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Introduction générale
Introduction générale

D’aprés le dernier rapport publié par I’Institut National du Cancer (INCa) et en lien avec le
rapport technique rendu par I’Institut de veille sanitaire (inVS) (Leone et al., 2015), les
données pour 2015 estiment a 385 000 le nombre de nouveaux cas de cancer et 149 500 le
nombre de décés associés a cette maladie, hommes et femmes confondus. Entre 2011 et 2015,
I’incidence des cancers est estimée a la baisse pour les hommes et en légére hausse pour les
femmes alors que le taux de mortalité reste stable pour les deux sexes. Cette stabilité du taux
de mortalité est observée depuis 2005 (Bindert-Foucart et al., 2013) malgré un vieillissement
de la population et une incidence des cancers qui ne diminue que tres légérement. Cela
témoigne de I’efficacité des "plans cancer" qui, depuis leur création en 2003, ont permis une
nette évolution des méthodes de diagnostic, de dépistage et de traitement améliorant ainsi la
prise en charge précoce des patients et les taux de guérison. Pour autant, de nombreux progres

sont encore a faire et le cancer reste une préocupation majeure concernant la santé publique.

En témoignent, les axes de recherche privilégiés par le plan cancer 2014-2019, soit : une
meilleure identification des populations a risque, la modélisation des grands processus
tumoraux ainsi que I’amélioration de la compréhension de 1’échappement tumoral et des
relations hoéte-tumeur (INCa, 2014). Ces directives s’inscrivent dans la continuité d’une
recherche qui, depuis une vingtaine d’années maintenant, s’attele au développement de
thérapies dites ciblées. Ces thérapies s’appuient sur la compréhension du développement
tumoral. Elles visent a blogquer ou déstabiliser des processus propres aux tumeurs afin de
limiter leur développement et/ou d’entrainer leur mort. Un ciblage efficace permet de
minimiser ’impact des thérapies sur les cellules saines. Bien que de grand progrés aient été
effectués, la majorité des traitements actuels sont encore lourds pour les patients et les
phénomenes de récidives restent présents. Améliorer notre compréhension des mécanismes
développés par chaque type de cancer reste donc un enjeu primordial afin de traiter les
patients plus efficacement.

L’un des mécanismes communs a de nombreux types de cancer se manifestant par des

tumeurs solides est I’angiogénése tumorale. Ce processus correspond au recrutement,

par la tumeur, de nouveaux vaisseaux sanguins. Il a été mis en évidence pour la premiere
fois par le docteur Judah Folkman en 1971 (Folkman, 1971a). Suite a diverses expériences en

laboratoire et & de nombreuses observations en chirurgie, il fait le postulat qu’une tumeur ne
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peux excéder une taille de quelques millimétres cubes si son approvisionnement en nutriments
et en oxygeéne se fait uniquement par diffusion dans les tissus. Comme un organe sain, la
tumeur a besoin d’étre alimentée par la circulation sanguine pour continuer a proliférer. Si elle
n’est pas vascularisée, la tumeur restera dans un état de dormance ou un pseudo-equilibre
existe entre le nombre de cellules mitotiques et le nombre de cellules apoptotiques. Cette
étude donna naissance au premier concept de thérapie anti-angiogénique. Celui-ci stipule
qu’en empéchant la vascularisation de la tumeur ou en détruisant les vaisseaux sanguins qui
I’alimente, sa croissance peut étre stoppée. C’est une des premieres notions de thérapie ciblée.

Bien que critiqué au départ, ce concept a conquit de nombreuses équipes de recherches qui
ont participé a décrypter le phénoméne de I’angiogénése de maniére a mettre en place une
stratégie efficace pour le contrer. La découverte, dans les années 1980, du facteur pro-
angiogénique nommé facteur de croissance de I’endothélium vasculaire (VEGF), fut un
nouveau pas dans I’avancée vers la compréhension du mécanisme de 1’angiogénese (Shing et
al., 1984). Il fallu attendre 2004, pour que soit mis sur le marché le premier anticorps
monoclonal humanisé dirigé contre le VEGF, le bevacizumab (Avastin®) (Ferrara et al.,
2004). Utilisé chez des patient atteints de cancers du colon métastatiques en association avec
la chimiothérapie de référence (Irinotecan), ce traitement fut le premier depuis de nombreuses
années a augmenter la survie sans progression de la maladie (6 mois en moyenne)
(Hurwitz et al., 2004) et concrétisa par la méme occasion ce qui fut pour le Dr Folkman, le

combat d’une vie.

Aujourd’hui, le développement de nouvelles thérapies anti-angiogéniques reste un enjeu
majeur dans la lutte contre le cancer. En effet, le pas en avant qu’avait marqué I’utilisation de

® & sa commercialisation en 2004 est a prendre aujourd’hui avec du recul. Il

I’Avastin
représente un codt élevé, pour un taux de survie sans progression assez faible et peut
provoquer des effets secondaires conséquents (Delage, 2015).

Cette efficacité limitée provient du fait que 1’angiogénése est bien plus complexe
qu’imaginée au départ. Elle se déclenche suite a 1’activation d’un "interrupteur angiogénique”
qui fait passer la tumeur de la phase dormante a la phase invasive (Folkman et al., 1989). Pour
déclencher ce processus, des signaux moléculaires pro-angiogéniques sont envoyés de la
tumeur vers les vaisseaux sanguins les plus proches. En se fixant aux vaisseaux sanguins, ces
facteurs pro-angiogéniques vont entrainer la formation de nouveaux capillaires qui viendront
irriguer la tumeur. L’angiogénése est naturellement régulée chez un individu sain, mais lors

d’apparition de tumeurs, des facteurs tels que le stress hypoxique (manque d’oxygeéne) ou la
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présence d’oncogenes vont déstabiliser 1’équilibre en place. Une surproduction de molécules
pro-angiogeniques peut alors étre observée, allumant ainsi 1’ "interrupteur angiogénique™ et
laissant libre cours a la formation anarchique de nouveaux vaisseaux sanguins pour nourrir la
tumeur (Bergers and Benjamin, 2003).

L’échange de signaux entre tissus tumoraux et tissus sains s’cffectue dans le
microenvironnement tumoral. Cet environnement bien particulier a fait ’objet de
nombreuses études et semble comporter de potentielles cibles thérapeutiques et/ou marqueurs
de pronostic des cancers. Caractérisé par des conditions physicochimiques particulieres
(micro-acidité, faible taux d’oxygéne), il est la zone de front entre la tumeur et
I’environnement sain de 1’hote (Witz and Levy-Nissenbaum, 2006). Le microenvironnement
tumoral est un territoire d’échange entre la tumeur et son héte par le biais de signaux
moléculaires produits par chacun des partis. Des petits oligosaccharides et peptides en passant
par les protéines et enzymes complexes, ces signaux vont permettre a la tumeur de proliférer
tout en échappant a la réponse immunitaire. Les enzymes hydrolytiques notamment, jouent
un réle prépondérant en régulant la disponibilité de nombreux facteurs pro-tumoraux au
sein du microenvironnement. Certaines sont largement surexprimées et/ou hypersécrétées

par les tumeurs telles que des protéases et des glycosidases (Kallunki et al., 2013).

Au sein des glycosidases, une enzyme bien particuliére, I’héparanase, est hypersécrétée
dans de nombreux cas de cancers (Parish et al., 2001a). Cette endo-B-D-glucuronidase est
capable d’hydrolyser les chaines d’héparane sulfate situées sur les protéoglycanes de la
matrice extracellulaire, ou de leur membrane basale. L’héparane sulfate est un
glycosaminoglycane impliqué dans la maintenance de la structure de la matrice extracellulaire
ainsi que dans les phénomenes d’adhésion cellulaire et de signalisation (Sanderson, 2001). Sa
structure polysulfatée offre de nombreux sites de liaison et lui confere un réle de "stockage"
de différents facteurs de croissance cellulaire impliqués dans 1’angiogénése. Par I’hydrolyse
des chaines d’héparane sulfate, ’héparanase entraine d’une part, un remodelage de la
matrice extracellulaire et d’autre part, la libération des facteurs de croissances et des
molécules de signalisation (Barash et al., 2010). De cette maniére, 1’héparanase participe a
des processus physiologiques tels que la réparation tissulaire ou pathologiques tels que
I’inflammation, I’angiogéneése tumorale et la dissémination métastatique (Vlodavsky et al.,
2008). Cette enzyme semble donc une cible d’intérét en cancérologie et son inhibition est
considérée comme une stratégie anti-angiogénique des plus prometteuses (Pisano et al.,
2014).
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Dans cette thématique de recherche d’un inhibiteur efficace de I’héparanase, les héparines,
des polysaccharides sulfatés d’origine animale, se sont avérées étre les cibles les plus étudiées
(Parish et al., 1999). Leur structure est identique au substrat naturel de 1’héparanase qu’est
I’héparane sulfate, a la différence prés, que les héparines possedent plus de sites sulfatés sur
leurs chaines. Les héparines sont déja largement utilisées en médecine pour leur activité anti-
coagulante et possedent d’autres activités biologiques qui les rendent peu spécifiques dans le
cadre d’un traitement anti-héparanase (Presta et al., 2003). La recherche de molécules mimant
les héparines et [’utilisation de méthodes de modifications physicochimiques et
biotechnologiques (dépolymeérisation, acétylation, glycol-split...) des héparines a permis
d’obtenir des composés ayant une spécificit¢ plus forte envers 1’héparanase tels que
Muparfostat® ou Roneparstat® (Naggi et al., 2005; Parish et al., 1999). Mais la difficulté
d’obtention d’héparines purifiées peut apparaitre comme un frein. Pour cette raison, la
recherche de nouvelles matiéres premieres, potentielles sources d’inhibiteurs de

I’héparanase et de I’angiogénése tumorale semble une alternative prometteuse.

C’est dans ce contexte de recherche que s’inscrit ce projet de thése soutenu par le Comité
Départemental de la Charente-Maritime de la Ligue Contre le Cancer. Ce projet vise a
concevoir des polysaccharides sulfatés, analogues des héparines et ayant des propriétés anti-
angiogéniques via une inhibition ciblée de ’héparanase sécrétée dans le microenvironnement
tumoral. Cette stratégie s’appuie sur des précédents travaux de thése soutenus par la Ligue
Contre le Cancer et réalisés de 2011 a 2014 par le Dr Oussama Achour (Achour, 2014). Ces
travaux avaient notament permis le développement d’une méthode de dépolymérisation
physicochimique appliquée aux héparines et dont les dérivés produits avaient montré une
inhibition intéressante de I’héparanase pour une activité anticoagulante réduite (Achour et al.,
2016, 2013).

Les travaux présentés dans ce manuscrit s’ inscrivent donc dans la logique des précédents.

Pour cela, la méthode de dépolymérisation physicochimique développée en 2013,

combinant les ultrasons au peroxyde d’hydrogéne, a été appliquée sur des polysaccharides

sulfatés issus de sources végétales, animales ou bactériennes. Elle a été utilisée seule ou en

association avec un procédé de modification chimique, le glycol split (Naggi et al., 2005), de
maniere a moduler les activités biologiques des polysaccharides de départ. Afin d’identifier
des composés alternatifs aux héparines parmi les dérivés produits, les activités recherchées

étaient : une forte inhibition de I’héparanase, une faible toxicité envers les cellules
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endothéliales ainsi qu’un impact réduit sur la coagulation. Les meilleurs candidats ont

alors été testés sur un modele d’angiogénese 3D in vitro, congu pour reproduire les conditions

physicochimiques du micoenvironnement tumoral.

La présentation de ces travaux s’articulera donc comme suit :

Dans une étude bibliographique, nous décrirons dans un premier temps le phénoméne
d’angiogénese et les étapes de son développement en conditions physiologiques et
pathologiques. Dans un second temps, nous présenterons les thérapies anti-angiogeniques
actuellement utilisées en clinique et nous traiterons des bénéfices et des risques associés a leur
utilisation. Pour terminer, nous aborderons le microenvironnement tumoral, son hétérogénéité
et nous nous intéressrons de maniere détaillée a 1’héparanase, I’hydrolase ciblée dans ce

projet, en décrivant son fonctionnement et les stratégies de conception de ses inhibiteurs.

A la suite de cette étude bibliographique, les objectifs de ces travaux de these seront
exposés puis les principaux résultats obtenus seront déclinés en deux chapitres, chacun

comportant une publication acceptée dans un journal a comité de lecture.

e Le premier chapitre concerne la conception de polysaccharides sulfatés de bas poids
moléculaires potentiels inhibiteurs de I’héparanase.
Il est composé d’une étude préliminaire de "screening" effectuée sur différents
polysaccharides sulfatés tels que les héparines, les chondroitines-4-sulfate, les
dextrans sulfate, les carraghénanes lambda/Kappa/lota et les fucoidanes. Cette étude
consiste a évaluer I’effet de la dépolymérisation physicochimique et du procédé de
glycol-split sur les activités anti-coagulantes et anti-héparanase des différents
polysaccharides sulfatés. Ces résultats préliminaires sont suivis d’un article publié en
février 2017 dans le journal "Carbohydrate polymer" présentant les meilleurs
candidats obtenus via dépolymérisation couplée au glycol split d’échantillons
d’héparines et carraghénanes-A et caractérisés par une forte activité anti-héparanase et
une faible activité anti-coagulante. Une étude utilisant la méthode UHPLC-MS est
alors présentée a la suite de ces travaux publiés et propose une premiére élucidation de

la structutre des dérives de carraghénanes-A produits.
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e Le second chapitre concerne I’évaluation du potentiel anti-angiogénique des composes
montrant une inhibition élevée de 1’héparanase. Les résultats sont regroupés dans un
article accepté pour publication dans le journal "Marine Drugs"” le 27 avril 2017. Cet
article présente la caractérisation du phénotype d’expression de 1’héparanase par
différentes lignées de cancers mammaires (MCF-7) et (MDA-MB-231) dans des
conditions physiologiques ou proches de celles du microenvironnement tumoral. Il
décrit également 1’évaluation du potentiel anti-angiogénique des meilleurs candidats
inhibiteurs de 1’héparanase (développés chapitre 1) via utilisation d’un modéle
Matrigel 3D en conditions de stress hypoxique et nutritif. L’impact sur I’angiogénese
de la supplémentation avec un milieu riche en héparanase provenant de surnageant de

culture de la lignée MCF-7 y est aussi présentée.

Enfin, ces travaux seront discutés dans le contexte global du projet de conception de
d’inhibiteurs spécifiques de 1’héparanase pour I’inhibition de 1’angiogénése dans lequel
s'integre la thése, puis les perspectives envisagées pour la suite du projet seront exposées et

viendront clore ce manuscrit.
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Etude Bibliographique — L’ Angiogénése
1 L’angiogénése

1.1 L’angiogénése : un processus physiologique et pathologique

Tout comme les tissus normaux, les tumeurs solides ont besoin d’un apport en oxygene et en
nutriments pour proliférer. Au stade primaire de leur développement, elle se contentent d’échanges
par diffusion dans les tissus pour subvenir & leurs besoins, mais au-dela d’une taille de 1-3 mm?, la
diffusion n’est plus suffisante pour soutenir la prolifération et un équilibre apparait entre cellules
tumorales mitotiques et apoptotiques. Pour assurer la poursuite de son développement, la tumeur
devient alors dépendente de la néo-vascularisation. Ce processus est appelé angiogénese et
correspond a la formation de nouveaux vaisseaux sanguins a partir du réseau vasculaire
préexistant (Folkman, 1971a).

Bien que trés active au stade du développement embryonaire, 1’angiogénése est ensuite
strictement régulée et ne survient naturellement que dans de rares cas. L’apparition d’altérations
dans la vascularisation peut étre source de nombreuses pathologies et dans le cas des cancers, la

réactivation de ’angiogénése est généralement de mauvais pronostic pour le patient.

1.1.1 De la cellule endothéliale précurseur au réseau vasculaire mature

A T’étape de I’embryogénése, I’initiation du développement vasculaire se fait par 1’intermédiaire
des précurseurs des cellules endothéliales appelés angioblastes (Figure 1). Ces derniers vont
s’aggréger et débuter leur différenciation afin de former les vaisseaux sanguins primitifs dans un
processus appelé vasculogénése (Risau, 1997). L’extension du réseau vasculaire préexistant est
ensuite régi par le mécanisme d’angiogénése. Il implique I’extension de nouveaux capillaires
(bourgeonnement) ou la division en de multiples capillaires, avec I’inclusion de cellules
périendothéliales (intussusception) ou de cellules endothéliales (“bridging™) (Hendrix et al., 2003).
Le mécanisme d’angiogénese différe en fonction du type de tissu a vasculariser et du nombre de
vaisseaux primitifs déja présents. Mais ’angiogénese n’est pas considérée comme compléete avant
I’intervention des cellules périendothéliales telles que les péricytes ou les cellules musculaires lisses
(CML). Ces cellules favorisent I’intégrité vasculaire et un contréle hémostatique dans la lumiére du
vaisseau (Carmeliet, 2003). Tandis que les capillaires naissants sont constitués uniquement de
cellules endothéliales, leur maturation va débuter via un ensserrement par les péricytes et une
mobilisation de la matrice extracellulaire (MEC) pour les stabiliser. Plus les vaisseaux sont soumis a
des contraintes mécaniques fortes, plus ils se recouvrent de muscles lisses. Cela leur octroie des

propriétés viscoélastiques et vasomotrices nécessaires a la régulation des flux sanguins importants
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(mécanisme d’artériogénése) (Benjamin et al., 1998).

A Angiogénése

Angioblastes Vasculogénése
ﬂ Micro-vaisseaux
/:Ourgeonnement é}

Intussusception

Coalescence des cellules Réseau vasculogénique primitif \®

Bridging

Recrutement des CMLs

B %\v Péricytes CMLs

Cellules endothéliales a Resserrement via les Vaisseau mature
nu péricytes

Figure 1 : Maturation de la vascularisation : vasculogénése, angiogénése et artériogénése.
A. Les précurseurs de cellules endothéliales appelés angioblastes se rassemblent en amas provoquant ainsi leur différentiation en
cellules endothéliales. Un réseau primitif se forme, c’est la vasculogénése. Ce réseau préexistant va se remodeler en formant de
nouveaux micro-vaisseaux par bourgeonnement, intussusception ou "bridging”, c’est I’angiogénése. B. Les capillaires nouvellement
formés sont composés uniquement de cellules endothéliales. Leur maturation débute par un resserrement assisté par les cellules
murales (péricytes) et la présence de MEC. En fonction de I’influx sanguin subit par les vaisseaux, certains vont mobiliser des

cellules musculaires lisses qui vont former une gaine protectrice assurant stabilité et vaso-motilité. (D’ aprés M.J.C Hendrix et al,
Nature reviews, 2003 et P Carmeliet, Nature Medicine, 2003)

Chez un individu adulte et sain, le réseau vasculaire est abouti et comporte environ 102 cellules
endothéliales pouvant recouvrir une surface entre 4.000 et 7.000 m? (Aird, 2005). Les cellules
endothéliales ont une des durées de vie les plus longues aprés les cellules nerveuses.

Dans un vaisseau sanguin seulement 1 cellule sur 10.000 est en division (Hanahan and Folkman,
1996). Ce réseau mature n’évolue qu’en de trés rares cas chez un individu en bonne santé. On
retrouve cependant une induction de 1’angiogénése pendant les processus de réparation tissulaire et
chez la femme pendant le cycle menstruel ou la grossesse. A I’état de quiescence, les cellules
endothéliales forment une mono-couche et sont reliées entre elles grace a des molécules

d’adhésions telles que les Cadhérines. Elles sont enlacées par les péricytes qui aident a réguler leur
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prolifération, & maintenir I’intégrité vasculaire, et avec qui elles partagent une membrane basale
(MB). Bien que quiescentes, les cellules endothéliales conservent leur capacité a répondre a des
stimulis angiogéniques (Carmeliet and Jain, 2011).

En présence de signaux angiogéniques tels que I’angiopoiétine 1 et 2 (ANG-1/2), le facteur de
croissance des fibroblastes (FGF), le facteur de croissance vaso-endothélial (VEGF), ainsi que
d’enzymes de dégradation (protéases, glycosidases), I’angiogénése peut étre déclenchée (Figure 2).

Cellules endothéliales Péricytes

b

MEC

Membrane basale

g- —y Losen \

) } VEGF, FGF, Ang-1
\('
0

% Cellules endothéliales

mitotiques

Figure 2 : I’angiogénése physiologique par bourgeonnement
a. Vaisseau quiescent. b. Apres stimulation par des facteurs angiogéniques, le vaisseau se dilate et les péricytes se décollent et les
cellules endothéliales se détachent. c. La membrane basale et la MEC sont dégradées par des protéases et glycosidases afin d’entamer
la phase de bourgeonnement. d. Les cellules endothéliales envahissent la MEC, se divisent et s’allongent formant ainsi la lumiére du
nouveau vaisseau. e. La jonction avec les ramifications voisines finalise la formation du nouveau vaisseau dont 1’intégrité est assurée

par le recrutement, la maturation des péricytes et la restauration de la membrane basale sous I’influence des facteurs de croissance en
présence. (D’aprés Carmeliet & Jain, Nature review 2011 & Bergers et al, Nature reviews, 2003)

L’angiogéneése est donc un processus complexe et strictement régulé. De part cette complexité, la
survenue de dysfonctionnements dans le mécanisme peut entrainer de nombreuses pathologies. Une
angiogenése insuffisante entraine des ischémies tissulaires qui peuvent mener, entre autre, a des
accidents vasculaires cérébraux, des pré-éclampsies ou des neuropathies. (Arenillas et al., 2007,
Maynard et al., 2003; Oosthuyse et al., 2001). A I’inverse une angiogénése incontrolée se retrouve
dans les maladies telles que I’obésité, la dégénérescence maculaire liée a 1’age (DMLA), I’arthrite
ainsi que dans les cancers (Bruemmer, 2012; Maruotti et al., 2006; Moutray and Chakravarthy,
2011).
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1.1.2 Angiogénése pathologigue : cas de I’angiogénése tumorale

Dans le cas des cancers, I’angiogénése est un processus indispensable a la croissance tumorale.
C’est le Dr Judah Folkman qui fut le premier a faire ce constat au début des années 1960. Lors
d’une étude sur un substitut a I’hémoglobine effectuée sur des glandes thyroides animales
maintenues en vie par perfusion, il s’aper¢oit en implantant des cellules de mélanome de souris dans
ces glandes que des tumeurs se forment mais n’excédent pas une taille de 1 mm?® (Folkman et al.,
1963). Les petites tumeurs ont alors été transplantées de nouveau dans la souris donneuse et se sont
cette fois développées jusqu’a atteindre 1.000 fois leur volume initial. La seule différence observée
entre la tumeur sur la thyroide perfusée et celle, présente dans la souris, est que la tumeur dans la
souris etait vascularisée. C’est en 1971 qu’il proposa alors son concept d’angiogénése tumorale
(Folkman, 1971a).

Une fois vascularisée, la tumeur dispose d’un accés a I’oxygene et aux nutriments favorisant son
développement tout en lui permettant d’évacuer les déchets cataboliques. Cette néovascularisation
permet également a des cellules issues de la tumeur primaire, de passer dans la circulation sanguine
afin de coloniser les tissus voisins ou distants. L’apparition de ces nouvelles tumeurs appelées
métastases engage alors fortement le pronostic vital du patient (Folkman, 2002; Zetter, 1998). La
densité intra-tumorale de vaisseaux sanguins a par ailleurs été associée a la formation de métastases
et a la survie des patients dans différents cancers (Bigler et al., 1993; Weidner et al., 1991).

L’angiogénese déclenchée par la tumeur pour son développement est cependant différente d’une
angiogénése physiologique. Le fait est que 1’angiogénése tumorale est trés mal régulée. Cela a
contribué au fait que la tumeur vascularisée soit considérée comme "une blessure qui ne se referme
jamais" (Dvorak, 1986). En effet, les néo-vaisseaux sont désorganisés et leur structure est anormale
(Figure 3). lls sont dilatés, tortueux, hémorragiques et les connections entre vaisseaux sont
anarchiques (Goel et al., 2011; Jain, 2005). Les cellules endothéliales composant ces vaisseaux ont
une morphologie anormale, des jonctions intercellulaires laches et des fenestrations peuvent
apparaitre (McDonald and Choyke, 2003). Les péricytes qui assurent normalement 1’intégrité des
capillaires sont instables, voir absents. La membrane basale est également irréguliére,

anormalement épaisse voir absente sur certaines portions de vaisseaux.

Toutes ces anomalies structurelles du réseau vasculaire tumoral contribuent & une grande
hétérogénéité dans I’influx sanguin. De plus, les contraintes mécaniques de pressions exercées par
les cellules tumorales compressent les vaisseaux et provoquent des zones d’hypertensions
interstitielles, d”hypoxie et d’acidose (Padera et al., 2004). Ces conditions peuvent altérer 1’intégrité

des traitements chimiothérapeutiques (Helmlinger et al., 1997). La vascularisation chaotique
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empéche également une bonne délivrance des molécules thérapeutiques et ne pallie pas
complétement au probléme de I’hypoxie. Dans ce cercle vicieux, I’hypoxie entraine une
surproduction de facteurs de croissances, dont le VEGF, qui stimule 1’angiogénése tout en
contribuant a la perméabilité vasculaire qui favorise elle-méme I’hypoxie... Cette chaine sans fin
favorise la prolifération de phénotypes cellulaires résistants a 1’hypoxie et I’agressivité des cancers.
La perméabilit¢ des vaisseaux favorise également l’invasion des cellules tumorales et la

dissémination métastatique, aggravant le pronostic des patients (Stoletov et al., 2010).

Vascularisation
normale

Vascularisation
Tumorale

Figure 3 : Comparaison des vascularisations normale et tumorale.
(a,b) Représentation schématique et photographie au microscope électronique d’une vascularisation normale. (c,d) Représentation
schématique et photographie au microscope électronique d’une vascularisation tumorale. Les vaisseaux y sont beaucoup plus

nombreux, désordonnés et déformés. (Inspiré de Goel et al, Physiological reviews 2011, et de McDonald & Choyke, Nature
medicine, 2003)

En conclusion, bien que déclenchée en réponse a la présence de facteurs de croissance comme
I’angiogénése physiologique, I’angiogénése tumorale se comporte de maniére totalement différente.
La vascularisation anarchique et imparfaite semble ne jamais prendre fin et maintient les conditions
d’hypoxie qui favorise I’agressivité, la progression et la dangerosit¢ du cancer. En réalité, en
présence de cellules tumorales, c’est I’hétérogénéité des facteurs dits pro-angiogéniques induits par
la tumeur qui va destabiliser le fragile équilibre qui contr6le normalement 1’angiogénése. Ce

basculement vers une angiogénése tumorale est communément appelé "switch angiogénique "
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1.2 Le "Switch angiogénique™ : quand la balance penche en faveur du
cancer

Le "switch angiogénique™ dépend majoritairement de la production, par les cellules néoplasiques,
de facteurs de croissances dirigés vers les cellules endothéliales. Ces facteurs peuvent stimuler la
croissance de vaisseaux sanguins afin d’irriguer la tumeur, et/ou provoquer une hypo-sécretion des
inhibiteurs naturels de I’angiogénése qui maintiennent normalement la quiescence vasculaire en
conditions physiologiques. L’équilibre vasculaire est ainsi déstabilisé en faveur des facteurs pro-

angiogéniques et déclenche la néo-vascularisation tumorale (Figure 4).

1.2.1 Les facteurs anti-angiogéniques endogénes : gardiens d’un équilibre précaire.

Les inhibiteurs endogénes de 1’angiogénése comprennent différentes protéines, peptides, hormones
ou métabolites (Folkman, 1995). Les mécanismes d’action des facteurs antiangiogéniques présentés

ci aprés sont décrits (Figure 5)

Inhibiteurs: Activateurs:
TSP-1 VEGFs
TSP-2 FGFs
Angiostatine @ PDGFs
Endostatine EGF

Tumeur vascularisée
en développement

Tumeur"dormante"

Figure 4 : Le Switch angiogénique

La production de facteurs pro-angiogéniques par la tumeur induit un déséquilibre avec les facteurs anti-angiogéniques en présence, ce
qui induit le switch angiogénique. Ce phénoméne active la vascularisation de la tumeur, favorisant ainsi sa croissance, son
développement et la dissémination métastatique. (Inspiré de Bergers & Benjamin, Nature reviews, 2003)

25



Etude Bibliographique — L’ Angiogénése

1.2.1.1 Linterféron o

L’interféron-a est une cytokine de la famille des glycoprotéines (15-23 kDa). Elle est produite par
les cellules lorsqu’elles sont infectées par un pathogéne (virus, bactérie..) et augmente la réponse
immunitaire (Maher et al., 2007). Elle peut également réguler d’autres fonctions comme 1’apoptose,
la prolifération cellulaire ainsi que 1’angiogénese. Le role de l’interféron-a sur 1’angiogénése
tumorale a été évalué suite a des travaux ayant montré différentes activités sur la vascularisation
(Heyns et al., 1985). Administré a petites doses régulieres, il a permis la régression compléte d’une

hémangiomatose capillaire pulmonaire chez un adolescent au bout de 7 mois (Folkman, 1989;
White et al., 1989). L’action anti-angiogénique de I’interféron-a dans les cancers est encore mal
comprise aujourd’hui. Il semblerait qu’il puisse intéragir, dans un premier temps, avec les cellules
cancéreuses en diminuant leur production de facteurs de croissance VEGF et FGF-2 et dans un

second temps, avec les cellules endothéliales pour moduler leur prolifération (Indraccolo, 2010).

1.2.1.2 Les thrombospondines

Parmi les plus décrits et les plus prometteurs des inhibiteurs endogenes, on retrouve les
thrombospondines 1 et 2 (TSP-1 et TSP-2). Ces proteines homotrimériques (145 kDa) découvertes
en 1990 sont secrétées par les granules-a des plaquettes et posseédent une activité anti-angiogénique
(Good et al., 1990). Elles possedent différents domaines qui peuvent soit interagir avec les VEGFs
ou les MMPs et permettre leur internalisation via les protéoglycanes d’héparane sulfate (HSPGS)
qui agissent comme co-récepteurs des low density lipoprotein-related protein (LRP1) (voir Figure
5), soit se fixer sur les récepteurs CD36 des cellules endothéliales et induire des réponses anti-
prolifératives ou pro-apoptotiques (Greenaway et al., 2007; Lawler and Lawler, 2012).

1.2.1.3 Le facteur 4 plaguettaire

Le facteur 4 plaquettaire (ou platelet factor 4 ; PF-4) est une protéine présente dans les granules-a
des plaquettes. Elle est relarguée par les plaquettes, lors de leur aggrégation durant les processus de
cicatrisation et/ou néovascularisation, sous forme d’un tétramére dont chaque sous unité de 7,8 kDa
est composée de 70 acides aminés (Maione et al., 1990). Le PF-4 joue un r6le important dans les
processus immunitaires. 1l a également été identifié en 1982 par Folkman et Taylor comme étant un
inhibiteur de I’angiogénése, notament grace a sa capacité de liaison aux HS (Taylor and Folkman,
1982). Le PF-4 est caractérisé par de nombreuses interactions avec les héparines et héparanes
sulfate (HS) et posséde des sites avec de fortes affinités de liaisons pour les facteurs de croissance

VEGF et FGF-2. En régle générale, les HS de la MEC ou de la membrane basale piegent, par
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interactions ioniques, les facteurs de croissance pro-angiogéniques tels que VEGF et FGF-2 et
stabilisent leur complexation avec leurs récepteurs respectifs de maniére a améliorer leurs activités
biologiques (Bikfalvi, 2004). Le PF-4 possede des affinités plus fortes pour le VEGF et le FGF-2
que les HS et va donc moduler leurs disponibilités et leurs activités pro-angiogéniques. De plus,
indépendamment des HS, le PF-4 peut également se lier directement aux récepteurs des facteurs de
croissance, inhibant leur activité (Bikfalvi, 2004). Plus récemment, PF-4 a été identifié comme
ligand des récepteurs CXCR3-B que I’on peut retrouver sur les cellules endothéliales et qui

induisent 1’apoptose et I’autophagie des cellules (Lasagni et al., 2003) (Figure 5).

1.2.1.4 Angiostatine et Endostatine

Les protéines telles que 1’endostatine et 1’angiostatine ont montré un potentiel anti-angiogénique

treés intéressant (Figg and Folkman, 2008).

RSPS Cellule proche

VEGF

Angiostatine

Endostatine

ATP
Synthase Cellule

endothéliale

[Diminution de I'expression des ]

[ApoptosedesceIIuIesendothéIiaIes ] ., RO
récepteurs pro-angiogéniques

€————————

[ Réduction de I'angiogénese tumorale ]

Figure 5 : Les facteurs anti-angiogéniques endogénes et leurs principaux récepteurs sur les
cellules endothéliales

Le facteurs plaquettaire 4 (PF-4) peut se fixer au récepteur CXCR3-B et induire une réponse anti-angiogénique. De la méme maniére,
il exerce une activité anti-angiogénique en séquestrant les VEGFs et leur empéchant de se lier a leurs récepteurs. L’interferon-a (IFN-
a), I’endostatine et 1’angiostatine se lient a leur récepteurs respectifs et déclenchent des voies de signalisation intramoléculaires anti-
prolifératives ou pro-apoptotiques. Les thrombospondines 1 et 2 (TSP-1/2) possedent un domaine qui interagit avec le récepteur
CD36 qui induit une réponse anti-angiogénique. Elles peuvent également se lier a des métalloprotéases matricielles (MMPs) ou les
VEGFs pro-angiogéniques et étre internalisées grace a leur extrémité N-terminale via les protéoglycanes d’héparanes sulfate
(HSPGS) ou les lipoprotéines (LRP1) des cellules proches.

La découverte de I’angiostatine par I’équipe du docteur Judah Folkman dans les années 1990

découle d’observations réalisées en chirurgie ou 1’apparition de métastases était fréquente apres
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résection de la tumeur primaire. L’hypotheése a été faite que la tumeur primaire, malgré ses
mutations, pourrait garder sa capacité a produire des facteurs anti-angiogéniques en quantité
suffisante pour empécher le développement de métastases. Une fois la tumeur retirée, aucun facteur
anti-angiogénique ne pourrait alors prévenir la vascularisation et la croissance des métastases.
L’angiostatine fut par la suite isolée a partir d’urine de souris porteuses de carcinomes pulmonaires
de Lewis (CPL) (O’Reilly et al., 1994) puis administrée a d’autres souris porteuses de CPLs. Sous
traitement a 1’angiostatine, aucune souris ne développa de métastases une fois la tumeur primaire
retirée.

L’angiostatine a été caractérisée comme étant un fragment protéique de 38 kDa issu de la
protéolyse du plasminogéne qui lui-méme, dans son intégrité, ne présente pas d’activité anti-
angiogenique (Cao and Xue, 2004). Par son association a différents récepteurs cellulaires et
notamment 1I’ATP synthase ou I’intégrine ayBs (Figure 5), elle peut inhiber la prolifération ou
induire I’apoptose des cellules endothéliales (Hanford et al., 2003). Cette activité anti-angiogénique
a également été attribuée a ses interactions avec les récepteurs CD26, c-met et Angiomotine

(Gonzalezgronow et al., 2005; Tarui et al., 2001; Troyanovsky et al., 2001).

Par une méthode analogue, 1’endostatine a également été identifiée. Dans un modéle de souris

porteuses d’hémangioblastomes, il a ét¢ montré que la tumeur primaire empéchait le développement
d’une seconde tumeur implantée. Ce phénomeéne a été attribué a 1’endostatine, identifiée comme
étant un fragment protéique de 20 kDa du collagene XVIII (O’Reilly et al., 1997). La fixation de
I’endostatine sur les cellules endothéliales via les intégrines asBs (Figure 5) peut induire une
signalisation intracellulaire qui diminue I’expression de génes pro-angiogéniques (Abdollahi et al.,
2004; Wickstrom et al., 2002; Yokoyama and Ramakrishnan, 2007).
Tout comme D’angiostatine et le PF-4, I’endostatine est concentrée dans les granules-a des
plaquettes. Il semblerait que certaines granules-o soient concentrées en facteurs pro-angiogéniques
alors que d’autres le soient en facteurs anti-angiogéniques. Ces granules pourraient étre mobilisées
indépendamment de maniére a influencer I’angiogénése physiologique ou pathologique (Italiano et
al., 2008). Ce role important des plaquettes montre une forte connexion entre les processus
d’angiogénése et de coagulation sanguine. A ce jour, une trentaine de composés naturellement
produits par le corps humain ont été identifiés comme inhibiteurs de 1’angiogénése et certains
comme I’endostatine recombinante Endostar® sont utilises en médecine (Dhanabal and
Sethuraman, 2006)
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1.2.2 Les facteurs pro-angiogénigues

La majorité des facteurs pro-angiogéniques appartiennent a la famille des facteurs de croissance. En
se liant a leurs récepteurs respectifs sur les cellules endothéliales quiescentes, ils entrainent une
cascade de signalisation qui méne a la prolifération, la migration des cellules et la formation de néo-
vaisseaux. Bien que contrdlée chez un adulte sain, leur expression est dérégulée au sein des cellules
tumorales a cause de ’altération génétique des oncogénes et suppresseurs de tumeurs. Cela entraine
leur surexpression et le déclenchement du switch angiogénique. Des facteurs physiologiques tels
que I’hypoxie jouent également un réle important dans le déréglement de 1’expression des facteurs

de croissance. Les facteurs pro-angiogéniques les plus influents sont décrits ci-apres.

1.2.2.1 Facteurs de croissance et récepteurs a activité tyrosine kinase

De nombreux facteurs de croissance entrainent une réaction biologique en se liant a des récepteurs a
activité tyrosine kinase (RTK) (Cook and Figg, 2010). Les RTKs sont des protéines
transmembranaires dont le role est la transmission de signaux extracellulaires (tels que les facteurs
de croissance) vers le cytoplasme (Figure 6). Ces signaux contrélent de nombreuses fonctions
cellulaires et peuvent déclencher des processus comme I’angiogénése. La liaison du ligand bivalent
extracellulaire entraine une dimérisation des récepteurs suivie d’une autophosphorylation du
complexe intracellulaire via le domaine kinase. Le récepteur ainsi phosphorylé va interagir avec
différentes protéines cytoplasmiques et entrainer la transduction d’un ou plusieurs signaux
impliqués dans des processus tels que la survie cellulaire, la prolifération, la migration ou la

différenciation des cellules endothéliales (Lemmon and Schlessinger, 2010; Norden et al., 2009).
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Figure 6 : Fonctionnement général d’un récepteur a activité tyrosine kinase

Quand le ligand bivalent se lie & ses récepteurs, il entraine leur dimérisation. Cette dimérisation entraine une phosphorylation du
domaine intracellulaire via des enzymes de type tyrosine kinase. Des protéines cytoplasmiques peuvent alors venir se lier aux
domaines phosporylés et induire différentes réponses cellulaires. (Extrait de Nature Education, 2010)
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Les voies de signalisation complexes sont souvent simplifiées et schématisées par des voies de
signalisation linéaires alors que certaines voies sont interconnectées et ont des fonctions communes.
Parmi les voies de signalisation les plus connues dans 1’angiogénése tumorale, on retrouve la
cascade : phospholipase Cy (PLCy) > protéine kinase C (PKC) > Raf kinase > "mitogen activated
protein kinase" MAPK impliquée dans la prolifération et la migration des cellules ainsi que la
cascade : PI3K > AKT impliquée dans la résistance a I’apoptose et la perméabilité vasculaire (Koch
et al., 2011) (observable Figure 7)

Les VEGFs

Le VEGF est I’un des facteurs pro-angiogéniques ayant le plus fort impact sur I’angiogénése tant
physiologique que pathologique. 1l a été découvert en paralléle par deux équipes de recherche dans
les années 1980 (Ferrara and Henzel, 1989; Senger et al., 1983) qui s’accordérent ensuite sur le
nom : vascular endothelium growth factor (VEGF).

La famille des VEGFs comprend 7 proteines, les VEGF-A, B, C, D, E, F ainsi que le facteur de
croissance placentaire (PLGF). La forme la plus étudiée est le VEGF-A car il est trés impliqué dans
I’angiogénese. Il est communément appelé VEGF. Son activité pro-angiogénique passe par une
modulation de la prolifération, la migration ainsi que la survie des cellules endothéliales (Tugues et
al., 2011). On lui connait 8 isoformes : VEGF121, VEGF145, VEGF 143, VEGF162, VEGF165, VEGF 143,
VEGFg9 et VEGF,06 induisant des réponses biologiques différentes (Takahashi and Shibuya, 2005).
La famille des VEGFs interagit par I’intermédiaire de trois types de récepteurs : VEGFR-1,
VEGFR-2 et VEGFR-3 (Figure 7). Les récepteurs VEGFR-1 et 2 sont impliqués dans
I’angiogénese tandis que VEGFR-3 est plutdt impliqué dans la lymphangiogénése, la création de
nouveaux vaisseaux lymphatiques (Koch et al., 2011). Le VEGF est capable d’interagir avec
VEGFR-1 et VEGFR-2 et les roles de ces deux récepteurs bien que distincts a été démontré comme
primordial dans I’angiogéne¢se.

Le VEGFR-2 est majoritairement présent a la surface des cellules endothéliales. Son expression
est tres forte pendant I’embryogénése puis diminue a 1’dge adulte. On peut observer sa réactivation
lors de phénomeénes physiologiques ponctuels ou de pathologies telles que le cancer. Son activation
par le VEGF induit la prolifération et la migration des cellules endothéliales tout en favorisant la
perméabilité vasculaire (Olsson et al., 2006; Shibuya and Claesson-Welsh, 2006). De nombreuses
tumeurs malignes surexpriment également le VEGFR-2 (Youssoufian et al., 2007).

Bien que I’action de VEGFR-1 ne soit pas encore bien élucidée, on sait qu’il a une plus forte
affinité pour le VEGF que le récepteur VEGFR-2.
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Figure 7 : Les VEGFs, leurs récepteurs et co-récepteurs

Spécificité de liaison des facteurs pro-angiogéniques de la famille des VEGFs, FGFs, PDGFs et angiopoiétines sur leurs récepteurs
respectifs. Via liaison du VEGF, le récepteur VEGFR-2 est capable d’induire la prolifération, la migration ou la survie des cellules
endothéliales et d’augmenter la perméabilité vasculaire. VEGFR-3 est impliqué dans la lymphangiogénese tandis que VEGFR-1 est
modérément impliqué dans I’angiogénése via VEGF ou I’inflammation via PLGF. Les signalisations induites par les VEGFRs
peuvent étre modulées par ’intervention de différents corécepteurs comme les neuropilines ou les chaines d’héparanes sulfate des
HSPGs. Les complexes formés sont plus stables et influencent la réponse intracellulaire. L’angiogénése peut également étre
déclenchée par la liaison du PDGF sur les PDGFRs, du FGF-2 sur les FGFRs et des angiopoiétines Ang-1 et Ang-2 sur le récepteur
Tie2. Les voies de signalisation intracellulaires de 1’angiogénése sont détaillées seulement pour le VEGF. Les autres récepteurs
déclenchent des voies similaires et d’autres non décrites ici qui favorisent également 1’angiogénese.(Inspiré de Norden et al, Nature
reviews, 2009 & Olsonn et al, Nature reviews, 2006)

Les FGFs
Parmi les facteurs de croissance a activité tyrosine kinase, le premier a avoir été identifié est le
FGF-2 (Figure 7)(Shing et al., 1984). Des sa découverte il a été associé a la stimulation des cellules
endothéliales in vitro et de I’angiogénése in vivo (Bohlen et al., 1984). En réalité la famille des
FGFs se compose de 23 protéines différentes, classifiées en 6 groupes en fonction de leur
similarités. Les FGFs ont une forte affinité pour les HSPGs qui agissent comme des corécepteurs en
se liant aux FGFs et a leurs récepteurs (FGFRs). On retrouve des récepteurs du FGF sur quasiment
tous les types de cellules avec lesquelles ils jouent un réle biologique différent. La surexpression de
FGF a été observé dans différents cancers (Korc and Friesel, 2009). Le FGF-2 est souvent associé a
I’angiogénése tumorale et est d’ailleurs considéré comme facteur pronostique dans le cancer du

poumon a petites cellules et le cancer de la vessie (Berger et al., 1999; Gazzaniga et al., 1999).
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Les PDGF’s

Une autre famille de facteurs de croissance a RTK est la famille des facteurs de croissance dérives
des plaquettes (PDGFs)(Figure 7). Cette famille est composée de 4 polypeptides solubles pouvant
se lier a deux formes de RTK: PDGFR-a et PDGFR-B (Cao et al.,, 2008). Le PDGF est
normalement produit par les cellules endothéliales et agit de maniére paracrine en recrutant des
cellules périendothéliales exprimant des PDGFRs, tels que les péricytes et les CML pour la
maturation des vaisseaux (Lindahl et al., 1997). Le PDGF stimule I’angiogénése in vivo et est
surexprimeé par certains cancers, notamment les gliomes et les cancers des ovaires pour qui la
présence de PDGF ou PDGFR est associée a un mauvais pronostic pour le patient (Dabrow et al.,
1998; Hermanson et al., 1992; Oikawa et al., 1994).

Les angiopoiétines

Les angiopoiétines (Ang-1, Ang-2 et Ang-3/-4) sont des protéines d’environ 57 kDa qui jouent un
role de régulation de I’hémostase vasculaire tout en maintenant la quiescence des cellules
endothéliales chez I’adulte. Bien qu’on leur connaisse deux récepteurs TIE-1 et TIE-2 présents sur
les cellules endothéiales, aucun ligand connu ne se lie a TIE-1 (Figure 7). Ce dernier peut
cependant former un hétérodimére avec TIE-2 et ainsi moduler son activité. ANG-1 agit comme un
agoniste de TIE-2 et stimule la maturation vasculaire par recrutement des péricytes tandis que
ANG-2 agit comme un antagoniste et provoque une perte d’adhérence des cellules endothéliales
entre elles et avec les péricytes (Augustin et al., 2009). En présence de VEGF, ANG-2 peut
promouvoir 1’angiogénese tandis que sans VEGF, ANG-2 va plutdt provoquer une régression des
vaisseaux (Holash et al., 1999). L’expression d’ANG-2 est corrélée avec une angiogénése exacerbee

et de mauvais pronostic vital pour certaines tumeurs comme les mélanomes (Helfrich et al., 2009).

Les corécepteurs des facteurs de croissance

L’activation des récepteurs aux facteurs de croissance peut étre influencée par la présence de
corécepteurs (figure 7). Ces molécules aident la liaison du facteur de croissance sur son récepteur et
ainsi modulent la réponse intracellulaire induite (Tugues et al., 2011). Parmi ces corécepteurs, on
retrouve les HSPGs de la matrice extracellulaire. Par des mécanismes de séquestration/libération, ils
peuvent créer des gradients de VEGF ou FGF-2 et participer a la réponse angiogénique (Gerhardt
and Betsholtz, 2005). De plus ils ont la capacité de se lier aux VEGFRs, FGFR set PDGFRs et
favorisent leurs interactions avec leurs ligands (Xu et al., 2011).

Les VEGFS possédent d’autres corécepteurs, les neuropilines (NRP-1 et NRP-2). Ce sont des
protéines transmembranaires ne possédant pas d’activité tyrosine kinase et jouant un réle dans les

activités neuronales. On les retrouve cependant exprimées par des cellules cardiaques ou
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endothéliales, notamment sur des sites ou l’angiogénése est active (Staton et al., 2007).
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Figure 8 : La complexité de I’angiogénése tumorale

Les tumeurs sécrétent un grand nombre de facteurs de croissances tels que FGF-2 (bFGF), VEGF ou PDGF. Ces facteurs pro-
angiogéniques interagissent avec les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins proches de la tumeur. En activant leurs récepteurs
ils induisent différentes réponses biologiques comme une perméabilité vasculaire accrue, la formation de nouveaux vaisseaux
sanguins et/ou la production d’autres facteurs capables par exemple de recruter les plaquettes contenant des régulateurs de positifs ou
négatifs 1’angiogénése. Les facteurs de croissance émis par la tumeur permettent aussi de recruter des cellules endothéliales
circulantes issues de la moelle osseuse et participant a la formation de nouveaux capillaires.(D ‘aprés Judah Folkman, Nature Drug
discovery, 2007)

1.2.2.2 Autres facteurs pro-angiogéniques

Facteur de croissance transformant (TGF-B)

Le facteur de croissance transformant (TGF-P) et ses récepteurs correspondants sont produits par
quasiment toutes les cellules, mais les 3 isoformes (TGF-B1, TGF-B2, TGF-f3) ne sont pas
exprimés de la méme maniere dans les différents tissus. Les voies de signalisation induites par le
TGF-B jouent un role important dans des processus physiologiques comme la prolifération

cellulaire, la synthése de la matrice extracellulaire, I’angiogénése ou la réponse immunitaire (Blobe
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et al., 2000). Le role du TGF-B dans 1’angiogénése tumorale reste ambigiie. On sait qu’a petites
doses, il peut stimuler 1’angiogénése tandis qu’a hautes doses il tend a la stopper (Cook and Figg,
2010). De nombreux travaux sont encore en cours sur le TGF-p et ses récepteurs pour mieux

comprendre leur impact sur I’angiogénése tumorale.

