of the
consecutive axial slices positioned in the tumour mass and the tumour volume taking

into account the number of slices involved.

4cm
25¢cm

25cm

Figure 6: T2* weighted images showing the ectopic and orthotopic C26 tumour.
(A) Example of coronal image of ectopic model at day 15. T2* weighted imaging provide anatomical
axial images of ectopic (B) and orthotopic model (C) at day 5, 11 and 15.

Figure 7A presents tumour measurement with MRI, ranging from small
tumours, of 15 to 20 mm?® on day 5, but also large tumours up to 3000-3400 mm® on
day 18. Tumour growth increased for both ectopic and orthotopic tumours and
followed a similar profile, although significant differences were observed between the
two implantation sites on day 11 and day 15, where the orthotopic tumours were
growing faster than the ectopic ones.

Additionnal information can be obtained from the T2* weighted images. The
fraction of hyposignal (Fig.6 B3, C2 and C3, black arrows) in the tumour mass could
be measured and is presented as percentage in Figure 7B. Late stage tumours (day
11 to day 18) presented a sharp increase in the hyposignal area in the ectopic model
(6.6 £ 0.8% to 22.5 + 2.9%), whereas it remained relatively stable in the orthotopic
one (14.0. £ 3.6% to 12.7 £ 2.7%).

T2 weighted images provide valuable information about extracellular water such
as oedemas. ?* 2’ For ectopic model, T2 decreases significantly (p<0.05) from day 5
(56.4 £ 3.0 ms) to day 11 (46.1 + 1.5 ms) and remains stable beyond this time point
(48.5 £ 1.0 and 47.5 £ 1.5 ms for day 15 and 18 respectively). For orthotopic model a
similar profile was observed (data not shown). These data suggest that both tumour
implantation sites do not induce oedema, because no hypersignal area was
detected.? ?’
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Figure 7: Quantification of volume and necrosis in T2* weighted images for each tumour type.
Evaluation of tumour volume with images quantification for ectopic and orthotopic model as a function
of time (A). Evaluation of necrotic area as a function of time for both models (B).

3.6 Longitudinal growth monitoring of C26 tumours by Ultrasound (US)
imaging

We also evaluated the non invasive US imaging technique in order to assess its
usefulness for the monitoring of colon C26 growth. As presented in Fig. 8, the B-
mode images showed a contrast difference due to an hyperechogenicity of the skin
and an hypoechogenicity of the tumour. The resulting contrast enhancement allowed
to delineate the tumour margins and measure the tumour height, length and width,
which allowed to calculate the tumour volumes. Examples of such measurements on
a representative ectopic tumour on day 15 are presented in Fig. 8 depicting two
perpendicular views (A and B). These images allowed to quickly measure the three

dimensions necessary to assess the tumour volume as stated in Materials and
Methods.

Vol.= 0.18 cm?

1.4cm

H=0,45cm
L=1.46 cm
W=0.54 cm

1.6cm 1.6cm
Figure 8: Method used for the calculation of tumour volume by ultrasound imaging.
Images show an example from an ectopic tumour on day 15 using a saggital (A) and an axial (B) view.
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Figure 9 depicts representative tumour images from both implantation sites on
days 5, 12 and 15. Using US, tumour measurement could be obtained as early as 5
days after tumour implantation for both models, and allowed an easy non invasive
monitoring of tumour growth. US imaging allowed the measurement of small tumours
on day 5 of 15.8 + 2.1 mm?® for the ectopic site (Fig. 9A1) and 31.9 + 4.0 mm? for the
orthotopic one (Fig. 9B1). On day 15, the tumour volume values reached 519.7 +
56.6 mm® (Fig. 9A3) and 1101.0 + 117.0 mm?® (Fig. 9 B3) for the ectopic and
orthotopic models, respectively. These data presented in Fig. 9C showed that the

orthotopic tumours were growing significantly faster than the ectopic ones.
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Figure 9 : Ultrasound longitudinal monitoring of tumour volume.
Representative images used for the quantification of tumour volume for ectopic (n=13) on day 5 (Al),
12 (A2) and 15 (A3), and orthotopic (n=13) on day 5 (B1), 12 (B2) and 15 (B3).
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4. Discussion

In this study we have evaluated different non invasive imaging modalities which
could allow to obtain more precise informations on orthotopic C26 colon carcinoma
growth. Even though, the orthotopic model has previously been described,?® #° the
simultaneous evaluation of methods including histology, spectroscopy, BLI, MRI and
US has not been reported. We therefore compared these non invasive imaging
modalities which could be advantageously applied in the follow-up of preclinical
experimental therapies aimed at finding better treatments for human colorectal
cancer.

We first compared ex vivo the ectopic and orthotopic C26 models and observed
a significant difference in tumour growth, which was faster for the orthotopic
compared to the ectopic tumours. This faster growth has previously been described
for human colon tumours implanted in nude mice® and for C26 tumours.?® Although
there is some information on the growth rate in the literature,!’” very few attempts
have been devoted to the precise characterization of these tumours. 2

Our results have shown that C26 tumours display tumour density values in the
range of 1.5-1.8 g/cm®, a value often underestimated by most authors, which often
assume a density equals to 1 g/cm®?! It is important to consider that density values
may vary depending on tumour type, site of implantation and tumour volume. These
variations in density values are probably due to changes in cellularity, in hypoxic or
necrotic areas and vascular volume.

Examination of the histological results showed that the MVD value was
significantly lower for the orthotopic model in the early time points as compared to the
ectopic implantation. These data may indicate that the implanted C26 tumour
fragments from s.c. tumours probably needed time to adapt to their new normal
caecal microenvironment. These values are of importance considering that the
angiogenic phase of orthotopic model requires more time to develop, as compared to
the ectopic model, which indicates that the orthotopic implantation would be a more
appropriate model for evaluating antiangiogenic experimental therapy. With regard to
anti-vascular approaches, both models appear appropriate after day 11, where the
MVD was almost equivalent.

The effect of these antitumour approaches on vessels could be followed using
3D fluorescence imaging with labelled albumin. Indeed, we showed for the first time
here that this imaging technique allowed observing the vascularisation in both ectopic

and orthotopic tumour models. However, it should be noted that vessel imaging using
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labelled albumin only allows to visualize the superficial vascular system and that
guantification still needs to be addressed.

Bioluminescence data have shown that ectopic tumours could be detected and
measured as early as day 4. This technique has indeed been widely used for
orthotopic tumour assessment because it is highly sensitive and allows early

detection,?* %

although hypoxic conditions and light absorption can impair detection
in deep tissues. However, in superficial tissues, in vitro and in vivo bioluminescence
measurements strictly correlate.® In our experiments we used C26 cells stably
marked with lentivirus harbouring an expression cassette with the strong constitutive
PKG promoter and the fusion gene EGFP-Luc. This fusion usually gives a strong BLI
signal in vivo when compared to the luciferase gene alone. However beyond day 8,
the BLI signal from EGFP-Luc marked C26 cells were surprisingly decreased, which
was also accompanied by reduced tumour growth compared to C26-wt cells. This is

in contrast with the findings of Hiraoka et al.*

who reported continuous tumour
growth and increase in BLI signal for at least 28 days, indicating that tumours were
accessed by the substrate luciferin and that no immunological clearance occurred. In
our case, no anti-luciferase antibodies could be evidenced in the serum of mice
bearing ectopic C26-luc tumours. Another potential immunogene could be EGFP
cassette present in the lentivirus EGFP-Luc expression cassette. However, it has
been previously shown that luc and EGFP, used in syngeneic C57/BL6 tumour
models, did not induce detectable immunological reactions against the transgene and
provided a good correlation between tumour size and reporter gene signal.*®
However, in contrast to other strains, the Balb/c strain used in our study already
bears an intrinsic T-cell mediated immune response for GFP,** which could probably
be involved in the high clearance of a considerable part of EGFP-Luc expressing
tumour cells. For these reasons, BLI with our C26-luc cells appears not suitable for
the follow-up of tumours beyond day 8, but could still be advantageously applied in
the early growth stages.

MRI provided highly resolved anatomical images and enabled to monitor the
tumour growth of both C26 models from early stage (day 5) to late growth stage (day
21). In addition, it could allow the precise determination of 3D tumour volume in both
models. Moreover, with this imaging modality it was possible to calculate a
percentage of hyposignal area which could mainly correspond to haemorrhagic
necrotic area.{Van Bruggen N., 1990 186 /id} This information could be particularly
important with regard to prediction of response to experimental therapy. Despite its
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many advantages, MRI remains an expensive and relatively time consuming
modality, which requires anaesthesia and 15 to 20 min acquisition time per mouse.
Ultrasound imaging data provided a good estimation of tumour volume in both
implantation models. US imaging has also been previously shown to yield more
accurate data, as compared to calliper measurements,*! because errors in the range
of 27% are frequently observed with the manual measurements and estimation
values may also vary between operators.*® Moreover, US imaging was found to be

easy to perform and required only 1 to 5 min per mouse.

5. Conclusions

In summary, C26 ectopic and orthotopic tumours were compared and
characterized using histology and non invasive BLI, MRI and US imaging techniques.
Tumour growth was shown to be faster in orthotopic model compared to the ectopic
one. Vascular density was smaller for early stage orthotopic tumours compared to
the ectopic tumours. Cellularity decreased for both models until day 15 and increased
thereafter. BLI could be used for early monitoring of ectopic tumours but not for late
stage tumours. MRI and US non invasive imaging techniques were shown to be
particularly suitable for the accurate follow-up of C26 colon carcinoma growth in both

orthotopic and ectopic models.
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V. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Ces travaux ont permis la caractérisation de modeles murins couramment
utilisés pour des tests précliniques. Ces données sont essentielles aux approches
thérapeutiques que nous souhaitons mettre en ceuvre pour bloquer I'angiogenése ou

détruire la vascularisation existante.

1. Lavascularisation des tumeurs

1.1 Densité de vaisseaux

En terme de vascularisation, différents profils ont été observés : des tumeurs
peu vascularisées (par ex. B16) et des tumeurs trés vascularisées (par ex. LLC).
Parmi les tumeurs examinées nous n’avons pas observé de corrélation entre le
potentiel métastatique des tumeurs rapporté dans la littérature et la densité
vasculaire. Ces résultats semblent contradictoires avec ceux rapportés dans la
littérature qui décrivent une corrélation entre ces deux parametres [Zetter, 1998].
Cependant il est important de noter que dans notre étude des tissus de type et
d’origine distincts sont comparés et non des tumeurs a différents stades d’évolution.
De plus, les résultats obtenus pour la tumeur B16 dans la littérature démontrent que
la densité vasculaire n’est pas le seul facteur favorisant la diffusion métastatique
mais qu’un environnement hypoxigue peut également la favoriser [Rofstad et
Danielsen, 1999].

La tumeur C26 a ensuite été développée sur 2 sites d’'implantation (sous-
cutanée et sur le caecum). La détection de la vascularisation en fonction du temps a
éte effectuée sur des coupes histologiques (Article 2). Une densité de
microvaisseaux (MVD) plus faible dans les temps précoces a été observée pour le
modéle orthotopique en comparaison au modéle ectopique (Figure 11.3). Ceci indique
gue le modéle orthotopique serait plus approprié pour I'évaluation des thérapies anti-
angiogéniques expérimentales. En ce qui concerne les approches thérapeutiques
antivasculaires, les modeles ectopique et orthotopique paraissent également
appropriés, étant donné que leur densité vasculaire est équivalente a 11 jours apres

'implantation.

1.2 Distribution des vaisseaux au sein des tumeurs

Le profil de distribution de la vascularisation au sein de tumeurs d’une taille

d’environ 200 mm?® a également été étudié (Article 1). Nous avons observé une
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répartition hétérogene de la vascularisation dans le cas du mélanome B16 et des
tumeurs mammaires, mais pour de nombreuses tumeurs (célon, pancréas, poumon)
une répartition homogéne des vaisseaux sanguins a été notée.

Lors d’'une analyse de la vascularisation du modele C26, a des temps plus
précoces (5 jours post implantation soit ~100 mm?), une densité plus importante des
vaisseaux a été observée en périphérie (Figure 11.3).

Figure 1.3 : Vascularisation des tumeurs C26 5 jours aprés implantation.
A-modéle ectopique ; B-modéle orthotopique. Le bord de la coupe est situé en haut a gauche de
'image.

1.3 Imagerie 3D de la vascularisation superficielle

La visualisation de l'architecture 3D de la vascularisation superficielle a été
effectuée par imagerie de spectrofluorescence apreés injection d’albumine marquée.
Pour le modele C26 nous avons pu noter que les tumeurs ectopiques étaient
hautement vascularisées et que les vaisseaux présentaient de nombreuses
arborescences vasculaires. En plus de ce type de morphologie vasculaire nous
avons observé dans le modele orthotopique des zones ou les vaisseaux paraissent
plus structurés.

Lors de ces études sur la vascularisation tumorale, nous avons également

déterminé I'expression de la fraction B3 des intégrines et de la sélectine-E.

2. Les intégrines av33

2.1 Expression

Les intégrines avB3 sont relativement peu exprimées par les cellules
endothéliales d’'un individu sain et sont considérées comme un outil diagnostique des

zones comportant des néo-vaisseaux [Friedlander et al., 1996]. Dans notre étude, la
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moitié des tumeurs (7/15) exprime la fraction B3 des intégrines. Aucune corrélation
n'a été observée entre les types tumoraux et I'expression de cette intégrine. Par
exemple sur les trois tumeurs de cblon testées, seule la tumeur C26 exprime la
fraction B3.

Actuellement nous évaluons la cinétique d’expression de cette intégrine pour la
tumeur C26 implantée en sous-cutané ou sur le caecum. Les résultats préliminaires
pour une seule tumeur par temps sont présentés Figure Il.4. Deux cinétiques
différentes sont observées, mais le peu de données analysées ne nous permet pas

encore de conclure sur ces résultats.
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Figure Il. 4 : Evaluation de I’expression de la fraction B3 des intégrines par I’'anticorps CD61 par
immunohistochimie.

A- modéle ectopique ; B-modele orthotopique. Moyenne + SEM, 1 tumeur par temps (3 niveaux de
coupes, 10 photos par niveau).

Concernant le profil d’expression des intégrines, les tumeurs mammaires et les
tumeurs pulmonaires présentent une distribution homogéne de leurs intégrines
tandis que les tumeurs de mélanome B16 et de cblon C26 présentent une
expression plus importante dans la zone périphérigue de la tumeur. Ce profil
d’expression en périphérie a déja été décrit dans le cas de la tumeur B16 [Boles et
al., 2010].

2.2 Imagerie

En plus des applications thérapeutiques, l'identification de ces CAMs au sein
des tumeurs permet l'utilisation de ces connaissances pour I'imagerie moléculaire.
Par exemple, l'intégrine avp3 a déja été ciblée pour des études d’imagerie a l'aide de

sondes conjuguées avec le peptide RGD émettant dans le proche infrarouge,
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d’analogues multivalents ou de nanoparticules portant des peptides RGD
[Desgrosellier et Cheresh, 2010 ; Ye et Chen, 2011 ; Cai et Chen, 2008]. Parmi ces
sondes d’imagerie, certaines sont disponibles pour des études précliniques comme
par exemple I'AngioStamp™ 700. Ce traceur fluorescent cible spécifiquement les
intégrines avPB3. L'image obtenue 24 h apres injection de 10 nmoles d’AngioStamp™
700 est présentée Figure I1.5. Cette image confirme I'expression de cette intégrine
par la tumeur orthotopique de colon C26 onze jours aprés implantation. A noter
gu’une importante part de la dose injectée a été retrouvée dans la vessie, celle-ci a
été cachée sur I'image de fluorescence. Sur I'image ex-vivo (Figure 11.5-B), nous
pouvons observer la migration de cellules tumorales de la tumeur primaire vers la
partie du colon située en amont, indiquant la penétration de celles-ci dans la

mugueuse intestinale.

Figure 1.5 : Visualisation d’'une tumeur de c6lon C26 implantée en orthotopique 24 h apres
injection d’une sonde fluorescente ciblant les intégrines (Fluobeam™ 700, Aex: 680nm / Aem:
>700nm).

A- image in vivo, B-image ex vivo du tube digestif. Les images presentent la superposition de I'image
optique de la souris avec I'image de la fluorescence en fausse couleur.

3. Sélectine-E

L’expression de sélectines-E a été retrouvée uniquement dans 4 tumeurs dont
le mélanome B16, les carcinomes de c6lon C26 et C51 et la tumeur pancréatique
PO3. Pour les tumeurs C26 et B16, nous avons observé une localisation de
I'expression des sélectines restreinte & une aire située a la périphérie des tumeurs.

Ces résultats suggerent que les zones exprimant plus fortement les sélectines
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correspondent aux zones de néo-vascularisation tumorale qui expriment également
les intégrines av3. Cette localisation périphérique de I'expression a déja été
rapportée dans des études précédentes [Nelson et al., 1994 ; Fox et al., 1995].

Nous noterons que la moitié des tumeurs murines étudiées exprime les
intégrines avB3 et que le quart exprime la sélectine-E. Des études précédentes ont
rapporté cette hétérogénéité dans I'expression des CAMs par I'endothélium tumoral,
notamment le fait que certaines tumeurs en sont déficientes et d’autres les expriment
fortement [Langley et al., 1999]. De plus, cette hétérogénéité d’expression a été
montrée dépendente du type tumoral, du mode d’'implantation, du site de croissance,
et de la souche de souris utilisée [Senger et al., 2002; Reynolds et al., 2002]. C’est
pourquoi il est important d’établir une cinétique d’expression des CAMs pour mieux
comprendre le développement des tumeurs que nous étudions et adapter nos
stratégies thérapeutigues. La cinétique d’expression des sélectines-E dans le modele
C26 en comparant les deux sites d'implantation a été partiellement réalisée et les

résultats préliminaires (n=3) sont présentés Figure III.6.
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Figure 1.6 : Cinétique d’expression de la sélectine E sur le modéle c6lon C26 implanté en
ectopique A ou en orthotopique B. (moyenne £ SEM sur 3 tumeurs par temps, coupe au centre
des tumeurs, 10 photos par coupe).

Nous observons un taux d’expression relativement constant en fonction du
temps, d’environ 100 cellules exprimant la sélectine-E/mm?. Une grande variabilité
dans les résultats a cependant été obtenue. Il serait donc nécessaire de compléter

ces analyses notamment par des temps intermédiaires et des temps plus avances.

Pour I'évaluation de la validité de stratégies antivasculaires, le modéle LLC sera

préférentiellement choisi car celui-ci est fortement vascularisé. Une confirmation sur
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la lignée C26 sera réalisée dans deux sites d’'implantation différents. Les modéles
C26 et B16 ont été identifiés pour I'évaluation de la distribution de particules

ciblantes, car ils expriment la fraction B3 des intégrines et la sélectine-E.

4. Etude delacroissance des tumeurs cblon C26

Nous avons comparé I'implantation ectopique et orthotopique de la tumeur C26
et nous avons observé une différence significative dans la vitesse de croissance des
tumeurs. En effet, comme précédemment décrit pour des tumeurs humaines
implantées chez la souris nude [Pocard et al., 1996] et pour la tumeur C26 [Chen et
al., 2002], le modele orthotopique croit plus rapidement que le modele ectopique.
Ces informations trés importantes sont généralement peu documentées dans les
études d’efficacité thérapeutique.

Nous avons également effectué une étude de la densité des implants tumoraux
15 jours apreés implantation. Nous avons obtenu une densité comprise entre 1.5 et
1.8 g/cm?® pour les tumeurs C26. Il est important de considérer que les valeurs de
densité peuvent varier selon le type de tumeur, le site d'implantation et le volume
tumoral. Ces variations dans ces valeurs sont probablement dues aux changements
de cellularité, induits par I'hypoxie, la nécrose ou les changements de volume
vasculaire.

Au cours de ces travaux, nous avons également évalué différentes modalités
d’imagerie afin d’obtenir des informations plus précises sur le modéele de cblon C26.
Ces techniques ont été comparées afin de déterminer la technigue la mieux adaptée
pour effectuer des études de suivi thérapeutique.

4.1 Imagerie Optique

Les données obtenues en bioluminescence ont montré que la tumeur ectopique
peut étre détectée précocement (4 jours post implantation). Cette technique est tres
utilisée pour le suivi de la croissance tumorale de modeles de types orthotopiques
car elle est tres sensible et permet une détection précoce [Rehemtulla et al., 2000 ;
Contero et al., 2009]. Dans les tissus superficiels les mesures de bioluminescence in
vitro et in vivo sont corrélées [Bloquel et al.,, 2006]. Cependant, les conditions
hypoxiques et I'absorption de la lumiére peut atténuer la détection dans les tissus
profonds. Dans nos expériences, les cellules C26-Luc que nous avons utilisées ont
éte transfectées avec un lentivirus contenant une cassette d'expression constituée
du promoteur constitutif fort (PKG) et le géne de fusion EGFP-Luc. Ce gene de
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fusion donne habituellement un signal de bioluminescence fort in vivo comparé au
géene rapporteur luciférase seul. Cependant au-dela du jour 8, nous avons observé
un signal de bioluminescence étonnamment diminué, accompagné d’'une croissance
tumorale réduite des tumeurs C26-luc en comparaison avec les tumeurs C26-wt
(wildtype phénotype d'origine). Ceci contraste avec les études de Hiraoka qui a
rapporté une croissance tumorale continue corrélée a une augmentation du signal de
bioluminescence pendant 28 jours. Ces résultats indiquent la bonne accessibilité du
substrat (la luciférine) aux cellules tumorales et I'absence d’élimination du signal par
réaction immune [Hiraoka et al., 2007].

Dans notre cas, la présence d’anticorps anti-luciférase dans le sérum des
souris porteuses de tumeurs C26-luc en sous-cutanée n’a pas été détectée. Une
autre source de réaction immunitaire pourrait étre la présence de la cassette
d’expression EGFP dans la cassette du lentivirus utilisé pour réaliser les lignées
stables. Cependant cette méme cassette a déja été utilisée sur un modele de
tumeurs syngénique chez la souris C57/BL6. Dans ce cas, aucune diminution de
I'expression due a une réaction immune envers le transgéne n’a été détectée et une
bonne corrélation a été décrite entre la croissance tumorale et le gene rapporteur
[Choy et al., 2003]. En revanche, Gambotto a mis en évidence une réaction immune
contre la GFP médiée par les lymphocytes T chez la souris de souche Balb/c
[Gambotto et al., 2000]. Ces résultats peuvent expliquer la diminution du signal que
nous avons mesuré. Une part importante des cellules exprimant EGFP-Luc serait
donc éliminée, ne permettant I'imagerie in vivo de ces cellules que dans des temps
précoces.

Il est toutefois possible de suivre les tumeurs colorectales C26 implantées en
orthotopique par bioluminescence en disposant d’'une lignée cellulaire ne comportant
pas la cassette EGFP. La Figure II.7 présente la visualisation du suivi de ces
tumeurs par bioluminescence réalisé par Donigan en 2010. Les souris injectées avec
10° cellules C26 peuvent étre ainsi suivies par imagerie pendant 50 jours. Cependant
nous pouvons regretter que la localisation tumorale semble uniquement localisée au

site d’injection [Donigan et al., 2010].

114



CHAPITRE Il : LES MODELES DE TUMEURS MURINES ET LEURS CARACTERISATIONS

Jours post-injection
15

Figure 1.7 : Suivi de la croissance tumorale d’un carcinome de célon C26 aprés injection
transanale-rectale [Donigan et al., 2010].

L’'imagerie optique offre également d’autres possibilités. En effet, des sondes
luminescentes ou fluorescentes peuvent permettre la détection des tumeurs. Une
bonne corrélation du signal et de la charge tumorale a été rapportée [Clapper et al.,
2011]. Par exemple I'élévation de l'activité des métalloprotéinases de la matrice
(MMPs) dans le cas de certains cancers peut étre exploitée afin de visualiser
précocément les tumeurs. C’est le cas de la sonde MMPsens qui n’est fluorescente
gu’aprés modification par les MMPs. La Figure I1.8 montre l'image d’'une tumeur
orthotopique C26 que nous avons réalisée 10 jours post-implantation et 24 h apres
injection de 2 nmoles de sonde MMPSense™ 680. Un important signal est observé
dans la vessie (Figure 11.8-A). Une image des organes ex vivo, nous permet de
confirmer que le signal observé provient de la tumeur (Figure 11.8-A). Il est & noter
qu’un signal est également visible dans le foie, ce signal provient de la fluorescence

de la vésicule biliaire.
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Poumon

Reins

Figure 1.8 : Image d’une souris, porteuse d’une tumeur orthotopique C26, 24h aprés injection
de la sonde MMPsens (Fluobeam™ 700, Aex: 680nm / Aem: >700nm).

A- image in vivo, B-image ex vivo des organes. Les images presente la superposition de I'image
optique de la souris avec I'image de la fluorescence en fausse couleur.

L’évolution actuelle de l'imagerie optique permet d’obtenir des images en 3D
pour une meilleure localisation spatiale des tumeurs. De plus, certains systémes sont
équipés de rayons X permettant une localisation du signal de BLI par rapport au

squelette de I'animal (cf. Figure 11.7).

4.2 L'imagerie par résonance magnétigue (IRM)

L’IRM fournit une information anatomique avec une grande résolution. Cette
technique nous a permis de suivre le volume de tumeurs ectopiques et orthotopiques
du jour 5 au jour 21. De plus, il est possible par cette technique de déterminer le
pourcentage de zones en hyposignal qui correspond aux zones de nécroses
hémorragiques [Van Bruggen et al., 1990]. Cette information peut dans certains cas
prédire la réponse de thérapie expérimentale.

D’autres parameétres peuvent également étre obtenus par cette technique, en
particulier la perfusion tumorale [Sen et al., 2011]. La visualisation de ce parameétre
est en cours de mise au point sur le modele C26. Ce test consiste a administrer en
i.v. un agent de contraste (DOTAREM). Une séquence IRM spécifigue DCE
(Dynamic Contrast Enhanced) permet d’obtenir une information en termes de

perméabilité des vaisseaux, de volume sanguin ou de concentration de 'agent dans
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les tissus. Un exemple est présenté ci-dessous pour une tumeur C26 non traitée

implantée en ectopique (Figure 11.9).

Figure 1.9 : Image de la perfusion des tumeurs C26 implantées en ectopique.
L’échelle de couleur correspond au ratio de I'agent de contraste (albumine-gd) par rapport a celui d’'un
tissu sain (muscle) [Sen et al., 2011].

De plus, de nouvelles techniques exploratoires permettent d’obtenir des
informations sur I'élasticité des tissus, sans sacrifice de Il'animal : il s’agit de
I'élastographie par résonance magnétique (MR Elastography). Nous avons utilisé
cette technique pour vérifier si les données d’élasticité pouvaient étre corrélées a
I'état de vascularisation de la tumeur. Nous avons observé expérimentalement une
augmentation de I'élasticité intratumorale en fonction du temps pour le modéle
ectopique et orthotopique (C26). Cette augmentation a été corrélée avec
'augmentation de la densité de vascularisation. De plus, pour le modéle ectopique,
un traitement avec un antivasculaire (la combretastatine, 100 mg/kg) diminue
I'élasticité du tissu a 24 h de maniére significative. Cette étude, a laquelle jai
activement contribuée a été publiée recemment dans le journal Radiology et est
présenté en Annexe 1 (Colon Tumor Growth and Antivascular Treatment in Mice:
Complementary Assessment with MR Elastography and Diffusion-weighted MR
Imaging).

Malgré ses nombreux avantages I'lRM est une technique encore onéreuse, qui
nécessite une trés bonne expertise et demande des temps d’'imagerie assez longs.
L’obtention de paramétres anatomiques simples requiert une anesthésie de 15 a 20
min par souris, ce qui est limitant pour une étude incluant plusieurs groupes
d’animaux (5 a 10 / groupe). Enfin, le traitement des données est également

chronophage.

4.3 Echographie ou imagerie ultrasonore

Lors de nos études, nous avons également évalué la faisabilité d’'un suivi de la
croissance tumorale par imagerie échographique. L'imagerie ultrasonore permet

d’obtenir une bonne estimation du volume tumoral, quel que soit le modéle utilisé
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(implantation ectopique et orthotopique). Cette technique avait précédemment été
décrite comme permettant une évaluation plus précise du volume tumoral en limitant
les erreurs de mesure par comparaison aux mesures effectuées avec un pied a
coulisse [Cheung et al.,, 2005]. De plus, l'imagerie ultrasonore est beaucoup plus
facile d’utilisation que I'IRM et nécessite un temps d'imagerie réduit de l'ordre de
1-5 min par souris. Ce temps d'imagerie est acceptable pour tester I'efficacité
d’agents antitumoraux chez plusieurs groupes de souris.

Dans notre étude, nous avons utilisé une échographie permettant une imagerie
2D. Il est cependant possible d’obtenir une image en 3 dimensions en augmentant
légerement le temps d’acquisition et en utilisant une sonde dédiée. Un exemple
d’acquisition et de reconstitution 3D d’une tumeur ectopique C26 est présenté Figure
11.10.

Figure 11.10 : Image échographique de la tumeur ectopique C26.
A plan axial, B plan sagittal, C plan coronal et D vue 3D (8 MHz, 192 éléments pitch 0,2 mm,
Aixplorer, Supersonic Imagine, Aix en Provence-France).

L’échographie peut également fournir des informations sur le flux sanguin.
L’effet Doppler a été testé sur nos tumeurs. Les résultats sont présentés Figure 11.11.
Seuls les vaisseaux périphériques ont été detectés. Ceci peut étre di a un manque
de sensibilité de la sonde utilisée (15 MHz, 256 éléments, pitch 0,125 mm, Vermon,
Tours-France) ou a cause du flux sanguin plus réduit dans les micro-vaisseaux

tumoraux.

118



CHAPITRE Il : LES MODELES DE TUMEURS MURINES ET LEURS CARACTERISATIONS

Figure I1.11 : Visualisation du flux sanguin par doppler de la tumeur C26. A et B respectivement
ectopique et orthotopique (échelle de couleur 0 - 2 m/s).

Cependant, certaines études montrent qu’avec un systéme adapté, il est
possible de suivre une réduction du flux sanguin au sein des tumeurs
consécutivement a un traitement antivasculaire (Figure 11.12). La Figure 11.12-A
présente une image de la tumeur avant injection du composé antivasculaire ZD6126
ou une réduction du flux sanguin intratumoral est observée 4 h aprés injection
(Figure 11.12-B). Cependant, 24 h aprés l'injection, une revascularisation de la tumeur
a été constatée (Figure 11.12-C). Dans cette étude, I'imagerie du flux sanguin
intratumoral a été réalisée avec une sonde de fréquence centrale de 25 MHz pour
une vitesse d’'une sensibilité de 0,75 mm/s. La sonde de 15 MHz (réglée & 2 cm/mm)
gue nous avions utilisé n’était donc pas assez sensible pour la détection d’un flux
sanguin de l'ordre du mm/s ce qui explique les images obtenues. Cependant, ce
mangue de sensibilité sera contourné par I'utilisation une nouvelle technique doppler

sensible, que nous allons tester prochainement sur nos modeles [Macé et al., 2011].

Figure 11.12 : Images représentatives d’une tumeur MeWo.

A-avant traitement. B et C respectivement 4h et 24h aprés traitement avec le ZD6126 (N-
acetylcochinol-O-phosphate) a une dose de 20 mg/kg. Coupes axiales des tumeurs, image de
7 mm /7 mm [Goertz et al., 2002].

De facon a visualiser plus efficacement les microvaisseaux, il peut étre
intéressant d’associer a I'imagerie US des agents de contraste (Figure 11.13).Ceci

permet de rehausser le signal et d’'améliorer ainsi le rapport signal sur bruit. En effet
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Ellegala en 2003 a décrit la visualisation des zones angiogéniques apres injection de

microbulles ciblantes pour les intégrines avp3 [Ellegala et al., 2003].

Figure 11.13 : Imagerie ultrasonore aprés I'injection de microbulles.

A-microscopie confocale démontrant la rétention des microbulles ciblant les intégrines dans les néo-
vaisseaux tumoraux 28 jours apres implantation des tumeurs U87MG. B-gauche image de la
perfusion de la tumeur (T), du ventricule (V) et de métastases périventriculaires (M). B-droit
Rehaussement du signal obtenu apres injection de microbulles ciblants les intégrines [Ellegala et al.,
2003].

L’échographie permet également de mesurer I'élasticité du tissu tumoral (Shear
wave elastography). Nous avons évalué cette méthode sur le modéle de carcinome
de cblon C26 implanté en ectopique et en orthotopique (Figure 11.14).

Une augmentation de I'élasticité a été mesurée pour les deux modéles jusqu'au
jour 13, puis une diminution marquée pour le modele ectopique et moins evidente
pour le modele orthotopique a été mesurée. Cette diminution est probablement due a
une nécrose intra-tumorale. L’influence d’un traitement antivasculaire par la
combrétastatine A4 phosphate sur I'élasticité du tissu tumoral est actuellement en

cours d’étude.
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Figure 11.14 : Suivi de I’élasticité par échographie pour le modéle ectopique (A) et le modéle
orthotopique (B).

Image représentative d’'une mesure 12 jours aprés implantation tumorale pour le modéle ectopique
(C) et le modele orthotopique (D).

Cette technique de mesure de I'élasticité des tissus a été validée dans le cadre
d’essais clinique pour la détection de cancer du sein [Tanter et al., 2008, Cosgrove et
al., 2012 ; Berg et al., 2012].

Pour I'évaluation de la validité de stratégies antivasculaires, le modele LLC sera
préférentiellement choisi car celui-ci est fortement vascularisé. Une confirmation sur
la lignée C26 sera réalisée dans deux sites d’implantation différents. Les modeles
C26 et B16 ont été identifiés pour I'évaluation de la distribution de particules

ciblantes, car ils expriment la fraction B3 des intégrines et la sélectine-E.
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l.  LES FLAVONOIDES

1. La structure des flavonoides

Les flavonoides font partie de la classe des composés polyphénoliques que I'on
retrouve naturellement dans les aliments provenant de plantes. Ces composeés
possedent une structure phenylbenzopyrone commune (C6-C3-C6) et se
différencient en sous familles par leur degré de saturation et par I'ouverture de leur
cycle central (Figure 111.1). On distingue les flavones, les flavanols, les isoflavones,
les flavonols, les flavanones, et les flavanonols [Ren et al., 2003].

