
Université de Sherbrooke

Caractérisation d'analogues des kinines comme agents perméabilisant la barrière 

hémato-encéphalique dans un modèle expérimental de cancer du cerveau

par

Jérôme Côté

Département de médecine nucléaire et radiobiologie

Thèse présentée à la Faculté de médecine et des sciences de la santé 

en vue de l'obtention du grade de Philosophiae Doctor (Ph.D.) en sciences des radiations et

imagerie biomédicale

Sherbrooke, Québec, Canada 

Janvier 2013

Membres du jury d'évaluation 

Brigitte Guérin, Présidente du jury, Sciences des radiations et imagerie biomédicale 

Martin Lepage, Co-directeur, Sciences des radiations et imagerie biomédicale 

David Fortin, Co-directeur, Département de Chirurgie 

Femand Gobeil jr, Co-directeur, Département de Pharmacologie 

Pedro d'Orleans-Juste, Département de Pharmacologie 

Elvire Vaucher, École d'Optométrie, Université de Montréal

© Jérôme Côté 2013



1+1
Library and Archives 
Canada

Published Héritage 
Branch

Bibliothèque et 
Archives Canada

Direction du 
Patrimoine de l'édition

395 Wellington Street 
Ottawa ON K1A0N4 
Canada

395, rue Wellington 
Ottawa ON K1A 0N4 
Canada

Your file Votre référence 

ISBN: 978-0-494-96327-2

Our file Notre référence 
ISBN: 978-0-494-96327-2

NOTICE:

The author has granted a non- 
exclusive license allowing Library and 
Archives Canada to reproduce, 
publish, archive, preserve, conserve, 
communicate to the public by 
télécommunication or on the Internet, 
loan, distrbute and sell theses 
worldwide, for commercial or non- 
commercial purposes, in microform, 
paper, electronic and/or any other 
formats.

AVIS:

L'auteur a accordé une licence non exclusive 
permettant à la Bibliothèque et Archives 
Canada de reproduire, publier, archiver, 
sauvegarder, conserver, transmettre au public 
par télécommunication ou par l'Internet, prêter, 
distribuer et vendre des thèses partout dans le 
monde, à des fins commerciales ou autres, sur 
support microforme, papier, électronique et/ou 
autres formats.

The author retains copyright 
ownership and moral rights in this 
thesis. Neither the thesis nor 
substantial extracts from it may be 
printed or otherwise reproduced 
without the author's permission.

L'auteur conserve la propriété du droit d'auteur 
et des droits moraux qui protégé cette thèse. Ni 
la thèse ni des extraits substantiels de celle-ci 
ne doivent être imprimés ou autrement 
reproduits sans son autorisation.

In compliance with the Canadian 
Privacy Act some supporting forms 
may have been removed from this 
thesis.

While these forms may be included 
in the document page count, their 
removal does not represent any loss 
of content from the thesis.

Conformément à la loi canadienne sur la 
protection de la vie privée, quelques 
formulaires secondaires ont été enlevés de 
cette thèse.

Bien que ces formulaires aient inclus dans 
la pagination, il n'y aura aucun contenu 
manquant.

Canada



RÉSUMÉ

Caractérisation d'analogues des kinines comme agents perméabilisant la barrière 

hémato-encéphalique dans un modèle expérimental de cancer du cerveau

par

Jérôme Côté

Département de médecine nucléaire et radiobiologie

Thèse présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l’obtention du 

diplôme de Philosophiae Doctor (Ph.D.) en Sciences des radiations et imagerie 

biomédicale, Université de Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4

La barrière hémato-encéphalique (BHE) représente un obstacle physiologique à l'acheminement de 
molécules thérapeutiques dans le traitement des tumeurs cérébrales. Une approche afin de faciliter 
le transport au-delà de la BHE implique l'activation des récepteurs des kinines. Notre objectif était 
de caractériser la perméabilisation pharmacologique de la BHE avec des analogues synthétiques 
stables des récepteurs B1 et B2 des kinines (rBl et rB2) chez le rat Fischer implanté d'un gliome 
F98. Pour ce faire, une série de peptides agonistes a été développée et synthétisée dans nos 
laboratoires. Les meilleurs candidats ont ensuite été sélectionnés pour leur affinité et activité envers 
leur récepteur spécifique, ainsi que leur durée d'action et leur résistance au métabolisme 
enzymatique. Nous avons ensuite caractérisé l’expression du rBl et du rB2 dans notre modèle 
animal. Les deux sous-types de récepteurs ont été détectés sur les cellules tumorales et les cellules 
endothéliales de la vascularisation tumorale (RT-PCR et immunohistochimie). Nous avons évalué 
la perméabilité de la BHE avant et après l'infusion (i.a. ou i.v.) des différents agonistes choisis à 
l'aide de l'imagerie par résonance magnétique (IRM) dynamique avec des agents de contraste de 
différents poids moléculaire (Magnevist™ 0,5 kDa et Gadomer™ 17 kDa). Les images pondérées Tx 
ont été analysées pour la présence ou l'absence d'augmentation du contraste à l'intérieur et aux 
environs de la tumeur et traitées mathématiquement pour obtenir le volume de distribution de 
l'agent de contraste (CADV). Ces CADV ont ensuite été comparés pour mettre en évidence une 
perméabilisation vasculaire induite par les agonistes. Nos résultats montrent que les agonistes du 
rBl (NG29) et du rB2 (R523) augmentent, de façon dose-dépendante, les CADV du Gd-DTPA et 
du Gadomer. L'augmentation du CADV induite par le NG29 a été annulée par l'antagoniste sélectif 
du rBl R892 et l'inhibiteur des cyclooxygénases méclofénamate, alors que celle induite par le R523 
a été annulée par l'antagoniste sélectif du rB2 HOE140 et l'inhibiteur des NO synthases L-NA. 
Enfin, nous avons évalué l'impact d'une co-stimulation des deux récepteurs sur la perméabilité de la 
BHE. Cette double activation a été faite soit par co-injection des agonistes rBl et rB2, ou à l’aide 
d'un nouvel agoniste rBl/rB2 hétérodimérique, développé dans nos laboratoires. Ces différentes 
approches ont un effet additif sur la perméabilité de la BHE. L’ensemble de nos résultats 
soutiennent l’utilisation des agonistes synthétiques des rBl et rB2 (administrés seuls ou en 
combinaison) afin d'améliorer l'acheminement de macromolécules thérapeutiques aux tumeurs 
cérébrales.

Mots clés : Barrière hémato-encéphalique, gliome, imagerie par résonance magnétique, kinines, 
perméabilité vasculaire.
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Introduction

Cette thèse est le fruit d'une étroite et rare collaboration entre trois disciplines 

phares en recherche à la faculté de médecine de l'Université de Sherbrooke : la 

pharmacologie, l'oncologie et l'imagerie médicale. Trois directeurs de recherche exerçant 

leur profession dans une de ces disciplines sont d'ailleurs réunis pour superviser ce projet : 

Femand Gobeil jr  du département de pharmacologie (IPS: Institut de pharmacologie de 

Sherbrooke; CIMS: Centre d'imagerie moléculaire de Sherbrooke); David Fortin, neuro

oncologue au département de chirurgie (CNS: Centre des neurosciences de Sherbrooke); et 

Martin Lepage, spécialiste en imagerie par résonance magnétique au département de 

médecine nucléaire et radiobiologie (CNS et CIMS). L'auteur de cette thèse a choisi de 

dédier un chapitre d'introduction à chacune de ces disciplines, qui vont cohabiter par la 

suite dans les quatre articles scientifiques présentés. Le chapitre premier traitera des 

gliomes et de la barrière hémato-encéphalique, le chapitre second, des kinines, alors que 

l'imagerie sera discutée dans le troisième.
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Chapitre/1
La/ barrière/ hématcr- ericéphalCque/

La barrière hémato-encéphalique (BHE) a un rôle primordial à jouer pour 

l'homéostasie cérébrale. Il n'en reste pas moins que, pour le clinicien qui tente d'éradiquer 

la tumeur intracrânienne, la BHE représente bel et bien un obstacle de taille, un problème 

majeur. Dans cette section, nous décrirons les gliomes, la BHE, ainsi que les différentes 

techniques pour la contourner.

1.1 Les gliomes : pathologie et traitements actuels

Les cellules gliales (du grec glue ou colle) forment un tissu cérébral 

traditionnellement connu pour apporter des nutriments, de l'oxygène et un support 

mécanique aux neurones, en plus des fonctions immunes et d'élimination des déchets. Elles 

sont le principal constituant de la neuroglie, d'abord décrite par Rudolf Virchow comme 

formant le tissu connectif qui lie les éléments nerveux ensemble (Virchow, 1858). Les 

cellules gliales sont d'étroits partenaires des neurones, puisqu'elles sont en plus impliquées 

dans des processus complexes tels que la transduction de signal, la plasticité neuronale et la 

neurotransmission (Parpura et al., 2012). On dénote dans cette famille les astrocytes, les 

plus abondants, mais aussi les oligodendrocytes et les épendymocytes. Dans le cerveau 

humain, pour chaque neurone, on dénombre plus ou moins une cellule gliale, et de ces 

dernières émergent la majorité des lésions intracrâniennes.

Les tumeurs cérébrales peuvent être sommairement décrites comme primaires ou 

secondaires, les premières émanant directement du système nerveux central (SNC) et les 

secondes résultant de la migration de cellules d'un autre organe. Les tumeurs primaires, 

appelées gliomes de par leur origine, sont classées par l'Organisation mondiale de la santé 

(OMS) sous quatre grades (I, II, III et IV) et sont nommées en accord avec les cellules 

gliales auxquelles elles ressemblent le plus, soit astrocytome (astrocyte),
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l'oligodendrogliome (oligodendrocyte), l'épendymome (épendymocyte) ou encore, 

l'oligoastrocytome (type mixte). Le grade I correspond à une lésion bénigne et relativement 

circonscrite avec une vitesse de prolifération lente. Il inclut l'un des gliomes les plus 

fréquents chez l'enfant, l'astrocytome pilocytaire. Ces lésions contiennent déjà des 

altérations génétiques et peuvent en accumuler d'autres, ce qui peut mener à la progression 

vers un grade plus élevé. Les tumeurs de grade II ont aussi une vitesse de prolifération 

lente et un haut degré de différenciation cellulaire (non-anaplasique), mais contrairement à 

l'astrocytome pilocytaire, ce sont des tumeurs qui diffusent à travers le parenchyme sain et 

ont une plus grande probabilité de progresser vers un stade malin. Le grade III est 

caractérisé par une forte densité cellulaire et la présence de cellules atypiques 

(anaplasiques) et mitotiques, auxquelles s’ajoutent, pour le grade IV, davantage de 

néovascularisation et une zone nécrotique (DeAngelis, 2001; Wen et Kesari, 2008). 

L'astrocytome de grade IV, aussi appelé glioblastome multiforme (GBM), est la tumeur 

cérébrale primaire la plus fréquente (50%) (Ohgaki et al., 2007), en plus d'être parmi les 

tumeurs les plus agressives. La majorité (80-90%) des GBM sont primaires (de novo) 

tandis que la proportion restante provient de la progression d'un astrocytome de plus bas 

grade (DeAngelis, 2001). Il présente un degré élevé d'hétérogénéité, tant entre les tumeurs 

avec le même diagnostic qu'entre les cellules appartenant à une même tumeur. Cette 

hétérogénéité morphologique, cellulaire et moléculaire est probablement causée par une 

variation des combinaisons de mutations génétiques qui ont eu lieu durant le 

développement de la lésion. Un autre contributeur à cette hétérogénéité pourrait être 

l'origine cellulaire du gliome, qui reste à ce jour inconnue (Wen et Kesari, 2008), et qui 

représente actuellement un point d'intérêt pour de nombreux groupes de recherche. En plus 

de cette inconnue, s'ajoute celle des événements moléculaires initiateurs de la formation 

des gliomes ainsi que des déterminants moléculaires de la progression du gliome de bas 

grade (se développant lentement) au gliome anaplasique de haut grade (se développant 

rapidement). Nul besoin de convaincre qui que ce soit dans le domaine de la neuro- 

oncologie que des réponses à ces questions clés permettraient de mieux comprendre la 

pathologie (contexte neurobiologique) et de développer des stratégies thérapeutiques mieux 

adaptées.
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L'obstacle principal au succès de l'éradication des GBM est sa réapparition à 

proximité de la zone de résection ou la formation de tumeurs dites satellites (secondaires) 

dans des zones éloignées du cerveau, tous deux démontrant la nature infiltrante de ces 

tumeurs. Ce phénotype d'invasion fait en sorte que la tum eur est entremêlée avec le tissu 

cérébral sain, rendant les contours mal définis (figure I). Typiquement, les routes de 

dispersion sont les fibres nerveuses myélinisées, le long de la lame basale des vaisseaux 

sanguins, ou encore, entre la membrane des cellules gliales et la pie-mère (Bellail et al., 

2004; Zagzag et al., 2008).

Figure I -  Représentation schématique de la croissance typique d ’un GBM. (b) Croissance 

sous-piale de cellules tumorales (en bleu) et satellites peri-neuronal (en vert); (c) migration 

dans le corps calleux; (d) zone nécrotique (gris foncé) avec palissade de cellules tumorales

et prolifération micro-vasculaire (en rouge).

(Reproduit avec permission de Claes et al., 2007)

Le traitem ent multimodal de première instance préconisé pour un GBM 

nouvellement diagnostiqué consiste en une chirurgie cytoréductive optimale, suivi de 

chimio-radiothérapie concomitante et de chimiothérapie adjuvante avec l'agent alkylant 

temozolomide (TM Z/RT puis TMZ). Il a été démontré que l'ajout rapide du TM Z à la 

radiothérapie était bénéfique comparé à la radiothérapie seule (Stupp et al., 2005; Stupp et 

al., 2009), se traduisant par une augmentation de la survie médiane de 12,1 mois à 14,6 

mois, et des taux de survie à 2 ans et à 5 ans de 11% vers 27%, et 2% vers 11%
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respectivement. Cette faible amélioration est considérée comme une avancée majeure des 

dernières années, considérant que le prognostic associé aux GBM ne s’est autrement pas 

amélioré. Dès lors, si cette première phase de traitement s'avère être un échec, d'autres 

approches thérapeutiques pourront être tentées (p. ex. le traitement PVC (procarbazine, 

CCNU et vincristine), l'inhibiteur de la topoisomérase I irinotecan, l'anti-VEGF 

bevacizumab, les nitrosurées CCNU, BCNU et ACNU).