Les cellules endothéliales circulantes

Il a été montré a la fin des années 1990 que des cellules issues de la moelle osseuse pouvaient
également circuler dans le systeme sanguin périphérique (Asahara et al., 1997). Parmis ces cellules,
on retrouve des cellules hématopoiétique ainsi que des cellules endothéliales précurseurs (CEPS).
Ces dernieres ont la capacité de se différencier dans I’endothélium ou de s’accumuler dans des sites
nécessitant le déclenchement du processus d’angiogénése. Ces CEPSs circulantes peuvent aussi bien
étre mobilisées pendant le développement embryonnaire que pendant une pathologie telle que le
cancer (Rafii, 2000). Dans le cas des cancers, les cellules endothéliales et CEPs circulantes sont
mobilisées sur le site de la tumeur par I’action du VEGF, du FGF-2 et du manque d’oxygéne

(Hypoxie).

Par I’expression de nombreux facteurs pro-angiogéniques, la tumeur est donc capable d’agir sur les
différents récepteurs des cellules endothéliales et déstabiliser 1’équilibre fragile qui les tenait en
quiescence (Figure 8) (Folkman, 2007). Ce switch angiogénique va alors permettre a la tumeur de
se vasculariser afin de se développer et potentiellement disséminer des métastases. Pour autant, bien
que déja complexe, le tableau n’est pas forcément complet.

Nous avons évoqué jusqu’a présent le comportement des cellules endothéliales dans la
vascularisation et comment celles-ci interagissaient avec la tumeur. En évoquant le r6le des
péricytes, des CMLs, des CEPs circulantes et brievement celui des plaquettes, nous avons
commencé a montrer que le phénomeéne d’angiogénése tumorale ne se jouait pas a seulement entre
deux protagonistes cellulaires. En réalité c’est tout un microenvironnement qui se créer en
présence d’une tumeur. Celui-ci comporte d’autres acteurs cellulaires et moléculaires avec
lesquels le cancer interagit et posséde des conditions physicochimiques qui lui sont propres. Du fait
de son hétérogénéité, le microenvironnement tumoral est donc source de nombreux facteurs
capables de réguler I’angiogénése tumorale. Avant de nous intéresser aux potentielles cibles
thérapeutiques que comporte le microenvironnement tumoral pour le traitement de 1’angiogénése
tumorale, nous aborderons, avec le chapitre suivant, les cibles déja identifiées sur lesquelles

reposent les traitements anti-angiogéniques actuellement utilisés en clinique.
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2 Traitements anti-angiogéniques : stratégies et limitations

Depuis la découverte de I’angiogénése tumorale par le docteur Folkman dans les années 1970, de
nombreux progrés dans le domaine ont permis le développement de différents traitements anti-
angiogéniques. L’autorisation de mise sur le marché en 2004 du bevacizumab (Avastin®), un
anticorps monoclonal dirigé contre le VEGF, fut un grand pas dans I’avancée des traitements anti-
angiogeniques (Ferrara et al., 2004). Ce traitement permit de prolonger la survie de nombreux
patients atteints de cancer colorectal et fut une premiére victoire. Pour autant, comparée avec un
traitement utilisant la chimiothérapie de référence seule, 1’association avec le bevacizumab
n’augmente la survie globle que de 1 a 6 mois en moyenne dans les cas de cancers colorectaux ou il
est le plus prescrit (Keating, 2014).

Par la suite le VEGF et/ou ses récepteurs restérent une cible d’étude prioritaire pour le
développement de nouveaux traitements anti-angiogéniques. Comme pour 1’Avastin®, 1’utilisation
de ces nouveaux traitements montra vite 1’apparition récurrente de phénoménes de résistance. Les
bénéfices en terme de survie globale des patients sont souvent inférieurs a 6 mois et ne sont pas

toujours supérieurs aux risques encourus du fait des différents effets secondaires (Jain, 2014).

2.1 Les traitements anti-angiogéniques actuels

Parmi les stratégies anti-angiogéniques développées, certaines visaient la conception de
molécules destinées a détruire la vasculature tumorale. L’utilisation de ces composés induisait une
destruction des vaisseaux accompagnée d’une régression rapide de la tumeur qui devenait
nécrotique et tres hypoxique (EI-Emir et al., 2005; Hollebecque et al., 2012). La forte hypoxie
générée provoquait trés généralement une récidive avec un phénotype de cellules tumorales plus
résistant et pro-métastatique (Rivera and Bergers, 2015). Actuellement, cette stratégie a été
abandonnée au profit d’une normalisation de la vascularisation, considérée comme plus efficace
(Figure 9).

La normalisation, comme son nom I’indique, ne cherche pas & détruire la vascularisation
tumorale mais plutdt a la ramener a la normale. Elle favorise une meilleure maturation des
vaisseaux, ce qui diminue I’hypoxie dans le microenvironnement tumoral. Des vaisseaux
normalisés améliorent également la réponse immunitaire, 1’acheminement des traitements
chimiothérapeutiques jusqu’a la tumeur ainsi que le rétablissement d’une pression interstitielle
normale diminuant alors les risques d’cedéme (Jain, 2005). Depuis 1’autorisation de mise sur le

marché (AMM) du bevacizumab (2004), une dizaine d’autres composés agissant sur le VEGF ou
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ses récepteurs ont également regu une autorisation d’utilisation en clinique dans le traitement de

différents cancers (Ye, 2016) (voir Tableau 1).

Equilibre des facteurs angiogéniques
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Figure 9 : Normalisation de la vascularisation au cours d’un traitement anti-angiogénique

a) En conditions physiologiques, il y a équilibre entre les facteurs pro- et anti-angiogéniques de maniere & maintenir le réseau
vasculaire organisé et fonctionnel. b) La tumeur ainsi que les composants du microenvironnement tumoral produisent des facteurs
pro-angiogéniques qui favorisent une vascularisation anormale, anarchique et désorganisée. c) La prise d’un traitement anti-
angiogénique permet de rétablir un état d’équilibre entre les facteurs pro- et anti-angiogéniques induisant un retour partiel a une
vascularisation normale. Cela améliore ’efficacité des traitements anti-cancéreux. d) Une inhibition trop intense ou prolongée de
I’angiogénése entraine une destruction des vaisseaux et de la tumeur mais favorise une récidive plus agressive. (D aprés Jain RK,
Nature Reviews Neurosciences, 2007)

2.1.1 Le concept des -INIB et des -MAB

Parmi les traitements anti-angiogéniques utilisés actuellement en clinique, on distingue deux type
d’inhibiteurs, les -INIB et les -MAB.

Les —INIB sont de petites molécules capables de passer aisément la membrane plasmique. Ce sont
des inhibiteurs (d’ou le suffixe —inib), mimétiques de 1’ATP, qui entrent en compétition avec cette
derniére dans le mécanisme de phosphorylation caractéristique des kinases Ces kinases peuvent étre
associées aux récepteurs a activité tyrosine kinase (RTK) (revoir Figure 5) ou simplement des
kinases intracellulaires impliquées dans les voies de signalisation. L’inhibition sélective des kinases
permet de cibler différentes voies de signalisation intracellulaires. Le sunitinib, par exemple, est une

molécule capable d’inhiber plusieurs kinases impliquées dans les voies de transduction des
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VEGFRs et PDGFRs impliquées dans la progression tumorale, la formation de métastases et
I’angiogénese tumorale.

Les —-MAB sont des anticorps monoclonaux qui peuvent étre chimeériques homme/souris (-
XIMAB), humanisés (-ZUMAB) ou entierement humain (-MUMAB). lls permettent de neutraliser
certains récepteurs cellulaires ou leurs ligands (ex : bevacizumab/VEGF).

2.1.2 Ciblage du VEGF

2.1.2.1 Le Bevacizumab

Le bevacizumab (Avastin®) est un anticorps monoclonal humanisé capable de se lier au VEGF-
A, I’empéchant ainsi de se fixer a son récepteur et d’activer la cascade de signalisation qui
provoque I’angiogénése (Figure 10). La premiére preuve de concept que le ciblage du VEGF-A
pouvait inhiber la croissance tumorale a été obtenu en 1993 sur un modéle murin (Kim et al., 1993).
Le bevacizumab a regu son autorisation de mise sur le marché aux Etats-unis par la "Food and Drug
Administration” (FDA) en 2004 et était indiqué initialement pour le traitement des cancers
colorectaux métastatiques en association avec la chimiothérapie de référence (association d’acide
Folinique, Fluorouracil et Irinotecan: FOLFIRI). L arrivée en clinique de ce nouveau traitement
montra une augmentation de la survie globale des patients atteints de cancer colorectaux de 6 mois
en moyenne comparé a la chimiothérapie seule. Bien que modeste, une telle amélioration n’avait
pas été obtenue depuis 20 ans (Hurwitz et al., 2004).

Aujourd’hui, le Bevacizumab est toujours utilisé dans le traitement des cancerS colorectaux
métastatiques en premiére et seconde ligne et son utilisation a rapidement été étendue a d’autres
types de cancers métastatiques. Il est indiqué dans le traitement du cancer du rein a cellules claires
métastatiques (Escudier et al., 2007), du glioblastome multiforme en seconde ligne (Friedman et al.,
2009; Kreisl et al., 2009) et au cancer du poumon non a petites cellules (NSCLC) en premiére ligne
(Sandler et al., 2006). Il fut brievement autorisé pour le traitement du cancer du sein en association
au taxol, mais les résultats fluctuants ont entrainé 1’arrét de cette prescription (Miller et al., 2007).
Plus récemment en 2015, les laboratoires Lilly ont obtenu une autorisation de mise sur le marché
pour le ramucirumab (Cyramza®), un anticorps monoclonal humanisé dirigé contre le VEGFR-2 de
maniere a inhiber ses interactions avec les VEGFs. Il est actuellement indiqué dans les cas de
cancer gastriques (ou gastro-oesophagiens) métastatiques en deuxiéme ligne (Javle et al., 2014)
mais offre, comme ses homologues, une faible augmentation de la survie globale (environ 2 mois)

pour d’éventuels effets secondaires non négligeables (Haute Autorité de Santé, 2015)
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Nom de la molécule et AMM  Cibles

Cibles secondaires

Indications thérapeutiques

Bevacizumab (Avastin®) VEGF-A Cancer colorectal métastatique
Carcinome pulmonaire non squameux
Roche (02/2004 ; 01/2005) et/ou non a petites cellules
Glioblastome recurrent (FDA seulement)
Cancer du rein métastatique
Cancer du sein métastatique HER-2
négatif (seulement EMA)
Cancer des ovaires résistant aux platines
Cancer cervical
Ramucirumab (Cyramza®) i
Eli Lilly (04/2014 ; 12/2014) VEGFR-2 Cancer colorectal métastatique
Carcinome pulmonaire métastatique non
a petites cellules résistant aux platines
Cancer de la jonction
gastro-oesophagienne
Ziv-Aflibercept (Zaltrap®) VEGE-A Cancer colorectal métastatique, 2éme
Sanofi-Aventis (08/2012 ; VEGE-B PL,GF ligne
02/2013
Axitinib (Inlyta) Pfizer tous les Cancer rénal avancé, 2eme ligne
(01/2012 : 09/2012) VEGFRS PDGFRs, cKIT
Pazopanib (Votrient®) tous les PDGFR, cKIT, FMS, Sarcome des tissus mous avancé, 2éme
Novartis Europharm VEGERS FGFR-2, FLT-3, ligne
(10/2009 ; 06/2010) MLK-1
Cancer rénal avancé, 2éme ligne
Regorafenib (Stivarga®) Cancer gastro-intestinal avancé
Bayer Pharma (09/2012 ; tous les Tl;)egG[I):g; 2F§|"EI<R25A C_ancer colorectal métastatique, 2éme
08/2013) VEGFRs Eph2 A RAF.L STKS ligne
Sorafenib (Nexavar®) Cancer récurrent de la thyroide, 2éme
Bayer Pharma (12/2005 ; tous les CE'}?E&@ ESXES ligne
07/2006) VEGFRs PD’GFRS’ Ret " Cancer rénal avancé
T Carcinome hépatocellulaire inopérable
Sunitinib (Sutent®) Cancer du pancréas avancé inopérable
Pfizer ( 01/2006 ; 07/2006) Tous les ARKS, CHK2, cKIT, " cancer rénal avancé
VEGFRs CRAF, FGFR1, FLT3,  cancer gastrointestinal
Mer, PDGFR, Ret,
Vandetanib (Caprelsa®) Tous les Cancer de la thyroide avancé inopérable
Sanofi-Genzyme ( 04/2011; VEGERS EGFRs, Ret et/ou médullaire métastatique
02/2012)
Cabozantinib (Cometrigq®) Tous les Cancer de la thyroide medullaire
Ipsen Pharma ( 11/2012 ; VEGERS CMET, Ret, cKIT, AxI métastatique
03/2014)
Lenvatinib Tous les PDGFRa, FGFR1,  Cancer de la thyroide (Lenvima® 2015)
Eisai (02/2015 ; 05/2015) VEGFRs PDGFRB Cancer rénal avancé (Kisplyx®2016)

Tableau 1 : Traitements anti-angiogéniques autorisés par la FDA et/ou ’EMA

Ce tableau représente une liste non exhaustive de traitements anti-angiogéniques actuellement utilisés en clinique. Y sont
présentés : le nom de la molécule, son nom commercial, le laboratoire détenteur de 1’ Autorisation de Mise sur le Marché (AMM)
ainsi que la date d’obtention de I’AMM aux (USA ; Europe), les cibles principales pour lesquelles les 1Cs, sont faibles, les cibles
secondaires pour lesquels des activités modérées ont été observées ainsi que les types de cancer pour lesquels ces molécules sont
prescrites. FDA: Food Drug Administration ; EMA : European Medical Agency (D aprés Weilan Ye, Developmental cell, 2016;
WWW.Cancer.gov; Www.ema.europa.eu)
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2.1.2.2 Cas d’un hybride : I’ Aflibercept

L’aflibercept (Zaltrap®) est une protéine de fusion contenant les domaines extracellulaires des
VEGFR-1 et 2 capables de reconnaitre les VEGF-A et B ainsi que le PLGF. On se réfere souvent a
ce médicament en parlant de piege a VEGF (VEGF trap) (Figure 10). Il a recu I’approbation de la
FDA en 2012 pour une utilisation en traitement du cancer colorectal en 2°™ ligne associé avec la
chimiothérapie de référence (FOLFIRI) (Van Cutsem et al., 2012). Des essais cliniques ont été
réalisés sur d’autres types de cancers comme le cancer du poumon de type NSCLC (Ramlau et al.,
2012) ou celui de la prostate (Agarwal et al., 2012), mais sans succes. Son utilisation est donc pour

le moment restreinte au cancer colorectal.

2.1.2.3 Les inhibiteurs de kinases associées aux RTKs

Les inhibiteurs de kinases permettent de bloquer les voies de signalisation intracellulaire induites
par une activation des récepteurs transmembranaires (Figure 10). Dans le cas des traitements anti-
angiogéniques, la voie la plus étudiée est celle induite par les VEGFRs favorisant la prolifération et
la survie cellulaire, la perméabilité vasculaire et 1’angiogénése (revoir Figure 7). Actuellement les
traitements les plus utilisés en clinique sont le sunitinib (Sutent®) et le sorafenib (Nexavar®). Ces
deux inhibiteurs, sur le marché depuis 2005 et 2006 ciblent principalement les récepteurs du VEGF
et PDGF. Dans une moindre mesure, ils ciblent également les récepteurs c-KIT, FLT3 et RET
présents sur les cellules souches hématopoiétiques ou sur des leucocytes et dont [’activation
favorise la progression tumorale (Chow and Eckhardt, 2007).

Le sunitinib (Sutent ®) est utilisé comme traitement de deuxiéme ligne pour les tumeurs

stromales gastro-intestinales (GIST) montrant une résistance au traitement de référence, 1’Imatinib
(Glivec®). Son étude clinique en phase 111 a montré une augmentation de survie sans progression de
6,8 mois comparé a 1,6 mois pour les patients non traités (Heinrich et al., 2008). Le sunitinib est
également utilisé en traitement de 1% ligne pour le cancer du rein métastatique (Motzer et al., 2009)
ou pour le traitement de tumeurs métastatiques neuroendocrines du pancréas impossibles a éliminer
par chirurgie (Raymond et al., 2011).

Le sorafenib (Votrient®) est indiqué dans le traitement des carcinomes hepatocellulaires avancés
(Llovet et al., 2008) et en ptme ligne dans le traitement des cancers du rein métastatiques (Escudier
et al., 2009). Dans une indication pour les traitements du cancer du rein, le bénéfice est limité avec

une augmentation de la survie sans progression de 5,5 mois contre 2,8 mois sans traitement.
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Figure 10 : Les inhibiteurs du VEGF ou de ces récepteurs
Le bevacizumab est un anticorps monoclonal qui se lie au VEGF et ’empéche de se fixer a ses récepteurs. L’aflibercept agit de la
méme maniere mais est constitué des domaines extracellulaires des VEGFR. Le ramucirumab est un antagoniste des récepteurs

VEGFR-2 et empéche la fixation des VEGFs. Le sorafenib, le sunitinib et I’axitinib sont des inhibiteurs de kinases intracellulaires
impliquées dans les voies de signalisation du VEGF.

D’autres inhibiteurs de kinases sont également utilisés en clinique actuellement et sont
répertoriés dans le Tableau 1 (Ye, 2016). Les prescriptions s’orientent dans la mesure du possible
vers les inhibiteurs les plus spécifiques.

A titre d’exemple, 1'utilisation du sorafenib depuis 2005 dans les traitements des cancers du rein

métastatiques, devrait étre progressivement supplantée par celle de I’axitinib (Inlyta®) sur le
marché depuis 2012 qui cible uniquement les VEGFRs, PDGFRs et C-Kit (Rini et al., 2011).

2.2 Les traitements anti-angiogéniques : entre espoir et réalité

Le développement de multiples molécules anti-angiogéniques depuis plus de 10 ans fut un
domaine trés actif dans la recherche d’anticancéreux. Malheureusement, 1’utilisation des anti-
angiogéniques en clinique ne permet d’augmenter la survie des patients que de quelques mois.
Malgré ’avancée des thérapies dirigées contre le VEGF comme 1’ Avastin®, les résultats obtenus
restent treés éloignés des espoirs que suscitaient ces traitements et 1’objectif de garder les tumeurs en
¢tat de dormance en les privant d’une vascularisation efficace n’est pour le moment pas atteint
(Tarallo and De Falco, 2015). Bien qu’ils puissent induire une faible augmentation de la survie des
patients la prise de certains de ces traitements peut représenter un risque significatif aux vues des
effets secondaires possibles. De plus, les traitements font rapidement face a des phénomenes de

résistance dont certains restent encore mal compris.
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2.2.1 Le rapport bénéfices/risques inhérent aux traitements

Comme de nombreux médicaments, les anti-angiogéniques présentent de nombreux effets
secondaires. L’utilisation du bevacizumab, par exemple, peut induire de fortes complications chez le
patient. Parmi ces effets, on recense des probléemes de cicatrisation, des saignements, la formation
de thromboses pouvant mener a 1’obstruction des artéres pulmonaires (embolies pulmonaires), des
neutropénies ou méme des perforations de I’intestin (Gressett and Shah, 2009). Ces effets sont
considérables quand on observe que pour certains types de cancers, la prise de bevacizumab
n’induit une survie sans progression que de quelques mois. C’est par ailleurs ce qui a valu le
retrait de ’utilisation du bevacizumab en association au paclitaxel pour le traitement du
cancer du sein métastatique aux Etats-Unis. Des premiers travaux en 2007 avaient montré une
bonne efficacité de I’association des deux traitements, mais ils furent remis en cause en 2011 par
deux études cliniques (études cliniques AVADO et RIBBON-1) ou la survie sans progression
observée n’était que de 1 a 2 mois alors que les patients subissaient des effets secondaires
beaucoup plus lourds qu’avec I’utilisation du paclitaxel seul (Petrelli and Barni, 2012).

L’utilisation des inhibiteurs de kinases est également une médication a risque. Bien que leurs
activités soient plutdt sélectives des voies de signalisation liées a la migration cellulaire et
I’angiogénese, ils posseédent de nombreuses activités résiduelles qui participent a 1’apparition
d’effets secondaires. Les effets secondaires réguliérement observés sont des problémes
d’insuffisance cardiaque, de thrombose artérielle, de cicatrisation, d’hémorragie, d’hypertension
artérielle ou d’insuffisance rénale (Je et al., 2009; Kerkela et al., 2009; Wu et al., 2008). Une étude
réalisée sur le sunitinib, le sorafenib et le pazopanib montre clairement une augmentation du risque
de mortalité sous traitement avec la survenue de 3 fois plus de déces liés aux effets secondaires,
majoritairement des hémorragies (Choueiri et al., 2010).

L’utilisation de ces types de traitements nécessite donc un suivi régulier des patients pour étudier

leur réponse a la médication et définir au mieux les conditions d’administration.

2.2.2 Les phénomeénes de résistance aux traitements

Que ce soit des anticorps monoclonaux ciblant les VEGFs ou VEGFRs, des inhibiteurs de
kinases ou des VEGF-trap, les anti-angiogéniques sont rarement efficaces seuls mais peuvent
améliorer les chimiothérapies classiques. Les bénéfices apportés par ces traitements ont été
observés sur différents types de cancers (voir tableau 1) et sont majoritairement visibles en terme
de survie sans progression mais pas en terme de survie globale (Kindler et al., 2010; Saltz et al.,
2007). Le manque d’efficacité de ces thérapies réside dans différents paramétres qui dependent du

patient, du type de cancer et de son avancement.
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Figure 11 : Les types de résistances aux traitements anti-angiogéniques.

A. Sous traitement anti-VEGF, la tumeur peut favoriser d’autres voies de signalisations pro-angiogéniques ce qui entraine une
revascularisation de la tumeur. B. L’hypoxie intratumorale stimulée par la réduction des vaisseaux sanguins durant un traitement anti-
angiogénique mobilise des cellules de la moelle osseuse qui vont participer a 1’angiogénese tumorale et la prolifération.C. La tumeur
peut résister au traitement anti-angiogénique en favorisant la maturation des vaisseaux par une présence accrue de péricytes. Cela
induit une normalisation de la vascularisation et permet a la tumeur de continuer a croitre lentement. D. Sous traitement anti-
angiogénique, les cellules peuvent devenir plus invasives de maniere a trouver de nouvelles sources d’oxygéne et de nutriments. Cela
favorise la prolifération et I’apparition de métastases. E. Les différents types de vascularisation 1) angiogénése par bourgeonnement
2) vasculogénese par recrutement de cellules endothéliales précurseurs de la moelle osseuse 3) intussusception par fission d’un
vaisseaux mere en deux vaisseaux filles 4) Co-option des cellules avec les vaisseaux sanguins favorisant la prolifération le long de
ces derniers 5) Mimétisme vasculaire ou des cellules cancéreuses peuvent prendre la place de cellules endothéliales dans le réseau

vasculaire 6) Différenciation de cellules souches cancéreuses en cellules endothéliales. (D aprés Bergers & Hanahan, Nature rev,
2008 et Carmeliet & Jain, Nature, 2011)

Parmi les nombreux patients déja traités par des anti-angiogéniques, la réponse au traitement
observée est généralement de deux sortes: soit le patient est initialement réfractaire au
traitement, soit, aprés une certaine durée de traitement ayant entrainé une baisse de la
vascularisation, la tumeur va montrer une forme de résistance que 1’on appelle "échappement"
et continuer sa croissance (Bergers and Hanahan, 2008).

Le concept d’échappement est différent d’une résistance classique ou les mutations constantes du
cancer entrainent une résistance progressive a la chimiothérapie administrée. 1l correspond plut6t a
une adaptation au traitement de la part de la tumeur qui va s’appuyer sur les différents mécanismes

ou voies de signalisations permettant de déclencher 1’angiogénése pour progressivement devenir
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indépendante de la présence de VEGFs. Les principaux mécanismes décrits ci-aprés mettent en
¢vidence les capacités d’adaptation sofistiquées que posseédent les tumeurs et donnent un apercu des
raisons pour lesquelles le concept de thérapie anti-angiogénique est compliqué a mettre en ceuvre

d’un point de vue clinique.

2.2.2.1 Les voies de signalisation pro-angiogéniques alternatives

De nombreuses voies de signalisation permettent d’induire I’angiogénése et ne reposent pas
uniquement sur le VEGF et ces récepteurs. Parmis les facteurs pro-angiogéniques décrits chapitre 1,
de nombreux sont surexprimés tels que les FGF-1 et 2, les angiopoiétines, (Casanovas et al., 2005),
le HGF (Shojaei et al., 2010), les EGFs (Cascone et al., 2011), le PLGF ou les interleukines (Huang
et al., 2010). Ce panel de voies de signalisation peut étre exploité par les tumeurs pour échapper aux
traitements bloquant la voie du VEGF (Figure 11A). Les cancers avancés (Relf et al., 1997),
exploitent déja différentes voies de signalisation pro-angiogéniques et montrent souvent une

résistance intrinséque aux traitements.

2.2.2.2 Linfiltration par les cellules de la moelle osseuse

De nombreuses cellules issues de la moelle osseuse sont présentes sur le site de la tumeur
(Figure 11B). Leur présence peut avoir un role anti-tumoral et parfois pro-tumoral. C’est
généralement ’hypoxie induite (ou exacerbée) par les traitements anti-angiogéniques qui attire ces
cellules sur le site tumoral (Du et al., 2008). On y retrouve, les cellules endothéliales progéniteurs
ou des cellules immunitaires comme les macrophages associés aux tumeurs (TAM) ou les cellules
myeéloides suppressives (CMS)(voir Chapitre 3). Leur production de cytokines, enzymes
hydrolytiques et de facteurs de croissances induit un échappement aux traitements anti-

angiogéniques

2.2.2.3 Modification du mode de vascularisation

Les tumeurs peuvent échapper aux thérapies anti-angiogéniques en adaptant leur mode de
vascularisation de maniére a contourner le traitement. La régression des vaisseaux induite par les
traitements peut provoquer un mécanisme visant en renforcer la vasculature par un recouvrement
accru par les péricytes, (Figure 11 D) (Kamba and McDonald, 2007). Ce renforcement par les
péricytes n’est pas forcément percu comme un obstacle mais supporte plutét la théorie de la
normalisation vasculaire ou 1’on souhaite favoriser une vascularisation stable de maniére a réduire
I’hypoxie, I’apparition de métastases et favoriser I’acheminement des thérapies (Jain, 2014).

L’angiogénese par bourgeonnement trés dépendante de la présence de VEGF n’est pas le seul
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mécanisme observable durant 1’angiogénése tumorale (Figure 11 E1). La mobilisation de cellules
endothéliales précurseurs issues de la moelle osseuse, représente une source alternative de cellules
endotheéliales (Figure 11 E2).

L’intussusception est également un mécanisme alternatif qui génére deux nouveaux vaisseaux
via la fission d’un vaisseaux préexistant (Figure 11 E3) (Nico et al., 2010; Ribatti et al., 2005). Des
cas de mimétisme vasculaire ont également été observés dans différents cancers. Ce mécanisme
implique une inclusion de cellules cancéreuses directement dans la vasculature pour prendre le role
des cellules endothéliales (Figure 11 E5). Il en est de méme pour la différenciation des cellules
souches cancéreuses (Figure 11 E6). Ces cellules possédent a la fois les capacités de différenciation
des cellules souches et les caractéristiques des cellules cancéreuses. Elles peuvent donc se
différencier en cellules endothéliales pour pallier a une angiogénése insuffisante (Vasudev and
Reynolds, 2014).

2.2.2.4 Augmentation du caractére invasif des cellules tumorales

En réponse a un traitement anti-angogénique, les cellules tumorales, plutét que de tenter de
favoriser une nouvelle vascularisation ou renforcer celle déja existante, vont accentuer leur mobilité
et leur caractere invasif (Figure 11 D). Cela peut se traduire par une accentuation de la transition
épitélio-mésenchymateuse des cellules cancéreuses favorisant I’invasivité et la dissémination
métastatique ou une invasion lente associée a une co-option avec les vaisseaux sanguin (Bergers
and Hanahan, 2008).. Dans un modele de co-option, les cellules cancéreuses se multiplient le long
des vaisseaux sanguins de maniére a avoir un apport optimal en oxygéne et nutriments sans avoir a
former une nouvelle vasculature (Figure 11 E4). Ce mode de survie est redoutable car il couple
prolifération et invasion. On le retrouve dans un grand nombre de cancers invasifs et métastatiques
(Kuczynski et al., 2016; Vasudev and Reynolds, 2014).

2.3 Perspectives et nouvelles solutions

Les bénéfices apportés par les thérapies anti-angiogéniques actuelles représentent une avancée
considérable depuis 1’¢laboration des premiéres théories sur 1’angiogénese. Pour autant il s’avére
que Pinhibition de I’angiogénése est une tache bien plus complexe qu’envisagée au départ et
ce pour de multiples raisons. Les traitements actuels permettent d’améliorer trés faiblement la
survie sans progression des patients mais n’impacte que trés peu leur survie globale. De plus

certains patients sont réfractaires a la thérapie des le départ tandis que d’autres répondent
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positivement (Bergers and Hanahan, 2008). Les thérapies ont également montré une cytotoxicité et
le rapport bénéfices/risques pour les patients n’est pas toujours favorable. Certains traitements
ont méme des effets positifs a court terme mais finissent par aggraver le cancer sur le long terme
avec I’apparition de métastases (Cooke et al., 2012).

Une administration différente des traitements anti-angiogéniques peut étre envisagée pour limiter
leurs effets secondaires et s’orienter vers une normalisation de la vascularisation plut6t que sa
réduction. Cette stratégie semble une option prometteuse, et cherche avant tout a controler la
croissance tumorale pour mieux I’éliminer. Normaliser la vascularisation tumorale permet de
réduire ’hypoxie et tous ses effets néfastes tout en facilitant ’acheminement des traitements au sein
de la tumeur. De cette maniére, il serait possible de controler la prolifération cancéreuse tout en
évitant de favoriser I’invasion et la formation de métastases (Jain, 2014)

Les thérapies anti-angiogéniques utilisées en clinique a ce jour ciblent principalement le VEGF,
mais 1’association d’inhibiteurs spécifiques du type VEGF/FGF semble prometteuse (Allen et al.,
2011). D’autres stratégies ciblent actuellement les oncogénes associés aux voies de signalisation
pro-angiogéniques, ou visent a administrer des anti-inflammatoires de maniere a diminuer le réle
pro-angiogénique des cellules immunitaires (EI-Kenawi and EI-Remessy, 2013).

Une autre stratégie d’inhibition de [’angiogénése envisagée est le ciblage d’enzymes
hydrolytiques exprimées par les difféerents acteurs du microenvironnement tumoral. En effet,
par leur réle de dégradation de la MEC, ces enzymes participent au relargage de facteurs de
croissance et a la dissémination métastatique. Les MMPs ont été largement étudiées mais les
inhibiteurs proposés montraient une efficacité faible pour une forte toxicité (Coussens, 2002). Les
méthodes de vectorisations actuelles pourraient cependant relancer 1’intérét pour ces inhibiteurs
(Cathcart et al., 2015). Plus récemment, le role important d’une glycosidase dans I’angiogénése

tumorale et la formation de métastases a émerge. Cette enzyme est appelée héparanase.
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3 L’Héparanase, une enzyme du microenvironnement

tumoral

La présence d’une tumeur influence de maniere significative les tissus sains dans la zone ou elle
est implantée. Cela crée un environnement singulier appelé microenvironnement tumoral. Ce
microenvironnement tumoral est une zone ou se concentrent de nombreux facteurs favorisant le
développement des tumeurs et leur angiogénese (Witz and Levy-Nissenbaum, 2006). Parmi ces
facteurs, on retrouve une enzyme de dégradation nommée héparanase qui participe a I’angiogénese
tumorale et la dissémination des métastases. Dans ce chapitre, nous décrirons dans un premier
temps le microenvironnement tumoral, sa composition et son role dans le cancer. Dans un second
temps, nous aborderons en détail 1’héparanase, comment elle particpe a I’angiogénése tumorale, et

quelles stratégies sont envisagees pour cibler et inhiber cette enzyme.

3.1 Le microenvironnement tumoral

Le microenvironnement tumoral est un concept qui fut développé par le chirurgien Stephen Paget
dans les années 1880 (Paget, 1889). Novateur, il tenta d’expliquer la maniére dont un cancer se
développe et peut disséminer des métastases dans 1’organisme via un mécanisme dit de "seed and
soil" (graine et sol). Dans cette théorie, le "sol" est représenté par le microenvironnement
nécessaire au développement de la cellule cancéreuse qui est considérée comme la "graine”. Au
début du XXeéme siécle, les recherches axées sur le cancer étaient plutét centrées sur la tumeur,
mais avec une adhésion grandissante a la théorie du Dr Paget, les travaux sur le
microenvironnement tumoral n’ont cessé de se multiplier. Aujourd’hui, il est avéré que le
microenvironnement tumoral joue un réle trés important dans la prolifération du cancer, la
dissémination métastatique mais également dans I’angiogénése tumorale. Les thérapies
émergentes visant des composantes précises de ce microenvironnement sont des plus prometteuses.
Le microenvironnement tumoral peut étre divisé en 3 composantes essentielles. La composante
cellulaire, la composante moléculaire et la composante mécanique, cette derniére étant régie par les
contraintes physiques subies par les cellules (Figure 12)

La composante cellulaire est constituée des cellules tumorales, des cellules saines, des cellules

fibroblastiques, des cellules immunitaires et des cellules vasculaires.
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Figure 12 : Le microenvironnement tumoral

La composante moléculaire comprend les molécules solubles produites et échangées entre les
différents acteurs de la composante cellulaire (chimiokines, facteurs de croissance, enzymes...).
Elle comprend également la matrice extracellulaire (MEC), qui, par sa structure glyco-protéique
insoluble, assure la cohésion et la stabilité du milieu extracellulaire. Cette derniére joue également
un réle de régulation des signaux moléculaires via sa capacité a capter et moduler la disponibilité de
nombreux facteurs solubles (Frantz et al., 2010).

3.1.1 Lacomposante cellulaire du microenvironnement tumoral

3.1.1.1 Les cellules tumorales

Les cellules tumorales sont caractérisées par des altérations permanentes de leur information
génétique. Le processus de passage d’une cellule normale a une cellule tumorale se fait
progressivement et par différentes étapes au cours desquelles la tumeur va subir un nombre
grandissant de mutations et devenir de plus en plus maligne (Hanahan and Weinberg, 2000). 5 a
10% des cancers sont dus a des altérations de ’ADN qui peuvent se transmettre de maniere

héréditaire (Nagy et al., 2004). Les autres cas de cancers peuvent étre provoqués par des mutations
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induites par des métabolites endogenes (ex : Dérivés Réactifs de 1’Oxygene) (De Bont, 2004), des
substances chimiques exogénes provenant de 1’environnement (Luch, 2005) , des infections virales
(Chen et al., 2014) ou I’exposition a des rayonnements ionisants (Kim and Lee, 2003). La cellule
normale peut devenir maligne si les génes mutés sont des proto-oncogenes ou des genes
suppresseurs de tumeurs (Lodish, 2000). Les proto-oncogenes sont des génes responsables de la
prolifération cellulaire normale qui, une fois mutés, deviennent oncogénes et induisent une
prolifération démesurée (gain de fonctions). A I’inverse, les génes suppresseurs de tumeurs sont des
genes qui régissent la régulation du cycle cellulaire comme la division, I’apoptose ou la réparation
de ’ADN. Une mutation de ces génes entraine une perte de controle du cycle cellulaire normal
(perte de fonctions). Les mutations qui touchent les génes responsables de la réparation de I’ADN
sont d’autant plus graves qu’elles provoquent une instabilité génétique croissante qui va rendre la
cellule de plus en plus maligne (Heinen et al., 2002). Hanahan et Weinberg en 2000 puis 2011 se
sont attachés a mettre en évidence les caractéristiques des cellules cancéreuses acquises au cours
des différentes mutations et qui leur donne un phénotype pathologique (Figure 13). Parmi les
caractéristiques propres aux cellules cancéreuses, il est possible de dégager deux tendances : des
caractéristiques liées uniquement a la cellule en mutation et des caractéristiques ayant un impact

direct sur I’environnement sain.

Indépendance envers les Insensibilité envers les

signaux de prolifération signaux antiprolifératifs

Dérégulation des métabolismes Evasion de la destruction par les
énergétiques cellules immunitaires
Résistance a la mort ceIIuIaire Potentiel de réplication illimité ]
Instabilité génomique Promotion de I'inflammation
tumorale
Capacité d’induction de Capacnte d’invasion et de
I'angiogenése métastase

Figure 13 : Caractéristiques phénotypiques des cellules cancéreuses

Les caractéristiques des cellules tumorales acquises au cours de leurs mutations. (D’aprés Hanahan et Weinberg, Cell,
2011)

La résistance a la mort cellulaire, ou le potentiel de réplication illimité sont des mutations qui
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n’impliquent que le fonctionnement interne de la cellule cancéreuse.

En revanche, les capacités d’invasion, d’induction de I’angiogénése ou de promotion de
I’inflammation découlent d’anomalies génétiques menant a la synthése et la sécrétion par les
cellules cancéreuses, de composés (facteurs de croissances, chimiokines...) qui vont influer et

déstabiliser I’environnement sain qui les entoure (Hanahan and Weinberg, 2011, 2000).

3.1.1.2 Autres cellules du microenvironnement tumoral

Les cellules vasculaires : Elles regroupent les cellules endothéliales qui forment les capillaires
sanguins ou lymphatiques ainsi que les cellules périendothéliales comme les péricytes et les CMLs
qui vont assurer I’intégrité des vaisseaux formés. Le rble de ces acteurs a déja été décrit plus avant

(Partie I-Angiogénese).

Les cellules fibroblastiques : Elles se situent dans les tissus conjonctifs et sont dans un état de

quiescence en conditions physiologiques (Tarin and Croft, 1969). Les fibroblastes participent aux
phénomenes de réparation tissulaire, d’inflammation et de cancers ou ils sont actives par différents
stimulis (stress, facteurs de croissance, chimiokines) (Kalluri, 2016; Micallef et al., 2012).
Leur présence prolongée dans le microenvironnement tumoral peut induire chez eux des
modifications épigénétiques irréversibles (Albrengues et al., 2015). Ces fibroblastes modifiés sont
communément appelés Fibroblastes Associés Au cancer (CAFs). Ils produisent un nombre exacerbé
de facteurs de croissances (VEGFs, EGFs, FGFs, ...), d’enzymes de dégradation et possédent ainsi
un fort potentiel pro-angiogénique et pro-inflammatoire (Kalluri, 2016; Lochter et al., 1997).

Les cellules immunitaires : Elles sont aussi appelées leucocytes (ou globules blancs) et sont
issues des cellules souches hématopoiétiques de la moelle osseuse (Lionel Prin et al., 2011). Leur
role majeur est 1’élimination de pathogénes, cellules parasites, déchets cellulaires et la réparation
des tissus. On retrouve des cellules immunitaires dans le microenvironnement tumoral et leur
présence peut avoir un effet pro- ou anti-tumoral (Zeh and Lotze, 2005). Les plus décrites sont les
macrophages qui au sein du microenvironnement tumoral sont altérés et ne produisent plus de
réponse imunitaire. En revanche, ils produisent des facteurs de croissances pro-tumoraux, pro-
angiogéniques (Allavena et al., 2008) et peuvent activer I’héparanase, une glycosidase connue pour
son réle pro-angiogénique. On les surnomme alors macrophages associés aux tumeurs (TAM).

De maniére genérale, les cellules immunitaires associées au microenvironnement tumoral telles que
les cellules dendritiques (Ruffell et al., 2014), les neutrophiles (Huang et al., 2015; Lu et al., 2011)

et les mastocytes (Gruber et al., 1995; Saleem et al., 2012) présentent un rdle pro-tumoral plus ou

moins important. Elles ont un fort potentiel immunosuppresseur des lymphocytes ce qui leur vaut la
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dénomination de cellules myeloides suppréssives (CMS). Leur capacité d’infiltration dans les tissus,
implique généralement qu’elles expriment des enzymes de dégradation qui peuvent également

participer au remodelage de la matrice extracellulaire (Engblom et al., 2016).

3.1.2 Lacomposante moléculaire du microenvironnement tumoral

La composante moléculaire du microenvironnement tumoral comprend la partie insoluble
représentée par la matrice extracellulaire ainsi que les molécules solubles (facteurs de croissance,

chimiokines, hormones, enzyme, etc...).

3.1.2.1 La matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire (MEC) est un réseau tridimensionnel de macromolécules assurant la

structure entre les composants cellulaires (Figure 14).
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Figure 14 : La matrice extracellulaire
(A) Les principaux composants de la matrice extracellulaire dont le collagéne, la fibronectine, la laminine et les protéoglycanes (B)

Macrophage fixé sur une matrice extracellulaire observé par microscopie électronique. Les fibres de collagéne sont clairement
visibles. D’aprés (Marieb and Hoehn, 2013)

Bien que la MEC soit toujours composée d’eau, de protéines et de polysaccharides, chaque tissu
possede une matrice qui lui est propre et avec laquelle il interagit de maniére dynamique. La MEC a
la capacité de se lier a une grande quantité de facteurs de croissances et joue un rdle crucial dans
leur régulation, leur disponibilité ainsi que dans leurs activités en interagissant avec les récepteurs
cellulaires. Dans le microenvironnement tumoral, la MEC est altérée et conduit a des réponses
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biochimiques et biologiques qui participent a la progression tumorale. Elle joue notamment un réle
prépondérant dans ’apparition de I’angiogénése ainsi que dans la dissémination métastatique
(Frantz et al., 2010). On peut distinguer différents types de matrices extracellulaires comme par
exemple celle composant la membrane basale des cellules endothéliales ou épithéliales et celle
composant le tissu interstitiel. Leur agencement et leur composition sont différents tout comme leur

role dans le microenvironnement tumoral.

3.1.2.2 Les protéines de la matrice extracellulaire

La MEC est composée de protéines fibreuses qui assurent principalement la structuration, la
résistance et la plasticité du tissu interstitiel et des membranes basales. On y retrouve (Tableau 2) le
collagéne, la fibronectine, la laminine ainsi que 1’élastine. L’altération de ces protéines dans les

cancers peut favoriser la progression de la maladie.

Tableau 2 : Les protéines de la matrice extracellulaire

Noms Structure Fonction

Collagéne Glyco-protéine.
(Kadler et al., 2007; Structure fibreuse de chaines

Khoshnoodietal,, 2006; ) hetidiques assemblées en
Ricard-Blum and Ruggiero,

Confére une structure et une résistance a la tension.
Participe aux phénomenes d'adhésion cellulaire et de
migration via liaison aux intégrines tremsmembranaires

2005) triple hélice

Elastine Protéine fibreuse hydrophobe  Attribue des propriétés élastiques aux membranes et tissus
(Wise and Weiss, 2009) (60-72 kDa) ou elle est produite.

Fibronectine Contribue a la structure de la MEC et des membranes

Glyco-protéine (460 kDa)

L basales. Participe aux phénomeénes d'adhésion cellulaire et
Structure dimérique

de migration via liaison aux intégrines tremsmembranaires

(Astrof and Hynes, 2009;
Larsen, 2006)

Glyco-protéine (400- 900 kDa)  Contribue a la structure des membranes basales en

Laminine Forme hétérodimérique intéragissant avec les autres protéines structurales. Participe
(Durbeej, 2010) composée de 3 chaines aux phénomenes d'adhésion, de migration cellulaires et de
peptidiques (a,B,y) réparation tissulaire.

3.1.2.3 Protéoglycanes et polysaccharides de la matrice extracellulaire

Les protéoglycanes représentent un large panel de molécules composées d’un noyau protéique
sur lequel sont attachées, de maniere covalente, des chaines de glycosaminoglycanes (GAGS)
(Figure 15). La quasi-totalité des cellules du corps humain produisent des protéoglycanes qu’elles
sécrétent dans la MEC, la membrane basale, ou qu’elles stockent dans des granules sécrétoires.

Tandis que les protéines fibreuses conferent élasticité et résistance aux tissus, les protéoglycanes
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interagissent avec les différents composants de la MEC pour former un gel hydraté qui résiste aux
forces de compression (Esko et al., 2009). Les fonctions des protéoglycanes sont principalement
attribuées aux chaines de GAGs capables de se lier a diverses protéines (facteurs de croissance,
chimiokines) régulant des processus biologiques allant de 1’organogénése a I’apoptose ou
I’angiogénese (Sanderson et al., 2010).

Les protéoglycanes sont répartis dans 4 classes majeures en fonction de leur localisation : les
protéoglycanes extracellulaires, intracellulaires, péricellulaires et ceux liés a la surface des cellules
(figure 15) (lozzo and Schaefer, 2015). Les différents GAGs qu’ils portent sont de longs
hétéropolysaccharides chargés négativement et formés par une répétition de disaccharides
composés d’hexosamines et d’acides hexuroniques. Les GAGs sont au nombre de 6: les
galactosaminoglycanes représentés par les chondroitines sulfates et les dermatanes sulfates ainsi
que les glucosaminoglycanes représentés par les héparanes sulfates, les héparines, les keratanes
sulfates et 1’acide hyaluronique. Les chaines de GAGs ont des longueurs variables et peuvent
présenter des modifications structurales telles que des N-acétylations, des N- ou O-sulfatations ainsi
que des epimérisations (Esko et al., 2009).

On notera toutefois qu’il n’existe pas de protéoglycane d’acide hyaluronique car ce dernier n’est li¢
a aucun noyau protéique. Les kératanes sulfates sont également différents car leurs unités
disaccharidiques portent un galactose au lieu d’un acide uronique (Theocharis et al., 2016).

Les GAGs, de par leurs structures distinctes (figure 16), participent a différents processus

physiologiques et pathologiques :

Les chondroitines sulfates (CS) sont constituées d’unités disaccharidiques d’acide glucuronique

(GlcA) 1lié en B-1,3 a une N-acétylgalactosamine (GalNac). Ces unités disaccharidiques
s’enchainent via des liaisons B-1,4. Les chaines de CS peuvent étre O-sulfatées en position -2 des
résidus GIcA et en position -4 et -6 des résidus GalNac donnant lieu aux 4 types de chondroitines
connus (A, C, D et E). Les cartilages articulaires sont majoritairement constitués d’aggrecanes, des
protéoglycanes de CS dont ils tirent une excellente flexibilité et une forte résistance aux
compressions (Baeurle et al., 2009). On retrouve également des CS dans les protéoglycanes
décorine et versicane (Figure 15) qui modulent la disponibilité de différents facteurs de croissance.
Ces deux protéoglycanes sont par ailleurs largement surexprimés dans le micoenvironnement

tumoral de différents cancers (Theocharis et al., 2006; Wegrowski and Maquart, 2006).
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LOCALISATION CLASSIFICATION PROTEOGLYCANE GAG
Intracellulaire — Granules secretoires  — Serglycine — Hep
Syndécane,1-4 — HS
Transmembranaire NG2 — GCs
Bétaglycane — CSHS
. » Surface cellulaire Phosphacane — CS
Chaine de Liaison covalente o _
glycosaminoglycane Ancré via GPI —  Glypican, 1-6 HS
- Perlecan — HS
Périphérie cellulaire —  Membranebasale  — | Agrin — HS
— Collagene XVIII — HS
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KS — Kératane sulfate

Figure 15 : Structure des protéoglycanes, localisation et glycosaminglycanes associés
(inspiré de de Esko et al 2009 ainsi que lozzo & Schaefer, Matrix biol, 2015)

Les dermatanes sulfates (DS) autrefois appelés Chondroitine B, sont constitués d’unités

disaccharidiques d’acide iduronique (IdoA) ou de GIcA lié en a-1,3 a une GalNAc. Ces unites
disaccharidiques s’enchainent via des liaisons (3-1,4. Tout comme pour les CS, les DS peuvent étre
O-sulfatés en position -2 des acides uroniques et en position -4 et -6 des résidus GalNac (Sugahara,
2003). De part la similarité entre leurs structures, les DS se retrouvent sur les méme protéoglycanes
que les CS soit la décorine et le versicane. Le ratio entre les deux GAGs induit des réponses
biologiques différentes. Dans le colon normal, la décorine et le versicane expriment principalement
des DS tandis que dans un adénocarcinome du colon, ils expriment principalement des CS
(Theocharis et al., 2006).

L’acide hyaluronique (AH) est constitu¢ d’unités disaccharidiques de GIcA 1ié¢ en B-1,3 a une N-
Acetylglucosamine (GlcNAc). Ces unités disaccharidiques s’enchainent via des liaisons -1,4 et ne
présentent pas de résidus sulfatés (Hascall and Esko, 2009). Sa nature anionique et sa structure lui

donnent des propriétés semblables a celle d’un gel et on le retrouve notamment dans le liquide
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synovial. Il a également un rdle structural dans le tissu conjonctif et participe a différents processus
comme 1’embryogéneése, la réparation tissulaire ou I’inflammation et le cancer. Sa présence en forte
concentration dans les cancers est associée a un mauvais pronostic (Toole, 2004). Des fragments de
sa dégradation favorisent la prolifération des cellules endothéliales et donc I’angiogénése tumorale
(Itano and Kimata, 2008; Slevin et al., 2002; West et al., 1985).
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Figure 16 : Structure des différents Glycosaminoglycanes (GAGS)

Les keratanes sulfates (KS) sont constitués d’unités disaccharidiques de GlcNAc liée en B-1,4 & un

Galactose (Gal). Ces unités disaccharidiques s’enchainent via des liaisons -1,3 pour former des
chaines longues d’environ 20 a 25 KDa. Les chaines portent des alternances de disaccharides non
sulfatés, mono sulfatés (Gal-GIcNACc6S) ou disulfatés (Gal6S-GIcNACc6S) (Esko et al., 2009). Les
KS sont présents dans les tissus de la cornée au sein des protéoglycanes lumicane et kératocane
(figure 15) ou ils jouent un role dans le maintien de 1’hydratation. On les retrouve également dans

la peau et les cartilages au sein de la fibromoduline (Funderburgh, 2000). Différents types de cancer
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surexpriment le lumicane. Une surexpression de fiboromoduline a également été détectée dans les

cancers du poumon (Garber et al., 2001) et de la prostate (Welsh et al., 2001).