HO

Isoflavones

o HO o
|
OH © O

Figure 1.1 : Les principaux groupes de flavonoides.

2. Les sources de flavonoides

Les flavonoides sont présents dans certains fruits, plantes, oléagineux et
boissons comme le vin et le thé [Rice-Evans et al., 1975, Di-Carlo et al., 1999, Egert
et Rimbach , 2012]. Le Tableau Ill.1 présente quelques sources de flavonoides les
plus courantes. Ainsi, les flavonoides tels que la quercétine et le kaempférol peuvent
étre consommeés quotidiennement puisqu’ils sont présents dans les aliments

courants comme les oignons, la laitue, les endives ou méme I'huile d’olive.
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Famille Flavonoides  Source : plantes et produits médicinaux
Chrysine Peau de fruits, coniféres
Flavones ——— —
Apigénine Persil, Céleri
Flavones glycosides Baicaline Scutellaire du Baikal (fleur)
o Oignon, laitue, brocoli, tomate, canneberge, peau de
Quercétine S . X .
Flavonols pomme, huile d’olive, vin rouge, thé, baies.
Kaempférol Endives, poireaux, brocoli, radis, thé noir, fruit a grappe
Myricétine Airelle a gros fruits, thé vert, vin
Flavonols glycosides Rutine Sophqra.du Jappr_1 (_arbre), Sarrasm (plante), Eucalyptus,
Stellaire intermédiaire (mauvaise herbe)
Flavan3-ols Catéchine Vin, thé vert
Naringine Peau d’agrumes, fruits a grappes.
Flavanones Taxifoline Citron
Naringénine Eucalyptus
Flavanonols Taxifoline Agrumes
Isoflavones Génistéine Soja, Stellaire intermédiaire (mauvaise herbe), puéraire

(plante vivace), Sophora du Japon (arbre)

Tableau Ill.1 : Quelques sources de flavonoides [Rice-Evans et al., 1975, Di-Carlo et al., 1999].

3. Les propriétés des flavonoides

Les flavonoides sont d’autant plus intéressants que ces produits naturels ont
montré des propriétés bénéfiques sur 'organisme [pour revue Di-Carlo et al., 1999].
En effet, les principales propriétés attribuées aux flavonoides sont de nature
antioxydantes [Stoclet et Schini-Kerth, 2011], anti-inflammatoires [Garcia-Lafuentes
et al., 2012], et antitumorales [Ren et al., 2003, Gupta et al., 2010, Asensi et al.,
2011].

4. Les propriétés antitumorales et anti-angiogéniques des flavonoides

Un nombre d’études épidémiologiques a suggeéré qu’une absorption importante
de flavonoides pouvait réduire le risque de cancer [pour revue Le Marchand, 2002].
Toutefois, leur implication réelle dans la prévention est fortement débattue. Il serait
en effet nécessaire de compléter les études épidémiologiques par des études
interventionnelles pour connaitre l'influence d’une alimentation riche en flavonoides
sur la prévention des cancers. Actuellement, 4 études cliniques interventionnelles
sont en cours dont 2 étudient I'influence de la quercétine en complément alimentaire
dans la prévention du cancer du cbélon et de la prostate [http://clinicaltrials.gov :
NCT01538316, NCT00003365].

En revanche, l'effet inhibiteur de la carcinogenése par les flavonoides a
clairement été démontré chez I'animal [Yang et al., 2001, Ren et al., 2003].

Le premier flavonoide a avoir été identifié pour ses propriétés antivasculaires

chez la souris est I'acide flavone acétique (FAA) [Corbett et al., 1986]. Depuis cette
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découverte d’autres flavonoides ont été étudiés pour leur activité antitumorale sur

des modeles in vivo et in vitro [pour revue Gupta et al., 2010]. La quercétine est le

dérivé le plus étudi€, son action anticancéreuse a été rapportée sur un grand nombre

de lignées cellulaires (Tableau 111.2).

Cancer Cellules Flavonoides Références
Shi et al., 2001 ;Fukai et
Chalcones, EGCG, curcumin, al., 2000; Sakagami et al.,
&ir;sgirnc))ral ggg;sHSG génistéine, ECG, quercétine, 2000; Elattar et Virji,
cisplatine 2000a; Elattar et Virji,
2000b.
Flavones, Flavanones, 2'-
Cancer du sein MCE-7 hydroxychalcones, flavan-4- Pouget et al., 2001; Han et
(humain) ols, daidzéine, génistéine al., 2001
qguercétine, lutéoline
Cancer de la ARO, NPA, E:enr:t?g:gll ifr’]'?ef"”e’l téoli Yin et al., 1999a; Yin et al.,
tyroide (humain)  WRO aempterol, Chrysineg, Uteoling, 4 99gp
biochanine A,
SK-LU1,
Cancer du poumon  SW900, H441, Flavone, guercétine Bai et al., 1998 ;
(humain) H661, haGo-K- ' Caltagirone et al.,1997
1, A549
Cotécline, Sheade Kowes etal, 2000
Cancer de la LNCaP, PC3, lutéoline g'énistéine Bhatia et Agarwal, 2001;
prostate (humain) DU145 apigénin'e m ricétin’e Kampa et al., 2000;
L ne, my ! Agarwal, 2000
silymarine
Wenzel et al., 2000; Kamei
Cancer du c6lon Caco-2, HT-29, Flavone, quercétine, et al., 1998; Kuntz et al.,
(humain) IEC-6, HCT-15 génistéine, anthocyanine 1999; Kuo et al., 1997;
Kuo, 1996
Wang et al., 1999; Chung
Leucémie HL-60, K562, Apigénine, quercétine, et al., 1999; Csokay et al.,
(humaine) Jurkat myricétine, chalcones 1997; De Vincenzo et al.,
2000
Apigénine, lutéoline,
. kaemphérol, quercétine,
Mélanome B16 de B16 4A5 butéine, isoliquiritigénine, Iwashita et al., 2000

souris

naringénine, génistéine,
daizéine

Tableau IIl.2 : Lignées cancéreuse sur lesquelles une activité des flavonoides a été rapportée
[Ren et al., 2003]. EGCG : épigallocatéchine gallate, ECG : épicatéchine gallate

5. Propriétés antitumorales et anti-angiogéniques de la fisétine

Au sein du laboratoire, 24 flavonoides ont été comparés en terme de

cytotoxicité sur les cellules B16 (mélanome) et LLC (carcinome pulmonaire de

Lewis). De plus, leur effet sur la morphologie des cellules endothéliales a été étudié

afin de tenter de prédire une activité anticancéreuse et anti-angiogénique. Seulement

10 des composés testés a présenté une concentration inhibitrice 50 (IC50) a 48 h

inférieure a 50 uM. Sur ces composés, seulement 5 ont montré une capacité a
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modifier la morphologie des cellules endothéliales EAHY926. Ces flavonoides sont
présentés ci-dessous Tableau Il1.3.

Cellules B16 Cellules endothéliales EAHY926

Cytotoxicité ~ Morphologie Cytotoxicité Fenétre
ICso (M) ECso (UM)®  ICsp (UM) thérapeutique®

48 h 2h 48 h
Apigénine 22 + 4 52 +7 16+5 0,31
Quercétine 26+ 4 39+3 36+2 0,91
Fisétine 29+ 5 16 +4 36+5 2,26
Kaempferol 51+ 5 41+3 31+8 0,76
Morine 298 + 51 166 £+ 6 257 + 37 1,55

Tableau 111.3 : Flavonoides induisant une modification de la morphologie des cellules
endothéliales (EAHY926).

a EC 50 : Concentration nécessaire pour obtenir une modification de la morphologie pour 50% des
cellules (Effective concentration).b La fenétre thérapeutique pour les cellules endothéliales représente
le ratio de I'lC50 a 48h divisé par I'EC 50 [Touil et al., 2009].

La fisétine (3,3’,4’,7-tétrahydroxyflavone) est le composé le plus intéressant de
cette série car il possede la fenétre thérapeutique la plus large. Il a donc été choisi

pour la suite des études (Figure 1l1.2).

Figure 1.2 : Structure chimique de la fisétine (3, 3’, 4,’7,-tétrahydroxyflavone).

D’autres auteurs ont identifié cette molécule comme cytotoxique in vitro sur
différents types cellulaires [Ying et al., 2012; Jang et al., 2012; Syed et al., 2011, Suh
et al., 2009; Lee et al., 2009].

Des effets sur la morphologie des cellules endothéliales et, notamment sur la
tubuline ont été ensuite observés. Le profil qui a été visualisé est tres différent de
ceux couramment obtenus pour des molécules de types poisons du fuseau. (Figure
11.2).
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Figure 111.3 : Effet morphologique observé sur les cellules endothéliales EAHY926 avec ou sans
traitement.

A- Control, B- Fisétine 87.5 uM, C- Colchicine 0.15 uM, D- Combrétastatine A4 1.0 uM, E- Docetaxel
2.5 UM, F- Cytochalasine D 5.0 uM. Les filaments d’actine sont marqués par la phaloidine TRITC
(rouge) et les microfilaments de tubuline ont été détectés par immunocytochimie par un anticorps
primaire anti a tubuline puis un anticorps secondaire FITC (vert) ; grossissement 1000X, échelle 16
pum [Touil et al., 2009].

Il a été également démontré que la fisétine possédait un effet stabilisant sur les
microtubules. Des tests de résistance a la dépolymérisation induite par le froid ont
été réalisés. Pour des cellules contréles, la dépolymérisation compléte du réseau de
tubuline a été observée en 15 min. Dans le cas de cellules prétraitées avec la fisétine
(2 h; 87,5 uM) une polymérisation du réseau de certaines cellules a été observés
jusqu’ a 90 minutes apres exposition au froid [Touil et al., 2009]. Un des marqueurs
de la stabilité des microtubules est 'augmentation de la fraction a acétylée de la
tubuline [Westermann et Weber, 2003]. Aprés analyse par western blot de cellules
traitées ou non avec la fisétine, une augmentation de la quantité de tubuline a
acétylée d'un facteur 2,4 a été observée par comparaison aux cellules contrdles
[Touil et al., 2009].

Ces effets sur la tubuline ont motivé la réalisation de tests plus approfondis sur
les cellules endothéliales. Il a été observé que la fisétine inhibait la migration des
cellules endothéliales mais également la formation de capillaires in vitro a des

concentrations non cytotoxiques (22-44 pM). La Figure 1ll.4-A présente cette
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inhibition pour un temps d’incubation de 48 h a une concentration de 25 pg/mL. Ces
résultats ont été reproduits in vivo et une inhibition de I'angiogenése a été observée
chez la souris dans un test d'implant de Matrigel (Figure 111.4-B). En effet, la fisétine
incubée avec des cellules de carcinome pulmonaire de Lewis au sein d’'une matrice
de Matrigel induit une diminution du poids de ces implants. De plus, la quantité en
hémoglobine au sein de ces matrices est également diminuée de maniére dose
dépendante [Touil Y, 2011 ; Annexe 2]. Ces résultats ont par ailleurs été récemment
confirmés sur d’autres lignées cellulaires par d’autres auteurs [Bhat et al., 2012 ;
Syed et al., 2011].

A
B _ 16, 10
> 1.4 Control E
% 12 Fisétine > 8|contol
£ ot Fisétine
£ 1.0] ) T ol
o 0.8 2
S 06 S 4
2 04 £ ,
o 0.2 T
0.0 0-
¢« 12525 50 100 pg/ml 12,5 25 50 100 pg/ml

Figure lll.4 : Effet anti-angiogénique de la fisétine.

A- test Matrigel d’inhibition de la formation de capillaires in vitro. B- Poids des implants matrigel et
concentration de ceux-ci 14 jours aprés implantation in vivo chez la souris C57BL6/J [Touil et al.,
2011b].

La fisétine est décrite dans la littérature pour ses nombreuses propriétés, mais
c’est pour son activité antitumorale, en particulier sur le cancer de la prostate qu’elle
a été le plus étudiée [pour revue Adhami et al., 2012]. Dans nos études, chez la
souris porteuse de carcinome pulmonaire de Lewis LLC, il a été montré que la
fisétine inhibait la croissance tumorale de 67 % (Figure 1l1.5-A) [Touil et al., 2011b].
D’autres auteurs ont également rapporté cette activité in vivo notamment sur des
modéles de cancer humain du col de l'utérus [Ying et al., 2012], de mélanome
humain [Syed et al., 2011] et comme nous l'avons déja indiqué, de tumeur de la
prostate [Khan et al., 2008].
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Nous avons également testé une association de la fisétine avec le
cyclophosphamide afin d’'optimiser le traitement (Figure 111.5-A). Dans ce cas, lorsque
la fisétine est associée a une faible dose de cyclophosphamide, une augmentation
de l'effet antitumoral est mesurée et une inhibition de croissance de 92 % a été notée
[Touil et al., 2011b].

& Témoins

8004 =& Fisétine

& CTX + fisétine
7001 = CTX

Volume tumoral (mm3)
(6)]
(@]
2

2 4 6 8 10 12 14 16
Jours post-implantation

Figure lIl.5 : Activité antitumorale de la fisétine.

A- Activité antitumorale in vivo de la combinaison de la fisétine (223 mg/kg) avec le cyclophosphamide
(30 mg/kg) [Touil et al., 2011b]. B- Précipités de fisétine observés dans la cavité péritonéale aprés
traitement (jour 15).

Cependant, la faible solubilité aqueuse de la fisétine limite son utilisation pour
un développement clinique [Guzzo et al., 2006 ; Ragelle et al., 2011]. De plus, il a été
observé une mauvaise diffusion du principe actif chez la souris avec la présence de
précipités dans la cavité péritonéale aprés administration répétée (Figure 111.5-B).
Nous avons donc choisi de développer une formulation adaptée a I'administration de
la fisétine afin de mieux contrdler sa libération in vivo, augmenter sa biodisponibilité

et réduire les doses de principe actif a administrer.
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. LA VECTORISATION DE COMPOSES LIPOPHILES

La vectorisation d’agents thérapeutiques permet de modifier ses propriétés
pharmacocinétigues comme le franchissement de barrieres anatomiques et
physiologiques. Comme nous l'avons vu dans l'introduction générale, les vecteurs
utilisés peuvent étre de types particulaires comme les nanoparticules et les
liposomes ; moléculaires comme les polymeres, les cyclodextrines et les anticorps ;
ou bien vivants tels que les virus, les bactéries et les cellules [Définition GTRYV,
groupe thématique de recherche sur les vecteurs http://www.gtrv.fr/].

Toutefois, ces vecteurs ne sont pas tous adaptés a la vectorisation de principes
actifs lipophiles, dont la solubilisation et le transport demeurent des problemes
majeurs en pharmacologie. Parmi les formulations nanoparticulaires les plus
adaptées, nous pouvons citer les émulsions huile/eau, les liposomes et les
cyclodextrines. Au laboratoire, nous avons choisi de développer ces trois types de
formulations pour I'administration de la fisétine afin de définir quelle serait la plus
appropriée en fonction du mode d’administration. Nous avons développé une forme
liposomale, dont l'optimisation et I'évaluation biologique sont développés dans ce
chapitre par la présentation de deux articles, I'un publié dans International Journal of
Pharmaceutics, 'autre soumis a Journal of Controlled Release.

Le choix de la formulation de type liposomale a été motivé par des études
préliminaires réalisées par Yuan en 2006 avec la quercétine un composé de la
méme famille. Au cours de cette étude le liposome de quercétine (Q-PEGL) a permis
d’augmenter significativement la solubilité aqueuse de la quercétine, de prolonger
son temps de circulation dans le sang et d’augmenter son efficacité antitumorale
[Yuan et al., 2006].

En paralléle, une forme de nanoémulsion a été développée. J'ai évalué cette
formulation in vivo, larticle qui a été publié dans [lInternational Journal of
Pharmaceutics est présenté a I'Annexe 3. Enfin, une forme cyclodextrine est
actuellement en cours de développement dans le cadre d’'une administration orale de

la fisétine.

1. Particularités des liposomes

Les liposomes initialement décrits par Bangham, ont été développés dans le but
de mimer les modéles de membranes biologiques [Bangham et al., 1965 ; Bangham,
1978] Depuis, leurs applications s’est développées et ils sont actuellement

essentiellement utilisés comme vecteur d’acide nucléique ou de médicament.
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Les liposomes peuvent permettre I'encapsulation de médicaments de nature
hydrophile ou hydrophobe. Selon la nature du principe actif, sa localisation au sein
du liposome sera différente. Lorsque le médicament est soluble dans I'eau il se
localisera a I'intérieur du cceur aqueux, alors que s’il est lipophile il s'insérera au sein
des bicouches lipidiques [Yu et Lin, 2000 ; Redziniak, 2003 ; Metselaar et al., 2002].
Dans le cas d’'un composé amphiphile, sa localisation se situera au niveau de
l'interface téte polaire/queue hydrophobe des phospholipides [Espuelas et al., 2003 ;
Gulati et al., 1998] (Figure I11.6).

Médicaments amphiphile Médicaments hydrophile
- Haute encapsulation - Faible encapsulation
- Fuite rapide * - Fuite dépendante dela
composition de la bicouche
- Hydrolyse
|

Médicaments lipophile
- Forte encapsulation Médicaments

- Faible fuite . . 3
biphasique insoluble

- Stabilité chimique
- Peu d'encapsulation

Figure 111.6 : Localisation des principes actifs au sein des particules liposomales [Gulati et al.,
1998].

Les liposomes présentent de nombreux avantages, ils protégent le principe actif
de la dégradation dans les milieux biologiques et permettent sa libération controlée.
Leur délivrance plus spécifigue au sein d’organe peut aussi contribuer a réduire les
effets secondaires des médicaments encapsulés. En termes de pharmacocinétique,
ils peuvent permettre une prolongation du temps de circulation dans le sang et une
élimination moins rapide du principe actif. Enfin, un ciblage passif ou actif permet un
adressage plus spécifigue a certains tissus ou organes. Cependant, ces avantages
sont pondérés par la nature de I'agent a encapsuler, la taille des particules et leur
charge de surface. De plus, d’autres limites liées a leur préparation peuvent diminuer
leur efficacité, comme la facilité de préparation en grosse quantité et le pourcentage

de principe actif encapsulé.
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2. Composition des liposomes

Les liposomes sont composés de lipides, en général des phospholipides, et

d’un stabilisant colloidal.

2.1 Les Phospholipides :

La plupart des phospholipides (PLs) sont les phosphoglycérides, ils possedent
un squelette composé de glycérol sur lequel sont greffés deux chaines aliphatiques
(acide gras) et un groupement polaire (Figure I11.7).

CH,—N(CHy),
Téte on
hydrophile g" -------------------------------------

Queue
hydrophobe

Acides gras

) Téte

L \_f hydrophile
S Queue
? hydrophobe
Figure IIl.7: Structure des phospholipides: exemple de la phosphatidylcholine

[http://aecbioll.wikia.com/wiki/1.2_Cell_Membrane_Structure].

Les PLs les plus abondants dans les plantes et les animaux sont la
phosphatidylcholine (lécithine) et la phosphatidyléthanolamine. Ces deux
composants sont les constituants majeurs des membranes biologiques [Vemuri et
Rhodes, 1995]. Il existe de nombreux PLs synthétiques disponibles
commercialement qui peuvent étre utilisés dans les préparations liposomales et qui
difféerent par la longueur de leur chaine, par le nombre d’insaturations sur la chaine

lipidique.

2.2 Les stéroides

Les stéroides les plus utilisés dans les préparations liposomales sont le
cholestérol et ses dérivés. En effet, le cholestérol comme les phospholipides, font
partie de la composition normale des membranes biologiques. L’inclusion de
cholestérol dans la fabrication des liposomes permet d’augmenter la fluidité de la
double couche lipidigue, de réduire la perméabilité de cette membrane aux
molécules lipophiles et d’augmenter la stabilité de la formulation en présence de

fluides biologiques, tels que le sang et le plasma. Le cholestérol va s’orienter dans la
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couche de phospholipides avec sa partie hydroxyle au niveau de la téte polaire, et sa
chaine carbonée s’insérera au coeur de la partie hydrocarbonée de la membrane
(Figure 111.8).

/ Cholestérol

o

Figure 1.8 : Positionnement du cholestérol dans une bicouche.

Il est également possible d’inclure d’autres types de molécules dans la
bicouche de phospholipides tels les gangliosides et la sphingomyeline, qui tendent a
augmenter le temps de circulation des particules tout en limitant les interactions non
spécifiques [Allen et al. 1991]. Les formules utilisées en clinique, ou actuellement en
développement, utilisent le plus souvent la phosphatidylcholine et le cholestérol

comme composants lipidiques.

3. Paramétres d’auto-assemblage

Le choix des lipides est déterminant puisqu’il va définir la structure
tridimensionnelle des vésicules formées. La structure formée peut étre calculée par
la formule suivante p=v/(axlc) ou «p» correspond au paramétre d’auto
assemblage, « v » au volume de la fraction hydrocarbonée, « a » a l'aire effective de
la téte polaire et « Ic » & la longueur de la chaine. Ainsi, des lipides monocaténaires
a large téte polaire vont former des micelles sphériques, tandis que ceux a petite téte
polaire forment des micelles cylindriques. Des lipides bicaténaires a large téte polaire
et a chaines fluides vont former des vésicules fluctuantes alors que ceux ayant des
chaines lipidigues constituées de lipides anioniqgues de grande force ionique
formeront des bicouches planes. Enfin des lipides non ionigues bicaténaires ayant
une petite téte polaire et des chaines poly-cis insaturées soumis a une température

élevées formeront des micelles inverses (Tableau I11.4) [Balazs et Godbey, 2011].
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Lipides p =v/(axlc) | Forme Structure
Lipides monocaténaires
R n . <1/3
a large téte polaire
\Llpld_eS ‘monocatéenaire De 1/3 et 1/2
a petite téte polaire Cone
tronqué
L|p|de§ blcatgnalres Al pe1/2a1
large téte polaire R
Cone
tronqué
Lipides bicaténaires a 1 ﬁ]
petite téte polaire A
Cylindre
Lipides non ioniques 51
bicaténaires Coéne
tronqué
inversé
Micelle inverses

Tableau lll.4: Disposition des phospholipides en fonction de leur composition [Balazs et
Godbey, 2011].

4. Classification des liposomes

Il est possible de classer les liposomes selon leur taille et le nombre de leurs
bicouches (Figure [11.9). On distingue les liposomes d’une taille inférieure a 200 nm
appelée les SUV (small unilamellar vésicule), de ceux ayant une taille comprise entre
200 et 1000 nm les LUV (large unilamellar vesicule). Si leur taille est supérieure a
1000 nm on parle alors de GUV (giant unilamellar vesicules). Les particules
possédant plusieurs bicouches lipidiques sont appelées MLV (multi lamellar vesicule)
généralement leur taille est supérieure a 200 nm et peut atteindre dans certains cas

une taille supérieure a 1000 nm [Lorin et al., 2004].
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Nombre de bicouches

3 MLV MLV
2 O LUV GUV
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Figure 111.9 : Classification des liposomes d’aprés leur taille et le nombre de bicouches [Lorin et
al., 2004].

5. Liposomes conventionnel et liposomes furtifs

51 Les liposomes conventionnels ou de premiére génération

Les liposomes conventionnels, appelés liposomes de lere génération (Figure
[11.11-A), sont constitués de phospholipides naturels non chargés ou anioniques, qui
ne possédent pas de recouvrement. Lors de leur administration dans la circulation
sanguine, les liposomes conventionnels interagissent avec les protéines
plasmatiques. En effet, des interactions hydrophobes se créent entre les opsonines
(immunoglobulines, protéines du complément, fibronectine, albumine) et la surface
des liposomes (Figure I11.10). Ces opsonines sont ensuite reconnues par les
macrophages ou les cellules de Kupffer qui présentent a leur surface des récepteurs

spécifiques qui facilitent leur capture par ces cellules.
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Figure 111.10 : Mécanisme proposé de la capture macrophagique et hépatique des liposomes
conventionnels [Yan et al., 2005].

5.2 Les liposomes furtifs ou de deuxiéme génération

Afin de limiter la capture par le systeme réticulo-endothélial, plusieurs méthodes
ont été développées. Les liposomes qui en sont issus sont appelés de 2°™®
génération (Figure 111.11-B). La principale méthode de protection contre I'élimination
des liposomes par le systeme réticulo-endothélial (RES) est la pégylation, qui
consiste en la fonctionnalisation des particules avec du polyéthylene glycol (PEG).
Cette modification de surface dépend de différents paramétres comme le poids
moléculaire et la densité de PEG en surface. Cette pégylation permet 'augmentation
du temps de demi-vie des liposomes par la création d’'une aire hydrophile a leur
surface conduisant & une répulsion stérique et évitant ainsi I'adsorption d’opsonines
[Woodle et Lasic, 1992 ; Gabizon et al., 1996]. Par exemple dans I'étude de Han, la
doxorubicine injectée par voie intraveineuse a des souris présente un temps de
demi-vie (T1/2) de 1,7 h, les liposomes conventionnels un T1/2 de 2,3 h tandis que
les liposomes pégylés ont une demi vie de 12,8 h [Han et al., 2007]. Ainsi recouverts,

ces liposomes sont appelés furtifs ou de 2°™ génération [Moghimi et al., 2001].
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5.3 Liposome de troisieme génération

Les liposomes ciblants spécifiguement un tissu sont appelés liposomes de 3eme
génération (Figure [11.11-C). Il est en effet possible d’introduire un ligand spécifique
lié covalemment a la surface des liposomes ou introduit dans la bicouche par
I'intermédiaire d’un lipide ou lipide-PEG portant le ligand a son extrémité. Les types
de ligands et de modifications permettant le ciblage actif des tumeurs ont été

détaillés dans le paragraphe sur le ciblage actif dans I'Introduction.

Figure 1l1.11 : Liposome de 1% A, 2°™ B, et 3°™ C génération . [photothéque CNRS /F.caillaud].

6. Méthodes d’obtention des liposomes

Il existe différentes méthodes de préparation des liposomes mais peu sont
capables de fournir un fort taux d’encapsulation. C’est pourquoi, avant la préparation
de nouvelles formulations, une étape d’optimisation du processus de fabrication est
souvent nécessaire. Elle va dépendre de la taille souhaitée des liposomes, de
'application (forme a libération prolongée ou non) et de la nature (hydrophile ou
lipophile) du principe actif. Les 2 principales techniques utilisées dans les
laboratoires de recherche pour fabriquer des liposomes sont l'injection éthanolique et
I'hydratation d’un film lipidique. Ces techniques sont adaptées a la formulation de
petites quantités de liposomes. Cependant, il existe d’autres techniques comme la
formation de liposomes par méthode physique et la méthode de la meringue plus
utilisée dans le milieu industriel. Toutes ces méthodes sont décrites succinctement

dans le paragraphe suivant.

6.1 L’'injection éthanolique

L’injection éthanolique repose sur la précipitation dans un solvant aqueux de
lipides en solution dans un solvant organique. On obtient ainsi la formation
spontanée de liposomes de taille nanomeétrique. L'utilisation de cette méthode
nécessite la solubilité des lipides dans I'éthanol et un rapport éthanol / solvant

137



CHAPITRE lll : APPLICATIONS THERAPEUTIQUES

aqueux important. Brievement, les lipides sont dissous dans I'éthanol puis cette
solution est injectée goutte a goutte sur un volume d’eau sous agitation. Enfin,
'excés d’éthanol et une partie de I'eau sont évaporés pour réduire le volume de la
suspension (par ex. 1 ml) (Figure 111.12). En formant des vésicules, les lipides

encapsulent le principe actif hydrophile solubilisé dans I'eau.

Lipides dans I'éthanol

Phase aqueuse Principe actif
Agitation
o

Figure 1ll.12 : Formation de liposomes par injection éthanolique.

6.2 Hydratation d’un film lipidique

Dans un premier temps, les lipides sont solubilisés dans un solvant organique
(Figure 111.13-1) comme, par exemple, le chloroforme. Puis, une évaporation sous
vide est réalisée afin de former une fine couche de lipides sur la paroi du ballon (film)
(Figure 111.13-2). Les MLVs de 500 mm a 1 pum environ sont ensuite formées par
hydratation du film sous agitation lente (Figure 111.13-3). Il est ensuite nécessaire de
réduire la taille des particules par une méthode physiqgue comme la sonication ou
I'extrusion afin d’obtenir une population homogene de vésicules (Figure I11.13-4).
Lorsque I'on souhaite incorporer un principe actif (PA) lipophile, celui-ci est introduit
au méme moment que les lipides afin de le solubiliser dans un solvant organique
(Figure 111.13-1). En revanche, lorsque le PA est hydrophile, il est introduit dans la
préparation lors de I'étape d’hydratation (Figure I11.13-3). Enfin, la séparation du
principe actif non encapsulé est réalisée a I'aide d’'une colonne d’exclusion stérique,

par dialyse ou centrifugation (Figure 111.13-5).
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Cholesterol Lipides chargés +/- principe actif lipophile
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particules non encapsulé
—_— — —> Caractérisation
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d'un film +/- principe actif
hydrophile

Figure 11.13 : Formation de liposomes par la méthode d’hydratation de film lipidique.

6.3 Méthode de la meringue (Lipid cake formation).

Les lipides sont dissous dans un solvant organique dans une cuve équipée d’'un
barreau aimanté. Le solvant organique est alors évaporé sous vide et
I’'hnomogénéisation est réalisée a I'aide d’un barreau aimanté jusqu'a I'obtention d’un
extrait sec. L’étape d’hydratation est alors effectuée a température ambiante sous
agitation. Les liposomes sont ensuite extrudés pour I'obtention d’'une population
homogéne. Cette méthode proche de la méthode du film différe par son étape
d’évaporation. En effet 'évaporation par méthode du film est progressive et nécessite
un contréle régulier pendant la formation du film. La méthode du film est moins
facilement adaptable a grande échelle que la méthode de la meringue, en raison du

risque de former un film non homogeéne.

6.4 Formation de liposomes par méthode physique

Avec cette technique, les composants sont directement solubilisés dans le
solvant aqueux (Figure 111.14). La formation des liposomes est réalisée soit par
sonication discontinue, soit par homogénéisation (Ultraturrax). Le protocole exact,
c'est-a-dire le nombre de cycles, le temps et la puissance doivent nécessairement
étre optimisés en fonction des lipides utilisés et du principe actif incorporé dans la
préparation. Les parameétres physicochimiques tels la taille et lindex de
polydispersité sont contrblés au cours des différents cycles du processus. Grace a
cette méthode, il est possible d’obtenir des liposomes de taille nanométrique sans
passer par une étape d’extrusion. En revanche, en raison du niveau d’énergie

appliqué, cette méthode n’est pas adaptée a tous les principes actifs.
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homogenéisateur
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Figure 111.14: Préparation des liposomes par méthode physique (Schéma adapté de
http://www.espacesciences.com/SMO/Liposomes/Cours.htm ).
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. MISE AU POINT D’UNE FORMULATION LIPOSOMALE DE LA
FISETINE ET EVALUATION ANTITUMORALE (RESUME DES TRAVAUX

REALISES)

1. Article 3 : Optimisation d’'une forme d’administration de la fisétine

Au cours de cette étude, nous avons dans un premier temps élaboré une
formulation liposomale de la fisétine sur des petites quantités (1-10 mg/ml). Dans un
deuxieme temps, nous avons realisé sa production a plus grande échelle
(100 mg/ml), permettant aussi une évaluation in vivo chez la souris. Cette production
en plus grande quantité a nécessité des ajustements de formulation telle 'adaptation
de la méthode de préparation et la réduction du colt des composants. Enfin, dans un
troisieme temps, les formulations ont été testées in cellulo pour vérifier la
conservation de l'activité du principe actif et son internalisation par les cellules.

Pour concevoir la forme liposomale, nous avons da tenir compte de la lipophilie
du principe actif. Les différents parametres ayant pondéré notre choix sont décrits ci-
aprés. Nous avons veillé a ne pas introduire trop de cholestérol dans la formulation
puisqu’il pouvait provoquer une élimination de la fisétine de la bicouche. Pour obtenir
une libération prolongée du principe actif 'obtention de formulations de type MLV est
nécessaire. Ce type de particules ne peut étre obtenu que par les techniques du film
et de la meringue.

L’autre facteur limitant a été la solubilité de la fisétine. Sa solubilisation n’a été
possible que dans des solvants non protiques, comme le chloroforme, privilégiant
également la méthode du film ou de la meringue comme méthode de préparation.
Afin de réaliser une évaluation chez l'animal, il a été nécessaire de rendre les
liposomes furtifs par ajout de lipide-PEG dans la préparation. Ces dérivés étant
assez codlteux, des lipides-PEG synthétisés par les chimistes de notre unité ont été
testés (Dr M. Bessodes), des études précédentes ayant montré qu’ils pouvaient étre
incorporés aussi efficacement que le PE-PEG (Phosphatidyl-éthanolamine-PEG)
commercial, et induire une furtivité équivalente [Mignet et al., 2007].

Nous avons testé difféerentes méthodes de préparation des liposomes fisétine.
Le choix des lipides a été déterminé en fonction des caractéristiques
physicochimiques des liposomes formés c'est-a-dire leur taille, leur index de
polydispersité et de leur pourcentage d’encapsulation. La formulation optimale
contient du PG90 (Phospholipon® 90 G) ou du DOPC (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine), du DODA-PEG2000 (dioctadecyldiméthyl amino-PEG 2000), du
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cholestérol et de la fisétine avec une proportion de 79,6/ 13,2/ 4/ 3,2 en pourcentage
de poids respectif. Les liposomes formés présentent un diametre hydrodynamique de
175 nm, un index de polydispersité de 0,12 et un taux d’encapsulation de 73 % (par
rapport a la quantité de fisétine introduite initialement dans la préparation). Les
liposomes prépareés par la méthode du film sont stables en termes de taille pendant
59 jours, et le principe actif est majoritairement maintenu en suspension 32 jours
apres la préparation. De plus cette formulation conserve une activité cytotoxique tout
comme la fisétine libre et induit un effet sur la morphologie des cellules
endothéliales. Cette étude a donc permis d’obtenir une formulation utilisable pour
'administration systémique permettant d’encapsuler un principe actif lipophile avec
un fort taux d’encapsulation tout en conservant ses propriétés biologiques. Ce travail
a été publié récemment dans International Journal of Pharmaceutics et est présenté

ci-apres.