Tel que mentionné précédemment, il est clair que le profil hautement infiltrant des 

GBM est une limitation thérapeutique majeure. Toutefois, d'autres limitations sont à 

combattre, d'abord en lien avec l'efficacité de la radiothérapie et de la chimiothérapie. La 

radiothérapie est le pilier thérapeutique actuel pour les patients atteints d'un GBM. L'utilité 

des radiations a été clairement établie dès 1979 par le groupe de Walker qui a pu démontrer 

une survie prolongée lorsqu'un traitement avec des radiations était comparé avec les 

meilleurs soins de soutien de l'époque (Walker et al., 1979). Cette extension est toutefois 

modeste, et l'index thérapeutique est relativement petit au SNC. Alors que le type de 

radiation utilisé n'a pas changé substantiellement depuis des décennies, l'habileté à 

minimiser les doses de radiations aux tissus environnants s'est quant à elle grandement 

améliorée. Par conséquent, le temps de survie des patients traités en radiothérapie n'est pas 

plus long qu'à l'époque, mais les effets indésirables découlant de l'atteinte des tissus sains 

ont diminué et ainsi, la qualité de vie est augmentée. La résistance des GBM aux radiations 

est par surcroît problématique. Des avancées dans la compréhension de la génétique de ces 

tumeurs pourront probablement guider les traitements afin de contrer cette importante 

limitation.

D'autre part, l'efficacité de la chimiothérapie est limitée par deux facteurs: 

premièrement, la BHE restreint la pénétration de la majorité des agents thérapeutiques; 

deuxièmement, dû au génotype instable des GBM, ils sont composés d'une population 

cellulaire hautement hétérogène qui est souvent caractérisée comme hautement résistante à 

la chimiothérapie. De plus, des différences régionales à l'intérieur d'une même tumeur, en 

ce qui conçeme l'oxygénation et l'apport en nutriment par exemple, peuvent entraîner une 

sélection supplémentaire pour la genèse de cellules encore plus résistantes (Brat et
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Mapstone, 2003). Dans ce contexte, il a été démontré que seulement 20% à 30% des 

patients porteurs d'un GBM répondent au traitement de chimiothérapie (Weller et al.,

1998). Depuis, bon nombre de nouveaux agents ont été développés afm d'améliorer l'avenir 

des patients (p. ex. TMZ, l'inhibiteur de la topoisomérase I irinotecan, l'anti-VEGF 

bevacizumab). Même si de nouvelles molécules thérapeutiques se montrent efficaces, il 

faut garder en tête que la BHE protège le SNC de ces molécules, et qu'il faut donc trouver 

un moyen d'en augmenter la distribution à la tumeur (Pardridge, 2002; Calabria et Shusta, 

2006). L’efficacité supérieure du TMZ par rapport à d ’autres agents de chimiothérapie (p. 

ex. carboplatin) peut d ’ailleurs s’expliquer par sa relativement bonne biodisponibilité au 

SNC (Patel et al., 2003; Ostermann et al., 2004).

Plusieurs modèles pré-cliniques de tumeurs cérébrales sont disponibles pour l’étude 

de nouvelles approches thérapeutiques. Toutefois, le modèle syngénique Fischer-F98 

(ATCC # CRL-2397) a été retenu pour nos études considérant ses grandes similitudes avec 

le GBM humain. Parmi celles-ci, notons l’invasion du tissu sain contigü avec de 

nombreuses tumeurs satellites à différentes distances de la masse tumorale, la plupart 

formant des grappes cellulaires péri-vasculaires (Mathieu et al., 2007). De plus, la tumeur 

F98 est caractérisée par un centre nécrotique, une faible immunogénicité en plus d ’être 

réffactaire à bon nombre de modalités thérapeutiques, tel que la chimiothérapie systémique 

avec le paclitaxel et le carboplatin (von Eckardstein et al., 2005). Notons que le taux de 

prise d ’implant pour ce modèle est de près de 1 0 0 %, ce qui est non négligeable considérant 

les coûts associés à l’achat des animaux. Enfin, le choix du modèle F98 a également permis 

d’écarter certaines faiblesses associées à d’autres modèles, comme par exemple, la 

croissance circonscrite et la forte immunogénicité des modèles C6  et 9L (Benda et al., 

1971).

1.2 La BHE: historique et caractéristiques

Les premières évidences de l'existence de la BHE ont été décrites il y a plus d'un 

siècle par le récipiendaire du prix Nobel Paul Ehrlich, aujourd'hui considéré comme le père 

de la chimiothérapie (Ehrlich, 1885). À l'époque, il avait noté qu'une administration
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systémique d'un colorant hydrosoluble marquait tous les organes à l'exception du cerveau 

et de la moelle épinière. Des expériences effectuées par un de ses étudiants ont ensuite 

confirmé l'existence d'une sorte de barrière entre le SNC et la circulation sanguine. En 

effet, le bleu trypan injecté directement dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) se trouvait 

confiné dans le SNC, ne marquant que les cellules du cerveau, sans pénétrer la périphérie 

(Goldmann, 1913). Le terme barrière hémato-encéphalique (bluthimschranke) a été utilisé 

pour la première fois par Lewandowsky dans une étude sur la perméabilité vasculaire 

publiée à la toute fin du XIXe siècle (Lewandowsky, 1900). Toutefois, c'est seulement vers 

la fin des années 60 que les premières bases anatomiques de la BHE furent élucidées dans 

les travaux de Reese, Kamovsky et Brightman (Reese et Kamovsky, 1967; Brightman et 

Reese, 1969). Bien que le concept de la BHE ait continué de se raffiner au cours des 

dernières décennies, la compréhension actuelle de sa structure de base est toujours 

construite à partir de ces travaux.

La fonction première de la BHE est de maintenir un environnement interne contrôlé 

dans le cerveau en régulant l'accès aux composantes de la circulation sanguine, afin de 

protéger le SNC contre tout agent potentiellement toxique (à l'image d'un poste frontalier). 

Elle limite également les fluctuations en nutriments, en hormones et autres constituants 

sanguins, tout en retirant les métabolites du compartiment cérébral. Originalement 

caractérisée comme étanche, elle est aujoud'hui décrite comme hautement sélective, jouant 

un rôle vital dans llioméostasie du SNC en régulant finement les échanges avec la 

circulation sanguine (Cecchelli et al., 2007). Ainsi, la BHE a aussi un rôle clé dans les 

pathologies du SNC, en limitant entre autre l'accès aux agents thérapeutiques. Et même si 

certains médicaments, rares sont-ils, sont en mesure de traverser la BHE, la plupart seront 

immédiatement retirés du SNC par des pompes à efflux (Szakacs et al., 2006; Abbott et al., 

2006). Parmi ces dernières, notons l'impact majeur de P-glycoprotéine (P-gp), un 

transporteur à efflux multispécifique membre de la famille ABC (pour ATP binding 

cassette). La P-gp a d’abord été identifiée dans des cellules tumorales où elle conférerait 

une résistance multidrogue, et elle est exprimée à la membrane luminale des cellules 

endothéliales des capillaires cérébraux (Juliano et al., 1976; Cordon-Cardo et al., 1989; 

Thiébaut et al., 1989). D ’autres transporteurs de type ABC sont également exprimés au
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niveau des capillaires cérébraux, dont certains membres de la famille MRP (multidrug 

résistance protein). Tout comme P-gp, ces pompes à efflux sont multispécifiques et ATP- 

dépendante, et peuvent jouer un rôle critique dans la résistance cellulaire à plusieurs agents 

de chimiothérapie (Glavinas et al., 2004; Szakacs et al., 2006).

Plusieurs types cellulaires participent à la structure et aux fonctions de la BHE, 

déployant différents mécanismes physiques et métaboliques (Bemacki et al., 2008) en 

particulier, les cellules endothéliales qui constituent la paroi des vaisseaux sanguins, ainsi 

que les péricytes et les astrocytes, qui en tapissent l’extérieur (figure II). Les cellules 

endothéliales du cerveau diffèrent de celles de la périphérie de part le fait qu'en plus des 

jonctions cellules-cellules classiques, un assemblage complexe de protéines forment des 

jonctions serrées qui arriment efficacement les membranes cellulaires les unes aux autres, 

restreignant le transport paracellulaire (Rniesel et Wolburg, 2000). Les protéines 

transmembranaires identifiées comme principales contributrices aux jonctions serrées sont 

les occludines (Furuse et al., 1993), les claudines (Furuse et al., 1998) et les JAMs 

(junctional adhésion molécules) (Palmeri et al., 2000) (figure II-C). Ces jonctions serrées 

font du cerveau une structure pratiquement inatteignable pour des molécules polaires, à 

moins qu'elles soient transférées d'un côté vers l'autre par un mécanisme de transport 

spécialisé régulant le micro-environnement cérébral. Ces différents mécanismes de 

transport sont décrits dans l'excellente revue de Abbott et co-auteurs, et comprennent les 

transporteurs protéiques (p. ex. pour le glucose, les acides aminés et les nucléotides), la 

transcytose via un récepteur (insuline et transferrine) et la transcytose absorptive (albumine 

et autres protéines plasmatiques) (Abbott et al., 2006). Toutefois, aucun transporteur ne 

prend en charge les molécules exogènes telles que les agents chimiothérapeutiques, si ce 

n'est des pompes à efflux, qui travaillent à contre-sens tel que discuté précédemment. 

Anatomiquement, les cellules endothéliales du SNC se distinguent également par un 

nombre élevé de mitochondries, pointant vers un métabolisme énergétique considérable. 

Cet excès apparent d'activité métabolique peut être relié à la maintenance du différentiel 

ionique entre le plasma sanguin et le liquide extra-cellulaire cérébral ou encore la gestion 

énergétique des caractéristiques structurelles uniques de la BHE (Oldendorf et al., 1977). 

Enfin, d'autres différences sont notables, telles que l'absence de fenestration
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(Fenstermacher et al., 1988) et très peu de transport par pinocytose (Sedlakova et al.,

1999), accentuant davantage l'étanchéité de la barrière.

Blood

d d n s
Q dnl2

,N -e»dbt^r

Figure II -  Représentation schématique de la barrière hémato-encéphalique. (A) 
Principaux types cellulaires des capillaires formant la BHE. (i) Cellules endothéliales (EC);

(ii) Péricytes (PC); (iii) M embrane basale (BL); (iv) Pieds astrocytaires (AE). (B) Coupe 
transverse d ’un capillaire de la BHE, montrant les astrocytes qui entourent com plètement le 
tube de cellules endothéliales. (C) Représentation schématique des jonctions serrées reliant 

les cellules endothéliales des capillaires entre elles.
(Adapté avec permissions de Abbott et al., 2006 et de Daneman, 2012)

Les péricytes sont attachés à intervalles irréguliers à la membrane abluminale des 

cellules endothéliales (Tagami et al., 1990), le tout gainé par la matrice extracellulaire de la 

lame basale et les projections podocytaires astrocytaires (figure II), qui entourent 

presqu'entièrement les vaisseaux sanguins intraparenchymaux (M aynard et al., 1957; Jones, 

1970). La contribution particulière de chacune de ces espèces cellulaires dans les fonctions 

de la BHE est encore aujourd'hui une question ouverte. Selon des données récentes, les
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péricytes auraient un rôle important à jouer dans la génèse de la BHE, puisqu'elles seraient 

les premières cellules recrutées par l'endothélium immature, et ce avant les astrocytes 

(Daneman et a l, 2010). De plus, il a été démontré qu'une dépletion en péricyte cause une 

augmentation de la perméabilité vasculaire attribuable à la transcytose (Armulik et al., 

2010). Les astrocytes auraient quant à eux une implication notable dans l'induction de 

plusieurs caractéristiques de la BHE, notamment les jonctions serrées, les systèmes 

enzymatiques, ainsi que l'expression et la localisation des transporteurs (Roux et al., 1994; 

Hayashi et al., 1997; Abbott, 2002). Récemment, les connaissances en lien avec les 

interactions endothéliales-astrocytaires se sont raffinées, avec notamment l’étude de la 

forte densité en pores perméables à l’eau Aquaporin-4 (AQP4) et en canaux potassiques 

Kir4.1, permettant une fine régulation volumique et ionique. Cette forte densité en 

AQP4/Kir4.1 corrèle d’ailleurs avec l’accumulation d’agrin, un protéoglycan de la 

membrane basale. Il apparaît désormais évident que les pieds astrocytaires recouvrant 

l’ensemble du réseau vasculaire cérébral forment non seulement une barrière physique, 

mais permettent également un contrôle rapproché des fonctions de la BHE. Enfin, la 

communication entre les neurones et les cellules endothéliales pourrait réguler non 

seulement le flot sanguin, mais la perméabilité de la BHE (Lee et al., 1999). Malgré de 

nombreuses études sur leurs rôles via divers neurotransmetteurs, notamment la 

noradrénaline (Cohen et al., 1997), la sérotonine (Cohen et al., 1996), et l'acide y- 

aminobutyrique (GABA) (Vaucher et al., 2000), davantage de recherche est nécessaire 

dans ce domaine.

La plupart des agents de chimiothérapie utilisés actuellement dans le traitement des 

gliomes ne sont pas sélectivement transportés par la BHE saine et ne sont pas non plus en 

mesure de traverser par diffusion passive à travers les membranes lipidiques des cellules 

endothéliales. De plus, les quelques molécules qui parviennent à passer sont soit 

rapidement métabolisées, ou chassées du SNC par les pompes à efflux (Glavinas et al., 

2004 ; Chen et al., 2004 ; Loscher et Potschka, 2005 ; Szakàca, 2006). Il en va de même 

pour les médicaments désignés pour le traitement d ’autres pathologies du SNC. Bien 

entendu, la distribution de ces molécules est vitale, puisqu’aucun médicament ne peut être 

efficace s’il n ’atteint pas d’abord sa cible en quantité suffisante. Certains facteurs sont
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déterminants pour la capacité d ’une molécule à traverser au delà de la BHE. D ’abord, la 

molécule se doit d ’être liposoluble afin de percer la bicouche lipidique des membranes 

cellulaires endothéliales. Beaucoup de moyens sont d’ailleurs déployés par l’industrie 

pharmaceutique pour convertir des médicaments hydrosolubles qui ne traversent pas la 

BHE, en molécules liposolubles qui pourraient la traverser. Autrement, des transporteurs 

lipidiques sont attachés à des molécules hydrosolubles (Bodor, 1992). Il est possible de 

prédire l’accessibilité d’une molécule au SNC de par sa propension à former des ponts-H 

(un nombre de ponts-H supérieurs à 8  est généralement un indicateur d ’échec) (Diamond et 

Wright, 1969; Pardridge et Mietus, 1979). Un autre facteur d ’importance est la taille de la 

molécule. Il est admis qu’une molécule dont le poids moléculaire excède 400 Da ne pourra 

pas aisément traverser la BHE par diffusion passive (Fischer et al., 1998). Ceci serait dû 

principalement à la taille très fine des pores formés par la bicouche phospholipidiques de la 

BHE. C ’est donc 98% des agents thérapeutiques à petit poids moléculaire et la totalité de 

ceux à haut poids moléculaire qui seront exclus du SNC lorsque la BHE est saine et 

fonctionnelle (Pardridge, 2005, 2007 ; de Boer et Gaillard, 2007). D'excellentes revues de 

littérature retracent d’ailleurs l’acheminement tissulaire des différents agents 

antinéoplasiques utilisés en clinique dans le traitement des tumeurs cérébrales primaires et 

secondaires, et ce, en fonction de leurs différentes caractéristiques moléculaires (Muldoon 

et al., 2007; Pitz et al., 2011).