Les héparanes sulfates (HS) et héparines (HEP) sont constitués d’unités disaccharidiques de D-

glucosamine (GIcN) liée en a-1,4 a un acide glucuronique (GIcA) ou un acide iduronique (IdoA).
Ces unités dissacharidiques s’enchainent via des liaisons B-1,4. Au cours de leur biosynthése, les
héparines et héparanes sulfate bien que composés d’unités disaccharidiques de GlcN-GICA/IdoA,
subissent des modifications le long de leurs chaines latérales. En effet, les résidus GICcN peuvent
étre N-acétylés, N-sulfates, ou O-sulfatés en position 6, voir, de maniere plus rare, en position 3
(Figure 16).

C’est la variation de ces modifications le long des chaines latérales qui différencie les HS des
HEPs. Les HS sont caractérisés par un poids moléculaire généralement élevé allant de 10 a 70 kDa
tandis que celui des HEPs fluctue entre 7 et 20 kDa. La différence la plus notable se fait au niveau
de la sulfatation. En effet les HEPs ont un taux de sulfatation des glucosamines de plus de 80%
alors que les HS montrent un taux autour de 50%. Cette variation s’accompagne d’une
augmentation des épimérisations en IdoA dans les HEPs de plus de 70% contre 30 & 50% pour les
HS (Esko et al., 2009).

Les HS sont synthétisés par tous les types de cellules tandis que les HEPs sont synthétisées
uniquement par les mastocytes (Sasisekharan and Venkataraman, 2000) que I’on peut retrouver dans
les tissus conjontifs ou dans le microenvironnement tumoral en cas de cancer.

Les HEPs possédent principalement une activité anti-coagulante liée a leur capacité a se fixer
avec I’antithrombine (AT III), une protéine qui intervient dans la cascade de la coagulation
sanguine (Figure 17). Cette interaction est dle a la présence, sur les chaines d’HEPs, d’une
séquence pentasaccharidique qui se lie spécifiquement a I’AT IIT (Jin et al., 1997) et décuple sa
vitesse d’inhibition basale envers les facteurs Xa et lla (thrombine) de la coagulation. Cette méme
séquence est rare sur les chaines d’HS.

Les HEPs sont liées exclusivement a la serglycine au niveau des granules sécrétoires des
mastocytes ou elles permettent de stocker, par liaisons ioniques, différentes protéases, cytokines et
chimiokines liées a I’inflammation qui seront libérées a la dégranulation. (Douaiher et al., 2014).

Les HS pour leur part font partie intégrante de différents protéoglycanes liés a la membrane
cellulaire, comme les syndécanes et les glypicanes, ou liés a la membrane basale, comme les

perlécanes, les aggrines ou les collagénes XV et XVIII (lozzo and Schaefer, 2015).
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Figure 17 : Action anticoagulante des héparines via I’Antithrombine

La fixation du pentasaccharide a I’AT III multiplie par 500-1000 son inhibition basale du facteur Xa et par 2000-
4000 celle du facteur Ila. Des tailles de chaines d’héparines inférieures a 5400 Da n’ont pas d’activité d’inhibition du
facteur lla méme si elle se lie au pentasaccharide. D’aprés (Jin et al., 1997)

L’hétérogénéité des chaines de HS en terme de sulfatations et N-Acétylations donne naissance a
différents domaines (Figure 18) qui sont en partie responsables des activités biologiques associées
aux HS :

- Un domaine (NACc) ou les glucosamines sont N-acétylées, situé prés du noyau protéique.

- Undomaine (NS/NACc). ou les glucosamines peuvent étre N-acétylées ou N-sulfatées.

- Un domaine (S) ou les glucosamines sont toutes N-sulfatées et fortement O-sulfatées.
Une forte proportion de 2-O-sulfatation est aussi présente sur les acides uroniques de ce

domaine.

Les HS, comme les HEPs de part leur caractere électronégatif, ont la capacité de se lier a
différents médiateurs solubles et peuvent ainsi moduler diverses activités biologiques (Capila and
Linhardt, 2002). Leur forte propension a moduler la disponibilité de facteurs de croissance tels que
les FGFs et VEGFs font que les HSPGs jouent un role primordial dans I’angiogénese physiologique

ou I’angiogénése tumorale (Sanderson et al., 2010).
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Figure 18 : Structure et organisation des héparanes sulfates

Les domaines S fortement sulfatés donnent aux HS des possibilités de liaisons avec de hombreuses protéines régulant différents
processus biologiques. On retrouve également des séquences plus spécifiques entre domaines S et NS/NAc comme le
pentasaccharide reconnu par I’antithrombine. Les HEPs sont plus riches que les HS en domaines S et séquences pentasaccharidiques.

D’aprés (Esko et al., 2009)

3.1.3 Les molécules solubles du microenvironnement tumoral

Les MECs aux maillages protéiques et polysaccharidiques insolubles interagissent avec de
nombreuses molécules solubles. Parmis ces molécules solubles, on retrouve les facteurs de
croissance (présentés partie I) ainsi que diverses chimiokines, cytokines, hormones, enzymes etc...

Cette partie s’intéressera plus particuliérement aux enzymes présentes dans les MECs du
microenvironnement tumoral. Les cellules tumorales ainsi que les cellules du microenvironnement ,
telles que les CAFs ou TAMs, ont une forte tendance a hypersécréter des enzymes de dégradation
pour remodeler la MEC et favoriser le développement du cancer. Les enzymes produites sont

généralement des protéases ou des glycosidases.

3.1.3.1 Les protéases de la matrice extracellulaire.

Les protéases de la MEC ont la capacité de dégrader les protéines de maniere a remodeler la
matrice. Elles sont particulierement exprimées lors de processus physiologiques tels que la
réparation tissulaire ou 1’inflammation. On les retrouve également dans des pathologies comme le
cancer ou elles sont surexprimées dans le microenvironnment tumoral, favorisant I’invasion
cellulaire, I’angiogénése ou la formation de métastases (Koblinski et al., 2000). Les protéases
matricielles peuvent étre présentes a la surface des cellules ou excrétées directement dans la MEC
(Sevenich and Joyce, 2014). Le dégradome humain compte 569 protéases dont 269 sont localisées

dans le domaine extracellulaire et 16 dans le domaine membranaire (Figure 19).
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Figure 19 : Dégradome humain et localisation des protéases ( Theocharis, Adv Drug Deliv Rev, 2016)

Les protéases excrétées appartiennent majoritairement aux familles des métalloprotéases et
sérine-protéases, bien que 1’on retrouve également des aspartyl-protéases, des cystéine-protéases
ainsi que des threonines-protéase (Rawlings et al., 2010; Theocharis et al., 2016).

La stimulation des cellules stromales par les cellules cancéreuses via certains signaux chimiques
entraine une surproduction de protéases. Par exemple, les TAMs, les cellules endothéliales ou les
CMS produisent des MMPs, tandis que les CAFs produisent de 1’urokinase (Sevenich and Joyce,
2014). Les cellules cancéreuses expriment elles aussi plus de protéases que la normale et les
échanges avec le microenvironnement peuvent augmenter ce phénomene. Les conditions de stress
du microenvironnement comme I’hypoxie déclenchent la sécrétion des protéases dans le milieu
extracellulaire (Gondi and Rao, 2013; Zaidi et al., 2008).

3.1.3.2 Les glycosidases de la matrice extracellulaire.

Les glycosidases de la MEC ont la capacité de dégrader les glycosaminoglycanes. On retrouve
majoritairement les glycosidases dans le compartiment intracellulaire ce qui demande une étape
d’internalisation des GAGs avant de pouvoir étre hydrolysés (figure 20) (Lloyd and Mason, 1996).

Dans un premier temps les protéoglycanes sont clivés par des protéases membranaires et
péricellulaires puis les GAGs sont internalisés par endocytose. Une premiere dépolymérisation
endolytique a alors lieu au sein de ’endosome de maniere a obtenir des oligosaccharides de GAGs
via des hyaluronidases ou des endo-B-D-galactosidase. La dégradation des oligosaccharides se

poursuit lors de la fusion endosome-lysosome ou ils entrent en contact avec de nouvelles
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glycosidases exolytiques ainsi que certaines sulfatases qui vont les réduire en monomeres (Ernst et
al., 1995). Seuls les HS sont encore sous forme de polysaccharides avant la fusion avec le lysosome
car I’héparanase qui les dégrade n’est active que dans le lysosome (Shafat et al., 2006).

Tout comme pour les protéases, certaines glucosidases peuvent étre excrétées dans le milieu
extracellulaire en réaction a des stimulis produits par une zone inflammatoire physiologique ou

tumorale. C’est le cas pour certaines hyaluronidases ainsi que pour I’héparanase.

Les hyaluronidases sont des hydrolases dont la fonction principale est la dégradation de I’AH
bien qu’elles aient également une activité réduite sur les CS et les DS (El-Safory et al., 2010). La
famille des hyaluronidases est composée de 5 membres (Hyall a Hyal4 et PH-20). Hyall, Hyal2 et
PH-20 possédent des activités enzymatiques sur les AH tandis que Hyal4 agit majoritairement sur
les CS. En revanche, aucune activité catalytique n’a été détectée pour Hyal3.

La Hyall est une enzyme lysosomale active a des pH acides qui clive des AH de toutes tailles et
libére de petits fragments. La Hyal2 clive des AH de hauts poids moléculaires (20x10* kDa) et
donne des fragments d’environ 20 kDa. Elle agit a des pH allant de 4 a 7,4 et est excrétée dans la
MEC (Stern et al., 2007).

o o

Lol Lo J—
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B-glu : B-glucuronidase

a-L-ldu: a-L-Iduronidase

B-gal : B-galactosidase

B-N-AcHex : B-N-acétylhexosaminidase
a-N-AcGlu : a-N-acétylglugosaminidase

Polysaccharides Oligosaccharides

------ » Hydrolyse

ENDOSOME

Figure 20 : Dégradation enzymatique des GAGSs. Adapté de (Ernst et al., 1995)

Ces deux hyaluronidases ainsi que la PH-20 connue sous le nom de hyaluronidase testiculaire
ont été observées surexprimées dans différents cas de cancer et notament les cancers du sein, de la
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prostate ou du larynx (Godin et al., 2000; Madan et al., 1999b, 1999a). Ces glycosidases sont
associées a des phénotypes agressifs et invasifs et certains fragments de AH produits par I’hydrolyse
tendent a favoriser I’angiogénése tumorale (Stern et al., 2006)

L’héparanase est une endo-B-D-glucuronidase qui dégrade les chaines d’héparanes sulfates; soit
au sein des lysosomes (aprés endocytose) ou elle est présente dans toutes les cellules en tres faible
quantité, soit quand elle est excrétée dans la MEC dans des conditions précises (Freeman and
Parish, 1998; Parish et al., 2001a). Par exemple, cette enzyme est sécrétée par les plaquettes ou les
cellules activées du systéme immunitaire lors du processus d’invasion des tissus conjonctifs et de
réparation tissulaire. Dans un contexte pathologique, on la retrouve surexprimée et hypersécrétée
par de nombreux cancers ou elle est associée a I’angiogénése tumorale et la formation de métastases

(Elkin, 2001). (Le role de I’héparanase est détaillé dans la section 3.2)

3.1.4 Physicochimie du microenvironnement tumoral

3.1.4.1 Hypoxie et acidose

L’hypoxie se caractérise par un manque d’oxygene dans les cellules. Cela peut se produire pour
les tumeurs non, ou mal vascularisées, et est 1'un des principaux facteurs déclencheur de
I’angiogéneése tumorale. Cette privation d’oxygeéne provoque une production par les cellules
cancéreuses de facteurs de transcription induits par I’hypoxie (HIFs). Les HIFs vont induire
I’expression d’une multitude de facteurs pro-angiogéniques, favorisant a leur tour une angiogénése
exacerbée. Parmi ces facteurs pro-angiogéniques, on retrouve le VEGF et ses récepteurs VEGFRS,
les angiopoiétines, le PDGF, certaines MMPs et I’héparanase (Hickey and Simon, 2006).

Les facteurs de transcription HIF sont actifs sous formes hétérodimériques composées de deux
sous unités a et B. A ce jour, trois sous unités a ont eté récensées (HIF-1a, HIF-2a et HIF-30) dont
I’expression est régulée par ’hypoxie et une sous unité  dont I’expression est constitutive (HIF-
1B). La réponse des cellules cancéreuses a I’hypoxie est majoritairement régulée par les facteurs de
transcription HIF-1a et HIF-20, HIF-1a étant le plus décrit. L’hétérodimeére HIF-1a/HIF-1B induit
la transcription de génes favorisant 1’aggressivité des cancers, ’angiogénése et 1’apparition de
métastases (Birner et al., 2001; Mabjeesh and Amir, 2007). Dans des conditions d’oxygénation
normales, HIF-1a est dégradé tandis qu’en hypoxie il reste intact et peut s’hétérodimériser avec

HIF-1p et induire la transcription de genes en consequences (figure 21A). (Cook and Figg, 2010).
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Figure 21 : Effets de I’hypoxie sur la production de HIF : impact sur le pH extracellulaire et la
glycolyse
(A) En condition de normoxie, 2 prolines du HIF-o sont hydroxylées de maniére a pouvoir s’associer ensuite a la protéine VHL qui
est liée & une ubiquitine ligase. Cette ubiquitine ligase catalyse la polyubiquitinylation du HIF-a induisant ainsi sa dégradation par le
protéasome et donc I'impossibilité de former un complexe de transcription avec HIF-B. Les conditions hypoxiques empechent
I’hydroxylation des HIF-a qui ne sont alors pas dégradés et peuvent former un complexe de transcription avec HIF-B et induire la
production de multiples facteurs pro-cancéreux. (B) Plus les cellules cancéreuses sont loin d’un capillaire sanguin, plus elles sont
hypoxiques et nécrotiques. L’hypoxie entraine une surexpression d’HIF-a qui en se complexant avec HIF-B permet la transcription de

différents génes favorisant, entre autre, la glycolyse anaérobie et 1’acidification du milieu extracellulaire par 1’émission de lactates.
(Inspiré de Cook & Figg, Cancer j clin, 2010 et Carmeliet & Jain, Nature , 2000)

Un autre réle des HIFs réside en leur capacité a moduler le métabolisme du glucose des cellules
cancéreuses. lls favorisent grandement la glycolyse anaérobie transformant le pyruvate en lactate
(effet Warburg) par rapport a la phosphorylation oxidative classique des mitochondries
(figure 21B).

Cela a pour effet de considérablement augmenter la consommation de glucose par les cellules
cancéreuse, mais ¢galement d’acidifier le pH extracellulaire par excrétion de lactates, et ce jusqu’a
atteindre des pH de 5,6 (Brahimi-Horn et al., 2007).

La dégradation des matrices extracellulaires se voit alors favorisée par la sécrétion d’enzymes
lysosomales actives a des pH acides comme les cathepsines ou 1’héparanase qui induisent des

phenotypes pro-angiogéniques et pro-métastatiques (Briozzo et al., 1988; Rivara et al., 2016).
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3.2 L’héparanase, une cible thérapeutique prometteuse.

L’héparanase est une enzyme dotée d’un pouvoir catalytique de type endo-p-D-glucuronidase et
qui exerce également des fonctions biologiques non associées au caractére enzymatique. Son activité
catalytique est dirigée vers les héparanes sulfate (HS) des protéoglycanes d’héparane sulfate
(HSPG) dont elle clive les chaines, altérant ainsi la structure des MECs (membranes basales ou
matrices interstitielles). La dégradation des HS de la MEC entraine un relargage de différentes
chimiokines ou facteurs de croissance (VEGFs, FGF-2) ayant un fort impact sur I’angiogénése ou la
prolifération tumorale (Moir Chapitre I- L’angiogénése).

Depuis les premiers travaux référents a 1’héparanase dont 1’activité catalytique avait été détectée
dans un cas de mélanome métastatique, cette enzyme a suscité un intérét grandissant (Nakajima et
al., 1984). Aujourd’hui, on sait qu’elle est impliquée dans de nombreuses pathologies chez I’homme
comme les inflammations chroniques, les néphropathies liées aux diabetes, les thromboses ainsi que
dans la majorité des cancers ou elle exerce un réle pro-angiogénique et pro-métastatique. Cette
enzyme constitue donc une cible pharmacologique prometteuse, tant dans le cadre de traitements

anti-angiogéniques que dans le traitement d’autres pathologies (Rivara et al., 2016).

3.2.1 Biologie de I’héparanase

3.2.1.1 Biosynthése et activation de ’héparanase

Chez ’homme, I’héparanase (aussi nommee HPSE ou Hpal) est encodée par le géne HPSE et
est exprimée via deux types d’ARNm résultants d’un épissage alternatif (Dong et al., 2000). La
protéine est traduite sous la forme d’une pré-proenzyme (pré-prohéparanase) composee de 543
acides aminés. S’en suit alors 1’élimination du peptide signal N-terminal (Met1-Ala35) lors de la
translocation dans le réticulum endoplasmique de maniére a obtenir la proenzyme (prohéparanase)
de 65 kDa. Cette derniére est ensuite transportée vers 1’appareil de Golgi ou elle est encapsulée dans
des vésicules afin d’étre sécrétée hors du cytoplasme (Figure 22A). Une fois hors de la cellule, la
prohéparanase interagit avec différents composants liés a la membrane plasmique, tels que les
récepteurs mannose-6-phosphate et les HS constituant le HSPG syndécane (Figure 15), avant d’étre
rapidement internalisée par endocytose dans les endosomes tardifs et lysosomes (Shteingauz et al.,
2014). L’activation de 1’héparanase dans les lysosomes est réalisée via I’excision d’un peptide
linker de 6 kDa (Ser110-GIn157) catalysée par des cathepsines dont la cathepsine L majoritairement
(Abboud-Jarrous et al.,, 2008) (Figure 22B). Cette activation génere la forme mature de
I’héparanase sous la forme d’un hétérodimére non covalent composé d’une chaine N-terminale de 8

kDa (GIn36-Glul09) et d’une chaine C-terminale de 50 kDa (Lys158-11e543) (Wu et al., 2015a).
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Figure 22 : Biosynthése de I’héparanase, circulation intra/extracellulaire et modifications
post-traductionnelles

(A) Biosynthése de I’héparanase et circulation de la protéine. 1) Synthése de I’enzyme dans la lumiere du réticulum
endoplasmique. 2) Transport de la pro-héparanase jusqu’a ’appareil de golgi. 3) Secrétion de la pro-héparanase via des vésicules vers
le compartiment extracellulaire. 4) Interaction avec les HSPGs membranaires 5) Endocytose des complexe HSPG + prohéparanase.
6) fusion de ’endosome avec le lysosome et activation de ’héparanase par la Cathepsine L. 7) Sécrétion de 1’héparanase favorisée
par des récepteurs P2Y1. 8) Vésicules périnucléaires contenant I’héparanase mature. 9) Libération de I’héparanase mature dans le
compartiment extracellulaire et dégradation de la MEC induisant la libération de facteurs de croissance pro-angiogéniques et
prométastatiques. 10) Liaison de I’héparanase a des récepteurs déclenchant les voies de signalisation p38, Akt et scr liées a la
prolifération cellulaire et 1’invasion.(B) Modifications post traductionnelles de I’héparanase. Le peptide signal de la pré-
prohéparanase est clivé dans un premier temps induisant un folding de la prohéparanase. Dans un second temps, le peptide linker est
excisé par la cathepsine L, libérant le site catalytique pour I’obtention de I’héparanase mature sous sa forme
hétérodimérique.(D aprés Rivara et al, Fut Med Chem rev, 2016 & Wu et al, Nature, 2015)

Il a par ailleurs ét¢ montré que la chaine de 8 kDa était indispensable pour que I’enzyme mature
ait une activité catalytique (Levy-Adam et al., 2003). Une fois activée, I’héparanase mature reste

au sein des compartiments lysosomaux dans lesquels on la retrouve dans toutes les cellules en treés
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faible quantité pour assurer la dégradation des HS internalisés par endocytose (Parish et al., 2001a).
On la retrouve en quantité plus importante dans les fibroblastes, les cellules cancéreuses et plus
généralement dans les cellules a caractere invasif comme les plaquettes ou les cellules immunitaires.
Ces cellules sont capables de secréter I’héparanase sous 1’action de stimulis internes ou externes comme

I’hypoxie ou I’acidification du milieu extracellulaire (\Vlodavsky et al., 2016).

3.2.1.2 Structure, mécanisme catalytique et spécificité
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Figure 23 : Mécanisme catalytique de I’héparanase
(d’apreés Wilson et al, biochem biophys Res com, 2014)

Des études réalisées a I’aide d’alignements de séquences et de modélisation moléculaire avaient
prédit une structure de I’héparanase mature en tonneau TIM (B/a)8 (8 alternances de feuillets- et
d’hélices-a) (Figure 24). Ces hypothéses ont été confirmées tres récemment en 2015 avec
I’obtention de la structure 3D de I’héparanase (Wu et al., 2015a). Au-dela de la structure en tonneau
TIM, la sous unité de 50 kDa possede un domaine C terminal composé de 8 feuillets-p essentiel a la
sécrétion et D’activité enzymatique tout en jouant un réle dans D’activité non enzymatique de
I’héparanase (L. Fux et al., 2009).

L’héparanase est une endo-B-D-glucuronidase qui catalyse 1’hydrolyse d’une liaison (-
glycosidique entre un acide glucuronique/iduronique et une glucosamine. Elle appartient a la
famille CAZY des Glycosyl Hydrolases et est identifiée comme GH79. Le mécanisme catalytique
fait appel a deux acides aminés acides identifiés par mutagénése dirigée : Glu225 et Glu343. lls ont

respectivement le role de donneur de proton et de nucléophile (figure 23). Le site catalytique
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produit une hydrolyse avec un mécanisme de rétention de configuration qui permet de garder la
configuration du carbone anomérique aprés hydrolyse (Wilson et al., 2014).

L’analyse sequentielle de la protéine a permis I’identification de trois zones fortement
concentrées en acides aminés basiques. Parmi elles, deux zones : Lys158 a Aspl62 et GIn270 a
Lys280 ont montré de fortes interactions avec les HS et ont été nommeées respectivement par la suite
HBD-1 et HBD-2 (HBD pour Heparin Binding Domain) (Figure 24).

Figure 24 : Structure 3D de I'héparanase et identification des HBDs

Structure identifiable en tonneau TIM avec identification des HBDs en bleu et en vert. Les acides aminés Glu225 et Glu 343 du site
actif sont visibles dans le cercle jaune. (D aprés Rivara et al, Fut Med Chem rev, 2016)

Le fait que les HS soient fortement chargés négativement, di aux nombreuses fonctions sulfate,
leur octroie une forte affinité avec les acides aminés basiques. HBD-1 et HBD-2 sont situés de part
et d’autre du site actif et aident a 1’adhésion des chaines d’HS sur I’héparanase de maniére a
favoriser 1’acces au site catalytique et I’hydrolyse qui s’en suit (Gandhi et al., 2012). Dans le cas ou
I’enzyme ne montre pas d’activité catalytique, c’est via HBD-1 et HBD-2 qu’elle interagit avec
d’autres composés et exerce une activité biologique (Levy-Adam et al., 2005).

La spécificité de I’héparanase a été étudiée depuis longtemps a 1’aide de substrats naturels et
synthétiques. Bien que cette spécificité ne soit pas encore bien élucidée, il est avéré que la structure
minimum de reconnaissance pour 1’héparanase est un trisaccharide. De plus il a été montré que
I’hydrolyse n’était pas dépendante d’une séquence saccharidique spéciale mais plutdt du profil de
sulfatation des saccharides adjacents au site actif. L’obtention de la structure 3D de I’héparanase

(Wu et al., 2015a) a pu confirmer les précédentes hypotheses concernant le profil de sulfatation
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requis (Peterson and Liu, 2010). La N-sulfatation en position -2 et la 6-O-sulfatation en position +1

sont déterminantes pour la reconnaissance dans le site actif car elles interagissent directement avec

I’enzyme par liaisons hydrogene (Figure 25). Les 6-O- sulfatations en position -2 et N-sulfatation

en position +1 ne sont pas indispensables, mais peuvent aider a stabiliser le trisaccharide dans le site

actif par interaction avec les acides aminés basiques qui le composent. Il a été remarqué que
I’héparanase pouvait s’adapter a différents type de substrats. Aux vues de 1’hétérogénéité des
chaines de HS, il semblerait qu’elle puisse cliver les chaines sur des positions sélectives de maniéres
a produire des fragments composés des domaines les plus sulfatés déja porteurs de facteurs de

croissances, ou non-liés, et libres d’interagir avec d’autres cibles (Peterson and Liu, 2013)
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Figure 25 : Spécificité de I'héparanase

Résultats obtenus aprés co-cristallisation entre 1’héparanase et un fragment d’héparine constitué de 4 monoméres (DP4)
(D’aprés Wu et al, Nature, 2015)

3.2.2 Fonctions biologiques de ’héparanase.

En conditions physiologiques, 1’héparanase est peu exprimée dans le corps humain et on ne la
retrouve en quantité significative que dans des processus précis tels que la réparation tissulaire ou
I’inflammation. Elle est alors exprimee par les plaquettes et les cellules immunitaires qui I’utilisent
pour dégrader la membrane basale des vaisseaux sanguins et envahir les tissus conjonctifs. En
revanche I’héparanase est largement surexprimée lors de pathologies comme les cancers ou les
maladies liées aux troubles inflammatoires chroniques.

Les fonctions biologiques de 1’héparanase découlent principalement de son activit¢ de

dégradation des HS situés sur les HSPGs. En effet, dans le microenvironnement tumoral ou dans
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des cas d’inflammation chronique, I’héparanase active est sécrétée dans le compartiment
extracellulaire (Figure 26). Elle peut alors dégrader les HS des HSPGs liés a la membrane
plasmique comme le glypicane et les syndécanes, ou ceux présents dans la membrane basale tel que
le perlecane (revoir fig 15). La dégradation des chaines de HS entraine des réponses biologiques

via divers mécanismes qui sont généralement pro-tumoraux ou pro-inflammatoires :

L’angiogénése tumorale : L’héparanase favorise 1’angiogénése tumorale en participant a la

dégradation de la membrane basale ce qui facilite I’invasion des cellules endothéliales et
I’angiogénese par bourgeonnement. Parallélement, la dégradation des chaines de HS des HSPGs de
la membrane basale entraine le relargage de nombreux facteurs de croissances liés aux HS tels que
le VEGF, le FGF2, le PDGF ou le HGF (Heyman and Yang, 2016; Peterson and Liu, 2013).(\Voir
Chapitre I).

La dissémination métastatique : Parmi les premiéres études réalisées, celles effectuées sur des
cellules de mélanomes ont montré une activité héparanase plus élevée dans la lignée métastatique
gue non métastatique (Nakajima et al., 1988). Cela a également été observé sur différentes lignées
de cellules cancéreuses mammaires ou plus la lignée avait un potentiel invasif, plus I’activité
héparanase était exacerbée (Zcharia et al., 2001). Une autre étude réalisée sur un grand nombre de
cancers est venue corréler ces résultats en montrant que les cancers les plus agressifs exprimaient
I’héparanase qui était, de plus, localisée sur le front entre les tissus sains et tumoraux (llan et al.,
2006). Un marqueur prédictif de la dangérosité d’une tumeur peut étre la localisation de
I’héparanase. En effet si I’héparanase reste dans le compartiment cellulaire, les chances de survie

sont plus élevées que si I’héparanase est largement excrétée (Takaoka et al., 2003).

L’inflammation : Que ce soit pour les inflammations chroniques ou les inflammations liées au

cancer, I’héparanase joue un rdle aggravant. Les HS sont largement impliqués dans I’inflammation
et notamment les HS de la membrane basale des cellules endothéliales vasculaires (Vlodavsky et
al., 2016). En sécrétant de 1’héparanase, les leucocytes dégradent les chaines de HS et entament leur
extravasation vers les tissus conjonctifs.

Tout comme pour les facteurs de croissances, les chaines de HS peuvent séquestrer des
cytokines pro-inflammatoires. La dégradation des HS par I’héparanase peut donc également activer
le recrutement des cellules inflammatoires. De plus, les fragments de HS générés peuvent se lier a
des récepteurs sur les macrophages. Cela déclenche la voie de signalisation NF-kB qui active ces

macrophages, leur faisant produire de nombreuse cytokines pro-inflammatoires (en majorité des
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interleukines) et leur donnant la capacité d’activer I’héparanase (Goodall et al., 2014).
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Figure 26 : L’héparanase dans le compartiment extracellulaire
L’héparanase peut dégrader les HS des HSPGs liés a la membrane plasmique tels que le syndécane ou le glypicane ou ceux faisant

partie de la membrane basale tel que le perlécane. Un rappel du site de coupure enzymatique est indiqué dans 1’encadré en haut a
gauche. (D apreés Rivara et al, Fut Med Chem rev, 2016)

L’héparanase est une enzyme trés mobile, qui s’adapte parfaitement au microenvironnement
tumoral, et qui contribue a son caractere dynamique. Elle peut en effet étre sécrétee sous sa forme
pro-héparanase dans le microenvironnement et étre endocytée par des fibroblastes ou des
macrophages dans lesquels elle sera activée au sein des lysosomes puis sécrétée sous sa forme
active (Nadav et al., 2002; Vlodavsky et al., 2016). L affinité de I’héparanase avec les HSPGs
syndécanes, plus particulierement le syndécane-1, a également un role important dans les cancers
(Liu et al., 1998). Dans un premier temps, la liaison avec le syndécane-1 permet a 1’héparanase
d’étre internalisée dans les cellules et dans un second temps, elle participe avec des protéases, aussi
appelées "sheddase"”, a la dégradation du syndecane-1. Cela permet de detacher de long fragments
porteurs de facteurs de croissances ou de molécules pro-inflammatoires qui peuvent alors migrer
vers d’autres types de cellules (Ramani et al., 2013).

Il a également été montré que, de par sa liaison avec des récepteurs extracellulaires encore mal
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définis, I’héparanase induit des voies de signalisation intracellulaires de maniére indépendante de
son activité catalytique. Parmi ces voies, on retrouve les voies Akt, p38 et Src impliquées dans la

prolifération cellulaire (Levy-Adam et al., 2010).

3.2.3 Stratégies actuelles d’inhibition de ’héparanase.

De par ses différentes fonctions, 1’héparanase est associée a de nombreuses pathologies. Au sein
des cancers, elle exerce un role pro-angiogénique et pro-métastatique mais elle participe aussi aux
processus d’inflammation chronique, aux pathologies vasculaires ou a d’autres maladies plus rares.
L’héparanase est donc une cible pharmacologique prometteuse dans le cadre de thérapies anti-

angiogéniques mais également pour le traitement de différentes maladies (Pisano et al., 2014).

3.2.3.1 Les analoques de ’héparane sulfate

L’une des premieres stratégies adoptées pour développer des inhibiteurs de I’héparanase a été de
concevoir des analogues de son substrat naturel, soit I’héparane sulfate.

C’est I’équipe du Professeur Parish qui élabora I’un des premiers inhibiteurs de I’héparanase en
1999 dénommé PI-88 (Parish et al., 1999). Le PI-88 est dorénavant développé par la société
australienne Progen pharmaceuticals sous le nom de muparfostat (figure 27). 1l correspond a un
mélange d’oligosaccharides de mannose hautement sulfatés et monophosphorylés dérivés de
phosphomannanes produits par la levure Pichia (hansenula) holstii (Kudchadkar et al., 2008). Il
possede des propriétés anti-angiogéniques via I’inhibition de I’héparanase et des interactions avec le
VEGF et FGF-1 et 2. Le muparfostat est pour le moment en phase III d’un essai clinique pour le
traitement d’hépatocarcinomes apres résection de la tumeur. Il semblerait que pour le moment il ne
valide pas le premier critére de 1’essai, soit une augmentation de la survie sans progression de la

maladie.

Un autre analogue de I’héparane sulfate est développé par la société Progen pharmaceuticals
sous le nom de PG545. 11 est constitué d’une partie oligosaccharidique hautement sulfatée reliée a
une partie lipophile. Les tests precliniques ont montré que le PG545 exercait une activité anti-
angiogénique et anti-métastatique par I’inhibition de I’héparanase mais également par ses
interactions avec le VEGF ainsi que FGF-1 et FGF-2. Il est actuellement en phase 1 des essais

cliniques pour des traitements de tumeurs solides (Ferro et al., 2012; Hammond et al., 2013).
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Figure 27 : Inhibiteurs de I’héparanase analogues des HS actuellement en essai clinique.

Structure des composés polysaccharidiques inhibiteurs de 1’héparanase actuellement en phase d’essais cliniques. L’'ICgy sur
I’activité héparanase est renseignée. (D ‘apreés Rivara et al, Fut Med Chem rev, 2016)

Deux autres composés possédant une structure analogue aux HS ont montré des résultats
prometteurs. Il s’agit du SST0001 et du M402, qui ont pour point commun d’étre des dérivés du
composé le plus proche structuralement des HS, soit, les héparines. Le SST0001 est produit par la
société suisse Sigma Tau research sous le nom roneparstat. Il s’agit d’une héparine 100% N-
acétylée et 25% glycol splittée (ouverture des acides uroniques par un procédé d’oxidation puis
réduction, voir figure 40) d’un poids oscillant entre 15 et 25 kDa (Naggi et al., 2005). Les tests
précliniques ont montré que le roneparstat ne possédait pas d’activité anti-coagulante, comparé aux
héparines classiques. Ils ont également montré une forte activité anti-héparanase associée a des
capacités de modulation des niveaux de HGF, VEGF et MMP-9 ainsi qu’une réduction de la
dégradation du syndécane-1 dans le microenvironnement, lui octroyant ainsi des propriétés anti-
angiogéniques et anti-metastatiques (Ritchie et al., 2011). 1l est actuellement en phase I d’essai
clinique dans le traitement du myélome multiple qui exprime fortement 1’héparanase. Il y est
associé a la dexaméthasone et les premiers résultats sont tres encourageants.

Le M402 est également un composé dérivé des héparines. Il est produit par la société américaine

Momenta Pharmaceuticals sous le nom de necuparanib. Il s’agit d’une héparine dépolymérisée (de
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maniere controlée) par un procédé a ’acide nitrique puis glycol splitée par un procédé d’oxydation
puis réduction (Zhou et al., 2011). Le composeé final posséde une masse autour de 5-8 kDa et une
faible activité anticoagulante. Les essais précliniques ont montré des activités anti-angiogéniques et
anti-métastatiques par 1’inhibition de 1’héparanase et 1’interaction avec le VEGF, FGF-2 et SDF-1. I
est actuellement en phase Il des essais cliniques pour le traitement des cancers pancréatiques en
association avec le paclitaxel et la gemcitabine. Les résultats sont encourageants méme si des cas de
troubles trombotiques ont pu étre observés chez certains patients. C’est un moins bon inhibiteur de
I’héparanase (ICsp : 800 nM) que le P1-88, le PG545 ou le SST0001 dont les ICsq se situent entre 3
et 25 nM.

3.2.3.2 Autres stratégies d’inhibition

Avec la compréhension de la structure de I’héparanase, d’autres inhibiteurs on été isolés ou congus
et notamment sous la forme de petites molécules. L’un des premiers isolé fut I’acide trachyspique,
une molécule produite par Talaromyces trachyspermus qui montra des capacités d’inhibition de
I’héparanase intéressantes (Figure 28. 1) (Shiozawa et al., 1995).

Des travaux sur la suramine, une naphtylurée polysulfatée initialement synthétisée en 1916 pour le
traitement de la maladie de Chagas (ou trypanosomiase) montrérent également une inhibition de
I’héparanase. Cependant les premiers essais de cette molécule mirent en évidences de sérieux effets
secondaires qui menérent a un arrét des essais pour cette molécule (Nakajima et al., 1991)(Figure
28. 2). En 2002 la société Insight breveta de nombreuses petites molécules polycycliques présentant
des activités anti-héparanase (Insight strategy and marketing, 2002) (Figure 28. 3-6). Les ICsq des
molécules présentées figure 31 sont tous de I’ordre du micromolaire tandis que les analogues des
HS sont de I’ordre du nanomolaire. A I’heure actuelle ils semblent moins intéressants et aucune de

ces molécules n’est d’ailleurs testée en essai clinique.

D’autres stratégies ont également été mises en place pour inhiber I’héparanase mais ne seront pas
détaillées dans ce manuscrit. Parmi ces stratégies, la production d’anticorps monoclonaux a montré
des résultats intéressants et ils devraient étre soumis prochainement a des essais cliniques. Le
développement d’acides nucléiques inhibant 1I’expression du géne HPSE est également en cours et

les résultats montrent des effets anti-métastatiques prometteurs (Rivara et al., 2016)
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Figure 28 : Production de petites molécules inhibitrices de I’héparanase

3.2.4 \ers la conception de nouveaux analogues des héparanes sulfates

La modification physicochimique d’héparines a permis 1’obtention de deux des composés
actuellement en essai clinique pour des traitements anti-cancéreux par inhibition de I’héparanase
(SSTO001 et M402). Cela s’explique par le fait que les héparines partagent une structure quasi
identique avec les HS a la différence prés qu’elles possédent plus de domaines sulfatés (revoir
Figure 18). L’utilisation d’héparines est d’autant plus intéressante qu’elles sont déja largement
décrites de part leur utilisation en médecine comme anticoagulant.

Les héparines commercialisées sont extraites a partir de la muqueuse intestinale porcine
(Elalamy, 2010). Elles sont purifiées sous formes sodiques ou calciques et sont distribuées en
solutions administrables en intraveineuse ou par voie sous-cutanée. Elles peuvent étre utilisées sous
leur forme non fractionnée standard (HNF) ou de bas poids moléculaire (HBPM). Les HNFs sont
caractérisees par un poids moléculaire moyen de 15 kDa avec des chaines allant de 3 a 30 kDa

(Figure 29). Les HBPMs sont, elles, caractérisées par un poids moléculaire moyen de 6 kDa. Des
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héparines d’ultra bas poids moléculaire (HUBPM) au poids moléculaire moyen inférieur a 3 kDa
ont également été développées et se sont par ailleurs montrées efficaces en tant qu’anti-
angiogeniques (Agnelli and Turpi, 2012). Le développement au sein de notre laboratoire d’une
méthode de dépolymérisation physicochimique a également permis 1’obtention d’héparines de bas
poids moléculaire possédant un pouvoir inhibiteur de I’héparanase intéressant pour des activités

anticoagulantes réduites (Achour et al., 2016, 2013).

Héparines
non-fractionnée
(HNF) HUBPM HNF

Dépolymeérisation

%

‘ Dépolymérisation

Activit
A anti-Xa
Héparines
d'ultra-bas poids moléculaire 0 5000 10000 15000 20000 25000 30000
(HUBPM)

Poids moléculaire (daltons)

Figure 29 : Production des héparines en industrie pharmaceutique et leur classification selon leur
poids moléculaire (D apreés | Elalamy, 2010)

Pour autant, ’utilisation des héparines a ses limitations. D’une part car elles peuvent provoquer
des effets secondaires graves tels que les thrombocytopénies ou des hémorragies, et d’autre part car
leur moyen de production sont limités. Les héparines sont obtenues a partir d’intestins de porc et il
est possible d’obtenir 1 dose d’HNF ou 3 doses de HBPM par animal (Linhardt and Liu, 2012a) ce
qui en fait un composé colteux. Pour subvenir aux besoin mondiaux en héparines 500 millions de
porcs sont nécessaires, dont plus de 50% proviennent de Chine (ANSM, 2014). Du fait que la
matiére premiére soit d’origine animale, le processus de purification est colteux et trés contrélé
pour éviter d’éventuelles contaminations virales ou a prions. Une crise a d’ailleurs éclatée en 2007

avec la mise sur le marché d’héparines contaminées par des chondroitines sulfates (Guerrini et al.,
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2009). Cette tentative de fraude a engendré la mort de nombreux patients a travers le monde.
Aujourd’hui les processus de controle et de purification sont toujours plus drastiques et les
sources d’approvisionnement en héparines restent limitées et sujettes a pénuries (Szajek et al.,

2016). La recherche d’alternatives aux héparines constitue donc un défi important.

Tableau 3: Comparaison de D’effet inhibiteur de I’héparanase de différents polysaccharides
sulfatés. (D apreés Parish & Snowden, patent US5541166A4, 1996)

Polysaccharide Activité inhibitrice de I'néparanase (I1Csg) pug/mL
Acide hyaluronique >50
Chondroitine-4- sulfate > 50
Chondroitine-6- sulfate >50
Carrageenan-Kappa 10
Carrageenan-lambda 15
Dextran sulfate 1,6
Fucoidan 2,8
Pentosan sulfate 2,4
Heparin 15

Dans cette recherche d’inhibiteurs de 1’héparanase alternatifs aux héparines, plusieurs candidats
semblent intéressants, dont certains avaient été révélés par Parish et al (Parish et al, 1996) (Tableau
3). Notamment, 1’utilisation de polysaccharides sulfatés biosourcés issus de plantes (fucoidanes,
Carraghénanes) ou de productions microbiennes (dextrans sulfate) semblent particulierement
intéressante pour la conception d’inhibiteurs de I’héparanase analogues des héparanes sulfates. De
plus, certains sont déja commercialisés pour différentes utilisations et pourraient étre aisément

valorisables s’ils s’averent de bons candidats anti-angiogéniques.

3.2.4.1 Les polysaccharides sulfatés de sources alternatives

3.2.4.1.1 Les Carraghénanes :

Les carraghénanes sont des polysaccharides de galactanes sulfatés de haut poids moléculaires
produits par des macroalgues rouges. Ils sont composés d’unités disaccharidiques de D-
galactopyranose (unité D) lié en a(1—3) a un galactopyranose (unité G). Ces unités
disaccharidiques s’enchainent via des liaisons B(1—4). L'unit¢é D peut également étre un 3,6-
anhydro-a-galactopyranose (unité DA). Il existe diverses structures de carraghénanes plus ou
moins sulfatées (Lahaye, 2001) (Figure 30). Leur structure leur confere des propriétés gélifiantes et

texturantes qui sont largement exploitées par 1’industrie agro-alimentaire et cosmétique (creme

74



Microenvironnement tumoral et héparanase

glacée, dentifrice, gel douche...). Les plus utilisés en agro-industrie sont les carraghénanes kappa,
iota et lambda (x,1,A). Les carraghénanes-1 et x ont des propriétés gélifiantes car ils forment des
structures en double hélice semi-rigides en solution. Les carraghénanes-A, quant a eux ne peuvent
former de gel, mais ont des propriétés épaississantes. La production de carraghénane avoisinait les
56000 T/an en 2013 (supérieure aux agars et alginates) et le marché a été estimé a 760 million de
dollards en 2016 (Mordor Intelligence, 2017).
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Figure 30 : Unités disaccharidiques des différents types de carraghénanes et leur transformation
par traitement basique ou réaction enzymatique (D apreés Jiao et al, Mar Drugs, 2011)

Les carraghénanes sont utilisés également pour diverses applications pharmaceutiques. Les -k et
—1, de part leurs propriétés gélifiantes, peuvent étre utilisés pour encapsuler des actifs avec relargage
controlé ou sensibilité au pH (Liu et al., 2015). lls peuvent également étre utilisés pour induire une
inflammation quand injecté sous la peau. Les carraghénanes-A possedent des activités
anticoagulantes de part leur forte sulfatation (Yamada et al., 1997). Ils ont été étudiés dans le
domaine de I’angiogénése et des fragments dépolymérisés ont montré une activité anti-
angiogenique par interaction avec I’héparanase et le FGF-2 (Chen et al., 2007; Niu et al., 2015).
Tres récemment, une étude par modélisation moléculaire a montré qu’un oligosaccharide de
carraghénane-A pouvait se lier au site actif de 1’héparanase, confirmant son potentiel comme

analogue d’héparane sulfate (Rabelink et al., 2017).
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3.2.4.1.2 Les Fucoidanes :

Les fucoidanes sont des polysaccharides sulfatés issus de macroalgues brunes. Le premier
fucoidane isolé fut celui provenant de fucus vesiculosus. Les fucoidanes provenant de cette espece
possedent sont composés d’unités de fucopyranose 2-O-sulfatés liées entre elle par des alternances
de liaisons a(1—3) ou a(1—4) (Chevolot et al., 1999). Les monosaccharides liés en position C4
sont généralement 2-O-sulfatés et 3-O-sulfatés (Figure 31). L observation de branchements d’autres
chaines de fucose sulfatés est observable tous les 2-3 monosaccharides. La structure des fucoidanes

peut varier selon les especes d’algues (Ale et al., 2011).
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Figure 31 : Structures identifiées pour les fucoidanes par fucus vesiculosus (D apres Ale et al, Marine
Drugs, 2011)

Des activités antivirales, anti-inflammatoires, anti-oxydantes et anti-tumorales ont également été
répertoriées (Li et al., 2008). Les fucoidanes possédent également une activité sur I’angiogénése
tumorale mais les résultats sont aujourd’hui contradictoires. En fonction de leur taille et de leur
sulfatation, les fucoidanes peuvent avoir une activité anti-angiogénique en interférant avec les FGF-
2 (Soeda et al., 2000) ou pro-angiogénique en stimulant la production de VEGF, de neuropiline
(Lake et al., 2006) et de syndécane-1 (Haddad et al., 2015).

Bien que les fucoidanes semblent avoir de nombreuses propriétés bénéfiques sur la santé, leur
mécanismes d’action restent encore mal compris et a confirmer. A I’heure actuelle, ils sont

accessible a la consommation en tant que compléments alimentaires sous forme de gélules et sont
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plutbt prisées des populations asiatiques déja grandes consommatrices d’algues pour leur

alimentation.

3.2.4.1.3 Les Dextrans sulfate :

Les dextrans sulfates sont des polysaccharides produits par hypersulfatation de dextranes
produits par la bactérie leuconostoc mesenteroide. Ils sont composés de chaines d’anhydroglucose
sulfatées liées en a-1,6 avec certains branchements en a-1,3 (Figure 32). Bien que leur obtention
nécessite une étape de sulfatation, la provenance bactérienne des dextranes en fait un composé

facile a produire.
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Figure 32 : Structure des dextrans sulfate

Les dextrans sulfates sont peu décrits dans la littérature et ne sont pas exploités a trés grande
échelle. lls possedent une activité anticoagulante en interagissant avec les plaquettes (Zeerleder et
al., 2002) et semblent exercer un réle pro-inflammatoire car ils sont utilisés pour déclencher des
colites dans des modeles d’étude de cette pathologie (Cooper et al., 2000). Certaines préparations
cosmétiques pour la peau incluent du dextran sulfate pour ses propriétés d’absorption de I’eau et
une potentielle inhibition des hyaluronidases (Renault, 2003). L’¢tude de Parish et al avait
également mis en évidence son réle anticoagulant ainsi qu’un pouvoir inhibiteur de 1’héparanase.

Cela en fait un candidat anti-angiogénique potentiel (Parish and Snowden, 1996).

3.2.4.1.4 Les chondroitines sulfate

Les chondroitines sulfate (CS) sont des glycosaminoglycanes constitués d’unité disaccharidiques
d’acide glucuronique et de N-acetylgalactosamine. Comme déja évoque plus avant (p- 52), on les
retrouve majoritairement chez les mammiferes dans la peau, les cartilages et les tendons ou elles
participent a la flexibilité et a la résistance des tissus. Les CS existent sous différentes formes plus

ou moins sulfatées (Figure 33). Les CS-A et B sont retrouvées dans les cartilages et différents tissus
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humains. Les CS-D et E sont plut6t présentes dans le regne animal et notamment dans les cartilages
de requins (Esko et al., 2009). On reconnait des propriétés anticoagulantes et anti-oxydantes aux
chondroitines et elles sont aussi utilisées en laboratoire pour confectionner des nanosystemes de
délivrement d’actifs (Zhao et al., 2015).

Au-dela de ces aspects, elles sont surtout connues pour lutter contre les problémes d’arthrose. De
part leur réle naturel dans les tendons et cartilage, la consommation de chondroitine sulfate en
association a la glucosamine aide a renforcer les articulations. Ces traitements montrent des
résultats variables et ne semblent pas tres efficaces pour soulager les douleurs articulaires
importantes (Clegg et al., 2006). Ils sont plutdt prescrits comme compléments nutraceutiques pour

les personnes souffrant d’arthrose ou sujettes a des problémes articulaires
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Figure 33 : Structure des chondroitines sulfate
Les chondroitines sulfate commercialisées en nutraceutique représentaient 1’équivalent d’environ 10
000 tonnes en 2014 dans le monde (ASKCI Consulting Co. Ltd, 2015). La majorité des
chondroitine sulfate sont actuellement extraites et purifiées a partir de tissus animaux (cartilage de
requin, trachée de beeuf...) (Jo et al., 2005) ce qui comme les héparines peut poser a la fois des
probléme d’éthique, de disponibilité et de sécurité sanitaire. La production de CS par voie

microbienne est actuellement a I’étude pour pallier ce probleme (Schiraldi et al., 2010).