2. Article 4 : Validation de la forme liposomale in vitro et in vivo

En ce qui concerne la deuxieme étude, nous avons évalué in vitro et in vivo la
formulation optimale de la fisétine développée précédemment. Au cours des études
cellulaires, une internalisation de la forme liposomale de la fisétine par les cellules de
carcinome pulmonaire de Lewis a été observée. Cette internalisation a été
accompagnée par une difféerence de morphologie des cellules LLC induite par la
fisétine encapsulée au sein des liposomes, car les liposomes vides n’induisaient pas
cet effet morphologique. De plus, lors de I'incubation de cette formulation avec les
cellules LLC, une augmentation de la fraction sub-G1 a été observée par rapport aux
cellules incubées en présence de liposomes vides. Cette augmentation indique un
passage des cellules en phase apoptique lors du traitement par la fisétine
liposomale.

En terme pharmacocinétique, la forme liposomale a permis une augmentation
de la biodisponibité relative d’'un facteur 55 par rapport a celle de la fisétine non
formulée.

L’encapsulation de la fisétine a été favorable en terme d’activité antitumorale,
car une dose 10 fois plus faible de la fisétine sous forme liposomale a permis
'obtention d’'un délai de croissance de 3,3 jours sur un modéle de tumeur LLC
implanté en ectopique, alors que la fisétine libre n’a montré aucun effet a cette dose.

Une optimisation du traitement a également été réalisée en combinant la

fisétine liposomale avec le cyclophosphamide. Cette association a permis
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d’augmenter de 4,2 jours (cyclophosphamide seul) & 7,2 jours (cyclophosphamide +
liposome fisétine). Ce gain thérapeutique de trois jours est considéré comme tres
significatif dans la tumeur LLC, particulierement difficile a traiter en raison de
meétastases pulmonaires qui compliquent le traitement. Ce travail a été soumis pour

publication a Journal of Controlled Release et est présenté ci-apres.

143



CHAPITRE lll : APPLICATIONS THERAPEUTIQUES

IV. DEVELOPMENT OF A LIPOSOMAL FORMULATION OF THE
NATURAL FLAVONOID FISETIN

Nathalie Mignet*, Johanne Seguin, Miriam Ramos Romano, Laura
Brullé, Yasmine S. Touil, Daniel Scherman, Michel Bessodes, Guy G.

Chabot*

Paris Descartes University; Faculty of Pharmacy; INSERM U1022; CNRS UMR8151; Sorbonne Paris
Cité; Chimie ParisTech; Chemical, Genetic & Imaging Pharmacology Laboratory, F-75006 Paris,
France

Int J Pharm. 2012 Feb 14;423(1):69-76

OH

o| O
'OH

(o]

Fisetin HO

+

o

o H o/'\/\/\/\/=\/\/\/\/
Y o-f—o_ '\
>‘T’\/ o \)\/°\n/\/\/\/\/\/\/\/\/
o

Lipids

Development and optimization of a fisetin liposomal formulation that retains cytotoxic and
morphological effects of free fisetin on endothelial cells.

Abstract

The natural flavonoid fisetin (3,3',4',7-tetrahydroxyflavone) has been shown to
possess antiangiogenic and anticancer properties. Because of the limited water
solubility of fisetin, our aim was to design and optimize a liposomal formulation that
could facilitate its in vivo administration, taking into account the availability and cost
of the various components. Several methods were evaluated such as probe
sonication, homogeneization, film hydration and lipid cake formation. A selection of
lipid and lipid-PEG was also performed via their incorporation in different formulations
based on the size of the liposomes, their polydispersity index (PDI) and the fisetin
encapsulation yield. An optimal liposomal formulation was developed with P90G and
DODA-PEG20, possessing a diameter in the nanometer scale (175 nm), a high
homogeneity (PDI 0.12) and a high fisetin encapsulation (73%). Fisetin liposomes
were stable over 59 days for their particle diameter and still retained 80% of their
original fisetin content on day 32. Moreover, liposomal fisetin retained the cytotoxicity
and typical morphological effect of free fisetin in different tumour and endothelial cell
lines. In conclusion, based on its physico-chemical properties and retention of fisetin
biological effects, the developed liposomal fisetin preparation is therefore suitable for
in vivo administration.

Keywords: Liposomes, Liposome optimization, Fisetin, Flavonoid, Cytotoxicity
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1. Introduction

Several edible plant-derived compounds have been linked to the
chemoprevention and treatment of cancer (Surh, 2003). Among these natural
compounds, the flavonoids have shown several pharmacological properties of
interest in the prevention and treatment of cancer (Havsteen, 2002; Lopez-Lazaro,
2002; Middleton, Jr. et al., 2000).

In a program aimed at finding novel antiangiogenic agents, we have recently
identified the natural flavonoid fisetin (3,3',4',7-tetrahydroxyflavone) as an interesting
lead that can stabilize endothelial cells in vitro at non cytotoxic concentrations (Touil
et al., 2009). Fisetin is present in several fruits, vegetables, nuts and wine (Arai et al.,
2000; Kimira et al., 1998), and displays a variety of biological effects including
antioxidant, anti-inflammatory (Park et al., 2007; Woodman and Chan, 2004), anti-
carcinogenic and in vitro angiogenesis (Fotsis et al., 1997). Fisetin has been shown
to inhibit several molecular targets, including cyclin-dependent kinases (Lu et al.,
2005a; Lu et al.,, 2005b; Sung et al.,, 2007), DNA topoisomerases | and Il
(Constantinou et al., 1995; Olaharski et al., 2005), urokinase (Jankun et al., 2006),
actin polymerization (B6hl et al., 2007), and androgen receptor signalling (Khan et
al., 2008a).

Although fisetin has recently been shown to possess interesting anticancer
activity in vivo in mice bearing lung carcinoma (Touil et al., 2010) and prostate
tumours (Khan et al., 2008a), its in vivo administration remains problematic due to
the relative water insolubility of this compound (Guzzo et al., 2006). To facilitate its in
vivo administration, we therefore chose to formulate fisetin into liposomes and to
evaluate if the new formulation retains the biological properties of fisetin.

Liposomes are artificial vesicles, composed of lipidic amphiphiles, usually
phospholipids, which organise themselves in water to form an aqueous core
surrounded by a lipidic bilayer. This structure allows liposomes to transport both
hydrophilic and lipophilic compounds and have led to their clinical use as drug
carriers of several drug classes including antibiotics, antifungals and anticancer
agents (Allen and Cullis, 2004; Langer, 1998).

Concerning the anticancer agents, liposomes have been shown to allow a
higher tumour accumulation of the drug (Gabizon, 1992). This tumour retention effect
is apparently due to the liposomal drug extravasation through the tumour porous
capillary endothelium, which appears to be a consequence of the rapid angiogenesis
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occurring in tumours and not in normal tissues (Yuan et al., 1995). Several liposomal
forms of anthracyclines are currently employed in the clinic and these formulations
have contributed to significantly reduce toxicity while maintaining their anticancer
activity in breast (Batist et al., 2001; O'Brien et al., 2004) and soft tissue carcinoma
(Siehl et al., 2005).

Hydrophobic compounds like flavonoids are not frequently formulated as
liposomes, because a rapid exchange of the compounds may occur between the
liposomal membrane and the cellular membrane (Fahr et al., 2006). However, this
pharmaceutical formulation has recently been shown to improve the solubility of the
flavonoid quercetin while maintaining its cytotoxicity in vitro, increase its blood
residence time and its in vivo anticancer activity in mice (Yuan et al., 2006).

In the present study, our aim was therefore to develop and optimize a liposomal
formulation of the flavonoid fisetin to facilitate its in vivo administration. We report
here the different steps investigated to efficiently and easily encapsulate fisetin, while
reducing the costs of the preparation by the assessment of the lipid/fisetin ratio, the
choice of the liposomal method of preparation, and the excipient composition.

Stability and in vitro cytotoxicity studies are also presented.

2. Experimental methods
2.1  Chemicals

Fisetin, cholesterol, DMSO, Hepes and phosphate buffers have been
purchased at Sigma-Aldrich. Phospholipids such as dioleoyl-phosphatidylcholine,
distearylphosphatidylethanolamine-poly(ethyleneglycol),000 have been purchased
from Aventi-Polar, Inc., and P90G has been obtained from Lipoid. Dichloromethane,
triethylamine, chloroform, methanol, absolute ethanol and silica gel were provided by
Carlo Erba Reactif, SDS. BOP was purchased at Advanced ChemTech. CHOL-
PEG2000(OH) was synthesized as previously described (Masson et al., 2004) and

DODA-GLY-PEG3000 has been synthesized as described below in section 2.2.

2.2 Synthesis of DODA-GLY-PEG2000 (2-dioctadecylcarbamoyl-
methoxyacetylamino) acetic acid-([]-methoxy)-polyethylene glycol 2000 ester)

MPEG000 glycine and DODA glycolic acid were obtained as described (Bhat et
al., 2007; Huetz et al., 1997). DODA glycolic acid (1.41 g; 2.2 mmol) and mPEG-

glycine (4.82 g; 2.2 mmol) were dissolved in dichloromethane (100 mL), triethylamine
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(2.55 mL; 11 mmol) and BOP (0.98 g; 2.2 mmol) were added and the mixture was
stirred for 2 h at room temperature. The solution was concentrated and the residue
chromatographed on silica gel eluted with dichloromethane/methanol (95/5 % v/v).
The DODA-GLY-PEG2000 Wwas obtained after evaporation of the solvent and
crystallized in 2-propanol (3.18 g; 54 %). mp: 49.2°C; *H-NMR (CDCls): [(ppm) 8.15
(s, 1H, N-H); 4.28 ( m, 4H, CH,); 4.15 (m, 2H, CH,); 4.09 (m, 2H, CH,); 3.64 (m,
180H, CHy); 3.37 (s, 3H, CH3); 3.28 (m, 2H, CH»-N); 3.08 (m, 2H, CH»-N); 1.51 (m,
4H, CHy); 1.25 (m, 60H, CHy); 0.87 (t, 6H, CH3). *C-NMR (CDCls): O(ppm) 170.29;
169.35; 168.18; 71.58; 70.02; 68.67; 64.15; 58.81; 31.74; 29.50; 29.17; 22.50; 13.98;
m/z 2669.8.

2.3 Solubility tests

Increasing amount of fisetin was mixed in different solvents. Solubilisation value
is given for solutions where a plateau was reached as determined by reading the
absorbance at 340 nm by UV spectrophotometry. Fisetin solubility was found to be
4.35 mg/mL in ethanol, 4.65 mg/mL in methanol and 9.75 mg/mL in a mixture
methanol/chloroform (50/50 % v/v).

2.4 Liposome preparation

o Probe sonication method.

The aim of this method was to directly obtain an acceptable liposome size by
avoiding the extrusion process. Components (600 mg total lipids) were weighed and
added directly in Hepes buffer (15 mL, 20 mM; pH 7.4) which were then submitted to
discontinuous sonication for 2 to 5 cycles (duty cycle of 90%) with a Branson Sonifier
450 (Danbury, US) displaying an output power of 400 Watts. A disrupter horn of 6
mm adapted to the 15 mL volume was used and the flask was plunged into ice to
avoid aggregation. Liposome diameter and polydispersity index (PDI) were
determined after each cycle. The data reported in Table 3 correspond to the best

result obtained after 2 cycles.

o Homogeneization method.

The aim of this method was to obtain directly an acceptable liposome size by
avoiding the extrusion process. Components (600 mg total lipids) were weighed and

added directly in Hepes buffer (20 mM; pH 7.4) at a concentration of 40 mg/mL,
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which were then submitted to homogeneization during 1 to 50 min at different speeds
(6500 to 9500 rpm) with an UltraTurrax T25 (IKA, Staufen, Germany), while keeping
the flask into ice. Liposome size and PDI were determined on fractions harvested
every 2 min and the data presented in Table 3 correspond to the results obtained

after 20 minutes because there was no change beyond that time.

o Film hydration method.

Fisetin (12 mg, 42 pumol), lipids with the ratio indicated in Table 1 (365 mg, 438
pmol) and organic solvent (9 mL) were introduced into a clean and dry round-bottom
flask. Solvent evaporation was performed on a Buchi evaporator (Buchi,
Switzerland), equipped with a diaphragm pump (vacuubrand, Germany) and a cooler
immersion (Tc40e, Huber), at decreasing pressure starting from 200 mBar to 100
mBar at room temperature to form a regular film on the bottom of the flask, then
reducing the pressure by steps of 20 mbar every 10 minutes to reach 6 mbar which
was maintained during 5 hours. The hydration process was then carried on for 24 h
with Hepes buffer at room temperature (15 mL, 20 mM; pH 7.4), followed by
successive extrusion on 0.8, 0.4 and 0.2 um membranes under nitrogen pressure
(Lipex Biomembranes, Vancouver, Canada). Finally, the liposomes were purified by
passage on a Sephadex G-25 column. Liposome size and PDI were determined as

described below.

o Lipid cake formation method.

Fisetin (12 mg, 42 umol), organic solvent (9 mL), and lipids (365 mg, 438 umol)
were both introduced in a clean and dry 500 mL cuve equipped with a magnetic
stirrer. Solvent evaporation was performed on a Buchi evaporator (Buchi,
Switzerland), equipped with a diaphragm pump (vacuubrand, Germany) with
magnetic stirring during 3 h until a dry extract was obtained. The hydration process
was then carried on for 6 h at room temperature with Hepes buffer (15 mL, 20 mM;
pH 7.4) under stirring conditions. Liposomes were then extruded successively on 0.8,
0.4 and 0.2 pm membranes, under nitrogen pressure (Lipex Biomembranes,
Vancouver, Canada) and finally purified on a Sephadex G-25 column. Liposome size

and PDI were determined as described below.
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2.5 Fisetin liposomal formulations tested

Constituents 1 2 3 4 5 6 7 8
DOPC 79.5 78 74 79.6 79.6

P90G 79.6 79.6 79.6
Cholesterol 6 6 6 4 4 4 4 4
DSPE-PEG 00 13 13 13 13.2 13.2

Chol-PEG40-OH 13.2 13.2
DODA-GLY-PEGzqn0 13.2
Fisetin 15 3 6 3.2 3.2 3.2 3.2 3.2

Table 1. Proportions of the liposomal components used in the various formulations tested (%
weight).

2.6 Determination of the liposome size by dynamic light scattering

Dynamic light scattering measures the motion of particles in a medium of known
viscosity and refractive index. The Stokes-Einstein equation (D = kT/61 Rn where D
is the particle scattering coefficient, T the temperature, K the Boltzmann constant R
the particle radius and n the viscosity of the solvent) links the correlation function to
the hydrodynamic radius allowing to access to the hydrodynamic particle diameter.
Particle diameter was determined by dynamic light scattering on a Zeta Sizer
NanoSeries Malvern (Malvern Instruments, Venissieux, France). The concentration
of the samples was approximately 0.5 mg/mL in Hepes buffer. PDI reflects the
polydispersity of the suspension ranging from 0 to 1, with the lower values indicating
a more monodispersed suspension. Measurements have been performed in triplicate
before and after purification. Ten measures have been performed at each time point
for the evaluation of the colloidal stability.

2.7 Determination of fisetin encapsulation

The encapsulation yield has been determined according to the following
formula:

Percent encapsulation (% w/w) = (Encapsulated fisetin concentration / total
amount of fisetin in the formulation) x 100. The total amount of fisetin in the
formulation was determined before purification. The concentration of encapsulated
fisetin was evaluated after separation of liposomal and free fisetin on a Sephadex G-
25 column, by two different methods, high-performance liquid chromatography

(described hereafter in paragraph 2.7.1) and UV spectrophotometry which was
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optimised in 96 well plates for the stability studies. All data were double checked by
the two methods, with the exception of the stability studies performed by UV
spectrophotometry. The amount of fisetin (mg) per total lipid amount (g) is also given
in Tables 2 and 4.

o High performance liquid chromatography

Liposomes were diluted (1/100) in methanol, vortexed, and 100 pL were
injected onto a reversed-phase HPLC system (Shimadzu CLASS-VP®, version 5.3),
equipped with an octadecylsilane column (Beckman Ultrasphere ODS, 5 um; 4.6 x
250 mm) thermostated at 20°C, and a UV detector set at 360 nm. The mobile phase
was composed of 52% methanol and 48% acidified water (2% v/v glacial acetic acid),
at a flow rate of 1 mL/min. In these conditions the retention time of fisetin was 6.6 min
and the calibration curve was linear with R2 near unity (0.9972) with the following

equation y = 206196x, where the slope is expressed in uV x sec.

o Determination of fisetin encapsulation by UV spectrophotometry

A calibration curve was prepared with a range of fisetin concentrations from 10
to 100 pg/mL in methanol. Purified liposomes were diluted 100 times in methanol to
dissolve lipids and fisetin. All samples were loaded on a 96-well plate and
absorbance values were read at 340 nm on a Berthold spectrophotometer. The
amount of fisetin prior and post liposome purification was calculated according to the

calibration curve, with the following equation y = 0.232x - 0.0075, R = 0.9975.

2.8 Stability studies

Liposomal fisetin suspensions were stored at 4°C and samples were regularly
withdrawn to perform size measurements as described in paragraph 2.6 and fisetin
encapsulation assessment as described in paragraph 2.7. Percentage of fisetin
release was calculated using the following formula: % fisetin release = 100 —
(encapsulated fisetin concentration / fisetin concentration in the liposome at the

beginning of the stability study) X 100.

2.9 Cytotoxicity tests

The murine Lewis lung carcinoma cell line (LLC) and the colon 26 (C26)

carcinoma cell line were purchased from the American Type Culture Collection
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(ATCC). The human endothelial cell line (EAhy 926) was obtained from Dr. Edgell
(Edgell et al., 1983) and used with permission. The cell lines were grown in DMEM
containing 2 mM L-glutamine, 10% foetal bovine serum, 100 U/mL penicillin and 100
pg/mL streptomycin (37°C, 5% CO,). Cells were plated onto 96-well plates at 5000
cells per well in 100 pL of culture medium. Twenty-four hours after plating, 100 pL of
medium containing the compound of interest (final concentrations ranging from 100
Mg/mL to 0.8 pg/mL, in 2-fold dilutions) was added to the wells (in triplicate)
containing the cells and incubated for 48 h at 37°C and 5% CO,. After the 48 h
exposure period to the test compounds, cell viability was evaluated using the MTT
test and absorbance was read at 562 nm in a microplate reader (BioKinetics Reader,
EL340). Results are expressed in percent of viability compared to the same
concentration of solvent (DMSO for the fisetin, and empty liposomes for the fisetin

liposome).

2.10 Electron microscopy

o Transmission Electron Microscopy

Liposomal fisetin prepared as described were loaded on a Formvar/carbon
copper grid 200 mesh from Agar Scientific. Uranyl acetate was used to stain the

samples. Analyses were performed on a microscope JEOL, JEM 100S.

o Cryo Electron Microscopy

Liposomal fisetin prepared as described were loaded on a Formvar/carbon
copper grid 200 mesh (Quantifoil®). After a quick blotting with a filter paper, the grid is
immersed in liquid ethane to vitrify the suspension. The grid was then transferred in a
microscope JEOL 2100, equipped with a CRYO objective under the cryotransfer
station Gatan 626 maintained in liquid nitrogen. Observations were performed at -
180°C, images were registered in phase contrast at minimal electron dose (10
electrons per A? per sec), and at x40,000 maghnification with a Gatan Ultrascan 1000
CCD camera.

2.11 Immunofluorescence Microscopy

EAhy 926 endothelial cells were plated on a 24 well plate (150 000 cells/mL)
and incubated overnight at 37°C in 5% CO, humidified atmosphere. The medium was

discarded and liposomal fisetin (200 pL, 11 mg/mL with 1% of DOPE-rhodamine) or
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free fisetin were added for 2 h at 37°C onto the cells. The cells were fixed (4%
paraformaldehyde), permeabilized, and saturated with a 3% BSA solution containing
1% Triton x100 (1 h at room temperature). Cells were processed for indirect
immunofluorescence as follows: cells were incubated 1 h at 37°C with the mouse
anti-a-tubulin monoclonal antibody (Sigma) at 1/2000 dilution and further incubated
with an anti-mouse fluorescein isothiocyanate (FITC) secondary antibody (Sigma) at
1/400 dilution for 45 min in the dark at room temperature. Photographs were taken on
a Zeiss fluorescence microscope and a Zeiss LSM-510 confocal microscope (FITC:
excitation 488 nm, emission 530 nm; DOPE-rhodamine: excitation 541 nm, emission

572 nm) (Carl Zeiss France, Le Pecq, France).

3. Results and Discussion

3.1 Determination of the maximum amount of fisetin inserted in the lipid

bilayer

Fisetin is a lipophilic compound that solubilises into the lipidic bilayer because
its log P octanol-water is estimated to be about 3.2 (Miteva et al., 2006). We initially
evaluated the interaction of fisetin with dimyristoylphosphatidylcholine as solubilizer
(Guharay et al., 2001), then evolved to more sophisticated liposome formulation to
increase fisetin stability into the bilayer. Obviously, inserting a too large amount of
fisetin would induce a destabilisation of the bilayer, therefore reducing the
encapsulation yield. We first evaluated the maximal amount to be inserted into the
lipid bilayer by increasing the amount of fisetin (1.5 to 6%, w/w) in a
DOPC/Chol/DSPE-PEG,q00-based liposome by using the film hydration method
(Table 1) (Fattal et al., 1993; Olson et al., 1979). Thereafter, we evaluated the size

and observed the aspect of the liposomes by transmission electron microscopy

(TEM).

Preparation DOPC/DSPE- Diameter Peaks (nm) PDI % Fisetin

No. PEG2000/Chol/Fisetin ~ (nm) (wiw) Nlipid
(mg/g)

1 795/13/6/15 148 57 170 0.32 35 7

2 78/13/6/3 125 35 127 0.35 62 15

3 74/13/6/6 330 45 260 0.43 54 11

Table 2: Characteristics of liposomal fisetin preparations 1-3.

Components are expressed in weight for 200 mg of powder. The diameter was
determined by dynamic light scattering (DLS). Diameter (nm) of the two populations
is indicated. PDI, polydispersity index, represents the homogeneity of the
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preparation. % (w/w) represents the percentage of fisetin encapsulated versus fisetin
in the formulation. The ratio fisetin per total lipid is expressed in mg/g.

As can be seen from the data in Table 2, the liposome size and the
polydispersity index (PDI) increased with the amount of fisetin introduced in the
preparation. A possible explanation to the increased PDI would be that the insertion
of fisetin in the bilayer could reduce the lipid cohesion leading to polydispersed
preparations. As a matter of fact, microscopic observations indeed showed that
preparations 1 and 2 were homogeneous (Figure 1- A and B). The insertion of higher
amount of fisetin in preparation 3 resulted in an increased liposome size and
exclusion of the lipid components from the liposomes, as observed in Figure 1-C.
These results are compatible with dynamic light scattering data presented in Table 1
which indicate a high diameter value of 330 nm. Consequently, due to its high PDI

and diameter values, preparation 3 was not considered further.

Figure 1. Transmission electron microscopy photographs depicting formulations 1, 2, and 3,
labeled as A, B, and C, respectively (original magnification X 30000).

The choice between formulation 1 or 2 was based on the fisetin encapsulation
yield. Formulation 2 gave a 62% fisetin encapsulation compared to preparation 1
which presented only a 35% encapsulation value, by taking into account the initial
amount of fisetin involved in the preparation, or 15 versus 7 mg fisetin/g total lipid
respectively ( Table 2). Preparation 2 was therefore chosen for further optimization,

as described hereafter.

3.2 Liposomal fisetin optimization

Preclinical in vivo tests in mice require a higher liposomal volume than the ones
usually required for in vitro testing. Those larger volumes also involved increased
costs and hampared the formulation process, leading to irreproducible batches. We
therefore aimed at improving the fisetin liposomal preparation by changing the

various components and optimize the process as described below.
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3.3 Choice of the method for optimization of formulation 2

Several methods have been reported to prepare liposomes. In a research
laboratory scale, the two main methods used for liposomal preparation are ethanol
injection and film formation (New, 1990). Although the ethanol injection method
appears to be the least expensive (Rodriguez and Moraes, 2010) and easy to
perform (Thompson et al., 2005), injection of an ethanolic solution of fisetin and lipids
in an aqueous medium induced precipitation of the flavonoid, due to its poor ethanol
solubility.

Consequently, the film formation method was chosen to encapsulate fisetin.
Liposome preparation by film formation involves three steps: film formation, hydration
and size reduction. Of those steps, homogeneity of the film and volume of hydration
appear difficult to scale-up. Thus, to avoid the film formation step, we evaluated a
similar technique of solvent evaporation to dryness, in order to form a dry extract
(lipid cake), followed by hydration and size reduction. Lipid cake formation consisted
of simply drying the lipids under vacuum with constant stirring. To avoid the problems
inherent to the film formation method, we also evaluated ultrasound-based sonication
and homogeneization, because they advantageously avoid organic solvent use
(Brandl et al., 1990). A comparison of the four techniques employed to prepare

liposomal fisetin are presented in Table 3.

e
Diameter % Fis encaps

Methods Solvent PDI Purif./non Observations

(nm) purif.
Probe sonication - 300 0.51 ND Non homogeneous
Homogeneization - 1000 0.96 ND Non homogeneous
Film hydration 4 140 0.13 56 Film adequate
Lipid cake formation ~ + 170 0.08 55 Highly viscous foam

formed

Table 3: Comparison of different methods of liposomal fisetin preparation.

The values presented are for a batch of 50 mM of total lipid. PDI is the
polydispersity index. Percent encapsulation is the percentage of encapsulation, as
compared to the amount of fisetin initially weighed. ND, not determined because of
high polydispersity.

The probe sonication and homogeneization methods were attractive because
they did not require solvent use (Table 3). We have worked on different conditions in
order to optimize the liposome preparation, taking into account the volume, the
temperature, the output power applied and the duration of the process application, as
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described in the experimental part. For ultrasound application, liposome size and PDI
were measured after each cycle in order to determine the evolution of the liposomes
under the conditions used. As for the homogeneization process, liposome size and
PDI were determined every two minutes. Despite the efforts to optimize the methods
on the fisetin liposomal formulation, these two methods did not yield homogeneous
preparations and fisetin aggregates were observable. It thus appears that the 3 steps
are required for liposomal fisetin preparation, i.e., film formation, hydration and size
reduction.

For the two other methods (film hydration and lipid cake formation), only the first
step differed. Either a lipid film was formed by evaporation under slight rotation and
controlled reduced pressure, or a lipid cake was formed under reduced pressure,
stirring the lipids with fisetin. In this last process, the consistence of the dry extract
formed and its apparent inhomogeneous hydration did not appear to be a controlled
process, but it nonetheless allowed obtaining highly homogeneous liposomes after
extrusion (PDI=0.08), as shown in Table 3. This lipid cake formation process was

therefore chosen for the following optimization experiments.

3.4 Optimization of the liposomal formulation

Liposomes prepared with the above synthetic phospholipids of very high quality
were relatively expensive. To reduce these costs, we decided to replace the lipid and
lipid-PEG components. The 99% pure DOPC was replaced by another
phosphatidylcholine P90G of slightly lower purity (94%) which is approved by the
FDA in pharmaceutical formulations. The DSPE-PEG,000 Was replaced by different
lipid-PEG of the same PEG length differing by their lipid moiety. Thus, distearoyl-
phosphatidylethanolamine (DSPE) which is mainly responsible for the high cost of
this lipid, was replaced by a cholesterol or a dioctadecyl-glycine (DODA-GLY) moiety.
The ratios of the different components, based on the previous results, are presented
in Table 1.

Five fisetin liposomal formulations (reported in Table 4) were all prepared
following the above described lipid cake formation protocol. In these experiments, the
scale was based on a lipid concentration of 100 mM and a final volume of 100 mL.
No practical difficulties have been encountered with the newly tested components.
The size of the unpurified and purified steps, and percent encapsulation of the new

liposomal formulations were assessed and are presented in Table 4.
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- - Fis Ratio
Preparation C - ST U encaps  Fis/lipid
omposition . .
number Diameter PDI Diameter PDI (%) (mglg)
(nm) (nm) 979

DOPC DSPE-

4 PEG 260 0.35 190 0.15 52 12

5 EE%G LilFE- 330 0.36 300 0.28 44 9

6 DOPC Chol-PEG 180 0.26 155 0.17 47 10

7 P90G Chol-PEG 145 0.26 140 0.13 30 6
P90G DODA-

8 PEG 195 0.16 175 0.12 73 18

Table 4: Diameter (nm) and polydispersity index (PDI) of fisetin liposomal formulations 4 to 8
before and post purification by size exclusion chromatography. Values given correspond to the
means within a range of 1.5%.

Because changes in the liposome composition can affect liposome properties
(Khan et al., 2008b), we then evaluated the characteristics of the new formulations to
choose the alternative components. Replacing DOPC by P90G did not improve
liposome homogeneity or percent encapsulation by considering samples 4 and 5
(Table 4). However, in presence of Chol-PEG200-OH (samples 6 and 7) instead of
DSPE- PEG2g00 (samples 4 and 5), this modification appeared advantageous for both
DOPC and P90G lipids in terms of liposome size, but the percent encapsulation was
reduced. Because fisetin is solubilized in the lipid bilayer, we inferred that a bicatenar
lipid bearing PEG could better stabilize the bilayer compared to a cholesterol lipid
bearing PEG. We therefore synthesized a DODA-GLY-PEG compound to evaluate if
DSPE- PEG2000 could be replaced.

A straightforward synthesis of DODA-GLY-PEG was achieved by the BOP
mediated condensation of the low cost and easily prepared mPEG-GLY-NH2 (Bhat et
al., 2007) and DODA-glycolic acid (Huetz et al.,, 1997). The choice of the linker
between the PEG and the lipid was first based on previous studies showing higher
stability of cationic lipoplexes by PEG-linker-lipids, compared to PEG-lipid, probably
by a better exposition of the PEG outside the lipid bilayer (Nicolazzi et al., 2003), and
second for the biodegradability brought by the ester function in this particular linker.
DODA-GLY-PEG was then inserted into formulation 8.

From the data in Table 4, preparation 8 exhibited the best characteristics in
terms of polydispersity before (PDI= 0.16) and after column purification (PDI= 0.12).
The liposome size and aspect was further characterized by cryo-transmission
electronic microscopy. One representative image depicted in Figure 2 confirmed the
homogeneity of the suspension and showed that the liposomes formed where mostly

unilamellar vesicles with a mean diameter around 100 nm.
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Figure 2. Representative photograph of liposomal fisetin formulation 8 obtained by Cryo
Transmission Electron Microscopy.

Moreover, preparation 8 was also the best in terms of percent fisetin
encapsulation (73%). Because it has previously been reported that there is a close
relationship between flavonoid molecular structure and its interaction with model
membranes (Goniotaki et al., 2004), one can not exclude that the molecular structure
of fisetin would interact differently with lipids of different nature, as seen in
preparation 8. An alternative hypothesis for this important gain in percent
encapsulation could be that the DODA moiety stabilises the lipid packing around the
fisetin molecules.

This preparation has been repeated 6 times, the mean diameter of the liposome
obtained was 169 + 15 nm with a mean polydispersity of 0.141 + 0.05 showing the
reproducibility of this formulation. Fisetin liposomes formulation 8 was therefore

chosen for the stability studies and cellular cytotoxicity tests.

35 Stability of the liposomal fisetin

Colloidal stability of the liposomal fisetin and fisetin release from the liposomes
are two main parameters related to liposomal stability. These two parameters were
evaluated over a period of time by following the evolution of the liposome diameter by
dynamic light scattering and the fisetin encapsulation into the liposomes after
purification of samples at each time point.

157



CHAPITRE lll : APPLICATIONS THERAPEUTIQUES

@
o

A

170 20
160
150 30
140
20
130
120 "
110 i
100 0 T
1 Day 32 59 11 Day 32 59

-

o

=
I

% release
o

w
=3

Diameter {(nm)

1

Figure 3. Fisetin liposome diameter (nm) (A) and fisetin release (%) (B) after storage at 4°C over
a period of 59 days.

As presented in Figure 3-A, liposome size did not vary significantly over 59
days. Fisetin was released slowly from the liposomes leading to an encapsulation of
50% after 59 days which means that it was still usable after this time period (Figure
3-B). Those results indicated that fisetin liposomes were stable and injectable after
59 days and therefore could be used in tumour regression studies performed usually
on a 15 day time schedule in tumour bearing animals. However, after 10 days, the
dose should be adapted or a new batch should be prepared to avoid any risk of
fisetin aggregation post injection. Lyophilized batches could also be evaluated if the

in vivo experiments would need to be pursued for longer periods of time.

3.6 Cytotoxicity and cell morphology of liposomal fisetin

To evaluate if fisetin cytotoxicity was maintained when encapsulated into
liposomes, viability tests were performed on three different cell lines including the
endothelial EAhy 926 cells, and two cancer cell lines (Lewis lung carcinoma (LLC)
and colon tumour 26 (C26)). The survival curve for LLC cells presented in Figure 4
shows that there was no difference between the free fisetin and the liposomal fisetin
in the fisetin concentration required to kill 50% of cells (ICsp) which was 15.5 pg/mL
for the former and 15.0 pg/mL for the latter. We also observed similar 1Cs
concentrations for the C26 colon cells (liposome=16.7 pg/mL; free 15.7 pg/mL) and
EAhy 926 endothelial cells (liposome=17.9 pg/mL; free 17.3 pg/mL) (data not

shown).
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Figure 4. Comparison of the cytotoxicity of free fisetin with liposomal fisetin on Lewis lung
carcinoma cells (LLC) after 48 hours exposure time.