Nonobstant ces faits, il est admis que l’intégrité de la BHE est souvent altérée en 

présence d'une tumeur de haut grade (Rapoport et al., 1972; Bellavance et al., 2008). Les 

capillaires y sont beaucoup plus perméables que ceux des tissus cérébraux sains. Ceci est 

dû en partie à l'induction de l ’angiogenèse par les gliomes afin de combler leur besoin 

élevé en oxygène et en nutriments (voir chapitre 3). Ces nouveaux vaisseaux irréguliers, 

campés dans la région tumorale, sont caractérisés par une fenestration endothéliale, 

facilitant le passage paracellulaire. A ajouter à cela les différents phénomènes dont la perte 

de signaux inductifs, la libération de facteurs perméabilisants par les cellules tumorales (p. 

ex. facteur de croissance de l'endothélium vasculaire (VEGF), monoxide d'azote (NO)), la 

structure podocytaire astrocytaire déficiente ou encore la répression de l'expression de 

protéines comme les claudines, essentielles à l'intégrité des jonctions serrées (Liebner et al.,
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2000; Wolburg et al., 2003; Lee et al., 2009). Il ne faut toutefois pas croire que les agents 

antinéoplasiques s'accumulent davantage dans les gliomes en raison de ces quelques 

caractéristiques. La perméabilité des nouveaux vaisseaux est en effet grandement variable 

selon la localisation au sein d’une même tumeur, et la rétention des agents dans 

l'interstitium tumoral est faible (Kratz et al., 2008). De plus, de par le caractère hautement 

infiltrant de ces lésions, de nombreuses cellules tumorales pourront exister dans le 

parenchyme sain, à distance du foyer tumoral, tout en étant protégé de la chimiothérapie 

par une BHE régionalement saine et intacte (Fortin, 2004). Le caractère infiltrant des GBM 

s'entérine donc comme une contrainte thérapeutique évidente.

1.3 Stratégies pour déjouer la BHE

1.3.1 Osmotique

L'ouverture osmotique transitoire de la BHE peut être effectuée par l'infusion intra- 

artérielle (i.a.) d'un agent hyperosmolaire, tel que le mannitol (Neuwelt et al., 1979; 

Neuwelt, 2004). Suite à l'injection du mannitol, une partie de l'eau contenue à l'intérieur des 

cellules quittera rapidement vers l'extérieur par diffusion (suivant le gradient de 

concentration), causant un rétrécissement de ces dernières, et ainsi une séparation des 

jonctions serrées de la BHE (Rapoport, 1970; Rapoport et al., 1971). Plusieurs autres 

solutions hypertoniques peuvent être utilisés, tel que l'arabinose, la lactamide, l'urée et la 

saline, mais le mannitol (Osmitrol™ et génériques) demeure le plus couramment utilisé 

pour perméabiliser la BHE chez l'animal et chez l'humain (Fortin et al., 2007; Blanchette et 

al., 2009), puisque son utilisation clinique fut approuvée bien avant le développement de 

cette technique. En effet, le mannitol, de par son effet diurétique, fut d'abord utilisé pour 

traiter (et prévenir) l'insuffisance rénale aigüe, pour traiter les oedèmes cérébraux et pour 

stimuler l'excrétion urinaire de substances toxiques (Ostrow et al., 1981; Osman et al., 

1984; vanValenberg et al., 1987; Rosenberg et al., 1988). Malgré une efficacité relative 

démontrée, l'ouverture osmotique de la BHE comporte son lot d'inconvénients (Bellavance 

et al., 2008). Parmi ceux-ci, notons la nécessité d'anesthésier le patient, les complications 

reliées à l'installation d'un cathéter intra-artériel, la non-spécificité de l'ouverture de la
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BHE, ainsi que certains effets indésirables implicites à la procédure, tels que les 

convulsions et l'hemie cérébrale causée par l'augmentation de la pression intracrânienne 

(Doolittle et al., 2000). Ces complications sont rares (incidence inférieure à 5%), mais 

certaines d'entres elles peuvent être mortelles. Malgré cela, l'ouverture osmotique est 

considérée sécuritaire et efficace, en plus d'être la seule technique actuellement utilisée en 

clinique pour favoriser l'acheminement d'agents de chimiothérapie aux gliomes.

1.3.2 Ultra-sons

Rendre la BHE perméable sur une grande surface avec le mannitol peut être 

dommageable, en partie en raison de la pénétration d'un important volume de liquide au 

SNC. Afin de prévenir les effets indésirables potentiels, une méthode focalisée menant à 

une perméabilisation sélective, tout en préservant l'intégrité de la BHE des régions non- 

ciblées serait souhaitable. Elle consiste en l'application focale d'ultra-sons, guidé par IRM 

(MRgFUS) (Hynynen et al., 2001; Clement et Hynynen, 2002). Cette technique s'est 

montrée efficace pour induire une perméabilité vasculaire locale et réversible en moins de 

24 heures, sans induire de dommages tissulaires. Toutefois, les ultra-sons sont fortement 

atténués et déviés par l'os crânien, principalement chez les grands mammifères, rendant la 

procédure incertaine (Alongi et al., 2011). Cette technique bénéficierait sans doute de la 

création d'une fenêtre dans l'os avant d'appliquer le traitement, ou encore l'optimisation du 

type de faisceaux à utiliser (principalement la fréquence des ultra-sons) afin de limiter 

l'atténuation et la diffusion.

1.3.3 Administration locale

Les traitements habituels pour les gliomes impliquent généralement l'administration 

d'agents thérapeutiques par voie systémique. De grandes quantités de médicaments sont 

souvent nécessaires afin d'obtenir une concentration adéquate à la tumeur, ce qui a pour 

conséquence d'augmenter les risques de toxicité systémique. C'est pourquoi l'administration 

locale semble un choix évident pour s'assurer que les médicaments sont acheminés au bon 

endroit. Les principales approches expérimentales en ce sens sont l'implantation de 

polymères biodégradables préalablement imprégnés d'agents antinéoplasiques (Brem et al.,

13



1991; Walter et al., 1995), l'utilisation de différents systèmes de cathéters pour l'injection 

intra-cavitaire post-résection (Mamelak et al., 2006), ainsi que, plus récemment, le 

convection-enhanced delivery (CED) (Bobo et al., 1994; Vogelbaum, 2005). Le concept 

sous-jacent aux polymères est de permettre une distribution continue, contrôlée, un peu à la 

manière des comprimés d'acétaminophène à libération prolongée. Toutefois, les 

désavantages de cette technique sont nombreux et incluent les risques accrus de toxicité 

locale, une mauvaise cicatrisation de la plaie post-résection, mais surtout, une faible 

distribution au delà de la cavité de résection, résultant en l'échec d'obtenir une 

concentration thérapeutique aux cellules tumorales ayant infiltrées le parenchyme cérébral. 

Ce même problème est associé à l'implantation d'un cathéter lors de la chirurgie 

résectionnelle, auquel s'ajoutent les risques d'infection et l'occlusion du cathéter. Le CED, 

qui consiste en une injection continue sous un gradient de pression positif, semble plus 

prometteur. Un ou plusieurs cathéters sont implantés stéréotaxiquement à travers un trou de 

trépan dans la tumeur ou dans une région adjacente. Une pompe d'infusion est utilisée pour 

obtenir un flot sous pression, avec une concentration d'agent thérapeutique, un débit et une 

durée d'injection prédéterminés. Cette technique a aussi ses défauts, incluant la distribution 

variable (dépendant d'une multitude de facteurs) et les possibilités de reflux le long du ou 

des cathéters, augmentant les risques de neurotoxicité. Une excellente revue du sujet écrite 

par Vogelbaum permet d'obtenir davantage d'informations sur cette technique en 

développement (Vogelbaum, 2005).

1.3.4 Formulation liposomale

Les liposomes sont des vésicules artificielles formées d’une ou de plusieurs 

bicouches lipidiques entourant un compartiment aqueux pouvant contenir, par exemple, 

une substance pharmacologique ou un segment d’ADN. Ils appartiennent à la famille des 

transporteurs colloïdaux, qui regroupent également les micelles, les émulsions et les 

nanoparticules (Garcia-Garcia et al., 2005 ; Torchilin, 2006). De part leur composition 

lipidique similaire aux membranes cellulaires, les liposomes sont utilisés dans le but 

d’accroître la biodisponibilité de leur contenu en facilitant sa diffusion (Drummond et al., 

1999 ; Langner et Kral, 1999 ; Mamot et al., 2003 ; Waterhouse et al., 2005 ; Sapra et al., 

2005). De plus, ils permettent de protéger les molécules encapsulées d’une éventuelle
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dégradation enzymatique et d’une prise en charge par les pompes à efïlux (Pinto- 

Alphandary et al., 2000 ; Mamot et al., 2003 ; Torchilin, 2005 ; Brasnjevic et al., 2009). 

Les propriétés physico-chimiques des liposomes, tels que la taille, la charge, la 

composition lipidique et la quantité de cholestérol, permettent de contrôler la distribution, 

l’absorption tissulaire et la libération du contenu (Garcia-Garcia et al., 2005; Bellavance, 

2010). Les liposomes peuvent être cationiques pour l’encapsulation de matériel génétique, 

ou pégylés afin d ’en prolonger la durée de vie plasmatique et d ’en réduire la clairance par 

le système réticulo-endoplasmique (Garcia-Garcia et al., 2005). Une formulation 

liposomale pégylée contenant l’agent antinéoplasique doxorubine (Caelyx*) est utilisée en 

clinique pour le traitement des GBM et des métastases cérébrales (Koukourakis et al., 

2000 ; Hau et al., 2004). Du ciblage actif est également possible en conjuguant les 

liposomes avec un anticorps ou un ligand qui reconnaîtra un récepteur à la surface des 

cellules dans le tissu ciblé. À ce sujet, des anticorps monoclonaux ont été attachés à des 

liposomes pégylés pour faire traverser les liposomes au delà de la BHE, en ciblant des 

mécanismes de transports comme les récepteurs insuline et transferrine (Zhang et al., 2004; 

Boado et Pardridge, 2011).

1.3.5 Pharmacologique

Deux observations initiales ont mené au développement d'approches 

pharmacologiques pour manipuler sélectivement la BHE: (1) l'augmentation de la 

perméabilité vasculaire causée par des molécules vasoactives; (2 ) l'identification de ces 

molécules dans la tumeur et l'oedème péritumoral, notamment les leucotriènes (Black et al., 

1986), les prostaglandines et autres eicosanoïdes (Gaetani et al., 1991; Constantini et al., 

1993), l'histamine (Inamura et al., 1994b) ainsi que la bradykinine (BK) et ses analogues 

(Unterberg et Baethmann, 1984; Raymond et al., 1986; Inamura et Black, 1994). Les 

analogues de la bradykinine sont ceux qui ont attiré l'attention du plus grand nombre de 

groupe de recherche (ce sujet sera présenté en détail dans le chapitre suivant). L'utilisation 

de la bradykinine serait moins invasive et plus fiable que, par exemple, l'ouverture 

osmotique, principalement du fait qu'elle affecterait d'abord la vascularisation tumorale. 

Elle augmente la perméabilité paracellulaire par ouverture des jonctions serrées en activant
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les récepteurs B2 (rB2) à la surface des cellules endothéliales. À cet effet, un peptide 

agoniste analogue à la BK a été développé, puis nommé RMP-7 (pour receptor-mediated 

permeability-1, aussi appelé Labradimil ou Cereport; [Hyp3, Thi5, 4-Me- 

Tyr8\j/(CH2NH)Arg9]-BK) et étudié dans différents modèles précliniques de gliome, en 

combinaison avec des agents antinéoplasiques (Inamura et Black, 1994; Bartus et al.,

1996). Suite aux résultats convaincants de ces études en matière d'efficacité et de sécurité, 

quelques études cliniques ont été menées avec des patients atteints de gliomes (Ford et al., 

1998; Gregor et al., 1999; Warren et al., 2001; Prados et al., 2003; Packer et al., 2005; 

Warren et al., 2006). Les études cliniques initiales utilisant l’infusion intra-artérielle de 

RMP-7, procédure qui s’est avérée efficace et spécifique dans des modèles expérimentaux 

(Inamura et Black, 1994; Inamura et al., 1994; Nomura et al., 1994; Black, 1995; Rainov et 

al., 1995; Matsukado et al., 1996), ont ici révélé une augmentation de la biodistribution des 

agents antinéoplasiques dans les tumeurs (d'environ 46%) sans atteinte aux tissus cérébraux 

sains, en plus d'une efficacité chez la moitié des patients sur le plan de la réduction du 

volume tumoral (Black et al., 1997; Cloughesy et al., 1999). Toutefois, comme la voie 

d’administration intra-carotidienne est moins commode que la voie d ’administration 

intraveineuse, cette dernière a été préférée pour les études en phase I et II. Ces essais 

cliniques ont cependant donné des résultats mitigés sur l’efficacité du RMP-7. Le dosage et 

la durée d'infusion du RMP-7 sont probablement à l'origine de ces différences. De plus, 

l'efficacité de la chimiothérapie en combinaison avec le RMP-7 était moindre chez les 

patients ayant déjà reçu des traitements en chimiothérapie avant l'étude ou chez les patients 

atteints de certains types de métastases (Gregor et al., 1999). Dans ces cas particuliers, la 

raison de cette piètre efficacité serait plutôt reliée avec la résistance acquise ou intrinsèque 

des cellules tumorales envers l'agent de chimiothérapie utilisé plutôt qu'à l'inefficacité du 

RMP-7.
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Chapitre/ 2
Le^ktruri&y

Les kinines sont des peptides endogènes, souvent considérés comme 

proinflammatoires ou cardioprotecteurs, impliquées dans de nombreux processus 

physiologiques et pathologiques. Ces effets sont médiés par l'activation de récepteurs 

couplés aux protéines G (GPCR) spécifiques, B1 et/ou B2, qui sont reliés à différents 

mécanismes de transduction biochimique. Les kinines sont reconnues, entre autres, pour 

leur rôle dans la perméabilité vasculaire. Dans cette section seront décrits les kinines et 

leurs récepteurs.