3.2.4.2 Polysaccharides sulfatés et hémostase.

Les héparines sont connues pour leur activités anticoagulantes et parmi les polysaccharides
présentés ci-avant, la majorité est décrite comme possédant également des activités sur I’hémostase.
Ce processus physiologique associe 1’ensemble des phénoménes déclenchés par une Iésion des
tissus ou des vaisseaux sanguins. Le role de I’hémostase est de stopper les hémorragies en bouchant
les 1ésions occasionnées ou méme de dissoudre un thrombus qui serait susceptible d’obstruer un

vaisseau sanguin. Classiquement, I’hémostase est divisée en trois étapes (Schved, 2007) :
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L’hémostase primaire est caractérisée par la formation du clou plaquettaire. Celui-ci se forme

en réaction a une lésion tissulaire ou vasculaire qui déclenche I’adhésion, 1’activation et

I’aggrégation des plaquettes de maniéere a refermer les breches.

Lésion des vaisseaux sanguins Lésion des tissus
VOIE VOIE
Xml INTRINSEQUE EXTRINSEQUE
R Vila ViI
XI Xla - i
A ~ ™ | [Facteur tissulaire
X Xa Vila |-

. b Antithrombine Il

“—» Thrombine (lla) -
*" | Fibrinogéne ()  Fibrine (la)

P
Xllla Xl

Protéine‘C. Active
VOIE
Protéine S COMMUNE
e
Protéine C + Thrombomoduline Caillot sanguin
de fibrine réticulée

Figure 34 : Cascade de la coagulation sanguine

La coagulation ou hémostase secondaire se distingue par le renforcement du thrombus formé
lors de I’hémostase primaire. Elle est déclenchée par le contact entre le facteur XII, qui est une
protéine plasmatique, et les tissus. La cascade de facteurs de coagulation qui en découle se termine
par la transformation du fibrinogéne soluble (Facteur 1) en fibrine (Facteur 1a) insoluble qui vient
consolider I’aggrégat plaquettaire déja présent (Figure 34).

La fibrinolyse est 1’étape qui permet de réguler et/ou stopper le processus en limitant la
propagation du caillot en formation, ou en dissolvant celui-ci une fois la lésion réparée. La
dissolution du caillot se fait par I’intermédiaire du plasminogéne, une enzyme inactive intégrée dans
le caillot qui est activée par des enzymes protéolytiques telles que D’activateur tissulaire du
plasminogéne (tPA) ou I’urokinase (uPA) (Cesarman-Maus and Hajjar, 2005). Bien que les
connaissances sur ces processus aient évoluées, les notions de "voies de la coagulation™ sont encore
utilisées aujourd’hui et notamment pour la mise en place de tests in vitro de la coagulation.

La voie intrinséque est déclenchee par le contact avec une substance chargée (ions calcium)
quand tous les éléments nécessaires a la coagulation sont présents dans le plasma. La voie

extrinséque est activée par la libération de facteur tissulaire et nécessite la présence de
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thromboplastine tissulaire. Ces deux voies se rejoignent ensuite en une voie commune aboutissant a

la formation du complexe de fibrine (Figure 34).

3.2.4.3 Modification de la structure des polysaccharides.

Dans la recherche d’analogues aux héparanes sulfate pour 1’inhibition ciblée de 1’héparanase, il
apparait capital de modifier la structure des polysaccharides sulfatés afin de moduler certaines de
leurs activités biologiques naturelles, et notamment leur activité anticoagulante qui n’est pas
recherchée dans ce contexte. Afin de moduler les activités biologiques des polysaccharides sulfatés,
différents procédés peuvent étre appliqués par voie chimique ou catalyse enzymatique. Parmi ces
proceédés, la dépolymérisation ou la modification des fonctions chimiques du squelette
polysaccharidique sont réalisables.

3.2.4.3.1 La dépolymérisation des chaines de polysachharides
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Figure 35 : Principales méthodes de dépolymérisation des héparines et structure des HBPM
obtenues

L’oxydation radicalaire est utilisée pour produire ’'HBPM commerciale Normiflo®. La désamination nitreuse est utilisée pour

produire ’HBPM Fraxiparin®. La B-élimination chimique est utilisée pour produire I’HBPM lovenox®. La B-élimination
enzymatique est utilisée pour produire ’HBPM Innohep®. (D aprés Linhardt & Gunay, Semin Thromb Hemost, 1999)

La dépolymérisation permet de réduire la taille des chaines de polysaccharides présents dans un
mélange. Si I’on reprend I’exemple des héparines, la dépolymérisation est le procédé phare pour la
production d’HBPM ou HUBPM. Différentes méthodes de dépolymérisation sont actuellement
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utilisées par les industries pharmaceutiques et parmi elles on retrouve : la B-élimination par voie
enzymatique (utilisant les héparinases), la B-élimination par voie chimique (conditions alcalines),
la dépolymérisation par procedé radicalaire et la dépolymérisation par désamination nitreuse
(Figure 35) (Linhardt and Gunay, 1999a). Cette derniére est d’ailleurs également utilisée pour la
conception de I’inhibiteur de I’héparanase M402.

La taille des chaines joue un rble trés important dans les activités biologiques des
polysaccharides. La dépolymeérisation réduit la taille de ces chaines et module les activites
biologiques en conséquence. Une méthode de dépolymérisation optimisée permet de contréler la
production de polysaccharides de tailles moyennes homogenes en solution, et par la méme,

d’obtenir des actifs aux propriétés maitrisées.

\Voies chimiques :

Parmi les voies de dépolymérisation chimique des héparines, la désamination nitreuse (Figure
36 a) est réalisée via la préparation in-situ d’acide nitrique (NaNO, + H") dans une solution de

polysaccharide.
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Figure 36 : Mécanismes de dépolymérisation par voie chimique des héparines
a. Désamination nitreuse d’apreés (David, 1995) b. Dépolymérisation radicalaire au peroxyde d’hydrogéne d’aprés (von
Sonntag, 1980)

Les amines libres ou sulfatées subissent alors une nitrosation. Cette étape est suivie d’une

I’élimination de diazote via une contraction du cycle a 6 carbones puis a I’hydrolyse de la liaison
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glycosidique, générant par la méme occasion une fonction aldéhyde (David, 1995).

Une seconde méthode de dépolymérisation chimique consiste en 1’ajout de peroxyde
d’hydrogéne qui en se dissociant, va créer deux radicaux -OH® capable d’attaquer les liaisons
glycosidique. Le mécanisme est assez aléatoire et n’est pas décrit en détail dans la littérature. Celui
indiqué (Figure 36 b) est une hypothése de mécanisme qui découle d’observation faites dans la
littérature sur la dépolymeérisation radicalaire du cellobiose (von Sonntag, 1980).

Une troisieme méthode décrite pour dépolymériser les héparines est la B-élimination chimique en
conditions basiques (Figure 37). La base en solution arrache 1’hydrogéne le plus labile situé sur le
carbone 5 des acides uroniques ce qui entraine la formation d’une insaturation entre les carbone C4-
C5 des acides uroniques et la rupture de la liaison glycosidique adjacente (Linhardt and Gunay,
1999a). La dépolymérisation peut également s’effectuer en milieu acide (Figure 37) via la
formation d’un intermédiaire & 6 centres comprenant un ion hydroxonium (H3O"), 1’atome

d’oxygene intracyclique d’un monosaccharide ainsi que 1’oxygeéne de la liaison glycosidique
(Bhaumik and Dhepe, 2015).
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Figure 37 : Dépolymérisation en conditions basiques ou acides. D ‘aprés (Linhardt and Gunay, 1999a) &
(Bhaumik and Dhepe, 2015)

L’hydrolyse se fait alors sans formation d’insaturations comme pour la B-élimination. Cette
méthode n’est pas utilisée dans l’industrie car elle induit des désulfatations. Les voies de
dépolymérisation décrites ci-dessus pour les héparines sont également valables pour leurs analogues

et méme pour une large gamme de polysaccharides.
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\oies enzymatiques :

Les héparines peuvent étre dépolymérisées par des enzymes de type héparinase ou bien par
I’héparanase. L’héparinase I bactérienne est utilisée dans I’industrie pour la dépolymérisation
d’héparines (Linhardt and Gunay, 1999a). C’est une endoglycosidase dont le mécanisme
d’hydrolyse est une B-élimination entre une glucosamine et un acide iduronique (Figure 38). Les
voies de dépolymérisation enzymatiques sont particulierement intéressantes car elles se font dans
I’eau et dans le respect des principes de la chimie verte. Un autre intérét est la sélectivité des
enzymes qui peut étre recherchée par 1’utilisateur.

Ici, I’héparinase I bactérienne est sélective des liaisons entre glucosamine et acide iduronique
alors que la B-élimination chimique ne fait pas la distinction entre acide glucuronique ou iduronique
(Shaya et al., 2010).

Héparinase 1
_—

H,0

Figure 38 : Mécanisme d’hydrolyse des héparines par I’héparinase 1. D ’aprés (Shaya et al., 2010)

Cependant, I’utilisation de catalyseurs enzymatiques peut représenter des difficultés. Certaines
enzymes sont colteuses a produire et peuvent étre limitantes quand a leur rapidité d’hydrolyse, leur
stabilité, ou les conditions de pH et de température auquelles elles sont les plus effectives. Tous ces
aspects font que I’utilisation d’enzymes pour des dépolymérisations (ou d’autres réactions) a
I’échelle industrielle nécessite une optimisation poussée qui représente un cout tres élevé. Cela

freine généralement leur utilisation au profit de méthodes chimiques.

\oies physiques :

Des méthodes physiques existent pour dépolymériser les polysaccharides et I’utilisation des
ultrasons est un procédé relativement efficace. La génération d’ultrasons au sein d’une solution

induit des fréquences de vibration moléculaire qui n’impactent pas directement les polysaccharides
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mais provoquent un phénomene dit de cavitation (Pestman et al., 2010). Ce phénomeéne correspond
a la formation de microbulles de gaz en solution provoquées par les compressions et
décompressions successives engendrées par les vibrations acoustiques. Ces microbulles sont
instables et leur implosion ou leur fragmentation génére de tres hautes températures localement
(Jusqu’a 5000 K) capables d’induire une thermolyse des liaisons chimiques. De plus, la
fragmentation des bulles provoque de fortes tensions électriques qui influent sur la formation de
radicaux capables de réagir sur les polysaccharides (Mason and Peters, 2011).

C’est par ces deux mécanismes que la cavitation induite par les ultrasons peut entrainer une
dépolymérisation. Ce procédé semble trés efficace pour les longs polysaccharides et permet
I’obtention de fragments de faible polydispersité. Cependant, en utilisation seule, 1’utilisation
d’ultrasons a montré une incapacité a réduire la taille des chaines en dessous de 50 kDa pour des
dextranes (Portenlanger and Heusinger, 1997).

Cette derniére observation a été confirmée au sein de notre laboratoire. En effet, apres 6h
d’exposition aux ultrasons, aucune dépolymérisation significative n’a été détectée sur des héparines
d’environ 15kDa (Achour et al., 2013). Le couplage des ultrasons avec des radicaux, induits in-situ
par I’ajout de peroxyde d’hydrogéne, a permis par la suite d’obtenir des HBPM aux activités
anticoagulantes réduites et capable d’inhiber I’héparanase (Achour et al., 2016).

Ce procédé combinant ultrasons et radicaux issus du peroxyde d’hydrogéne pourrait s’avérer
utile pour notre étude afin de dépolymériser certains des analogues des héparanes sulfates

présentés plus avant.

3.2.4.3.2 Modification des fonctions chimigues des séquences polysaccharidiques

Au-dela de la structure tridimentionnelle que peuvent posséder les polysaccharides, ce sont les
fonctions chimiques portées par leurs squelettes qui sont responsables de leurs activités biologiques.
Dans ’optique de concevoir des analogues aux héparanes sulfates, ce sont les fonctions sulfates qui
sont d’une importance primordiale. Des fonctions subsidiaires comme les acides carboxyliques ou
les N-acétylation peuvent également avoir leur importance.

De nombreux procédes chimiques ou enzymatiques existent pour sulfater ou désulfater des
positions de maniéres sélectives sur les polysaccharides et il en est de méme pour les acétylations. Il
serait trop long de les détailler tous, mais ils sont parfaitement résumés dans les travaux concernant
la synthése d’héparinoides a partir du polysaccharide K5. Ce polysaccharide a été isolé a partir de la
souche 010:K5:H4 de la bactérie Escherichia Coli et possede la méme structure que le précurseur
naturel de la biosynthése des héparines (Vann et al., 1981). De nombreux travaux ont été réalisés sur

ce polysaccharide et ont conduit a la synthése d’héparinoides & 1’aide de successions d’étapes

84



Microenvironnement tumoral et héparanase

chimiques de sulfatation/désulfatation, acétylation/déacétylation et une étape enzymatique faisant

intervenir une épimérase (Figure 39) (Oreste and Zoppetti, 2012).
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Figure 39 : Synthése d’héparinoides a partir du polysaccharide bactérien K5

Ces travaux montrent bien le panel de modifications chimiques ou enzymatiques connues pour la

modification des fonctions caractéristiques des héparines et héparanes sulfates.

Le procédé de Glycol split

Nous avons évoqués précédemment les inhibiteurs de 1’héparanase et le SST0001, un dérivé
direct des héparines associé a une ICs la plus intéressante, soit 3nM. Le SST0001 est une héparine
non dépolymérisée, 100% N-acétylée et 25 % glycol-splitée.

Au-dela de I’intérét porté a des modifications chimiques comme les N,O-désulfatation ou les N-
acétylations, le glycol-split est une modification chimique originale qui impacte largement 1’activité
des dérivés d’héparines.

Cette étape correspond a une oxydation réalisée par du périodate de sodium suivie d’une
réduction au borohydrure de sodium (Naggi et al., 2005). Elle permet I’ouverture des cycles
d’acides uroniques sur les chaines d’héparines (Figure 40). Ces modifications ont deux impacts
majeurs : le premier, crucial, est I’altération de la séquence pentasaccharidique des héparines
nécessaire a la reconnaissance avec 1’antithrombine (revoir Fig 17). Cela induit une perte quasi-
totale de I’activité anti-coagulante. Le deuxiéme correspond a un gain de degrés de liberté sur les

chaines par D’ouverture des cycles uroniques et qui semble améliorer la reconnaissance par
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I’héparanase (Vlodavsky et al., 2007).

La séquence de reconnaissance a 1’antithrombine est spécifique des héparines, mais le gain de

\

degrés de liberté sur la chaine associé a une meilleure inhibition de 1’héparanase, peut étre

particulierement intéressant pour améliorer I’activité anti-héparanase de différents polysaccharides

sulfatés.
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Figure 40 : Etape de glycol split et impact sur la séquence pentasaccharidique des héparines

L’oxydation par NalO4 permet I’ouverture du cycle d’acide uronique en oxydant les diols vicinaux en aldéhydes. La réduction par
NaBH4 permet de retrouver les deux fonctions alcool tout en gardant le cycle ouvert. La séquence pentasaccharidique ne peut plus se
lier a I’antithrombine et la chaine est plus flexible
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OBJECTIES

Ces travaux de these s’intégrent dans la thématique de développement de thérapies ciblées
destinées aux traitements anti-cancéreux. L’héparanase y est étudiée comme cible

thérapeutique dans une stratégie de traitement anti-angiogénique.

L’objectif principal de ces travaux est la valorisation de polysaccharides sulfatés biosourcés
comme alternative aux dérivés d’héparines pour une inhibition ciblée de 1’héparanase. Pour
cela, des polysaccharides d’origines différentes ont été étudies :

- les carraghénanes i, k, J. et les fucoidanes d’origine algale
- les dextrans sulfate (obtenus par hypersulfatation de dextranes produits par la bactérie
leuconostoc mesenteroides).

- les héparines et les chondroitines sulfates d’origine animale.

Dans un premier temps, deux méthodes de modification structurale des polysaccharides ont
été appliquées, seules ou en association, sur chacun des polysaccharides étudiés afin d’évaluer

leur capacité a moduler leurs activités biologiques. Les méthodes qui ont été utilisées sont :

- la dépolymérisation radicalaire assistée par ultrasons, pour diminuer la taille des
chaines de polysaccharides.

- le procédé de glycol split, capable d’ouvrir des hexoses possédant des diols vicinaux
afin d’améliorer la flexibilité des chaines et modifier leurs capacités d’interaction avec les

cibles biologiques.

Les activités biologiques qui ont été mesurées pour chacun des dérivés sont I’inhibition de
I’héparanase ainsi que P’inhibition de la coagulation. Le but principal étant I’obtention
d’un inhibiteur spécifique de I’héparanase dont ’activité anticoagulante serait absente

ou minime.

Dans un second temps, vis-a-vis du rdle clé que joue I’héparanase sur 1’angiogénése
tumorale, nous avons étudié I’activité anti-angiogenique des meilleurs composes inhibiteurs
de I’héparanase. Nous avons choisi de conduire cette étude sur un mod¢le d’angiogénése en

Matrigel 3D utilisant des cellules microvasculaires de peau, dans des conditions physico-
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chimiques mimant au mieux celles du microenvironnement tumoral. Cette recherche
d’activités régulatrices de 1’angiogénése via I’inhibition de ’héparanase a été complétée, en
amont, par des analyses plus fondamentales concernant notre modéle d’angiogénése. L’ impact
des conditions du microenvironnement tumoral sur la production d’héparanase par des
cellules de cancers mammaires non métastatiques (MCF-7) ou modérément métastatiques
(MDA-MB-231) a été étudié. Pour cela, I’influence de la concentration en oxygene et en
nutriments a été évaluée vis-a-vis de la production et de la sécrétion d’héparanase dans sa
forme pro-enzyme ou sa forme mature.

Les surnageants obtenus ont alors été évalués pour leur capacité a stimuler ou non
I’angiogéneése in vitro des cellules microvasculaires (Hsk-MEC). Ces tests ont également été

appliqués en présence des meilleurs inhibiteurs de I’héparanase de notre étude.

Les travaux de cette thése s’inscrivent donc dans les objectifs suivants :

- Valider ou infirmer I’utilisation de la dépolymérisation radicalaire assistée par
ultrasons seule, ou en association, avec le procédé de glycol split pour la modulation des

activités biologiques de polysaccharides sulfatés d’origine algale, bactérienne et animale.

- Mieux appréhender les roles de la sulfatation et/ou de la taille des chaines des

polysaccharides dans leurs activités anti-coagulantes et anti-héparanase.

- Confirmer le role de I’héparanase dans 1’angiogénése, et par la méme, la stratégie de

thérapie anti-angiogénique par inhibition ciblée de I’héparanase.

- Mesurer I’'impact des conditions de stress du microenvironnement tumoral, telles que
I’hypoxie ou le manque de nutriments, sur la production de I’héparanase et la stimulation de

I’angiogénese utilisant un modéle de cancer mammaire.

88



RESULTATS

89



Résultats — Chapitre |

Chapitre | : Conception d’analogues des héparanes sulfates pour

I’inhibition ciblée de I’héparanase.
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1. Introduction :

Les traitements anti-angiogéniques utilisés aujourd’hui en clinique (ex : bevacizumab,
sorafenib, sunitinib) ciblent principalement le facteur de croissance vasculaire (VEGF), tres
présent dans les tumeurs (Ferrara and Henzel, 1989), ou ses récepteurs VEGFR (Ye, 2016).

Cependant, ces thérapies souffrent d‘une efficacité limitée, augmentant la survie sans
progression des patients de seulement quelques mois alors que les risques d’effets secondaires
graves sont treés présents (Jain, 2014; Vasudev and Reynolds, 2014). Le colt de ces thérapies

ciblees est également trés élevé et réguliérement dénoncé.

L’héparanase, une enzyme exprimée en grande quantité dans le microenvironnement
tumoral, participe a I’angiogénese tumorale et semble une cible thérapeutique prometteuse.
(Vlodavsky et al., 2008). Son action pro-angiogénique passe par la dégradation des héparanes
sulfates (HS) de la matrice extracellulaire. Des inhibiteurs de cette enzyme sont actuellement
en phase d’essai clinique, parmi lesquels on retrouve le Muparfostat ou le Roneparstat (Rivara
et al., 2016) qui sont des oligosaccharides sulfatés analogues structuraux des HS, le substrat
naturel de I’héparanase. Le Roneparstat notamment, est une héparine modifiée chimiquement.

Les héparines sont les polysaccharides sulfatés les plus proches structuralement des HS et
sont déja largement utilisées en médecine pour leur activité anticoagulante.

Dans le cadre d’une inhibition ciblée de 1’héparanase, cette activité anti-coagulante devient
donc un effet secondaire. De plus, les héparines sont extraites a partir de muqueuses
intestinales porcines, ce qui pose des problémes de disponibilité de la ressource et impose des
mesures drastiques de purification pour éliminer la présence de pathogenes potentiels comme
les prions (ANSM, 2014; Linhardt and Liu, 2012a; Szajek et al., 2016). Il est donc important
de pouvoir disposer d’autres analogues des HS dans une stratégie d’inhibition ciblée de

I’héparanase.

Des polysaccharides sulfatés d’origines algales ont déja montré un intérét dans le domaine
de I’angiogénése et particulierement les fucoidanes ou certains carraghénanes comme les
carraghénanes-\. Les propriétés des fucoidanes semblent dépendantes de la taille des chaines
car des activités pro- (Haddad et al., 2015) et anti-angiogéniques (Soeda et al., 2000) ont éte
observées dans différentes études. Concernant les carraghénanes-i, des activités anti-
angiogéniques ont été mesurées pour des oligosaccharides d’environs 3000 Da (Chen et al.,

2007) et semblaient liées a [D’inhibition de 1’héparanase (Niu et al., 2015). D’autres
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polysaccharides sulfatés comme les dextrans sulfate obtenus par hypersulfatation de dextranes
bactériens pourraient s’avérer étre de bons candidats (Parish et al., 1987), de méme que les
chondroitines sulfates, déja commercialisées pour soulager les problémes articulaires (Clegg
et al., 2006). De part leur profil sulfaté, la plupart de ces polysaccharides possédent des
activités anticoagulantes qu’il serait nécessaire de diminuer ou de supprimer si I’on envisage

de les utiliser comme des actifs ciblant I’héparanase.

La dépolymérisation des polysaccharides est tres utilisée pour diminuer leurs poids
moléculaires afin de modifier leurs activités biologiques ou leurs propriétés physiques. Les
nombreux travaux sur les héparines ont permis le développement de plusieurs conditions de
dépolymérisations (radicalaire, enzymatique, acide) utilisées dans I’industrie afin de modifier
les propriétés natives de ce composeé (Linhardt and Gunay, 1999a).

Des travaux récents au sein du laboratoire ont mis au point une méthode de
dépolymérisation radicalaire assistée par ultrasons, simple d’utilisation et permettant d’obtenir
de fagcon mairisée, des héparines de bas poids moléculaires (Achour et al., 2013).

L’association de ce procédé a celui du glycol-split, une modification chimique capable
d’apporter plus de flexibilité aux chaines d’héparines pourrait s’avérer utile pour moduler les

activités biologiques d’autres polysaccharides sulfatés (Naggi et al., 2005).

Les travaux présentés dans ce chapitre décrivent D’utilisation de procédés de
dépolymeérisation et/ou de modifications chimiques sur des polysaccharides sulfatés
d’origine différente, dans le but de moduler leurs activités biologiques. Les procédés étudiés
dans ce chapitre sont la dépolymérisation radicalaire assistée par ultrasons (DR), le glycol-
split (GS) ainsi que D’association des deux méthodes dans les deux ordres possibles :
dépolymérisation puis glycol-split (DR-GS) ou glycol-split puis dépolymérisation (GS-DR).

Dans ’optique d’isoler des candidats montrant un forte activité anti-héparanase pour
une faible activité anticoagulante, un criblage a été effectué sur chacun des dérivés produits

vis-a-vis des activités biologiques suivantes :

- L’inhibition spécifique de I’héparanase par un test enzymatique in-vitro utilisant
I’enzyme sous sa forme recombinante.

- L’inhibition de la coagulation sanguine, via des tests in vitro en coagulométrie explorant
les trois voies principales de la coagulation, et des tests enzymatiques concernant les deux

enzymes centrales de la coagulation, le facteur Xa et le facteur lla (thrombine).
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2. Matériel et méthodes

2.1. Matériel et réactifs

Sauf indications contraires, tous les réactifs ont été achetés a la société Sigma Aldrich. Les
fucoidanes, dextrans sulfate et chondroitine-4-sulfate proviennent de la société Sigma Aldrich.
Les héparines non fractionnées (NF) ont été achetées a la société Alfa Aesar (Porcine mucosal
heparin sodium salt >100 IU/mg, batch 10160803). Le Lovenox® (4,000 anti-factor Xa 1U/0,4
mL) a été fourni par le centre Hospitalier de La Rochelle.

Les carraghénanes lambda (1), lota(t) et kappa(x) proviennent de la société FMC
Biopolymer.

L’antithrombine III, les facteur Xa et Ila ainsi que les substrats chromogéniques (CBS
31,39 et CBS 61,50) on été achetés a la société Stago Diagnostica (France) sous forme de Kits
de réactifs Stachrom® ATIII et Stachrom® Heparin. Les réactifs pour la mesure de I’ Activated
partial thrombin time (APTT), le temps de thrombine (TT) et le temps de prothrombine (PT)
proviennent également de la société Stago et sont fournis au sein des kits de réactifs STA®-
PTT Automate 5, STA®-Thrombin 2, STA®-Néoplastine CI 5 respectivement, de méme que
les échantillons de plasma humain lyophilisés (Pool norm®).

L’héparanase recombinante active HPSE1 (pureté > 95%) provient de la société R&D
system. Les mesures d’inhibition de 1’héparanase ont été réalisées a 1’aide du kit heparanase
de la société Cishbio Assay. Ce kit contient un mélange d’heparanes sulfate de 11 kDa
biotinylés et portant un cryptate d’Europium, ainsi qu’une streptavidine de 60 kDa portant un

fluorophore d2.

2.2. Dépolymérisation des polysaccharides par voie radicalaire assistée par
ultrasons

Les polysaccharides ont été dissouts dans I’eau a une concentration finale de 25 mg/ml
pour les héparines, fucoidanes et dextrans sulfates et 5 mg/ml pour les carraghénanes (en
raison de leur faible solubilité). La solution peut étre chauffee a 40-50°C pour améliorer la
solubilisation des carraghénanes. Le peroxyde d’hydrogéne (solution a 30%) a été ajouté de
maniere a obtenir un ratio massique de 0,15 (H.O./polysaccharide; m/m). Le mélange
réactionnel a ensuite été soumis aux ultrasons a 1’aide d’un sonicateur UP50H (Hielscher,
Allemagne). Cet appareil est muni d’une sonde ultrasonique de 3 mm de diamétre et d’une

amplitude de 180 um. Le processeur génere des vibrations mécaniques longitudinales par le
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biais d’excitations électriques d’une fréquence de 30 kHz. Les ultrasons ont été appliqués
sous forme de pulsations alternatives toutes les 0,5s, évitant ainsi la surchauffe du mélange
réactionnel qui avec 1’énergie de la sonde se maintient a 60°C. Dans le but de maximiser
I’efficacité des ultrasons, les réactions ont été réalisées dans des volumes finaux de 4 ml et
dans des tubes en verre de 6 ml. Des prélévements d’un volume de 50uL ont été réalisés au
cours du temps sur une durée de 8h. Apres les phases de dépolymérisation, les échantillons
ont été lyophilisés et stockés a -20 °C.

2.3. Préparation des dérivés “glycol-splités”

Les polysaccharides dits "glycol splités™ ont été préparés selon le procédé de glycol split
décrit par (Naggi et al., 2005). Ce procédé consiste en une oxydation au periodate de sodium
suivie d’une réduction au borohydrure de sodium.

Les melanges réactionnels contenaient 40 mg de polysaccharides dans 3mL de NalO4
0,1M. Le volume final a pu étre ajusté pour pallier au manque de solubilité des carraghénanes
tout en gardant une concentration en NalO,4 de 0,1 M. Les mélanges réactionnels ont alors été
placés sous agitation a 4°C et dans le noir pendant 15h puis les réactions ont été stoppées en
neutralisant I’excés de periodate de sodium par I’ajout en exces de 120 pL d’éthyléne glycol.
La neutralisation a I’éthyléne glycol est laissée pendant 1h & 4°C. Toujours a 4°C, 1’étape de
réduction est alors déclenchée par I’ajout progressif de 26mg de NaBH,4 pendant que le
mélange reste sous agitation. L’ajout de NaBH,4 terminé, la réduction est laissée pendant 4h
sous agitation en laissant revenir a température ambiante, puis la réaction est stoppée en
ajustant le pH a 4 a I’aide d’une solution de HCI 1M avant d’étre ramené a pH = 7 a I’aide
d’une solution de NaOH 0,1M. Pour finir et éliminer les réactifs et potentiels produits
réactionnels de petite taille, les solutions obtenues ont été dialysées a 1’aide de membranes
d’ester de cellulose possédant un seuil de coupure de 1 kDa (spectra/Por Dialysis membrane
MWCO : 1000). Les échantillons ont été dialysés pendant 36h dans 4L d’eau ultra-pure en

effectuant 3 changements d’eau.

Chromatographie d’exclusion stérique (SEC-HPLC)

La chromatographie d’exclusion stérique (ou Size Exclusion Chromatography, SEC-HPLC)
permet de séparer les composés d’un mélange en fonction de leur volume hydrodynamique.
Ces analyses ont été effectuées sur un appareil HPLC Agilent technologies LC/RID system
(1100 LC/RID) avec une colonne TSK-GEL-G5000PW (30 cm x 7,5mm) mise en série avec
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une colonne TSK-GEL-G4000PW (30cm x 7,5 mm). Les colonnes ont été maintenues a 30 °C
et les produits ont été élués avec une solution de Nitrate de Sodium NaNO3; 0,1M a un débit
de 0,8 mL/min. Chaque échantillon a été dilué dans I’eau ultra-pure a une concentration de
1g/L et préalablement filtré a I’aide de filtres en PVDF de porosité 0,22um avant d’étre
injecté a hauteur de 20uL pour I’analyse. Les composés ont été identifiés et quantifies par
réfractométrie différenticlle a I’aide du logiciel HP-Chemstation. La température interne du
réfractometre a éte fixée a 35°C.

De maniére pratique, I’utilisation de standards de masses moléculaires connues permet la

détermination d’une équation étalon de type :
Mi= ax?-bx+c

Ou Mi correspond a la masse moléculaire de la chaine de polymere détectée (Da), x
correspond au temps d’élution du composé (min) et les coefficients a, b et ¢ correspondent
aux coefficient de la droite d’étalonnage de type polynomiale d’ordre 2. Les droites

d’étalonnages obtenues sont présentées (figure 41)
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Figure 41 : Droites d’étalonnage pour la caractérisation du poids moléculaire de polysaccharides sulfatés analysés en
SEC-HPLC. Les analyses ont été effectuées avec le matériel et les conditions spécifiées plus haut. a) droite d’étalonnage
d’une gamme de dextran allant de 1 kDa a 50 kDa. b) droite d’étalonnage d’une gamme d’héparine allant de 1,2 kDa a 5,7
kDa.

Des oligosaccharides standards d’héparines de tailles moléculaires allant de DP-4 (1200
Da) a DP-20 (5750 Da) provenant de la société Iduron (Manchester, UK) ont été utilisés pour
effectuer la courbe de calibration servant a la détermination des poids moléculaires des
dérives d’héparines. De la méme maniere, des standards de dextranes de poids moléculaires
entre 1 kDa et 670 kDa ont été obtenus aupres de la société Sigma Aldrich et utilisés pour
effectuer la courbe de calibration servant a la détermination des poids moléculaires des

dérivés de Fucoidanes, Chondroitines sulfates, Dextrans sulfates et Carraghénanes. Pour plus
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de précision, les polymeres élués apres 34 min ont été caractérisés a I’aide d’une gamme
d’étalonnage réalisée avec les dextrans allant de 1 kDa a 50 kDa tandis que ceux élués avant
34 min ont été caractérisé a I’aide d’une droite d’étalonnage réalisées avec des dextrans allant
de 50 kDa a 670 kDa.

Les masses moléculaire moyennes en nombre (M,), en masse (M,), le degré de
polymérisation (DP) ainsi que I’indice de polydispersité (IP) ont été calculés selon la méthode

détaillée dans (Mulloy and Hogwood, 2015):

N; x M;
M, = —(ZZN ) ¢H)]
(TN xMP)

TSN x M) @)
M,

DP = m 3)
M,

P= — (4)

Avec Ni représentant le nombre de moles d’espéces de polyméres, Mi la masse moléculaire
de I’espéce de polymere et Mg la masse moléculaire d’un monomeére du polymére. Par rapport
aux données obtenues, le Mi est déterminé grace aux droites d’étalonnages tandis que le Ni
est proportionnel a I’intensité des pics obtenus en réfractométrie et correspond donc a 1’aire

intégrée sous ces pics.

2.5. Détermination du taux de sulfate :

La stabilité des fonctions sulfates liées a la structure des polysaccharides a été mesurée en
utilisant le chlorure de (7-aminophenothiazin-3-ylidene)-dimethylazanium (Azure A) qui se
lie aux fonctions sulfates présentes sur les chaines de polysaccharides (Klein et al., 1982a).
Briévement, 200 pL d’une solution aqueuse d’Azure A a 10 mg/L ont été ajoutés a 20 uL
d’échantillons de polysaccharides dilués. L’absorbance a ensuite été mesurée a 620 nm. Un
dextran sulfate caractérisé par un pourcentage massique de souffre de 17% a été utilisé pour
établir une courbe de calibration. La composition en soufre a ensuite été transposée en sulfates

de la maniere suivante (mSulfates = 3,22 x mSoufre).

2.6. Mesure de I’inhibition des facteurs Xa et I1a médiée par I’antithrombine :

Les derives de polysaccharides ont été mis en mélange avec I’antithrombine 111 (0,125 g/L
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d’AT III pour le test anti-Xa et 0,625 g/L pour le test anti-11a) puis incubés dans un premier
temps & 37°C dans une plaque 96 puits pendant 2 minutes. Les facteurs Xa ou lla ont par la
suite été ajoutés de maniére a obtenir une concentration finale de 11,25 nKat/mL. Une pré-
incubation de 30 s a 37°C a ensuite été effectuée avant 1’addition de 3,25 nM du substrat
chromogeéne du facteur Xa (CBS 31.39; CH:SO.-d-Leu-Gly-Arg-pNA, AcOH) pour le test
anti-Xa ou 1,4 nM du substrat chromogénique du facteur lla (CBS 61.50; EtM-SPro-Arg-
PNA, AcOH) pour le test anti-lla. Le milieu réactionnel a été incubé pendant 5 min pour
terminer, et les valeurs d’absorbance ont été¢ mesurées a 405 nm toutes les 10 sec. La vitesse

initiale a, par la suite, été évaluée par la pente du segment linéaire de la courbe de cinétique.

2.7. Mesure en coagqulométrie:

L’activité anticoagulante des polysaccharides a été évaluée en mesurant les APTT, PT et
TT. Tous les tests chronométriques ont été réalisés suivant les instructions du fournisseur a
I’aide d’un coagulométre Start 4 et des kits provenant de Stago Diagnostica (France). Ces
tests sont dits chronométriques car ils évaluent le mouvement d’une bille magnétique dans
une solution de plasma humain au cours du temps. Les temps de coagulations mesurés
représentent le temps nécessaire au plasma pour coaguler et ainsi stopper tout mouvement de
la bille. Brievement, 90uL de plasma humain (Stago, France) ont été mélangés a 10uL de
solution d’échantillons dilués dans du NaCl 0,9% pour chaque test. Pour le test APTT, 100uL
de réactif APTT ont été ajoutés au melange (plasma + échantillon) avant une incubation a
37°C pendant 3min. Ensuite 100uL d’une solution de CaCl, a 25mM ont été ajoutés et le
temps de coagulation du plasma a été mesuré. Pour les tests TT et PT, le mélange (plasma +
échantillon) a dans un premier temps été incubé a 37°C pendant 2 min (PT) ou 1 min (TT)
avant I’addition de 200uL de réactif PT ou 100uL de réactif TT et la mesure du temps de
coagulation du plasma. Le contrdle négatif utilisé dans ces 3 tests est une solution de NaCl a
0,9%.

2.8. Mesure de I’inhibition de I’héparanase:

Les tests d’inhibition de I’héparanase ont été réalisés a 1’aide du kit héparanase (Cisbio
Assay, France) et de I’héparanase provenant de la société R&D system (human recombinant
heparanase 7570-GH). Le substrat utilisé dans ce kit consiste en une molécule de sulfate
d’héparane (Biotin-HS-Eu(K)) d’une taille de 11 kDa marqué par une molécule de biotine

(Biotin) d’un c6té, et par une molécule fluorogéne de cryptate d’europium (Eu(K)) de ’autre.
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Le kit inclue également une streptavidine marquée par une autre molécule fluorogene (d2). La
streptavidine possede une forte affinité avec la biotine du substrat (Biotin-HS-Eu(K)), et se
liera avec lors de son ajout en solution. Les deux molécules fluorogénénes Eu(K) et d2
consitue un systeme de transfert de fluorescence (FRET)(voir figure 42). L’excitation du
cryptate d’europium par une longueur d’onde d’excitation de 337 nm induit I’émisSion d’un
signal d’une longueur d’onde de 620nm. Si le fluorogene d2 est a proximité de Eu(K), la
fluorescence émise par Eu(K) est transmise a d2 qui émet alors un signal a 665 nm. Pour ce
test, cela se traduit par la mesure d’intensités de fluorescence a 620 et 665 nm,
proportionnelles a la quantité de substrat hydrolysé dans le milieu réactionnel (Enomoto et al.,
2006).

665 nm FRET

Biotin-HS-Eu(K)

KD >O£K DK KM YLK D

N\ Ves D£n<>o<ﬁ> <>“<>u‘/ | Ewropium Coprate (1K)
@O 2O

Figure 42 : Systéme FRET du test fluorimétrique mesurant I’activité de I’héparanase

L’hydrolyse du substrat Biotin-Hs-Eu(K) a été réalisée dans une plaque de 96 puits (demi-
puits ; Corning® #3693) et les mesures de fluorescence ont été effectuees a 1’aide d’un
spectrofluorimétre BMG Labtech Fluostar Omega équipé d’un module HTRF (Homogeneous
Time Resolved Fluorescence). Les réactions ont été réalisées a 37°C, et dans un volume final
de 80uL. Les intensités de fluorescence a 665 nm et 620 nm ont été mesurées dans un puits
en absence d’héparanase pour 1’obtention d’un ratio 1(665/620)nydrolysenulle; €1 dans un puits
contenant I’héparanase sans inhibiteurs pour 1’obtention d’un ratio 1(665/620)Hydrolysemax. La
suramine a été utilisée comme témoin positif d’inhibition de I’héparanase. Briévement, 15uL
des solutions d’échantillons solubilisés dans I’eau ultra-pure ont été déposés dans les puits,
suivis par 15pL de solution d’héparanase (400 ng/mL d’héparanase dans un tampon Tris-HCI
pH 7.5, 0.15M NaCl et 0,1% CHAPS). Apres 10 minutes de pré-incubation a 37°C, la
réaction enzymatique a été déclenchée par I’ajout de 30uL de substrat Biotin-HS-Eu(K) (4.4
ng/uL dans un tampon d’acétate de sodium 0,2M ; pH 5.5) puis la plaque a été incubée a 37°C
pendant 15 min. Ces 15 min d’incubation ont été suivies par 1’ajout de 20uL de streptavidine-
d2 (10 ng/uL dans un tampon NaPO4 0.1M a pH = 7,7 ; 0.8M KF; 0,1% BSA; 1mg/ml

héparine) et une incubation de 2 min a 37°C avant mesure de la fluorescence. La fluorescence
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a été mesurée a Aem1 = 620 NM et Aemp = 665nm aprés 60 ps d’excitation a Aex = 337 nm.

L’inhibition relative de I’héparanase est alors obtenue par les calculs suivants :

(F665 / F620) HydrolyseMax
(F665/F620) HydrolyseNulle

x100  (6)

Substrat hydrolysé Max (%) =1 —

x 100 (5)

(F665 / F620) échantillon
(F665/F620) HydrolyseNulle

Substrat hydrolysé Ec (%) =1 —

o ey . %SubstratHydrolyséE
Inhibition relative (%) = 1 — —————— Y0322

x 100 @)

%SubstratHydrolyséMax

L’¢équation (5) permet de calculer le pourcentage maximum de substrat hydrolysé par
I’enzyme. L’équation (6) permet de calculer le pourcentage de substrat hydrolysé en présence
d’un échantillon inhibiteur de I’héparanase. Enfin, 1’équation 7 permet de calculer I’inhibition
relative de I’héparanase en présence d’un échantillon inhibiteur. F665 and F620 correspondent

aux intensités de fluorescence mesurées, respectivement, a 665 nm and 620 nm.

2.9. Chromatographie liguide associée a la spectrométrie de masse

La composition osidique des carraghénanes-A-DR ou DR-GS, a été évaluée par
chromatographie liquide ultra haute pression couplée a la spectrométrie de masse haute
résolution (UHPLC-MS HR).

Les analyses ont été réalisées au moyen d’un systéme chromatographique a trés haute
pression (UHPLC) " Acquity UPLC H-CLASS"™ (Waters, milford, USA) couplé a un
spectrométre de masse haute résolution Xevo G2 S Q-TOF comprenant une source
d’ionisation par électrospray (ESI) (Waters, Manchester, Angleterre). Le systeme UHPLC
était constitué d’une pompe quaternaire (Quaternary solvent manager, Waters) et d’un
injecteur automatique (sample manager-FTN, Waters) équipé d’une boucle d’injection de
10uL. S5uL d’échantillon ont été injectés et percolés a un débit de 350uL/min au travers d’une
colonne " Acquity UPLC BEH C18 " (Waters) (2,1 x 500 mm, 1,7um). Afin de séparer nos
échantillons portant de nombreuses fonctions sulfates via 1’utilisation d’une colonne apolaire
C18, les charges négatives ont été appariées a des ions heptylammonium. Ces ions améliorent
la rétention des carraghénanes sur la colonne et posseédent une chaine alkyle assez courte pour
étre encore volatiles. Ce masquage des charges négatives permet également de limiter la
fragmentation des oligosaccharides dans la source. Pour réaliser 1’appariement d’ions, 1’ajout
d’un pourcentage volumique d’une solution de formate d’heptylammonium (20mM) a été

réalisé dans les deux solvants utilisés pour la séparation (Acetonitrile et eau) (Antonopoulos et
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al., 2004).Le gradient d’élution appliqué était un melange (v/v) de solution A (eau/formate
d’heptylammonium 20mM ; 80/20) (v/v)) et B (acétonitrile/ formate d’heptylammonium
20mM ; 80/20) : 0- 4 min, 10-50% B ; 4-6 min, 50% B ; 6 — 10 min, 50-80% B ; 10-15 min,
80% B ; 15- 16min, 100% B ; 16- 35min, 100% B ; 35- 36min, 10% ; 36- 40min, 10% B. La
colonne et I’injecteur automatique ont ét¢ maintenus respectivement a 45°C et 7°C pendant

I’analyse.

Les conditions finales appliquées dans la source ESI ont été : une température de la source
de 120°C, une température de désolvatation de 500°C, deébit de gaz du céne de 50L/h, débit
du gaz de désolvatation de 800L/h, voltage du capillaire de 2,5 kV, sampling cone fixé a 35V
et source offset a 80V. La calibration de 1’appareil a été réalisée avec du formate de sodium a
Img/L et la "Lockmass" (leucine Enkephaline) est utilisée comme calibrant interne dans
chaque analyse pour corriger en temps réel I’erreur de masse.

Les données ont été obtenues en mode d’ionisation négatif (EST). Les expériences de MS
on été menées en mode centroide, avec un temps de scan égal a 0,15 sec et une gamme de

masse sélectionnée allant de 200 a 4000 m/z.

2.10. Analyses Statistiques:

Les données ont été présentées comme les moyennes * Ecart type d’au moins un triplicat.

Les ICs ont été déterminés en utilisant les équations obtenues par des régressions linéaires
de type logistiques a 4 parametres réalisées avec le logiciel sigma plot 12.5 (Systat Software
Inc, San Jose, USA).

100



Résultats — Chapitre |

3. Résultats et discussion

3.1. Caractérisation physicochimique de polysaccharides sulfatés biosourcés
dépolymérisés et/ou modifiés chimiguement

3.1.1. Polysaccharides sulfatés natifs

Dans la recherche d’inhibiteurs de I’héparanase, nous nous sommes intéressé¢ dans notre

étude, a des polysaccharides sulfatés commerciaux provenant de sources diverses (tableau 4):

Tableau 4 : Polysaccharides sulfatés, origine et composition

Polysaccharides sulfatés

. Origine Détails Monomeéres
commerciaux

Glucosamine, acide

Héparine Animale Intestins de porc ) )
glucuronique/lduronique

N-acetylglucosamine,

Chondroitine-4-sulfate Animale Trachée de boeuf ) )
acideglucuronique

Hypersulfatation de dextranes
Dextran sulfate Bactérienne produits parla souche leuconostoc Anhydroglucose
mesenteroide

Fucoidanes Algale Extraits de fucus vesiculosus Fucose
Carraghénane-t Algale Mélange d'extraits d'algues de Galactose, Anhydrogalactose
Carraghénane-k Algale types Chondrus, Eucheuma et Galactose, Anhydrogalactose
Carraghénane-A Algale Gigartina Galactose

Parmi les composés choisis, on retrouve des polysaccharides sulfatés d’origines animales tels
que les héparines et les chondroitines-4-sulfate, d’autres, extraits d’algues marines comme les
différents carraghénanes ou les fucoidanes, ou encore des polysaccharides sulfatés
productibles a partir de polysaccharides bactériens comme les dextrans sulfate.

Nous avons pu voir dans I’étude bibliographique qu’ils étaient tous composés de
monomeres différents. Pour autant, leur profil de sulfatation en fait de potentiels inhibiteurs

de I’héparanase valorisables pour des traitements anti-angiogéniques.

Dans un premier temps, nous nous sommes attaché dans ces travaux a caractériser les
composés commerciaux choisis. Pour cela, les masses moléculaires en nombre (Mn) ou en
masse (Mw) des composés bruts, que 1’on nommera non fractionnés (NF), ont été déterminées
par SEC-HPLC ainsi que leur degré de polymérisation (DP) et leur indice de polydispersité
(IP). Leurs taux de sulfates ont également été évalués par dosage colorimétrique a 1’ Azure A.

Les caractéristiques obtenues sont comparées dans le tableau 5 avec le lovenox, un mélange
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commercial d’héparines de bas poids moléculaire (HBPM) a la pharmacocinétique connue et

maitrisée que nous utiliserons comme référence.

Tableau 5 : Caractérisation physicochimique des composés non fractionnés (NF) et du Lovenox.

Caractérisation physicochimique

Taux de Degré de
Mn (Da) Mw(Da) DP IP  sulfatation %* sulfatation”
Enoxaparine (Lovenox) 4137 5476 13 1,32 40 2
Héparine-NF 16 412 20770 43 1,27 50 2,5
Fucoidane-NF 46 858 62 099 147 1,33 39,3 19
Dextran Sulfate-NF 15793 18 700 38,1 1,18 42,3 3,7
Chondroitine-4-sulfate-NF 73564 86 384 284.,4 1,17 18,3 1
Carraghénane-NF >1 000 000 >1 000 000 929 1,04 30,4 1,45
Carraghénane-NF >1 000 000 >1 000 000 928,9 1,27 26,2 1,1
Carraghénane-NF >1 000 000 >1 000 000 1215 1,1 20,6 0,9

Mn, la masse moléculaire moyenne en nombre, Mw la masse moléculaire moyenne en masse, DP le degré de
dépolymérisation, IP I’indice de polydispersité.

?le taux de sulfatation massique exprimé par (masse sulfate/ masse échantillon).

Yle degré de sulfatation indique le nombre de fonctions sulfate par motif disaccharidique.

nd : non déterminé

Il ressort de cette évaluation, que tous possedent un taux de sulfatation massique élevé
supérieur a 18%. Les héparines, fucoidanes et dextrans sulfate montrent le taux de sulfate le
plus élevé autour des 40%, similaire au lovenox. Rapporté en degré de sulfatation, cela
correspond a la présence d’environ 2,5 fonctions sulfate par disaccharide pour les héparines-
NF et presque 4 fonctions sulfate par disaccharide pour le dextran sulfate, ce qui en fait un
composé fortement chargé négativement. Si ’on se concentre sur les masses moléculaires
moyennes des composes, celles-ci sont plus hétérogenes. Les carraghénanes montrent des Mn
tres élevées supérieures au million de Dalton. Les fucoidanes et chondroitines sulfates ont des
tailles de chaines plus modérées entre 46 et 73 kDa tandis que les héparines et les dextrans

sulfate sont autour de 16 kDa.

Les héparines non fractionnées d’une Mn de 16 kDa sont injectées par voie intraveineuse
ou sous-cutanée en médecine mais provoquent des effets secondaires bien plus importants que
les HBPM comme le lovenox, d’'une Mn de 4,1 kDa (Elalamy, 2010). Pour cette raison,
I’obtention de composés de tailles inférieures a 10 kDa semble primordiale pour limiter les
interactions avec de trop nombreuses cibles biologiques.

Bien qu’ils présentent des indices de polydispersité assez proches de 1, ce qui atteste d’une

distribution homogene des chaines de polymeéres, la grande majorité de nos composés
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possedent des chaines trop longues pour une application médicale. En 1’état, un nombre
d’interactions avec de multiples cibles biologiques serait source de nombreux effets
secondaires. Par exemple, I’injection en sous cutané de carraghénanes non fractionnés
provoque des inflammations (Silva et al., 2010).