Because fisetin has been reported to induce a typical morphological
modification of endothelial cells (Touil et al., 2009), we also evaluated the effect of
liposomal fisetin on the morphology of endothelial cells during a short incubation time
of 2 hours. As expected, free fisetin elicited the typical formation of pseudopodes
(Figure 5-A). Liposomal fisetin could also cause the formation of pseudopodes as
depicted in Figure 5-B, indicating that encapsulated fisetin retained the free fisetin
activity on endothelial cell morphology. Also of note, liposomes were seen to be
internalized, as shown by the presence of red dots inside the cells (Figure 5-B).

Therefore, the encapsulation of fisetin into liposomes was shown to retain its
biological activities, as substantiated by similar cytotoxicity values compared to the
free fisetin, and also by its morphological activity observed on endothelial cells. The
fact that similar level of cytotoxicity and morphological effects were observed could
indicate that fisetin is rapidly released from the liposomes post membrane interaction
as already reported for other lipophilic compounds (Fahr et al., 2006). We did not
expect any improvement of the in vitro cytotoxicity at this point, eventually a reduced
cytotoxicity if slow release would occur into the cells. However, for the in vivo
situation, the liposomal fisetin formulation could be advantageous because it could
prolong the residence time of this compound and allow for a better anticancer effect

in vivo, as recently reported for another flavonoid (Yuan et al., 2006).
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Figure 5. Representative photographs depicting endothelial cells (EAhy 926) treated with free
fisetin at a concentration of 11 pg/mL (A), and liposomal fisetin at 11 pg/mL (B), for a 2 h
incubation time. Green represents the tubulin and the red dots in B are the DOPE-rhodamine
labeled liposomes.

In conclusion, we have developed and optimized a liposomal formulation of
fisetin, for the first time to our knowledge, that was shown to retain the biological
properties of free fisetin. Because few PEG-lipids are readily available and also
because they are also expensive, we prepared DODA-GLY-PEGyp00 Which allowed
the formation of highly homogeneous liposomes. In addition, substitution of DOPC by
P90G lecithin and DSPE-PEG2p0 by DODA-GLY-PEG2g00 led to liposomal form of
fisetin which solubilized fisetin and did not alter its biological properties. Based on
these promising results, we plan to further test this liposomal fisetin preparation in
tumour bearing mice to fully develop the antiangiogenic and anticancer activities of
this natural flavonoid.
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Liposomal formulation of fisetin improves its bioavailability (A) and antitumor efficacy in mice
(B). Lewis lung carcinoma bearing mice treated with empty liposomes (solid squares), empty
liposomes and cyclophosphamide at 30 mg/kg (solid triangles), and liposomal fisetin at 35
mg/kg in combination with cyclophosphamide at 30 mg/kg (empty triangles).
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Abstract

The natural flavonoid fisetin (3,3',4',7-tetrahydroxyflavone) has shown
antiangiogenic and anticancer properties. Because of fisetin limited water solubility,
our aim was to design a liposomal formulation and evaluate its biological properties
in vitro and in Lewis lung carcinoma (LLC) bearing mice.

A liposomal formulation was developed with DOPC and DODA-PEG2000,
possessing a diameter in the nanometer scale (173.5 + 2.4 nm), a high homogeneity
(polydispersity index 0.181 + 0.016) and a high fisetin encapsulation (58%).
Liposomal fisetin incubated with LLC cells could be internalized, induced a typical
fisetin morphological effect and increased the sub-G1 cell distribution.

In vivo, liposomal fisetin allowed a 55-fold increase in relative bioavailability
compared to free fisetin. The effect of the liposomal fisetin on LLC tumor growth in
mice using a low fisetin dose of 21 mg/kg was excellent with a gain of 3.3 days in
tumor growth delay compared to free fisetin that had not effect at this dose level.
Optimization of the liposomal fisetin therapy was also attempted by co-treatment with
cyclophosphamide which led to a significant improvement in tumor growth delay (7.2
days) compared to cyclophosphamide with control liposomes (4.2 days). This drug
combination was not toxic, as shown by negligible body weight change in treated
animals.

In conclusion, the developed fisetin liposomal formulation markedly improved
fisetin bioavailability and anticancer efficacy in mice. Liposomal fisetin could therefore
not only facilitate its in vivo administration, but could also help to translate the
interesting antiangiogenic and anticancer properties of this molecule to the clinical
setting.

Keywords: Flavonoid, fisetin, liposomes, pharmacokinetics, bioavailability,

Lewis lung carcinoma, cyclophosphamide, cell cycle, anticancer effect.

Abbreviations used: DODA, dioctadecyldimethylammonium chloride; DOPC,
1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine; DOPE-rhodamine, 1,2-dioleoyl-sn-glycero-
3-phosphoethanolamine-rhodamine; DSPE-PEG(2000), 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine-N-[amino(polyethylene glycol)-2000]; GLY, glycine; i.p.,
intraperitoneal; i.v., intravenous; LLC, Lewis lung carcinoma; P90G, Phospholipon®
90 G; PDI, polydispersity index; PEG2000, poly(ethylene glycol)ss; SDS, sodium
dodecyl sulphate.
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1. Introduction

Numerous plant-derived compounds have been linked to the chemoprevention
and treatment of cancer, including the flavonoids which occupy a central place due to
their widespread abundance in human food and because they are relatively non-toxic
[1-5]. As part of a research program aimed at finding new antiangiogenic agents in
the flavonoid family, we have recently identified the natural flavonoid fisetin (3,3',4',7-
tetrahydroxyflavone) as an interesting lead that can stabilize endothelial cells in vitro
at non-cytotoxic concentrations [6]. Fisetin is mainly found in fruits, vegetables, nuts
and wine [7,8] and displays a variety of biological effects including antioxidant and
anti-inflammatory [9,10]. Several studies have shown in vitro cytotoxic and apoptotic
effect of fisetin [11-16]. Antiangiogenic properties of fisetin have also been
documented in vitro and in vivo in mice [17-19].

Fisetin mechanism of action appears to be complex and involves the inhibition
of several molecular targets and pathways, including cyclin-dependent kinases [20-
22], DNA topoisomerases | and Il [23,24], urokinase [25], actin polymerization [26],
androgen receptor signaling [27], activation of p53 and inhibition of NFkB pathways
[28].

Fisetin has recently been shown to possess interesting in vivo anticancer
activity in mice bearing mouse lung carcinoma [19], human melanoma [14] and
human prostate tumors [27]. Because fisetin has a low water solubility [29] and poor
bioavailability [30], its in vivo administration remains a challenge. We therefore
undertook to formulate fisetin into liposomes to hopefully improve its bioavailability
and increase its antitumoral activity.

Liposomes are artificial vesicles composed of lipidic amphiphiles, usually
phospholipids, which organize themselves in water to form an aqueous core
surrounded by a lipidic bilayer. This structure allows liposomes to transport both
hydrophilic and lipophilic compounds and have led to their clinical use as drug
carriers of several drug classes including antibiotics, antifungals and anticancer
agents [31,32]. Concerning the anticancer agents, liposomes have been shown to
increase drug accumulation in tumors [33]. This tumor retention effect is apparently
due to the liposomal drug extravasation through the tumor porous -capillary
endothelium [34]. Several liposomal forms of anthracyclines are currently being
employed in the clinic and these formulations have contributed to significantly reduce
toxicity while maintaining their anticancer activity in breast [35,36] and soft tissue
carcinoma [37].
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Hydrophobic compounds like flavonoids are not frequently formulated as
liposomes, because a rapid exchange of the compounds may occur between the
liposomal membrane and the cellular membrane [38]. However, this pharmaceutical
formulation has recently been shown to improve the solubility of the flavonoid
guercetin while maintaining its cytotoxicity in vitro, increase its blood residence time
and anticancer activity in mice [39].

We have recently developed a liposomal formulation of fisetin that was shown
to retain its biological activities in vitro [40]. The purpose of the present study was to
determine the bioavailability of fisetin administered as a liposomal formulation, and to
evaluate its anticancer effects in tumor bearing mice. We also studied the
combination of the liposomal fisetin with the cytotoxic drug cyclophosphamide. Our
results demonstrate that the liposomal formulation can markedly increase fisetin
bioavailability and improve its anticancer activity in Lewis lung carcinoma bearing

mice.

2. Materials and methods
2.1 Chemicals

Fisetin (98% purity) was purchased from Shanghai FWD Chemicals Limited
(Shanghai, China). Cholesterol, DMSO, morin, cyclophosphamide, Hepes and
phosphate buffers were purchased from Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier,
France). DOPE-rhodamine was purchased from Avanti Polar Lipids, Inc. (Coger,
Paris, France). P90G was obtained from Lipoid (Steinhausen, Switzerland).
Dichloromethane, triethylamine, chloroform, methanol, absolute ethanol and silica gel
were provided by Carlo Erba Reactif, SDS (Peypin, France). BOP was purchased at
Advanced ChemTech (Louisville, Kentucky, USA). DODA-GLY-PEG2000 has been
synthesized as previously described [40]. All other chemicals were of pharmaceutical
grade or of the highest analytical purity available.

2.2 Liposomal fisetin preparation

The liposomal fisetin was basically prepared according to our previously
described preparation 8 [40], by replacing P90G by DOPC. Briefly, DOPC,
cholesterol, DODA-PEG2q0o and fisetin were mixed in chloroform : ethanol (10: 1, v:
v), using the following weight ratio 79.6; 13.2; 4 and 3.2. The solution was

evaporated under vacuum at 37°C during 5 h. Film hydration was then performed by
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gently mixing the film overnight in Hepes buffer 10 mM and glucose 5% to reach a
final lipid concentration of 100 mM. Lipid extrusion was carried out on a Lipex
extruder (Biomembranes, Inc.) under nitrogen pressure in order to concentrate and
homogenize the liposomal preparation. The sample was successively passed
through several filters with porosity of 0.8 um and 0.4 um. Liposomal purification was
accomplished on a Sephadex G-25 column conditioned with Hepes buffer glucose
(10 mM, 5%, respectively pH 7.4) that allowed to eliminate free fisetin. The mean
liposome diameter and the polydispersity index (PDI) were determined by diffusion
light scattering (Malvern Zeta Sizer NanoSeries). The percent fisetin encapsulation
was determined using the HPLC system described below and was calculated based
on the amount initially incorporated in the preparation.

2.3 Effect of encapsulated fisetin on Lewis lung carcinoma cells (LLC)

Lewis lung carcinoma cells were plated on a 24 well plate (150 000 cells/mL)
and incubated overnight at 37°C in 5% CO, humidified atmosphere. The DMEM
medium was discarded and liposomal fisetin (200 pL, 11 mg/mL with 1% of DOPE-
rhodamine) or free fisetin were added for 2 h at 37°C onto the cells. After incubation,
the cells were fixed (4% paraformaldehyde), permeabilized, and saturated with a 3%
BSA solution containing 1% Triton x100 (1 h at room temperature). Cells were
processed for indirect immunofluorescence as follows: cells were incubated 1 h at
37°C with the mouse anti-a-tubulin monoclonal antibody (Sigma) at 1/2000 dilution
and further incubated with an anti-mouse fluorescein isothiocyanate (FITC)
secondary antibody (Sigma) at 1/400 dilution for 45 min in the dark at room
temperature. Photographs were taken on a Zeiss fluorescence microscope and a
Zeiss LSM-510 confocal microscope (FITC: excitation 488 nm, emission 530 nm;

Carl Zeiss France, Le Pecq, France).

2.4 Quantitative assessment of apoptosis and analysis of cell cycle

The tumor cell (LLC) were plated onto 6 well plate (200 000 cells/mL) and
incubated overnight at 37°C in 5% CO, humidified atmosphere. Cells were incubated
thereafter with empty liposomes (0.24 mg/ml of lipids), liposomal fisetin (200 pL, 11
mg/mL) or free fisetin for 24 h at 37°C. After this second incubation the supernatant
was discarded and cells were trypsinized and put into 15 ml tubes and centrifuged for

5 min at 290xg. The cells were washed tree times with phosphate buffer,
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permeabilized with 80% ethanol during 30 min at 20°C, and incubated with a staining
solution 30 min in the dark. The staining solution was composed of 50 pug/mL of
propidium iodide, 50 pug/mL of RNase, 0.1% of triton X100 and 1 mg/mL of sodium
citrate. After staining, the cells were analyzed on a Coulter Epics cytometer (Aex 488
nm, Aem 625 nm). The rate of cell in phase Sub-G1, G1, S and G2/M were
determined using the WinMDI software. The cells in Sub-G1 phase were considered

as apoptotic cells.

2.5 Fisetin pharmacokinetics in mice

o Mice and treatments

Female 8 weeks old C57BL/6J mice (body weight 18-22 g), were purchased
from Janvier (Le Genest-St-Isle, France). After an overnight fasting period, mice were
administered the various treatments as described hereafter. For the intravenous (i.v.)
administration into the tail vein, 21 mice received the free fisetin formulated in 20%
DMSO, 20% PEG 200 and 60% saline at a final concentration of 1.3 mg/mL
(hereafter referred as “free fisetin”). The total volume injected i.v. was 200 pL for a 20
g mouse, which corresponds to a volume of DMSO of 40 pL. It should be noted that
an undiluted DMSO volume of 50 pL can be administered safely i.v. to mice without
toxicity [41], and that in our studies, the final DMSO dose per mouse corresponds to
40 pL (for a 20 g mouse), which was further diluted in saline and injected slowly over
1 minute. We did not encounter any acute mortality using this formulation in our
studies. A second group of 21 mice received the i.v. fisetin liposomes sterilized by
filtration through 0.22 um filters at 13 mg/kg. Mice were sacrificed at 5, 10, 15, 30, 1,
2, 4 h, the blood was obtained by cardiac puncture onto heparinized syringes,
centrifuged (10,000 x g, 10 min), and the harvested plasma was kept frozen at -20°C
until HPLC analysis.

For the intraperitoneal (i.p.) administration, the free fisetin (prepared as
described above for the i.v. route) was injected at the maximum tolerated dose by
this route (223 mg/kg). The liposomal fisetin dose was 21 mg/kg corresponding to an
injected volume of 260 to 500 pL depending of the percent encapsulated fisetin of a
given preparation. Mice were sacrificed at 15, 30 min, 60, 90, 120, 180 and 240 min,
the blood was obtained by cardiac puncture onto heparinized syringes, centrifuged
(10,000 x g, 10 min), and the plasma was kept frozen at -20°C until HPLC analysis. All

animal experiments have been carried out in accordance with institutional and
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French regulations concerning the protection of animals, and with the European

Commission regulations.

o Determination of fisetin plasma concentration

Fisetin concentration in plasma was determined by HPLC as followed: to 100 pL
of plasma was added 60 pL of a morin methanolic solution at 0.5 mg/mL (internal
standard), and 200 pL of cold acidified methanol (methanol:perchloric acid 70%,
200:1, v:v) to precipitate proteins. After vortexing for 5 min, the samples were kept on
ice for 15 min, and centrifuged at 10,000 x g at 4°C. The supernatant (100 pL) was
injected onto a reversed-phase HPLC system as described above with the UV
detector set at 360 nm. The ratio of the area of the fisetin peak divided by the internal
standard peak area was reported to a calibration curve to determine the
concentration of fisetin. Calibration curves were linear with correlation coefficients

near unity. The quantification limit of the system was 0.1 pg/mL.

o Pharmacokinetic parameters determination

The following non compartmental pharmacokinetic parameters were calculated
using standard methods [42]: maximum concentration (Cnax) extrapolated to time
zero for the i.v. route; area under the plasma concentration versus time curve from
time zero to the time of the last measurable concentration (AUCy.) calculated by the
trapezoidal method; terminal half-life = In 2/Ke;, where Kg is the terminal elimination
rate constant. The mean residence time (MRT) was calculated as the AUMC/AUC,
where AUMC is the area under the first moment curve. Clearance was calculated as
the dose/AUC, and the volume of distribution Vss as the CLxMRT. The mean
absorption time (MAT) after i.p. administration was calculated as the MRTi.p. minus
MRTi.v. [42]. Relative bioavailability (F rg) comparing the free fisetin and its
liposomal formulation for the same route of administration was determined by the

foIIowing formula: F rgL = (AUC upo X Dose FREE)/(AUC rree X Dose |_|po).

2.6 Antitumour activity in mice

o Fisetin treatment

Female 8 weeks old C57BL/6J mice (body weight 18-22 g) (Janvier, Le Genest-
St-Isle, France) were used for antitumour evaluation. Lewis lung tumor fragments

(about 2 mm diameter) were implanted subcutaneously (s.c.) bilaterally into mouse
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flanks using a 12 gauge trocar. Four days after tumor implantation, mice received the
following i.p. treatments (5 mice per group from day 4 to 8 and from day 11 to 14): 5
free fisetin control mice received solvent (20% DMSO, 20% PEG 200, 60% saline), 5
liposome control mice received an empty liposomal formulation, 5 mice received the
free fisetin preparation at 21 mg/kg and 5 mice received liposomal fisetin at 21
mg/kg. The volumes of injection were comprised between 200 and 400 pL,
depending on the preparation used. Tumor growth was assessed by caliper bi-
dimensional measurements (in mm) and the tumor volume (mm?®) was calculated
according to the following formula: width? x length/2. The weight, behavior and

external aspect of the mice were controlled every day in order to detect any suffering.

o Combined treatments: cyclophosphamide and fisetin

Three groups of four mice were implanted s.c. bilaterally with LLC tumor
fragments, and four days later the mice received the following i.p. treatments (4 mice
per group) for 12 consecutive days (days 4 to 15): 4 control mice received an empty
liposomal preparation i.p.; 4 mice received the empty liposomal preparation i.p. and
cyclophosphamide at 30 mg/kg subcutaneously (s.c.); 4 mice received the i.p. fisetin
liposomes corresponding to 35 mg/kg of fisetin and cyclophosphamide s.c. at 30

mg/kg. Tumor volumes were assessed as described above.

2.7 Data analysis

Data are presented as the mean + SEM. Comparison between tumor volumes

was assessed by the Student t test.

3. Results

3.1 Characteristics of the liposomal fisetin preparation

The liposomal fisetin was formulated according to our previously described
preparation [40], with minor modifications, as described in the Materials and methods
section. The resulting liposomal preparation presented a fisetin encapsulation of
65%, a mean liposome diameter of 173.5 £ 2.4 nm and a good homogeneity with a

polydispersity index of 0.181 + 0.016.

3.2 Effects of liposomal fisetin on Lewis lung carcinoma cells (LLC)
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Before evaluating the liposomal fisetin formulation in vivo, we first verified its
morphological and cytotoxicity effects on Lewis lung carcinoma cells (LLC), which will
be grafted as solid tumors in mice in this study. Figure 1B shows that free fisetin at a
concentration of 4.4 pg/mL presented a typical morphological change of LLC cells
with elongated membrane pseudopods after a 2 h incubation period. Liposomal
fisetin (4.4 pg/mL) also presented similar morphological alterations compared to free
fisetin (Fig. 1C), whereas LLC cells exposed to empty liposomes did not show any
pseudopods (Fig. 1A) and were actually identical to control cells not exposed to
empty liposomes (not shown).

The quantification of LLC cells in the sub-G1 phase by flow cytometry indicated
that only 5% of cells were in apoptosis when exposed to empty liposomes for 24 h
(Fig. 1D). When exposed to free fisetin at 11.1 pg/mL during 24 h (Fig. 1E), 35% of
cells were in apoptosis, whereas a similar concentration and duration of treatment
with liposomal fisetin showed that the percent apoptotic cells was increased to 45%
of the cells (Fig. 1F).

Taken together, these data clearly indicate that liposomal fisetin is indeed
biologically active on LLC cells, as shown by its morphological effects similar to free

fisetin, and also by its induction of apoptosis after a 24 h exposure.

35 % 46%

Number of nuclei

DNA content (PI fluorescence)

Figure 1. Effects of free and liposomal fisetin on Lewis lung carcinoma cells (LLC).

Morphological effects: Lewis lung carcinoma cells (LLC) were treated for 2 h with empty liposomes
(A), free fisetin at a concentration of 4.4 ug/mL (B), and with liposomal fisetin at 4.4 ug/ml (C). The
green color shows the tubulin network and the blue represents the cell nuclei stained with DAPI.
Magnification x 400, scale bar 4 um. Cell cycle effects: LLC cells were exposed for 24 h to empty
liposomes (D), to free fisetin at a concentration of 11 pg/mL (E), and to liposomal fisetin at 11 pg/mL

(F).
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3.3 Liposomal fisetin pharmacokinetics and bioavailability

We next examined the influence of the liposomal formulation on fisetin
bioavailability in mice. To do so, we compared the pharmacokinetics of free and
liposomal fisetin in mice administered via the intravenous (i.v.) or the intraperitoneal
(i.p.) route. Figure 2 depicts the fisetin plasma concentrations following the i.v. and
I.p. administration of either the free fisetin or its liposomal preparation. The
pharmacokinetic parameter values are presented in Table 1.

30+

—O— IP Liposomal Fisetin 21 mg/kg
—e— |P Free Fisetin 223 mg/kg

-2~ |V Liposomal Fisetin 13 mg/kg
- |V Free Fisetin 13 mg/kg
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Figure 2. Pharmacokinetics of free fisetin and liposomal fisetin.

Mice received free fisetin administered either i.v. at 13 mg/kg (X symbol), or i.p. at 223 mg/kg (solid
circles). Liposomal fisetin was administered i.v. at 13 mg/kg (open triangles) or i.p. at 21 mg/kg (open
circles). Fisetin plasma concentrations were determined by HPLC, as described in the Materials and
methods section. Mean of at least 3 mice per time point +SEM.

Intravenous Intraperitoneal
Parameter Free Liposomal Free Liposomal

fisetin Fisetin fisetin Fisetin
Dose (mg/kg) 13 13 223 21
Chax (Mg/mL) 6.0 10.0 25 10.82
Elimination constant (K¢) (h™) 1.136 0.18 0.17 0.0125
Terminal half-life (h) 0.61 3.8 4.1 55.4
AUCq., 41, (ug.h/mL) 1.12 1.84 2.27 11.85
AUMC (ug.hzmL) 1.09 1.92 3.87 20.96
Mean residence time (MRT) (h) 0.97 1.04 1.71 1.77
Mean absorption time (MAT) (h) - - 0.74 1.48
Clearance (CL) (L/kg/h) 11.64 7.06 98.2 1.77
Volume of distribution (Vss) (L/kg) 11.33 7.35 167 3.13
Relative bioavailability * (F ) - - 1 55

Table 1. Fisetin pharmacokinetic parameters after intravenous or intraperitoneal administration
of free fisetin and liposomal fisetin in mice.? F,g = (AUC | po X DOSE rree)/(AUC gree X DOSE | ipo)
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Concerning the i.v. administration of free fisetin and the fisetin liposomal
formulation, some differences were observed in terms of maximum concentrations (6
versus 10 pug/mL, respectively), terminal half-lives (0.61 versus 3.8 h, respectively),
and clearance (11.64 versus 7.06 L/kg/h). The comparison of free versus liposomal
fisetin administered at the same dose level of 13 mg/kg disclosed that the liposomal
formulation offered a modest, but significant advantage in systemic exposure as
expressed by its 64% increase in AUC for the liposomal formulation versus the free
fisetin (AUC of 1.12 versus 1.84 ug.h/mL, respectively).

Considering that the i.v. administration was relatively toxic to mice and did not
offer a clear advantage for the liposomal form over the free fisetin, we next explored
its i.p. administration. After the i.p. administration of liposomal fisetin at 21 mg/kg and
the i.p. injection of free fisetin at 223 mg/kg, which is the active dose in LLC tumor
bearing mice, it can be observed that liposomal fisetin yielded higher fisetin plasma
concentrations, although the dose was 10 times lower than that of the free fisetin
dose (Fig. 2). Table 1 presents the pharmacokinetic parameter values for the
different formulations of fisetin injected via the i.p. route. The liposomal fisetin
allowed increasing significantly the plasma concentrations of fisetin throughout the
examination period which translated into a 5-fold increase in AUC, with a liposomal
fisetin dose 10 times lower than that of the free fisetin. Taking into account the
administered dose, the calculated relative bioavailability (Fr) was found to be 55-fold

higher for the liposomal fisetin compared to the free fisetin.

34 Organ distribution of liposomal fisetin

We next assayed the fisetin concentrations in the major organs at 15 min after
the i.v. administration of a dose of 21 mg/kg of free fisetin or of its liposomal
formulation. Figure 3A shows that fisetin blood concentrations were 2-fold higher in
mice receiving liposomal fisetin compared to free fisetin. The liver also presented a 5-
fold increase in fisetin concentration after liposomal fisetin administration compared
to the free fisetin (Fig. 3B). The other sampled organs (lungs, kidneys, spleens) and
the LLC tumours did not show significant differences in fisetin exposure between the
liposomal formulation versus the free fisetin. Similar organ distribution results were

observed at 2 h post i.p. administration of liposomal fisetin (data not shown).
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Figure 3. Fisetin tissues distribution. Fisetin concentration in tissues 15 min after the i.v.
administration of free fisetin (empty bars) or liposomal fisetin (solid bars) at a dose of 21 mg/kg
in Lewis lung tumor bearing mice. (A) Blood concentration expressed in pug/ml. (B) Fisetin
concentrations in tumors and the indicated organs, expressed in pg/g. Mean = SEM from 3
independent values. *, P < 0.05; **, P <0.01 (Student t test).

35 Liposomal fisetin antitumoral activity

The effect of liposomal fisetin on Lewis lung tumor growth in mice is presented
in Figure 4A. It can be observed that a low free fisetin dose of 21 mg/kg can
nonetheless elicit a tumor growth delay (T-C) of 1.6 day (Table 2). When the same
fisetin dose was administered as a liposomal formulation, it could significantly
increase the tumor growth delay to 3.3 days, which is a significant effect in this
rapidly growing and highly invasive tumor.

With regard to toxicity, the control liposomal formulation and the fisetin
liposomes were not toxic as shown by the negligible weight loss at nadir for the
former (-0.1 g) and weight gain of 0.3 g for the latter at day 5 (Fig. 4B, Table 2). For
the solvent used to dissolve the free fisetin and the free fisetin solution, they were
clearly more toxic that the liposomal formulations as shown in Fig. 4B, with a mean
body weight change of -1.2 g and -0.9 g, respectively (Table 2). This last toxicity
could probably be attributed to the solvent composition containing 20% DMSO, 20%
PEG200 and 60% saline.

175



CHAPITRE lll : APPLICATIONS THERAPEUTIQUES

22+
21-_
20—-
19-
18-

Mouse weight (g)

174

Tumor volume (mm®)

16+

15 T T T T T T T T T T T T T 1
2 4 6 8 10 12 14 16
Days

Figure 4. Antitumoral effect of liposomal fisetin. Mice (C57B16J) bearing Lewis lung carcinoma
tumors were treated with solvent of free fisetin (solid squares), free fisetin (solid circles),
empty liposomes (empty squares) and liposomal fisetin (empty circles) at the dose of 21
mg/kg. Mice were treated daily from day 4 to day 8 and from day 11 to day 14.

Time
for
Fisetin Total Mean bod Median median
Treatment |dosage |Schedule |fisetin Y | tumor tumor |T-C
wt change %T/C
(mg/kg/ | (day) dose (g/mouse) volume to (day)
dose) (mglkg) |9 (mm3d11) reach
500 mg
(day)
Solvent
Control® - - -1.2 (d5) 804.5 9.2 -
Free d4-ds
fisetin® 21 d11-d14 189 -0.9 (d5) 526.0 65.4 [10.8 1.6
Empty d4-d8
liposome® | di1-d14 | -0.1 (d5) 569.1 70.7 |9.8 0.6
Liposomal d4-d8
fisetin® 21 d11-d14 189 +0.3 (d5) |317.0 394 |125 3.3

Table 2. Antitumoral effect of free and liposomal fisetin.?

? Four groups composed of 5 female 8 weeks old C57BL/6J mice were implanted s.c. bilaterally with
Lewis lung tumour fragments and treatments were initiated 4 days later. The indicated treatments
were administered from day 4 to 8 and from day 11 to 14.

® Control mice received the solvent used to dissolve the free fisetin preparation composed of 20%
DMSO, 20% PEG 200, 60% saline. There were no drug death recorded during this study.

°Free fisetin preparation at 21 mg/kg containing the solvent composed of 20% DMSO, 20% PEG 200,
60% saline.

d Empty liposomal formulation as described in Materials and methods section.

¢ Fisetin liposomal preparation at 21 mg/kg, as described in Materials and methods section.

3.6 Antitumoral activity of the combination of liposomal fisetin and

cyclophosphamide

Optimization of the liposomal fisetin therapy was next attempted by co-
treatment with cyclophosphamide. Indeed, additive effects of fisetin combined with
cyclophosphamide had previously been shown on Lewis lung tumors [19]. The dose

of i.p. liposomal fisetin was increased to 35 mg/kg and cyclophosphamide was
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administered s.c. at a relatively low dose of 30 mg/kg. Figure 5 shows that the
treatment of Lewis lung tumor bearing mice led to a tumor growth delay (T-C) of 4.2
days for the treatment of cyclophosphamide combined with empty liposomes,
whereas the combination of cyclophosphamide and liposomal fisetin led to a
significantly improved anticancer effect with a T-C of 7.2 days (Table 3). This drug
combination was not toxic, as shown by negligible body weight change in the treated

animals.

2 46 8 101214 16 18 20 22
Days

Figure 5. Antitumoral effect of liposomal fisetin combined with cyclophosphamide. Mice
bearing Lewis lung carcinoma tumor were treated with empty liposomes (black squares), with
empty liposomes and cyclophosphamide at 30 mg/kg (black triangles), and liposomal fisetin at
the dosage of 35 mg/kg in combination with cyclophosphamide 30 mg/kg (white triangle). Mice
were treated daily from day 4 to day 15.

Time
. for
o Mean body | Median .
Fisetin median
Total wt change | tumor
Treatment |dosage | Schedule tumor |T-C
dose [o/mouse volume | %T/C
(mg/kg/ | (day) 3 to (day)
(mg/kg) | (day of (mm
dose) nadin)] d11) reach
500 mg
(day)
Control® |- d4tod15 |- - 644.9 |- 9.8 -
Empty _ - -
liposome + d4 to d15 +é)'235d;7d d88 1865 |39.8 |14 4.2
CPA° 30 330 e )
Liposomal
Fisetin + 35 d4 to d15 420 +(§)é75?dd;1;jd§ 109.7 22.1 17 7.2
CPA’ 30 330 s -

Table 3. Antitumoral effect of liposomal fisetin combined with cyclophosphamide.?

 Three groups of 4 mice bearing LLC tumours.

® Control mice received an empty liposomal preparation i.p. as described in the Materials and methods
section.

° Mice received the empty liposomal preparation i.p. and cyclophosphamide (CPA) at 30 mg/kg s.c.

4 Mice received the i.p. fisetin liposomes corresponding to 35 mg/kg of fisetin and cyclophosphamide
(CPA) s.c. at 30 mg/kg.
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4. Discussion

The main objectives of this study were to evaluate the in vivo pharmacokinetics
and antitumour activity of liposomal fisetin in tumor bearing mice. Cellular results
indicated that the cytotoxic activity of fisetin was maintained on Lewis lung carcinoma
cells despite its encapsulation, which confirmed our previous study where we had
shown that liposomal fisetin was internalized and retained the cytotoxic and
morphological effect of the free fisetin on endothelial cells [40].

Cell cycle analysis yielded some information about the rate of apoptosis.
Induction of apoptosis by fisetin in various tumor cells has been recently reported in
the literature [11-14,27]. After exposure of the tumor cells (LLC) to free or liposomal
fisetin, we observed an increase of the sub-G1 phase, meaning that apoptosis could
either be induced by free or encapsulated fisetin. This is the first time that cell cycle
arrest is evidenced with an encapsulated form of fisetin.

Following these encouraging cellular results, liposomal fisetin was next
evaluated for its capacity to potentially improve fisetin pharmacokinetics, as could be
expected from a liposomal formulation of this size [43]. We demonstrated that the i.p.
administration of the liposomal fisetin led to a significant improvement in
bioavailability compared to the i.p. administration of the free fisetin, with a 55-fold
increase in relative bioavailability compared to the free fisetin administered via the
same route. This increased bioavailability and prolongation of residence time has
previously been observed for another flavonoid [39], although this report is the first to
demonstrate the pharmacokinetic advantage of administering fisetin in its liposomal
formulation. This enhanced bioavailability of the liposomal fisetin is also probably
resulting from the unique lymphatic distribution after i.p. administration, which is a
favorable property, especially with anticancer drugs that must access lymph nodes
which are frequently harboring metastases [44].

The i.v. administration of the liposomal fisetin led to a significant but low
improvement in the fisetin bioavailability. This could indicate a fast exchange of this
lipophilic compound with physiological membranes post-administration in mice, as
suggested by Fahr et al. [38]. However, the fact that the amount of fisetin could be
significantly increased in the liver 15 minutes post i.v. administration tend to show
that part of the fisetin was still associated to its carrier. The antitumor effect
improvement obtained confirmed this point.

Liposomal forms of anthracyclines were shown to improve the antitumor effect

of the drug via the enhancement permeabilisation and retention effect [45]. The
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abnormalities of the endothelial barriers in the tumors would favor liposome
extravasation in the tissue and ultimately increase the concentration of the drug in
the tumor. In this study, we could show that the bioavailability of fisetin was increased
in the blood, but we could not evidence any increase in fisetin concentration in the
tumor. Another point to consider here is the fact that only fisetin was quantified in the
tumor, but that several fisetin metabolites are indeed formed in vivo in mice, and that
at least one of them is an active compound (geraldol), as reported in Touil et al.[46]

We have also shown that liposomal fisetin could elicit a significant antitumour
activity in vivo in Lewis lung tumor bearing mice. It is noteworthy that a relatively low
dose of the liposomal fisetin corresponding to 21 mg/kg of fisetin was able to reduce
the tumor volume, whereas a 10-fold higher dose (223 mg/kg) was required to obtain
a similar tumor growth inhibition with the free fisetin, as reported by Touil et al. [19].
This indicates that the liposomal formulation of fisetin is favorable to its anticancer
action in vivo probably by increasing its bioavailability, as shown in this study.