2.1 Système kallicréine-kinine

L'histoire des kinines commence il y a plus d'un siècle lorsque Abelous et Barbier 

démontrent les effets hypotenseurs de l'urine humaine (Abelous et Bardier, 1909), dans 

laquelle se retrouvent des métabolites actifs des kinines suite à leur élimination. Depuis ce 

temps, elles font l'objet de recherches intensives, qui ont menée à ce jour à plus de 35 000 

publications répertoriées dans PubMed. Le terme "kinine" fait grossièrement référence au 

nonapeptide bradykinine (BK: Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg), au décapeptide 

kallidine (KD: Lys-BK), ainsi qu'à leurs métabolites actif desArg9BK (DBK) et Lys- 

desArg9BK (LDBK). Chez l'humain, ces derniers peuvent également subir des 

modifications post-transcriptionnelles en position 3, résultant en la [Hyp3]desArg9BK et la 

Lys[Hyp3]desArg9BK. Ces peptides endogènes participent à de nombreux processus 

physiologiques (p. ex. régulation de la pression artérielle, des fonctions rénales et 

cardiaques) et pathologiques (p. ex. inflammation) de par leur habileté à activer les cellules 

endothéliales, menant entre autres à la production de NO et la mobilisation de l'acide 

arachidonique, à la vasodilatation et l'augmentation de la perméabilité vasculaire.
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Le système kallicréine-kinine représente globalement une cascade métabolique qui, 

lorsqu'activée, déclenche la libération des kinines vasoactives. Ce système multi-protéique 

inclut des protéases à sérine, nommées kallicréine tissulaire (Kt) et kallicréine plasmatique 

(Kp), qui catalysent la dégradation de protéines multi-domaines nommées kininogènes de 

haut et de bas poids moléculaire (HK et LK) en kinines (figure III). Plus spécifiquement, 

HK (88 à 120 kDa), le précurseur de la BK, est une protéine circulant dans le plasma, alors 

que LK (50 à 68 kDa), le précurseur de la Lys-BK, est distribué dans les tissus et les 

fibroblastes (Bhoola et al., 1992). Le gène humain du kininogène a été cartographié sur le 

chromosome 3 (3q26-3qter), qui code pour l'expression des deux types de kininogènes, par 

épissage alternatif (Fong et al., 1991).

Toutes les composantes nécessaires à la synthèse des kinines sont non seulement 

présentes, mais surexprimées en contexte inflammatoire. À titre d'exemples, la kallicréine 

plasmatique, responsable de la libération de la BK à partir de HK, est surexprimée dans un 

modèle d'ischémie-reperfusion, alors que les niveaux de DBK y sont augmentés de deux à 

quatre fois (Lamontagne et al., 1995). La kallicréine tissulaire, précurseur de la Lys-BK du 

LK, a été retrouvée dans les sécrétions nasales de sujets atteints d'une rhinite virale ou 

allergique (Proud et al., 1983), alors qu'il y a augmentation des niveaux de ligands (les 

métabolites desArg9) du récepteur B1 (rB l) dans un modèle de sepsis, le tout relié à 

l'expression accrue de la kininase I (Raymond et al., 1995; Schremmer-Danninger et al.,

1998). Il a également été démontré que la kallicréine tissulaire est surexprimée dans 

certains cancers, dont les carcinomes mammaires (Hermann et al., 1995; Rehbock et al., 

1995), les adénomes sécrétant de la prolactine ou des hormones de croissance (Jones et al., 

1990; Jones et al., 1992), en plus d’être retrouvée en plus grande quantité dans le plasma de 

patients cancéreux (Matsumura et al., 1991). Il est donc clair que le système kallicréine- 

kinine est impliqué dans de nombreuses conditions pathologiques, dont le cancer.

2.2. Métabolisme des kinines

Une grande variété de peptidases est capable de métaboliser les kinines (Skidgel, 

1997). Toutefois, quelques métallopeptidases sont responsables de la quasi-totalité de ce
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métabolisme: l'enzyme de conversion de l'angiotensine (ECA), l'aminopeptidase P (AmP), 

l'endopeptidase neutre (EPN) ainsi que les carboxypeptidases M et N (CPM et CPN; toutes 

deux communément appelées kininase I) et les aminopeptidases M et N (AmP et AmN). 

Ces enzymes sont toutes dépendantes du zinc, et pour la plupart liées aux membranes 

cellulaires. L'importance du rôle de chacune de ces enzymes dépend de l'espèce animale, de 

l'approche analytique, de l'organe et du contexte pathophysiologique. Certaines 

caractéristiques de ces enzymes méritent d'être soulevées, et les sites de clivage de chacune 

sont illustrés à la figure III. D'abord, l'ECA, également appelée kininase II en raison de son 

affinité élevée pour la bradykinine (Km : 0.18 pM), catalyse la conversion du décapeptide 

inactif Angiotensine I (Ang I; Km : 16 pM) en Angiotensine El (Ang II), un puissant 

vasoconstricteur (Erdos, 1990). L'ECA a donc un rôle excessivement important dans la 

régulation de la pression artérielle, étant responsable de la formation d'un agent 

vasoconstricteur (Ang II) et de la dégradation d'un agent vasodilatateur (BK) (Tumer et 

Hooper, 2002). De plus, les carboxypeptidases M et N sont responsables de la 

transformation de la BK et de la KD en DBK et LDBK, deux métabolites actifs sur le rB l. 

Toutefois, l'activité de la kininase I constitue une voie métabolique mineure, à moins que 

l'ECA ne soit inhibée (Skidgel, 1988). Finalement, l'EPN inactive la BK en retirant 

séquentiellement le dipeptide Phe8-Arg9 puis le tripeptide Phe5-Ser6-Pro7, résultant en 

BK[l-4], un métabolite inactif. L'AmP est également responsable de l'inactivation de la BK 

et de la DBK dans le plasma, retirant le premier acide aminé (N-terminal) du peptide.

En somme, le métabolisme des kinines est rapide et efficace, rendant la durée 

d'action de ces peptides excessivement courte. La demi-vie de la bradykinine est inférieure 

à 30 secondes (Erdos, 1990), alors que celle de la DBK est de quelques minutes au niveau 

plasmatique (Decarie et al., 1996). Les kinines endogènes sont d'ailleurs reconnues pour 

leur activité autocrine ou paracrine (Moreau et al., 2005), en lien avec cette dégradation 

enzymatique rapide. Au cours des dernières années, plusieurs peptides de synthèse, 

agonistes comme antagonistes, ont été développés afin d'améliorer leurs caractéristiques 

pharmacologiques et leur stabilité face à la dégradation enzymatique. Les principaux 

analogues d’agonistes et d ’antagonistes peptidiques des rBl et rB2 utilisés dans ce projet 

de recherche sont décrits dans le tableau 1.
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Kininase 
Il I

AmM/AmN ECA ECA CPM Kt
Kt Kp AmP EPN EP24.I5 EPN CPN Kp

M l  I I  I I I
- Met - Lys - Arg1 - Pro2 - Pro3 - Gly4 - Phe5 - Ser6 - Pro7 - Phe8 - Arg9 - Ser -

Bradykinine [u?] (BK)
4 ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- ►

Lys-BK ou kallidine

Peptide initial Peptidase Métabollte
résu ltan t Activité

BK AmP BKp.*) Inactif

BK EPN (24.11) BKc,.o Inactif

BK ECA BK(|-51 Inactif

BK EP24.I5 BK[i.5] Inactif

BK CPM/CPN desArg’-BK Actif sur le rB 1

Lys-BK CPM/CPN Lys-desArg’-BK Actif sur le rB 1

Lys-BK AmM/AmN BK Actif sur le rB2

Figure III - Métabolisme des kinines par diverses peptidases. Le site de clivage pour 
chacune des peptidases est indiqué par une flèche.
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Tableau I - Principaux agonistes et antagonistes peptidiques des kinines

Ligand Structure Sélectivité Référence

Aeonistes

R838 Sar[DPhe8]desArg9-BK B1 R halebetal., 1990 
Cardoso et al., 2004

NG29 Sar-Lys[DPhe8]desArg9-BK B1 Côté, 2007 
Côté et al., 2010

R523 [PheV(CH2NH)Arg9]-BK B2 Drapeau et al., 1988

RMP-7 (Labradimil, 
Cereport)

[Hm1, Thi5,4-Me- 
Tyr>(CH2NH)Arg9]-BK B2

Inamura et al., 1994 
Sanovich et al., 1995

NG291
[Hyp3, Thi5, NChg5, Thi8]- 
BK B2

Bélanger, 2008 
Bélanger et al., 2009 
Savard et al., 2013

Antagonistes

R715
Ac-Lys-[D(3Nal7,
Ile8]desArg9-BK B1 Gobeil et al., 1996a

R892 Ac-Lys-[(aMe)Phe5, 
D^Nal7, Ile8]desArg9-BK B1 Gobeil et al., 1999

R954 Ac-Om-[Oic2, (aMe)Phe5, 
DpNal7, Ile8]desArg9-BK B1

Filteau, 1999 
Neugebauer et al., 2002

[des Arg1 °]-HOE 140
DArg-[Hyp3, Thi3, DTic7, 
O ic^-desArg^K B1/B2

Wirth et al., 1991 
Rhalebetal., 1992 
Gobeil, 1993

HOE 140 (Icatibant) DArg-[Hyp3, Thi5, DTic7, 
Oic8]-BK B2 H ocketal., 1991
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2.3. Le récepteur B2

Deux types de GPCR sont responsables des effets biologiques des kinines (Regoli 

et Barabé, 1980). Chez l'homme, les récepteurs B1 (Menke et al., 1994) et B2 (Hess et al., 

1992) sont codés par deux gènes distincts. Les maints effets pharmacologiques des kinines, 

incluant la vasodilatation, l'augmentation de la perméabilité vasculaire, la contraction des 

muscles lisses et la stimulation des connexions neuronales sensitives et sympathiques, 

dépendent directement de la présence de ces récepteurs sur une multitude de types 

cellulaires.

Le rB2 fait partie de la grande famille des récepteurs à sept domaines 

transmembranaires couplés aux protéines G (cette même famille de protéines dont l'étude 

fut récompensée en 2012 par un prix Nobel de chimie aux professeurs Lefkowitz et 

Kobilka). Ce récepteur spécifique véhicule la majorité des effets pharmacologiques des 

kinines en condition physiologique. Sa distribution est ubiquitaire, notamment sur les 

cellules endothéliales et épithéliales, musculaires lisses et striées, les fïbroblastes, les 

neurones et certaines cellules hématopoïétiques (Bhoola, 1992). Plus précisément, le rB2 

est généralement décrit comme associé à une protéine G aq(Gutowski et al., 1991; LaMorte 

et al., 1993; Jones et al., 1995), même s'il peut interagir avec plusieurs autres protéines G 

incluant Gotj (Ewald et al., 1989), Gas (Liebmann et al., 1996) et G ai2/n (Gohla et al., 

1999). La protéine Gaq, une fois stimulée suite à la liaison de la BK au rB2, active la 

phospholipase C (PLC), menant à l'hydrolyse du phosphatidyl inositol (PI) ainsi qu'à 

l'augmentation du calcium libre intracellulaire (Yano et al., 1985; Tilly et al., 1987; 

Fasolato et al., 1988; Byron et al., 1992). De plus, l'activation de différentes isoenzymes de 

la protéine kinase C (PKC) a été démontrée dans les fïbroblastes (Tippmer et al., 1994) et 

les cellules endothéliales (Ross et Joyner, 1997). L'augmentation des niveaux de calcium 

intracellulaire médiée par la BK entraîne la stimulation des enzymes nitric oxide synthase 

endothéliale (eNOS) et phospholipase A2 (PLA2), respectivement responsable de la 

production de NO par les cellules endothéliales (Busse et Flemming, 1995) et de la 

dégradation de l'acide arachidonique en différents prostanoïdes (p. ex. prostaglandines et 

leucotriènes) (Burch et al., 1987; Xing et al., 1997). En plus de ces voies classiques,
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certains auteurs suggèrent que le rB2 pourrait activer des protéines kinases cytoplasmiques 

(Velarde et al., 1999) ainsi que la voie de transcription de gènes JAK/STAT dans les 

cellules endothéliales (Ju et al., 2000). Finalement, la bradykinine, toujours via le rB2, 

active de multiples facteurs de transcription qui régulent à leur tour l'induction de 

nombreuses cytokines impliquées dans l'inflammation et les dommages tissulaires, en plus 

d'induire l'expression du rB l. Elle stimule aussi l'activation du facteur nucléaire-icB (NF- 

kB ), via Gai, menant à l'expression du gène de l'interleukine 1 (II-1 ) (Pan et al., 1996). 

L'expression d'autres cytokines, tel que 1*11-6 et l'Il-8, est également stimulée par la 

bradykinine (Hayashi et al., 2000).

La stimulation du récepteur B2 par un ligand comme la BK entraîne sa 

désensibilisation (Faussner et al., 1998). Le mécanisme sous-jacent cette désensibilisation 

implique la phosphorylation réversible, par des kinases ciblant les GPCR (GRK), de 

résidus Ser et Tyr spécifiques au niveau du domaine C-terminal (Blaukat et al., 1996; 

Blaukat et al., 2001), ce qui diminue l'affinité pour les protéines G, affectant ultimement le 

couplage avec ces dernières. La phosphorylation peut également affecter l'endocytose 

(l'intemalisation), le recyclage et le transport des récepteurs. En lien avec ces informations, 

la signalisation médiée par le rB2 est transitoire plutôt que soutenue.

Comme la grande majorité des résultats rapportés dans cette thèse sont en lien avec 

le récepteur B1 (trois des quatre manuscrits), davantage d'informations en lien avec celui-ci 

seront discutés dans cette thèse. Toutefois, le lecteur qui voudrait approfondir ses 

connaissances du rB2 est invité à consulter les articles de revue de Regoli & Barabé (1980), 

de Bhoola (1982), et de Leeb-Lundberg et al. (2005), traitant des aspects biochimiques, 

moléculaires et fonctionnels de ce récepteur.

2.4. Le récepteur B1

Malgré une séquence en acides aminés bien distincte, le récepteur B1 ressemble de 

plusieurs façons à son homologue rB2. D'abord, il fait lui aussi partie de la famille des 

GPCRs, en plus d'avoir un système de signalisation intra-cellulaire fort semblable à celui
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du rB2, engendrant des fonctions physiologiques équivalentes (Regoli et Gobeil, 2012). 