De méme, un trop fort degré de sulfatation pourrait étre source d’effets indésirables. A titre
d’exemple, le dextran sulfate qui est trés sulfaté, peut déclencher des colites (Cooper et al.,
2000).

En rapport avec les nombreux travaux deja réalisés sur les héparines, une dépolymérisation
de nos composés nous a semblé une solution indispensable pour réduire leur taille, moduler
leurs activités biologiques et mieux contréler leur pharmacocinétique.

La modification chimique par le procéde de glycol-split nous est également apparue d’un
intérét particulier et notamment par le fait que cette technique puisse induire une plus
grande flexibilité des chaines de polysaccharides ce qui favoriserait 1’interaction avec

I’héparanase et améliorerait le potentiel d’inhibition de I’enzyme (Vlodavsky et al., 2007).

3.1.2. Dépolymerisation et modification chimique des polysaccharides sulfatées

3.1.2.1. Dépolymérisation radicalaire assistée par ultrasons

Afin de diminuer la taille des chaines de polysaccharides sulfatés de notre étude, nous
avons fait le choix d’utiliser la méthode de dépolymérisation radicalaire assistée par ultrasons
que nous nommerons par la suite: (DR). Cette méthode associant la dépolymérisation
radicalaire a celle par ultrasons, a été développée en 2013 au sein de notre laboratoire (Achour
et al., 2013) pour produire des HBPM a partir d’héparines-NF et nous a semblé
particulierement adaptée pour ces nouveaux travaux. Elle fait appel au mécanisme chimique
de dépolymérisation radicalaire en utilisant le peroxyde d’hydrogéne, et au mécanisme
physique de la cavitation par 1’utilisation des ultrasons. La combinaison de ces mécanismes
entraine une rupture des liaisons glycosidiques et une dépolymérisation en conséquence.

Nous avons donc appliqué ces conditions de dépolymérisation a nos composés, tout en
réalisant un suivi de la taille des chaines au cours du temps par SEC-HPLC. Pour illustrer
cela, les résultats obtenus pour les héparines et carraghénanes-A sont présentés (figure 43). Au
regard des chromatogrammes obtenus, on observe une diminution de la taille des chaines avec

le temps de dépolymeérisation.
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Figure 43 : Chromatogrammes SEC-HPLC des échantillons dépolymérisés par la méthode radicalaire assistées par
ultrasons (DR) pour les temps de dépolymérisation entre O et 8h des héparines et carraghénanes-A. Les masses molaires
moyennes en nombre Mn sont indiquées pour les temps 0 et 8h. Les Mn obtenus en fonction du temps de dépolymérisation
sont également exprimés sous forme de graphiques. Les échnatillons ont été analysés a une concentration de 1g/L, séparés
par une association de deux colonnes TSK-G5000PW et TSG-G4000PW a I’aide d’un éluent NaNO3 0,1M et détectés par

réfractométrie différentielle.

Un pic majoritaire est observé pour les dépolymeérisations de 0 a 4h, mais aux temps 6h et

8h, on peut apercevoir un second pic moins intense regroupant des especes de plus bas poids

moléculaires que le pic majoritaire.
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La dépolymérisation semble s’effectuer rapidement dans la premiere heure puis lentement
dans les heures qui suivent. Cela est bien montré par le cas des carraghénanes-A, ou 1’on
débute avec une Mn proche du million de Da au temps zéro, pour chuter & 32000 Da a 1h et
finalement 11000 Da a 8h de dépolymérisation. Ce constat est moins flagrant, mais reste
observable concernant les polysaccharides dont les masses moyennes de départ sont plus
faibles comme c’est le cas des héparines.

Cette meilleure efficacité de dépolymérisation dans les premieres heures avait déja été
observée pour les héparines dans 1’étude précédente réalisée au laboratoire (Achour et al.,
2013) et serait caractéristique des dépolymérisations utilisant les ultrasons, notamment sur des
polysaccharides a longues chaines, comme 1’a montré une étude réalisée sur des dextranes

(Portenlénger and Heusinger, 1997).

Un temps de dépolymérisation de 8h, avec la méthode de DR, permet d’obtenir de trés bas
poids moléculaires autour de 2000 Da comme on I’observe pour les héparines ou d’environ
11000 Da comme c’est le cas pour les carraghénanes-A. Cette gamme de masses se situe entre
des HBPM et des héparines-NF. Ce temps de dépolymérisation a donc été retenu pour

produire des dérivés de bas poids moléculaires des différents polysaccharides de cette étude.

3.1.2.2.  Application du procédé de glycol split

Le procédé de glycol split repose sur une réaction d’oxydation au periodate de sodium
(NalOg) suivie d’une réduction au borohydrure de sodium (NaBH,) (Naggi et al., 2005). Afin
de n’altérer que partiellement la structure des polysaccharides sulfatés, nous avons réalisé
I’oxydation a 4°C pendant 15h avant de réaliser 1’étape de réduction.

Dans ces travaux, nous avons appliqué le procédé de glycol split aux polysaccharides sulfatés
de diverses maniéres, soit seul, soit en association avec la dépolymérisation. Les dérivés
glycol splités seuls seront nommés GS, ceux dépolymérisés puis glycol splités seront nommés

DR-GS tandis que ceux glycol-splités puis dépolymérisés seront nommés GS-DR.

3.1.2.3. Impact de la dépolymérisation et/ou du procédé de glycol split sur la
structure des polysaccharides sulfatés

Les 7 polysaccharides sulfatés ont tous été soumis aux procédés de DR, GS, DR-GS et GS-
DR. Nous les avons par la suite caractérisé de la méme maniere que les polysaccharides-NF

en définissant la taille des composés par SEC-HPLC et le taux de sulfate par test
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colorimétrique a I’Azure A. Ces résultats sont rassemblés dans le tableau 6. Les masses
moléculaires moyennes inférieures a 10 kDa sont spécifiées en vert, celles entre 10 kDa et
16kDa sont spécifiées en bleu et les pertes de sulfatation les plus significatives sont indiquées

en rouge pale.

Tableau 6 : Caractéristiques physicochimiques des polysaccharides sulfatés et leurs dérivés de bas
poids moléculaires

Caractérisation physicochimique Caractérisation physicochimique
% sulfates % sulfates
Mn (Da) LP (m/m) Mn (Da) P.l (m/m)
Enoxaparin(lovenox) _ _ _ 4137 _ 132 __ 40 __ _  Enoxaparin{lovenox) _ _ __ A137, __ 132 40___
Héparine-NF 16412 1,27 50 Carraghénane-A-NF >1000000 nd 30,4
Héparine-GS 13272 1,21 45,2 Carraghénane-A-GS >1000000 nd 29,6
Héparine-DR 2087 1,91 28,7 Carraghénane-A-DR 9240 1,06 19,8
Héparine-DGS-DR 4684 1,42 37,9 Carraghénane-A-GS-DR 16639 1,79 23,2
Héparine-DR-GS 2716 1,27 28 Carraghénane-A-DR-GS 11396 1,51 19
Fucoidane-NF 46858 1,33 39,3 Carraghénane--NF >1000000 nd 26,2
Fucoidane-GS 42185 1,39 38,9 Carraghénane-1-GS >1000000 nd 26
Fucoidane-DR 4152 2,11 17,2 Carraghénane-1-DR 77745 1,37 24,2
Fucoidane-GS-DR 8262 1,64 6,6 Carraghénane-1-GS-DR 43854 1,61 23,3
Fucoidane-DR-GS nd nd nd Carraghénane-1-DR-GS 6073 1,5 16,2
Dextran sulfate-NF 15793 1,18 53,2 Carraghénane-k-NF >1000000 nd 20,6
Dextran sulfate-GS 14887 1,19 50,4 Carraghénane-k-GS >1000000 nd 20
Dextran sulfate-DR 7673 1,46 50,2 Carraghénane-k-DR 29409 1,45 19,1
Dextran sulfate-GS-DR 8183 1,47 47,6 Carraghénane-k-GS-DR 10340 1,72 17,6
Dextran sulfate-DR-GS 4710 1,21 17,2 Carraghénane-k-DR-GS 14319 2,08 18,8
Chondroitine-4S-NF 73564 1,17 18,3
Chondroitine-4S-GS 60777 1,21 18,5
Chondroitine-4S-DR 16200 1,2 15,3
Chondroitine-4S-GS-DR 43026 1,32 8,8

Chondroitine-4S-DR-GS 13341 2,25 17,7

Mn, la masse moléculaire moyenne en nombre. Les cases vertes correspondent a des poids moléculaire moyens inférieurs a
10 kDa. Les cases bleues correspondent a des poids moléculaires moyens entre 10 et 16 kDa. Les cases rouges correspondent

a des pertes de sulfates importantes

L’analyse de ces données a permis de ressortir quelques tendances générales.

Dans un premier temps, nous observons que la DR est efficace pour réduire la taille des
chaines de tous les polysaccharides testés. On notera cependant quelques nuances.

La dépolymérisation n’a permis d’obtenir des tailles de chaines inférieures a 10 kDa que
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pour les héparines, fucoidanes, dextrans sulfate et carraghénane-A. Les tailles de chaines
obtenues pour les chondroitines-4S-DR sont autour de 16 kDa tandis que les carraghénanes-«
et 1 ne descendent pas en dessous de 29 kDa. Concernant ces deux carraghénanes, nous avons
émis 1’hypothése que leurs propriétés gelifiantes pourraient rendre plus difficile leur
dépolymérisation (Liu et al., 2015).

Bien que la DR semble efficace pour tous les polysaccharides, 1’attention doit également
étre portée sur la sulfatation des composés. En effet, la DR tend & dégrader les fonctions
sulfates des squelettes polysaccharidiques comme nous 1’avons remarqué de maniére
importante sur les héparines, fucoidanes et carraghénane-A. Une baisse de 21,3%, 22,1% et
10,6% en pourcentage massique de sulfates est observée pour ces trois composes
respectivement. Les autres polysaccharides perdent également des sulfates mais dans une
moindre mesure. Cette désulfatation était attendue car elle avait déja été observée au
laboratoire lors de travaux utilisant cette méthode de dépolymérisation sur des héparines
(Achour et al., 2013). Nous évoquerons plus loin les conséquences que ces pertes de fonctions

sulfates peuvent avoir sur les activités biologiques.

Dans un second temps, nous remarquons que 1’utilisation du GS seul induit trés peu de
changements. Une légere dépolymérisation de 1 a 4 kDa est observée pour les héparines,
fucoidanes, dextrans sulfates et jusqu’a 13 kDa pour les chondroitines-4S. Un impact faible
sur la sulfatation a aussi été observé par une baisse de 3 a 5% de celle-ci uniquement pour les
héparines et dextrans sulfates.

En revanche, son association avec la dépolymérisation produit des effets différents.
L’utilisation du GS avant la DR diminue I’efficacit¢ de la DR de maniere plus ou moins
importante sur chaque polysaccharide excepté pour le carraghénane-k et 1. A titre d’exemple,
la Mn de I’héparine-DR est de 2087 Da tandis que celle de I’héparine GS-DR est de 4684.
L’exemple de la chondroitine-4S est plus marquant avec une chondroitine-4S-DR a 16200 Da
et une chondroitine-4S-GS-DR a 43026 Da. On notera également que 1’association GS-DR
semble diminuer la perte de sulfates induite par la DR pour les héparines et carraghénanes-i
alors qu’elle ’accentue pour les fucoidanes et chondroitine-4S.

Dans I’autre cas ou le GS est employé apres la DR, les chaines obtenues sont globalement
plus courtes que celles obtenues avec la DR seule. La légere dépolymérisation observée avec
le GS seul pourrait donc s’ajouter a celle déja effectuée par le procédé DR. L’exemple
illustrant le mieux ce constat est celui du carraghénane-t. Alors que le carraghénane-1-DR a

une masse moléculaire moyenne de 1’ordre de 77 kDa, celle du carraghénane-i-DR-GS
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avoisine les 6 kDa. Seuls les carraghénanes-A et héparines montrent des dérives DR-GS aux
masses moléculaires 1égérement plus élevées que les dérivés DR. Cela peut s’expliquer par le
fait que le procédé de glycol split est suivi d’une étape de dialyse avec un seuil de coupure de
1 kDa, ce qui n’est pas le cas avec la DR seule. Si beaucoup de petites chaines sont éliminées
pendant la dialyse, cela peut alors augmenter la masse molaire moyenne. Cela a notamment
rendu impossible la récupération d’un dérivé Fucoidane DR-GS. Les chaines obtenues était
certainement tres courtes et ont toutes été éliminées avec la dialyse.

L’association DR-GS provoque également de fortes diminutions de la sulfatation comme
celles observées avec la DR seule. Les indices de polydispersités obtenus avec 1’association
DR-GS sont relativement éleveés, a hauteur de 2,25 et 2,08 pour les chondroitines-4S-DR-GS
et carraghénanes-k-DR-GS respectivement. La dépolymérisation radicalaire peut provoquer
diverses réactions d’hydrolyse ce qui peut expliquer cette hétérogénéité dans les chaines.
L’utilisation de la DR seule, montrait également un IP proche de 2 pour les fucoidanes et

héparines.

Les procédés DR, DR-GS et GS-DR sont donc efficaces pour réduire les tailles de chaines
des polysaccharides sulfatés étudiés. lls induisent également des pertes de sulfates plus ou
moins importantes en fonction du type de polysaccharide.

La prochaine étape de ce travail est de mesurer I’impact de ces changements structuraux

sur les activités biologiques des dérivés produits.

3.2. Evaluation des activités biologiques des polysaccharides sulfatés non
fractionnés

Le principal objectif de ces travaux est d’isoler des composés inhibiteurs de 1’héparanase.
Les 7 composés étudiés ici posseédent des similarités de structure avec 1’héparane sulfate, qui
est le substrat naturel de 1’héparanase, ce qui devrait en faire de bons inhibiteurs (Presta et al.,
2003). Cependant nombreux des polysaccharides choisis pour ces travaux possedent des
activités anticoagulantes reconnues. La recherche d’activités anticoagulantes est donc
également un objectif de notre travail, de maniere a identifier parmi les dérivés de bas poids
moléculaires produits, les composés montrant une forte inhibition de 1’héparanase pour une
faible inhibition de la coagulation.

L’évaluation des différentes activités biologiques sera décrite de maniére plus détaillée

pour les polysaccharides sulfatés NF, puis les résultats obtenus pour chaque polysaccharide et
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ses derives de bas poids moléculaires seront présentés.

3.2.1. Inhibition de I’héparanase

Les mesures d’inhibition de 1’héparanase ont été effectuées par le suivi en
spectrofluorimétrie du clivage par I’enzyme d’un heparane sulfate substitué avec un systéeme
FRET en présence ou non d’inhibiteur en solution a 40 ng/ml. Comme pour I’évaluation des

caractéristiques physicochimiques, nous avons utilisé le lovenox comme témoin.
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Figure 44 : Inhibition relative de I’héparanase par chaque polysaccharide non fractionné a une
concentration de 40ng/ml

Les résultats présentés figure 44 montrent que I’ensemble des polysaccharides sulfatés
commerciaux de cette étude inhibent plus ou moins fortement 1’héparanase, excepté les
chondroitines-4S qui semblent plutét étre activatrices de 1’enzyme. Les inhibitions obtenues
montrent que les dextrans sulfate-NF sont de puissants inhibiteurs avec un taux d’inhibition
autour des 100%. Les fucoidanes montrent également une forte inhibition de 1’héparanase
d’environ 86%, légerement supérieure aux héparines dont 1’inhibition mesurée est de 83%.
Les carraghénanes semblent aussi une famille de composés intéressants avec des inhibitions
d’environ 69%, 36% et 20% mesurées respectivement pour les carraghénanes-A, -k et -1. Ces
données semblent confirmer que la présence de nombreuses fonctions sulfates favorise une
forte inhibition de I’héparanase, car au sein d’une famille de composés structurellement tres
proches et de poids moléculaires similaires comme les carraghénanes, le carraghénane-A qui

est le plus sulfaté (tableau 5) est le meilleur inhibiteur.
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Pour autant, la taille des chaines semble également impliquée dans I’inhibition de
I’héparanase. En effet, ’HBPM commerciale Lovenox montre une inhibition deux fois
inférieure a son précurseur non fractionné avec pourtant le méme degré de sulfatation. Cela
s’accorde avec de récents travaux effectués sur I’héparine non-anticoagulante Roneparstat
(Pala et al., 2016) qui émettent I’hypothése que les longues chaines permettraient une
interaction avec plusieurs enzymes simultanément via les domaines de liaison HBD1 et
HBD2 (revoir figure 27) augmentant ainsi le potentiel d’inhibition.

Nos resultats obtenus sont donc en accord avec 1’¢tude de Parish et al de 1987 qui avait
mis en évidence la capacité de la majeure partie des polysaccharides étudiés ici a inhiber la
dégradation de la MEC par I’héparanase (Parish et al., 1987). Depuis, I’inhibition de
I’héparanase par les héparines a été largement décrite (Vlodavsky et al., 2016) et des travaux
ont confirmé le potentiel des carraghénanes-A ou des fucoidanes (Niu et al., 2015; Wang and
Miao, 2013). En revanche, depuis 1987 peu de nouvelles données ont été obtenues
concernant les dextrans sulfate, leur réle sur ’angiogénése ou 1’héparanase, et les résulats
présentés dans ce manuscrit pourront donner de nouvelles perspectives a ce composé en ce
sens.

Concernant maintenant les chondroitines sulfate, nos résultats semblent montrer qu’elles
induisent une activation de 1’enzyme. Bien qu’elles ne soient pas effectivement caractérisées
comme inhibitrices de 1’héparanase dans la littérature ; on les retrouve sur des protéoglycanes
portant également des HS qui sont sélectivement clivés par I’héparanase ; aucune référence a

ce jour ne semble stipuler pour autant un rdle activateur.

3.2.2. Inhibition de la coagulation sanguine

Parallelement a 1’évaluation des activités d’inhibition de 1’héparanase, les activités
anticoagulantes ont ét¢ mesurées via des tests chronométriques en coagulométrie a I’aide de
trois types d’analyses (revoir figure 34):

1) Mesure de I’APTT (“activated partial thromboplastin time"). Ce test prend en
compte les facteurs de la coagulation impliqués dans les voies intrinseque et commune de la
coagulation sanguine.

2) Mesure du temps de prothrombine TP. Ce test prend en compte la voie extrinseque
de la coagulation.

3) Mesure du temps de thrombine TT. Ce test prend en compte la voie commune de la

coagulation, soit la fibrinoformation.
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Figure 45: Analyses chronométriques APTT, TT et PT des activités anticoagulantes des composés NF. Les temps de
coagulation des plasmas en 1’absence d’inhibiteurs (contréle négatif NaCl 0,9%) sont de 37 s pour ’APTT, 16.2 s pour le TT
et 13.1 s pour le TP. Les temps maximum de coagulation pour chaque test sont de 120 s pour ’APTT, 60 s pour le TTet 70 s
pour le TP. Le double du temps de coagulation basal est indiqué sur chaque graphe par la ligne pointillée en bleu clair.

Afin de comparer les résultats obtenus, I’action des différents polysaccharides sur les voies
de la coagulation est représentée sous forme de courbes (Figure 45).

Le test APTT confirme la forte activité anticoagulante des héparines-NF, avec une
concentration nécessaire pour doubler le temps de coagulation du témoin négatif de 0,6 mg/L,
suivie de pres par les dextrans sulfate-NF et 'HBPM commerciale lovenox dont les
concentrations nécessaires pour doubler le temps de coagulation sont respectivement de 2,8
mg/L et 3,5 mg/L (Tableau 7). Les autres polysaccharides sulfatés ont une activité moindre
avec des concentrations necessaires pour doubler le temps de coagulation supérieures a 8
mg/L, les chondroitines-4S-NF ne montrant quasiment aucune activité méme apres 83 mg/L.

Le test TT (Figure 45) montre des résultats similaires au test APTT, avec I’héparine
comme meilleur inhibiteur nécessitant une concentration de 0,65 mg/L pour doubler le temps
de coagulation (Tableau 7). Les concentrations necessaires pour les autres polysaccharides se
situent entre 6 et >125 mg/L, la chondroitine-4S étant,a nouveau, la moins anticoagulante.

Le test PT (Figure 45) affirme toujours la forte activité anticoagulante des héparines avec
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une concentration nécessaire pour doubler le temps de coagulation de 22 mg/L (Tableau 7),
les autres polysaccharides nécessitant tous des concentrations supérieures a 83,3 mg/L pour
exercer une activité, sauf pour le dextran sulfate-NF a hauteur de 72 mg/L.

Ces mesures d’activités anticoagulantes ont été complétées par des mesures d’inhibitions
de facteurs spécifiques de la coagulation tels que les facteurs Xa et lla. Ces tests
enzymatiques sont réalisés in vitro en présence d’antithrombine (Figure 46). Les ICsg

déterminés pour chaque polysaccharide sont répertoriés Tableau 7.
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Figure 46 : Analyses dose/réponse des composés-NF pour I’inhibition des facteurs Xa et ITa de la coagulation en
présence d’antithrombine.

Si I’on regarde les activités sur le facteur Xa de la coagulation (Figure 46), on remarque
que I’héparine et le lovenox sont les plus anticoagulants avec des 1Csq respectifs de 0,4 et 0,22
mg/L (Tableau 7). La différence d’inhibition avec les autres polysaccharides est de 1’ordre du
facteur 10, leurs ICsq se situant entre 2 et 25 mg/L avec le dextran sulfate comme 3éme
meilleurs inhibiteur.

Les activités sur le facteurs Ila sont plus disparates (Figure 46). On retrouve 1’héparine
comme meilleur inhibiteur avec un ICs de 0,02 mg/L. Le carraghénane-A occupe cette fois la
seconde place avec un ICso de 1 mg/L tandis que les fucoidanes, lovenox et carraghénanes-k
et 1ont des ICs entre 10 et 60 mg/L. Les dextrans sulfates et chondroitine-4S ne semblent que
tres peu actifs sur le facteur Ila.
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Tableau 7 : Activités biologiques des composés non fractionnés sur 1’inhibition de I’héparanase et
de la coagulation sanguine.

Propriétés anticoagulantes

CDT (mg/L) IC50 (mg/L) ! Inhibition 40ug/L

T apTT TP Xa lla Héparanase
Enoxaparin(Lovenox) L 95 3,5 495 0,22 70 40,0%
Héparine-NF L 0,65 06 22 0,4 0,02 83,0%
Chondroitine-4S-NF >125 >83 >83 175 300 -37,0%
Dextran sulfate-NF .6 2,8 72 3,5 >625 | 100,0%
Fucoidane-NF 16 8 >83 9,5 10 | 86,4%
Carraghénane-k-NF 95 13 >83 25 52 36,0%
Carraghénane-t-NF Lo 15 >83 8 13 20,0%
Carraghénane-A-NF 13 8,3 >83 10 1 69,0%

CDT : Concentration nécessaire pour doubler le temps de coagulation basal en présence de NaCl 0,9%.

Si I’on observe plus globalement toutes ces activités anticoagulantes, on s’apercoit que
pour les tests APTT et TT qui reprennent les voies intrinséques et commune de la coagulation,
I’inhibition reste assez dépendante de la sulfatation des composeés. Les héparines-NF sont les
meilleurs inhibiteurs tandis le lovenox et le dextran sulfate, fortement sulfaté, se placent
comme 2°™ ou 3°™ plus fort inhibiteurs. De plus, si 1’on regarde au sein de la famille des
carraghénanes, on s’apercoit que plus ils sont sulfatés, plus ils montrent d’inhibition (tableau
7). On retrouve un comportement similaire vis-a-vis de I’inhibition du facteur Xa de la
coagulation.

En revanche, pour le facteur Ila, le comportement est trés différent. L’inhibition du facteur
Ila par le lovenox est bien moindre que celle de I’héparine NF. Cela s’explique par le fait que
I’inhibition du facteur Ila nécessite une séquence de reconnaissance pentasaccharidique ainsi
qu’une longueur de chaine supériecure a 5400 Da (revoir figure 17)(Jin et al., 1997). Cette
activité réduite sur le facteur Ila est d’ailleurs tout I’intérét des héparines de bas poids
moléculaire (Linhardt and Gunay, 1999a).

Bien que les chaines des autres polysaccharides étudiées soient longues, voire trés longues
pour le cas des carraghénanes, les activités anti-lla mesurées sont environ 1000 fois
inférieures a celle de 1’héparine (seulement 100 fois pour le carraghénane-A). L’inhibition
spécifique du facteur Ila est donc plus difficilement previsible que celle du Xa et est

dépendante a la fois de la sulfatation ainsi que de la longueur des chaines.
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Cette analyse préliminaire concernant les activités in-vitro des polysaccharides sulfatés non
fractionnés a mis en avant que tous les composés, exceptée la chondroitine-4-sulfate,
présentaient une activité d’inhibition de 1’héparanase plus ou moins importante. A ce stade,
des composés comme le dextran sulfate ou le fucoidane semblaient de bons concurrents par
rapport aux héparines.

En revanche, comme le suggérait déja la littérature (Li et al., 2008; Yamada et al., 1997),
tous ont également des activités anticoagulantes, tant sur la voie intrinseque que sur la voie
commune qui comporte les facteurs Xa et lla.

Que ce soit pour la coagulation sanguine ou I’héparanase, les plus fortes inhibitions
corrélent généralement avec un fort degré de sulfatation. Pour autant, la taille des chaines
reste importante dans ces activités et notamment quand il s’agit de facteurs spécifiques
comme le lla.

L’étape suivante de ce travail est d’évaluer les activités biologiques des dérivés de bas

poids moléculaires produits pour chaque polysaccharide sulfateé.

3.3. Evaluation des activités biologiques des polysaccharides sulfatés de bas
poids moléculaires

En appliquant les mémes méthodes d’analyse décrites juste avant pour les polysaccharides
non fractionnés, nous avons déterminé les activités anticoagulantes et anti-héparanase des
dérivés GS, DR, GS-DR et DR-GS de nos 7 polysaccharides sulfatés. Celles-ci seront
présentées aux coOtés des caractéristiques physicochimiques de chaque composé pour une

meilleure interprétation des résultats.

3.3.1. Cas des chondroitines-4-sulfates

Du fait de ces résultats singuliers, nous allons traiter séparément de la chondroitine-4-
sulfate (tableau 8). En effet, ce composé sous sa forme non fractionnée présentait une
capacité a activer 1’héparanase (37%) et disposait d’activités anticoagulantes extrémement
faibles comparée au lovenox. Cela apparait comme un avantage pour le ciblage de
I’héparanase mais aucun des dérivés produits ne possede de capacité d’inhibition de

I’héparanase.
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Tableau 8 : Caractéristiques physicochimiques et activités biologiques des dérivés de Chondroitine-4-sulfate

Propriétés anticoagulantes

Caractérisation physicochimique CDT (mg/L) IC50 (mg/L) Inhibition 40ug/L
Mn (Da) IP %(:/It:’;es 1T apTT TP Xa lla Héparanase
Enoxaparin(Lovenox) 4137 1,32 40 9,5 3,5 495 0,22 70 40,0%
Chondroitine-4S-NF 73564 1,17 18,3 1 >125 >83 >83 175 300 -37,0%
Chondroitine-4S-GS 60777 1,21 18,5 >125 >83 >83 625 >625 8,6%
Chondroitine-4S-DR 16200 1,2 153 | >125  >83  >166 400 350 | -4,5%
Chondroitine-4S-GS-DR 43026 1,32 8,8 >125 >83 >833 >625 >625 -19,3%
Chondroitine-4S-DR-GS 13341 2,25 17,7 | >125  >83  >83 120 625 0,6%

Les modifications apportées par dépolymérisation associée ou non au glycol-split auront
bien permises de modifier la structure avec la réduction des chaines jusqu’a 16,2 kDa avec la
DR et un taux de sulfatation divisé de moitié pour la Chondroitine-4S-GS-DR mais cela

n’aura entrainé aucun changement notable sur les activités biologiques.

3.3.2. Fucoidanes, dextrans sulfates, Carraghénanes-x et —

L’¢étude sur les fucoidanes, dextrans sulfates et carraghénanes-k et — permet de dégager
quelques tendances tout en relevant des comportements propres a chaque type de
polysaccharide (tableau 9).

Dans un premier temps, on peut remarquer pour chaque polysaccharide que 1’utilisation du
GS seul, dont nous avons vu plus avant qu’il n’induisait que peu de changement structuraux,
n’induit pas non plus de changements trés importants sur les activités biologiques. Les
modifications les plus notables sont une baisse de I’inhibition de I’héparanase de 8% pour le
dextran sulfate et un ICsq sur le facteur lla multiplié par 2 pour le Carraghénane-x.

Dans un second temps, il est possible d’observer que la diminution de la taille des chaines
corréle avec une perte d’inhibition de ’héparanase. Peu importe la capacité du polysaccharide
NF de départ a inhiber ’héparanase, sa dépolymérisation entraine une perte d’inhibition de
I’héparanase. A titre d’exemple, le dextran sulfate-NF de 15 kDa montre une inhibition de
100% de I’héparanase a 40pug/L alors que le Dextran sulfate-DR-GS de 4,7 kDa n’inhibe plus
I’enzyme qu’a 1,3%. Le carraghénane-k-NF qui n’inhibe que 36% de I’héparanase pour une
taille de chaine moyenne avoisinant le million de Da n’inhibe plus I’enzyme qu’a 0,8% apres

application de la DR et I’obtention de masses moléculaires moyennes de 29,4 kDa.
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Tableau 9 : Caractéristiques physicochimiques et activités biologiques des dérivés de Fucoidanes, dextrans-
sulfate, carraghénanes-k et carraghénanes-t.

Propriétés anticoagulantes

Caractérisation physicochimique CDT (mg/L) IC50 (mg/L) : Inhibition 40ug/L
o 1 :
Mn (Da) IP A(:/I:’;es poTT apTT TP Xa lla Héparanase

Enoxaparin(Lovenox) 4137 1,32 40 1 9,5 3,5 495 0,22 70 40,0%
Fucoidane-NF 46858 1,33 39,3 116 8 >83 9,5 10 86,4%
Fucoidane-GS 42185 1,39 38,9 v 15 8 >83 87,5 10 87,5%
Fucoidane-DR 4152 2,11 17,2 1 >125 >83 >83 150 120 -2,3%
Fucoidane-GS-DR 8262 1,64 6,6 ' 80 31 >833 112 300 | 28,9%
Fucoidane-DR-GS nd nd nd nd nd nd nd nd nd

Dextran sulfate-NF 15793 1,18 53,2 6 2,8 72 3,5 >625 100,0%
Dextran sulfate-GS 14887 1,19 50,4 6 2,8 >83,3 25 >625 92,0%
Dextran sulfate-DR 7673 1,46 50,2 18 7,5 170 100 200 75,0%
Dextran sulfate-GS-DR 8183 1,47 47,6 22 5 540 62,5 180 67,0%
Dextran sulfate-DR-GS 4710 1,21 17,2 1 >125 >83,3 >83 100 >625 ! 1,3%
Carraghénane-k-NF >1000000  nd 206 | 95 13 >3 25 52 | 36,0%
Carraghénane-k-GS >1000000 nd 22,5 100 11,8 >83 41 120 31,0%
Carraghénane-k-DR 29409 1,45 19,1 | >125 >83  >83 175  >500 0,8%
Carraghénane-k-GS-DR 10340 1,72 17,6 >125 >83 >83 250 240 -0,7%
Carraghénane-k-DR-GS 14319 2,08 18,8 | >125 >83  >83  >625 >125 | -11,2%
Carraghénane-t-NF >1000000  nd 262 | 11 15  >83 8 13 | 20,0%
Carraghénane-1-GS >1000000  nd 26 | 8 12 80 15 22 | 23,0%
Carraghénane-.-DR 77745 1,37 24,2 28 2,3 >83 42,5 120 21,2%
Carraghénane-1-GS-DR 43854 1,61 23,3 I 45 5 >83 75 120 ! 13,3%
Carraghénane-1-DR-GS 6073 1,5 16,2 1 >125 >83 >83 125 625 ! 7,0%

Mn, la masse moléculaire moyenne en nombre. Les cases vertes correspondent a des poids moléculaire moyens inférieurs a
10 kDa. Les cases bleues correspondent a des poids moléculaires moyens entre 10 et 16 kDa. Les cases rouges correspondent
a des pertes de sulfates importantes tandis que les lignes orange montrent les composés pour lesquels les activités
anticoagulantes sont faibles sur les 5 tests, APTT, TT, PT, Xa et lla.

Certains composes paraissent sensibles a de faibles variations de tailles de chaines. C’est le
cas du fucoidane dont le dérivé GS-DR de 8,2 kDa montre une inhibition de I’héparanase de
28% alors que le dérivé DR de 4,1 kDa n’inhibe plus I’enzyme. Cette perte d’inhibition
semble d’autant plus dépendante de la taille que le composé le plus petit, fucoidane-DR, est
les plus sulfaté des deux. Cette perte d’inhibition ne serait donc pas liée a une perte de

sulfatation. Ces résultats s’accordent avec ceux d’autres travaux qui avaient mis en évidence
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que les fucoidanes montraient des activités pro-angiogéniques ou anti-angiogeniques en
fonction de leurs tailles (Haddad et al., 2015; Lake et al., 2006; Soeda et al., 2000). La chute
d’activité sur 1’héparanase associée a la diminution de la masse moléculaire moyenne a
également été observée pour les dérivés DR, GS-DR et DR-GS des carraghénanes-k. Cette
diminution d’activité semble dépendante de la taille des chaines car la perte de sulfatation
n’excede pas 3% sur les 20,6% initiaux. En revanche, pour les dextran-sulfate-DR-GS et les
carraghénanes-t DR-GS la diminution du poids moléculaire s’accompagne d’une désulfatation
importante donc il est difficile de statuer sur quelle modification structurale a le plus impacté
I’activité biologique.

Pour terminer, nous observons que 1’activité anticoagulante évaluée par les 5 tests semble
diminuer de paire avec 1’inhibition de I’héparanase lors des modifications structurale comme
on le voit avec les lignes marquées en orange. Par exemple, le dextran sulfate-NF montre des
activités anticoagulantes sur les tests APTT, TP et TP tres proches, sinon plus forte que le
lovenox. En revanche, le dérivé dextran sulfate DR-GS qui a perdu sa capacité a inhiber
I’héparanase a également perdu sa capacité a inhiber les voies communes et intrinseques de la
coagulation aux vues des concentrations nécessaires qui sont au minimum 10 fois supérieurs a

celle de départ.

Dans la recherche d’un inhibiteur spécifique de I’héparanase parmi tous ces composes, le
fucoidane-GS-DR semble étre un bon candidat car il allie une faible masse moléculaire
moyenne de 8,2 kDa, une inhibition de I’héparanase de 28% et des activités anti-coagulantes

10 fois inférieures a celle du lovenox sur les tests APTT, TT, TP et le facteur Xa.

Si la formulation tolére une activité anti-coagulante, les dérivés dextran sulfate-DR et
dextran sulfate-GS-DR pourraient convenir avec des poids moléculaires proches des 8 kDa,
montrent une inhibition de I’héparanase de 67 a 75% et possédent une activité anticoagulante
importante, bien que deux fois moins intense que le lovenox sur les voies intrinséques et

communes de la coagulation.
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3.3.3. Héparines et Carraghénanes-4

Les données obtenues pour les dérivés de bas poids moléculaires d’héparines et de
carraghénanes-A ont montré un excellent potentiel d’inhibition de I’héparanase pour une faible
activité anti-coagulante.

Une étude plus compléte a été réalisée sur ces polysaccharides sulfatés avec 1’évaluation de
I’impact de la quantité de peroxyde d’hydrogeéne dans la dépolymérisation des carraghénanes-
A, le calcul des ICsp pour I’inhibition de I’héparanase ainsi que I’évaluation de la cytotoxicité
des composés d’intérét sur de cellules endothéliales.

L’ensemble des résultats de ces travaux sont regroupés dans un article publié en février
2017 dans le journal "Carbohydrate Polymer" sous le titre "Production of heparin and A-
carrageenan anti-heparanase derivatives using a combination of physicochemical

depolymerization and glycol splitting.”
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Strongly associated with tumor angiogenesis and metastasis, the enzyme heparanase is an endo-3-p-
glucuronidase which is overexpressed in the tumor microenvironment. Its inhibition could be one of the
most promising anti-angiogenic approaches to date. Although heparin is known as a good heparanase
inhibitor, it also possesses major anticoagulant properties that may be incompatible with its use as an
anti-angiogenic agent, hence the considerable interest for other sources of sulfated polysaccharides.
Recent investigations point to A-carrageenans, highly sulfated galactans with a tremendous potential

ﬁi}; V::ir:S‘ that are found in red algae.

Carrageenan This study describes the production of low-molecular-weight (LMW) heparins and A-carrageenans,
Heparanase using a combination of glycol splitting and ultrasonically-assisted radical hydrolysis using hydrogen-
Glycol split peroxide. The structural characteristics, as well as the anticoagulant and antiheparanase activities of

Angiogenesis the resulting products were assessed. The best candidate was a LMW glycol-split A-carrageenan that

Depolymerization

displayed major anti-heparanase properties, with an ICso of 7.32 ng/mL and a close-to-zero anticoagulant

activity.

© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Tumor angiogenesis (neovascularization) is essential to cancer
progression. Indeed, the lack of oxygen and nutrients resulting from
a defective blood supply hinders tumor growth, thus maintain-
ing the cancer in a dormant and innocuous state (Folkman, 2006).
Tumor angiogenesis is triggered by a variety of proangiogenic fac-
tors such as the vascular endothelial growth factor (VEGF) (Ferrara
& Henzel, 1989) or certain members of the fibroblast growth fac-
tors family (FGFs) (Esch et al., 1985; Yancopoulos et al., 2000).
Given its key role in angiogenesis, the VEGF rapidly became a

Abbreviations: LMW, low molecular weight; HS, heparan sulfate; ECM, extracel-
lular matrix; UF, unfractioned; RD, depolymerized with radical hydrolysis assisted
by ultrasound; HexA, hexuronic acid; GS, glycol split; RD-GS, depolymerized then
glycol splitted; GS-RD, glycol splitted then depolymerized; Mn, number average
molecular weight; Mw, weight average molecular weight; HsSKMEC, human skin
microendothelial cells.

* Corresponding author.
E-mail address: tmaugard@univ-Ir.fr (T. Maugard).

http://dx.doi.org/10.1016/j.carbpol.2017.02.040
0144-8617/© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

preferred target for pharmaceutical and biotechnology companies
and three anti-angiogenic drugs were developed between 2003
and 2006: erlotinib (Tarceva® ), an indirect inhibitor of VEGF pro-
duction; bevacizumab (Avastin® ), a monoclonal antibody directed
against the VEGF and sunitinib (Sutent® ), a VEGF's receptor blocker
(Folkman, 2008). Unfortunately, a number of patients rapidly
showed signs of treatment failure, with an overexpression by the
tumor of other proangiogenic factors (Abdollahi & Folkman, 2010).
More effective anti-angiogenic strategies are therefore required,
based on either mono- or combination therapy (Dorrell et al., 2007).

With its cleavage of the substrate heparan sulfate (HS), the endo-
3-p-glucuronidase heparanase plays a major role in angiogenesis
and metastatic processes (Parish, Freeman, & Hulett, 2001). Found
on the basement membrane of endothelial cells and in the extra-
cellular matrix (ECM), HS contributes to supramolecular structure
stability (Bernfield et al., 1999). Due to its highly anionic nature, it
is able to bind and store several growth factors, chemokines and
enzymes. The cleavage of HS by heparanase enables ECM remod-
eling and promotes the release in the tumor microenvironment of
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such sequestered growth factors as VEGF and FGFs, thus promoting
angiogenesis and metastatic dissemination (Elkin et al., 2001).

Since heparanase activity is upregulated in several tumor types,
its inhibition is regarded as a promising anticancer strategy. To
date, several heparanase inhibitors belonging to different chemi-
cal classes have been developed (Pisano, Vlodavsky, [lan, & Zunino,
2014). Among these, HS mimetics such as the highly sulfated
phosphomanno-pentaose PI88 (Kudchadkar, Gonzalez, & Lewis,
2008), the polysulfated gluco-tetraose-based PG545 (Dredge et al.,
2010) and the heparin derived SST0001 (Ritchie et al., 2011),
have shown promising results and are currently in different
phases of clinical trials. SSTO001 (roneparstat, Sigma-Tau research,
Switzerland SA) is a non-anticoagulant 100% N-acetylated heparin,
with a 25% “glycol-split” (Naggi et al., 2005). The glycol split pro-
cess consist of an oxidation process of hexose’s available vicinal
diols followed by a reduction. It is particularly interesting when
used on heparin because it suppresses the anticoagulant poten-
tial of the glycosaminoglycan. By the opening of certain hexuronic
acid (HexA) rings, the action of glycol splitting disrupts the heparin
pentasaccharide recognition pattern for antithrombin III (Fig. 1a)
responsible for its widely known anticoagulant properties (Torri &
Naggi, 2016). This step was also shown to improve polymer chain
flexibility, thus enhancing heparanase inhibition (Vlodavsky et al.,
2007). The development of non-anticoagulant heparin species and
their applications represents a huge step forward, however, heparin
does have a major disadvantage, i.e. a lack of molecular specificity
due to its capacity to bind multiple proteins (Hirsh & Levine, 1992)
Moreover, the recent crisis involving heparin batches contami-
nated with oversulfated chondroitin sulfates that lead to multiple
patients death (Guerrini et al., 2009), emphasize the difficulty to
provide a safe worldwide supply of heparins (Szajek et al., 2016).
Different sources of sulfated polysaccharides, notably those offered
by certain plants or seaweeds may represent an alternative to pro-
duce heparin mimics. (Jiao, Yu, Zhang, & Ewart, 2011; Shanmugam
& Mody, 2000).

Carrageenans are a family of sulfated polysaccharides found
in red algae. Among them and with an ester sulfate content
approaching 35% (wt/wt), A-carrageenan is the most sulfated
plant-based polysaccharide. It has a repeating basic structure that
alternates 3-linked B-p-galactopyranose (G-units) with 4-linked
a-D-galactopyranose (D-units) to form the repeating disaccharide
unit shown Fig. 1b. The disaccharide D2S,65-G2S bears 3 sulfate
groups (Liu, Zhan, Wan, Wang, & Wang, 2015) thus conferring
structural properties that are similar to heparin. However, the
advantages of high-molecular-weight carrageenans are limited by
their pro-inflammatory properties (Silva et al., 2010). As with many
other sulfated polysaccharides, the molecular weight and sulfo-
group location play an important role in bioactivity. A-carrageenans
are endowed with multiple activities such as anticoagulant, anti-
viral and anti-tumoral (Campo, Kawano, Silva, & Carvalho, 2009;
Jiao et al,, 2011; Shanmugam & Mody, 2000). More recently, stud-
ies on low-molecular-weight (LMW) A-carrageenans and on a
\-carrageenan heptasaccharide have demonstrated their action on
heparanase, their anti-angiogenic properties, and their ability to
bind to bFGF (Chen, Yan, Lin, Wang, & Xu, 2007; Niu, Zhang, Chen,
& Yan, 2015).

The depolymerization of A-carrageenan has been proven useful
for modulating its biological activities and especially concern-
ing coagulation (Yamada et al., 1997). Reducing its chain length
should also help us to potentiate its activity against heparanase. In
addition, smaller polysaccharides should improve products’ homo-
geneity and ease their excretion in vivo.

We have previously reported an innovative method that com-
bines radical hydrolysis and ultrasounds for the depolymerization
of heparin. It resulted in low molecular weight heparins exhibiting
anti-coagulant activity similar to commercial lovenox™ (Achour

et al, 2013). A study showing the association of ultrasonic depoly-
merization with ferrous ions and ascorbic acid on A-carrageenan
lead to the obtention of LMW A-carrageenan species with anti-HIV
activity (Yamada et al., 1997). Then our physicochemical method
combining radical hydrolysis and ultrasounds using fewer reagents
should be effective for reducing A-carrageenan chain length as well.

As A-carrageenans derivatives may constitute a new source of
heparin analogs, the present study was designed to apply physic-
ochemical depolymerization to heparins and A-carrageenan and
further more, to combine it with the glycol splitting procedure.
The derivatives produced by each process were biochemically char-
acterized. Because the resulting products are intended to serve
as heparanase-mediated anti-angiogenic agents in cancer treat-
ment, their actions on heparanase and coagulation were assessed
to determine which candidate exhibited the best ratio between
potent heparanase inhibition and minimal anticoagulant activity.
All results were then compared to those obtained with a commer-
cial LMWH, i.e. enoxaparin sodium (Loven-:nn(® )-

2. Material and methods

Unless otherwise specified, all products were purchased from
sigma Aldrich.

The unfractionated heparin (UFH) was purchased from Alfa
Aesar (Porcine mucosal heparin sodium salt> 100IU/mg, batch
10160803). Lovenox® (4000 anti-factor Xa 1U/0.4 mL) was kindly
supplied by the La Rochelle hospital.

The unfractionated A-carrageenan (UF-A-carrageenan) were
purchased from FMC Biopolymer.

The antithrombin IlI, factor Xa, factor [la and chromogenic sub-
strates (CBS 31.39 and CBS 61.50) were gurchased from Diaggostica
Stago (France), as part of the Stachrom ATIIl and Stachrom ™ Hep-
arin kits. Activated partial thrombin time (APTT), thrombin time
(TT) and prothrombin time (PT) reagents were also purchased from
Diagnostica Stago (France) as part of the STA®-PTT Automate 5,
STA” -Thrombin 2, STA®—Néop1astine CI 5 kits, respectively, along
with the human plasma pool (Pool norm” )-

Human recombinant active heparanase I (purity > 95%) was pur-
chased from R&D system.

Antiheparanase activity was measured using the heparanase
assay toolbox supplied by Cisbio assays. This includes an 11-kDa
HS substrate labeled with biotin and Europium cryptate, as well as
a 60-kDa Streptavidin labeled with d2 fluorophore.

The Opti-MEM® reduced serum medium, glutaMAX™, fungi-
zone, gentamicin and Alamar Blue® were all purchased from Life
Technologies (France).

2.1. Elaboration of sulfated polysaccharides

Polysaccharides subjected to ultrasonically-assisted radical
depolymerization was termed “RD" and those submitted to glycol
splitting, “GS”.

When depolymerization was followed by glycol splitting, the
appended suffix was “RD-GS" and when glycol splitting preceded
depolymerization, “GS-RD".

2.1.1. Physicochemical depolymerization of polysaccharides by
ultrasonically-assisted radical depolymerization

Polysaccharides were dissolved in water to a final concentration
of 25 mg/mL for heparin and 5 mg/mL for A-carrageenan (given its
low solubility). The solution can be heated to 40-50 °C to improve
A-carrageenan solubility. Hydrogen peroxide 30% was added to
achieve the desired ratio of hydrogen peroxide/polysaccharide
(w/w). The reaction mixture was sonicated using a 3-mm diam-
eter UP50H ultrasonic probe (Hielscher Germany) (MS3 micro tip)
which provided an amplitude of 180 pum. The processor generated
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Fig. 1. Polysaccharide structure and impact of glycol splitting procedure. a) Glycol-split heparin pentasaccharide with opened hexuronic acid ring disrupt anticoagulant
properties, b) Structure of A-carrageenan and heparin. Both of these polysaccharide chains are sulfated and polyanionic, showing highly similar structures when the heparin

disaccharides are sulfated at the R and R’ positions.

30-kHz frequency mechanical longitudinal vibrations by means of
electrical excitation. Reactions we made in a final volume of up to
4mLin a6 mL glass tube in order to maximize the ultrasounds effi-
ciency. With the reaction mixture at room temperature, the sonic
pulses maintained a temperature of 60°C in the reactor. After 8 h
of depolymerization, the reaction mixture was freeze-dried prior
to analysis or glycol splitting.

2.1.2. Glycol-split polysaccharide preparation

Glycol-split polysaccharides were prepared by exhaustive
sodium periodate oxidation, followed by sodium borohydride
reduction (Naggi et al., 2005). Reaction mixtures (3 mL) contain-
ing 40 mg of polysaccharides in 0.1 M NalO4 were incubated in the
dark, at a temperature of 4°C, and stirred at a rate of 500 rpm. After
15h of incubation, 120 pL of ethylene glycol were added to neu-
tralize any excess periodate. The same incubating conditions were
maintained for one hour, after which 26 mg of solid NaBH, were
slowly added to the 4 °C mixture and the reaction was stirred dur-
ing the four hours at room temperature. The pH was then adjusted
to 4, using 1 M HC], prior to neutralization with 1M NaOH. Lastly,
mixtures were desalted by dialysis with a 1-kDa porous cellulose
ester membrane (spectra/Por Dialysis membrane MWCO: 1000).
Twelve-hour dialysis was undertaken 3 times, at a temperature of
4°C and against 4 L of ultrapure water.

2.2. SEC-HPLC analysis

Size exclusion chromatography (SEC) analyses of the reaction
products, were achieved using an Agilent Technologies LC/RID sys-
tem (1100 LC/RID) with one TSK-GEL G5000PW (30cm x 7.5 mm)
column in line with a TSK-GEL G4000PW (30cm x 7.5 mm). The
columns were maintained at 30°C and products were eluted with
0.1 M sodium nitrate (NaNOs3 ) with a flow rate of 0.5 mL/min. Prod-
ucts were identified and quantified by differential refractometry
using off-line HP Chemstation software for the processing.

Heparin oligosaccharides of different molecular weights pur-
chased from Iduron (Manchester, UK) were used as calibrants for
the standard curve and the determination of the size of the heparin
derivatives. Dextrans of different molecular weights, purchased

from Sigma Aldrich, were used as calibrants for the standard curve
and calculation of the size of N-carrageenan derivatives.