To optimize the liposomal fisetin therapy we also combined this treatment with
cyclophosphamide, which is an active agent in the LLC tumor. It is of interest that
liposomal fisetin could allow a 6-fold fisetin dose reduction from 223 mg/kg for the
free form used in our previous study [19], to 35 mg/kg in this study. This low dose
liposomal fisetin could nonetheless elicit a significant growth delay of 7 days when
combined with cyclophosphamide, which is an important anticancer effect in this drug
resistant tumor.

Another important point to stress is that this drug combination was not toxic, as
shown by negligible body weight change in the treated animals. Reduced non
specific toxicity has also been observed with other liposomes, e.g., liposomal form of
doxorubicin which allowed a dose reduction that permitted to reduce the cardiac
toxicity of this drug [47]. In the liposomal fisetin case, a reduced toxicity associated
with a higher bioavailability are the key points for the overall antitumor effect obtained

in this study with the liposomal fisetin form.

5. Conclusion

In conclusion, we have developed a liposomal formulation of fisetin that allowed
increasing markedly its bioavailability after i.p. administration. In addition, low dose of
liposomal formulation of fisetin was able to improve fisetin antitumoral activity in
tumor bearing mice compared to the free fisetin. Combination with cyclophosphamide

further enhanced the antitumoral action of liposomal fisetin. This liposomal fisetin
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could therefore advantageously be employed to improve the antiangiogenic and
anticancer activities of this flavonoid, as well as other flavonoids sharing similar

problems of in vivo administration because of their inherent low water solubility.
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VI. CONCLUSION ET RESULTATS COMPLEMENTAIRES

1. Optimisation de la formulation

La fisétine est un composé lipophile qui se localise au sein de la membrane
lipidique des liposomes car son coefficient de partage octanol-eau (log P) a été
estimé a environ 3,2 [Miteva et al., 2006]. Il est important de noter que l'insertion
d’'une quantité trop importante de fisétine est susceptible de déstabiliser la
membrane et de réduire le taux d’encapsulation. C’est pourquoi, la quantité
maximale de fisétine pouvant étre introduite au sein de liposomes de formule
DOPC/Chol/DSPE-PEG2000 a été évaluée. La formulation qui a donné les meilleurs
résultats en termes de taux d’encapsulation, de taille et d’homogénéité des
liposomes est la formule DOPC/Chol/DSPE-PEG2000/fisétine (79,5/6/13,2/3,2).

Les études préclinigues chez la souris nécessitant un volume important
(~20 ml), nous avons cherché a optimiser la préparation DOPC/Chol/DSPE-
PEG2000/fisétine en variant ses composants et en testant différents processus de
fabrication.

1.1 Choix de la technigue de préparation

Pour la préparation de liposomes, plusieurs méthodes ont été testées. Au sein
des laboratoires de recherche les deux techniques principalement utilisées sont
I'injection éthanolique et la méthode du film [New, 1990]. Nous avons également
testé la méthode de la meringue, technique similaire a la méthode du film mais utilisé
en général en milieu industriel. Enfin nous avons évalué les techniques de formation
des liposomes par méthodes physiques : ultrasons et homogénéisation, car ces
techniques n’utilisent pas de solvants organiques [Brandl et al., 1990].

La précipitation des flavonoides dans I'éthanol ne permet pas ['utilisation de
I'injection éthanolique pour la préparation de liposomes de fisétine malgré sa facilité
de mise en ceuvre [Thompson et al., 2005] et son faible colt [Rodriguez et Moraes,
2010].

Malgré les efforts fournis pour Il'optimisation des méthodes physiques
(sonication et homogénéisation), nous n’avons obtenu avec ces méthodes que des
préparations non homogenes contenant des agrégats de fisétine.

Les trois étapes préparation d’'un film, hydratation et réduction de taille
paraissent donc nécessaires a la formation de liposomes de fisétine.

Pour les deux autres méthodes (hydratation d’'un film ou d'un extrait sec),
seulement une étape differe (introduction de ce chapitre). Ces techniques donnent
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des résultats équivalents, elles peuvent donc étre choisies en fonction de la quantité
de liposomes a préparer. En effet, la méthode du film sera limitée au-dela d’une
concentration en lipides de 100 mg/ml en termes d’homogénéité et d’élimination

complete des solvants organiques.

1.2 Optimisation des constituants de la formulation

L’'optimisation des constituants de la formulation DOPC/Chol/DSPE-
PEG2000/fisétine a été réalisée dans le but de réduire le colt des préparations.
Comme des changements dans la composition des liposomes peuvent affecter leurs
propriétés [Khan et al., 2008b], nous avons alors évalué les caractéristiques des
nouvelles formulations pour choisir les composants alternatifs.

Nous avons testé le remplacement du DOPC ayant 99 % de pureté par du
PG90 ayant une pureté moindre, cette substitution n’affecte ni 'homogénéité des
formulations ni leur taux d’encapsulation.

Le remplacement du lipide pégylé DSPE-PEG2000, responsable du co(t éleve,
par un lipide-PEG de méme taille ayant une partie lipidique différente a également
été exploré. La substitution du DSPE-PEG2000 par le composé Chol-PEG2000-OH
apparait avantageuse en termes de taille, mais diminue le pourcentage
d’encapsulation. La localisation de la fisétine dans la bicouche lipidique interfére
probablement avec la partie cholestérol du dérivé Chol-PEG2000-OH. Le troisieme
lipide pégylé que nous avons testé est le DODA-GLY-PEG. La formulation contenant
cet amphiphile a montré les meilleures caractéristiques en termes d’index de
polydispersité. Lors de son observation en microscopie électronique, une préparation
homogene avec une majorité de vésicules unilamellaires a été observée. De plus,
cette formulation s’est avérée étre meilleure en termes de taux d’encapsulation.
Parce qu'il a précédemment été rapporté I'existence d’une relation entre la structure
moléculaire des flavonoides et leurs interactions avec des modeles de membranes
[Goniotaki et al., 2004], nous pouvons émettre I'hypothése que la structure de la
fisétine interagirait différemment en fonction de la nature des lipides. Une hypothese
alternative pour ce gain important dans le taux d’encapsulation pourrait étre que la
partie DODA des lipides PEG stabilise 'assemblage lipidique dans les liposomes. De
plus, lors de test complémentaires, une relative stabilité de la formulation a été
montrée. En effet, la forme DOPC/Chol/ DODA-GLY-PEG/fisetine est stable pendant
10 jours en termes de pourcentage d’encapsulation et pendant 59 jours en termes de

taille.
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Pour conclure, les deux formulations DOPC/Chol/ DODA-GLY-PEG /fisétine ou
PG90/Chol/ DODA-GLY-PEG /fisétine pourront étre utilisées pour une évaluation in

vitro et in vivo.

2. Conservation des propriétés biologiques in vitro

Afin d’évaluer si les propriétés cytotoxiques de la fisétine sont conservées
lorsqu’elle est encapsulée, des tests de viabilité cellulaire ont été réalisés sur des
lignées cellulaires de carcinome pulmonaire de Lewis (LLC) et de carcinome de
cblon 26 (C26). Les courbes de survie pour les cellules LLC n’ont pas montré de
différence entre les deux formes testées et la concentration requise pour tuer 50 %
des cellules (IC50) est de 15,5 pg/mL pour la fisétine libre et de 15,0 pg/mL pour la
fisétine liposomale. Nous avons également observé des résultats similaires pour la
lignée tumorale C26 avec une IC50 de 15,7 pg/mL et 16,7 pg/mL pour la fisétine libre
et la forme liposomale, respectivement.

Une des propriétés de la fisétine est d’'induire une morphologie spécifique [Touil
et al., 2009]. Nous avons donc évalué si cet effet était conservé en incubant les
cellules endothéliales avec de la fisétine sous forme liposomale. Nous avons observé
que la fisétine liposomale est capable de former des pseudopodes ce qui indique que
la fisétine encapsulée conserve ses propriétés de modification de la morphologie sur
les cellules endothéliales. De plus lors de ces tests, nous avons pu observer une
internalisation des liposomes marqués au sein de ces cellules par microscopie de
fluorescence.

Ces résultats, en termes de cytotoxicité et de modifications morphologiques
indiquent que la fisétine est rapidement relarguée hors des liposomes, ce qui a été
rapporté pour d’autres meédicaments lipophiles [Fahr et al., 2006].

Nous avons également réalisé des analyses du cycle cellulaire, qui permettent
de fournir une information sur le taux d’apoptose, lorsqu’un composé est incubé en
présence des cellules. L’induction de I'apoptose par la fisétine sur différentes lignées
cellulaires a récemment été décrite [Ying et al., 2012; Jang et al., 2012; Syed et al.,
2011]. Nous avons également observé ces résultats sur la lignée LLC avec la fisétine
libre et la fisétine encapsulée incubée pendant 24 h a une concentration de 11,1
png/ml, pour laquelle nous observons une augmentation de la proportion de cellules

en phase sub-G1.
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3. Pharmacocinétique et biodistribution du liposome

Nous avons démontré que I'administration i.p. du liposome fisétine contribue a
ameliorer significativement la biodisponibilité relative d’'un facteur 55 comparée a la
fisétine libre. La biodisponibilité améliorée de la fisétine sous sa forme liposomale
résulte probablement de sa distribution lymphatique suite a [I'administration
intrapéritonéale. Cette observation est intéressante, particulierement dans le cas de
médicaments anticancéreux qui doivent atteindre les ganglions lymphatiques qui
hébergent fréequemment des métastases [Nishioka et Yoshino, 2001].

L’administration i.v. de la forme liposomale n’a pas amélioré significativement la
biodisponibilit¢ de la fisétine. Ceci pourrait indiquer un échange rapide de ce
compose lipophile avec les membranes biologiques aprés I'administration chez la
souris comme I'a précédemment suggéré Fahr [Fahr et al., 2006]. Cependant, le fait
que la quantité de fisétine puisse augmenter significativement dans le foie 15
minutes, aprés administration i.v. tend & montrer qu’'une partie de la fisétine reste

associée a son vecteur.

Une forme liposomale des anthracyclines a montré une augmentation de I'effet
antitumoral par une augmentation de l'effet de perméabilité et de rétention EPR
[Maeda et al. 2000]. Les anomalies des vaisseaux sanguins tumoraux favoriseraient
I'extravasation de liposomes dans les tissus par cet effet EPR, ce qui augmenterait la
concentration du principe actif dans la tumeur. Dans cette étude, nous avons montré
une augmentation de la biodisponibilité de la fisétine dans le sang, mais nous
n‘avons pas de preuve de laugmentation de la concentration de fisétine
intratumorale aux temps cours étudiés.

Un autre point qu’il est important de souligner ici est le fait que seule la fisétine
a été recherchée et quantifiée et non ses métabolites qui peuvent jouer un réle dans

I'activité de ce flavonoide [Touil et al., 2011a].

4. Effet antitumoral

4.1 Evaluation sur la lignée de carcinome pulmonaire de Lewis LLC

Nous avons également montré une augmentation de I'effet antitumoral de la
formulation liposomale de la fisétine par rapport a la fisétine administrée seule sur le
modéle de tumeur LLC. Il est important de noter qu’une dose relativement faible de
liposome fisétine (21 mg/kg) est capable de réduire le volume tumoral avec la méme
efficacité qu’'une dose 10 fois plus élevée de fisétine libre [Touil et al., 2011b]. De
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plus, nous avons également démontré que l'effet bénéfique de I'association avec le
cyclophosphamide était conservé avec la forme liposomale. Ces résultats indiquent
que la forme liposomale est favorable a la délivrance d’anticancéreux in vivo
probablement par 'augmentation de sa biodisponibilité.

De plus, une réduction non spécifique de la toxicité a pu étre mise en évidence
par le suivi du poids des souris pendant la durée de I'étude. Au cours du
développement du Doxil ®, il a été observé que la cardiotoxicité non spécifique de
I'anthracycline libre était diminuée par l'utilisation d’'une forme liposomale, ce qui a

indirectement augmenté son efficacité [Gabizon et al. 2004].

Une toxicité réduite associée a une biodisponibilité augmentée est peut-étre
I'explication de l'efficacité antitumorale sur la lignée LLC que nous avons observé
avec la forme liposomale. Cette formulation pourrait donc avantageusement étre
utiisée pour dautres flavonoides partageant des problemes semblables

d'administration in vivo en raison de leur faible solubilité dans I'eau.

4.2 Evaluation sur la lignée de carcinome de cblon C26

Suite a ces résultats intéressants en termes d’activité antitumorale sur la lignée
LLC, nous avons évalué I'effet du méme schéma de traitement sur la lignée tumorale
c6lon 26.

Pour cela, des groupes de 5 souris Balbc/J d’environ 18-22 grammes ont été
utilisées. Les tumeurs de cblon 26 ont été implantées en ectopique (n=10) sur le
flanc ou en orthotopique sur le caecum (n=10), comme décrit dans l'article 2 chapitre
[I. Quatre jours aprés I'implantation tumorale, les liposomes DOPC/Chol/DODA-PEG
ou DOPC/Chol/DODA-PEG/fisétine ont été administré par voie i.p. a la dose de 21
mg/kg. Le traitement a été effectué tous les jours, de jour 4 a jour 8, et de jour 11 a
jour 14. La détermination du volume tumoral a été effectuée a l'aide d’'un pied a
coulisse pour le modéle ectopique et par échographie pour le modéle orthotopique.
La Figure 1l1.15 présente les résultats obtenus pour les deux sites d'implantations. La
courbe de gauche présente I'évolution du volume tumoral en fonction du temps post

implantation. La courbe de droite montre I'évolution pondérale des souris.
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Figure 111.6 : Détermination de I'efficacité du traitement fisétine sur la lignée tumorale de célon
26 sur les modéles ectopique (A) et orthotopique (B). Gauche : évolution du volume tumoral en
fonction du temps post implantation. Droite : évolution pondérale calculée par rapport au poids
en début de traitement (J4).

Nous n’avons pas observé de régression tumorale sur le modéle de tumeur de
cblon C26 quel que soit le site d’'implantation. L’activité cytotoxique obtenue in vitro
sur cette lignée (IC50 = 15,7 pg/mL) peu différente celle de la lignée LLC
(IC50 = 15,5 pg/mL), ne s’est pas traduite par une activité antitumorale in vivo. Cette
observation a déja été décrite par Mayhew en 1987, qui a trouvé une sensibilité a la
doxorubicine des cellules C26 in cellulo mais pas in vivo. Cette constatation a été
attribuée a l'incapacité du médicament a atteindre une concentration intratumorale
suffisante [Mayhew et al., 1987]. Le transport passif de nanovecteurs grace a I'effet
EPR a été observé pour des tumeurs trés vascularisées ce qui est le cas des
tumeurs LLC. En revanche, pour les tumeurs qui sont moins vascularisées celles du
cOlon, l'utilisation d’'une stratégie de ciblage passif semble moins appropriée, a cause
de la faible quantité de vecteur entrant dans la tumeur. Ces observations ont été

rapportées dans la littérature [Hu et Zhang, 2009]. De plus, le fait que les
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cytostatiques devraient préférentiellement étre évalués sur des modeéles
orthotopiques afin de conserver un stroma « représentatif » n’a pas été confirmé
dans cette étude. Cependant, il a déja été décrit que la tumeur de cblon C26 était
difficile a guérir les médicaments anticancéreux actuellement disponibles [Polin et al.,
2011 ; Corbett et al., 1977].

5. Evaluation de I'intérét d’un ciblage des liposomes fisétine

Afin d’'augmenter la concentration intratumorale de la fisétine, il est possible de
recourir a un ciblage par insertion d’un ligand dans la préparation liposomale. Pour
cela nous avons préparé des liposomes contenant un lipide DODA-PEG5000-RGD.

Le Tableau lll.4 présente les résultats obtenus pour la lignée LLC et la lignée
C26 en terme de biodistribution. Les résultats sont présentés en pourcentage de

dose injectée et correspondent a la quantité de vecteur détecté.

Organe Liposome LLC C26

Foie LF 49+24 24+16
LF-RGD 7521 6,8+1,2

Rate LF 1,0+£04 0,8+04
LF-RGD 1,0+0,2 1,4+0.22

Intestin LF 25,7+6,5 17,7+ 3,2
LF-RGD 142+1,9 122+2,1
LF 0,9+0,3 02+0,1

Tumeur
LF-RGD 0,3+£0,2 05+0,1

Poumon LF 0,4+0,2 0,1+0,1
LF-RGD 0,5+0,2 ND

sang LF 74+26 5,0+ 3,2
LF-RGD 159+ 4,3 22,8+29

Tableau IIl.4 : Biodistribution 2 h apres injection i.p. du liposome fisétine (LF) et du liposome
fisétine-RGD (LF-RGD) chez la souris porteuse de tumeur LLC ou C26. Résultats présentés en
% de dose injectée (moyenne * erreur standard a la moyenne SEM).

On peut noter que pour les 2 lignées tumorales testées nous observons un effet
bénéfique de la formulation RGD, car la fraction sanguine a deux heures est
significativement plus importante dans le cas de la tumeur de c6lon 26 (test de Mann
Whitney p= 0,021). Cette expérience préliminaire a été effectuée seulement 2 h
aprés injection des liposomes. |l serait nécessaire d’établir la fraction de liposome
dans le sang et les organes a 24 et 48 h, car 'accumulation tumorale est souvent
plus importante a 24h et 48h [Schiffelers et al., 2003]. De plus, il a été décrit qu'un
effet antitumoral pouvait étre observé aprés un traitement avec un liposome ciblant
RGD sur la lignée C26. Ces formulations RGD avaient été détectées en quantité

équivalentes a celle des liposomes non ciblants au sein des tumeurs [Schiffelers et
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al., 2003]. Enfin, il serait intéressant de quantifier la fraction de fisétine délivrée au

sein de la tumeur par technique HPLC, par exemple.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Vers un bon modéle d’étude

Nous avons vu dans le chapitre || de ce manuscrit I'importance des modéles
animaux pour I'évaluation de stratégies thérapeutiques. La bonne connaissance de
ces derniers est un pré-requis nécessaire a la réalisation d’études pertinentes. Ce
travail a permis le développement et la caractérisation de modeles murins de
tumeurs qui ont été utilisés d’'une part pour tester I'efficacité thérapeutique d’'un agent
anti-angiogénique, comme nous l'avons vu dans le chapitre Ill, et d’autre part, pour
évaluer des outils d'imagerie. Ainsi, I'évaluation de sondes d’'imagerie développées
au laboratoire a permis la visualisation de tumeurs LLC [Maldiney et al., 2011] et C26
[Maldiney, travaux non publiés] par ciblage passif. De plus, la visualisation de
I'élasticité des tissus par imagerie a été déterminée sur le modele C26 implanté en
ectopique et en orthotopique. Au cours de cette étude, le modele de carcinome de
cblon a été utilisé pour évaluer [utilisation de [I'élastographie par résonance
magnétique pour la détection de changement structurel pendant la croissance
tumorale ou suite a un traitement antivasculaire. (Annexe 1 : Colon Tumor Growth
and Antivascular Treatment in Mice: Complementary Assessment with MR
Elastography and Diffusion-weighted MR Imaging, Radiology, 2012). Actuellement,
des études similaires sont effectuées pour évaluer l'apport de mesures

d’élastographie par échographie ultrasonore.

Cependant, la croissance trop rapide de la tumeur orthotopique ne permet pas
'obtention de métastases hépatiques détectables avant le point limite de sacrifice
des souris. Une des raisons pourrait étre l'invasion plus importante de la tumeur a
I'extérieur du cblon qu’a l'intérieur de la muqueuse. Nous avons testé différentes
techniques chirurgicales pour remédier a ce probleme mais sans succes. Une autre
option a été le développement de modéles intraspléniques, pour l'obtention de
métastases hépatiques. En effet, des cellules tumorales peuvent étre injectées dans
le pble inférieur de la rate pour favoriser la croissance de foyers tumoraux au sein du
foie [Wai et al., 2005]. La caractérisation de ce modele étant peu avancée, elle n’a pu
étre présentée dans ce manuscrit. Toutefois, on peut déja mentionner que cette
méthode permet I'obtention de métastases hépatiques dont le suivi est réalisé par
BLI de 4 jours & 13 jours apres implantation. Les techniques d’'imagerie, telles I''RM
et I'échographie n’ont pas permis une détection a des temps courts apres
implantation (Jour 11). Actuellement, nous réalisons les études histologiques et la
gradation de ces tumeurs en fonction du nombre et de la taille des métastases. Cette

étude fait d’ailleurs I'objet d’un projet en collaboration avec des mathématiciens
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spécialistes de l'analyse d’image (ANR jeune chercheur) « Modeles descriptifs et
génératifs de I'organisation spatiale de textures d'éléments. Applications a l'imagerie

meédicale »).

Vers un bon systéme de délivrance

L’utilisation de nanovecteurs pour la délivrance du principe actif permet de
faciliter son administration, d’augmenter sa concentration au sein des tumeurs et de
limiter ses effets secondaires. Lors du développement de la formulation de la fisétine,
nous avons vu l'importance de ses composants et de sa technique de préparation

sur la quantité de principe actif encapsulé.

Actuellement, il existe un intérét croissant pour les composés de cette famille.
De nombreuses études cliniques sont réalisées sur les flavonoides en tant que
complément alimentaire (51/61 ; http :www.clinicaltrials.gov/) dont 8 dans le domaine
du cancer. Ces molécules, hautement intéressantes pour leurs diverses activités
bénéfiques sur I'organisme, sont pour la plupart trés hydrophobes. La mise au point
de cette formulation, de nanoémulsions de fisétine (Annexe 4) et la publication de
nos travaux pourraient permettre le développement de formes adaptées a d’autres

flavonoides.

La formulation liposomale mise au point a permis d’obtenir une efficacité
antitumorale plus importante que celle obtenue avec de la fisétine libre. Ces résultats
obtenus sur le modele de carcinome pulmonaire de Lewis implanté en ectopique
sont tres encourageants. Cependant, ceux-ci n'ont pas été reproduits sur la lignée
tumorale cblon 26 probablement a cause de la faible dose de vecteur et de principe
actif parvenant jusqu'a la tumeur. Comme nous l'avons préalablement discuté, le
stade tumoral, le site d’implantation, la vascularisation et la matrice extracellulaire
sont autant de facteurs qui vont influencer I'extravasation des vecteurs. Ainsi, on ne

peut directement transposer les résultats d’'un modele tumoral a un autre.

Pour améliorer ces résultats, il existe différents moyens d’augmenter la quantité

de liposome et de principe actif au sein des tumeurs :

- au niveau des vecteurs, il est possible de jouer sur le type de PEG, le ciblage

de la particule, ou le recouvrement des liposomes par les protéines du sérum ;
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-au niveau de l'environnement tumoral, la pression des fluides intersticiels
(IFP) ainsi que le pH peuvent étre exploités pour favoriser I'action antitumorale.

Les parametres physico-chimiques semblent gouverner la distribution tissulaire
des particules [Dufort et al.,, 2012]. Les liposomes, que nous avons fabriqués,
semblent s’accumuler dans le foie malgré leur pégylation. Afin de limiter la capture
des liposomes par le systeme réticulo-endothélial, il a été rapporté qu’'une pré-
incubation du liposome dans du sérum ou des protéines sériques pouvait étre
bénéfique. En effet, une amélioration de I'éfficacité de la transfection in vivo a été
observée apres injection de lipoplexes préincubés dans du sérum [Yoshikawa et al.,
2011]. Transposé a notre systeme, cette stratégie pourrait permettre une
augmentation de I'effet antitumoral.

Un autre aspect est le phénoméne d’élimination accéléré (ABC phenomenon:
accelerated blood clearance). Ainsi, l'injection d’'une premiére dose de liposomes
pégylés réduirait fortement la circulation et augmenterait 'accumulation splénique et
hépatique des doses suivantes [Ishida et al.,, 2003a]. Il a été montré que
'administration répétée de faibles doses de liposomes topotecan pouvait induire un
fort effet d’élimination accélérée. Ce phénoméne serait lié non seulement a la
pegylation des liposomes mais également aux caractéristiques de I'agent cytotoxique
encapsulé [Ma et al., 2012]. Un des facteurs qui favorise I'élimination accélérée des
liposomes serait liée a la production d’IgM anti-PEG qui pourraient étre
responsables, dans notre cas, de I'élimination des liposomes fisétine pégylés [Ishida
et al.,, 2003b, Wang et al., 2007]. Il semblerait que I'extrémité du PEG ait une
influence dans la création de ces anticorps et qu’'une extrémité hydroxylée les
limiterait par rapport a une extrémité méthylée [Sherman et al., 2012].

Enfin, il serait également possible d’incorporer des ligands ciblants les
intégrines et/ou la sélectine-E afin d’augmenter la quantité de liposome au sein des
tumeurs. En effet, des études ont montré un bénéfice de formulations ciblant les
intégrines avB3 sur l'activité antitumorale dans un modele de carcinome de célon
C26 [Schiffelers et al., 2003]. Un double ciblage intégrine avp3 sélectine-E pourrait
eégalement étre envisagé. Une meilleure spécificité des formulations fonctionnalisées
par deux ligands a été rapportée [Kluza et al., 2010 ; Kluza et al., 2012]. Cette
stratégie parait attractive mais n’a pas été beaucoup exploitée a ce jour peut-étre
pour la difficulté de synthése des ligands sialyl. Le suivi cinétique de I'expression des
intégrines et sélectines-E, actuellement en cours, permettra de voir si cette stratégie

est valide.
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Il est également possible de jouer sur les parametres tels que le pH et la
pression intersticielle intratumorale (IFP). Le stroma tumoral a un réle important dans
la régulation de I'lFP [Bouzin et Feron, 2007]. En effet, des études ont démontré qu'’il
était possible de réduire I'lFP aprés injection de collagénase ou de hyaluronidase et
permettre ainsi un meilleur accés des vecteurs a la tumeur. [Eikenes et al., 2005 ;
Zheng et al., 2011]. Dans notre cas, nous pourrions envisager I'administration de
hyaluronidase dans le cas de tumeur de colon et de la collagénase-1 dans le cas de
tumeur LLC, plus sensible a cette derniére enzyme [Kato et al.,, 2012]. Une
caractérisation des composants de la matrice extracellulaire des tumeurs sera
nécessaire pour déterminer 'enzyme la plus appropriée pour la réduction de I'lFP.

Des études récentes ont également montré qu’une exposition a la chaleur
pouvait induire la réduction de I'lFP intratumorale. Cette stratégie est une piste
intéressante car, dans cette étude, une diminution de I'lFP, comparable a celle
induite par le paclitaxel est obtenue en placant les souris a 39,5°C pendant 6 h. De
plus cette stratégie permettrait également une réduction de I'hypoxie intratumorale
[Sen et al., 2011].

Il serait également envisageable d’exploiter les différences de pH entre les
tissus sains et les tissus tumoraux. En effet, il serait possible d’intégrer un résidu
PEG pH sensible a la préparation du liposome, qui permettrait ainsi la libération du

principe actif au site intratumoral [Masson et al., 2004].

En conclusion, ce travail de thése a permis la mise en place d'un modéle
d’étude répondant a des critéres spécifiques a nos études. Ce modéle nous a permis
de faire avancer nos connaissances dans le domaine de I'imagerie notamment.

Mes travaux ont également contribué a faire avancer les connaissances dans le
domaine de la vectorisation du flavonoide fisétine et son application potentielle a la
thérapie antitumorale.

Evidemment, de nombreuses questions restent en suspens, telles que les
cinétiques d’expression des molécules d’adhésion en fonction du site d’'implantation
de la tumeur, la possibilité de grader plus précisément les tumeurs par des mesures
visco-élastiques, I'influence du site d’'implantation sur I'évaluation d’'un cytostatique.
Ainsi, de nouvelles voies d'études s’ouvrent suite a ces travaux que nous

poursuivrons dans les années a venir.
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Conclusion:
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To investigate the potential value of magnetic resonance
(MR) elastography and diffusion-weighted (DW) MR imag-
ing in the detection of microstructural changes of murine
colon tumors during growth and antivascular treatment.

The study was approved by the regional ethics commit-
tee for animal care. Sixty Balb-C mice, bearing ectopic
and orthotopic colon tumors, were monitored for 3 weeks
with high-resolution T2-weighted MR imaging, three-
dimensional steady-state MR elastography, and DW MR
imaging at 7 T. The same imaging protocol was performed
24 hours after injection of combretastatin A4 phosphate
(CA4P) in 12 mice. The absolute value of the complex
shear modulus (|G*|) and the apparent diffusion coeffi-
cient (ADC) were measured in the viable zones of tumors
and compared with microvessel density (MVD), cellular-
ity, and micronecrosis by using the Pearson correlation
coefficient.

During tumor growth, |G*| increase was correlated with
MVD (r=0.70 [P = .08] and r = 0.78 [P = .002], for both
the ectopic and orthotopic models, respectively). More-
over, the ectopic tumors displayed decreased ADC, which
correlated with increased cellularity (r = 0.77, P = .04),
whereas no changes in ADC and cellularity were observed
in orthotopic tumors. After CA4P administration, |G*| de-
creased in the ectopic model (P < .0001), similar to the
MVD evolution (P = .03), whereas no significant changes
in |G*| (P=.7) and MVD (P = .6) were observed in the or-
thotopic model. ADC increased in both models (P = .047
and P = .01 for the ectopic and the orthotopic models,
respectively) in relation to increased micronecrosis.

Imaging of mechanical properties and diffusivity pro-
vide complementary information during tumor growth
and regression that are respectively linked to vascular-
ity and tumor cell alterations, including cellularity and
micronecrosis.

©RSNA, 2012
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EXPERIMENTAL STUDIES: Colon Tumor Growth and Antivascular Treatment in Mice

Jugé et al

he follow-up of the alterations in

vascularity and cellularity during

tumor growth and regression are
of fundamental importance in the diag-
nosis, the determination of prognosis,
and the evaluation of cancer treatment
(1-3). In colon cancer, the researchers
in one analysis (4) confirmed that mean
vessel density (MVD) is a biomarker
of tumor aggressiveness and progno-
sis. Moreover, the current treatment of
colorectal cancer consists of combining
antiangiogenic therapy and cytotoxic
chemotherapy (5). Therefore, a pre-
cise evaluation of tumor vascularization
and cellularity is of major importance

Advances in Knowledge

® MR elastography allowed moni-
toring of changes in vasculariza-
tion; absolute value of the
complex shear modulus (|G*|)
and mean vessel density (MVD),
as established from CD31 stain-
ing, showed a substantial
increase when the tumor
switched from its early stage (for
|G*|, 4.0 kPa = 0.6 [standard
deviation| and 4.8 kPa = 0.4
and, for MVD, 224 mm~2 = 16
and 258 mm~2 = 17 for the ec-
topic and orthotopic models, re-
spectively) to its angiogenic stage
(for |G*|, 6.6 kPa = 0.8 and 6.1
kPa + 1.2 and, for MVD, 299
mm~2 = 37 and 358 mm~2 * 46
for the ectopic and orthotopic
models, respectively).

® Diffusion-weighted (DW) MR im-
aging was sensitive to tumor cell
alterations, including cellularity
and micronecrosis; apparent dif-
fusion coefficient (ADC)
decreased significantly (P = .004)
for the ectopic model between
early (]0.67 = 0.06] X 1073 mm?/
sec) and angiogenic ([0.52 =
0.05] X 107 mm?/sec) stages,
whereas no significant ADC
change (P = .17) was observed
for the orthotopic model between
these stages ([0.60 = 0.08] X
1072 mm?/sec vs [0.61 = 0.02] X
1073 mm?/sec).

for diagnosis and treatment follow-up.
Some insight into these features can
be obtained with quantitative magnetic
resonance (MR) imaging, including dif-
fusion-weighted (DW) MR imaging and
dynamic contrast material-enhanced
MR imaging (6). It has been shown
that DW MR imaging, which is based
on the diffusivity of water, is correlated
with tissue architecture, including cell
density and necrosis (7). Dynamic con-
trast-enhanced MR imaging provides
quantitative information about tumor
perfusion and permeability. However,
the perfusion information is not directly
correlated to MVD, because often tu-
mor vessels are nonfunctional (8).

MR elastography is a newer quanti-
tative MR imaging method that provides
information about the mechanical prop-
erties of tissue (9-11). Our hypothesis is
that alterations of the vasculature induce
substantial changes in the viscoelastic
properties of tissue that can be probed
with MR elastography. Therefore, the
aim of our study was to assess the poten-
tial value of combined MR elastography
and DW MR imaging in the detection of
microstructural changes of murine colon
tumors during growth and antivascular
treatment for two models of implanta-
tion (ectopic and orthotopic). Although
the use of animal tumor models allowed
us to obtain clinically relevant data, the
growth and the inhibition of a tumor im-
planted in the subcutaneous tissue may
be different from a tumor residing in vis-
ceral organs after administration of an
antivascular compound. In this study, we
used these different properties to create
different tumor responses to investigate
the potential value of MR elastography
and DW MR imaging in the detection of
microstructural changes of murine colon
tumors during growth and antivascular
treatment (12).

Implication for Patient Care

® MR elastography and DW MR
imaging have the potential of
being complementary for nonin-
vasive surveillance of tumor
evolution.

Materials and Methods

Colon Mouse Tumor Model

The study was approved by the Regional
Ethics Committee for Animal Care Paris
1 (no. 200560002). Sixty 8-week-old fe-
male Balb-C mice with a mean weight
of 20 g (Janvier, Saint Genest de Ilsle,
France) were implanted with CT26 tu-
mor fragment (3 mm?®) (13-16) either
subcutaneously into the flank (n = 24,
ectopic model) or into the cecum wall
(n = 24, orthotopic model) by a PhD
student (J.S.). The orthotopic model is
considered as a realistic model due to
its matching host environment (12,17).
Angiogenesis recruits new blood vessels
from the superficial cecum.