Suite à la liaison d'un agoniste, le rBl interagit directement avec Gq et G* (Austin et al.,

1997), via lesquelles seront activées différentes voies de signalisation, dont l'hydrolyse de 

l’inositol phosphate (PI) (Tropea et al., 1993), l'augmentation de la concentration de 

calcium intra-cellulaire (Bascands et al., 1993; Smith et al., 1995), la production 

d'eicosanoïdes (notamment PGI2) à partir de l'acide aracbidonique (Tropea et al., 1993; 

Levesque et al., 1995b), ainsi que l'activation de la eNOS et la production de NO (Tsutsui 

et al., 2000). De plus, à l'instar du rB2, le rB 1 est omniprésent (lorsqu'induit) dans plusieurs 

types cellulaires tels que les cellules endothéliales (D'Orleans-Juste et al., 1989), les 

muscles lisses vasculaires ou extravasculaires (Galizzi et al., 1994; Levesque et al., 1995b), 

les cellules épithéliales (Galizzi et al., 1994; Cuthbert et Teather, 1997), les neurones 

(Segond von Banchet et al., 1996), les fïbroblastes (Goldstein et Wall, 1984), certaines 

cellules immunocompétentes (lympocytes et macrophages) (Burch et al., 1989; McFadden 

et Vickers, 1989), en plus d'être retrouvés dans plusieurs cellules tumorales, dont celles de 

type astrocytaire (Raidoo et al., 1999; Wu et al., 2002; Taub et al., 2003).

Malgré une signalisation intracellulaire similaire entre les deux types de récepteurs, 

certaines différences méritent notre attention. Dans les cellules musculaires lisses 

vasculaires, la stimulation du rB2 mène à l'augmentation transitoire de l'hydrolyse du PI, 

avec peu de dépendance au Ca2+ extracellulaire, alors que la stimulation du rB l est plus 

soutenue et définitivement dépendante du Ca2+ extracellulaire. En outre, l'augmentation de 

calcium intracellulaire post-stimulation est transitoire pour le rB2 et soutenue pour le rBl 

(Bascands et al., 1993; Tropea et al., 1993; Smith et al., 1995; Mathis et al., 1996). 

L'hypothèse retenue pour expliquer ces différences est celle de l'assujettissement de ces 

récepteurs à une régulation à court terme, incluant la désensibilisation et l'intemalisation, 

tel que discuté précédemment pour le rB2. Le rB l diffère également du rB2 puisqu'il n’est 

que très peu désensibilisé suite à son activation (Bascands et al., 1993; Smith et al., 1995; 

Mathis et al., 1996). Au niveau de sa structure moléculaire, le rB l a une queue C-terminale 

tronquée, ne possédant entre autre pas les sérines et thréonines qui peuvent être 

phosphorylées par des GRKs et la PKC. En résulte une absence de phosphorylation 

significative, et ce, qu'il soit en présence ou en absence d'agonistes (Blaukat et al., 1999).
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Une autre différence, primordiale dans le contexte de ce manuscrit, est le caractère 

inductible de l'expression du rB l. C'est grâce à des essais contractiles sur des segments 

d'aorte de lapin que cette caractéristique à d'abord pu être observée par Regoli et ses 

collaborateurs (Regoli et al., 1977). Cette observation, menant à la théorie de l'induction, 

est que l'effet contractile que les kinines exogènes exercent sur le muscle lisse vasculaire se 

développe avec le temps d'incubation en bains d'organes, suite au prélèvement du tissu 

(Bouthillier et al., 1987). L'induction ex vivo est également observée sur d'autres types de 

préparations tissulaires et chez d'autres espèces, tels que la veine ombilicale humaine 

(Gobeil et al., 1996b; Côté et al., 2009), la trachée et la vessie de souris (Trevisani et al.,

1999), l'endothélium vasculaire et l'épithélium intestinal (Drummond et Cocks, 1995; 

Cuthbert et Teather, 1997). Les dommages tissulaires engendrés par le prélèvement du tissu 

en question seraient responsables de l'initiation du mécanisme d'induction du rB l. 

L'utilisation d'inhibiteurs biochimiques viennent supporter la théorie de l'induction post

prélèvement du rB l; l'inhibition de la synthèse d'ARN (avec l'actinomycine D), de la 

synthèse des protéines (avec la cycloheximide) et de la maturation des protéines (avec la 

brefeldine A) prévient le développement de ces effets contractiles, de manière spécifique, 

sans entraîner d'effets secondaires sur d'autres types de réponses (Sardi et al., 1998; Sardi et 

al., 1999). Les essais de contractilité aortique ont également servi à démontrer l'influence 

des cytokines (pro-inflammatoires) et des glucocorticoïdes (anti-inflammatoires) sur le 

caractère inductible du rB l. Certaines cytokines (II-1 p, 11-2 et le facteur de croissance 

épidermale (EGF)) augmentent le taux de sensibilisation du rB l, alors que les 

glucocoticoïdes (dexamethasone et autres) ont plutôt l'effet inverse (Bouthillier et al., 1987; 

deBlois et al,. 1988; deBlois et al., 1989; Levesque et al., 1995b). Ces résultats suggèrent 

une régulation génique par des cytokines inflammatoires.

Le caractère inductible du rB l a également été documenté in vivo. On dénote en 

effet des réponses hypotensives dose-dépendantes à la DBK ou la LDBK exogène chez des 

lapins préalablement injecté avec une dose intraveineuse sous-léthale de lipopolysaccharide 

(LPS) (Regoli et al., 1981; Drapeau et al., 1991). En comparaison, les animaux contrôles ne 

répondent pas aux kinines exogènes et le prétraitement au LPS ne modifie pas les réponses
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hypotensives associées à la BK (médiées par le rB2) ou à quelconque autre agoniste. De 

plus, les effets hypotenseurs médiés par le rBl sont tardifs, indiquant la nécessité de la 

synthèse et la maturation protéique. Le LPS est un puissant inducteur de la synthèse de 

cytokines inflammatoires par les leucocytes et autres types cellulaires, mais d'autres 

activateurs de cytokines (p. ex. muramyl-dipeptide) peuvent être utilisés (ou l'Il-ip 

directement), afin d'activer la production du rBl (Bouthillier et al., 1987; deBlois et al., 

1991). En somme, l'induction de ce GPCR est étroitement dépendante des cytokines 

inflammatoires, particulièrement de l'il-1 p, et ce tant in vitro qu 'in vivo.

Les gliomes de bas grade et de haut grade, tout comme plusieurs autres tumeurs 

solides d’ailleurs, sont accompagnés d'une zone d'inflammation dans laquelle on peut 

retrouver une quantité importante d 'Il-ip (Black et al., 1992; Maeda et al., 1996; Sasaki et 

al., 1998). Basé sur les observations relatées ci-haut, nous avons émis l’hypothèse que cette 

cytokine amène l'expression du rB l en présence d'un gliome (voir l’introduction du 

manuscrit #3). Cette hypothèse est en cohérence avec des observations cliniques 

préliminaires qui démontrent que les cellules endothéliales et les cellules gliales provenant 

de spécimens de gliomes malins humains présentent une immunoréactivité au rBl (Raidoo 

et al., 1999 ; Fortier et al., 2006). Toutefois, le rôle que pourrait jouer le rB l pour les 

gliomes reste incertain.
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Chapitre/ 3
Perméabilité/ va&culaire/ e t  imagerie/

Dans les tumeurs primaires intra-axiales, la BHE peut être compromise dû 

principalement à néovascularisation et, à moindre échelle, à des dommages directement 

induits par la tumeur (Kido et al., 1991; Schneider et al., 2004). Il existe traditionnellement 

deux approches pour imager la néovascularisation : celle qui exploite les anormalités 

physiologiques des nouveaux vaisseaux sanguins tumoraux et celle qui cible directement 

des marqueurs endothéliaux spécifiques à l'angiogenèse. Pour notre étude, qui visait à 

évaluer le niveau de perméabilité des vaisseaux sanguins, nous nous sommes inspirés de 

l'imagerie par résonance magnétique rehaussée par un agent de contraste (ou DCE-MR1 

pour Dynamic Contrast Enhanced-MRT). Les agents de contraste IRM ne sont pas en 

mesure de diffuser du sang vers les tissus cérébraux en situation normale (Bart et al., 2000; 

Neuwelt, 2004). En présence d'une tumeur, cette vérité n'en est plus une.

3.1 Néovascularisation

Initialement décrit simplement comme un processus de germination des capillaires 

pré-existants (angiogenèse), la néovascularisation, le processus par lequel les gliomes 

augmentent leur approvisionnement en sang pour fournir leur expansion rapide, est 

désormais reconnu comme complexe et multi-évènementiel. En plus de l'angiogenèse, au 

moins quatre mécanismes de néovascularisation entrerait en jeu, soit la co-option 

vasculaire (condition par laquelle la tumeur s'alimente des vaisseaux sanguins pré-existants 

pour croître), la vasculogenèse (formation de nouveaux vaisseaux sanguins dès suite d'une 

mobilisation, d'une différenciation et d'un recrutement des cellules de la moelle osseuse), le 

mimétisme vasculaire (l'habileté des cellules tumorales à former un réseau circulatoire 

fonctionnel) et la transdifférentiation cellulaire (différenciation des cellules tumorales en 

cellules endothéliales) (Holash et al., 1999; Lyden et al., 2001; Yue et Chen, 2005; Demou 

et Hendrix, 2008; Ricci-Vitiani et al., 2010; Wang et al., 2010; Hardi et Zagzag, 2012).
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Le mécanisme principal permettant aux gliomes de supporter leur croissance et leur 

expansion demeure toutefois l'angiogenèse, soit la formation de nouveaux vaisseaux 

sanguins à partir de ceux déjà existants (Folkman, 1971). Les gliomes malins sont d'ailleurs 

parmi les plus vascularisés des tumeurs solides, et la prolifération vasculaire est un fait 

saillant dans le GBM (Brem et al., 1972). Toutefois, le processus angiogénique est 

chaotique, résultant en des vaisseaux sanguins très différents de ce qu'on a l'habitude de 

voir et ce, à plusieurs niveaux. D'abord, les vaisseaux sanguins tumoraux n'ont pas les 

caractéristiques hiérarchiques des artérioles, capillaires et veinules normales. Ils sont plutôt 

désorganisés, de calibres irréguliers, tortueux, et possèdent des embranchements biscornus 

(Baluk et al., 2005). Qui plus est, toutes les composantes des parois vasculaires sont 

anormales. Les cellules endothéliales peuvent se superposer et former plusieurs couches et 

elles n'ont pas de jonctions intercellulaires normales (Hashizume et al., 2000). 

L'espacement entre ou au travers de ces cellules rend les vaisseaux très perméables et 

prompts à l'hémorragie. Les péricytes ne sont que lâchement attachés aux cellules 

endothéliales et les relations fonctionnelles entre ces deux types cellulaires sont perturbées 

(Benjamin et al., 1999; Baluk et al., 2003; Armulik et al., 2005). La membrane basale, qui 

enveloppe normalement les cellules endothéliales et les péricytes, peut être d'épaisseur 

anormale, être discontinue et de composition inhabituelle (Kalluri, 2003; Neri et Bicknell, 

2005). Enfin, la redistribution des astrocytes en présence d'un gliome malin n'est pas très 

bien compris actuellement, bien que le marquage GFAP (pour glial fibrillary acidic 

protein; un marqueur connu pour les astrocytes) soit plus intense en périphérie immédiate 

de la tumeur, et plus faible à l'intérieur de celle-ci (Lee et al., 2009). En somme, ces 

anormalités sont persistantes, mais la sévérité de celles-ci peut varier régionalement au sein 

d’une même tumeur (hétérogénéité), d'une tumeur à une autre, ou encore varier en fonction 

de la vitesse de progression de la tumeur et de son degré d'agressivité.

La principale conséquence de ces défauts structuraux est que l'endothélium des 

vaisseaux sanguins tumoraux est hyper-perméable, tant au niveau de la quantité d ’éléments 

extravasés qu'au niveau de la taille des substances pouvant traverser l'endothélium. Ces 

vaisseaux sont donc tout le contraire de ceux formant la BHE dite normale, qui telle que 

décrite précédemment, est plutôt hyper-imperméable. Le degré de perméabilité des
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vaisseaux sanguins peut être visualisé à l'aide d'agents de contraste IRM, molécules qui ne 

traversent pas (ou très peu) les vaisseaux sanguins normaux, mais qui passent rapidement à 

travers la paroi des vaisseaux anormaux alimentant les gliomes. Rappelions que, quoique la 

BHE soit bel et bien perméable en contexte tumoral, elle l'est de façon inconstante et avec 

une topographie hétérogène (Fortin, 2004; Kratz, 2008). Ainsi, des cellules néoplasiques 

peuvent exister à distance du nodule prenant le contraste, où la BHE est intacte et où elles 

sont protégées de la chimiothérapie (Fortin et Neuwelt, 2002; Pitz et al., 2011).

3.2 L'imagerie par résonance magnétique

L'objectif de cette introduction de thèse n'était pas de décrire en détails l'IRM, le 

lecteur qui veut compléter certaines connaissances est référé à l'excellent manuel d'auto

apprentissage "Comprendre l'IRM" (Kastler et Vetter, 2011). Ce volume détaille entre autre 

les phénomènes de résonance magnétique et de relaxation, les principaux types de 

séquences d'acquisition (écho de spin, écho de gradient, etc.), le contraste en 77, T2 et 

densité protonique, ainsi que le codage spatial et la reconstruction de l'image. Toutefois, 

afin d'améliorer la compréhension du lecteur, une description sommaire est présentée ici.

Comme son nom l'indique, l'imagerie par résonance magnétique est une technique 

d'imagerie médicale qui s'appuie sur la résonance magnétique nucléaire (RMN) de certains 

noyaux, plus précisément ceux à nombre impair de protons ou de neutrons, qui peuvent 

présenter un magnétisme détectable. Notons, par exemple, les éléments comme l'hydrogène 

(!H), le carbone (13C), le fluor (19F), le sodium (23Na) et le phosphore (31P), qui peuvent 

être à l’origine d ’une aimantation nucléaire. Toutefois, nous discuterons uniquement des 

atomes d'hydrogène des molécules d'eau, constituant majeur de l'être humain (entre 60 et 

70% chez l'adulte; 80% dans le cerveau). Chaque noyau d'hydrogène, constitué uniquement 

d ’un proton, possède un moment magnétique, ce qui signifie qu’il agit un peu comme un 

petit aimant lorsqu'on le place à l'intérieur d'un champ magnétique externe. Lorsqu'un tissu 

est placé dans l'aimant supraconducteur, ces petits aimants tendent donc à s'aligner avec le 

champ magnétique externe, faisant apparaître une magnétisation macroscopique, dite 

magnétisation longitudinale, dans le tissu.
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Les mesures sont faites par l'application d'un champ électromagnétique tournant (ou 

puises de radiofréquences) à une fréquence (de résonance) précise afin de générer une 

magnétisation transverse (Yankeelov et Gore, 2009). Une fois le champ appliqué, un 

certain temps est nécessaire à chaque proton afin de se réorienter, et donc de revoir 

apparaître une magnétisation longitudinale. Ce temps nécessaire pour se réaligner est 

appelé "relaxation longitudinale" ou relaxation 7). Le temps de relaxation 7) est affecté par 

la présence de macromolécules telles que les protéines, qui affectent la viscosité locale et 

donc la dynamique de mouvement de l'eau. En d'autres termes, le temps de relaxation des 

protons de l'eau est grandement affecté par leur environnement immédiat.