Number-average molecular weights (M,), weight-average
molecular weights (M), the degree of polymerization (DP) and
the polydispersity index (PI) were calculated using the calibration
method detailed in (Mulloy & Hogwood, 2015):

Ni XMi
My = (ZZT) (1)
(ZNf XMEZ)
M= (N x M;) @
DP = % (3)
m::%f 4)

with N; representing the number of moles of polymer species, M;
the polymer molecular weight and My the monomer-unit molecu-
lar weight.

2.3. Sulfate determination

The stability of the sulfate groups on the sugar back-
bone was monitored using (7-aminophenothiazin-3-ylidene)-
dimethylazanium chloride (Azure A), which binds the sulfated
groups in the polysaccharide chains (Klein, Drongowski, Linhardt,
& Langer, 1982). In brief, 200 p.L of a 10-mg/L solution of aqueous
Azure A were added to 20 pL of diluted sulfated polysaccharide
samples. Absorbance was then measured at 620 nm. Dextran sul-
fate with a characterized sulfur content was used to build the
calibration curve. The sulfur content was then transposed into sul-
fate content.

2.4. Assays of antithrombin-mediated inhibition of factors Xa and
Ila

Polysaccharide derivatives and anti-thrombin III (0.125 g/L for
anti-factor Xa assay and 0.625 g/L for anti-factor Ila assay) were
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first incubated at 37 °C in 96-well plates for 2 min. Factor Xa or fac-
tor Ila were then added to achieve a final concentration of 11.25
nKat/mL. This was followed by a 30-s incubation, prior to the addi-
tion of 3.25nM of factor Xa chromogenic substrate (CBS 31.39;
CH2502-p-Leu-Gly-Arg-pNA, AcOH) for the anti-factor Xa assay or
1.4 nM of factor Ila chromogenic substrate (CBS 61.50; EtM-SPro-
Arg-pNA, AcOH) for the anti-factor Ila assay. The reaction mixture
was incubated for 5 min and absorbance was read at 405 nm, every
ten seconds. Initial velocity was indicated by the slope of the linear
segment of the Kinetic curve.

2.5. Clotting time assays

The anticoagulant activity of the polysaccharides was deter-
mined by measuring the APTT, PT or TT. All assays were carried out
according to the manufacturer’s instructions, using a Start4 coag-
ulometer with assay kits from Stago Diagnostica (France). In brief,
90 L of normal human plasma (Stago, France) were mixed with
10 pL of a 0.9% Nacl solution containing various amounts of sam-
ples for each assay. For the APTT assay, 100 L of APTT reagent were
added to the mixture, prior to incubation for 3 min at 37°C. Then
100 pL of a 0.025M CaCl, solution were added and the clotting
time (APTT) was recorded. For TT and PT assays, the mixture was
first incubated at 37 °C for 2 (PT) or 1 min (TT), prior to the addition
of 200 pL of PT assay reagent or 100 pL of TT assay reagent, fol-
lowed by the recording of clotting time. The negative control used
in all the assays was a 0.9% NacCl solution.

2.6. Heparanase inhibition assay

Heparanase inhibition assays were performed using the hep-
aranase assay toolbox (Cisbio Assay, France) with heparanase
purchased from R&D systems (human recombinant heparanase
7570-GH). The hydrolysis of Biotin-H-Eu(K) (HS labeled with both
biotin and Eu3+ cry@Ptate) was performed in white 96-well half-
area plates (Corning #3693 ) using a BMG Labtech Fluostar Omega
spectrofluorometer with a high time-resolved fluorescence (HTRF)
module. The reaction was performed in the presence or the absence
of polysaccharide products, at 37 °C, with a final volume of 80 p.L.
Initially, 15 L of inhibitor solutions in ultrapure water were added
into the wells, followed by 15 p.L of heparanase solution (400 ng/mL
of heparanase in Tris-HCl pH 7.5, 0.15M NaCl and 0.1% CHAPS).
After a 10-min pre-incubation at 37°C, an enzyme reaction was
triggered by adding 30 L of Bio-HS-Eu(K) (4.4 ng/pL in 0.2M
sodium acetate buffer, pH 5.5) and the plate was incubated at
37°C for 15min. This was followed by the addition of 20 pL of
streptavidin-d2 (10 ng/p.L in 0.1 M NaPO4 buffer, pH 7.4, 0.8 M KF,
0.1% BSA, 1 mg/mL heparin) and incubation at 37 °C for 2 min. The
fluorescence was measured at Aem1 =620nm and Aepm2 =665nm
after 60 s of excitation at Aex =337 nm. Delta F (%) was calculated
using the following equation, as indicated by the suppliers:

(F665/F620) sample — (F665/F620) blank o
(F665/F620) blank .

Delta F (%) =
(5)

where F665 and F620 were fluorescence signals measured, respec-
tively, at 665 nm and 620 nm.

2.7. Cell culture

Human skin microvascular endothelial cells (HSKMEC) were
kindly supplied by Dr Catherine Grillon (Centre de Biophysique
moléculaire, Orléans, France).

HSKMEC were cultured in OptiMEM® with GlutaMAX-I™, sup-
plemented with 2% fetal bovine serum, 40 pg/mL of gentamycin

and 0.05 pg/mL of fungizone, and maintained at 37°C in a 5%
C0,/95% air atmosphere.

2.8. Cell viability assay

Sulfated polysaccharides were tested on HSKMEC cultures to
measure their impact on cell viability using Alamar Blue” assay.
This assay was performed over 4 days. On day 1, cells were seeded
into a 96-well plate, at a density of 500 cells/well, in 50 uL of
complete OptiMEM” medium, supplemented with 2%FBS and incu-
bated for 24 h at 37°C. On day 2, 40 pL of complete OptiMEM®
medium containing different concentrations of sulfated polysac-
charides were added into the wells. Concentrations were tested in
8 replicates. The plate was incubated for a further 24h at 37°C. On
day 3, 10 p.L of commercial Alamar Blue® solution (Life technology)
was added into each well and the plate was incubated for a further
24hat37°C.Onday 4, each well supernatant was transferred into a
black polystyrene plate (Corning® #3915) and measurements were
made using a BMG Labtech Fluostar Omega spectrofluorometer at
Aex =544 nm and Aem =590 nm.

2.9. Statistical analysis

Data were presented as means + SE from at least one triplicate
run.

IC50 was determined by finding a 4-parameter logistic equation
that fitted our inhibition data, using the non-linear least-squares
regression analysis feature of the SigmaPlot 12.5 software (Systat
Software Inc, San Jose, USA).

3. Results and discussions

The aim of this study was to fractionate heparin and A\-
carrageenans to modulate their anticoagulant and antiheparanase
activities, using a combination of a physicochemical depoly-
merization method and chemical modification. The processes
applied, alone or in combination, were ultrasonically-assisted rad-
ical depolymerization and glycol splitting.

This study takes part of a whole project where other sulfated
polysaccharides were tested the same way (k-Carrageenan; .-
Carrageenan; Fucoidans and Dextran sulfate). As their obtained
derivatives showed no relevant bioactivities, only A-Carrageenan
and Heparins are presented here.

3.1. Optimizing A-carrageenan depolymerization

Depolymerization by means of our radical-assisted ultrasonic
method, which produces LMWH from UFH, has already been
described and discussed in previous works (Achour et al., 2013,
2016). The present experiment repeated the process on a different
batch of heparin. Observations were similar, with the M, drop-
ping from 16 kDa to 1.9kDa after 8 h of depolymerization when
the previous study had shown a drop from 11 kDa to 3 kDa after 5h
of depolymerization (Achour et al., 2013). The process was then
applied to A-carrageenan. The ultrasonic degradation of macro-
molecules is mainly attributed to cavitation effects that can induce
shear forces in the liquid and break the polymer chains (Grénroos
et al,, 2001). Moreover, the association of hydrogen peroxide with
ultrasounds was found capable of enhancing the production of rad-
icals that attack polysaccharide chains. We thus hypothesized that
this method would also be successful concerning A-carrageenan.
As a result, the process did reduce chain length, but we found
that conditions needed to be optimized if we wanted to obtain
LMW-\-carrageenans. With a hydrogen peroxide/A-carrageenan
(w/w) ratio of 0.15, the My of the initial A-carrageenan decreased
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Fig. 2. (A) Effect of the H,0; ultrasonically-assisted radical depolymerization method on A-carrageenan number-average molecular weight (Mn) with three different con-
centrations of H,0,, (B) Enlarged view showing the most effective depolymerization that was observed after 2-8 h. A-carrageenan depolymerization in the presence of

0.75 mg/mL of H0> (a), 1.5 mg/mL of H,0; (®), and 7.5 mg/mL of H,0; ().

from over 10 MDa to 150kDa in 8 h that is still a high molecu-
lar weight. We therefore decided to use higher concentrations of
hydrogen peroxide to test whether this could improve depoly-
merization (Fig. 2A). The new hydrogen peroxide/\-carrageenan
ratios achieved were 0.3 and 1.5. In fact, the more hydrogen per-
oxide we added, the greater the chain length reduction was. The
1.5 ratio enabled us to produce LMW-A-carrageenans weighing
approximately 10kDa, an acceptable biocompatibility threshold
for a potential therapeutic use (Fig. 2B). Moreover, we demon-
strated that depolymerization was considerably greater within the
first two hours, with a drop from 10 MDa to <100 kDa. During the
remaining 6 h, the molecular weight continued to drop, but less sig-
nificantly. For instance, with a ratio of 1.5, the average molecular
weight decreased from 26 kDa to 11 kDa between the 2- and 8-h
time points.

These observations differ from those of other experiments
performed with an exopolysaccharide (Petit, Noiret, Guezennec,
Gondrexon, & Colliec-Jouault, 2007) where the addition of
hydrogen peroxide had little impact on depolymerization. The
composition of this exopolysaccharide included different sugar
monomers and uronic acid, all of which most probably impaired
depolymerization, particularly compared to the more regular
structure of N\-carrageenans which involved galactopyranose dis-
accharide units (G and D) sulfated in a D2S,65-G2S pattern.

3.2. Combining depolymerisation with glycol splitting

After having determined the best depolymerization conditions
for A-carrageenans, we tested a combination of depolymerization
and glycol splitting to observe its impact on polysaccharide struc-
ture.

The glycol-split part involved a NalO4 oxidation followed by a
NaBH4 reduction. A controlled use of this technique on heparin has
previously been reported (Naggi et al., 2005) and a drastic reduction
inanticoagulant activity was evidenced. This chemical modification
was also found to enhance antiheparanase activity. Although the
use of this process may have dramatic effect on conformational flex-
ibility by the breaking of C—C bond and opening of cycles, we hope

that the increased flexibility will enhance the heparanase binding
as hypothesized by Vlodavsky et al. (Vlodavsky et al., 2007).

This led us to investigate the potential modulation of biological
activity due to increased A-carrageenan flexibility resulting from
glycol splitting. Using UFH and UF-A-carrageenans as a starting
material, we performed glycol splitting (GS), ultrasonically-assisted
radical depolymerization (RD), glycol splitting followed by depoly-
merization (GS-RD) and depolymerization followed by glycol
splitting (RD-GS). Table 1 shows the impact of each method on
the number average molecular weight (Mn), the weight average
molecular weight (Mw), the polydispersity index (PI), the degree of
polymerisation (DP) and the sulfation rate. Results were compared
to those obtained with the commercial LMWH, Lovenox” .

UFH and UF-A-carrageenan starting material had a Mn of
respectively 16 kDa and over 5MDa and their sulfation rate was
respectively of 50% and 30.4% (weight sulfate/weight polysac-
charide). Glycol splitting induced a slight reduction in molecular
weight and sulfation rate for both polysaccharides. The oxidation
phase of the reaction was performed overnight in the dark, at a
temperature of 4°C, as described in the literature (Naggi et al.,
2005), thus limiting the depolymerization of both UFH and UF-A-
carrageenans.

When subjected to 8 h of ultrasonically-assisted radical depoly-
merization, the Mn dropped drastically for both polysaccharides
tested. It decreased to 1931Da for RD-heparin and 9676 Da for
RD-A-carrageenans. A loss of sulfation was also observed. In fact,
this type of depolymerization is not selective and seems to trigger
random scissions of glycosidic linkages. In addition to the cavita-
tion mechanism induced by ultrasounds, polymers in solution can
undergo pyrolysis in the interfacial region between the cavities and
the surrounding liquid, where temperatures increase transitorily
when cavities collapse (Kawasaki, Takeda, & Arakawa, 2007). Con-
sequently, these non-specific mechanisms are capable of cleaving
glycosidic bonds as well as sulfate groups.

The combination of the two methods, either GS-RD or RD-GS
considerably reduced the sulfation rate of the two polysaccharides.
Regarding glycol splitting prior to depolymerization (GS-RD), it
seemed to reduce the efficacy of depolymerization, with a resulting
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Table 1

Molecular weight and sulfation rate (wt sulfate/wt polysaccharide) of unfractionated (UF) and fractionated heparin and A-carrageenan using glycol splitting (GS), H202
catalyzed ultrasonically-assisted depolymerization (RD) andfor a combination of both: (RD-GS) or (GS-RD). Nd, not determined.

Physicochemical characterization

Mn (Da) Mw (Da) DP Pl Sulfation rate%

Enoxaparin (Lovenox‘l ) 4137 5476 13 1.32 40

UF-Heparin 16,412 20,770 43 1.27 50.0
GS-Heparin 13,272 16,003 38 1.21 45.2
RD-Heparin 1931 3421 7 1.79 28.7
GS-RD-Heparin 4684 6662 15 1.42 37.9
RD-GS-Heparin 2716 3444 10 1.27 28.0
UF-A-carrageenan <10,000,000 6,054,914 nd nd 304
GS-A-carrageenan 3,230,538 4,840,866 nd nd 29.6
RD-\-carrageenan 9676 14,152 45 1.46 19.8
GS-RD-A-carrageenan 16,639 29,817 74 1.79 232
RD-GS-A-carrageenan 11,396 17,185 53 1.51 19

Mn slightly superior to that resulting from RD alone. In addition to
a small hydrolysis effect, glycol splitting may induce enough minor
changes in the chains to disrupt the impact of the ultrasounds,
thus impairing depolymerization. Moreover, a study on hyaluronic
acid showed that when starting with shorter chains, ultrasonically-
assisted depolymerization was less effective (Miyazaki, Yomota,
& Okada, 2001). When glycol splitting followed depolymeriza-
tion (RD-GS), the resulting Mn for both polysaccharides was really
close to that achieved with the RD process, even if one could
have expected similar or at least shorter chains. Nevertheless, we
assumed that the raised Mn values were due to the 1 KDa cutoff dial-
ysis performed after the glycol-split resulting in the elimination of
the smallest chains.

Regarding SEC analysis of heparin species (Fig. 3), RD-heparins
showed heterogeneous LMW populations with a PI of 1.79 as
previously observed (Achour et al., 2016) while RD-GS- or GS-RD-
heparins led to more homogeneous profiles with molecular weights
close to that of Lovenox".

SEC analysis of A-carrageenan species clearly showed that the
use of GS alone did not reduce the chain length efficiently. How-
ever, with Mn around 10kDa and PIs of respectively 1.46 and
1.56, RD- and RD-GS-\-carrageenan profiles were close to that of
Lovenox", making them putative biocompatible candidates. Reduc-
ing the chain length and the polydispersity of a biopolymer is
indeed crucial to better control it's pharmacokinetics and side
effects (Sundaram et al., 2003).

3.3. Impact of depolymerization methods on coagulation and
heparanase activities

The main aim of this study was to determine how the fractiona-
tion methods used could modulate the native action of heparin and
A-carrageenans on coagulation process and heparanase enzymatic
activity.

The anticoagulant activity was measured using various tests.
The APTT for exploring the intrinsic andfor common pathway of
coagulation, the PT for exploring the extrinsic pathway of coagula-
tion and the TT for exploring the common pathway of coagulation
were assessed using a coagulometer. Values presented (Table 2)
correspond to the concentration of heparin and \-carrageenan
derivatives needed to double the coagulation time obtained with
control NaCl 0.9%. The inhibition of factors Xa and Ila was measured
using a colorimetric enzymatic test and expressed as an ICsp.

The inhibition of heparanase was studied using a HTRF test with
recombinant heparanase, Compounds were tested at 40 ug/L with
100 pg/L of heparanase. The concentration of 400 wg/L was only
tested for RD-GS species.

UFH anticoagulant properties are well known for a century
(Torri & Naggi, 2016) and their antiheparanase activity has been

described many years ago (Parish, Freeman, Brown, Francis, &
Cowden, 1999). UF-A-carrageenan anticoagulant properties have
been shown in other studies although these properties are less
potent than those of heparins (Sokolova et al., 2014). Their anti-
heparanase activity is however of high interest: they can inhibit
76% of heparanase while UFH inhibition is of 87% when they are
used at the same concentrations. Structural similarities between
\-carrageenans and heparins (Fig. 1) are likely to contribute to this
observed inhibition.

When comparing how GS impacted these activities, it clearly
had a higher impact on heparins than on A-carrageenans. As
expected, GS induced a loss in heparin anticoagulant activity,
mainly through an action on factor Xa, as previously described
(Naggi et al., 2005) but no enhancement in heparanase inhibition
was observed. Through the opening of non-sulfated iduronic acid
rings between the C2 and C3 positions, GS disrupts the heparin
pentasaccharide sequence necessary for its binding to antithrom-
bin Il and its anti-coagulant activity (Carrell, Skinner, Wardell, &
Whisstock, 1995).

Regarding A-carrageenans, GS did not impair their anticoagu-
lant and antiheparanase activities. Even if depolymerization was
observed (Table 1), their 3-linked G2S, 4-linked D2S-6S structure
don’t allow the opening of galactopyranose rings, so no major
changes occurred. Moreover, the Mn remained very high (3.2 MDa)
and only 0,8% of the sulfation rate was lost which could explain
why no real changes in activities were observed.

When subjected to ultrasonically-assisted radical depolymer-
ization for 8 h, heparin showed a significant loss in anticoagulant
activity with a concentration needed to double the coagulation
time 50 times higher than that of UFH in APTT and TT tests. The
antiheparanase activity also dropped from 83% to 17%. For GS-RD-
heparins, a slightly less important loss in anticoagulant activity was
observed but the anti-factor Xa activity was more specific, with
an ICs9 over 1000 times higher than that of UFH. Moreover, an
interesting 72.6% inhibition of heparanase was maintained. For RD-
GS-heparins, the impact on the common coagulation pathway and
on factor lla specifically was lesser. A concentration of 400 pg/L was
needed to achieve a 61.3% inhibition of heparanase. These results
also showed that for heparins, performing glycol splitting prior to
depolymerization was more effective to decrease the anti-factor
Xa activity than performing depolymerization followed by glycol
splitting. Although, RD-GS was more effective to reduce the anti-
factor Ila activity and to inhibit the common coagulation pathway.
The sulfation loss observed for RD-GS and GS-RD-heparins were
respectively 22% and 12%. and between both, GS-RD-heparins had
the stronger antiheparanase activity. We hypothesized that this
stronger activity could be due to the higher sulfation rate, and a
more effective glycol splitting. The presence of longer chains with
a Mn of 4800 Da compared to RD-GS-heparins whose Mn was of
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Fig. 3. SEC analysis of heparins and A-carrageenans before and after different fractionation processes: glycol splitting (GS), ultrasonically-assisted radical depolymerization
(RD) and the combination of both. RD-GS meaning depolymerization then glycol splitting, GS-RD meaning glycol splitting then depolymerization. Dashed chromatrogram
superimposed on UFH and UF-\-carrageenans corresponds to the chromatogram of Lovenox” and the dashed vertical line indicates its elution time. SEC separation was
performed on a TSK-GEL G5000PW column in series with a TSK-GEL G4000PW at a flow rate of 0.5 mL/min using 0.1 M sodium nitrate (NaNO;) as the eluent.

2700 Da also contributed to a better activity against heparanase.
This would correlate to the capacity of longer chains to bind two
enzymes at the same time as it was discovered recently (Pala et al.,
2016). Thus, as the aim of this study was to identify compounds
with both a strong antiheparanase activity and a low anticoagulant
potential, RD-GS or GS-RD-heparins appeared quite interesting.
Regarding A-carrageenans, ultrasonically-assisted radical
depolymerization did not impair the anticoagulant activity as
strongly as for heparins. The higher loss in activity was observed
for specific factors and the IC5y measured were respectively 10
and 1000 times higher for factor Xa and factor Ila compared to
UF-A-carrageenans. For RD-A-carrageenans, the antiheparanase
activity was also dramatically reduced. Conversely, GS-RD and

RD-GS-N-carrageenans still had a good antiheparanase activity
with a 45% inhibition. However, the anticoagulant activity of
RD-GS-A-carrageenans was lower with low anti-factor Xa and
anti-factor Ila activities and a slight inhibition of the different
coagulation pathways. Interestingly, the chain length of DR-GS-\-
carrageenans was similar to that of RD-A-carrageenans as well as
their sulfation rate but the antiheparanase activity was stronger
and the anticoagulant activity was lesser. As discussed above, the
glycol splitting had probably no impact on UF-A-carrageenans
because their structure contains no vicinal diols making the sub-
sequent opening of a galactopyranose ring quite unlikely. It could
be assumed that the loss of about 10,6% in sulfation rate from UF-
A\-carrageenans to RD-\-carrageenans led to free hydroxyl groups
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Action of fractionated or unfractionated heparins and A-carrageenan on coagulation process and heparanase activities The anticoagulant activity was assessed using TT, APTT
and TP chronometric tests and the concentrations needed to double the coagulation time were assessed. The anti-factor Xa and anti-factor Ila activities were assessed through
binding of antithrombin Il using defined ICso. The antiheparanase activity was assessed using 40 g/L or 400 pg/L of polysaccharides and a heparanase concentration of
100 pg/L. (>) are indicated when the higher concentration induced precipitation or gelling. Nd: not determined. CDT: Concentration needed to double the coagulation time.

Anti-coagulant activity

Anti-heparanase activity

CDT (mg/L) IC50 (g/L) Inhibition 40 p.g/L Inhibition
400 pg/L
T APTT TP Factor Xa Factor Ila Heparanase
(100 pg/L)
Enoxaparin (Lovenox") 9.5 3.5 >83 0.00022 0.07 40.0% nd
UF-Heparin 0.65 0.6 22 0.0004 0.00002 83.0% nd
GS-Heparin 1.8 3.5 >83 0.01 0.00062 83.0% nd
RD-Heparin 30 27 >833 0.001 0.7 17.3% nd
GS-RD-Heparin 16 24 >833 0.61 0.8 72.6% nd
RD-GS-Heparin >125 >16 >833 0.05 >2.5 0% 61.3%
UF-\-carrageenan 13 8.3 >83 0.01 0.001 69.0% nd
GS-\-carrageenan 13 6 >83 0.02 0.003 65% nd
RD-\-carrageenan >12.5 >8 >833 0.12 >0.25 1.0% nd
GS-RD-\-carrageenan 35 >83 >833 0.01 0.33 45.0% nd
RD-GS-\-carrageenan 105 >83 >833 0.4 >0.25 44.0% 81.0%
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Fig. 4. Dose-response curves obtained for UF-heparin (v), (Lovenox”) (A), RD-GS-heparin (O) and RD-GS-\-carrageenan (@) using 100 ng/mL of heparanase, to determine

the respective ICsg.

(hypothetic D20H,6S-G2S) on the derivative backbone, thus allow-
ing glycol splitting to generate RD-GS-\-carrageenan species with
some open D20H,6S-G2S galactopyranose ring. Just like heparins
(Vlodavsky et al.,, 2007), opened rings would produce higher
chain flexibility that could account for better interaction with
heparanase and subsequent inhibition. RD-GS-\-carrageenans had
the same antiheparanase activity but a close-to-zero anticoagulant
activity compared to Lovenox".

In an attempt to generate LMW compounds exhibiting
low anticoagulant and high antiheparanase activities, RD-GS-\-
carrageenans or RD-GS-heparins would be preferred. However, for
cancer patients experiencing hemostasis troubles (Letai & Kuter,
1999), GS-RD-\-carrageenans or GS-RD-heparins could be envis-
aged depending on their need for anticoagulants.

Although the use of radical-assisted ultrasonic depolymer-
ization associated (or not) to the glycol-split process helped to
modulate the biological activities of heparins and carrageenans in
a interesting way, the precise obtained structures that led to these
activities were not investigated in the present work.

3.4. Antiheparanase activity and cytotoxicity of RD-GS species

Compounds with an antiheparanase activity are potent anti-
angiogenic agents as this enzyme plays an important role in
neovascularization (Pisano et al., 2014). We showed that RD-GS-
A\-carrageenans or RD-GS-heparins could be interesting angiostatic
candidates as they have aninteresting antiheparanase activity and a
low anticoagulant activity. In anticipation of future antiangiogenic
tests, we further investigated their antiheparanase activity and
assessed their potential cytotoxicity on the microvascular endothe-
lial cells HsK-MEC (Carreau, Kieda, & Grillon, 2011).

As shown in Fig. 4, the ICs¢p of RD-GS compounds for hep-
aranase were compared to those of UFH and Lovenox”. The results
obtained clearly showed two pairing on the curves. The ICsy of
UFH and RD-GS-A-carrageenans were respectively of 10.7 ng/mL
and 7.32 ng/mL while the ICs of Lovenox” and RD-GS-heparins
were respectively of 82ng/mL and 147 ng/mL. Thus, the RD-GS
process allowed the production of LMW-\-carrageenan whose
antiheparanase activity was similar to that of UFH but with ultra
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Fig. 5. Viability of HsSKMEC after incubation with RD-GS-heparins, RD-GS-k-carrageenans, UFH and Lovenox”. Cell viability was assessed using the Alamar blue test and

calculated as a percentage of unexposed control cells from seven separate experiments.

low anticoagulant potential. Recent studies on heparanase crystal
structure with heparin revealed the importance of substrate sul-
fation pattern for recognition (Wu, Viola, Brzozowski, & Davies,
2015). It has been shown that around the cleavage site, the 2-N
sulfation and 6-O sulfation of motifs in —1 and +1 position are
mandatory for recognition. This can explain the better inhibition
observed for RD-GS-A-Carrageenans, possessing a D25,65-G2S dis-
accharides that are certainly well recognized by the enzyme. This
suggest that beside a usefull depolymerization effect, RD-GS pro-
cess did not impair severely the structure of A-Carrageenans. We
also produced LMWH whose antiheparanase activity was similar
to that of Lovenox", except that their anticoagulant activity was
strongly reduced. At the moment, this study does not provide infor-
mations about the number of glucuronic acids or iduronic acids
in our RD-GS-heparin species. This point would be interesting to
further elucidate has iduronic acid are constraint in a skewboat con-
formationin the active site of heparanase thus acting as competitive
inhibitors (Wu et al., 2015).

Finally, we investigated the potential cytotoxicity of the dif-
ferent compounds on the microvascular cell line HSKMEC (see
Fig. 5). After 48 h of stimulation with UFH, cell viability dropped
to 83% when a concentration of 20 wg/mL was used and to 51%
when a concentration of 500 pg/mL was used. Heparin toxicity has
already been discussed in other studies (Gurbuz et al., 2013) and
our results were not surprising. Regarding RD-GS-heparins, cell via-
bility was less than 85% when a concentration of 250 pg/mL was
tested. This cell viability was better than the one obtained with
UFH and RD-GS-heparins could be of interest for future studies.
RD-GS-A-carrageenans and Lovenox” had no impact on endothelial
cell survival. Combined to their low anticoagulant properties and
strong inhibition of heparanase, the new RD-GS-A-carrageenans
derivatives showed promising results to be further investigated.

4. Conclusion

First, this study showed that using ultrasonically-assisted
radical depolymerization allowed the obtention of LMW-A-
carrageenans and that increasing the dose of hydrogen peroxide
helped produce smaller chains. Combining this depolymerization
method with glycol splitting was useful as both the anticoagu-
lant and antiheparanase activities were modulated. Performing
glycol splitting before depolymerization reduced the efficacy of
the depolymerization. Moreover, although the depolymerization
induced desulfation, it remains useful for producing RD-\-
carrageenans as it enhances its sensitivity to glycol splitting.

Second, the RD-GS- or GS-RD-heparins and A-carrageenans pro-
duced had an interesting antiheparanase activity and, depending
on the process used, the anticoagulant activity could be reduced
for specific factors or for an entire coagulation pathway. Then,
performing RD-GS and GS-RD allows producing a toolbox of com-
pounds that could be used as an antiheparanase treatment with a
potential of adaptation to patients suffering from hemostasis dis-
orders.

Finally, the good candidates produced, i.e. RD-GS-A-
carrageenans or RD-GS-heparins, had a strong antiheparanase
activity with a very low anticoagulant activity. The best com-
pounds seem to be RD-GS-\-carrageenans as they had the same
antiheparanase potential as UFH but a near-to-zero anticoagulant
activity. Moreover, they were not cytotoxic for endothelial cells
even at a concentration greater than 500 p.g/mL.

As a next step to this work, we plan to further investigate
the structure of RD-GS species to understand their mechanism of
action. In particular determining if the activies are dependant of
sulfation patterns, monosaccharide composition or conformation
would be of great interest in future drug design. Interactions with
other macromolecules such as growth factors should be assessed
as well as their in vitro anti-angiogenic properties.
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3.4.  Analyse structurale par UHPL C-MS des carraghénanes-A-DR et DR-GS

Afin de compléter les travaux présentés dans 1’article publié dans le journal Carbohydrate
polymer, et notamment concernant I’effet du procédé de glycol-split sur le carraghénane-2,
nous avons réalisé des analyses par chromatographie liquide d’ultra haute performance
couplée a la spectrométrie de masse (UHPLC-MS).

Ces expériences de MS ont été effectuées sur les carraghénanes-A-DR et carraghénanes-i-
DR-GS a I’aide d’une source d’ionisation par ¢lcetrospray (ESI). La méthode utilisée a permis
de caractériser des enchainements oligosaccharidiques de degrés de polymérisation allant
jusqu’a 10, présentés figures 47. Le poids moléculaire moyen en nombre évalué par SEC-
HPLC pour ces deux mélanges de carraghénanes-A étant autour de 10 kDa, des enchainements
plus longs sont présents en solution mais sont probablement trés difficiles a ioniser par

méthode ESI, et par conséquent difficiles a détecter.

3.4.1. Analyses du carraghénane-A-DR

Les premieres analyses effectuées sur le carraghénane-A-DR présentées figure 47-A et
tableau 10 ont mis en évidence qu’un mélange hétérogéne d’espéces de degrés de
polymérisation allant de 2 a 10 était présent en solution. Dans le méme temps 1’analyse MS-
MS réalisée sur le carraghénane-A-DR de DP6 (figure 47-B) ainsi que I’analyse de
fragmentations ayant eu lieu dans la source de I’appareil (figure 47-C) ont permis de
confirmer la structure de base du carraghénane-A soit 1’enchainement de disaccharides
D2S,6S-G2S (revoir Figure 30). L’analyse MS-MS d’un DP6 montre en effet des pertes de
fonctions sulfates, des pertes de contre-ions heptylammonium puis la perte d’un fragment
important correspondant & un carraghénane-A de DP4. Une perte de 9 fonctions sulfate est
observée au cours de la fragmentation MS-MS ce qui correspond bien au nombre de fonctions
sulfate d’un carraghénane-A de DP6. Les pertes de fonctions sulfates ont été détectées par une
perte d’ion (SOjz)(tableau 10). Cela suggere que le carbone initialement porteur de la
fonction sulfate porte désormais une fonction alcool.

En s’appuyant sur des travaux effectués par Antonopoulos et al (Antonopoulos et al.,
2005), I’étude approfondie du spectre total a révélé la présence d’ions correspondant a des
espéces assimilables a des carraghénanes-1 ou k. Ces espéces correspondent trés probablement
a des chaines de carraghénane-i ayant perdu des fonctions sulfates lors de la dépolymérisation

radicalaire assistée par ultrasons, ce qui correle avec la perte de sulfatation proche de 10%
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observée par le dosage a I’azure A. La perte de fonctions sulfates observable avec la

spectrométric de masse est majoritairement accompagnée d’une perte des contre-ions

heptylammonium. Cette perte de sulfate est illustrée (figure 47-D) avec 1’exemple du DP6

mais a eté observée de maniére plus ou moins abondante sur tous les DP analyses.
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Figure 47 : Spectre LC-MS du carraghénane-A-DR montrant les DP de 2 a 10 identifiés par les ions (m/z) indiqués
tableau 10 (A), Spectre MS/MS du DP6 par fragmentation de I’ion (m/z) 1256,9373 (B), fragmentation dans la source
observée pour I’ion (m/z) 802,2457 correspondant au DP4 (C) Spectre LC-MS montrant les dérivés du DP6 ayant perdu des
fonctions sulfates pendant la dépolymérisation dont les ions sont répertorié tableau 10 (D)
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Tableau 10 : Analyse du Carraghénane-A-DR par ESI-UHPLC-MS. Confirmation de la structure D2S,6S-G2S par les pics
extraits du spectre total, I’analyse MS-MS de I’ion 1256,9373 correspondant au DP6 ainsi que de la fragmentation dans la
source observée pour le DP4 et identifications de dérivés désulfatés dans le mélange avec I’exemple du DP6.

Identification des ions correspondants aux différents DP du Carraghénane-A-DR (spectre A)

Temp?nl]':er;[;ennon (m/z) mesurée Re&spo;Lr::;on adduit formule brute Degré de polymérisation
o8 696,1147 0,40 [(D2S,6S-G2S) + (C/HysNH3") + HT [C10HsNOS] DP2
811,251 0,09 [(D2S,6S5-G2S) + (C7H15NH3"),]- [CagHssN2050S4] DP2
744,6761 2,12 [(DZS,GS-GZS)Z + (C7H15NH3+)3 +H ]2- [C45H91N303985]27 DP4
—y
11,73 802,2459 0,22 [(D2S,65-G2S), + (C7H15NH3")4] [CssH10sNOasSe] DP4
1720,635 0,22 [(D2S,65-G2S), + (C7H15NH3")s] [CagHi26NsOseSe] DP4
1723 1199,3683 1,31 [(D2S,65-G2S)s + (C7H15NH3 )6 + H [CrH162N6O5sSe]” DP6
. —
1256,9373 0,50 [(D2S,6S-G2S)3 + (C7H1sNH5")7] [CosHizsN:OssSol’ DP6
+ 13-
18,19 1102,3687 3,09 [(D2S,6S-G2S)4 + (C7H15NH3")q] [C111H235N9O77S 12 DP8
4y 13-
20,8 1405,1643 0,01 [(D2S,6S-G2S)s + (C7H15NH3 )12 [CiasH30,N12006S15]* DP10
Analyse MS/MS du DP6 (spectre B)
Temp?n:ﬁ:;entlon (m/z) mesurée Re(spopltrjr:;on adduit formule brute Fragments perdus par I'ion parent
1084,2323 1,36 [(D2S6S-G2S)s + (C7H1sNHz s+ 3H]> [CoaH126N4OssSe]> 3 hepthylamines
1044,254 132 [(D2S6S-G2S)s - SOs+ (C7H1sNH3 )4 +3H* [Ce4H128N4O55Se]” 3 hepthylamines et 1 SO,
1026,6648 0,90 [(D2S6S-G2S)s + (C7HisNH s +4H]> [Cs7H111N3Os6S o] 4 hepthylamines
986,687 0,33 [(D2S6S-G2S)s - SO + (C7H1sNHs")a+4H]> [Cs7H11:N3O0s5Ss]> 4 hepthylamines et SO3
969,098 0,34 [(D2S6S-G2S)s + (C7HysNHz ) +5H]> [CsoHaaN20sS] 5 hepthylamines
946,7088 0,13 [(D2S6S-G2S)s - 2S0; + (C7H1sNH3z)s+4H]> [Cs7H111N30s2S > 4 hepthylamines et 2 SO,
929,1188 0,51 [(D2S6S-G2S);-SO3 + (C7H15NH3*)2+5H]2' [C50H94N205588]2' 5 hepthylamines et 1 SO3
889,1409 0,03 [(D2S6S-G2S)s- 250 + (C7H15NHz ), +5H]> [CsoHeaN20s,S7]* 5 hepthylamines et 2 SO,
15a17,7 871,5518 0,66 [(D2S6S-G2S);- SOz + (C7H15NH3*)+6H]2' [C43H77N05588]2' 6 hepthylamines et 1 SO3
831,5734 0,69 [(D2S65-G2S)s - 2505 + (C7H1sNH")+6H]> [CasgH7:NOg, S 6 hepthylamines et 2 SO;
791,592 3,06 [(D2S6S-G2S)s - 3503 + (C7H1sNH3")+6H]* [CasH77NO4Se] 6 hepthylamines et 3 SO,
. + . . 6 hepthylamines
696,1147 040 [(D2S6S-G2S) + (CH1sNHa )+H] [C1sHsaNO20S4] + 2 unites (D2S,6S-G2S)
. . 7 hepthylamines
580,9789 0.04 [(D2565-G2S) - SO5+2H] [Ci2H21020S] + 2 unités (D2S,65-G2S)
y ) + . . 7 hepthylamines + SO3
S01.0214 1,15 [(D2S6S-G2S) - SO3 + (C7H1sNHz)+H] [C12H21017S3] + 2 unités (D28 6-625)
. ) + - - 7 hepthylamines + 2S0O3
421,0641 259 [(D2565-G25) - 505+ (CrHisNHy ) +H] [Ci2H21014S] + 2 unités (D2S,65-G2S)
Fragmentations observées du DP4 dans la source (Spectre C)
Tempz;s;:nuon (m/z) mesurée Re(SpOlll;r:;On adduit formule brute Fragments perdus par l'ion parent
802,2459 0,22 [(D2S,65-G2S); + (CsH1sNH3" )4 | [CszH108N4030Ss” -
744,6769 1,04 [(DZS,ﬁS-GZS)z + (C7H15NH3+)3 +H ]2- [C45H91N3O3gss]2- 1 Heptylamine
687,109 0,91 [(D2S,GS-GZS)Z + (C7H15NH3+)2 +2H ]2' [C35H74N203956]27 2 Heptylamines
11,73 629,5406 1,55 [(D2S,65-G2S), + (C7H15NH3+) +3H ]Z' [C31H57N03956]2' 3 Heptylamines
571,9723 2,14 [(D2S,65-G2S), + 4H |~ [C2aHa0039S6]” 4 Heptylamines
531,9944 1,36 [(D2S,65-G2S), + 4H -SOs]* [C2sHa0O36S5]> 4 Heptylamines + 1 SO;
492,0161 1,27 [(D2S,6S-G2S), + 4H -2503]2' [C24H40033SA]2' 4 Heptylamines + 2 SO3
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[C24Ha0O030S3]*

4 Heptylaminse + 3 SO3

412,0599

0,06

[(D2S,65-G2S), +4H -4S03 >

[C2sHa902:S5]*

4 Heptylamines + 4 SO3

Identification des espéces désulfatées issues du DP6 du Carraghénane-A-DR (spectre D)

Temp?n:?nt;antlon mfan;(JZr)tée Reéspopltrﬁ;on adduit formule brute Especes désulfatées identifiées
17,23 1256,9373 0,50 [(D2S6S-G2S)s + (C7H1sNHz "), [CesH176N7055Se]> DP6
17,23 1199,3683 131 [(D2S65-G2S)s + (C7H1sNHs")s + H> [C2H162N6O56Se]> DP6
14,86 1158,3818 1,62 [(D2S,65-G2S)s - (SO3) + (C7H1sNHs s - H* [CraH162N6O55Ss]* DP6 - SO;
11,62 1060,8357 1,44 [(D2S,6S-G2S)s - (SO3), + (CzH1sNH3")s + 2H]* [C71H145N5052S7]> DP6 - 2S0;
10,97 954,2845 1,02 [(D2S,65-G2S)s - (SO3)3 - (H20)2 + (CsH1sNHs)s+ 3H” | [CoaH12aN4OasSel” DP6 - 350;
10,97 937,281 184 [((D2S,65-G2S)3 - (SO3)s - (H20)s + (CzH1sNH3)a+ 3H | [CoaH122N404Se] DP6 - 350;
10,17 856,7391 0,09 [(D2S,65-G2S)s. (SO3)s - (H20), + (CsH1sNH5 s + 4HP | [CsrH107N3045Ss]> DP6 - 4S50,
10,17 847,7332 0,62 [(D2S,6S-G2S)s. (SO3)s - (Hz0)s + (CsH1sNHs )3 + 4H]F | [CszH10sN5044Ss)> DP6 - 4S0;
8,69 742,1884 1,92 [(D2S,65-G2S)s - (SOg)s - (H20)s+ (CzH1sNHg)p + SHI* | [CsoHesN20soSal* DP6 - 5505
8,69 684,6224 0,91 [(D2S,6S5-G2S)s - (SO3)s - (H20)3 + (C7H1sNH5") + 6H]> [CasH71NO4oSa]* DP6 - 550,

6.1 1405,4318 0.80 [(D2S,65-G2S)s - (SOg)s - (Hz0)s+ (CzH1sNHg ), + BH] | [CsoHeoNOsrSal DP6 - 6505
61 644,6434 0.04 [(D2S,65-G2S)s - (SOs)s - (Hz0)s + (CsHisNH;") + 6H* | [CasH7iNO5Sa* DP6 - 6S0;
5,59 547,0961 1,42 [(D2S,65-G2S)s - (SO3); - (H20); + 7TH” [CasH54024S] DP6 - 7SO,

Le carraghénane-A-DR correspondrait donc a un mélange hétérogene de chaines de
carraghénane-A plus ou moins désulfatées. De plus, parmi les especes ayant perdu des
fonctions (SO5), certaines perdent semblent perdre la totalité de la fonction sulfate soit (SO4*
). Cela pourrait s’expliquer par la cyclisation intramoléculaire illustrée (figure 48-a) du
fragment D2S,6S entre les carbones C3 et C6 formant un anhydrogalactose, induisant alors
une perte totale de la fonction sulfate en position C6. Les chaines pourraient alors comporter
des zones avec des structures de types carraghénane-0 (figure 48-b). Pendant notre étape de
DR, la solution est portée a 60°C par 1’énergie de la sonde a ultrason et des ions hydroxyde
peuvent étre formés par la dissociation du peroxyde d’hydrogéne ce qui pourrait alors
1993)(figure 48-a).

particulierement intéressant car la présence de potentielles structures de type carraghénane-0

favoriser cette cyclisation (Ciancia et al., Ce phénomeéne est
au sein de la structure majoritaire de carraghénane-A implique trés certainement des
changements de conformations dus a une répulsion différente entre les fonctions sulfates
(Doyle et al., 2010). Ces changements de conformations participent probablement a la perte
de linhibition de la coagulation sanguine ainsi que de 1’héparanase observée pour le
carraghénane-A-DR,comparé au carraghénane-A-NF, mais 1’étude structurale actuelle ne

permet pour le moment pas d’évaluer cet impact.
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Figu re 48 . Mécanisme de cyclisation intramoléculaire aboutissant a I’anhydroglucose d’aprés (Ciancia et al ,1993)
(a), Structure des carraghénane-A et -8 (b).

3.4.2. Analyses du carraghénane-A-DR-GS

Les analyses en LC-MS se sont ensuite portées sur le carraghénane-A-DR-GS, qui par
rapport au carraghénane-A-DR, a subit une étape de glycol split (voir figure 49 et tableau
11). Dans un premier temps, une population allant de DP-2 a DP-10 a pu étre detectée (figure
49 A) de la méme maniere que pour le carraghénane-A-DR. Puis 1’analyse plus poussée du
spectre total a permis d’identifier des pertes de soufre analogues a celles observées pour le
carraghénane-A-DR ainsi qu’un gain de deux ou quatre hydrogenes qui indique que la réaction
de glycol split a bien eu lieu (figure 49 B). En effet, I’ouverture de cycles comportant des
diols vicinaux fait passer deux fonctions alcools secondaires en fonctions alcool primaires,
induisant ainsi un gain de 2 hydrogenes par ouverture de cycle. L’exemple est pris (figure 49
B) pour les DP-4 et DP-6 ou les pertes de soufre sont visibles ainsi que les ouvertures de
cycles indiquées par les "split". Le nombre de splits observes est au maximum de deux. Il
peuvent étre observés tant sur des chaines ayant perdu des fonctions sulfates que sur des
chaines non altérées comme on peut le voir sur I’analyse du carraghénane-A-DR-GS DP-4
(figure 49 B).

L’intérét du glycol split est d’appporter un gain de flexibilité des chaines par I’ouverture de
cycles pyranosiques. Cependant, dans notre étude, seules les héparines et chondroitines-4-
sulfate possedent des monosaccharides porteurs de diols vicinaux sensibles au glycol split.
Nous avons alors émis 1’hypothese que la perte de fonctions sulfates pourrait créer des diols
vicinaux (illustrée figure 50) sur la structure native des autres polysaccharides, dont le
carraghénane-A. Ces analyses en LC-MS semblent pour le moment infirmer cette hypothese,

du fait que les splits soient observes méme sur des structures non désulfatées (illustré par les
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pics observés DP4-1split et DP4-2split figure 49 B).
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Figure 49 : Spectre LC-MS du carraghénane-A-DR-GS montrant les DP de 2 & 10 identifiés par les ions (m/z) indiqués
tableau 12 (A). Spectre LC-MS du carraghénane-A-DR-GS montrant les dérivés du DP4 ayant perdu des fonctions sulfates et
ou des ouvertures de cycle ont été détectées (1 ouverture = 1 split), les ions identifiés sont renseignés tableau 11.
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Tableau 11 : Analyse du Carraghénane-A-DR-GS par ESI-UHPLC-MS (figure 48). Identification de chaines allant de
DP2 a DP10. Observation d’espéces montrant des pertes de sulfatation ainsi que 1 ou 2 ouvertures de cycle (split)

Identification des ions correspondants aux différents DP du Carraghénane-A-DR-GS (spectre A)

Temps (m/z) Résolution } Degré de
. - ) . adduit formule brute PG ;
rétention (min) | mesurée (ppm) polymérisation + split
698,1301 0,68 [(D2S6S-G2S) + (C7H1sNH3+)+H] [C19H40NO20S3] DP2 + 1 split
6,22
813,2665 0,22 [(DZS6S-GZS) + (C7H15NH3+)2]- [C26H57N202053]- DP2 +1 Sp"t
700,144 3,25 [(D2S6S-G2S) + (C7H1sNH3+)+H] [C19H42NO20S3] DP2 + 2 split
6,29
815,2792 3,89 [(D2S6S-G2S) + (C7TH15NH3+),] [C26Hs59N2020S3] DP2 + 2 split
11,21 745,6862 0,91 [(D2S6S-G2S), + (C7H15NH3+)3+H]2' [C45H93N303986]2' DP4 + 1 split
11,21 803,2539 0,40 [(DZS6S-GZS)2 + (C7H15NH3+)4]2- [052H110N403956]2- DP4+1 Sp"t
11,51 804,2606 0,96 [(DZS6S-GZS)2 + (C7H15NH3+)4]2- [052H112N403956]2- DP4 + 2 Sp"t
17,12 1200,3771 0,52 [(DZS6S-G2$)3 + (C7H15NH3+)5+H]2- [C73H154Nsosgsg]2- DP6 + 1 Sp"t
17,12 1257,9453 0,38 [(D2S6S-G2S)s + (CrH1sNHz+)] [CasHie1N7OseSo]™ DP6 + 1 split
18,04 1103,0396 4,00 [(D2S6S-G2S), + (C7H15NH3+)9]3' [C111H234N907751z]3' DP8 + 1 split
20,8 1406,1801 5,66 [(D2S6S-G2S)s + (C7H15NH3+)12]3' [0144H305N12095315]3' DP10 + 2 split
Identification des especes désulfatées issues du DP4 du Carraghénane-A-DR-GS (spectre B)

. Tgmps ) (m/z), Résolution adduit formule brute Pegré. de }
rétention (min) | mesurée (ppm) polymérisation + split
11,51 804,2606 0,96 [(D2S6S-G2S), + (C7H15NH3+)4]2' [C52H112N403955]2' DP4 + 2 split
11,21 803,2539 0,40 [(D2S6S-G2S), + (C7H15NH3+)4]2' [C52H110N403955]2' DP4 + 1 split
11,21 745,6862 0,91 [(D2S6S-G2S), + (C7H15NH3+)3+H]2' [C45H93N303986]2' DP4 + 1 split

8,8 590,151 1,57 [(D2S,6S-G2S); - (SO3), - (H20), + (C;H1sNH3z+), + 2H]2' [C33H72N2031$4]2' DP4 - 2S03 + 1 split
5,95 1101,3531 1,75 [(D2S,6S-G2S); - (SO3)s - (H20), + (C7H15sNH3+), + 3H] [C3sH73N2025S3] DP4 - 3S0; + 1 split
4,07 908,2739 0,08 [(D2S,6S-G2S); - (SO3)s - (H20), + 2H] [C31HsgNO25S,] DP4 - 4S0O3 + 2 split
3,86 906,2597 1,57 [(D2S,6S-G2S); - (SO3)4- (H20), + (C7H1sNH3+) + 4H] [C31Hs56NO25S,] DP4 - 4S0O3 + 1 split
4,07 713,1805 0,67 [(D2S,6S-G2S); - (SO3)s - (H20), + 2H] [C24H4102,ST DP4 - 550; + 2 split
3,86 711,1662 1,16 [(D2S,6S-G2S); - (SO3)s - (H20), + 2H] [C24H39022ST DP4 - 550; + 1 split
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Figure 50 : Hypothéses de glycol-split suite & des désulfatation induites par la DR
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Les "splits" observés proviendraient alors de I’ouverture de I’extrémité non réductrice
aisément accessible en terme d’environnement stérique (figure 51 a) et de la réduction de
I’extrémité réductrice (figure 51 b), dont la fonction aldehyde présente dans sa forme ouverte

peut étre réduite lors de 1’ajout de NaBH4 pendant 1’étape de glycol split.
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Figure 51 : Hypothéses de réaction par le procédé de glycol split sur un carraghénane-A de DP4. Ouverture de
I’extrémité non réductrice par le procédé de glycol-split a) formes existantes quand 1’extrémité réductrice est sous forme
ouverte b) ouverture de I’extrémité non réductrice et réduction de I’extrémité réductrice bl) uniquement réduction de
I’extrémité réductrice b2) Ouverture de 1’extrémité non réductrice et extrémité réductrice sou forme ouverte b3)

Bien que ces analyses ne permettent d’émettre que des hypothéses sur I’impact structural
provoqué par I’opération de glycol split, les résultats obtenus avec le carraghénane-A-DR-GS
montrent que 1’association DR-GS améliore I’inhibition de I’héparanase et abaisse 1’effet sur
la coagulation du composé comparé au carraghénane-A-DR. Nous avons donc émis
I’hypothése que I’ouverture des extrémités non réductrices et/ou réductrices serait le facteur
impactant ces activités. De récentes données en modélisation moléculaire suggerent que le
carraghénane-A peut entrer dans le site actif de 1’héparanase (Rabelink et al., 2017). Le gain
de degreés de liberté induits par le glycol split pourraient aider a une meilleure reconnaissance

de I’enzyme ou une meilleure fixation au site actif.
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Conclusion du Chapitre I:

Dans ce chapitre, nous avons évalué les activités biologiques de plusieurs polysaccharides
sulfatés analogues des héparanes sulfates ainsi que leurs dérivés de bas poids moléculaires
produits par depolymérisation physicochimique et/ou modification chimique. Les activités
recherchées étaient I’inhibition de I’héparanase ainsi que I’inhibition de la coagulation
sanguine. L’objectif de ce chapitre était d’isoler des composés possédant une activité

d’inhibition ciblée de I’héparanase sans effets secondaires sur la coagulation.