The CT26 cell line (ATCC; LGC stan-
dards, Molsheim, France) originated
from an undifferentiated chemically in-
duced colon carcinoma. After implanta-
tion, the growth of the tumor was imaged
at day 5 for the ectopic model and at day
7 for the orthotopic model (denoted as
early stage), on day 11 (intermediate an-
giogenic stage), and on days 14 and 18
(late angiogenic stages). For both models,
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six mice were imaged at each stage and
sacrificed for tumor histologic analysis.

Combretastatin A4 Phosphate Treatment

Combretastatin A4 phosphate (CA4P)
is a tumor vascular-targeting agent
(18,19). Tt depolymerizes the microtu-
bule of endothelial cells, resulting in a
cell membrane blebbing. This alteration
of the endothelium induces change in
the blood vessel by a contraction of the
vascular lumen until a vascular obstruc-
tion occurs, hence increasing the vascu-
lar resistance to blood flow. Moreover,
fosbretabulin disodium destroys the ad-
hesion between cells of the wall of the
blood vessel, leading to an increase in
vascular permeability. Both phenomena
lead to rapid vascular shutdown and a
reduction in tumor viable cells.

Twelve additional mice (six with
ectopic tumors and six with orthotopic
tumors) were injected intraperitone-
ally with 100 mg/kg of CA4P disodium
salt (Toroma Organics, Saarbriicken,
Germany) dissolved in sterile saline,
10 days after the implantation of CT26
fragments by the same PhD student who
implanted the tumors. Imaging was per-
formed 24 hours after CA4P injection.
Maximum induction of tumor necrosis
after treatment with CA4P occurs at
this time. Extensive tumor necrosis was
readily apparent, with only a thin layer
of viable tissue remaining at the rim.
At later times, cells surviving at the
periphery repopulated the tumor, both
by infiltrating the surrounding normal
tissue and by replacing the previously
necrotic areas of the tumor (20).

MR Acquisition and Data Analysis

MR imaging was performed by a PhD
student (L..J.) and two clinicians (B.T.D.,
R.S.) with a horizontal 7-T imaging unit
(Pharmascan; Bruker, Erlangen, Germa-
ny) equipped with a 1-H birdcage radio-
frequency probe of 31-mm inner diame-
ter. Mice were in the prone position, with
the tumor pressed against a semicurved
plastic piston. An electromagnetic shaker
(Briiel & Kjaer, Neerum, Denmark) lo-
cated outside the MR unit was used to
transmit mechanical vibrations through a
flexible carbon fiber rod to the piston (Fig
E1 [online]). The horizontal vibrations of

the shaker and the rod were converted
into vertical vibrations through a cantile-
ver. Gas anesthetic (1% isoflurane [Bax-
ter S.A.S., Maurepas, France| in a 1:2
ratio of oxygen to air mixture flowing at
1 I/min) was administered to the mice
through a face mask.

Each mouse underwent imaging
with a protocol including the follow-
ing sequences (all acquired with free
breathing of the animal). First, a two-
dimensional (2D) fast low-angle shot
anatomic sequence was applied to lo-
calize the center of the tumor. The fol-
lowing imaging parameters were used:
repetition time msec/echo time msec,
350/3.8; number of signals acquired,
four; number of repetitions, one;
number of contiguous transverse sec-
tions, 30; section thickness, 0.8 mm;
field of view, 40 X 40 mm; matrix size,
192 X 192; and total acquisition time, 3
minutes 21 seconds.

High-resolution 2D T2-weighted
images were obtained thereafter for
an accurate depiction of the anatomy
by using a rapid acquisition with relax-
ation enhancement sequence with the
following parameters: 2454/14; rapid
acquisition with relaxation enhance-
ment factor, eight; effective echo time,
56 msec; number of signals acquired,
24; number of repetitions, one; number
of contiguous transverse sections, five;
section thickness, 0.6 mm; field of view,
15.8 X 15.8 mm; matrix size, 128 X
128; for a high plane-resolution, 123 X
123 pm; and total acquisition time, 15
minutes 42 seconds.

A steady-state MR elastography
sequence was applied with a mechan-
ical excitation frequency of 1000 Hz.
This sequence provided volumetric
images of the three-dimensional prop-
agating mechanical wave inside the
tumor. It consisted of a modified 2D
multisection spin-echo sequence with
additional sinusoidal motion-sensitiz-
ing gradients (maximum amplitude,
300 mT/m) attached consecutively to
each gradient axis synchronized to the
mechanical excitation (21,22). The ac-
quisition was repeated for each gradi-
ent direction, with the following pa-
rameters: 1001/27; number of signals
acquired, two; number of repetitions,

eight; number of contiguous transverse
sections, 10; section thickness, 0.3
mm; field of view, 15.8 X 15.8 mm;
and matrix size, 64 X 64. Eight times
were equally distributed over one pe-
riod to sample the sinusoidal motion,
resulting in a 17-minute 5-second ac-
quisition time for each motion direc-
tion. Hence, total acquisition time was
51 minutes 135 seconds (23).

Finally, quantitative apparent dif-
fusion coefficient (ADC) maps were
acquired by using a 2D spin-echo dif-
fusion sequence with the following pa-
rameters: 2500/34; four b values (250,
500, 750, and 1000 sec/mm?); number
of contiguous transverses sections, five;
section thickness, 0.6 mm; field of view,
15.8 X 15.8 mm; matrix size, 64 X 64;
and total acquisition time, 12 minutes
12 seconds.

High-resolution T2-weighted MR
elastography and spin-echo diffusion
sections had the same localization and
were positioned in the center of the tu-
mor. Total acquisition time for the en-
tire protocol was approximately 2 hours
per mouse.

From the MR elastography data,
the complex shear modulus (|G*|) was
calculated in each voxel by solving the
wave equation (22,24), as follows:

02 =G*V3G, q=V-ueC’
where p is the density of material, w is
the circular velocity, ¢ is the curl of the
displacement field, @ the complex-val-
ued displacement vector, V2 is the La-
placian operator, and G* is the complex
shear modulus independent of the wave
amplitude in the linear and small am-
plitude regimen. Data were considered
as reliable if the local total wave am-
plitude was greater than 0.3 pm. This
value corresponds to three times the
total amplitude of the noise level at 7 T
(ie, 0.1 pm) as established from regions
within the mouse to where no mechan-
ical wave managed to penetrate (Fig 1).

ADCs, corresponding to the pure
diffusion  coefficient, were obtained
through a pixelwise monoexponential fit
to the data points for the b value range
from 250 to 1000 sec/mm? (25). Mean
|G*| and ADG values were calculated
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Figure 1

Figure 1:

Ectopic tumor (red region of interest [ROI]). (a) T2-weighted image depicts the anatomy (2454/54 [effective]), (b) un-

wrapped phase image of the MR elastography acquisition shows wave propagation at 1000 Hz in the tumor (size on bar at right is in
micrometers), and (c) map of 1G* (in kilopascals) depicts the mechanical properties.

within ROIs manually drawn and posi-
tioned inside the viable zone of the tu-
mor, which was defined as the isointense
area (T2 was between 46 and 53 msec,
and the surface area was approximately
60%-80% of the entire tumor area) on
the rapid acquisition with relaxation en-
hancement images (26) (Fig 2), obtained
by a PhD student (L..J.). Data analysis
was performed on the area of ROls re-
corded for each measurement. The 2D
fast low-angle shot sequence was used for
tumor volume assessment. This sequence
covers the entire volume of tumor. With
the software package ImageJ, ROIs were
drawn on the tumoral boundaries on
each section where the tumor was iden-
tified. The area of each ROI section (in
square millimeters) was multiplied by the
thickness of the section (0.8 mm) to cal-
culate the volume (in cubic millimeters)
of each section. To obtain the total vol-
ume of the tumor (in cubic millimeters),
all volumes for each section were added.

Histologic Analysis

Mice were sacrificed directly after MR
data acquisition, and the tumors were
harvested for histologic analysis, per-
formed by a PhD student (L.J.), an
engineer (M.A.), and a clinician (V.P.).
Six mice were sacrificed at each time
for the ectopic and the orthotopic
model (ie, 48 mice in total). Moreover,
12 treated mice were also sacrificed as
soon as the MR imaging was performed.
Immediately after resection, the tu-
mors were frozen in nitrogen-cooled
isopentane, and 10-pm-thick sections
were cut in the regions that had been

imaged previously. Because our study
was focused on microscopic changes
in the tumors, histologic analysis was
performed on the viable rim to exclude
complicating effects originating from
macroscopic necrotic areas. Cell den-
sity by using cell counting and percent-
age of micronecrosis and interstitial
stroma were determined on hematox-
ylin-eosin-stained sections. Immunos-
taining with CD31 (platelet endothelial
cell adhesion molecule 1) purified rat
antimouse monoclonal antibody (BD
Pharmingen, Franklin Lakes, NJ) and
KI67 rabbit antimouse monoclonal an-
tibody (Abcam, Cambridge, Mass) was
performed to assess MVD (28) and tu-
mor proliferation (29). Microscopic ex-
amination was performed with a visible
light microscope (Leica DMRB; Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany), and
data were analyzed with ImagelJ.

Staining with hematoxylin-eosin,
CD31, and K167 was performed on each
tumor. Sections were cut such as their
orientation coincided with the section
positioning of the MR protocol. Serial
sections were prepared for each stain-
ing. Cell counts, evaluation of MVD,
and tumor proliferation were manually
assessed on hot-spot areas (original
magnification, X 200), which were part
of the viable tumor zone.

To assess tumor perfusion, two ad-
ditional groups (ectopic and orthotopic
implantation) of six treated and six con-
trol mice were injected at day 11 intrave-
nously with 100 pL of a blue fluorescent
dye solution (Hoechst 33342; Molec-
ular Probes, Eugene, Ore), 10 mg/kg

dissolved in saline, and were sacrificed 1
minute later to quantify the perfused tu-
mor zones with fluorescence microscopy
(Axiophot; Zeiss, Wetzlar, Germany)
equipped with a camera (Retiga 2000; Q
Imaging, Surrey, Canada) (30). Perfused
zones were quantified by using ImageJ
(17) on eight photographs of each exper-
imental condition. Neither any further
histologic analysis nor any MR imaging
was performed in these two groups.

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed by
a PhD student (L.J.). Results are pre-
sented as means * standard deviations.
Comparisons between groups were per-
formed with the unpaired t test. The re-
sults obtained at 11, 14, and 18 days dur-
ing tumor growth were compared with
those obtained at the early stage for both
models. The treated groups were com-
pared with the control group on day 11.
The |G*| and ADC were correlated with
MVD and cellularity (using the Pearson
correlation coefficient). Differences in
evolution with P values of less than .05,
.01, and .001 were considered to be signif-
icant. Statistical analysis was performed
with software (SPSS, version 17; SPSS,
Chicago, Ill) by using two-sided tests with
unpaired and unequal variances.

MR Imaging during Tumor Growth

The characteristic evolution of the ectopic
model is shown in Figure 3. High-resolu-
tion anatomic T2-weighted MR images
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Figure 2:  Ectopic tumor at day 11 (red ROI). (a) High-resolution T2-weighted image (rapid acquisition relaxation enhancement
sequence). At this time, tumor homogeneity starts to degrade because of onset of hemorrhagic necrosis (hypointense signal). To exclude
any confounding effects from necrotic processes, further analysis was restricted to the viable zone only (blue ROI). (b, ¢) Correspond-
ing maps of (b) |G*! (in kilopascals) and (c) ADC (in square millimeters per second). On ¢, the apparent decrease in the ADC within

the necrotic area of the tumor compared with the viable zone is probably caused by the presence of hemorrhage, as noted by some

researchers (27).

Growth Evolution of Colon Tumors Measured with MR Imaging after Tumor Inoculation

CT26 Implantation Day 5or 7 Day 11 Day 14 Day 18
Ectopic 27 +10 768 = 238 950 + 269 3404 = 1085
Orthotopic 270 =101 972 + 484 2014 = 638 3749 = 814

Note.—The fast low-angle shot sequence was used. Data are mean tumor volume in cubic millimeters =+ standard deviations.

(Fig 3, top) and optical images (Fig 3,
bottom) of the tumors confirm a specific
growth pattern: Initially, at day 5, the tu-
mor is in its primitive early stage; at day
11, the tumor has entered its angiogenic
stage, as confirmed by the installation of
new blood vessels at the interface be-
tween the tumor and the host tissue; and
at day 18, we observe the presence of ne-
crosis inside the still-vascularized tumor
(hypointense signal on the T2-weighted
MR images). Results are similar for the
orthotopic model.

The growth evolution of the colon
tumors was monitored by using a fast
low-angle shot sequence to measure
the entire volume of the tumor, and the
data are presented in the Table. Obvi-
ously, the tumors implanted on the ce-
cum (orthotopic) grew faster than the
ectopic tumors because of the specific
environment and favorable local growth
factors. Photographs taken after extrac-
tion of the tumors confirmed the trend
for both implantations (14).

The mean measurements of |G*|
showed a significant increase in the
mechanical properties when the tumor
switched from its early stage (4.0 kPa =
0.6 [standard deviation| and 4.8 kPa =+
0.4 for the ectopic and orthotopic models,
respectively) to its angiogenic stage (6.6
kPa * 0.8 and 6.1 kPa = 1.2 for the ec-
topic and the orthotopic models, respec-
tively), with P values of .002 and .0004
for ectopic and orthotopic models, re-
spectively, for significant evolution of |G*|.
Mean ADC decreased significantly for
the ectopic model between the early
(]0.67 = 0.06] x 1073 mm?/sec) and the
angiogenic ([0.52 = 0.05] X 107 mm?/
sec; P =.004) stages, whereas no signif-
icant mean ADC changes were observed
for the orthotopic model ([0.60 = 0.08]
X 1072 mm?/sec vs [0.61 = 0.02] X 1073
mm?/sec; P = .17) (Fig 4).

Histologic Analysis during Tumor Growth

Histologic analysis showed that the tu-
mor stroma was poorly represented and

accounted for less than 10% of the over-
all tumoral cross-sectional area (treated
or not treated). The viable tumor areas
were densely cellular. The growth evolu-
tion of the ectopic model was character-
ized by the following stages: (a) At day
11, a less cohesive zone appeared in the
center; (b) at day 14, the central necrotic
zone occupied less than 10% of the tu-
mor area and was encompassed by a rim
of edema (< 20% of the tumor area);
and (c) at day 18, the necrotic area in-
creased substantially to 30%-40%. In
regard to the growth pattern of the or-
thotopic model, the evolution was similar
to that of the ectopic model. However, a
difference in the distribution of necrosis
was observed. Necrosis was restricted to
the central area in the ectopic model and
was composed of multiple, randomly dis-
tributed areas in the orthotopic model.

The faster growth for the orthotop-
ic model was confirmed by measuring
the fraction of proliferative cells. This
fraction increased from a mean of 0.29
+ 0.03 (day 5) to a mean of 0.40 =
0.04 for the later stages in the ectopic
model, whereas mean values of 0.50
+ 0.06 (day 5) and then 0.40 = 0.09
(later stages) were obtained for the or-
thotopic implantation.

The mean MVD obtained from
CD31 staining increased significantly
between the early stage at day 5 (224
mm~2 * 16 and 258 mm~2 = 17 for

the ectopic and orthotopic models,
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Day 5
Early stage

Angiogenic stage

Day 11

Day 18
Angiogenic + Necrotic stage

Figure 3:  Growth evolution
of an ectopic CT26 tumor. Top:
T2-weighted MR images. Bottom:

respectively) and the intermediate
stage at day 11 (299 mm™2 = 37 and
358 mm™2 % 46 for the ectopic and the
orthotopic models, respectively), with
P values of .003 and .006 for the ec-
topic and orthotopic models, respec-
tively, for the significant evolution of
MVD. In regard to the cellularity, only
the ectopic model showed a significant
increase between early (mean, 4755
mm~2 * 127) and advanced stages
(mean, 5917 mm~2 = 398; P = .03).
For the orthotopic model, cellularity
did not change significantly during tu-
mor growth (mean, 6168 mm~2 *+ 855
vs 6274 mm~2 * 398; P = .9) (Fig 4).

Correlations during Tumor Growth

Three significant correlations were ob-
served. First, the increase of |G*| was
correlated to the increase of MVD in
the orthotopic model (r = 0.78, P =
.002), whereas the correlation was not
significant for the ectopic model (r =
0.70, P = .08). Second, the increase
of |G*| was closely correlated to an in-
crease in cellularity (r = 0.96, P = .02)
for the ectopic model. Third, there was
a negative correlation (r = 0.77, P =
.04) between the decrease of ADC and
increase of cellularity for the ectopic
model.

MR Imaging after CA4P Treatment

After CA4P treatment, a significant de-
crease in mean |G*| was measured for
the ectopic model (from 6.6 kPa * 0.8 to
4.8 kPa = 0.7, P < .0001). Mean |G*| of
the orthotopic model did not change and
remained at 6.1 kPa + 1.2 (P=.7). Mean
ADC increased significantly in the ectopic
model ([0.52 = 0.05] X 10~® mm?/sec
vs [0.68 = 0.13] X 107® mm?/sec; P =
.047) and in the orthotopic model (]0.61
+ 0.02] X 1073 mm?/sec vs [0.78 = 0.12]
X 1073 mm?/sec; P = .01) (Fig 5).

Histologic Analysis after CA4P Treatment

In this part, macroscopic necrosis at
the anatomic level (identified with visual
inspection) was distinguished from mi-
croscopic necrosis at the cellular level
(identified with microscopy). The com-
parison of the T2-weighted anatomic
images and hematoxylin-eosin-stained
slices between control and treated mice
at day 11 revealed an increase of mac-
roscopic necrosis at the center of the
tumors (mean, 7% * 2 vs 43% * 3 and
14% = 8 vs 25% = 8 for the ectopic and
orthotopic models, respectively). The
necrosis present in the data was of hem-
orrhagic origin, hence leading to hypoin-
tense signal in the corresponding T2-
weighted images (31). CA4P treatment

Optical images of the tumors.
MR and optical images confirm
a specific growth pattern: Initially
at day 5, the tumor (arrows) is in
its primitive early stage; at day
11, the tumor has entered its
angiogenic stage, as confirmed
by the installation of new blood
vessels at the interface between
the tumor and the host tissue;
and at day 18, we observed the
presence of necrosis inside the
still-vascularized tumor (hypoin-
tense signal on the T2-weighted
MR images). Results are similar
for the orthotopic model.

significantly decreased the fluorescence
signal originating from the perfused
cell nuclei near viable vessel nuclei by a
mean of 50% = 8 (ectopic model) and
of 56% = 8 (orthotopic model) (P <
.0001) compared with control mice at
day 11. Thus, the fraction of perfused
vessels was significantly affected by ther-
apy in the two models.

A significant decrease in the mean
MVD (208 mm™2 *+ 66; P = .03) in the
viable area was measured for the ectopic
model (Fig 5). However, the mean MVD
in case of the orthotopic model was not
affected by the therapy (372 mm™2 =*
34; P = .6). The cellularity significantly
increased (mean, 7322 mm™2 + 645; P =
.003) in the ectopic model, with a fraction
of proliferative cells (mean, 0.57 + 0.03).
For the orthotopic model, cellularity was
not modified (mean, 6497 mm~2 = 556;
P = .47). Hematoxylin-eosin analysis
showed microscopic necrotic areas (ap-
proximately 10% of surface area) appear-
ing even in the viable peripheral zone in
the two tumor models (Fig E2 [online]).

We observed in two experimental models
of colon cancer that DW MR imaging and
MR elastography are complementary tools

Radiology: \lolume 264: Number 2—August 2012 = radiology.rsna.org

441



Radiology

EXPERIMENTAL STUDIES: Colon Tumor Growth and Antivascular Treatment in Mice

Jugé et al

Ectopic model Orthotopic model

10 Aok 10 Aok
8 | 8 (—%
6 6
IG*l (kPa) /{_M
4 < 4
2 2
Days
0 Y 0 Days
5 10 15 20 5 10 15 20
0.8 0.7

f

07 [ 0.6
06 L™~ 3 E 0.5
0.5 \ | 0.4

ADC x 10°

0:3 . (mm2/s) gg
0.2 '
0.1
0.1 Days 0 Days
0
1 1 2
5 10 15 20 ° 0 ° 0
450 .
450 . *
400 " o 400 -
350 ® MVD (/mm?) 350 -
300 300 -
250 250 -
200 E
Days 200 Days
150 T T 1 150 T T 1
5 10 15 20 5 10 15 20
8000 - 8000 -
7000 1 * o Cellularity 7000 1
2
6000 - Umm?) " 6000 1
5000 1 5000 1
\ Days Days
4000 , , : 4000 '

5 10 15 20 5 10 15 2
Figure 4:  Graphs show evolution of 1G*l, ADC, MVD, and cellularity during CT26 tumor growth in mice. The
measurements of |G*| showed a significant increase in the mechanical properties when the tumor switched
from its early stage to its angiogenic stage. ADC decreased significantly for the ectopic model between early
and angiogenic stages, whereas no significant ADC changes were observed in the orthotopic model. MVD
increased between the early stage at day 5 and the intermediate stage at day 11 in the two tumor models.

In regard to cellularity, only the ectopic model showed a significant increase between early and advanced
stages. * = P < .05, = = P < .01, %#x = P < .001.

for assessing changes in tumor cellularity
and tumor vascularity both during tumor
growth and after antivascular treatment.

During tumor growth, we could
confirm that changes in ADC reflect
changes in cellularity, namely increased

cellular density leads to a decrease of
ADC. Moreover, constant cellularity
does not change the ADC (32), making
DW MR imaging an attractive method
for assessing cellularity and character-
izing cellular integrity (6). In the ortho-
topic model, we also observed that ADC
is not sensitive to MVD alterations.

In regard to the mechanical prop-
erties of tissue, during tumor growth, we
saw increased |G*| that tended to corre-
late with increased MVD; while the same
trend could be observed for both tumor
models, a significant correlation was only
observed between MVD and |G*| in the
case of the orthotopic model. This corre-
lation is weakened for the ectopic model,
probably due to the observed changes in
the cellularity. Apparently, in this case,
MVD and cellularity contributed to the
evolution of the mechanical properties.
An increase in cell density was even cor-
related, for the subcutaneous implanta-
tion, with an increase in the mechanical
properties. However, the switch between
early and angiogenic stages for both
models could be followed by MR elastog-
raphy, while this was not the case for the
ADC measurements.

After CA4P administration, for
both models, we observed an increase
in ADC compared with baseline values,
despite the fact that the two models did
not evolve similarly. While cellularity
significantly increased in the ectopic
model, it was not modified in the or-
thotopic model. The apparent discrep-
ancy of an increase in ADC in conjunc-
tion with an increase in cell density
is probably related to the presence of
micronecrosis (33). We assume that
the increase in cellularity in the ectopic
model—normally leading to a decrease
in ADC—was outperformed by the
presence of necrotic microfoci, which
tended to increase the ADC.

After CA4P treatment, |G*| cor-
related to MVD. We observed a very
different behavior between the two tu-
mor models. While both |G*| and MVD
decreased significantly in the ectopic
model, they remained unchanged af-
ter treatment in the orthotopic model.
Hence, in case of the orthotopic model,
the |G*| was neither sensitive to alter-
ations of the perfused vessels nor to the

442 radiology.rsna.org = Radiology: Vlolume 264: Number 2—August 2012



EXPERIMENTAL STUDIES: Colon Tumor Growth and Antivascular Treatment in Mice

Jugé et al

Radiology

Ectopic model Orthotopic model

8 - 8 1
6 - sk 6
IG*| (kPa)
4 4 4
2 - 2
0 A 0 A
control  treated control treated
mice mice mice mice
1.0 - 1.0 1 *ox
0.8 4 & 0.8 -
0.6 - ADC X 103 0.6 T
0.4 - (mm?2/s) 0.4 4
0.2 A 0.2 4
0 4 0 4
control treated control treated
mice mice mice mice
450 -
400 1 400

350 4 350 A
800 1 £ MVD (fmm?) 300 -
250 o 250
200 - 200 -
150 - 150 4
100 - 100 A
50 - 50 -

0 4 0 -

control treated control treated
mice mice mice mice

8000 - % 8000 A

7000 - gggg T

6000 + Cellularity 5ggg -

5000 - (/mmz) 2000

4000 - 1

3000 - 3000 +

2000 A 2000 -

1000 1 1000 +

0 - 0 -

control treated control treated
mice mice mice mice

Figure 5:  Graphs show evolution of |G*l, ADC, MVD, and cellularity 24 hours after injection
of CA4P. After treatment, a significant decrease in 1G*| was measured in the ectopic model. In
parallel, 1G*| of the orthotopic model did not change. ADC increased significantly in the ectopic
model and more strongly in the orthotopic model. A significant decrease in the MVD was
measured for the ectopic model. However, the MVD of the orthotopic model did not change
significantly after therapy. The cellularity increased significantly in the ectopic model, but not in
the orthotopic model. x = P < .05, #x = P < .01, =#x = P < .001.

appearance of necrotic microfoci (as de-
termined by using histologic analysis).
Moreover, Hoechst staining showed
that the CA4P treatment was effective
for both models because the amount of
perfused vasculature decreased. In con-
trast, CD31 staining showed architec-
tural modifications only in the ectopic
model. This staining revealed the pres-
ence of endothelial cells of blood vessel
in general, independent of their function
(ie, whether they are perfused). Those
changes correlated to significant chang-
es in |G*| for the ectopic model. This
factor suggests that the shear modulus is
influenced by the architecture (presence
or absence) of the blood vessels and not
by their state of perfusion.

These results show that MR elastog-
raphy may be used to follow up tumor
evolution and effectiveness of antivas-
cular agents. Actually, MR elastography
may perform even better than DW MR
imaging in this regard. Indeed, when
MVD decreased, the only responding
indicator was the |G*|. Although several
alterations of the structure (vascularity,
cellularity, and extracellular components)
could induce alterations of the tumor me-
chanical properties, there was a clear re-
lationship between the vascularity and the
mechanical properties (33,34). Mechan-
ical properties are therefore potentially
able to trace alterations of the vascularity
induced by antivascular treatments.

This study had some limitations.
First, not all possible causes for changes
of the mechanical properties were as-
sessed. Increase of MVD and cellularity
were considered as the most proba-
ble causes of shear modulus changes.
Hematoxylin-eosin analysis showed that
the percentage of extracellular matrix in
both models was low (less than 10%);
henceforth, its effect was thus not stud-
ied. Second, in this study, the mean ADC
and |G*| were assessed only for the vi-
able area. The assessment of diffusivity
and mechanical parameters in the other
zones of the tumor might provide addi-
tional information. Finally, only MVD
was assessed as structural parameter of
the microvessels. Further studies about
the effect of the vascular volume fraction,
typical vessel sizes, vascular topology,
and fluctuation in local blood volume and
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blood flow on the shear wave propagation
will have to be performed.

Practical application: The results of
this study show that mechanical prop-
erties and diffusivity provide noninva-
sive complementary information during
tumor growth and regression that are
respectively linked to vascularity and
the balance between tumor micronecro-
sis and cellularity. If these results are
confirmed in humans, viscoelastic prop-
erties could become a pertinent bio-
marker of vasculature in tumor growth
and regression after antivascular treat-
ment. Therefore, elastography could
find new applications in the follow-up of
effectiveness of antivascular treatment.
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Abstract

Purpose The natural flavonoid fisetin was recently iden-
tified as a lead compound that stabilizes endothelial cell
microtubules. In this study, we investigated the antiprolif-
erative and antiangiogenic properties of fisetin in vitro and
in vivo.

Methods Fisetin cytotoxicity was evaluated using Lewis
lung carcinoma cells (LLC), endothelial cells and NIH 3T3
cells. Endothelial cell (EC) migration and capillary-like
structure formation were evaluated using EAhy 926 cells.
In vivo tumour growth inhibition studies were performed
using LLC-bearing mice treated with fisetin and/or cyclo-
phosphamide (CPA).

Results The fisetin ICsy was 59 uM for LLC and 77 uM
for EC cells, compared to 210 uM for normal NIH 3T3
cells (24 h). Fisetin inhibited EC migration and capillary-
like structure formation at non-cytotoxic concentrations
(22-44 uM). In mice, fisetin inhibited angiogenesis asses-
sed using the Matrigel plug assay. In LLC-bearing mice,
fisetin produced a 67% tumour growth inhibition (223 mg/
kg, intraperitoneal), similar to the 66% produced by low-
dose CPA (30 mg/kg, subcutaneous). When fisetin and
CPA were combined, however, a marked improvement in
antitumour activity was observed (92% tumour growth
inhibition), with low systemic toxicity. Tumour histology
showed decreased microvessel density with either fisetin or
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CPA alone, and a dramatic decrease after the fisetin/CPA
combination.

Conclusions We have shown that fisetin not only displays
in vitro and in vivo antiangiogenic properties, but also can
markedly improve the in vivo antitumour effect of CPA.
We propose that this drug combination associating a non-
toxic dietary flavonoid with a cytotoxic agent could
advantageously be used in the treatment of solid tumours.

Keywords Flavonoid - Fisetin - Cyclophosphamide -
Lewis lung carcinoma - EA-hy 926 endothelial cells -
Angiogenesis - Cytotoxicity - Antitumour activity

Background

Tumour vasculature is an attractive target for cancer ther-
apy because a single vessel provides oxygen and nutrients
to numerous tumour cells and is the main route for meta-
static dissemination of cancer cells (reviewed in [1]).
Tumour angiogenesis is the result of an imbalance between
pro-angiogenic factors, e.g., vascular endothelial growth
factor (VEGF), fibroblast growth factor (FGF), platelet-
derived growth factor (PDGF), and endogenous antian-
giogenic factors, such as angiostatin and endostatin [2—4].
Tumour vasculature can be targeted at the angiogenesis
level to prevent the formation of new vessels using anti-
angiogenic agents, or at the vascular level using vascular
disrupting agents on already formed vessels [5, 6]. The
antiangiogenesis approach has already proven its clinical
effectiveness in colon, breast, and non-small-cell lung
cancer using VEGF antibody in combination with cyto-
toxic drugs [7-9].

Several phytochemicals, or compounds derived from
edible plants, have been linked to the chemoprevention of
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Fig. 1 Chemical structure of fisetin (3,3',4’,7-tetrahydroxyflavone)

cancer [10]. Among these compounds, the natural flavo-
noids have been shown to display pharmacological prop-
erties of interest in the prevention and treatment of cancer,
as cytotoxic and/or as antiangiogenic agents [11-14].

In a programme aimed at finding novel antiangiogenic
agents, we recently identified the natural flavonoid fisetin
(3,3'.4',7-tetrahydroxyflavone) as an interesting lead that
can stabilize endothelial cells in vitro at non-cytotoxic
concentrations (Fig. 1) [15]. Fisetin is present in several
fruits, vegetables, nuts and wine [16, 17] and displays a
variety of biological effects including antioxidant, anti-
inflammatory [18, 19], anticarcinogenic and in vitro an-
tiangiogenesis [20]. Fisetin has already been shown to be
cytotoxic to various human cancer cell lines including
leukaemia (HL60) [21], breast (MCF7) [20], colon (HT29)
[22], liver (SK-HEP-1, Caco-2) [22, 23], neuroblastoma
(SHEP, WAC-2) [20], prostate (LNCaP, PC3) [24], and
also to several endothelial cells [20]. Fisetin has been
shown to inhibit several molecular targets, including
cyclin-dependent kinases [25-27], DNA topoisomerases I
and IT [28, 29], urokinase [30], actin [31], and androgen
receptor signalling [32]. It has also recently been found that
fisetin induces a forced exit from mitosis by targeting the
mitotic spindle checkpoint involving the inhibition of
Aurora B activities required for the maintenance of normal
spindle checkpoint signalling [33].

In the present study, we further tested fisetin’s in vitro
antiangiogenic action and evaluated its in vivo antitumour
activity in Lewis lung carcinoma-bearing mice. We report
here that fisetin displays antiangiogenic properties in vitro
as well as in vivo inhibition of Lewis lung carcinoma
tumour growth involving an antiangiogenic mechanism. In
addition, when fisetin was combined with low-dose
cyclophosphamide, a remarkable improvement in antitu-
mour activity involving an antiangiogenic mechanism of
action was observed. We propose that this relatively non-
toxic drug combination using a dietary phytochemical with
low-dose cyclophosphamide could advantageously be used
in the treatment of solid tumours.

@ Springer

Methods
Chemicals

Fisetin (3,3',4',7-tetrahydroxyflavone) and cyclophospha-
mide were purchased from Sigma—Aldrich (Saint-Quentin
Fallavier, France). Fisetin stock solution was prepared
in dimethylsulfoxide (DMSO) and stored at 4°C in
the dark. Cyclophosphamide was dissolved in sterile
water.

Cell viability

The murine Lewis lung carcinoma (LLC) cell line, the NIH
3T3 murine fibroblast cell line and the EAhy 926 endo-
thelial cell line (an immortalized human umbilical vein
endothelial cell line [34]) were grown in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) containing 2 mM
L-glutamine, 10% foetal bovine serum (FBS), 100 U/ml
penicillin and 100 pg/ml streptomycin (37°C, 5% CO,).
Exponentially growing cells were plated onto 96-well
plates at 5,000 cells per well in 200 pl. After 24 h, cells
were exposed to fisetin at the indicated concentrations
for an additional 48 h. Viability was assessed using the
MTT (1-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphenyltetrazoli-
um) test, and absorbance was read at 562 nm using a
microplate reader (BioKinetics Reader, EL340). Appro-
priate controls with DMEM only and MTT were used to
determine background absorbance. Experiments were run
in quadruplicate and repeated 3 times. Control cells were
exposed to 1% DMSO which was not cytotoxic. The results
are presented as the inhibitory concentration for 50% of
cells (ICsg).