Le contraste en IRM correspond à la traduction des signaux RMN en tons de gris, 

passant du noir (signal faible) au blanc (signal élevé). Il traduit les différences en temps de 

relaxation des tissus (retour à l'équilibre suite à l'application des radiofréquences). Grâce 

aux différents paramètres de la séquence d'acquisition, choisis par l'opérateur, il est 

possib.le de mettre en évidence ces différences tissulaires, en favorisant l'un des facteurs, 

soit Tu T2 o u  p (densité protonique). C’est ce qu'on appelle "pondérer" la séquence. Le 

contraste en IRM dépend donc des paramètres d'acquisition des images (le temps de 

répétition (TR), temps d'écho (TE)) qui permettent de mettre l'emphase sur les 

caractéristiques intrinsèques des tissus {Tu T2, p).

Ces caractéristiques tissulaires peuvent être influencées par l'ajout d'un agent de 

contraste. Ce dernier agit sur les paramètres 7) et T2, les seuls paramètres modifiables 

(considérant que la densité protonique des tissus reste fixe). En IRM, la visualisation de 

l'agent de contraste dans l'organisme est indirecte. C'est plutôt l'impact qu'il a sur son 

environnement (son influence sur les temps de relaxation des protons de l'eau 

environnante) qui est mesurable, par une augmentation ou une diminution artificielle du 

signal mesuré. En effet, les agents de contraste raccourcissent les temps de relaxation Ti et 

T2 des tissus, l'un ou l'autre de ces effets étant prédominant en fonction du produit utilisé ou 

de sa concentration (et donc de leur distribution dans l'organisme) (Kastler et Vetter, 2011). 

Le Magnevist (ou Gadolinium(Gd)-DTPA) et le Gadomer, deux agents à base de
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gadolinium utilisés dans notre étude, sont dits paramagnétiques, ou T/-prédominant, et 

agissent donc en diminuant le temps de relaxation 7) des tissus environnants (ou retour à 

l'équilibre plus rapide), menant à une augmentation du signal (plus blanc) dans la région où 

ils sont situés sur des images en pondération 7). Ce sont les champs magnétiques émanant 

des électrons non appariés (le gadolinium en a 7) de l'agent 7) qui vont interagir avec les 

moments magnétiques des protons à proximité (Caravan et a l ,  1999). Cette interaction 

entre les spins électroniques de l'agent de contraste et le spin nucléaire du proton provoque 

une augmentation de la vitesse de relaxation de ces derniers. Tel que déjà mentionné, l'effet 

du gadolinium est dépendant de la concentration du produit à un endroit donné, et donc de 

sa distribution dans les tissus. A titre d'exemple, si celui-ci ne traverse pas la BHE, aucune 

modification de signal ne devrait être observée dans le SNC (mis à part l'effet minime 

qu'aura la portion sanguine de l'agent de contraste). Si toutefois la BHE est perméable, dû 

par exemple à l'angiogenèse induite par la présence d’une tumeur au cerveau, l'agent 

traversera du sang vers la tumeur et aura son effet prédominant sur le temps de relaxation 

Ti du tissu tumoral, résultant en une augmentation du signal au sein de ce dernier sur nos 

images pondérées-7). Si la concentration de gadolinium augmente encore, l'effet deviendra 

7Vprédominant, ce qui aura pour conséquence, une diminution du signal. Cette 

caractéristique des agents paramagnétiques peut être observée par une diminution drastique 

du signal dans la vessie, après de multiples injections intraveineuses de Gd-DTPA, qui est 

éliminé par la voie rénale. Il est à noter que dans notre protocole expérimental, les 

concentrations d'agent de contraste utilisées mènent toujours à un effet prédominant Tu 

Toutefois, comme deux injections d'agent de contraste seront nécessaires chez un même 

animal, nous avons pris soin de laisser quelques heures de délai entre les deux séances 

d'imagerie, temps nécessaire afin d'éliminer la première dose d'agent de contraste (figure 

IV).
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Figure IV - Procédures d'IRM avec injection d'agent de contraste et ouverture de la BHE.
N.B. Un délai de 12 heures (au lieu de 4) sépare les deux procédures lorsque le Gadomer 

est utilisé comme agent de contraste, puisque son élimination du SNC est plus lente.

3.3 L 'IRM  dynamique rehaussée p a r un agent de contraste

L'IRM dynamique rehaussée par un agent de contraste (DCE-MRI) consiste en 

l'acquisitiôn rapide d'une série d'images (un peu comme un film), avant, pendant et après 

l'administration intraveineuse de l'agent de contraste. Chaque image acquise correspond à 

un point dans le temps, et chaque voxel de chaque groupe d'images a donc sa propre 

évolution temporelle (une intensité de signal par point dans le temps) qui peut être analysée 

à l'aide d'un modèle mathématique (Yankeelov et Gore, 2009). Ce type d'imagerie est 

utilisé pour obtenir, lors d'une même étude, de l'information morphologique et 

fonctionnelle à propos de la micro-vascularisation. Au cerveau, l'agent de contraste servira 

de marqueur de perméabilité vasculaire, puisqu'il n'est pas en mesure de traverser du sang 

vers l'encéphale au travers la BHE normale (Bart et al., 2000; Neuwelt, 2004; Côté, 2007; 

Blanchette et al., 2009; Côté et al., 2010, 2012). Le but premier de cette thèse était de 

développer de nouvelles approches afin de perméabiliser la BHE tumorale en périphérie 

des gliomes, afin de permettre un meilleur acheminement d'agents thérapeutiques à la 

portion infiltrante de ces tumeurs. Nous avons donc choisi un protocole d'acquisition 

d'images inspiré du DCE-MRI classique. Toutefois, l'analyse des images est différente et 

originale. Effectivement, l'analyse des images obtenues en DCE-MRI vise généralement à 

obtenir une constante de transfert entre l'espace intra-vasculaire et

32



extravasculaire/extracellulaire (£trans), la fraction volumétrique représentant le 

compartiment extravasculaire/extracellulaire (Ve) .  Chacun de ces paramètres peut révéler de 

l'information diagnostique et pronostique. Pour une excellente revue sur le sujet, le lecteur 

est référé à Yankeelov et Gore (Yankeelov et Gore, 2009). Nous nous sommes plutôt 

intéressés à comparer la localisation de l'augmentation du signal au sein des tumeurs (suite 

à l'injection de l'agent de contraste) chez un même animal, avec ou sans perméabilisation 

préalable de la BHE avec nos agonistes du rB l ou du rB2 (Côté, 2007). D'abord, une 

analyse volumétrique de l'augmentation du signal nous a permis d'obtenir ce que nous 

avons nommé un "volume de distribution de l'agent de contraste" (CADV: de l'anglais 

constrast agent distribution volume). Ce volume est mesuré pour chaque série d'images en 

fonction du temps, pour la première (agent de contraste seul) et la deuxième (ouverture de 

BHE + agent de contraste) série d'images obtenue chez un même animal implanté d'un 

gliome F98. Ces deux CADV peuvent ensuite être comparés. Rappelons ici qu’en présence 

d'un gliome, la perméabilité basale de la BHE est affectée de façon hétérogène, et donc, un 

rehaussement de signal causé par l'agent de contraste est déjà visible à la tumeur avant 

toute manipulation pharmacologique, biochimique ou osmotique. Une perméabilisation de 

la BHE subséquente, en périphérie de la tumeur, devrait nous permettre d'apprécier une 

augmentation du CADV.

D'autre part, nous avons procédé à une analyse de la concentration d'agent de 

contraste, en fonction du temps et de l'hémisphère cérébral. Cette analyse est 

complémentaire et donne un aperçu plus global de la distribution des agents de contraste au 

cerveau. Afin d'estimer quantitativement les concentrations de gadolinium dans un 

protocole DCE-MRI, il est impératif d'acquérir une carte Tj des tissus ciblés et ce, avant 

l'injection de l'agent de contraste. Pour y arriver, nous procédons à l'acquisition d'images en 

écho de gradient tout en faisant varier a  (angle de bascule ou flip  angle) pour des 

acquisitions successives, en utilisant le même plan (les mêmes coupes) que pour la 

dynamique qui suivra. Ensuite, une reconstruction voxel par voxel des images sera faite 

afm d'obtenir une carte des valeurs 7) avant l'injection d'un agent de contraste. Pour plus de 

détails sur ces techniques d'acquisition et de mesure, le lecteur est de nouveau référé à 

l'ouvrage de Yankeelov et Gore (Yankeelov et Gore, 2009). La procédure initialement
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rapportée dans mon mémoire de maîtrise en pharmacologie (Côté, 2007) est décrite plus en 

détail dans le deuxième manuscrit composant cette thèse.
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Chapitre' 4
Hypothèses e t  objectif*

Le récepteur B2 des kinines a déjà fait l'objet de cible afin de perméabiliser 

transitoirement la barrière hémato-encéphalique en présence d'une tumeur cérébrale, dans 

le but ultime d'améliorer l'acheminement de molécules thérapeutiques au site tumoral. Une 

fonction perméabilisante a également été suggérée pour le récepteur B l. Ce récepteur est 

induit et surexprimé localement sur les cellules endothéliales vasculaires dans de 

nombreuses pathologies inflammatoires, incluant certains types de tumeur. Ainsi, le rBl 

pourrait représenter une cible pour perméabiliser la BHE tumorale. Le présent projet de 

recherche poursuit les investigations menées sur la caractérisation des effets 

perméabilisants des agonistes synthétiques des récepteurs Bl et B2 des kinines sur la BHE, 

dans un modèle de rat Fischer implanté d'un gliome syngénique F98 (Côté, 2007). 

L ’expression du rBl et du rB2 a été mesurée dans les tissus cérébraux de notre modèle 

animal, mais aussi dans des biopsies de gliomes humains afm d'évaluer la possibilité de 

transposer chez l ’homme, les protocoles de thérapie mis au point chez l’animal.

4.1 Objectifs du manuscrit 1

Côté J, Savard M, Bovenzi V, Bélanger S, Morin J, Neugebauer W, Larouche A, Dubuc C, 

Gobeil F jr. (2009) Novel kinin B l receptor agonists with improved pharmacological 

profiles. Peptides 30:788-795.

Le but de cette première phase d'expérimentations était de développer de nouveaux 

agonistes pour le récepteur Bl des kinines. Nous nous sommes inspirés de la structure du 

peptide agoniste le plus actif disponible à ce moment, soit le Sar[DPhe8]desArg9BK 

(Rhaleb et al., 1990; Drapeau et al., 1991). Nous avons synthétisé plusieurs peptides avec

35



différentes modifications à la séquence peptidique de référence, afin d'améliorer leur 

résistance au métabolisme enzymatique (les rendre plus stables) tout en conservant, voire 

en augmentant, l'affinité et l’activité pour les rB l. Des essais de liaison in vitro sur des 

cellules HEK-293T transfectées avec le rB l humain était donc à l'affiche sur le plan de 

l'étude, en plus d'essais de vasoconstriction ex vivo sur la veine ombilicale humaine 

exprimant le rBl et d'essais in vivo de mesure de pression artérielle chez le lapin 

immunostimulé au LPS. Les peptides possédant les meilleures propriétés 

pharmacologiques sont ainsi identifiés pour des études ultérieures sur les rôles potentiels de 

l'activation du rBl chez l'animal et chez l'humain.

4.2 Objectifs du m anuscrit 2

Côté J, Savard M, Bovenzi V, Dubuc C, Tremblay L, Tsanaclis AM, Fortin D, Lepage Ma, 

Gobeil F jr. (2010) Sélective tumor blood-brain barrier opening with the kinin B2 receptor 

agonist [Phe8W(CH2NH)Arg9]-BK in a F98 glioma rat model: an MRI study. 

Neuropeptides 44(2): 177-185.

Ici, nous avons voulu investiguer les effets perméabilisants de l'agoniste sélectif du 

rB2, [Phe8'P(CH2NH)Arg9]-BK (R523), dans un modèle animal de tumeur cérébrale, le rat 

Fischer implanté d’un gliome F98. Pour ce faire, nous avons utilisé une nouvelle approche 

d'imagerie quantitative et non-invasive, l'imagerie par résonance magnétique réhaussée par 

un agent de contraste (deux agents de constrate différents ont été étudiés, avec des poids 

moléculaire différents). Nous avions également pour objectif de caractériser les niveaux 

d'expression du rB2 dans la tumeur, sa périphérie, ainsi que dans le tissu cérébral normal, à 

distance du nodule tumoral. Pour ce faire, les techniques d'immunobuvardage Western, de 

RT-PCR et d'immunohistochimie ont été privilégiées. Les effets systémiques vasculaires 

du R523 ont quant à eux été décrits par mesure directe de la pression artérielle chez le rat.

4.3 Objectifs du m anuscrit 3
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Côté J, Bovenzi V, Savard M, Dubuc C, Fortier A, Neugebauer W, Tremblay L, Müller- 

Esterl W, Tsanaclis AM, Lepage M, Fortin D, Gobeil F jr. (2012) Induction o f sélective 

blood-tumor barrier permeability and macromolecular transport by a biostable kinin B l 

receptor agonist in a glioma rat model. PLOS ONE 7(5) : 1-17.

Ce troisième manuscrit comportait deux grands objectifs centraux: (1) détecter et 

localiser l'expression du rB l au niveau des gliomes chez le rat et l'humain à l'aide 

d'approches variées de biologie moléculaire et cellulaire; (2) corréler l'expression du rBl 

avec un effet perméabilisant vasculaire in vivo à l'aide du peptide agoniste NG29, un 

agoniste sélectif et stable du rB l (voir l'article 1). Pour ce faire, nous avons une fois de plus 

utilisé l'IRM rehaussé par un agent de contraste (toujours avec le Gd-DTPA et le Gadomer) 

ainsi que la spectrométrie de masse de type ICP-MS et le marquage de l'albumine liée au 

bleu d'Evans.

4.4 Objectifs du manuscrit 4

Côté J , Savard M, Neugebauer W, Tremblay L, Fortin D, Lepage M, Gobeil F jr. (2013) 

Dual kinin B l and B2 activation provides enhanced blood-brain barrier permeability and 

anticancer drug delivery to brain tumors. Soumis à Cancer Biology and Therapy.