Nous avons travaillé avec 7 polysaccharides différents : Les héparines et chondroitine-4-

sulfate d’origine animale, les carraghénanes-A, -k ,-1 et les fucoidanes d’origine algale ainsi

que les dextrans sulfates produits par hypersulfatation de dextranes bactériens.

Afin de moduler les activités biologiques de ces 7 composés, quatre méthodes de
modifications structurales ont été utilisées : une méthode de dépolymeérisation radicalaire
assitée par ultrasons (DR), un procédé chimique d’oxydation puis réduction appelé glycol
split (GS) ainsi que I’association des deux procédés dans les deux ordres différents alors
nommés GS-DR et DR-GS.

Les premiers résultats obtenus montrent que dans 1’ensemble, les 7 polysaccharides non
fractionnés sont trés sulfatés avec des pourcentages de sulfatation massiques situés entre
18,3% et 53,2%. L’évaluation de leurs activités biologiques démontre que leurs taux de
sulfatation est corrélé avec leur capacité a inhibiber 1’héparanase ainsi que la coagulation
sanguine. Plus les composés sont sulfatés plus leur pouvoir d’inhibition est grand. Ces
résultats mettent également en évidence que la chondroitine-4-sulfate n’est active ni sur
I’héparanase, ni sur la coagulation sanguine. Cela confirme que I’activité des composés,
notamment sur des enzymes comme 1’héparanase, dépend de leur sulfatation mais également

de certains motifs structuraux indispensables (Wu et al., 2015a).

Si l'on s’intéresse maintenant aux différentes méthodes de dépolymérisations et
modifications chimiques (GS, DR, DR-GS et GS-DR) appliquées aux polysaccharides
(tableau 13), on s’appergoit que d’un point de vue général, le procédé GS induit peu de
modifications structurales et n’impacte pas les activités biologiques. En revanche, la DR est
efficace pour dépolymériser nos différents polysaccharides jusqu’a des tailles inférieures a 10

kDa, bien qu’elle induise des pertes de sulfatation. L’association des procédés GS-DR ou DR-
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GS donne des résultats structuraux similaires a la DR seule. On note, toutefois, que
I’utilisation du GS avant la DR semble atténuer légerement I’effet de la dépolymérisation
ainsi que la perte de sulfatation.

Tableau 12 : Résumé des impacts structuraux des méthodes GS, DR, GS-DR et DR-GS sur les polysaccharides
sulfatés

Procédés Effets sur les polysaccharides sulfatés

Induit de trés faibles dépolymérisations (perte de 1 a 4 kDa)

GS Possibles modifications chimiques non détectées

Dépolymérisation efficace

Obtention d'espéces inférieures a 10 kDa pour les héparines, fucoidanes,

DR dextrans sulfates et carraghénane-A

Obtention d'espéces entre 29 kDa et 77 kDa pour les carraghénanes-k et 1

Perte de sulfatation notables pour les héparines, fucoidanes et carraghénanes-
A

Atténue légerement l'effet de la DR
GS-DR
Atténue la perte de sulfatation observée avec la DR

Induit des dépolymérisations plus poussées que la DR seule
DR-GS  Obtention d'espeéces inférieures a 15 kDa pour les carraghénanes-k et 1

Pertes de sulfatation notables pour la majorité des polysaccharides

Du point de vue des activités biologiques, les modifications structurales induites par
I’utilisation des procédés DR, GS-DR et DR-GS ont provoqué des changements d’activités
significatifs tant sur I’inhibition de I’héparanase que sur 1’inhibition de la coagulation.

L'un des points qui ressort des données obtenues est que les changements d’activités
semblent principalement liés a la diminution de la masse moléculaire des composés. Cela
s’observe pour chaque composé et est illustré (Figure 52) par le cas des dextrans sulfate et
des héparines. La diminution du poids moléculaire entraine une perte de I’inhibition de
I’héparanase ainsi qu’une perte de I’inhibition de la coagulation. Concernant la perte
d’activité anticoagulante cette derniére est observée sur les 3 voies de la coagulation ainsi que

les facteurs Xa et lla et semble donc non spécifique.
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Figure 52 : Effet de la diminution du poids moléculaire moyen des polysaccharides sur leur capacité a inhiber
I’héparanase ou la coagulation (via le test aPTT).

Un constat intéressant est que la perte d’activité en fonction de la diminution du poids
moléculaire moyen est différente en fonction des polysaccharides. Nous avons notamment
mis en évidence que les activités anticoagulantes et anti-héparanase des fucoidanes sont
sensibles & de faibles variations de poids moléculaire comme le suggére deja la littérature
(Lake et al., 2006; Soeda et al., 2000).

Bien que la diminution du poids moléculaire montre un fort impact sur les activités
biologiques des composés, la sulfatation est également importante. Pour autant, les plus
grosses pertes de poids moléculaires observées dans notre étude, notamment avec le procédé
DR-GS, sont généralement accompagnées d’une perte de sulfatation ce qui rend compliquée

I’interprétation de ces deux parameétres individuellement.

Dans D’optique d’une production de composés capables d’inhiber sélectivement
I’héparanase par rapport a la coagulation, ce criblage aura permis d’identifier plusieurs
candidats intéressants issus d’héparines, de fucoidanes et de carraghénanes-A (tableau 14).
Tous montrent des inhibitions intéressantes de I’héparanase et des activités anticoagulantes
inférieures a celles du lovenox, et leurs masses moléculaires moyennes sont situees entre 2,7
kDa et 16 kDa. Ces candidats semblent donc de bonnes alternatives aux dérivés d’héparines
déja commercialisés comme le lovenox pour I’inhibition de 1’héparanase.

Les meilleurs inhibiteurs sélectifs de I’héparanase identifiés sont les héparines-DR-GS et
les carraghénanes-A-DR-GS. Leurs activités anticoagulantes sont plus de dix fois inférieures
a celles du lovenox tandis que leur capacité a inhiber 1’héparanase est tres intéressante (bien

que I’inhibition a 40pug/L ne le suggere pas forcément). En effet, dans I’étude que nous avons
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publié, nous montrons que I’ICso du dérivé carraghénane-A-DR-GS est de 7,32 ng/ml tandis
que celui de I’héparine-NF est de 10,7 ng/mL alors que 1’ICso du dérivé Héparine-DR-GS est
de 147 ng/mL et celui du lovenox de 82 ng/mL.

Tableau 13 : Propriétés physicochimiques et activités biologiques des meilleurs inhibiteurs de I’héparanase ( Mn, la masse

moléculaire moyenne en nombre)

Propriétés anticoagulantes

| | Inhibition

Caractérisation physicochimique : CDT (mg/L) IC50 (mg/L) .  40ug/L
Mn % sulfates

(Da) I.P (m/m) | TT apTT TP Xa lla ! Heparanase
Enoxaparin(Lovenox) 2196 1,73 40 195 35 >83 022 70 | 40,0%
Héparine-GS-DR 4684 1,42 37,9 16 24 833 610 800 72,6%
Fucoidane-GS-DR 8262 1,64 6,6 . 80 31 >833 112 300 . 28,9%
Carraghénane-A-GS-DR 16639 1,79 23,2 35 >83 >83 10 330 45,0%
Héparine-DR-GS 2716 1,27 28 1>125 >83,3 833 50 >2500 |  0,2%
Carraghénane-A-DR-GS 11396 1,51 19 1 105 >33,3 >83 400 >250 ! 44,0%

Le candidat le plus prometteur est le carraghénane-A-DR-GS dont I’'ICsy est meilleure
gue celle de I’héparine-NF (qui est I’inhibiteur de référence de 1’héparanase) alors qu’il ne
présente pas d’activité anticoagulante. De plus, a une concentration testée de 500 pg/ml le
carraghénane-A-DR-GS diminue la viabilité cellulaire de cellules microvasculaires (HskMEC)
de seulement 10% alors qu’a la méme concentration 1’héparine-NF induit une perte de
viabilité cellulaire de 50%.

Concernant I’inhibition de I’héparanase, nos tests ont été réalisés avec une concentration
d’héparanase de 100 ng/mL. Si ’on compare ces résultats avec ceux d’une étude récente
décrivant la cinétique d’inhibition de I’héparanase par le SST0001 (Roneparstat), la valeur
d’1Csp déterminée pour ce composé est de 3 nM pour une concentration d’héparanase de 2,5
nM (Pala et al., 2016). Si I’on considére la masse molaire de 1’héparanase mature ; soit 58
kDa et la masse moléculaire moyenne déterminée pour notre carraghénane-A-DR-GS; soit
11,3 kDa, nos résultats correspondent a un ICso pour le carraghénane-A-DR-GS de 3,5 nM
pour une concentration d’héparanase de 1,74 nM. Bien que les conditions de réalisation des
tests soient légérement différentes, les résultats obtenus avec le carraghénane-A-DR-GS
semblent tres proches de ceux obtenus avec le Roneparstat. Cela est d’autant plus
prometteurs que le Roneparstat est actuellement en essai clinique pour le traitement du

myélome multiple.
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Si I’on revient sur la structure de notre composé prometteur carraghénane-A-DR-GS, des
analyses par UHPLC-MS suggérent que le glycol split ouvre les cycles pyranosiques aux
extrémités réductrices et/ou non réductrices. Ce gain de flexibilité pourrait étre a 1’origine de
I’activité biologique particuliere du composé. Des analyses complémentaires par RMN

devront étre effectuée pour confirmer ces hypotheses.

L’identification dans cette partie des travaux du dérive carraghénane-A-DR-GS
comme ¢étant un fort inhibiteurs de I’héparanase et un trés faible anticoagulant répond donc a
une partie des objectifs fixés pour ce projet de these. Ce candidat est d’autant plus
intéressants que les carraghénanes-A sont issus d’algues brunes (Necas and Bartosikova,
2013) et qu’il pourrait présenter une excellente alternative aux héparines provenant de

tissus animaux.
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Conclusion du Chapitre | :

Les polysaccharides sulfatés : Héparines, dextran sulfate, fucoidane, Carraghénane-A — et —«
présentent tous des activités d’inhibition de I’héparanase sous leur forme non fractionnée mais
semblent également inhiber la coagulation sanguine.

La dépolymérisation radicalaire assistée aux ultrasons est efficace pour dépolymériser
tous les polysaccharides de cette étude. Aprés 8h de dépolymérisation en présence d’un ratio
massique H,O,/polysaccharide de 0,15 il est possible d’obtenir des poids moléculaire
inférieurs a 10 kDa, sauf pour les carraghénanes-i1 et —x dont les propriétés gellifiantes limitent
la dépolymérisation a des fragments entre 20 et 80 kDa.

Le procédé de glycol split semble peu efficace seul pour impacter les activités biologiques des
polysaccharides étudiés. L appliquer a la suite d’une dépolyméristion permet de moduler plus
efficacement ces activités biologiques. Des risques de destructurations complétes du composé
sont cependant envisageables avec le procédé DR-GS.

La sulfatation des composés semble tout aussi importante que la taille des chaines pour
inhiber I’héparanase. Le méme constat est effectué concernant 1’inhibition des 3 voies de la
coagulation.

Le criblage d’activités biologiques a permi I’identification de dérivés de carraghénane-A (GS-
DR ainsi que DR-GS) comme étant de bons inhibiteurs de 1’héparanase et de faibles
inhibiteurs de la coagulation sanguine.

La depolymérisation radicalaire assistée aux ultrasons appliquée aux carraghénane-\ peut étre
accélérée en augmentant le ratio massique H,O/polysaccharide . Elle induit un mélange
d’espéces de degrés de polymérisation variables et des profils de sulfatations tres
hétérogenes.

Les ICso de I’inhibition de 1’héparanase obtenus avec les héparines NF et les carraghénanes-A
DR-GS sont quasi identiques (10,7 et 7,32 ng/mL). Ces résultats sont tres proches de ceux
décrits pour le SST0001 un mélange d’héparines non-anticoagulantes actuellement en essai
clinique (Roneparstat) comme traitement anti-angiogenique dans le myeléme multiple via
inhibition de I’héparanase.

La faible cytotoxicité du carraghénane-. DR-GS sur des cellules endothéliales
microvasculaires confirme son fort potentiel en tant qu’inhibiteur spécifique de
I’héparanase et est encourageante pour de potentiels tests in-vivo.

Le carraghénane-A-DR-GS comporte potentiellement des alternances de structures type
carraghénane-A et carraghénanes-0 ainsi que des cycles ouverts aux extrémités de chaines
qui influent sur ses activités biologiques.
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Chapitre 11 : Elaboration d’un modéle d’angiogénése in-vitro

pour le criblage de polysaccharides sulfatés inhibiteurs de

I’héparanase et régulateurs de I’angiogénese tumorale
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Avant propos :

La premiére partie des travaux a mené a I’identification de plusieurs dérivés de
polysaccharides sulfatés montrant, in vitro, une bonne inhibition de I’héparanase et une
activité anticoagulante fortement réduite. Les candidats les plus intéressants sont des dérivés
d’héparines ou de carraghénanes-A de bas poids moléculaires obtenus par modifications
physicochimiques des polysaccharides non fractionnés. Plus précisément, les composes ont
été soumis a une dépolymérisation radicalaire (DR) assistée par ultrasons puis ont subi une
étape de glycol split (GS). La structure finale des dérivés produits n’a pas encore été élucidée
mais I’ICsp du carraghénane-A DR-GS vis-a-vis de I’héparanase (7,32 ng/mL) est quasi
identique a celle obtenue avec 1’héparine non fractionnée (10,7 ng/mL) qui est le composé le
plus proche structuralement du substrat naturel de 1’héparanase : 1’héparane sulfate. Le
carraghénane-A DR-GS est donc un candidat prometteur pour une inhibition ciblée de

I’héparanase.

L’héparanase exerce un role de dégradation de la MEC, favorisant la mobilité cellulaire et
le relargage de facteurs de croissance tel que le VEGF dans le microenvironnement tumoral.
Cette activité de dégradation a donc un réle promoteur de I’angiogénése et de la dissémination
métastatique (llan et al., 2006).

L’angiogénése peut €tre déclenchée en cas de manque d’oxygene des cellules cancéreuses
(hypoxie), ou par un manque de nutriments. L’hypoxie notament, est un facteur déterminant
dans la gravité des cancers car elle provoque la production de multiples facteurs afin d’aider
la tumeur a pallier le manque d’oxygéne (Brahimi-Horn et al., 2007). Ces facteurs peuvent
étre pro-angiogéniques afin de vasculariser la tumeur et lui apporter 1’oxygéne nécessaire, ou
pro-métastatiques afin que les cellules puissent envahir des zones proches ou plus éloignées
ou I’oxygénation est meilleure.

L’héparanase semble faire partic des facteurs pro-angiogéniques et pro-métastatiques
favorisés par I’hypoxie (Wu et al., 2010). De plus, une hypoxie prolongée tend a acidifier le
microenvironnement tumoral, ce qui stimule I’excrétion de I’héparanase dont I’activité

enzymatique est optimale pour des pH proches de 5 (He, 2004).

Les traitements anti-angiogéniques actuels ciblent dans leur grande majorité le facteur de
croissance VEGF ou ses récepteurs et ont une efficacité limitée et peuvent présenter de

nombreux effets secondaires (Ye, 2016). En effet certains patients ne répondent pas aux
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traitements ou leurs tumeurs finissent par s’adapter et contourner le traitement a court terme
(Bergers and Hanahan, 2008). Du fait que I’activité enzymatique de 1’héparanase aide au
relargage des facteurs de croissance, son inhibition agirait en amont des traitements anti-
angiogeniques actuels ciblant ces facteurs. Cette stratégie représente donc une alternative ou

un complément aux traitements antiangiogéniques prescrits a ce jour.

Certains composés anti-héparanase sont actuellement en phase d’essais cliniques pour le
traitement de 1’angiogénése tumorale, a I’image du SST0001 (Roneparstat®) (Pala et al.,
2016) ou du P188 (Muparfostat®) (Kudchadkar et al., 2008). Le Roneparstat est un dérivé non
anticoagulant d’héparines non fractionnées tandis que le Muparfostat est un oligosaccharide
de mannoses polysulfatés. Les essais précliniques ont montré que ces composes inhibaient
fortement I’héparanase mais possédaient également des activités antagonistes ou de
régulations des facteurs de croissance croissances tels que FGFs, HGF et VEGF (Rivara et al.,
2016). Le composé carraghénane-A DR-GS par son activité anti-héparanase proche de celle
des héparines et du SST0001 apparait donc comme un candidat sérieux a étudier pour

I’inhibition de I’angiogéneése tumorale.

Les objectifs des travaux présentés dans le chapitre | ciblaient dans un premier temps
I’étude de I’impact des conditions hypoxiques et carencées en nutriments, sur la production
d’héparanase par des cellules tumorales mammaires non métastatiques (MCF-7) ou pro-
métastatiques (MDA-MB-231).

Dans un deuxiéme temps, la mise au point d’un modeéle d’angiogénése in-vitro en Matrigel
3D a été effectuée avec Iutilisation de cellules endothéliales microvasculaires dont le
comportement a été étudié en hypoxie en présence ou non de surnageants de culture des
cellules de cancers mammaires.

Enfin, le potentiel d’inhibition de I’angiogénése par des composés identifiés dans le

chapitre | comme de bons inhibiteurs de I’héparanase a été évalué sur le mode¢le établi.

Ces travaux ont été réalisés en collaboration avec 1’équipe du docteur Catherine Grillon du
Centre de Biophysique Moléculaire d’Orléans (UPR 4301). lls font 1’objet d’un article
scientifique intitulé "Assessment of heparanase mediated angiogenesis using microvascular
endothelial cells : identification of A-Carrageenan derivative as a potent antiangiogenic agent”

accepté pour publication dans le jounal Marine Drugs le 27 avril 2017.
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Abstract: Heparanase is overexpressed by tumor cells and degrades the extracellular matrix
proteoglycans through cleavage of heparan sulfates (HS), allowing pro-angiogenic factor release and
thus playing a key role in tumor angiogenesis and metastasis. Here we propose new HS analogs as
potent heparanase inhibitors: Heparin as a positive control, Dextran Sulfate, A-Carrageenan, and
modified forms of them obtained by depolymerization associated to glycol splitting (RD-GS). After
heparanase activity assessment, 11 kDa RD-GS-A-Carrageenan emerged as the most effective
heparanase inhibitor with an ICso of 7.32 ng/ml compared to 10.7 ng/ml for the 16 kDa unfractionated
heparin. The fractionated polysaccharides were then tested in a heparanase-rich medium-based in
vitro model, mimicking tumor microenvironment, to determine their effect on microvascular
endothelial cells (HSKMEC) angiogenesis. As a preliminary study, we identified that under hypoxic
and nutrient poor conditions, MCF-7 cancer cells released much more mature heparanase in their
supernatant than in normal conditions. Then a Matrigel™ assay using HSKkMEC cultured under
hypoxic conditions in the presence (or not) of this heparanase-rich supernatant was realized. Adding
heparanase-rich media strongly enhanced angiogenic network formation with a production of twice
more pseudo-vessels than with the control. When sulfated polysaccharides were tested in this
angiogenesis assay, RD-GS-A-Carrageenan was identified as a promising anti-angiogenic agent.

Keywords: Heparanase, Angiogenesis, Endothelial cells, A-Carrageenan, Hypoxia, anti-angiogenic,
Sulfated Polysaccharide

1. Introduction

It is now well known that solid tumor growth beyond 1-2 mm? is dependent on angiogenesis, the
sprouting of new blood vessels from preexisting ones to perfuse the tumor (Folkman, 1971b). This
process promotes the tumor access to the nutrients and oxygen required for its development, opening
in the meantime, the way to metastasis. Tumor angiogenesis is triggered by a range of pro-angiogenic
factors released in the tumor microenvironment such as enzymes, chemokines and growth factors
(VEGEF, FGFs) that interact with surrounding blood vessels and induce neovascularization. It has been
shown that hypoxia, the condition where cells suffer from oxygen deprivation, particularly stimulates
the expression of these factors (Brahimi-Horn et al., 2007; Taipale and Keski-Oja, 1997) .
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Considering the poor prognosis associated with tumor neovascularization, anti-angiogenic
therapies have become an attractive approach to cancer therapy (Flier et al., 1995). Anti-angiogenic
treatments leading to excessive blood vessels pruning or disruption seem to induce the selection of
aggressive and resistant cancer phenotypes because they intensify hypoxia and activate the
production of even more pro-angiogenic factors (Ebos et al., 2009). Nowadays, clinicians prefer to
normalize angiogenesis to create a proper matured blood flow that reduces hypoxia, the occurrence of
edema caused by leaky vessels and cell spreading while enhancing drug delivery efficiency (Jain,
2005).

In particular, growth factors determine the development of angiogenesis and thus have become a
target of choice for its normalization (Neufeld and Kessler, 2006). Treatments using inhibitors such as
anti-VEGF antibodies (Avastin®) are useful tools, when correctly administrated, for VEGF modulation
rather than total inactivation. Approaches using VEGF trap have also shown their efficiency for
angiogenesis normalization and tumor growth inhibition (Collet et al.,, 2014). However, these
approaches may be faced with other problems, including “tumor evasion”, where the tumor adapts
and produces other derived pro-angiogenic factors to compensate the VEGF neutralization (Carmeliet,
2003). Thus, targeting degradative enzymes present in the tumor microenvironment and associated
with angiogenesis should be an effective strategy to develop new anti-angiogenic treatments.

Among them, heparanase, an endo-B-D-glucuronidase, plays a crucial role in tumor
development, metastasis and angiogenesis (Freeman and Parish, 1998; Vlodavsky et al., 2008). It is
involved in extracellular matrix (ECM) and vascular basement membrane degradation, allowing
tumor cells to spread and/or endothelial cells to form new blood vessels in order to perfuse the tumor.
In the ECM, heparan sulfates (HS) are cleaved by heparanase which induces, as a consequence, the
release of numerous pro-angiogenic chemokines and growth factors, including VEGF and FGEF-2, in
the tumor microenvironment (Vlodavsky et al., 1990). Since the gene encoding heparanase has been
cloned (Vlodavsky et al., 1999), the enzyme has been more extensively studied and heparanase is now
considered as a potential target for new anti-angiogenic treatments (Pisano et al., 2014).

To date, several heparanase inhibitors from different chemical classes have been developed
(Pisano et al., 2014). Among them, heparan sulfate mimics like PI88 (Kudchadkar et al., 2008), PG545
(Dredge et al., 2010), and SST0001 (Ritchie et al., 2011), emerged as good candidates and are currently
in different phases of clinical trials. The latter, SST0001 (roneparstat, Sigma-Tau research, Switzerland
SA) is a non anticoagulant 100% N-acetylated heparin with a 25% “glycol split” (Naggi et al., 2005).
Glycol-splitting, a two-step reaction involving an oxidation then a reduction, is of particular interest
for heparins as it opens hexuronic rings and disrupts their anticoagulant activities. More interestingly,
this process seems to give more flexibility to the polysaccharide chains and enhances the inhibition of
heparanase (Vlodavsky et al., 2007). Recent reports emphasized the difficulty to find safe and reliable
sources of heparin (Szajek et al., 2016), underlining the need to study alternative supply sources of
sulfated polysaccharides. Interestingly, certain plants or seaweeds can produce polysaccharides
structurally close to HS (Jiao et al., 2011; Shanmugam and Mody, 2000). Dextran sulfate are highly
sulfated polysaccharides that can easily be produced by hypersulfation of dextran produced by
bacteria (ex: leuconostoc mesenteroides). A-Carrageenan can be extracted from red marine algae species.
They are widely used in the food-industry as thickening agent (Shah and Huffman, 2003) and already
showed interesting results as anti-angiogenics (Niu et al., 2015). Raw unfractionated (UF) products
from A-Carrageenan or dextran sulfate can have high molecular weights up to millions of Daltons. To
limit side effects and increase bioavailability of these compounds, a depolymerization process is
necessary to obtain species with low molecular weights (LMW), less than 15 kDa. We previously
described a radical-assisted ultrasonic (RD) method to depolymerize sulfated polysaccharides
(Achour et al., 2013) and decided to associate it with glycol splitting (GS) to give higher flexibility to
the chains.

The main objective of this study was then to assess the anti-heparanase activities of these
products along with their anti-angiogenic potential.
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One of the major outcomes when identifying anti-angiogenic drugs is the relevance of in vitro
angiogenesis models used for bioassays. The model shall be easy, repeatable, close to the in vivo
conditions with accessible informations about the metabolic pathways that the drug will affect. To
date, plethora of models have been proposed and one of the most popular consists in cultivating
endothelial cells in a 3D Matrigel™ composed of mouse tumor-derived ECM. Using this test,
endothelial cells are able to develop capillary-like structures with cell extensions ressembling chords
(Goodwin, 2007). It is particularly adapted for the study of ECM degradation and evaluation of anti-
angiogenic agents. However, this test has often been used with macrovascular endothelial cells
(HUVEC:s for instance) that may not be the most representative model of tumor neovascularization,
mostly composed of microvasculature (Reitan et al., 2010).

Thus, a second aspect of our work was to develop a Matrigel™-based model to specifically
investigate the role of heparanase on microvascular endothelial cell angiogenesis in hypoxic
conditions. The HSKMEC cell line was chosen because of its microvascular profile with a stable
phenotype in terms of adhesion molecules (Carreau et al., 2011b) and typical endothelial cell
characteristics (presence of angiotensin-converting-enzyme and von Willebrand factor (Kieda et al.,
2002)). The exposition of HSKMEC cells cultured in Matrigel™ to tumor microenvironment conditions
such as hypoxia or nutrient deprivation was studied regarding the angiogenesis behavior and
heparanase production. The role of an exogenous source of heparanase was also evaluated via the
addition of heparanase-rich supernatants in media of HSKMEC cell cultures. The latter was produced
from hypoxic cultures of breast carcinoma cells.

Using this in vitro angiogenesis assay that comprises heparanase and tumor microenvironment
conditions, it was possible to screen potential anti-angiogenic candidates among the depolymerized
and glycol splitted (RD-GS) HS mimics compounds that we generated from UF-heparins, UF-dextran
sulfate and UF- A-Carrageenan.

2 Results and discussion

2.1 Preparation and characterization of sulfated polysaccharides.

To produce a range of modified sulfated polysaccharides, we used UF-A-Carrageenans, UF-
heparins and UF-Dextran sulfate as starting material.

Heparins are certainly the most studied HS mimics and their role in the regulation of the
angiogenic process is well known (Folkman and Shing, 1992). Moreover, the inhibition of heparanase
by heparins and their derivatives has already been explored. It helped to further understand the
mechanism of action of the endo-glycosidase (Bar-Ner et al., 1987; Peterson and Liu, 2010; Vlodavsky
et al., 2007) revealing the importance of sulfate groups and the sulfation pattern responsible for its
inhibition. Although heparins are interesting heparanase inhibitors, they are currently extracted from
porc intestines in low yields. This, added to the drastic and costly purification controls, emphasize the
needs for alternative inhibitors (Linhardt and Liu, 2012b).

A-carrageenans are sulfated polysaccharides naturally occurring in seaweed species like Gigartina
(Falshaw and Furneaux, 1994) and Dextran sulfate can be easily produced by hypersulfation of
dextran extracted from bacteria (ex: leuconostoc mesenteroides). We selected these polysaccharides
because their structures (Fig. 1) have high similarities with HS and because they could provide a
reliable source of sulfated polysaccharides from biomass. Still, heparins will be used in this study as a
reference.
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Figure 53. Structure of the three sulfated polysaccharides studied : A-Carrageenan, Heparin and
Dextran sulfate. Concerning the heparin structure, the glucuronic acid may be epimerized as iduronic

acid along the chain and bear an O-sulfatation on the C-3 position

One major problem with polysaccharide extracts is the size of the chains that are often long and
generate side effects when used as therapeutics. To resolve this, a depolymerization step is necessary.
Depolymerization reduces chain length, enhances polysaccharide bioavailability and helps to
modulate some biological activities (Linhardt and Gunay, 1999b).

The three polysaccharides studied here were submitted to depolymerization (RD) using a
previously described method which associates radicals (from hydrogen peroxide) and ultrasonic
waves (Achour et al., 2016). After depolymerization, the compounds were submitted to glycol
splitting (GS) (Naggi et al., 2005) (Sodium periodate oxidation followed by sodium borohydride
reduction) and then respectively called RD-GS-Heparin, RD-GS-DextranS and RD-GS-A-Carrageenan.

Glycol splitting is particularly interesting in the case of heparin as it reduces its anticoagulant
activity (Casu et al., 2002). It also increases chain flexibility with the opening of C2-C3 unsubstituted
uronic acid rings which is thought to increase heparanase inhibition (Vlodavsky et al., 2007). We thus
proposed it would be of interest to combine depolymerization and glycol splitting to modulate the
biological activities of our three sulfated polysaccharides. The unfractionated structures of Dextran
sulfate and A-carrageenan do not possess vicinal diols susceptible to be oxidized by the glycol-split
process. However, radical depolymerization assisted by ultrasounds can induce a loss of sulfate
functions (Achour et al., 2013; Poupard et al., 2017a) in addition to the shortening of the
polysaccharides chain length. We then hypothesized it may produce derivatives with hexoses
possessing C2-C3 diols, rendering them sensitive to glycol-splitting. The opening of the hexose rings
would thus offer a subsequent gain in chain plasticity.

Table 1. Physicochemical characterization and biological activities of UF-Heparin and RD-GS
polysaccharides. a) Sulfation degree = mol sulfates/ mol disaccharide. b) Heparanase inhibition
expressed as ICso values (ng/mL) of inhibitors against heparanase (100 ng/mL). c) Survival of HSkMEC
cells exposed to compounds concentration of 250 ug/mL in complete OPTIMEM medium

supplemented with 2% FBS for 48h. * P <0,05

Sulfation Heparanase inhibition® HSKMEC
Mn (Da) ] e qeqs
degree? (ICs0 values in ng/ml) cell viability*
UF-Heparin 16412 2 10,7 68,9 +13,9% *
RD-GS-Heparin 2716 1,4 147 85+9% *
RD-GS-DextranS 4710 0,9 61,5 84,2 +58% *
RD-GS-A-Carrageenan 11396 1,1 7,32 89,2+6,2%*

The extent of sulfation of polysaccharides was analyzed by Azure A colorimetric assay on
products solutions and compared to a calibration curve using dextran sulfate with 17% sulfur (w/w).
Comparing UF-Heparin and RD-GS Heparin, a clear decrease of 0,6 in the sulfation degree was
observed after depolymerization and glycol splitting (see Table 1). RD-GS-A-Carrageenans have a
sulfation degree of 1,1 close to the lowest degree of 0,9 observed for RD-GS-DextranS. The number
average molecular weight (Mn) of each compound was measured using size exclusion
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chromatography. The size of RD-GS products was inferior to 5000 Da for heparins and dextran sulfate
when the size of RD-GS-A-Carrageenans were around 11000 Da.

Using an enzyme assay kit, the degradation of biotinylated heparin by heparanase in the
presence of potent inhibitors was studied (Table 1). As expected, a low concentration (10.7 ng/mL) of
UF-Heparin was needed to inhibit 50% of the heparanase activity. Comparatively, RD-GS-A-
Carrageenan appeared as a better heparanase inhibitor with an ICso of 7.32 ng/mL while the ICso of
RD-GS-DextranS was moderate at 61.5 ng/mL. As observed comparing UF-Heparin ICso (10.7ng/ml)
and RD-GS-Heparin ICs (147 ng/ml), the combination of depolymerization and glycol splitting
decreased the anti-heparanase activity of the unfractionated polysaccharide. The same observations
were made in a recent study comparing UF-species of A-Carrageenan and their RD-GS counterparts
(Poupard et al., 2017b). A new study on heparanase crystal structure revealed that the enzyme binding
cleft is lined by basic side chains, explaining the huge importance of sulfation pattern for substrate
recognition (Wu et al,, 2015b). Moreover, in the case of heparin, it has been shown that around the
cleavage site, the 2-N sulfation and 6-O sulfation of motifs in -1 and +1 positions are mandatory for
recognition. The RD-GS process may have altered the heparin 2-N or 6-O sulfation pattern more than
the A-carrageenan D2S,65-G2S one, and could explain the better inhibition observed for RD-GS-A-
Carrageenans. This suggests that beside a useful depolymerization effect, the RD-GS process did not
impair the structure of A-Carrageenans to a point where it is not recognized by heparanase. RD-GS-
DextranS have a low sulfation degree of 0,9 that could account for their weaker inhibition of
heparanase and RD-GS-Heparin with a sulfation degree of 1,4 displayed an even weaker inhibition of
the enzyme. It has been hypothesized that a reasonably long polysaccharide can bind two enzymes at
the the same time and create inhibition (Pala et al., 2016). RD-GS-DextranS, RD-GS-A-Carrageenan and
UF-Heparin have longer chains (respectively 4710 Da, 11396 Da and 16412Da) than RD-GS-Heparin
(2716 Da) and may bind two enzymes at the same time. These results support the fact that sulfation
pattern of a polysaccharide alone can’t create an inhibition without a proper chain length.

The HSKMEC viability was then tested by exposing cells for 48h to the compounds at the
concentration of 250 pg/mL in a complete OPTIMEM medium with 2% added FBS. Despite the
toxicity of UF-heparins that decreased cell viability to 68,9 + 13,9 %, the RD-GS derivatives showed
relatively low impact on cell viability diminishing it by less than 16%. These data indicated that the
effects of these compounds on the formation of the angiogenic network (shown later in Fig. 4) could
not be misinterpreted with a potent cytotoxicity.

The presented cell viability data were part of a dose dependent study realized for UF-Heparins,
RD-GS-Heparin and RD-GS-A-Carrageenan from 0 to 500pg/ml (Poupard et al.,, 2017b). This study
showed a correlation between higher compounds concentrations and higher cytotoxicities, UF-heparin
being the most hazardous for HskMEC cells and RD-GS-A-Carrageenan being the least.

22 Expression and secretion of heparanase in human skin microvascular endothelial cells
and human mammary cancer cells.

In order to assess the possible heparanase-related angiogenesis induced by tumors, we first
studied heparanase expression and secretion in the endothelial cell line HSKMEC and in different
breast cancer cell lines. Heparanase is known to be overexpressed in the breast carcinoma
microenvironment (Ilan et al., 2006), so breast cancer cell lines producing heparanase-rich supernatant
were selected. The heparanase expression profiles of non-metastatic MCF-7 breast carcinoma cells and
moderate metastatic MDA-MB-231 breast carcinoma cells were assessed and compared. Because we
wanted to study the effects of tumor microenvironment drastic conditions on heparanase expression,
cells were cultured in hypoxia and in nutrient poor conditions (FBS deprived).

By western blotting, the endogenous level of heparanase in the cell lysate of the three studied cell
lines was determined after a 48h incubation in 2% FBS or FBS-free medium under normoxic (95% air,
5% COr) and hypoxic (1% Oz) conditions (Fig. 2a).
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Western blotting revealed the presence of a 65 kDa form of heparanase corresponding to the pro-
enzyme and a 50 kDa form corresponding to its mature active form. In fact, heparanase is synthesized
as a 543aa / 65kDa proform that is activated after proteolytic cleavage. The enzyme has been reported
to be a heterodimer consisting of the 50 kDa subunit (Lys'%-Ile>*) non-covalently associated with a 8
kDa peptide (GIn*-Glu'®), with an intervening 6 kDa peptide (Ser'’- GIn'¥”) being excised by
proteolysis(Parish et al., 2001b). It has been shown that the proteolytic cleavage is performed by the
endopeptidase Cathepsin L in the lysosomal compartment (Abboud-Jarrous et al., 2008).

In HSKMEC lysates, the heparanase proform content was high, both under hypoxia and
normoxia and the mature form seemed slightly expressed. The presence of FBS did not impact the
enzyme production. Concerning MCE-7 lysate, the production of mature heparanase is clearly favored
in normoxia. Still, small amounts of pro-heparanase was produced in normoxia and the addition of
FBS tended to increase this production. In a same way hypoxia only showed the production of the
mature form of heparanase with an increased amount when FBS is added. Beyond the hypothesis that
in hypoxia, all the pro-form was processed into the mature form, it could be assumed that for MCE-7,
the pro-heparanase was also redirected to the cell surface. In fact, it has been shown that heparanase
does not need to be active to play a role in cancer progression (Liat Fux et al., 2009).

a MCF-7 MDA-MB-231 HSKMEC
N- N+ H- H+ N- N+ H  H+ N- N+ H- H+
65kDa —p —— - T — D G) es=w @S ——,. pro heparanase
50kDa T - — N — — — Heparanase

20— r— s —r— — —-— - . —. i

b
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Figure 2. Determination of heparanase expression in both cell lysates and medium of HSkMEC, MDA-
MB-231 and MCEF-7 cells. (a). Western blot analysis of cell lysates (22.5 ug of total proteins) obtained
from cells cultured under hypoxic or normoxic conditions for 48h in 2% FBS or FBS-free medium.
Bands were reported relative to the level of 3-Actin. (b). ELISA quantification of heparanase in cell
supernatant obtained from cells cultured under hypoxic or normoxic conditions for 48h in 2% FBS or
FBS-free medium. H indicates Hypoxia; N indicates Normoxia; (+) indicates that 2% FBS was present in
the medium; (-) indicates that the medium was FBS-free. Results are expressed as a relative heparanase
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release compared to the protein content in the cell lysate. Results are presented as the mean +/- SD for
triplicates

MDA-MB-231 lysates contained both form of heparanase. The pro-form appeared to be the most
expressed form both under hypoxia and normoxia and the presence of FBS in both conditions
stimulated the production of the two forms of the enzyme.

The endogenous heparanase content in cell lysates (western blot) was then compared to the
content released in culture supernatant (ELISA, 50 kDa mature form specific) (Fig. 2b). The first thing
to note is that MCE-7 cells excreted heparanase’s mature form in its supernatant. For MCF-7 cells, the
most favorable conditions for heparanase excretion appeared to be in hypoxia without added FBS as
they showed a secretion 10 times higher compared to the other cell lines. The fact that less mature
heparanase was detected in the lysate in hypoxia could be explained by the observed excretion of the
enzyme in the same condition of culture.

Concerning HSKMEC and MDA-MB-231 cells, even if the quantity detected was low, the mature
heparanase was also excreted by these cells. As for MCF-7 cells, the preferred conditions to excrete the
enzyme are in hypoxia and the absence of FBS also seemed to have an impact. These results confirm
not only the already known potential of endothelial cells to produce heparanase (Bartlett et al., 1995)
but also that invasive breast cancer phenotypes such as MDA-MB-231 favor the excretion of
heparanase (Zcharia et al., 2001). Moreover, heparanase protein is released in the supernatant when
conditions are harsh, stressful and when low oxygen concentrations are present supporting the fact
that heparanase is expressed when angiogenesis is needed.

Regarding MDA-MB-231, hypoxia lowered the mature enzyme level in the lysate but this was not
compensated by a high release of the enzyme in the supernatant, as seen for MCF-7. This could be
explained by the fact that the mature enzyme remained attached on the cell surface even after lysis. It
has been shown that heparanase may be released at the cell surface for degrading neighboring ECM or
cell basement membrane (Freeman and Parish, 1998). Furthermore, heparanase may remain on the cell
surface to activate some receptors, modifying the cell behavior through the production of more
degradative enzymes (Liat Fux et al., 2009).

Overall, these results showed that hypoxia was likely to trigger heparanase trafficking either for
its release in the supernatant or potentially to direct it to the cell surface. FBS deprivation also seemed
to trigger the excretion of heparanase. This first study revealed that hypoxic conditions in FBS-free
medium are the best culture conditions for MCF-7 cells to excrete high amounts of mature heparanase.

2.3 Effect of MCF-7 heparanase-rich supernatant on HSKMEC pseudovessels formation

After determining the heparanase expression profile of the three studied cell lines, we developed
an in vitro model to better understand the role of heparanase in tumor angiogenesis. For this purpose,
we used the HSKMEC microvascular endothelial cell line capacity to form a capillary network in
Matrigel™. This kind of in vitro angiogenesis tests are often realized in normoxic conditions (75% Nz,
20% Oz, 5% COz2) whereas intratumoral levels of oxygen are reported to be way below the normoxic
level, corresponding to the state of hypoxia (Carreau et al., 2011a). Realizing experiments in normoxic
conditions may induce an oxidative stress in cells that is not representative of the tumor
microenvironnement. To address this issue, angiogenesis tests were realized in hypoxic conditions.

We studied the effect of the addition of MCF-7 heparanase-rich supernatant produced under
hypoxic conditions in FBS-free medium, i.e. under the optimal conditions previously determined to
produce the highest heparanase content.

Indeed, adding MCF-7 heparanase-rich supernatant could help us investigate how heparanase
affects angiogenesis in association to the heterogenous mix of cytokines/chemokines also produced by
MCEF-7 breast carcinoma cells (Ben-Baruch, 2003).

Photographs of HSKMEC hypoxic Matrigel™ cultures in FBS-free medium alone and in the
presence of MCF-7 heparanase-rich supernatant were taken after 9h30 of incubation (Fig. 2). The
angiogenesis network was much more developed and structured in the presence of MCEF-7
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heparanase-rich supernatant (Fig. 2b) than with FBS-free medium alone (Fig. 2a). These high stress
conditions triggered the release of mature heparanase whose degradative activity on Matrigel™ could
account for the more developed vascularization network seen in Fig. 2b. Though, other chemokines
and growth factors expressed in MCF-7 heparanase-rich supernatant under stress conditions may also
play a role in the more dense vascularization (Fox et al., 2007). These results support the work of
Cohen et al that describe the pro-angiogenic activity of normoxic MCF-7 cells transfected with
heparanase cDNA (Cohen et al., 2006)

After these first observations, we evaluated the behavior of vascularization development. The
kinetic of angiogenesis formation was studied over 21h by time laps microscopy. Images taken every 2
hours were analyzed and treated with the Image] software to determine the number of pseudo-
vessels, inter-vessel junctions, meshes and mean mesh size. Results are presented in Fig. 3c.

This kinetic study clearly showed that adding MCF-7 heparanase-rich supernatant increased the
capillary network formation. The number of pseudo-vessels formed was approximately 2 times higher
with MCF-7 heparanase-rich supernatant than with FBS-free medium alone. The number of junctions
and that of meshes were multiplied by 1.5 and 2, respectively and the mean mesh size was multiplied
by 1.5. We also observed that, regardless of the presence of heparanase-rich supernatant, the number
of pseudo-vessels, inter-vessel junctions and meshes formed, first tended to increase between 0 to 7h
of incubation, then reached a plateau that lasted 10h and finally slightly decreased until the last
measurement at 21h. Regarding the mean mesh size, it continuously increased from 0 to 21h. Based on
these observations, we could assume that neovascularization begins by the formation of many vessels
that branch to form a network for a certain time, 7h in our case, then only the overall network evolves,
with microvascular endothelial cells moving to create a more harmonized net pattern with regular
meshes.

For further use of this model and to test our sulfated polysaccharides, we defined 9h30 as the
incubation time after which the capillary network was well formed and stable at this time. Pictures
taken at t = 9h30 could then be compared to see the potent anti-angiogenic activities of the tested
compounds.
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Figure 3. Effect of the addition of MCF-7 heparanase-rich supernatant on HSKMEC pseudo-vessels
formation. Cells were plated in Matrigel™ in the presence (or absence) of 10 ul of heparanase-rich
supernatant from MCEF-7 cultured in FBS-free medium under hypoxia for 48h. Capillary network
formation was visualized using a Zeiss Axiovert 200M fluorescent inverted microscope and monitored
for 21h. Angiogenesis was observed after 9h30 under hypoxia in FBS-free medium in the absence (a) or
in the presence (b) of heparanase-rich MCF-7 supernatant. (c) Angiogenesis formation was followed
over time with pictures taken every 2 hours and by studying the number of pseudovessels, junctions,
meshes and the size of the meshes (indicated in pixels). Results are presented as the mean +/- SD for
triplicates

24 Anti-angiogenic potential of heparanase inhibitors.

After establishing a Matrigel™ test implicating heparanase in the angiogenesis process, the anti-
angiogenic potential of the LMW anti-heparanase polysaccharides we produced was assessed.
Compounds were tested at a concentration of 200pug/ml and their impact on pseudo-vessels formation
and number of junctions in the angiogenesis network were measured. The previous kinetic study
indicated that in the HskMEC Matrigel® model, the angiogenesis tended to develop quickly and then
mature, to form a regular net pattern. We then investigated on one hand, the effect of the LMW
sulfated polysaccharides on the angiogenesis development during the first seven hours, when the
cellular activity is the highest and, on the other hand, the number of pseudo vessels formed at t = 9h30,
when angiogenesis reached a plateau. The rate of angiogenesis formation was represented as the slope
of the linear regression made on the evolution, over time, of the number of pseudo vessels (from 0 to
7h) and junctions (1h30 to 7h). (Slopes obtained are presented in supplementary data)

Overall, the four compounds slowed down the angiogenesis development, both in the FBS-free or
in the MCF-7 induced tube formation (Figure 4). As shown in Figure 5, it appears that the more the
compound inhibits heparanase, the more it slows the angiogenesis development. Thus, the RD-GS-A-
Carrageenan, proposed as a good alternative to heparin for heparanase inhibition, was able to slow
the speed of formation of pseudo vessels by 32% in FBS-free medium and 48% in heparanase-rich
medium. In comparison, UF-heparin slowed the speed of formation of pseudo vessels by 45% in
classic medium and 57% in heparanase-rich medium (Figure 4a).

When looking at a precise time: 9h30, where angiogenesis has reached a plateau, the potential of
the RD-GS-A-Carrageenan seems confirmed (Fig 4c). Indeed, compared to the blank control, the
number of pseudo vessels at 9h30 is reduced by 39% in the presence of RD-GS-A-Carrageenan in
medium supplemented by MCF-7 supernatant when UF-heparin displayed a lower reduction of 28%
in the same conditions. In this analysis, all the LMW sulfated polysaccharides present lower inhibition
when MCEF-7 supernatant was added. The most stricking examples concern UF-heparin and RD-GS-
DextranS. They display an inhibition of pseudo vessels formation of respectively 44% and 21% when
FBS-free medium is used and 28% and 12% when the supernatant is added. This could be explained
because in classic medium, even in hypoxic conditions, the HsSKMEC microendothelial cells didn’t
secrete much heparanase (see Fig 2). However, when heparanase-rich medium from MCF-7 was
added in the medium, the resulting higher level of enzyme made the inhibition less efficient as the
same inhibitor concentrations were tested in both cases.
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Figure 4. Effects of heparanase inhibitors on the kinetics of HSKMEC pseudovessels formation and
junctions between them. Cells were incubated with heparanase inhibitors (200 pg/ml) on Matrigel
either in the presence (black columns) or absence (white columns) of MCF-7 heparanase-rich
supernatant. Angiogenesis kinetic was assessed by the determination of pseudo-vessels formed (a),
between 0 to 7h, and junctions formed between 1h30 to 7h (b) with photos taken every 30 min. Results
are presented as the slope of a linear regression realized with number of pseudo vessels and junctions
determined at each time with the Image J software (see supplementary data). (c) The number of pseudo
vessels (+ SD) formed at t = 9h30. Inhibition of the angiogenesis development is specified for each
compound tested and indicated as a percentage missing compared to the blank values. Complete
kinetics from 0 to 19h are presented in supplementary data.