Cell cycle analysis

Lewis lung carcinoma and EAhy 926 endothelial cells
were seeded in 6-well plates at 10° cells/well. Twenty-
four hours later, fisetin was added to the wells at the
indicated concentrations, and the cells were incubated for
48 h. For each condition, detached and adherent cells
were harvested, fixed for at least 30 min in 70% ethanol,
and incubated with propidium iodide (50 pg/ml), sodium
citrate (1 mg/ml) and RNase A (50 pg/ml) for 30 min in
the dark. Nuclei DNA content was determined by flow
cytometry (Coulter Epics Beckman, Germany) with red
emission (FL-2 channel, 570 nm). After debris exclusion
using forward/side scatter gating, 10* nuclei were
acquired and analysed using the WinMDI software. Cells
with sub-G; DNA content were considered to be
apoptotic.
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Cell migration assay (scratch wound assay)

EAhy 926 endothelial cells were grown to confluence
and a wound was introduced by clearing an area of the
monolayer using a 100-ul pipette tip. Digital photographs
of wounded areas were recorded from each well at a
magnification of 100x (time 0 h). Following a change of
medium, basic fibroblast growth factor (bFGF, 10 ng/ml,
BD Biosciences) and fisetin at the indicated concentra-
tions were added to the medium with 2.5% of FBS.
After 24-h incubation, digital photographs of the wound
areas were recorded for each well. Migration was eval-
uvated by manually drawing the distance of the wound
area (d) at Tg, and T,y4,. Distance values were obtained
using the ImageJ software [35]. Results were expressed
as a percentage of the controls using the following
formula: 100 x [1—(dTo,—dT54, of treated cells)/(dTo,—
dT54, of control cells)]. Experiments were performed in
triplicate for each concentration and were repeated 3
times.

Formation of capillary-like structures

Fifty microlitres of gel matrix solution was applied to each
well of a 96-well plate and incubated for 30 min at 37°C.
EAhy 926 cells (1 x 10*) were suspended in 100 pl of
medium, plated onto the gel matrix and incubated at 37°C.
Adherent cells received bFGF (10 ng/ml) and fisetin at the
indicated concentrations. After a 24-h exposure, in vitro
angiogenesis was assessed by counting the number of
capillary-like structures in each well at 100 x magnification
with a light microscope (Zeiss). The in vitro antiangiogenic
effect was calculated using the following formula:
100 x [1—(number of capillary-like tubes in treated cells)/
(number of capillary-like tubes in control cells)]. Experi-
ments were performed in duplicate for each condition and
repeated 3 times.

Animal experiments

All animal experiments were ethically conducted, accord-
ing to institutional, French and European guidelines and
were approved by the institutional animal welfare
committee.

Matrigel plug angiogenesis assay

Fifteen 6-week-old C57BL/6 J female mice (Janvier, Le
Genest Saint Isle, France) were randomly divided into five
groups. LLC cells were trypsinized and resuspended at
3 x 107 cells/ml in serum-free medium. Aliquots of cells
(0.1 ml, 3 x 10° cells) were mixed with 0.2 ml of phenol
red-free Matrigel and injected into the right flank of mice.

For the fisetin-treated groups, the cells were injected with
four increasing concentrations of fisetin: 12.5, 25, 50 and
100 pg/ml (or 22, 44, 87, 175 and 350 uM). Controls
included cells with equal volumes of solvent, whereas the
Matrigel mixed with the medium alone was used as a
negative control. The Matrigel plugs were removed
14 days after the implantation, weighed and measured for
haemoglobin content using the Drabkin’s reagent Kkit
according to the manufacturer’s instructions (Sigma-—
Aldrich). Haemoglobin concentration was calculated based
on a set of haemoglobin standards. The data are presented
as mean = SEM from triplicate experiments.

Evaluation of antitumour activity in mice

In preliminary experiments with non-tumoured C57BL/6J
female mice, fisetin at 223 mg/kg intraperitoneally (i.p.)
was found non-toxic (based on body weights) when
administered for 5 consecutive days in week 1 and for 5
consecutive days in week 2. Fisetin was dissolved in
polyethylene glycol 200 (PEG3q0)/DMSO (7:3; v:v) and
injected i.p. in a volume of 0.1 ml. For antitumour evalu-
ation, Lewis lung tumour fragments (about 3 mm®) were
injected subcutaneously (s.c.) bilaterally into mouse flanks.
Tumour growth was assessed every 2 days using bi-
dimensional measurements with a caliper. Tumour volume
(mm’) was calculated according to the formula:
width? x length x 0.5 (mm). In the first experiment,
fisetin was injected i.p. into 5 tumoured mice at 223 mg/kg
on days 5 to 9 and days 12 to 16 post-tumour implantation.
In a second experiment, 20 mice were randomly divided
into 4 groups. Fragments of LLC tumour (3 mm®) were
injected bilaterally s.c. into the mouse flanks, and 4 days
after tumour implantation, the mice were submitted to the
following treatments: mice in the fisetin group were
injected i.p. on days 4 to 8, 11, 12, and 14 with 223 mg/kg
of fisetin dissolved in a 0.1-ml volume of PEG,,,/DMSO
(7:3; v:v); mice in the cyclophosphamide group were
injected s.c. on days 4, 5, 7 and 8 with 30 mg/kg of
cyclophosphamide dissolved in water; mice in the combi-
nation group were treated with both fisetin and cyclo-
phosphamide as described above; mice in the control group
were injected with both vehicles. The 30 mg/kg dose
cyclophosphamide was based on previous work that
showed that doses of 10-40 mg/kg can be administered
daily for prolonged period without undue toxicity [36]. For
comparison purposes, the maximum tolerated dose of
cyclophosphamide in mice is between 186 and 220 mg/kg
when administered as a single dose [37, 38] and 170 mg/kg
when given every 6 days [39]. Therefore, the 30 mg/kg
dose for 4 days used in our experiments can be considered
a low cyclophosphamide dose that was not toxic, based on
body weight data. Tumour measurements were recorded
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three times weekly; the mice were euthanized 15 days after
tumour inoculation.

Microvessel density evaluation

Tumour tissues were harvested, weighed, frozen in iso-
pentane, immersed in liquid nitrogen, and stored at
—70°C until preparation of the histology slides. Ten-
micron frozen tissue sections were placed on Superfrost
Plus slides. Immunostaining of PECAM-1 (monoclonal
rat antibodies anti-PECAM-1 (platelet endothelial cell
adhesion molecule 1), clone MEC13.3; BDPharmingen,
Le Pont-De-Claix, France) was performed using a three-
step procedure as previously described [40]. In brief, the
sections were washed three times in 1x phosphate-buf-
fered saline (PBS) and incubated for 10 min in 0.3%
hydrogen peroxide/PBS. The slides were washed three
times with 1x PBS and incubated with 1% bovine serum
albumin (BSA) at room temperature for 30 min. The
sections were incubated with the rat primary antibodies
anti-PECAM-1 (1:50) in a humidified chamber at 37°C
for 1 h. After three washes in PBS, the slides were
incubated for 30 min with biotinylated-secondary anti-
body with goat anti-rat IgG (1:400). After 3 rinses, slides
were again incubated with the streptavidin-conjugated
peroxidase according to the manufacturer’s instructions
(dilution 1/400). The 3,3’-diaminobenzidine (DAB) sub-
strate was then added for 5-7 min until a brown pre-
cipitate was visible. Sections were rinsed several times in
1x PBS. Sections incubated with BSA instead of the
primary antibodies were used as negative controls. Slides
were counterstained with Gill’s haematoxylin and treated
with a 25% ammonia solution to generate a blue nuclear
stain, dehydrated in graded ethanol solutions and xylene,
and mounted with Eukit®. Microvessel density was
evaluated under the microscope by counting 3 fields at a
magnification of 100x on two different slides. Micro-
vessel density was expressed as the number of PECAM-
1-positive microvessels per mm?Z.

Statistical analyses

Results are expressed as the mean = SEM of at least 3
independent experiments. Comparisons between means
were assessed using the Student ¢ test for unpaired data.
If unequal variance was observed, Welch’s correction
was applied. Comparisons between several groups were
assessed using a one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by the Dunnett’s multiple comparison test,
using an appropriate control group as the reference. The
statistical analyses were performed using the GraphPad
Prism software. A P value <0.05 was considered
significant.
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Results

Fisetin effects on cell viability, cell cycle and apoptosis
of Lewis lung carcinoma (LLC) cells, endothelial cells
(EAhy 926) and normal cells (NIH 3T3)

Fisetin induced a dose-dependent decreased viability in
both Lewis lung carcinoma (LLC) and endothelial cells
(EAhy 926), with ICsos of 59 and 77 UM, respectively, for
a 24-h exposure time (Table 1). Interestingly, normal NIH
3T3 cells were found 3 times less sensitive to fisetin than
either LLC or endothelial cells, with an ICsq of 210 uM
(Table 1). When the incubation time was increased to 48 h,
the differential sensitivity between normal NIH 3T3 cells
and LLC or EAhy 926 cells reached a fivefold difference.

To characterize the mechanism of the cytotoxic/anti-
proliferative effect of fisetin, apoptosis was analysed on
LLC and endothelial cells. Table 2 shows the DNA cell
cycle and sub G distribution of fisetin-treated cells after
48 h exposure at the indicated concentrations. Fisetin
induced apoptosis in a dose-dependent manner in LLC
cells, as measured by cells with sub-G; DNA content. At
low concentrations (22 and 44 uM), fisetin induced apop-
tosis in 5% of LLC compared to 1% in control cells. Higher
fisetin concentrations (175-350 pM) induced higher levels
of apoptosis (29%). Fisetin also induced a dose-dependent
decrease in cells in G1. All tested concentrations of fisetin
induced an accumulation of cells in the G,/M phase
(25-36%) compared to controls.

The fisetin effects on the cell cycle distribution of EAhy
926 endothelial cells differed markedly from the LLC cell
line. Indeed, at low concentrations (22 and 44 pM), fisetin
already induced a higher percentage of apoptotic cells
(11-15%), and at high fisetin concentrations (175 and
350 uM) high levels of apoptosis were achieved (38% and
60%, respectively). As sub-G; apoptosis increased, the per
cent of cells in Gy, S and in G,/M phases decreased

Table 1 Inhibitory concentration for 50% (ICso) of Lewis lung car-
cinoma cells (LLC), EAhy 926 endothelial cells and normal NIH 3T3
cells

Incubation Inhibitory concentration for 50% (ICs) of cells (M)
time (h)

LLC EAhy 926 Normal NIH 3T3
24 59 + 9% 77 £ 9% 210 £ 14
48 27 £ 0.3*% 28 + 0.3* 136 + 13

Cells were exposed to fisetin at various concentrations for 24 or 48 h,
and viability was evaluated by the MTT test. Mean &= SEM of 3
independent experiments each performed in quadruplicate. Statistical
significance assessed by one-way analysis of variance followed by the
Dunnett’s multiple comparison test, using the IC50 of NIH 3T3 cells
as the reference. * P < 0.001
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Tab!e 2 Cell C}fde analysis of Cell line Fisetin Conc (UM) Per cent cell in the indicated phase
Lewis lung carcinoma and
EAhy 926 endothelial cells SubG; Gl S Gy/M
treated with fisetin
Lewis Lung Carcinoma cells 0 1+1 70 £ 1 14 £ 04 15+£1
22 5+1 51+1 19 £ 0.3 25+1
44 5+0.1 39+£1 22 +1 34 £1
87 12 £ 0.1 26 + 1 26 £ 1 36 £1
175 29 £ 1 13 +1 31 +£03 27 £2
350 29£1 14 £1 29 £ 0.1 28 £ 0.3
Cells were exposed to the EAhy 926 endothelial cells 0 4+1 66 + 2 1841 1242
indicated concentrations of
fisetin for 48 h. Cells were 2 42 67£06 =1 2
harvested, fixed, incubated with 44 15+1 65+ 1 12+1 8+£03
propidium iodide and analysed 87 35+£2 52+ 04 9+1 4+1
KZ ﬂovicgéﬁletﬁyj Ceend 175 38+ 1 49 + 1 8+ 1 5+2
ean of 3 independent 350 60 +£03 31+1 741 241

experiments

(Table 2). Contrary to LLC cells, no accumulation of
fisetin-treated endothelial cells was observed in the G,/M
phase.

Fisetin inhibits angiogenesis in vitro
Effect of fisetin on migration of EAhy 926 endothelial cells

We next examined the possible antiangiogenic effects of
fisetin on endothelial cell migration by using the scrape
wound assay. Figure 2 illustrates that at 24-h post-
wounding of confluent EAhy 926 endothelial cells, control
cells migrated and totally filled the scraped area. Fisetin
exposure at 22 and 44 pM (24 h), however, resulted in a
significant dose-dependent decrease in EAhy 926 endo-
thelial cell migration. The calculated ICs for the antimi-
gration effect was 45 £ 0.3 uM (mean &+ SEM from 3
independent experiments).

Effect of fisetin on capillary-like structure formation
on Matrigel

The endothelial cell tube formation assay was used to
investigate fisetin antiangiogenesis effect in vitro. EAhy
926 endothelial cells plated on Matrigel with bFGF formed
a capillary-like network within 24 h, as expected (Fig. 3).
Fisetin at 22, 44 and 87 puM prevented the formation of the
capillary-like network in a dose-dependent fashion. The
calculated ICs for the inhibition of capillary-like structure
formation was 52 &= 7 uM (mean = SEM from 3 inde-
pendent experiments).

Fisetin inhibits angiogenesis in vivo

We then investigated fisetin tumour angiogenesis in vivo.
LLC cells were mixed with Matrigel with increasing

concentrations of fisetin (44-350 pM) and injected s.c. into
the right flank of mice. Fourteen days later, the mice were
killed and the Matrigel plugs removed, weighed and
evaluated for haemoglobin content. The Matrigel plugs
were significantly smaller in the fisetin-treated groups
compared to the controls. Matrigel plug weights decreased
significantly as fisetin concentrations increased (Fig. 4a).
To quantify angiogenesis, the haemoglobin content of the
Matrigel plugs was assayed. As shown in Fig. 4b, fisetin
treatment led to a dose-dependent decrease in Matrigel
plug haemoglobin levels, which became significant at
350 uM. These in vivo results indicate that fisetin can
decrease tumour angiogenesis.

Fisetin antitumour activity in vivo

To determine whether fisetin could inhibit tumour growth
in vivo, fisetin was administered to two groups of 5 LLC
tumour-bearing mice. Mice in the treated group were
injected i.p. with fisetin at 223 mg/kg for 5 consecutive
days during week 1, and for another 5 consecutive days in
week 2. Mice in the control group received solvent on the
same days as the fisetin-treated group. Preliminary exper-
iments showed that fisetin alone was not toxic at this dose
level and schedule of administration. On day 15, tumours
from the mice treated with fisetin were 50% smaller than
control tumours and appeared less vascularized than the
controls (data not shown).

In vivo antitumour activity of the combination of fisetin
and cyclophosphamide

To optimize the in vivo anticancer effect of fisetin found
above, fisetin was next combined with low-dose cyclo-
phosphamide, a cytotoxic drug reported to possess antian-
giogenic properties [39]. Fisetin was administered i.p. at
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Fig. 2 Effect of fisetin on cell migration (scratch wound assay).
EAhy 926 endothelial cells were grown to confluence, and an area
was cleared using a 100-pl pipette tip as described in the “Methods”.
Digital photographs were recorded at a magnification of 100x
immediately after the wounding (Time = 0) and at 24 h (T = 24 h)
after the addition of bFGF (10 ng/ml) for the control, or with bFGF
plus the indicated concentration of fisetin. Scale bar, 40 pm

223 mg/kg daily for 5 days in week 1 (days 4 to 8 post-
tumour implantation), followed by three injections on days
11, 12 and 14 (Fig. 5, triangles). Fisetin treatment led to a
67% tumour growth inhibition compared to the controls
(squares). Low-dose cyclophosphamide was administered
s.c. at 30 mg/kg on four days in week 1 only (days 4, 5, 7,
8) and led to a tumour growth inhibition of 66%, similar to
fisetin treatment (Fig. 5, diamonds). When fisetin and
cyclophosphamide were combined at the same dose levels
and schedules as used above, tumour volumes declined
dramatically, showing 92% inhibition compared to controls
on day 15 (Fig. 5, solid circles). Over the two-week
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treatment, this drug combination was not toxic, showing
only a 4.6% loss in body weight, similar to that of the
fisetin treatment alone (4.3%).

In vivo fisetin antiangiogenic effect

To verify whether the in vivo tumour growth inhibition was
due to an antiangiogenic effect, tumour sections were
stained using PECAM-1 antibodies. PECAM-1 was mainly
expressed in endothelial cell membranes of microvessels,
as expected (Fig. 6a, control). The number of microvessels
expressing PECAM-1 in the fisetin- and in the cyclo-
phosphamide-treated tumours was significantly diminished
compared to those in the control (Fig. 6a, b). However, the
treatment with the fisetin and cyclophosphamide drug
combination led to an impressive and significant decrease
in microvessel density, as depicted in Fig. 6a and b.

Discussion

Although several phytochemicals have been shown to
possess pharmacological properties of potential interest in
cancer prevention and/or therapy, their activity in the
tumour angiogenic process is presently not well understood
[10-14, 20]. Because we recently identified the dietary
flavonoid fisetin as an interesting lead that can stabilize the
cytoskeleton of endothelial cells in vitro at non-cytotoxic
concentrations [15], we were therefore interested to eval-
uate the in vivo antiangiogenic activity of this compound.

The fisetin antiproliferative/cytotoxic activity deter-
mined in this study on LLC and endothelial cells confirmed
its cytotoxic activity reported on other cancer cell lines,
e.g., in prostate [24], liver [23], colon [25], and leukaemia
cells [21]. In this study, normal NIH 3T3 cells were also
found to be about threefold less sensitive to fisetin than
LLC or endothelial cells. It is of interest that the fisetin
relative selectivity towards cancer and endothelial cells,
compared to normal cells, has also been observed in other
studies [20], and this selectivity was also observed on
prostate cancer cells that were shown to be more vulnerable
to fisetin compared to normal prostate cells [24]. This
relatively non-frequent cancer cell selectivity could there-
fore confer a valuable advantage of this compound for in
vivo treatment.

We also observed that fisetin could block LLC cells in
the Go/M phase at low concentrations and could induce
apoptosis in endothelial cells also at low concentrations.
These observations would suggest that fisetin could first act
in vivo on endothelial cells forming the tumour vasculature
and then cause apoptosis of cancer cells in the vicinity of
the blood vessel. Fisetin-induced G,/M cell accumulation
has been previously reported along with decreased activity
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Fig. 3 Effect of fisetin on
capillary-like structure
formation. EAhy 926
endothelial cells were grown on
Matrigel with bFGF (10 ng/ml)
in the absence (control) or
presence of the indicated fisetin
concentrations for a 24-h
incubation period. Digital
photographs recorded at a
magnification of 100x. Scale
bar, 20 pm

Control -

Iisetin 44 M

of several cyclin-dependent kinases [21, 23-25]. The signal
transduction pathways involved in apoptosis include cas-
pase 3 and increased p53 protein [23].

Our data clearly show that fisetin possesses in vitro
antiangiogenic effects, preventing both the migration of
endothelial cells and the formation of capillary-like struc-
tures at low micromolar concentrations. Previous work on
in vitro antiangiogenic effects of fisetin has reported this
effect at similar concentrations [20].

With regard to the relevance of the in vitro fisetin
concentrations used in our experiments, the fisetin plasma
concentrations achieved in mice are in the range of 10 pM
after intraperitoneal administration of a dose of 223 mg/kg
(Touil YS and Chabot GG, unpublished data). In rats, free
fisetin plasma concentrations of 50 pM can also be
achieved after an i.v. dose of 10 mg/kg [41]. These plasma
concentrations are therefore in the range of the concen-
tration used in vitro to show the antiangiogenic effects with
the aglycone (free fisetin). In addition, it should be men-
tioned that because of the presence of 4 OH substituents on
the fisetin molecule, glucuronide and sulphate conjugates
are also present at high concentrations in plasma [41]
(Touil YS and Chabot GG, unpublished data), and these
metabolites could also play a role in the overall antian-
giogenic effects observed in vivo in mice. It is of interest
that flavonoid sulphates and/or glucuronides of closely
related flavonoids (e.g., morin and quercetin) have recently
been shown to display superior bioactivities compared to
their aglycones (free forms) [42]. It should also be men-
tioned that mouse tumours usually have a high beta-

Fisetin 22 uyM

Fisetin 87 pM

glucuronidase and sulfatase activities that could hydrolyse
locally the conjugates to release the aglycone within the
tumour, and therefore contribute to the local antitumour
effect [43].

We next investigated whether these in vitro antiangio-
genic effects could be translated in vivo using Lewis lung
carcinoma-bearing mice. Fisetin was found to cause sig-
nificant tumour growth inhibition when used as a single
agent at non-toxic doses. The mechanism of action
involved in the in vivo fisetin antitumour activity most
likely involves an antiangiogenic effect, as evidenced by a
significant reduction in microvessel density. Although
fisetin’s antiangiogenic activity has been previously
reported in vivo in rabbit eyes, it should be mentioned that
it was by direct application of an emulsion containing
fisetin on the cornea [44] and not by systemic administra-
tion, as in the present study. To our knowledge, this report
is the first describing the fisetin’s in vivo antiangiogenic
activities after systemic administration in mice.

In an attempt to improve fisetin’s in vivo antitumour
effects, we next combined this flavonoid with low-dose
cyclophosphamide, because this cytotoxic agent has
already been shown to improve antiangiogenic therapy [39,
45]. This drug combination clearly led to an impressive
improvement in antitumour effect with a 92% tumour
inhibition at non-toxic dosages of both agents. Although
the fisetin-CPA drug combination is leading to a greater
effect than either drug used alone, the magnitude of this
effect could not be analysed using the Chou and Talalay’s
method because measurements made with single doses of
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Fig. 4 In vivo Matrigel plug angiogenesis assay. Matrigel plugs
containing Lewis lung carcinoma cells were implanted s.c. in mice
with solvent (control = CTL) or with the indicated concentrations of
fisetin. Fourteen days later, the Matrigel plugs were removed and
weighed (a), and the content in haemoglobin was assessed (b), as
described in the Methods. *P value <0.05 and **P value <0.01
compared to controls (Dunnett’s ¢ test). The bar indicated “Matrigel”
indicates the control without Lewis lung carcinoma cells

either drug in a combination can never alone determine
synergism since the sigmoidicity of dose—effect curves and
the exclusivity of drug effects cannot be determined from
such measurements [46]. Because our data present only one
dose level of either drug, we therefore cannot claim syn-
ergism, although there was a marked improvement in the
anticancer activity of either drug at the single-dose level
used, as evidenced by tumour growth curves. Moreover,
the histological examination of the treated tumours clearly
showed that the microvessel density was significantly
reduced in the tumours of mice that received the drug
combination, thus showing that an antiangiogenic effect
was indeed involved in this impressive antitumour activity.

The precise molecular mechanism of action of the
increased antitumour and antiangiogenic activity observed
with the fisetin—cyclophosphamide drug combination is not
precisely known for the moment. Although the antiangio-
genic action of each compound alone is probably playing a
major role in the improved activity of the combination,
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Fig. 5 In vivo antitumour activity of the combination of fisetin with
cyclophosphamide. Twenty mice bearing bilateral Lewis lung
tumours were randomly assigned to four groups of 5 mice as follows:
control, solvent alone (squares); fisetin, 223 mg/kg i.p. on days 4 to 8
and days 11, 12, 14 (triangles); cyclophosphamide, 30 mg/kg s.c., on
days 4, 5, 7, 8 (diamonds); and, the combination of cyclophosphamide
and fisetin (solid circles), both administered at the same dose and
schedule when used alone. Tumour volumes were determined as
described in “Methods”. Mean == SEM. The * indicates a significant
difference (P < 0.05) with the control group, and the # indicates a
significant difference with the Fisetin or the cyclophosphamide group
(ANOVA and Dunnett’s multiple comparison test)

other factors could also be involved. For instance, a phar-
macokinetic interaction would be possible, as was shown
for the drug combination involving thalidomide and
cyclophosphamide [37]. However, it should be mentioned
that such a pharmacokinetic interaction was observed at a
high dose of cyclophosphamide (220 mg/kg) [37], which is
a sevenfold higher dose that the one used in the present
study (30 mg/kg). Further studies will have to address this
issue.

In addition to the stabilization of endothelial cells
cytoskeleton [15], the antiangiogenic effect of fisetin and
consequent antitumour activity could also involve the
inhibition of urokinase plasminogen activator (uPA) in
endothelial cells, as was recently reported [30]. UPA is
over expressed in tumour vessels and is involved in
extracellular matrix degradation responsible for endothelial
cell migration and formation of new tumour blood vessels
[47]. In addition to the Lewis lung carcinoma model, it is of
interest to note that fisetin has recently been reported to be
active in prostate cancer xenografts in nude mice through
the inhibition of androgen receptor signalling, although
angiogenesis was not investigated in this study [32]. Other
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Fig. 6 Evaluation of
microvessel density in Lewis
lung carcinoma tumours.

a Immunohistochemical
evaluation of microvessels in
Lewis lung tumours using
antibodies to PECAM-1 as
described in the Methods
section. The tumours were
treated in vivo with fisetin or
cyclophosphamide alone, and
with the combination of
cyclophosphamide and fisetin.
Scale bar, 100 um.

b Microvessel density (number
of vessels per mm?) in tumours
after in vivo treatment with the
solvent alone (control), with
fisetin or cyclophosphamide
(CPA) alone, or with the
combination of fisetin and
cyclophosphamide (CPA).
Mean + SEM. The asterisks
indicate a P value <0.05
compared to controls (Dunnett’s
multiple comparison test)

Microvessel density
(No. microvessels/mm?)

potential mechanisms of action could involve the direct or
indirect inhibition of other factors involved in the complex
tumour angiogenic process.

Conclusions

The data reported here provide the first evidence that the
dietary flavonoid fisetin can display antiangiogenic and
anticancer activities in vivo in mice bearing Lewis lung
carcinoma. In addition, the remarkable improvement in the
anticancer and antiangiogenic activities of the combination
of fisetin with low-dose cyclophosphamide deserves fur-
ther studies given the fact that cyclophosphamide is used
in several anticancer drug regimens. Optimization of
this drug combination by improved scheduling and/or
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pharmaceutical formulations is therefore warranted. It is
proposed that the relatively non-toxic drug combination
studied in this work, associating a natural compound and a
cytotoxic agent, could be useful in the treatment of solid
tumours.
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The natural flavonoid fisetin (3,3',4’,7-tetrahydroxyflavone) has shown antitumour activity but its admin-
istration is complicated by its low water solubility. Our aim was to incorporate fisetin into a nanoemulsion
to improve its pharmacokinetics and therapeutic efficacy. Solubility and emulsification tests allowed to
develop an optimal nanoemulsion composed of Miglyol® 812N/Labrasol®/Tween® 80/Lipoid ES0® /water
(10%/10%/2.5%/1.2%/76.3%). The nanoemulsion had an oil droplet diameter of 153 & 2 nm, a negative zeta
potential (—28.44+ 0.6 mV) and a polydispersity index of 0.129. The nanoemulsion was stable at 4°C for

II\(I?; Vggﬁsion 30 days, but phase separation occurred at 20 °C. Pharmacokinetic studies in mice revealed that the fisetin
Flavonoids nanoemulsion injected intravenously (13 mg/kg) showed no significant difference in systemic exposure
Fisetin compared to free fisetin. However, when the fisetin nanoemulsion was administered intraperitoneally,
Pharmacokinetics a 24-fold increase in fisetin relative bioavailability was noted, compared to free fisetin. Additionally,
Bioavailability the antitumour activity of the fisetin nanoemulsion in Lewis lung carcinoma bearing mice occurred at

Antitumour activity lower doses (36.6 mg/kg) compared to free fisetin (223 mg/kg). In conclusion, we have developed a stable

nanoemulsion of fisetin and have shown that it could improve its relative bioavailability and antitumour

activity.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Among the plant-derived compounds that have been linked
to the chemoprevention and treatment of cancer, the flavonoids
occupy a special place due to their abundance in human food and
their relative non toxicity (Havsteen, 2002; Lopez-Lazaro, 2002;
Middleton et al., 2000; Surh, 2003).

In a program aimed at finding new antiangiogenic agents in the
flavonoid family, we have recently identified the natural flavonoid
fisetin (3,3',4',7-tetrahydroxyflavone) as an interesting lead that
can stabilize endothelial cells in vitro at non cytotoxic concen-
trations (Touil et al.,, 2009). Fisetin is found in several fruits,
vegetables, nuts and wine (Arai et al., 2000; Kimira et al., 1998)
and displays a variety of biological effects including antioxidant,

Abbreviations: Fisetin, 3,3',4’,7-tetrahydroxyflavone; EAhy 926, immortalized
human umbilical vein endothelial cells; HLB, hydrophilic-lipophilic balance; HPLC,
high performance liquid chromatography; PDI, polydispersity index.
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anti-inflammatory (Park et al., 2007; Woodman and Chan, 2004),
anti-carcinogenic and in vitro anti-angiogenesis (Fotsis et al., 1997).
Fisetin has been shown to inhibit several molecular targets, includ-
ing cyclin-dependent kinases (Lu et al., 2005a,b; Sung et al., 2007),
DNA topoisomerases | and II (Constantinou et al., 1995; Olaharski
et al., 2005), urokinase (Jankun et al., 2006), actin polymerization
(Bohl et al., 2007), and androgen receptor signalling (Khan et al.,
2008).

In vivo, fisetin has recently been shown to possess interesting
anticancer activity in mice bearing lung carcinoma (Touil et al.,
2011), prostate tumours (Khan et al., 2008), and human embryonal
carcinoma (Tripathi et al., 2011). Its in vivo mechanism of action
appears rather complex and includes antiangiogenic, antiandro-
genic and anti-metastatic activities (Chien et al., 2010; Khan et al.,
2008; Touil et al., 2011; Tripathi et al., 2011).

Despite its highly interesting properties for cancer therapy,
fisetin administration in vivo remains problematic partly due to its
poor water solubility (Guzzo et al.,2006; Mignet et al.,2012). Fisetin
bioavailability must therefore be significantly improved in order
to optimize its delivery to tumours after in vivo administration.
Although the design of suitable molecular carriers for flavonoids is
an area of intense research, solutions are still far from being devel-
oped for therapy, and suitable molecular carriers for flavonoids
have yet to be designed and tested (Leonarduzzi et al., 2010). To
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Table 1
Fisetin solubility in various solvents.

Solvents Solubility (mg/g)
Water <1
Ethanol <14
Long chain triglycerides
Soybean oil <1
Carthame oil <1
Medium chain mono- di-or triglycerides
Miglyol® 812 N (capric and caprylic acid triglycerides) <1
Captex® 355 (capric and caprylic acid triglycerides) <1
Labrafac Lipophile WL 1349® (capric and caprylic acid triglycerides) <1
Imwitor® 742 (capric and caprylic mono- di- and triglycerides) <4
Short chain triglycerides: Triacetin (triester of glycerol and acetic acid) <6
Fatty acid esters: Ethyl oleate <1
Capmul® PGS (propylene glycol monocaprylate) <5
Capric acid <1

Table 2

Fisetin solubility in various surfactants.
Surfactants HLB? Solubility (mg/g)
Span® 85 (sorbitan trioleate) 1.8 <2
Labrafil M 1944 CS® (glycerides and PEG 300 ester mixture) 4 <3
Capmul® MCM (mono diglyceride of capric and caprylic acids) 5 <7
Vitamin E TPGS (« tocopheryl acid succinate ester/PEG 1000) 13 <10
Cremophor EL® (polyethoxylated ricin oil) 13 <26
Myrj® 52 (polyoxyethylene glycol 2000 monostearate) 16.9 <30
Tween® 80 (polysorbate 80) 15 <30
Labrasol® (caprylocaproyl polyoxyl-8 glycerides) 14 <54

3 HLB, hydrophilic-lipophilic balance (a value <10 indicates a majority of lipophilic fractions and a value >10 indicates a majority of hydrophilic fractions).

do so, we therefore chose to formulate fisetin into nanoemulsion
in order to hopefully achieve a better bioavailability.

Nanoemulsions represent good vehicles to formulate hydropho-
bic active molecules (Sarker, 2005). For example, nanoemulsions
are widely used for parenteral administration of lipids, and have
also been employed for intravenous administration of anticancer
drugs like paclitaxel (Kan et al., 1999) and chlorambucil (Ganta
etal., 2008). Also noteworthy, nanoemulsion has also been recently
reported to contribute to the in vivo increase in efficacy of
anticancer drugs, e.g., dacarbazine (Tagne et al., 2008) and camp-
tothecin (Han et al., 2009).

The aim of the present study was therefore to design and
characterize a nanoemulsion of fisetin that could be suitable for
parenteral administration. We also evaluated the fisetin nanoemul-
sion pharmacokinetics after intravenous (i.v.) or intraperitoneal
(i.p.) administration in mice, and determined its relative i.p.
bioavailability compared to the i.p. administration of the free
fisetin. Finally, the antitumour activity of the fisetin nanoemulsion
was compared to the administration of free fisetin in Lewis lung
carcinoma bearing mice.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Fisetin (98% purity) was purchased from Shanghai FWD Chemi-
cals Limited (Shanghai, China). The various purified oil phases were
provided by the following companies: soybean oil (Société Indus-
trielle des Oléagineux, Saint Laurent Blangy, France); carthame
oil, ethyl oleate and n-capric acid (Sigma-Aldrich, Saint Quentin
Fallavier, France); Miglyol® 812N and Imwitor® 742 (Sasol Wit-
ten, Germany); Captex® 355 and Capmul® PG-8 (Abitec, Janesville,
WI, USA); Labrafac lipophile WL 1349® (Gattefossé, Saint Priest,
France); triacetin (VWR Fontenay-sous-Bois, France).

The surfactants were purchased from the following companies:
egg lecithin containing 82.3% phosphatidylcholine (Lipoid ES0®,
Lipoid GmbH Ludwigshafen, Germany); polysorbate 80 (Tween®
80), sorbitan trioleate (Span 85®), polyoxyethylene glycol 2000
monostearate (Myrj® 52) (Uniquema, Everberg, Belgium); poly-
oxyethylenated ricin oil (Cremophor EL®, BASF, Ludwigshafen,
Germany); vitamin E TPGS (Eastman Chemical B.V., Paris, France); a
mixture of glycerides and esters of PEG-8 (Labrasol®), a mixture of
glycerides and esters of PEG 300 (LabrafilM 1944 CS®) (Gattefossé
Saint Priest, France); glycerol monocaprylocaprate (Capmul MCM®,
Abitec, Janesville, WI, USA). Glycerol was purchased from Labosi
(Paris, France). Sterile water for injection was from Fresenius-Kabi
(Sévres, France). Sodium hydroxide 0.1 N was from Carlo Erba Reac-
tif SDS (Peypin, France).