Les résultats illustrés dans les manuscrits #2 et #3 ont permis d ’identifier deux mécanismes 

d ’actions différents enclenchés par les agonistes du rBl et du rB2 lors de la 

perméabilisation de la BHE tumorale. Ce quatrième et dernier article met donc l'emphase 

sur l'activation simultanée des récepteurs B l et B2 des kinines pour perméabiliser 

davantage la BHE. Nous avons développé un hétérodimère composé du NG29 (Côté et al., 

2012) et du NG291, un puissant agoniste du rB2. Cette molécule a la possibilité d'activer 

tant le rB l que le rB2. Nous avons comparé, toujours par IRM et ICP-MS, l'efficacité de ce 

dimère à favoriser l'acheminement de molécules comme les agents de contraste IRM et le 

carboplatin. Nous y comparons son efficacité avec le NG29 seul, le NG291 seul, et une 

combinaison (co-injection) de ces deux molécules, simultanément.
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Chapitre/ 5
Manuscrit 1

Titre : Novel kinin B l receptor agonists with improved pharmacological profiles

Auteurs de l'article : Jérôme Côté, Martin Savard, Veronica Bovenzi, Simon Bélanger, 

Josée Morin, Witold Neugebauer, Annie Larouche, Céléna Dubuc, Femand Gobeil jr.

Statut de l'article : Publié (Peptides 30:788-95, 2009)

Avant-propos :

Dans cet article, j'ai effectué plus de 90% des expérimentations et j'ai participé de manière 

active à la rédaction du manuscrit et à sa correction en étroite collaboration avec les auteurs 

Savard, Bovenzi et Gobeil. Toutefois, mentionnons que cette thèse regroupe, sous la forme 

d'un continuum d'études, l'ensemble des données obtenues durant mes travaux de maîtrise 

en pharmacologie (non publiées à cette époque) ainsi que celles développées au cours de 

cette thèse. De ce fait, environ les deux tiers des résultats présentés dans ce premier 

manuscrit ont été obtenus au cours de mon programme de maîtrise en pharmacologie (Côté, 

2007). Il est tout de même inclus dans cette thèse puisque la balance des résultats y est 

présentée et que sa rédaction a été effectuée au cours de mon programme de doctorat. De 

plus, son sujet est étroitement lié avec les trois autres articles présentés dans cet ouvrage.
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Résumé de l'article :

Dans ce premier manuscrit, nous avons synthétisé une série de nouveaux peptides 

analogues à la séquence de base Sar[DPhe8]desArg9-bradykinine, un agoniste relativement 

stable possédant une affinité modérée envers le récepteur B 1. Nous avons ensuite évalué 

les propriétés pharmacologiques de ces nouveaux peptides en utilisant (1) des essais de 

liaison compétitifs sur des cellules transfectées transitoirement avec le récepteur B1 ou B2 

des kinines, (2) des essais de vasomotricité ex vivo sur la veine ombilicale humaine, et (3) 

une évaluation in vivo des effets sur la pression artérielle chez le lapin immunostimulé au 

lipopolysaccharide. Les résultats obtenus ont montré que des modifications clés en N- 

terminal, ainsi qu'aux positions 3 et 5 de la Sar[DPhe8]desArg9-bradykinine mènent à des 

analogues agonistes puissants. À titre d'exemple, les peptides 10 (SarLys[DPhe8]desArg9- 

bradykinine), 18 (SarLys[Hyp3,Cha5, DPhe8]desArg9-bradykinin) et 20 (SarLys[Hyp3,Igl5, 

DPhe8]desArg9-bradykinin) surpassent la molécule mère en matière d'affinité, de puissance 

et de durée d'action in vitro et in vivo. Ces agonistes sélectifs pourront être utilisés lors de 

futures études chez l'animal et chez l'humain afin d'étudier les bénéfices potentiels de 

l'activation du récepteur B 1.
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ABSTRACT

There is some evidence to suggest that inducible kinin B1 receptors (B1R) may play 

bénéficiai and protecting rôles in cardiovascular-related pathologies such as hypertension, 

diabetes, and ischémie organ diseases. Peptide B1R agonists bearing optimized 

pharmacological features (high potency, selectivity and stability toward proteolysis) hold 

promise as valuable therapeutic agents in the treatment of these diseases. In the présent 

study, we used solid-phase methodology to synthesize a sériés of novel peptide analogues 

based on the sequence of Sar[DPhe8]desArg9-bradykinin, a relatively stable peptide agonist 

with moderate affinity for the human B1R. We evaluated the pharmacological properties o f 

these peptides using 1) in vitro compétitive binding experiments on recombinant human 

B1R and B2R (for index of selectivity détermination) in transiently transfected human 

embryonic kidney 293 cells (HEK-293T cells), 2) ex vivo vasomotor assays on isolated 

human umbilical veins expressing endogenous human B1R and, 3) in vivo blood pressure 

tests using anesthetized lipopolysaccharide-immunostimulated rabbits. Key Chemical 

modifications at the N-terminus, the positions 3 and 5 on Sar[DPhe8]desArg9-bradykinin 

led to potent analogues. For example, peptides 18 (SarLys[Hyp3,Cha5,DPhe8]desArg9- 

bradykinin) and 20 (SarLys[Hyp3,Igl5, DPhe8]desArg9-bradykinin) outperformed the 

parental molecule in terms o f affinity, functional potency and duration of action in vitro 

and in vivo. These sélective agonists should be valuable in future animal and human 

studies to investigate the potential benefîts of B1R activation.

Keywords: B1 receptor, kinins, peptides, biological assays, human
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1. Introduction

The kinin B1 receptor (B1R) is a member of the G-protein coupled receptor family. The 

kinin metabolites, desArg9BK and LysdesArg9BK, which are formed by the enzymatic 

cleavage of the B2R ligands bradykinin (BK) and Lys-BK (Kallidin) respectively by 

plasma/tissue carboxypeptidases, are endogenous ligands for this receptor. Unlike B2R, 

which is constitutively expressed, B1R is usually not found under physiological conditions 

or is physiologically inert. However, it is induced by various inflammatory mediators (i.e. 

cytokines, endotoxins) and tissue damage in a number of cell types including vascular 

endothélial and smooth muscle cells, fïbroblasts and neurons [44].

Notwithstanding some conflicting reports in the literature [40, 56,60, 62], there is evidence 

indicating bénéficiai and protecting rôles of inducible kinin B1R in vascular diseases (ex. 

hypertension, diabetes, ischémie organ diseases) supported by gene overexpression and 

knockout studies and the use of sélective agonists and antagonists (see comprehensive 

reviews [12, 28, 46] and [37, 59]). The induction and subséquent activation o f B1R may be 

part of an important vascular self-defense mechanism against récurrent deleterious 

ischemic/hypoxic épisodes that can be improved by ACE inhibition and AT-1 receptor 

blockade [12, 28, 37, 59]. In addition to its angioprotective effect, B1R may also play a 

rôle in wound-healing reparative processes with an associated pro-angiogenic response. 

Examples illustrating these bénéficiai effects include the following: (1) in Langerdorff 

perfused isolated rat hearts, exogenous perfusion of desArg9BK prior to the induction of 

ischemia, decreases arrhythmias [10] and protects endothélial fonctions in coronary arteries 

in the foliow-up reperfosion process [6]; (2) systemic administration of the B1R stable 

agonist Sar[DPhe8]desArg9BK in a murine model of limb ischemia leads to reparative 

angiogenesis [19]. The positive contribution of newly expressed B1R to vascular re- 

endothelialization o f wounded arteries has also been observed in a rat model o f balloon 

angioplasty [1]; and (3) lack o f B1R worsens cardiac remodeling and dysfonction after 

myocardial infarction [61] and kidney damage after ischemic/reperfosion injury in B1R- 

null mice [37]. These salutary effects in the macro- and micro-vascular networks may lie in 

part on the capacity of B1R agonists to promote the release of endothélial nitric oxide,
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prostaglandins, and possibly endothelium-derived hyperpolarizing factors and 

endocannabinoids, which may serve as cytoprotective, angiogenic and dilatory factors 

thereby preserving oxygénation and fonctions of vital organs [19, 38, 39].

However, natural B1R ligands are subjected to rapid inactivation by tissue and plasma 

enzymes, which limit their stability and protective fonctions [13, 17]. Major enzymes 

thought to be involved in the inactivation o f naturally occurring B1R agonists include the 

aminopeptidase M (AmM), aminopeptidase P (AmP), angiotensin-converting enzyme 

(ACE) and its homologue ACE2 [13, 15-17], which are especially confined to the 

endothélium. This susceptibility to proteolysis has provided the impetus for the 

development o f protease-resistant, long-acting B1R agonists [17, 52]. The best- 

characterized peptide, Sar[DPhe8]desArg9BK, exhibits a lower susceptibility toward 

proteolysis and a moderate affinity and potency (about 1 1 - and 2 -fold less, respectively) 

relative to the natural ligand LysdesArg9BK on the rabbit B1R [17, 42, 52], The non 

absolute enzymatic résistance of Sar[DPhe8]desArg9BK probably arises from hydrolysis of 

nonterminal peptide bonds by unidentified vascular/tissue endopeptidases [4, 34]. 

Sar[DPhe8]desArg9BK also triggers long-lasting hypotensive responses in comparison to 

LysdesArg9BK when injected intra-arterially in lipopolysaccharide (LPS)-pretreated 

rabbits. The primary mechanisms underlying the hypotensive action of 

Sar[DPhe8]desArg9BK have been elucidated and involve a decrease o f total peripheral 

résistance and cardiac output [4]. Sar[DPhe8]desArg9BK is also much less active than 

LysdesArg9BK on human B1R as determined by ligand binding (by a factor of 500 [41] to 

10 000-fold [36]; transfected COS-7 cells) and fonctional assays (17-fold less activity; 

hUV) [25],

The goal of the présent study was to develop desArg9BK peptide mimetics, more 

specifically of Sar[DPhe8]desArg9BK, having increased potency (and eventually stability) 

at human B1R. Herewith, we identified a sériés o f stable, potent B1R peptide agonists 

based on in vitro radioligand binding on human B1R transfected HEK-293T cells, ex vivo 

vasocontraction assays on isolated human umbilical veins (hUV) expressing endogenous 

human B1R, and in vivo blood pressure testing using anesthetized LPS-immunostimulated
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rabbits. These sélective agonists should be useful in future in vitro and in vivo animal and 

human studies to investigate the potential benefits of B1R activation.

2. Materials and methods

2.1. Solid phase peptide synthesis

Ail peptides were synthesized using either Fmoc (9-fluorenylmethyoxy-carbonyl) or tBOC 

(t-butoxy-carbonyl) solid-phase chemistries carried out in automated Pioneer peptide 

synthesizer and Applied Biosystems 430A synthesizer, respectively. Fmoc amino acids 

were purchased from Novabiochem (California, USA) or Chem-Impex (Ilinois, USA). Boc 

amino acids used in synthesis were purchased from Chem-Impex or Bachem Bioscience 

Inc. (Pennsylvania, USA). Ail other Chemicals were purchased from Sigma- Aldrich 

(Canada). Dicyclohexylcarbodiimide (DCC) and 2-(lH-Benzotriazole-l-yl)-l,1,3,3- 

tetramethyluronium tetrafluoroborate (TBTU) were used as coupling agents in Boc and 

Fmoc stratégies, respectively. Only protocols recommended by the instrument 

manufacturer were used in both types of synthesis. The pseudopeptide bond in the Phe-Ser 

sequence was made by ovemight coupling of the Boc-Phe aldehyde to serine on the 

Merrifîeld resin in DMF containing 1% AcOH and equimolar amount o f Boc-amino acid 

aldehyde and NaBFbCN. The peptides were cleaved from the resin by liquid HF (in Boc 

strategy) or by TFA (in Fmoc strategy) and were purified on semi-preparative reverse' 

phase C l8  columns using a linear gradient o f acetonitrile in water (solvents with 0.1% 

TFA). Peptide purity (>95%) was assessed by analytical RP-HPLC and molecular weight 

was verified by electrospray mass spectrometry using a VG Platform ns 8230E (Waters, 

USA) or Micromass TofSpec 2E (MALDI-MS, USA). Abbreviations used for amino acids 

follow the raies of the IUPAC-IUB Commission on Biochemical Nomenclature. Other 

abbreviations and moieties are described as follows: Sar, N-methyl-glycine; Hyp, trans-4- 

hydroxy-L-proline; Phg, phenyl-glycine; Pen, penicillamine; Igl, 2-indanyl-glycine and 

Cha, cyclohexyl-alanine. Concentrated stock solutions o f peptides (10 mM) were prepared 

in double distilled deionized water and stored at -20°C until use.
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2.2. Animais

In vitro experiments were performed on tissues from maie New-Zealand white rabbits (1.1- 

1.5 kg; aortae), Sprague-Dawley rats (250-300g; stomachs) and C57/black mice (18-25g; 

stomachs). Animais were euthanized under Ketamine/Xylazine anesthesia by cervical 

dislocation or décapitation in accordance with the Guide for the Care and Use o f 

Laboratory Animais provided by the Canadian Council o f Animal Care, and with the 

approval of the Animal Care Committee of the Université de Sherbrooke. In vivo 

experiments were carried out on anesthetized New-Zealand white rabbits.

2.3. Contraction assays on isolated peripheral tissues

Smooth muscle contraction assays of the isolated rabbit aorta (rbA) [25], rat stomach (rS)

[50], mouse stomach (mS) [3] and human umbilical vein (hUV) [26] were determined as 

previously described. Procédures involving human umbilical cords were approved by the 

institutional review boards o f the University of Sherbrooke Médical School. Tissues were 

rapidly removed, eut into strips, cleaned of fat and connective tissues, mounted vertically in 

siliconized 10 ml-organ baths. The baths were filled with oxygenated (95% 0 2 -5 % CO2) 

and thermo-regulated (37°C) Krebs solution (pH 7.4) o f the following composition 

(mmol/L): NaCl 118.1, KC1 4.7, CaCl2 6H20  2.5, KH2P 0 4 1.2, M gS04 7 H20  1.2, 

NaHCOî 25, and D-glucose 5.5. Strips were stretched with a resting tension o f either 0.5 

(mS), 1.0 (rS) or 2.0 gram-weight (g-wt) (rbA and hUV) with fréquent washing and tension 

adjustments. After a 2-hour équilibration period, the strips were challenged 3 to 4 times 

with the reference B1R agonist desArg9BK (for the mS and rS: 50 nM; for the rbA and 

hUV: 500 nM) to ensure stability of the response prior to the beginning of the experiments. 

Muscular contractions were measured isometrically with force transducers (FT03, Grass 

Instruments, USA) and recorded on multichannel chart recorders (Grass model 7D, USA). 

Cumulative concentration-response curves to B1R agonists (0.01 to 10 000 nM) were 

performed on the rbA and hUV while non-cumulative concentration-response curves (i.e. 

consécutive doses added individually following washout of the previous dose) were
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produced for the agonists on the rS and mS préparations due to spontaneous contraction 

activities of the tissues. The concentration o f agonist producing 50% of the maximal effect 

(EC50) was determined from each curve and used as an indicator of agonist potency. For 

the détermination o f agonist efficiencies (Emax), a single maximal concentration of KC1 

(60 mM) and o f an agonist (10 pM) was added to each préparation to give a standard 

contraction.