Moreover, it is also well described that breast cancer cells can produce a variety of growth factors
like VEGF or FGF-2 (Fox et al., 2007; Relf et al., 1997). These additional growth factors can as well
stimulate angiogenesis and reduce the efficacy of tested compound, although heparin is known for
binding to VEGF (Presta et al., 2003), and A-carrageenan have the potential for binding to growth
factors like FGF-2 (Niu et al., 2015).

Though, a correlation seems to appear between anti-heparanase activity and angiogenesis
inhibition of our compounds (figure 5). We thus hypothesized that they mainly regulate angiogenesis
through interaction with heparanase. The endothelial cells mobility and invasion capacity are key
factors for the formation of pseudo vessels and heparanase helps this phenomenon by degrading the
HS component of the ECM (here the Matrigel) (Barash et al., 2010). A low mobility of the cells was
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observed, along with the reduced capacity to form pseudovessels, when analyzing microscope photos
of wells containing heparanase inhibitors like UF-Heparin or RD-GS-A-Carrageenan, supporting the
prevalent role of heparanase in angiogenesis.
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Figure 5. Comparison of the anti-angiogenic and anti-heparanase activities of studied sulfated
polysaccharides. (a) The population comprising RD-GS-Heparin and RD-GS-DextranS has low anti-
heparanase activity and anti-angiogenic activity. (b) The population comprising UF-Heparin and RD-
GS-A-Carrageenan has high anti-heparanase activity and high anti-angiogenic activity.

Coupled with its low anti-coagulant activity (Poupard et al., 2017a), the RD-GS-A-Carrageenan
appeared as a promising anti-angiogenic candidate. Though, it’s inhibition potential both in absence
or presence of MCF-7 supernatant may suggests that it is not specific to heparanase. In fact, other
sulfated polysaccharide-based inhibitors of heparanase actually in clinical trial like SST0001 or PG-545
do not exclusively inhibit heparanase but also interact with VEGFs or FGFs (Rivara et al., 2016).
Moreover, our results support the recent study by Niu et al (Niu et al., 2015) showing that A-
Carrageenan disaccharide structure bearing an average of three sulfates (D-galactose 2-sulfate + D-
galactose 2,6-sulfate) is similar to HS structural features and can bind FGF-2 and inhibit heparanase.
It’s anti-angiogenic potential through inhibition of heparanase seems even more interesting as a recent
modeling study showed it’s capacity to bind to the active site of heparanase (Rabelink et al., 2017).

3 Material and methods

3.1 Cell culture

The Human Skin Microvascular Endothelial Cell line (HSkMEC) was established in the Centre for
Molecular Biophysics of Orléans according to the method previously described (Kieda et al., 2002)
and patented (C. Kieda, Centre national de la Recherche Scientifique, patent 99-16169). Their
phenotype is stable in terms of adhesion molecules and endothelial cells characteristics (Kieda et al.,
2002). Human mammary carcinoma cell line (MCF-7), and metastatic mammary carcinoma cell line
MDA-MB-231 were purchased from ATCC.

Cell lines were cultured at 37°C in OptiMEM with Glutamax I (ThermoFischer Europe)
supplemented with 2% heat-inactivated Fetal Bovine Serum (FBS) (Sigma Aldrich), 40 ug/mL
gentamycin (ThermoFisher, Europe) and 0.05 pg/mL fungizone (ThermoFisher Europe).

For hypoxia treatment, cells were placed in a humidified atmosphere at 37°C with a stabilized gas
mixture input containing 94%N:/ 5%CO2/ 1%0O: (Air Liquide, France) in a Hypoxystation® H35. For
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normoxia treatment, cells were incubated in a humidified atmosphere maintained at 37°C in 5% CO2/
95% atmospheric air.

To simulate nutrient poor conditions, cultures were FBS-deprived. The cells were incubated for
the first 24h with a complete OPTIMEM medium supplemented with 2% FBS for a good adhesion and
multiplication. Then the medium was replaced by complete FBS-free OPTIMEM medium and cells
were incubated for 48h before collecting supernatants.

3.2 Western blotting

Cells were grown to 80% confluence and lysed in lysis buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 100 mM
NaCl, 5 mM EDTA, 50 mM NaF, 1% Triton X-100, 1X complete protease inhibitor cocktail (Roche
science)) for 10 min on ice with regular stirring. Cells were finally centrifuged at 10,000 g for 10 min at
4°C and supernatants were stored at -80°C.

Protein concentration was determined using the DC protein assay (BioRad), an improved version
of the well-documented Lowry assay.

Rabbit anti-human Heparanase was purchased from AbCam, rabbit anti-human actin was
purchased from Cell signaling and goat anti-rabbit IgG peroxidase was purchased from Life
technology.

Proteins from cell lysate samples (22 ug) were separated by SDS-PAGE on 15% gel, using
precision plus protein dual color standard (Bio-Rad) as molecular-weight size markers, and
electroblotted on PVDF membranes. These membranes were first incubated with the primary
antibody (rabbit anti human actin diluted 1:1000 or rabbit anti-human heparanase diluted 1:500) in
0.05% TBS-Tween with 10% dried milk for 1h at room temperature. Then, the membranes were
washed 5 times with 0.05% TBS-Tween before incubation with the secondary antibody (anti-rabbit IgG
peroxidase diluted 1:33) in 0.05% TBS-Tween with 10% dried milk for 1h at room temperature.
Proteins were detected by chemoluminescence (West Dura supersignal detection system) using Pxi
equipped with GeneSys software.

3.3 ELISA assay

The heparanase release profiles in HSKkMEC, MCF-7 and MDA-MB-231 cell line supernatants
were analyzed using Human HPSE/Heparanase ELISA kit according to the manufacturer’s
instructions (LSBio).

3.4 In vitro angiogenesis assay

Ninety-six-well plates were coated with growth factor-reduced Matrigel™ (BD Bioscience). Cells
were trypsinized, washed and seeded at 15,000 cells per well in FBS-free medium. Inhibitors were
added at 200 pg/mL final concentration. The experiment was performed in two conditions, in the
presence of 10 uL of MCF-7 heparanase-rich supernatant (10% of final volume) or without (replaced
by FBS-free culture medium). Cells were cultured under hypoxic (1% O,) conditions. Cell
rearrangement and pseudo-vessel formation were visualized using a Zeiss Axiovert 200M
fluorescence inverted microscope (Zeiss, Le Pecq, France) equipped with an Axiocam high-resolution
numeric camera connected to a computer driving the acquisition software Axiovision (Zeiss). The
direct real-time visualization of the pseudo-vessel formation was monitored for 24h. Photographs
were taken, processed using Axiovison Software and analyzed with Image] software with the
Angiogenesis analyzer add-on (Carpentier, 2012). Data obtained allowed angiogenesis quantification
through determination of pseudo-vessel number, inter-vessel junction number and mesh network
number.
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3.5 Elaboration of sulfated polysaccharides

Heparins, Dextran sulfate (shortened DextranS in this paper) and A-Carrageenan were purchased
respectively from Alfa Aesar, Sigma Aldrich and FMC Biopolymer. The respective modified molecules
were called RD-GS-Heparin, RD-GS-DextranS and RD-GS-A-Carrageenan.

The RD-GS prefix denotes the radical-assisted depolymerization (RD) of the commercial
polysaccharides associated with glycol splitting (GS).

Physicochemical depolymerization of polysaccharides by ultrasonic-assisted radical depolymerization

Polysaccharides were dissolved in water to a final concentration of 25 mg/mL (up to 4 mL) for
Heparin and Dextran sulfate and 5 mg/mL for A-Carrageenan due to its low solubility. The reaction
mixture was sonicated using a 3-mm diameter probe-type UP50H ultrasonicator (Hielscher Germany)
(micro tip MS3), which provided an amplitude of 180 um. The processor generated mechanical
longitudinal vibrations with a frequency of 30 kHz that were produced by electrical excitation. With
the reaction mixture at room temperature, the sonic pulses maintained a temperature of 60°C in the
reactor. Hydrogen peroxide 30% was added to obtain a final hydrogen peroxide/polysaccharide (w/w)
ratio of 0.15. After 8h of depolymerization, the reaction mixture was lyophilized prior to Glycol
splitting.

Glycol-split polysaccharide preparation

Glycol-split polysaccharides were prepared by exhaustive periodate oxidation followed by
borohydride reduction (Naggi et al., 2005). Reaction mixtures (3 mL) containing 40 mg of previously
depolymerized polysaccharides and 0.1M NalOs were incubated in the dark at 4°C under stirring at
500 rpm. After a 12h incubation, 120 pL of ethylene glycol were added to neutralize the excess of
periodate. The incubation conditions were the same as above for 1h. Then 26 mg of solid NaBHs were
added to the reaction mixture at 4°C and the reaction was stirred for 4h to let the temperature return
to ambient. The pH was then adjusted to 4 with 1M HCl before neutralization with 1M NaOH. The
mixtures were finally desalted by dialysis using a 1kDa porous cellulose ester membrane (spectra/Por
Dialysis membrane MWCO: 1000). Dialysis was performed 3 times for 12h at 4°C against 4L of
ultrapure water.

3.6 SEC-HPLC Analysis

Structural and quantitative analyzes of reaction products by size exclusion chromatography
(SEC) were performed using an Agilent LC/MS-ES system (1100 LC/MSD Trap VL mass spectrometer)
with one TSK-GEL G5000PW and one TSK-GEL G4000PW column mounted in series. Columns were
maintained at 30°C and the products were eluted with 0.1M Sodium nitrate (NaNOs3) at a flow rate of
0.5 mL/min. Products were detected and quantified by differential refractometry using HP
Chemstation software off-line for the processing.

Heparin oligosaccharides of different molecular weights purchased from Iduron (Manchester,
UK) were used as calibrants for the standard curve and calculation of the size of heparin derivative
products. Dextrans of different molecular weights purchased from Sigma Aldrich were used as
calibrants for the standard curve and calculation of the size of Dextran sulfate and Carrageenan
derivatives

Number-averaged molar mass (Mn) was calculated as follows (Mulloy and Hogwood, 2015):

Mu=(Y NixMi)/Y Ni o

where Ni was the number of moles of polymer species, Mi was the molecular weight of polymer.

3.7 Cell viability assay
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Sulfated polysaccharides were tested on HSKMEC cultures to measure their cytotoxicity using
Alamar Blue® assay. This assay was performed over 4 days. On day 1, cells were seeded into a 96-
well plate at 500 cells/well in 50 pL of complete OPTIMEM medium supplemented with 2% FBS and
incubated for 24h at 37°C. On day 2, 40 pl of complete OPTIMEM medium containing different
concentrations of sulfated polysaccharides were added into the wells. Concentrations were tested in 8
replicates. The plate was incubated for another 24h at 37°C. On day 3, 10 pL of commercial solution of
Alamar Blue® (Life technology) were added into each well and the plate was incubated for another
24h at 37°C. On day 4, each well supernatant was transferred into a black polystyrene plate (Corning®
#3915) adapted for fluorescence and measurements were made using the following parameters:
Aex=544 nm and Aem=590nm with a BMG Labtech Fluostar Omega spectrofluorometer.

3.8 Sulfate determination

The stability of the sulfate groups on the sugar backbone was monitored using (7-
aminophenothiazin-3-ylidene)-dimethylazanium chloride (Azure A), which binds the sulfated groups
in a polysaccharide chain (Klein et al., 1982b). Briefly, 200 uL of a 10 mg/L solution of aqueous Azure
A were added to 20 pL of diluted sulfated polysaccharide samples. Absorbance was then measured at
535 nm. Dextran sulfate with characterized sulfur content was used to build the calibration curve. The
sulfur content was then transposed into sulfate content.

3.9 Heparanase inhibition assay

Heparanase inhibition assays were performed using the heparanase assay toolbox (Cisbio Assay,
France) with heparanase purchased from R&D systems (human recombinant heparanase HPSE). The
hydrolysis of Biotin-H-Eu(K) (heparan sulfate labeled with both biotin and Eu3+ cryptate) was
performed in white 96-well half-area plates (Corning® #3693) using a BMG Labtech Fluostar Omega
spectrofluorometer with a high time resolved fluorescence (HTRF) module. The reaction was
performed in the presence or the absence of polysaccharide products at 37°C in a final volume of 60
uL. First, 15 uL of inhibitor solutions in ultrapure water were added into the wells followed by 15 pL
of heparanase solution (400 ng/mL heparanase in Tris-HCl pH 7.5, 0.15M NaCl and 0.1% CHAPS).
After 10 min of preincubation at 37°C, an enzyme reaction was initiated by adding 30 uL of Bio-HS-
Eu(K) (4.4 ng/uL in 0.2M Sodium acetate buffer, pH 5.5) and the plate was incubated at 37°C for 15
min. Then 20 pL of strepavidin-d2 (10 ng/uL in 0.1M NaPOs buffer, pH 7.4, 0.8M KF, 0.1% BSA, 1
mg/mL Heparin ) were added and incubated for 2 min at 37°C. The fluorescence was measured at
Aem1=620 nm and Aem2=665nm, after 60 us of excitation at Aex =337 nm. The delta F (%) was calculated
using the following equation as indicated by the suppliers:

Delta F (%) _ (F665 / F620) sample - (F665/F620) blank x 100 (2)
(F665/F620) blank

where F665 and F620 were fluorescence signals measured at 665 nm and 620 nm, respectively.
ICs0 were determined based on the curve fitting tool from SigmaPlot software (Systat Software
Inc, San Jose, USA) using the equation: Sigmoidal; logistic; 3 parameters.

3.10  Statistical analysis

Data are presented as the mean + SE of at least one triplicate run. For cell viability and
angiogenesis characterization parameters (pseudo-vessels, junctions, meshes), statistical analysis were
performed using SigmaPlot software (Systat Software Inc, San Jose, USA). Replicates (n=7 for cell
viability; n=3 for angiogenesis parameters) were averaged and the values were tested for normality
(Shapiro-Wilk test). Replicates were obtained from individual culture wells (n =7 or n =3) and
analyzed using a one-way ANOVA.
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4 Conclusion

We herein investigated the heparanase inhibition potential of sulfated polysaccharides submitted
to depolymerization and glycol splitting. The 11kDa RD-GS-A-Carrageenan produced had an
interesting heparanase ICs of 7.32 ng/mL. Then heparanase expression profile of three different cell
lines was investigated: one microvascular (HSk-MEC) and two mammary carcinoma cell lines (MDA-
MB-231 and MCE-7). We showed that hypoxia associated with nutrient-poor conditions were the best
culture conditions for MCE-7 cells to excrete high amounts of mature heparanase. We used the
resultant heparanase-rich supernatant to study its effect on the angiogenesis network formed by HSk-
MEC in Matrigel™. Results showed that its addition doubled the number of pseudo-vessels and
meshes formed while the junctions were multiplied by 1.5 confirming the pro-angiogenic role of the
enzyme. Finally, we assessed the anti-angiogenic properties of produced sulfated polysaccharides in
the same Matrigel™ model. An overall anti-angiogenic effect was observed for the 4 compounds and
we hypothesized that it was related to their capacity to inhibit heparanase. Though, it remains unclear
whether the tested polysaccharides acted solely on heparanase or also by blocking growth factors or
their receptors.

Among the 4 sulfated polysaccharides tested, the 11kDa RD-GS-A-Carrageenan stepped out as a
promising anti-angiogenic candidate, as it was able to inhibit pseudo-vessel formation by 42% in the
absence of MCF-7 heparanase-rich supernatant and 39% in its presence. It also displayed a capacity to
slow the angiogenesis process by reducing the formation of pseudo vessels by 32% for the seven first
hours in an in vitro Matrigel® test. This A-carrageenan derivative produced by a simple physico-
chemical process offers new options in terms of medical use for this family of sulfated polysaccharide
extracted from red algae and mostly exploited today by the food industry.

In a further study, we plan to investigate more exhaustively the composition of the MCF-7
heparanase-rich supernatant used here, especially the growth factors content, and to determine the
ability for the 11 kDa RD-GS-A-Carrageenan to interact with them as well as with heparanase.
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Points clés du Chapitre 11 :

Les lignees de cancers mammaires non métastatiques (MCF-7) et modérément
métastatiques (MDA-MB-231) produisent de I’héparanase sous sa forme pro ou mature.

Dans des conditions similaires a celles du microenvironnement tumoral telles que
I’hypoxie et le manque de nutriments, la lignée MCF-7 sécréte de I’héparanase mature
dans son surnageant de maniere importante.

Le surnageant des cellules MCF-7 cultivées en hypoxie et sans sérum, riche en
héparanase, stimule la formation d’un réseau angiogénique par les cellules
microvasculaires HSKMEC. Aprés 9h30 d’incubation en présence du surnageant, les
cellules forment 2 fois plus de pseudo vaisseaux que sans ajout de surnageant.

Le réseau angiogénique formé semble se développer rapidement pendant les 7 premiéres
heures puis se stabiliser pour devenir plus homogene.

Les polysaccharides sulfatés testés sont tous plus ou moins inhibiteurs de 1’angiogénése
aux concentrations analysées de 200ug/mL. L’inhibition apparait plus importante en
présence du surnageant riche en héparanase.

Les meilleurs inhibiteurs de ’héparanase tels que les héparine-NF et le carraghénane-\-
DR-GS sont les meilleurs inhibiteurs de 1’angiogénése ce qui confirmerait que 1’inhibition
observée passe par une inhibition de I’héparanase.

Le carraghénane-A-DR-GS montre une inhibition de 1’angiogénése proche de celle des
héparines-NF. Cela confirme son potentiel en tant qu’alternative aux héparines dans une
optique de traitement de I’angiogénese tumorale par inhibition de I’héparanase.

L’étude nécessite un approfondissement axé sur 1’analyse des facteurs de croissance
pro-angiogeniques tres probablement présents dans le surnageant hypoxique des cultures
de MCF-7. L’inhibition de I’angiogénése par les polysaccharides sulfatés pouvant
provenir de leurs interactions avec ces facteurs de croissance en plus de leur inhibition de
I’héparanase, ce parameétre devra étre éclairci.
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Conclusions générales:

Les travaux présentés dans ce manuscrit s’intégrent dans un projet dont 1’objectif principal
est la conception d’inhibiteurs sélectifs de 1’héparanase pour des traitements visant la
normalisation de I’angiogénése tumorale.

Dans une approche a la fois fondamentale et méthodologique, ces travaux ont eu pour
vocation premiére, de concevoir des inhibiteurs sélectifs de 1’héparanase. Dans un second
temps, nous nous sommes attachés a I’étude du comportement de 1’héparanase dans les cas de
cancers mammaires et au développement d’un modeéle d’angiogénése in vitro capable de

valider I’intérét des composés congus. Ces travaux sont resumé dans la figure 53.

L’héparanase est une glycosidase exprimée dans de nombreux cancers et qui participe,
par son activité enzymatique de dégradation des héparanes sulfates, au remodelage de la
matrice extracellulaire du microenvironnement tumoral (Vlodavsky et al., 2001). Cela a pour
effet de favoriser I’angiogénese tumorale ainsi que la dissémination de métastases au reste du
corps. Cette enzyme a suscité un intérét grandissant depuis sa caractérisation a la fin des
année 1990 (Vlodavsky et al., 1999) et la compréhension de son impact dans la progression
tumorale n’a cessée d’évoluer dés lors (Vlodavsky et al., 2016). Aujourd’hui, elle représente

une cible thérapeutique prometteuse pour le traitement de 1’angiogénese tumorale.

Pour répondre a I’objectif principal du projet qui est la conception d’inhibiteurs sélectifs de
I’héparanase, 1’¢tude a €té¢ pensée autour du criblage d’activités d’inhibition enzymatique de
I’héparanase par différents polysaccharides sulfatés présentant des analogies structurales avec
le substrat naturel de I’héparanase : 1’héparane sulfate.

L’un des inhibiteurs les plus décrits de I’héparanase est I’héparine, un composé déja
utilisé comme anticoagulant en médecine et qui est principalement extrait de mugqueuses
intestinales porcines (Linhardt and Gunay, 1999a). Le fait que ce composé soit extrait a
partir de tissus animaux pose de nombreuses problématiques en terme de rendement, de
purification et de contr6le sanitaire (Szajek et al., 2016). Ces parametres participent au co(t
important des traitements des patients (Lévesquel et al., 1997) et ont méme mené a une crise
sanitaire a la fin des années 2000 ou des lots d’héparines non conformes avaient entrainé la
mort de plusieurs patients (Guerrini et al., 2009).

La recherche d’alternatives aux héparines est un sujet qui a suscité de nombreux
p
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travaux, principalement axes sur la recherche de nouveaux anticoagulants, mais tout aussi
importants quant a la recherche d’inhibiteurs de 1’héparanase. De nombreux polysaccharides
sulfatés, structuralement proches des héparines, peuvent étre obtenus a partir de biomasses
algales tels que les fucoidanes ou les carraghénanes. Une autre stratégie consiste en
I’hypersulfatation de dextranes extraits de cultures bactériennes qui permet 1’obtention de
dextrans sulfate. De part leur analogie structurale avec les héparanes sulfate et donc leur
intérét thérapeutique, ces polysaccharides sulfatés représentent un fort potentiel de
valorisation en tant qu’actifs santé, une thématique de recherche a laquelle s’attache tout

particulierement notre laboratoire.

Dans le 1* chapitre de ce manuscrit, nous nous sommes donc concentrés sur la
production de polysaccharides sulfatés de bas poids moléculaires inhibiteurs de

I’héparanase.

Les composés qui ont été choisis pour cette étude étaient : les héparines et chondroitine-4-

sulfate d’origine animale, les dextrans sulfate pouvant étre produits par I’intermédiaire de

dextranes bactériens, ainsi que les fucoidanes (issus de fucus vesiculosus) et les
carraghénanes-A, -1 et —k d’origines algales.

De part leur analogie de structure avec les héparines, ces composés d’origines différentes

présentent des activités anticoagulantes qui, dans le cadre d’une inhibition ciblée de

I’héparanase, deviennent des effets secondaires indésirables (Campo et al., 2009; Li et al.,
2008; Zeerleder et al., 2002).
En 2013, une méthode de dépolymérisation a été développée au laboratoire qui, utilisée sur

des heparines, a permis I’obtention d’HBPM dont les activités anti-coagulantes étaient

réduites (Achour et al., 2013). Cette méthode associe une dépolymérisation chimique
radicalaire utilisant le peroxyde d’hydrogéne a une dépolymérisation physique utilisant les
ultrasons.

Un autre procédé a également été testé, celui du glycol-split. Il correspond a une étape
d’oxydation suivie d’une réduction. Utilisée sur les héparines, ce procedé permet de
supprimer leurs activités anticoagulantes (Casu et al., 2002) et il semble augmenter la
flexibilité des chaines moléculaires, améliorant ainsi I’inhibition de I’héparanase (Naggi et al.,

2005; Vlodavsky et al., 2007). Ce gain de plasticité nous a paru particuliérement intéressant

guant a la modulation des activités biologiques des polysaccharides de notre étude.

Suite a ces observations, nous avons donc soumis nos polysaccharides sulfatés a: la
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méthode de dépolymérisation radicalaire assistée par ultrasons (DR) seule, la méthode de
glycol-split (GS) seule, ainsi que 1’association des deux méthodes dans les deux ordres
possibles : Dépolymérisation puis glycol-split (DR-GS), ou glycol split puis dépolymérisation
(GS-DR).

L’activité recherchée en priorité dans notre travail est une inhibition ciblée de
I’héparanase. Les activités anticoagulantes ont également été évaluées. L’inhibition de
I’héparanase a été mesurée par un test enzymatique in vitro tandis que I’inhibition de la
coagulation a été évaluee par des tests en coagulométrie sur les trois voies de la coagulations
(intrinseque, extrinséque et commune) ainsi que sur des facteurs spécifiques tels que le Xa et

le I1a (thrombine) en présence d’antithrombine.

Les résultats préliminaires de cette étude ont montré dans un premier temps que tous les
composés NF, exceptés les chondroitines-4-sulfate exercaient une inhibition de
I’héparanase. Les plus fortes inhibitions relatives ont été observées pour les dextrans sulfate,
fucoidanes , héparines et carrageenan-i (respectivement 102%, 86%, 83% et 69% a 40ug/mL)
et semblaient indiquer une corrélation directe entre le taux de sulfatation des composeés et
leur potentiel d’inhibition de I’héparanase. Cependant, tous présentaient également de
fortes inhibitions des différentes composantes de la coagulation. Leurs activités se devaient

donc d’étre modulées afin d’essayer de gagner en spécificité sur I’inhibition de I’héparanase.

La dépolymérisation radicalaire assistée par ultrasons s’est avérée efficace sur tous
les polysaccharides testés. Aprés 8h de dépolymérisation sous ultrasons en présence d’un
ratio massique H,O./polysaccharide de 0,15, des poids moléculaires inférieurs a 10 kDa ont
pu étre obtenus pour tous les polysaccharides excepté les carraghénanes-i et —x dont les poids
moléculaires respectifs n’ont pu étre réduits au dela de 77 kDa et 29 kDa. Nous avons observé
que les dépolymérisations s’accompagnaient en général d’une perte d’activité, tant sur la

coagulation que sur I’héparanase ainsi que d’une diminution du taux de sulfate.

Excepté pour les héparines, le procédé de glycol split seul, s’est avéré inefficace pour
moduler les activités biologiques des polysaccharides. Nos expériences ont cependant
confirmé une perte de ’activité anticoagulante des héparines-GS, notamment envers les
facteurs spécifiques Xa et lla comme le décrit la littérature (Casu et al., 2002). Pour autant,

nos données ne montrent pas d’améliorations apportées par le GS quant a ’inhibition de
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I’héparanase par les héparines comme 1’indique la littérature (Naggi et al., 2005).

L’association DR-GS a permis 1’obtention de composés de poids moléculaires inférieurs a
ceux obtenus avec la DR. De plus, avec cette association, le GS semble avoir un impact plus
important sur les activités biologiques. Par exemple, le carraghénane-A-DR n’a montré
aucune inhibition de I’héparanase et une activité anticoagulante modérée alors que le
carraghénane-A-DR-GS présentait une inhibition relative de 1’héparanase de 44% et une
activité anticoagulante quasi nulle.

Pour certains polysaccharides, 1’association DR-GS a entrainé une déstructuration trop
importante menant a une perte totale d’activité. Cela a notament été observé pour les
dextrans sulfate tandis qu’une fragmentation quasi-totale du composé s’est produite pour les
fucoidanes ou aucun poids moléculaire supérieur a 1000 Da n’a été obtenu. Cela serait associé
au fait que les réactions radicalaires pendant la DR génerent des dérives sensibles 1’oxydation

induite par le GS et ainsi une déstructuration totale (Horton, 2011).

Toutes ces données nous ont permis de conclure que la sulfatation des composes était
tout aussi importante que la taille des chaines pour inhiber I’héparanase. Cela semble

également valable pour P’inhibition des facteurs des 3 voies de la coagulation.

La conception de polysaccharides sulfatés de bas poids moléculaire et I’analyse de leurs
activités anti-héparanase et anticoagulante a permis d’identifier des dérivés d’héparines et
de carraghénane-A (notamment GS-DR et DR-GS) comme étant de bons inhibiteurs de
I’héparanase et de faibles inhibiteurs de la coagulation sanguine. Cette spécificité
d’inhibition de I’héparanase observée nous a mené a effectuer une étude plus approfondie des
dérivés produits qui a fait I’objet d’une publication dans le journal carbohydrate polymer
en février 2017 (Poupard et al, 2017).

Cette étude a repris une partie des données obtenues lors de la phase de criblage des
polysaccharides sulfatés, puis s’est intéressée aux paramétres de la DR vis-a-vis vis de la
réduction du poids moléculaire des carraghénanes-A. Les résultats ont mis en avant que
I’augmentation du ratio H,O,/carraghénane-). permettait une dépolymérisation plus
importante et plus rapide, alors que des tentatives analogues effectuées sur un
polysaccharide complexe extrait d’une bactérie n’avaient pas mené a ce constat (Petit et al.,

2007). Ces résultats suggeérent qu’en ajustant les parametres de ratio H,O/polysaccharide et
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du temps de dépolymérisation il serait possible de controler la masse moléculaire moyenne
que 1’on souhaite obtenir. Ils confirment, par la méme occasion, 1’utilit¢ de la DR dont la

réalisation se fait en une étape, est peu colteuse et n’utilise pas de solvants organiques.

L’étude a également permis d’aller plus en amont dans le comportement d’inhibition de
I’héparanase par nos dérivés en obtenant leurs ICso. Ces résultats sont particuliérement
intéressants car les 1Csy calculés de I’héparine-NF et du carraghénane-A-DR-GS
(respectivement de 10,7 et 7,32 ng/mL) sont quasi identiques. L’héparine étant 1’inhibiteur
de prédilection pour I’héparanase, ces résultats sont prometteurs pour le composé
carraghénane-A  DR-GS. Ce composé est d’autant plus prometteur que sa capacité
d’inhibition de I’héparanase est trés proche de celle de ’héparine non anticoagulante
SSTO0001 actuellement en essai clinique pour le traitement anti-angiogénique de myelémes
multiples par inhibition de 1’héparanase. En effet, I’ICso du SST0001 envers I’héparanase a
été évalué a 3 nM pour une concentration d’héparanase de 2,5 nM (Pala et al., 2016), tandis
que celle évaluée pour notre carraghénane-A DR-GS correspond a 3,5 nM pour une
concentration d’héparanase de 1,74 nM. Toutefois une caractérisation plus précise de la masse
moléculaire du carraghénane-A DR-GS devra étre effectuée avant de pouvoir réellement
affirmer ces résultats.

L'un des autres points positifs du carraghénane-A-DR-GS est sa faible cytotoxicité (sur
des cellules endothéliales) de 10% a la concentration de 500 pg/mL alors qu’un mélange

d’héparines non fractionnées a la méme concentration induisait la mort de 50% des cellules.

De part I’intérét présenté par le carraghénane-A-DR-GS, une étude plus approfondie sur
sa structure a été réalisée par UHPLC-MS. Cette étude a permis d’identifier des espéces
allant de DP-2 a DP-10 et correspondant bien a la structure D2S,6S caractéristique des
carraghénanes-A. Des chaines plus longues sont également présentes en solution mais de par
la difficulté d’ionisation, ne sont pas observables en analyse en ESI en mode négatif. Les
résultats obtenus ont également montré que pour chaque DP différent, des espéces
désulfatés partiellement ou en totalité existaient dans le mélange du carraghénane-A-DR-
GS. La possibilité de cyclisations intramoléculaires détectées par la perte d’H,O consécutive a
une perte de fonction sulfate est également envisagee sur la moitié D2S,6S pour former un 3,6
anhydrogalactose (DA). Cette cyclisation induirait des alternances entre structures de type
carraghénane-A (G2S - D2S,6S) et carraghénane-0 (G2S — DA2S). Le changement de

conformation de chaise “C; & 'C, entre le motif D2S,6S et DA2S pourrait grandement
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impacter les activités biologiques du composé.

Ces analyses en UHPLC-MS ont également permis d’élucider les modifications
structurales provoquées par le procéde de GS. Les données obtenues ne semblent pas valider
I’hypothése qu’en dépolymérisant le carraghénane-A, la perte de sulfate engendrée pourrait
produire des motifs D20OH,6S dont les diols vicinaux pourraient permettre des ouvertures de
cycles pyranosiques par le procédé de GS. En réalité, le GS ne semble pas ouvrir de cycles en
milieu de chaines. En effet, les cycles pyranosiques ouverts par ce procédé seraient plus
probablement ceux des extrémités réductrices et non réductrices. A ce stade de 1’étude, il
est donc encore difficile de distinguer structuralement ce qui permet une faible inhibition de la

coagulation et une forte inhibition de I’héparanase pour le carraghénane-A-DR-GS.

[ Polysaccharides sulfatés ]

[ Activités biologiques ]

Héparines Fucoidane
Chondroitine-4-sulfate Carraghénane-A, Letk

el @&

Origines diverses

v
Modulation des activités biologiques par dépolymérisation
physicochimique et/ou modification chimique

Dextran sulfate

- Anti-héparanase
- Anticoagulant

v v v v Composés sélectifs de
GS DR DR-GS GS-DR s
| | | | I’héparanase
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Criblage des activités biologiques des composés de bas poids - Carraghénane—?\—DR—GS
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Figure 53 : Résumé schématique des travaux réalisés dans le manuscrit, : de la production de polysaccharides de bas
poids moléculaires pour I’inhibition ciblée de I’héparanase a 1’évaluation de leur activité anti-angiogénique.

Quoi qu’il en soit, le profil d’inhibition de I’héparanase qu’offre le carraghénane-i-

DR-GS est prometteur quant a I’inhibition de I’angiogénése médiée par cette enzyme.
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Les travaux realises dans le chapitre 2 étaient destinés a concevoir un modeéle dans lequel
nous pourrions étudier le role de I’héparanase dans l’angiogénése des tumeurs

mammaires ainsi que le role de ses inhibiteurs.

L’étude a porté sur deux lignées de cancers mammaires aux phénotypes différents, I’une
non métastatique (MCF-7) et la seconde modérément métastatique (MDA-MB-231). Nous
souhaitions, dans un premier temps, analyser I’impact que pouvait avoir les conditions
particuliéres du microenvironnement tumoral comme I’hypoxie et le manque de nutriments
sur la production et la sécrétion d’héparanase (forme pro ou forme mature) par ces lignées
cellulaires. Pour simuler I’hypoxie, ces cellules ont été cultivées dans une atmosphére
contenant 1% d’oxygéne tandis que pour simuler le manque de nutriments, elles ont été
cultivées sans sérum de veau feetal (SVF). Ces analyses ont également été effectuées sur la
lignée de cellules endothéliales microvasculaires (HSKkMEC) que nous souhaitions utiliser

pour I’évaluation de 1’angiogénése.

Les premiers résultats ont été obtenus par des mesures en western blot des lysats
cellulaires. Pour les deux lignées de cancer mammaire, de 1’héparanase sous sa forme pro et
mature était présente dans les lysats cellulaires cultivés en normoxie. La lignée MCF-7
semblait cependant favoriser la production d’héparanase mature. Les résultats obtenus en
hypoxie montraient une forte diminution de la forme pro-héparanase dans les lysats cellulaires
et toujours une présence résiduelle d’héparanase mature. Nous avons donc émis I’hypotheése
qu’en hypoxie, la production d’héparanase mature était favorisée, ce qui expliquait la
baisse du taux de pro-héparanase. Nous avons également avancé que si aucun surplus
d’héparanase mature ne semblait visible dans les lysats cellulaires obtenus en hypoxie, la
raison pouvait étre que 1’héparanase mature était bien produite en plus grande quantité mais
qu’elle était excrétée dans le microenvironnement. L’ajout ou non de SVF dans les cultures
n’a pas montré d’impact sur la quantité d’héparanase pro ou mature produite.

Pour vérifier ces hypothéses nous avons réalis¢ un dosage ELISA de 1’héparanase dans les
surnageants cellulaires. Une trés faible différence en faveur de 1’excrétion de 1’héparanase
mature en conditions hypoxiques a été observée pour la lignée MDA-MB-231. En revanche,
pour la lignée MCF-7, I’hypoxie semble clairement favoriser une sécrétion de
I’héparanase mature dans le milieu extracellulaire. La sécrétion observée était encore plus
importante dans les cultures sans sérum. Ces résultats montrent que pour la lignée MCF-7, les

conditions de stress du microenvironnement tumoral tel que I’hypoxie ou le manque de
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nutriments favorisent clairement la sécrétion d’héparanase, probablement dans le but de
déclencher I’angiogénése qui viendrait pallier a ce manque d’oxygene et de nutriments. Nous
avons été plus étonné de ne pas observer une sécrétion d’héparanase par la lignée MDA-MB-
231 étant donné son phénotype pro-métastatique. Une hypothése probable est que sur ce type
de cellules invasives, I’héparanase est sécrétée, mais peut rester accrochée sur la paroi externe
des cellules afin de dégrader la MEC et gagner en mobilité, ou pour dégrader la membrane

basale des vaisseaux sanguins et entamer une extravasation dans le systéme circulatoire.

Ces premiers résultats nous ont mené a évaluer I’impact de ce surnageant riche en
héparanase produit par les cellules MCF-7 en conditions hypoxiques et sans sérum sur
I’angiogénése des cellules endothéliales. Pour cela, des cellules endothéliales ont été cultivées
en hypoxie puis déposees sur un Matrigel 3D en présence de surnageant tumoral riche en
héparanase, ou de milieu de culture pour le contrdle. Les résultats obtenus par traitement
d’images des photos prises en microscopie ont clairement montré une augmentation de
I’angiogénese d’un facteur 2 du a la présence de surnageant de MCF-7 riche en héparanase.
L’étude cinétique de I’angiogénése en fonction des parametres du réseau angiogenique formé
(nombre de pseudo vaisseaux de jonctions et de maille) a également permis de montrer que
I’angiogénese se développait rapidement dans les 6 premiéres heures avec ou sans
surnageant puis tendait a former un réseau plus aboutit avec des mailles plus resserrées

jusqu’a 24h.

La derniére partie de cette étude consistait a utiliser ce modele d’angiogénése sous hypoxie
afin de tester le potentiel anti-angiogénique de nos meilleurs candidats anti-héparanase
identifiés lors de la phase de criblage. Ces tests ont montré que notre meilleur candidat, le
carraghénane-A-DR-GS présentait une inhibition de la formation de pseudo vaisseaux (de 0 a
7h de culture) proche de celle observée pour I’héparine NF (respectivement 32% et 47%).
Ces données corrélaient totalement avec I’inhibition de 1’héparanase que présentait ces
composes, sans pour autant nous permettre d’affirmer que cette inhibition de ’angiogénése
héparanase dépendante. De plus, lors de cette étude, nous avions souhaité tester le Dextran
sulfate DR-GS en tant que témoin négatif car il n’avait pas montré d’inhibition conséquente
de I’héparanase. Sur le modele d’angiogénese, ce composé a en effet montré une inhibition
tres réduite de la formation de pseudo vaisseaux.

Un deuxiéme parametre a alors été analysé : I’inhibition de 1’angiogénése par nos

candidats inhibiteurs de 1’héparanase en situation ou du surnageant riche en héparanase
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provenant de MCF-7 était rajouté. Les inhibitions de 1’angiogénése relevées dans cette phase
de test étaient toutes plus importantes que dans les conditions n’impliquant pas d’ajout de
surnageant. Dans ces conditions, le carraghénane-A-DR-GS inhibait la vitesse de formation
des pseudo vaisseaux, de 0 a 7h, a hauteur de 48% tandis que 1’héparine-NF inhibait cette
méme vitesse a hauteur de 57%. Ces résultats ont donc confirmé I’intérét du carraghénane-\-
DR-GS comme anti-angiogénique alternatif aux héparines.

L’inhibition plus forte en présence de surnageant riche en héparanase semble supporter le
fait que I’activité anti-angiogénique observée est liée a I’héparanase, cependant elle pourrait
également étre attribuée a une intéraction des composés testés avec des facteurs de croissance
pro-angiogeniques. En effet, il est décrit dans la littérature que les tumeurs mammaires
surexpriment des facteurs pro-angiogéniques tel que le VEGF ou le FGF-2 (Relf et al., 1997).
Or, si I’on observe les inhibiteurs de 1’héparanase actuellement en essai clinique, comme le
SST0001 ou le PG-545, ils sont tous décrits comme inhibant 1’angiogénése par inhibition de
I’héparanase mais également par capture de certains facteurs de croissance (Rivara et al.,
2016). De plus des dérivés de carraghénane-A ont déja été décrits pour interagir avec le FGF-2
(Niu et al., 2015). Il ne serait donc pas étonnant que notre carraghénane-A-DR-GS éxerce une
activité anti-angiogénique en interagissant avec des facteurs de croissance.

Déterminer la structure exacte de ce composé et les cibles biologiques sur lesquelles il

influe représente, par ailleurs, les principales perspectives pour la suite de ces travaux.
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Différentes perspectives sont envisagées pour compléter ces travaux de théese, tant sur
I’aspect de la conception d’inhibiteurs de I’héparanase que sur le test d’angiogénése
impliquant les lignées cellulaires MCF-7 et Hsk-MEC. Ces perspectives sont énumérées ci-
dessous et sont rassemblées au sein d’un schéma récapitulatif présenté (Figure 55)

Les travaux de criblage ont permis 1’obtention d’un composé inhibiteur de ’héparanase
prometteur : le carraghénane-A-DR-GS. Ce dernier est dépourvu d’activité anticoagulante
et les paramétres d’inhibition de I’héparanase identifiés sont proches de ceux du SST0001
(Roneparstat), actuellement en phase I d’essai clinique pour le traitement du myélome
multiple. Afin de compléter la caractérisation de ce compose, des analyses complémentaires
sur la structure sont envisagées. Les premiers indices obtenus en UHPLC-MS pourront étre
complétés par 1’analyse de fragments plus petits pour faciliter I’élucidation de la structure.

Afin d’obtenir ces fragments, plus facilement caractérisables en LC-MS et plus adaptés
pour des analyses par RMN, la dégradation du dérivé carraghénane-A-DR-GS par la A\-
carraghénase issue de la bactérie marine pseudoalteromonas carrageenovora pourrait étre
une option intéressante. Cette enzyme permet [’obtention d’oligosaccharides de
carraghénane-i allant jusqu’a DP2 (Guibet et al., 2007), dont le profil de sulfatation n’est
pas altéré, comme c’est le cas pour des dépolymérisations en conditions acides ou
radicalaires. Elle parait donc particulierement adaptée pour aider a la détermination de la
structure du carraghénane-A-DR-GS.

Comme nous 1’avons proposé dans notre étude soumise au journal Marine Drugs, il est fort
probable que le carraghénane-A-DR-GS intéragisse avec des facteurs de croissance en plus de
I’héparanase. Des mesures évaluant les constantes d’affinité avec ces facteurs de croissance,
a I’aide de la technologie Biacore, pourraient apporter des informations cruciales sur les
intéractions biologiques qu’exerce ce composé.

Tres recemment au laboratoire, la synthese de nanoparticules de fer recouvertes de maniére
non covalente par des héparines a été réalisée. Ces nanoparticules ont la particularité d’induire
un contraste T2 en IRM, d’allonger le temps de demie-vie des héparines et peuvent étre
utilisées pour de la vectorisation grace a leur capacité de magnétoguidage. Ces travaux qui
font actuellement 1’objet d’une publication soumise au journal Biomaterials pourraient étre
adaptes aux carraghénanes-A-DR-GS pour des tests in vivo sur le petit animal en condition

de xenogreffe qui permettrait de valider I’accumulation du nano-objet dans la tumeur. Un
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autre protocole permettant d’évaluer la biodistribution du composé sur petit animal est
également envisagé.

Concernant le modele d’angiogénése, une caractérisation fine du surnageant riche en
héparanase produit par la lignée MCF-7, en condition d’hypoxie et sans sérum, est
indispensable. Plusieurs axes de caractérisations sont envisagés pour la poursuite de ces
travaux.

Dans un premier temps, le dosage par méthode ELISA des facteurs de croissance tels
gue le VEGF et le FGF dans les surnageants de culture pourrait étre effectué.

Dans un second temps, il serait intéressant de déterminer si la hausse de la concentration en
héparanase mesurée dans le surnageant est corrélée a une hausse de I’activité catalytique.
Pour cela, nous envisageons d’ajouter I’héparane sulfate portant un systéeme FRET (Biotin-
HS-K), utilisé dans le test d’activité héparanase de nos travaux, au sein du milieu de culture
hypoxique sans sérum de cellules MCF-7. Le suivi de la dégradation du substrat par
fluorimétrie devrait permettre de déterminer si une activité catalytique de type héparanase est
présente dans le milieu de culture.

Pour finir, il est envisagé d’effectuer des co-cultures MCF-7/Hsk-MEC a D’aide de
transwells. Cette technologie permet de cultiver les deux lignées dans deux puits superposes
baignant dans le méme milieu de culture. Le puit supérieur posséde un fond poreux qui
permet I’échange de signaux moléculaires sans un contact direct entre les lignées. De cette
maniere, il sera possible d’étudier plus précisément le rOle des potentiels facteurs de
croissance produits par MCF-7 ainsi que de 1’héparanase sur les cellules Hsk-MEC au sein
d’un Matrigel. Ces cultures utilisant les transwells sont également envisagées en utilisant des
cellules MCF-7 dont I’expresion de I’héparanase aurait été abolie au préalable a I’aide de
Si-RNA dirigés contre le géne de ’enzyme (MCF-7 HPSE négatives). Cela nous permettra
d’évaluer si les effets observés sur 1’angiogénese formée par les cellules Hsk-MEC sont bien

médiés par I’héparanase.

Des analyses a I’aide d’un kit d’extraction des protéines membranaires sont actuellement
en cours afin de déterminer si 1’héparanase est ancrée a la surface des cellules MCF-7. Ces
analyses nous permettront de mieux appréhender les résultats obtenus par western blot des

lysats cellulaires et des dosages ELISA appliques sur les surnageants.
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Perspectives pour le candidat Carraghénane-A-DR-GS
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Conception de polysaccharides sulfatés inhibiteurs de I’héparanase pour le traitement
de I’angiogénese tumorale

Résumeé :

L’angiogénése tumorale correspond & la formation de nouveaux vaisseaux sanguins afin d’alimenter la
tumeur et d’amplifier son développement. Cette étape constitue un facteur pronostique défavorable pour les
patients et son inhibition représente un fort intérét thérapeutique. Parmi les acteurs participant a 1’angiogénése
tumorale, on retrouve I’enzyme de dégradation héparanase au sein du microenvironnement tumoral de nombreux
cancer. Ces travaux de thése ont pour objectif de développer des inhibiteurs spécifiques de I’héparanase a partir
de polysaccharides sulfatés pour le traitement de ’angiogénése tumorale. La premiére partie de ces travaux a été
consacrée a 1’élaboration de polysaccharides sulfatés de bas poids moléculaires issus de sources animales
(Héparine, Chrondroitine sulfate), algales (Fucoidanes, Carraghénane-A-1-k) ou bactérienne (Dextran sulfate).
Nous avons utilisé pour cela un procédé de dépolymérisation radicalaire assisté par ultrasons, développé en 2013
au laboratoire, que nous avons associé a un procédé de modification chimique appelé glycol-split. Les composés
produits ont été évalués pour leurs activités d’inhibition de 1’héparanase et de la coagulation sanguine. Ce
criblage a notamment permis 1’identification d’un dérivé de bas poids moléculaire issu de Carraghénane-A
possédant une forte inhibition de I’héparanase pour une faible inhibition de la coagulation. La deuxiéme partie de
ces travaux s’est ensuite concentrée sur 1’évaluation du potentiel anti-angiogénique des inhibiteurs de
I’héparanase. Dans ce but, nous avons dans un premier temps évalué le réle de I’hypoxie et/ou le manque de
nutriments sur la production d’héparanase par des cellules de cancers mammairse. Dans ces conditions de stress,
nous avons observé que la lignée MCF-7 excrétait une forte quantité d’héparanase. L’analyse en Matrigel 3D du
réseau angiogénique formé par des cellules microvasculaires HskMEC, en présence du surnageant de MCF-7
riche en héparanase, a montré une forte stimulation de 1’angiogénése. Les méme tests réalisés en présence des
inhibiteurs de I’héparanase ont montré une inhibition de I’angiogénése qui semblait corrélée avec 1’inhibition de
I’héparanase.

Mots clé: Angiogénése, Héparanase, Coagulation sanguine, Microenvironnement tumoral, Polysaccharides
sulfatés, Dépolymérisation radicalaire assistée par ultrasons, Glycol-split, Hypoxie, Ciblage thérapeutique

Design of sulfated polysaccharide-based heparanase inhibitors for the treatment of
tumor angiogenesis.

Abstract :

Tumor angiogenesis is defined by the spouting of new blood vessels from preexisting ones in order to sustain
and amplify the tumor development. This crucial step is associated with poor prognosis for patients and it’s
inhibition is therefore considered as a primising way to treat cancer. Among several ctors participating in the
angiogenesis process, the degradative enzyme heparanase is active in the tumor microenvironment of many
cancers. The work presented in this thesis aim to develop specific heparanase inhibitors using sulfated
polysaccharides for the treatment of tumor angiogenesis. The first part of this work is dedicated to the conception
of low molecular weights sulfated polysaccharides obtainable from animal source (Héparine, Chondroitine
sulfate), algal source (Fucoidan, Carrageenan-i-1-x) and bacterial source (dextran sulfate). To do so, we used a
depolymeriation process based on free radicals associated to ultrasonic waves developed in 2013 in the
laboratory. This depolymerization method was then coupled with a chemical process called glycol-split. The
produced compounds were evaluated for their capacity to inhibit heparanase and blood coagulation. This
screening phase lead to the identification of a low molecular weight compound produced from A-carrageenan
endowed with a strong heparanase inhibition power and a low impact on the blood coagulation. The second part
of this work was then focused on the evaluation of the anti-angiogenic properties of our best heparanase
inhibitors. To do so, we first evaluated the role of hypoxia and lack of nutrients on the heparanase production
from breast cancer cell lines. In these higly stressful conditions, we observed that the MCF-7 cell line secreted a
huge amount of heparanase. 3D Matrigel angiogenesis network formation using Hsk-MEC microvascular cells in
the presence of MCF-7 heparanase rich supernatant showed a strong angiogenesis stimulation. Same tests
realized in the presence of heparanase inhibitors showed an angiogenesis inhibition power that seemed
correlated with heparanase inhibition.

Key words: Angiogenesis, Heparanase, blood coagulation, tumor microenvironment, sulfated
polysaccharides, free radicals depolymerization associated to ultrasounds, Glycol-split, Hypoxia, therapeutic
targeting.
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