The other chemicals used for drug dissolution, plasma
preparation and HPLC analysis were the following: methanol, ace-
tonitrile, perchloric acid (Carlo Erba Reactif SDS, Peypin, France);
DMSO, PEG 200, morin, phosphate buffer (pH 7.4) and mouse
serum (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France). All other

Table 3
Fisetin solubility in various mixtures.

Mixtures (in percent) Solubility (mg/g)

Ethanol/Tween® 80 (2%) <21
Miglyol® 812N/Tween® 80 (2%) <1
Soybean oil/Tween® 80 (15%) <3
Soybean oil/Span 85® (10%) <1
Miglyol® 812N/Span 85® (7.5%) <3
Soybean oil/Labrasol®(50/50) ND?
Miglyol® 812N/Labrasol®(50/50) ND?
Capmul MCM®/Labrasol® (50/50) <21
Tween® 80/Labrasol®(20/80) <45
Tween® 80/Labrasol®/soybean oil (12/44/44) ND?
Tween® 80/Labrasol®/Miglyol® 812 N (12/44/44) <30
Mirj 52®/Solutol HS 15®/Capmul MCM® (57/29/14) <24
Tween® 80/Labrasol®/Capmul MCM® (17/69/14) <40

2 ND, not determined because the phases were not miscible in these proportions.
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chemicals were of pharmaceutical grade or of the highest analytical
purity available.

2.2. Fisetin solubility studies

Fisetin solubility was assessed according to the approached
solubility method (Mulak and Cotty, 1975). Fisetin solubility was
first separately assessed in different oil phases and surfactants,
and thereafter in various mixtures of oil/surfactant (Tables 1-3).
Increasing fisetin concentrations were introduced in the various
phases under agitation and heating at 60 42 °C until a precipitate
was observed. The solubility was determined after cooling at room
temperature.

2.3. Nanoemulsion preparation

Fisetin was dissolved in several fractions in a mixture
of Labrasol®/Tween® 80 heated at 60+2°C under sonication
(Sonifier® 450, Branson, Danbury, CT, USA). This mixture was added
to the oil phase (Miglyol® 812) in which lecithin (Lipoid ES0®)
has previously been dispersed by heating. Aqueous and oil phases
have been heated at 70 & 2 °C thereafter. Emulsification was accom-
plished by phase inversion (Becher, 1965), i.e., the aqueous phase
was added to the oil phase. The mixture was then submitted to
a high shear mixer (Ultraturrax® T25, Ika, Staufen, Germany) for
10minat 21,500 rpm (setat 5) that allowed the formation of a crude
emulsion. An additional 15 min sonication in the cold of the previ-
ous emulsion using a Sonifier® 450 set at 90% and output 3 allowed
to obtain a submicron emulsion. For intravenous (i.v.) and intraperi-
toneal (i.p.) administration, sodium hydroxide 0.1 N was used to
adjust pH to 7.0 and glycerol 2.25% was added to adjust tonicity.
Two methods of sterilization were investigated: steam sterilization
using 120°C, 15 min cycle and filtration through a 0.22 pm filter.

2.4. Nanoemulsion characterization and stability studies

Nanoemulsions were visually inspected for eventual creaming,
coalescence, phase separation and/or precipitation. After dilution
(1/1000) in water, the mean droplet size, size distribution, the zeta
potential (¢), and the polydispersity index (PDI) were determined
using a Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Orsay, France). The
PDI reflects the polydispersity of the emulsion ranging from 0 to 1,
with lower values indicating a more monodispersed suspension.
pH was determined using a pH meter 210 (MeterLab, Copenhagen,
Denmark). A short term stability of the optimized formulations
over a period of 30 days was accomplished at room temperature
(+20+2°C)and at +4 °Cby evaluating the above mentioned param-
eters. Measurements were performed in triplicate.

For the determination of the fisetin concentration, nanoemul-
sions were diluted (1/2000) in methanol, vortexed, and 100 L
were injected onto a reversed-phase HPLC system (Shimadzu
CLASS-VP®, version 5.3), equipped with an octadecylsilane
column (Beckman Ultrasphere ODS, 5 wm; 4.6 mm x 250 mm) ther-
mostated at 20°C, and a UV detector set at 360 nm. The mobile
phase was composed of 25% acetonitrile and 75% acidified water
(2% (v/v) glacial acetic acid), at a flow rate of 1 mL/min. In these con-
ditions the retention time of fisetin was 8 min. The area of the fisetin
peak was reported to a calibration curve to determine the concen-
tration of fisetin. Calibration curves were linear with correlation
coefficients near unity.

2.5. Effect of fisetin nanoemulsion on endothelial cells

Immortalized human endothelial cells (EAhy 926) (Edgell et al.,
1983) were grown in DMEM containing 2 mM L-glutamine, 10%

foetal bovine serum, 100 U/mL penicillin and 100 p.g/mL strepto-
mycin (37°C, 5% CO;). Cells were plated onto 96-well plates at
5000 cells per well in 100 L of culture medium. The fisetin-free
nanoemulsion or the fisetin nanoemulsion were added to the cells
fora2 hexposure time, and the cell morphology was assessed under
microscopy at a magnification of X100 (Nikon Diaphot, Nikon Corp.,
Japan).

2.6. Fisetin pharmacokinetics in mice

2.6.1. Mice and treatments

Female 8 weeks old C57BL/6] mice (body weight 18-22g),
were purchased from Janvier (Le Genest-St-Isle, France). After
an overnight fasting period, mice were administered the vari-
ous treatments as described hereafter. For the intravenous (i.v.)
administration into the tail vein, 21 mice received the free fisetin
formulated in 20% DMSO, 20% PEG 200 and 60% saline at a final
concentration of 1.3 mg/mL (hereafter referred as “free fisetin”).
The total volume injected i.v. was 200 L for a 20 g mouse, which
corresponds to a volume of DMSO of 40 w.L. It should be noted that
an undiluted DMSO volume of 50 L can be administered safely i.v.
to mice without toxicity (Willson et al., 1965), and that in our stud-
ies, the final DMSO dose per mouse corresponds to 40 wL (fora20g
mouse), which was further diluted in saline and injected slowly
over 1 min. We did not encounter any acute mortality using this
formulation in our studies.

A second group of 21 mice received the fisetin nanoemulsion in
a final volume of 50 L, previously sterilized by filtration through
0.22 pm filters. The fisetin dose was 13 mg/kg for the free fisetin or
its nanoemulsion. Mice were sacrificed at 5, 10, 15, and 30 min,
1, 2, and 4h, the blood was obtained by cardiac puncture onto
heparinized syringes, centrifuged (10,000 x g, 10 min), and the har-
vested plasma was kept frozen at —20°C until HPLC analysis. For
the intraperitoneal (i.p.) administration, the free fisetin (prepared
as described above for the i.v. route) was injected at the maximum
tolerated dose by this route (223 mg/kg). The fisetin nanoemul-
sion dose was 112.5 mg/kg corresponding to an injected volume
of 450 L i.p. Three mice per time point were sacrificed at 0, 0.25,
0.5, 1, 2, 4, 8, 15 and 24 h to harvest the blood by cardiac punc-
ture (heparinized syringe). Plasma was obtained by centrifugation
(10,000 x g, 10 min), and frozen at —20°C until HPLC analysis. All
animal experiments have been carried out in accordance with
institutional and French regulations concerning the protection of
animals, and with the European Commission regulations.

2.6.2. Determination of fisetin concentration in plasma

Fisetin concentration in plasma was determined by HPLC as
followed: to 100 wL of plasma was added 60 p.L of a morin methano-
lic solution at 0.5 mg/mL (internal standard), and 200 L of cold
acidified methanol (methanol:perchloric acid 70%, 200:1, v:v) to
precipitate proteins. After vortexing for 5min the samples were
kept on ice for 15 min, and centrifuged at 10,000 x g at 4°C. The
supernatant (100 L) was injected onto a reversed-phase HPLC sys-
tem as described above with the UV detector set at 360 nm. The ratio
of the area of the fisetin peak divided by the internal standard peak
area was reported to a calibration curve to determine the concen-
tration of fisetin. Calibration curves were linear with correlation
coefficients near unity. The quantification limit of the system was
0.1 pg/mL.

2.6.3. Pharmacokinetic parameters determination

The following non compartmental pharmacokinetic parame-
ters were calculated using standard methods (Gibaldi and Perrier,
1982): maximum concentration (Cmax) extrapolated to time zero
for the i.v. route; area under the plasma concentration versus
time curve from time zero to the time of the last measurable
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concentration (AUCy_¢) calculated by the trapezoidal method; ter-
minal half-life =1n 2/K,j, where Ky, is the terminal elimination rate
constant. The mean residence time (MRT) was calculated as the
AUMC/AUC, where AUMC is the area under the first moment
curve. Clearance was calculated as the dose/AUC, and the vol-
ume of distribution Vss as the CL x MRT. The mean absorption
time (MAT) after i.p. administration was calculated as the MRTi.p.
minus MRTi.v. (Gibaldi and Perrier, 1982). Relative bioavailability
(FreL) comparing the free fisetin and its nanoemulsion for the same
route of administration was determined by the following formula:
FreL = (AUCNE x doseggee )/(AUCERgg x dOSeng).

2.7. Evaluation of antitumour activity in mice

Female 8 weeks old C57BL/6] mice (body weight 18-22¢g)
(Janvier, Le Genest-St-Isle, France) were used for antitumour eval-
uation. Lewis lung tumour fragments (about 2 mm diameter) were
implanted subcutaneously (s.c.) bilaterally into mouse flanks using
a 12 gauge trocar. Four days after tumour implantation, the mice
were submitted to the following i.p. treatments (4 mice per group)
for 12 consecutive days (days 4-15): 4 control mice received a
fisetin-free nanoemulsion; 4 mice received the fisetin nanoemul-
sion corresponding to 18.3 mg/kg of fisetin; and, 4 mice were
injected the fisetin nanoemulsion at 36.6 mg/kg. Tumour growth
was assessed using caliper bi-dimensional measurements (in mm)
and the tumour volume (mm?3) was calculated according to the
following formula: (width? x length/2).

2.8. Statistical analysis

Data are presented as the mean + SEM. Comparison between
tumour volumes was assessed by the Student t test.

3. Results
3.1. Fisetin solubility in various solvents

Table 1 presents the solubility of fisetin in various solvents.
Fisetin was not soluble in water (<1 mg/g) and was weakly solu-
ble in ethanol (<14 mg/g). Fisetin was also found weakly soluble for
all the oil phases tested, with a maximum solubility value <6 mg/g
for triacetin and <5 mg/g for propylene glycol monocaprylate.

Table 2 shows fisetin solubility in frequently used surfactants.
In lipophilic surfactants (low HLB value), fisetin solubility was low,
whereas its solubility was markedly increased in hydrophilic sur-
factants with high HLB values. The best surfactant was found to be
Labrasol® which could solubilize up to 54 mg/g of fisetin.

Finally, the solubility values of fisetin using several combina-
tions of oils and surfactants in various proportions are presented
in Table 3. It was found that the mixture composed of Tween® 80
and Labrasol® (20/80) could solubilize fisetin most efficiently up to
a maximal concentration of 45 mg/g.

3.2. Development of a fisetin nanoemulsion

3.2.1. Emulsification capacity

Several nanoemulsion formulations were thereafter tested for
their emulsification capacity and 3 cases could be observed, as
follows (Table 4): (a) no emulsification was obtained for certain
formulations lacking Lipoid® E80 (e.g., formulations 3-7) or con-
taining soybean oil and Capmul® MCM, as in formulation 2; (b)
formation of a nanoemulsion was observed for formulations 1, 8
and 9; (c¢) and, formulation 10 allowed the formation of a clear
solution.

3.2.2. Fisetin incorporation into nanoemulsion formulations

We have next evaluated the maximum quantity of fisetin that
could be incorporated into each nanoemulsion (formulations 1, 8,
9), or solution (formulation 10). Table 4 shows that formulation 1
could incorporate only 1 mg/g of fisetin, whereas formulations 8
and 9 allowed the incorporation of 5 mg/g of the flavonoid. These
formulations were found visually stable on day 1. Although formu-
lation 10 allowed to solubilize up to 16 mg/g of fisetin due to its
higher content in Labrasol® and Tween® 80, it was unfortunately
found to precipitate on day 1 for concentrations of 8 and 16 mg/g,
but was found stable for a fisetin concentration of 4 mg/g.

3.2.3. Choice of final fisetin nanoemulsion formulation

Considering the above results, formulations 8 and 9 were there-
fore considered a good compromise between fisetin content and
nanoemulsion stability. These formulations were further tested
for their particle diameter and polydispersity index (PDI) and it
was observed that preparation 8 containing soybean oil yielded a
nanoparticle diameter of 323 £+ 2 nm with a PDI of 0.153, whereas
preparation 9 containing Miglyol® 812N showed a nanoparticles
diameter of 146 +3nm and a PDI of 0.015. Formulation 9 was
therefore chosen for further in vitro and in vivo testing because
of its good fisetin content, its nanoparticle size and low PDI value.
The final composition of nanoemulsion 9 containing 5 mg/mL of
fisetin was therefore as follows: Miglyol® 812N (10%), Labrasol®
(10%), Tween® 80 (2.5%), Lipoid ES80® (1.2%), glycerol (2.25%), NaOH
(0.1N) to adjust to pH 7, water to 100%.

3.3. Stability of the fisetin nanoemulsion

We next performed short term stability studies of the fisetin
nanoemulsion (preparation 9) over a period of 30 days at room
temperature (20°C) and at 4°C (Table 5) by evaluating particle
diameter, pH, zeta potential and the PDI.

Droplet size of nanoemulsion 9 stored at 20°C increased
markedly as a function of time until phase separation occurred on
day 30, whereas for the 4°C storage condition, particle diameter
remained relatively stable for the 30 day examination period. A
slight decrease in pH was noted at both storage temperatures. For
the zeta potential, negative values were observed and remained
stable over 30 days for the 4 °C storage condition. The PDI presented
an important increase over time at 20°C, whereas it was found
stable and relatively low at 4 °C.In order to be administered via par-
enteral routes, we also checked if the nanoemulsion could sustain
standard steam sterilization conditions (121 °C for 15 min) but this
resulted in phase separation. However, sterilization of nanoemul-
sion 9 has been successfully carried out using a 0.22 pm filter with
preservation of homogeneity and size characteristics.

3.4. Effect of fisetin nanoemulsion on endothelial cells

Free fisetin has been reported to exert a distinct morpholog-
ical effect on endothelial cells that is characterized by the rapid
development of pseudopods at non cytotoxic concentrations (Touil
etal.,2009). We therefore tested if the fisetin nanoemulsion (prepa-
ration 9) could exert the same morphological effects on Eahy
926 endothelial cells to verify if the active principle is indeed
released from the pharmaceutical preparation. Fig. 1A depicts con-
trol endothelial cells exposed to 1% DMSO which show typical
cobblestone appearance, whereas exposure to free fisetin led to the
expected pseudopods formation (Fig. 1B). Endothelial cells exposed
to control nanoemulsion without fisetin resemble normal control
endothelial cells (Fig. 1C), whereas the pseudopods are indeed
observed in the cells exposed to the fisetin nanoemulsion (Fig. 1D).
This observation indicates that fisetin is indeed released from the
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Table 4

Composition of the various emulsions.
Component Formulation number

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Soybean oil 10 10 20 - - - - 10 - -
Miglyol® 812N - - - 10 10 15 20 - 10 -
Triacetin 10 - - - - - - - - -
Capmul MCM® - 10 - - - - - - - 6
Labrasol® - - 20 10 9.6 144 19.2 10 10 27
Tween® 80 2.5 2.5 - 2.5 04 0.6 0.8 2.5 2.5 7
Lipoid E80® 1.2 1.2 - - - - - 1.2 1.2 -
Water 76.3 76.3 60 77.5 80 70 60 76.3 76.3 60
Observations NE? LOEP LOEP LOEP LOEP LOEP LOEP NE? NE? Sol.
Fisetin incorporation on day 1 (mg/g) 1 5 5 4
2 NE, nanoemulsion.
b LOE, lack of emulsification.
¢ Sol., clear solution.

Table 5

Fisetin nanoemulsion (preparation 9) stability parameters.
Parameter Day

0 1 4 7 15 30

Diameter (nm) 20°C 153 +22 189+1 331+7 749+54 2882 +87 Phase separation
Diameter (nm) 4°C 138+5 138+0 152+4 144 +2 147 +£2 154+2
pH at 20°C 7.11+£0.01 6.80+0.02 6.61+0.02 6.51+£0.02 6.42+0.01 -
pHat4°C 7.09+£0.01 6.79+0.02 6.81+0.02 6.65+0.03 N.D. 6.53+0.01
Zeta potential, ¢, 20°C (mV) —-28.4+0.6 -30.8+0.9 —-348+14 —-40.3+0.4 -39.9+0.5 -
Zeta potential, £, 4°C (mV) -327+1.1 -26.7+1.0 -33.5+0.5 -34.7+1.6 -325+£29 -34.1+£25
PDIP 20°C 0.129 0.090 0.201 0.371 1.000 -
PDIP 4°C 0.151 0.157 0.136 0.128 0.147 0.115

2 Mean + SEM of 3 determinations.
b PDI, polydispersity index.

nanoemulsion and can exert similar morphological effects as the first examined the intravenous route (i.v.) by injecting the free

free fisetin on endothelial cells. fisetin formulation or its nanoemulsion at a dose of 13 mg/kg. We
noted a very similar pharmacokinetic profile between the two for-
3.5. Fisetin nanoemulsion pharmacokinetics in mice mulations with plasma concentrations versus time curves almost

superimposable (Fig. 2). Indeed, similar pharmacokinetic param-
The developed fisetin nanoemulsion (preparation 9) was next eters in terms of Cmax, AUC and terminal half-life were observed
administered in vivo to evaluate its pharmacokinetics in mice. We for both formulations (Table 6). The i.v. route administration of the

Fig. 1. Morphologic effects of fisetin on Eahy 926 endothelial cells after a 2 h exposure period. (A) Control with 1% DMSO; (B) free fisetin (25 pwg/mL); (C) fisetin-free
nanoemulsion (0.25%); (D) fisetin nanoemulsion 12.5 pg/mL. Original magnification, 100 x.
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Table 6

Fisetin pharmacokinetic parameters after intravenous or intraperitoneal administration of free fisetin and fisetin nanoemulsion in mice (preparation 9).

Intravenous Intraperitoneal
Parameter Free fisetin Fisetin nanoemulsion Free fisetin Fisetin nanoemulsion
Dose (mg/kg) 13 13 223 1125
Crmax (pug/mL) 6.0 53 2.53 22.96
Elimination constant, K¢ (h=") 1.136 1.072 0.165 0.226
Terminal half-life (h) 0.61 0.65 4.19 3.07
AUCo_¢ (ngh/mL) 1.12 1.13 4.07 48.53
AUMC (g h?/mL) 1.09 1.12 28.26 143.56
Mean residence time (MRT) (h) 0.97 0.99 6.95 2.96
Mean absorption time (MAT) (h) - - 5.98 1.97
Clearance (CL) (L/kg/h) 11.64 11.50 54.80 2.32
Volume of distribution, Vss (L/kg) 11.33 11.36 380.62 6.86
Relative bioavailability,? Fpe - - 1 24

2 Fre1 =(AUCNg x doserreg )/(AUCrree x dOSenE ).

fisetin nanoemulsion was however found relatively toxic, because
we noted a mortality rate of 3/21 mice (14%), apparently due to the
rapid administration.

In order to avoid the acute toxicity of the i.v. administration,
we next explored the intraperitoneal (i.p.) route. For the fisetin
nanoemulsion, a comparison of its pharmacokinetics after i.p.
administration with the free fisetin injected by the same route is
presented in Fig. 3. Compared to the i.p. administration of the free
fisetin, it can be seen that the injection of the fisetin nanoemul-
sion led to a significant increase in fisetin plasma concentrations,
even at a fisetin nanoemulsion dose (112.5mg/kg) half that of
the free fisetin dose (223 mg/kg). The pharmacokinetic parame-
ters presented in Table 6 indicate that not only the maximum
plasma concentrations reached were higher for the nanoemulsion,
but the relative bioavailability was 24-fold higher compared to the
free fisetin. This increase in bioavailability with the nanoemulsion
appears to be due to a faster absorption with this drug formula-
tion as shown by a shorter mean absorption time (MAT) of 1.97 h
compared to 5.98 h for the free fisetin. It is also noteworthy that
following the i.p. administration of the fisetin nanoemulsion, no
mortality was observed.

3.6. Fisetin nanoemulsion antitumour activity in mice

We were next interested to evaluate the antitumour activity
of the developed fisetin nanoemulsion (preparation 9) in Lewis
lung carcinoma bearing mice. A group of 4 control mice received
the empty nanoemulsion and 2 other groups of 4 mice received
the fisetin nanoemulsion at an equivalent dose of fisetin of 18.3
and 36.6 mg/kg administered i.p. for 12 days starting on day 4
post tumour implantation. Results depicted in Fig. 4 show that the
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Fig. 2. Fisetin pharmacokinetics in mice after intravenous administration of free
fisetin (dotted line) at 13 mg/kg, and after the intravenous administration of fisetin
nanoemulsion at 13 mg/kg (solid line). Error bars, SEM.
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Fig. 3. Fisetin pharmacokinetics in mice after intraperitoneal administration of free
fisetin (dotted line) at 223 mg/kg, and after intraperitoneal administration of fisetin
nanoemulsion at 112.5 mg/kg (solid line). Mean 4+ SEM.
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Fig.4. Antitumour activity of the nanoemulsion of fisetin. Lewis carcinoma bearing
mice received the fisetin nanoemulsion (NE Fisetin) by intraperitoneal injection at
18.3 and 36.6 mg/kg for 12 consecutive days (indicated by arrows). Control mice
received the nanoemulsion without fisetin (NE control). The asterisks represent a P
value significant at 0.05 (*), 0.01 (**) or 0.005 (***) level. Mean + SEM of 8 tumours
per time point.
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fisetin nanoemulsion can significantly inhibit tumour growth in a
dose-dependent manner, even at these relatively low dose levels
of fisetin.

4. Discussion

The main objectives of this study were to develop a
nanoemulsion of the hydrophobic flavonoid fisetin, determine
its pharmacokinetics in mice, and evaluate its anticancer activ-
ity in vivo. The first problems encountered were the low fisetin
solubility in the classical oil phases usually employed in formu-
lation, e.g., soybean oil or medium chain triglycerides (Date and
Nagarsenker, 2008). The best solubility was observed with triacetin,
ashort chain triglyceride composed of triester of glycerol and acetic
acid. However, triacetin does not exhibit remarkable emulsifying
properties (Poullain-Termeau et al., 2008). Fisetin was also found
weakly soluble in lipophilic surfactants, but was more soluble in
hydrophilic surfactants. As a matter of fact, the maximum solu-
bility was observed with Labrasol®, a mixture of triglycerides and
polyethylene glycol esters possessing a hydrophilic-lipophilic bal-
ance of 14. We did not observe any synergistic effect between the
oil phase and surfactant, be it hydrophilic or lipophilic. Hence, the
fisetin low solubility in lipid phases leads to a weak association
of the active principle in this phase and therefore requires more
solubilising surfactant, as previously reported for a nanoemulsion
of carbamazepine (Kelmann et al., 2007). We finally found that the
best mixture was the one composed of Labrasol®/Tween® 80 which
allowed to achieve an acceptable fisetin concentration of 5 mg/mL.

Although Labrasol® has already been employed in injectable
preparations (Nornoo et al., 2008), no standard preparation has
been developed so far, to our knowledge, with this proprietary for-
mulation. Labrasol® is mostly used in auto-emulsifying systems for
oral administration (Kommuru et al., 2001) and it has been shown
to increase oral absorption of hydrophilic drugs, e.g., gentamicin
(Hu etal., 2001). Available toxicity data on Labrasol® show that it is
relatively non toxic when given orally to rats with a LD50 of 22 g/kg
(Gad et al., 2006). However, acute toxicity data are not available
for the intravenous or intraperitoneal routes. In our experiments, a
mortality rate of 14% was noted for the i.v. route, whereas no mor-
tality was observed for the i.p. route. The other components of the
nanoemulsion are not likely to contribute to acute toxicity because
medium chain triglycerides (e.g., Miglyol® 812N) and lecithins are
already widely used in injectable preparations. Tween® 80 can also
be ruled out in this toxicity because it is frequently used at high
concentrations, e.g., 25% in docetaxel preparation without appar-
ent toxicity (Strickley, 2004). Therefore, a compromise will have
to be found between the toxicity of the excipient and the final
concentration in fisetin.

With regard to the physico-chemical properties of the fisetin
nanoemulsion, it was found that the preparation contain-
ing Miglyol® 812N (No. 9) showed acceptable fisetin content,
nanoparticle size and PDI. This fisetin nanoemulsion was
found to be unstable at room temperature with increasing diam-
eter and PDI values over time, with phase separation occurring
on day 30. This relatively slow process could be explained by the
Ostwald ripening in which larger particles grow at the expense of
smaller ones due to the higher solubility of the smaller particles
and to molecular diffusion through the continuous phase (Capek,
2004). This phenomenon finally ends up in the coalescence of the
emulsion (Tadros et al., 2004). Because this phenomenon is tem-
perature sensitive, it was noted that nanoemulsions kept at 4°C
were remarkably stable with almost unchanged particle diameter
and PDI over the 30 day examination period. PDI smaller that 0.250
are considered acceptable for parenteral preparations (Miiller
et al., 2004). However, it was also noted, as expected, that the

nanoemulsion was particularly unstable in steam sterilization con-
ditions (121 °C, 15 min) probably due to the non-ionic surface active
agents which are not stable at high temperatures (Nornoo et al.,
2008). To overcome this problem, sterilization by filtration could
therefore be employed for nanoemulsions (Floyd, 1999). The for-
mulated fisetin nanoemulsion presented a negative zeta potential
which is probably due to the anionic fractions of the employed
lecithin (Wang et al., 2006).

We have observed that fisetin nanoemulsion could exert its dis-
tinct morphological effects on endothelial cells similar to the free
fisetin (Touil et al., 2009) indicating that fisetin could be released
from its nanoemulsion formulation. These morphological changes
on endothelial cells are attributed to a stabilization of the cytoskele-
ton as previously shown by increased acetylated alpha tubulin
(Touil et al., 2009).

Concerning the i.v. administration of the free fisetin and its
nanoemulsion, we did not observe any pharmacokinetic differ-
ence, as expected for a classical emulsion, contrary to what is
observed for a pegylated formulation which can increase the resi-
dence time (Reddy and Venkateswarlu, 2005). As a matter of fact,
upon injection of a classical emulsion, the particles interact with
the apolipoproteins and are captured by the reticulo-endothelial
system leading to their rapid elimination from the blood com-
partment (Kawakami et al., 2000). One possibility to increase the
residence time using the i.v. administration would be to pegylate
the emulsion that could increase the surface hydrophilic properties
by forming a steric barrier that could result in a longer retention
time in plasma (Tamilvanan, 2004).

We demonstrated that the i.p. administration of the fisetin
nanoemulsion led to a significant improvement in bioavailability
compared to the i.p. administration of the free fisetin, with a 24-
fold increase in relative bioavailability compared to the free fisetin
administered via the same route. This could be due to a faster
absorption phase from the peritoneal cavity with the nanoemulsion
compared to free fisetin. As a matter of fact, the mean absorption
time was shorter with the nanoemulsion (2 h) compared to the free
fisetin (6 h). Similar results were reported for the hydrophobic tax-
oid paclitaxel where i.p. administration was leading to a significant
improvement in bioavailability compared to the i.v. administra-
tion (Soma et al., 2009). In addition, this enhanced bioavailability
of the fisetin nanoemulsion is also probably resulting from the
unique lymphatic distribution after i.p. administration which is a
favourable property, especially with anticancer drugs that must
access lymph nodes which are frequently harbouring metastases
(Nishioka and Yoshino, 2001).

We also demonstrated that the fisetin nanoemulsion could elicit
a significant antitumour activity in vivo in Lewis lung tumour bear-
ing mice. It is noteworthy that a relatively low dose of the fisetin
nanoemulsion corresponding to 36.6 mg/kg of fisetin was able to
reduce by 53% the tumour volume, whereas a 6-fold higher dose
(223 mg/kg) was required to obtain a similar tumour growth inhibi-
tion with the free fisetin, as recently reported by Touil et al. (2011).
This indicates that the nanoemulsion of fisetin is favourable to its
anticancer action in vivo probably by increasing its bioavailability,
as shown in this study.

5. Conclusion

In conclusion, we have developed a nanoemulsion of fisetin
that allowed to solubilize a relatively high concentration of fisetin
(5mg/mL), thanks to the use of two surface active agents, i.e.,
Tween® 80 and Labrasol®. However the latter agent appeared
to be relatively toxic when using the i.v. route, but was not
found toxic by the i.p. route. The developed fisetin nanoemulsion
could also markedly increase the bioavailability of fisetin after i.p.
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administration and was also found to significantly improve its anti-
tumoral activity in tumour bearing mice compared to the free
fisetin. The developed nanoemulsion of fisetin could therefore
advantageously be employed to improve the antiangiogenic and
anticancer activities of this flavonoid, as well as other flavonoids
sharing the same problems of in vivo administration.
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Caractérisation de modeles de tumeurs murines et leurs applications en

thérapie anti-angiogénique vectorisée

Résumé

La premiére partie de ce travail de thése a permis de sélectionner parmi un panel de 15 tumeurs
murines, les modeéles les plus appropriés pour I'étude de molécules a potentiel anti-angiogénique. Deux
tumeurs ont été choisies, la tumeur de poumon (Lewis Lung carcinoma, LLC) pour laquelle une forte
vascularisation a été observée et la tumeur de célon (colon tumor 26, C26) pour laquelle I'expression des
intégrines avB3 et de la sélectine-E a été observée. Les modéles de cblon C26 implantés en sous-cutané
(ectopique) et sur le caecum (orthotopique) ont été développés et caractérisés par différentes modalités
d’'imagerie. L’imagerie optique s’est montrée adaptée uniquement pour la détection précoce des tumeurs,
tandis que I'imagerie par résonance magnétique et 'imagerie par ultrason se sont avérées des techniques
tres adaptées pour le suivi de la croissance des tumeurs implantées en ectopique et en orthotopique. Le
développement et la caractérisation de ces modéles se sont révélés tres utiles pour la deuxiéme partie de
nos travaux, notamment pour I'évaluation antitumorale d’un flavonoide la fisétine.

La fisétine est un flavonoide naturel (3,3',4',7-tetrahydroxyflavone) ayant montré une activité anti-
angiogénique et des propriétés anticancéreuses. Etant donné sa faible solubilité dans I'eau, une forme
liposomale a été développée afin de faciliter son administration systémique. La compatibilité de la
formulation fisétine avec les milieux biologiques et son co(t de production, ont été pris en compte. Une
taille nanométrique (173.5 + 2.4 nm), une haute homogénéité (index de polydispersité 0.181 + 0.016) et un
fort taux d’encapsulation (58 %) ont été obtenus pour la formulation DOPC/Chol/DODA-PEG2000. Les
résultats in vitro ont montré que cette formulation conserve les propriétés de la fisétine en terme de
cytotoxicité et de morphologie sur différentes lignées cellulaires. L’encapsulation de la fisétine dans un
liposome a également permis d’augmenter la biodisponibilité de la fisétine en comparaison avec la fisétine
libre. De plus, une efficacité antitumorale plus importante de la fisétine liposomale comparée a la fisétine
libre a été obtenue aprés injection d'une faible dose (21 mg/kg) sur la lignée tumorale LLC. Cette
formulation pourrait donc avantageusement étre employée pour la formulation de composés de la famille
des flavonoides.

Summary

The first part of this study was to assess and compare fifteen widely used tumour models to select
the ones most suitable for angiogenesis research. Two tumours were selected: a lung tumour (Lewis lung
carcinoma, LLC) for its high vascularization and a colon carcinoma (colon tumour 26, C26) because it
expresses both integrin avB3 and E-selectin. CT26 tumours were implanted subcutaneously (s.c.) in Balb/c
mice for the ectopic model, or into the caecum for the orthotopic model. Tumours were evaluated by
histology, spectrofluorescence, bioluminescence (BLI), magnetic resonance imaging (MRI) and ultrasound
imaging (US). BLI was found to be more appropriate for early tumour detection, whereas MRI and US
afforded excellent non invasive imaging techniques to accurately follow tumour growth of both ectopic and
orthotopic tumour models. These models were very useful to investigate antiangiogenic therapies, in
particular during the preclinical development of fisetin as an antiangiogenic agent.

The natural flavonoid fisetin (3,3',4',7-tetrahydroxyflavone) has been shown to possess
antiangiogenic and anticancer properties. Because of the limited water solubility of fisetin, our aim was to
design and optimize a liposomal formulation that could facilitate its in vivo administration. A liposomal
formulation was developed with DOPC and DODA-PEG2000, possessing a diameter in the nanometer
scale (173.5 £ 2.4 nm), a high homogeneity (polydispersity index 0.181 + 0.016) and a high fisetin
encapsulation (58%). Liposomal fisetin retained the cytotoxicity and typical morphological effect of free
fisetin in different tumour and endothelial cell lines. This liposomal formulation allowed to markedly increase
the bioavailability of fisetin after i.p. administration. In addition, low dose of liposomal fisetin (21 mg/kg)
improved fisetin antitumoral activity in LLC tumor bearing mice compared to the administration of free
fisetin. This liposomal formulation could therefore advantageously be employed to improve the
antiangiogenic and anticancer activities of this flavonoid, as well as other flavonoids sharing similar
problems of in vivo administration because of their inherent low water solubility.