2.4. Radioligand binding assays

Compétitive binding experiments on recombinant human B1R and B2R were performed in 

transiently-transfected human embryonic kidney 293T cells (HEK-293T cells) as described 

in détail elsewhere [5]. Displacement binding was carried out by incubating the cells with 

competing B1R peptide agonists (in the range of 0.01-10,000 nM) and the radioligand 

[3H]LysdesArg9BK (1.0 nM) for the B1R (0.3 ml final volume for 60 min at 37°C) or 

[3H]BK (1.0 nM) for the B2R (0.3 ml final volume for 120 min at 4°C). Non spécifie 

binding was determined in the presence o f 10 pM of LysdesArg9BK or BK. After the 

incubation time, the cell monolayers were washed once with ice-cold PBS buffer, lysed 

with 0.1N sodium hydroxide (0.2 ml), and transferred into scintillation vials. Radioactivity 

o f the samples was measured in a P-counter after the addition of a 20-fold volume (4 ml) of 

scintillation liquid. Data were analyzed using GraphPad computer software (PRISM 

software, GraphPad, USA). Binding affinities o f agonists are expressed in terms of I C 5 0  

values: the molar concentration of an unlabeled agonist causing 50% displacement of 

spécifie binding. Under our expérimental conditions, the spécifie binding activities of 

[3H]LysdesArg9BK and [3H]BK amounted to 97 and 94%, respectively, o f the total binding 

activities (not shown). No spécifie binding of the radioligands to untransfected HEK-293T 

cells was observed (data not shown).

2.5. Blood pressure testing on anesthetized LPS-immunostimulated rabbits

The expérimental model used to evaluate blood pressure lowering effects o f desArg9-BK 

derivatives via B1R has been previously described [23]. Maie New-Zealand white rabbits
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were pretreated with LPS (50 (ig/kg i.v.), a well-known inducer of B1R expression in vivo

[44], 5 hrs before inducing anesthesia with sodium pentobarbital (Abbott Laboratories, 

Canada) given initially at 30 mg/kg i.v., through the auricular vein, and supplemented when 

required. The animais were tracheotomized via an endotracheal tube (PE 330) to facilitate 

spontaneous breathing, placed in supine position on thermostated pads (set at 37°C). 

Systemic arterial blood pressure was measured through a catheter (PE 50 filled with 

heparinized saline) inserted in the right carotid artery and connected to a Micro-Med 

transducer (model TDX-300, USA) linked to a blood pressure Micro-Med analyzer (model 

BPA-lOOc) and a Grass recorder (Model 7, USA). Another catheter was inserted in the 

right fémoral vein for bolus injections (0 .1  ml, 1 0 -2 0 s) o f vehicle (isotonie saline), 

LysdesArg9BK and selected synthetic analogues randomly administered (given at 0.1, 1 

and 10 nmol/kg, spaced 5-10 min apart). After each injection, the catheter was flushed with 

saline (3x volumes) to remove residual injected substances. There was no occurrence of 

tachyphyIaxis. The same catheter was also used to infuse euthanasia solution (Euthanyl 

(240 mg/kg); Bimeda-MTC Animal Health Ltd., Canada) at the end of the experiment. For 

relative potency évaluation, the change in blood pressure from baseline to post-injection in 

individual animais was determined. The duration o f action o f the hypotensive compounds 

was estimated as the time elapsed for the blood pressure to retum to its basai value 

following injection of the tested agents.

2.6. Statistical Analysis

Results are expressed as means ± standard error o f the mean (s.e.m.) for the specifïed 

number («) o f préparations or animais tested. Statistical comparisons were analyzed by 

one-way ANOVA followed by Dunnett’s post hoc test or Student's t test for unpaired 

observation when appropriate. /^-values less than 0.05 were considered statistically 

significant in ail analyses.
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3. Results

3.1. Vascular reactivity of endothelium-denuded hUV to desArg’BK derivatives

We tested the agonist potency o f synthetic desArg9-BK ligands toward native human B1R 

using the established hUV smooth muscle contractility assay [26, 34, 53, 54], We and 

others previously reported that the N-terminal lysyl group is important for binding and full 

activity of desArg9-kinin metabolites at the human B1R [26, 47]. It is further confirmed 

here by showing that LysdesArg9BK (EC50: 6.5 nM) is about 30-fold more potent than 

desArg9BK (EC50: 204 nM) (Table 1).

An endogenous hydroxylate analogue of desArg9BK, the [Hyp3]desArg9BK, has been 

recently identified in human plasma by mass spectrometry [55]. This peptide (peptide 3) 

showed a slight increase in activity over its counterpart desArg9BK. The extended Lysyl 

version of peptide 3 showed higher activity (1.5-fold increase) than LysdesArg9BK while 

its basic D-isomer isoforms (peptides 5 and 6 ), which should allow protection against AmM 

and P, had reduced potencies. Pioneering studies of Rhaleb et al. [52] and Drapeau et al.

[16] demonstrated that the isomerization o f Phe at position 8 , purposely made to protect 

against ACE activity, has no négative impact on desArg9BK activity based on in vitro and 

in vivo studies on rabbit B1R. This modification produces similar results with the human 

B1R (see peptide 2 vs 8 ) where it rather tends to increase the potency value (see peptide 1
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Table 1
Charactcrïzation of dc.sArg°BK~fdjred peptide conrractilc activities on human 
umbilical veins.

Peptide sequence Human umbilical vein
hBl
ECso(nM)

Refitrence
1. desArg*BK (H-Arg1-Pro2-ProI-Cly•'- 195 ± 29

Phes-Ser‘ -Pro7-Phe*-OH)
2. LysdesArg“BK 6.5 ± 1.5

N-lrrminal and/or P3 modification
3. IHyp'JdesAig'BK 113 ±34
4. Lys| Hyp1 |desArg’JBK 3,8 ±  0.9
5. olyslHyp^desArg’BK 4.6 ±  1.7
6. DArglHyp’]desAfg'’BK 10 = 2

N-termmai and/oc PS modification
7. | DPhe, |desArg*BK 45 = 13
8. LysInPhe’ IdesArg^BK 11 ± 3
9. Sar1oPhe“(desArg‘,BK 48 ± 8
10. SarLys|oPhe*|desArg9BK 0.45 ±  0.13
11. SarArgl i>Phe” ldesArg''BK 0.29 = 007
12. SarArgArg|DPhell|desArgsBK 7.9 =  2.4
13. SamArgl nPhr*jdesArg'JBK 4.8 = 1.2
14. SarLy5|DPhe“|desArg!>BK-NHj >1000

N-terminal. P3, P5 and/or PS modification
15. SariCly, 'P!CHJ-NH;Phcî . oPhc*(dc5Arg,JBK >1000
16. SarLys|(aMe)Ptier'. »Phc*|desAig',BK >1000
17. SarLys|Hyp*. (aM c'Phe5. i>Phe!‘|desArg'>BK >1000
18. SarLys(Hyp\ Cha5, id>he, |dcsAig3BK 0 .5 6 = 0 1 3
19. Sarl.ysjHyp1. Phg5, nPhe’ ldcsArg,1BK 7 = 1
20. SarLyslHyp1, Igl*. nPheKJdcsArg,’BK 0.62 ±0.08
21. SarLyslHyp1, Pcn ', oPhe‘ |desArg9BK 26 i  5
22. SarLyslHyp1. Cpg5. oPheidesArg^BK 1.80 = 0.61
23. SarLyslHyp1, t>Cpgs, DPhe*|desArg*BK 2.40 = 0.37

Numbers are means = S.E.M. of 5-13 experiments. AH positions 'P i are with respect to
the amino acid positions in the native desArg ’BK sequence (labeieri peptide 1J.

vs 7). Sar[DPhe8]desArg9BK (peptide 9) is reported to be résistant to hydrolysis by ACE, 

neutral endopeptidase 24.11 and aminopeptidases [45]. In addition, it is unlikely that ACE- 

2 plays a dominant rôle in degrading Sar[DPhe8]desArg9BK since the DPhe substituent at 

position 8  should equally protect the Pro7-Phe8 peptide bond from ACE-2 cleavage. 

Sar[DPhe8]desArg9BK presented fairly good potency (48 nM) albeit significantly lower 

than LysdesArg9BK (6.5 nM), which is in good agreement with our previous functional 

study [25]. The insertion of basic residues (lysyl or arginyl) at the N-terminal of 

Sar[DPhe8]desArg9BK greatly enhanced its potency (peptides 10 and 11 vs 9) while the 

amidation of C-terminal carboxyl group annihilated ail activity (peptide 14).
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(Ml
Peptide 20

Figure 1. Structure of the novel peptide agonist 20. The 2D-structure o f peptide 20 is 
shown with the N-terminal domain presented on the left side.

We then sought to introduce Phe substituents at position 5 to confer increased 

stability toward endopeptidases. For this purpose, we used pseudopeptide bond CH2-NH or 

commercially-available L or D non-coded amino acids to stabilize the scissile Gly4-Phe5 and 

Phe5-Ser6 ester bonds in an analogue of the Sar[DPhe8]desArg9BK. The substitutions were 

performed in combination or not with the effective modifications described above that 

include the insertion of Lysyl and Hyp residues at the N-terminal and position 3, respectively. 

We observed a dramatic décliné in the stimulatory potency of peptides containing a 

reduced peptide bond (psi(CH2NH)) (peptide 15) or a C“-methylated Phe at position 5 

(peptides 16 and 17). These modifications most likely impose local restrictions on 

backbone conformation, thus impairing ligand binding to the human B1R. A comparison of 

the biological activities o f peptides 18 and 2 0  with that of 2 2  revealed that replacement of 

Phe5 with other isosteric, cyclic (whether aromatic (Igl) or not (Cha, Cpg)) structures 

sharing similar conformational flexibility, was very well accommodated and remained 

compatible with full agonistic activity. In fact, these peptides agonized human B1R with 

EC50 values in the picomolar range. A 2D-model of peptide 20, one of the most active 

agonists, is shown in Figure 1. The hydrophobic, non aromatic Pen substitute with reduced 

bulkiness relative to Phe was less preferred (see peptide 21). In addition, the D- 

stereochemical configuration of Cpg had a benign effect on peptide 22 activity (see peptide 

23).
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It is worth mentioning that the agonistic effect o f peptide 20 showed longer 

duration of action relative to desArg9BK (Figure 2). On thorough washing-out o f the 

agonist from the organ bath, the contractile activity of desArg9BK subsided within 10-20 

min while that of peptide 20 persisted for more than 2h (Figure 2); peptides 18 and 22 

behaved very similarly to peptide 20 (not shown). Upon further examination, the activity 

of peptide 20 was found spécifie toward human B1R as only the B1R antagonist R-892

[22], but not the TxA2 antagonist L-670,596, the histamine H1R antagonist 

diphenhydramine, the BK B2R antagonist HOE-140, the adrenalin a lR  antagonist 

prazosin, the endothelin ET-A antagonist BQ-123 (ail tested at 1 pM), was effective in 

inhibiting peptide 20-induced hUV contraction (data not shown).

taoimtric tension  
(g-weight)

3.0

t
DBK Peptide 20 1111

(600 nM) (1 nM) 10 min

Figure 2. Typical contractions induced by desArg9BK and peptide 20 on the isolated 
endothelium-denuded hum an umbilical vein. W indicates washing-out of agents from 
the organ bath. Note the long duration of action of peptide 20, despite fréquent washing of 
tissues. Représentative tracings from 3 separate experiments.

We also estimated the efficiency (Emax expressed as percentage of KC1 response) of some 

o f the most potent agonists. Ail peptide agonists (tested at 10 pM) produced similar 

maximal responses in the hUV system (Figure 3), and can thus be defined operationally as 

full agonists.
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Figure 3. Comparison of the maximal responses (Emax) of LysdesArg9BK and stable 
agonist analogues in the isolated endothelium-denuded human umbilical vein.
Contractile responses are expressed as a percentage of the contraction induced by 60 mM 
KC1. Abbreviations: LysdesArg9BK (LDBK); Sar[DPhe8]desArg9BK (SDBK). The 
maximal effect (Emax) was the greatest response obtained with the agonist. Data are means 
± S.E.M. of 4 to 5 experiments. Statistical analyses were performed using one-way 
ANOVA followed by Student’s unpaired t-test.

3.2. Contraction assays using isolated peripheral tissues
/

Given the well-recognized cross-species différences in kinin B IR  pharmacology that may 

account for variations in agonist efïiciencies [30-32, 49, 51], we looked at whether three of 

the most active agonists listed in Table 1 (peptides 10, 18 and 20) exhibited differential 

activities on isolated tissues from différent animal species (rabbit aorta and rat and mouse 

stomach préparations) (see Table 2). Potency values o f these three peptides in eliciting 

smooth muscle contraction varied considerably among species being highly superior in 

human and rabbit than in rat and mouse. We also observed interspecies différences in the 

pharmacological profiles of desArg9BK, LysdesArg9BK and Sar[DPhe8]desArg9BK (Table 

2). These fïndings provide further support for the concept o f extensive species-dependent 

heterogeneity in B IR  subtypes with distinct pharmacological profiles.
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Tables
CrtMtt'Spccics pturoucotogicj! compiiiion of kinin BtR i^onists.

hUV
hBlK
K « { n M )

rbA
oiBtK
EC» {nM]

ib8!ft
EC»{nM) 

rHIR
£C«,(nMJ

1.desArrtoK
2. Lysd«Afj*8K
9. $ar(üHie^)desArs,,BK
10. S«rly»{pf>he*]<k*Ar*!’BK
18. SaïlysjH yp'.O u'. oPhe^rsAr^BK 
20. Saitys|Hyp). Igl*. oPbe^esArj^BK

195x29  
6.5 ±  1.5 
33 i  9 

0 .5  £ <L I
06x01
0.6 iÛI

159x25 
5.5 x  2.4 
14 t i 

0.9 *<U 
2.1 ± a t
t.9 i  0.2

44 £ 7
25 *  S 
23 ± 4  
101 2 
9 6 1 11 

427 t  59

21 i 3  
20  ± 4
10 i  2
25 £ 3 

210 x 5 
400 x  46

O au are meam x. S.E.M. of 4-10 «pertinents.

3.3. In vitro compétitive binding of desArg9BK analogues in transfected HEK-293T 

cells

LysdesArg9BK binding (Table 3) to HEK-293T cells expressing cloned human BIR. We 

observed a clear-cut structure-activity relationship with respect to agonist binding to 

recombinant human BIR, and agonist potency that was characterized using the functional 

hUV assay. There was a positive, highly significant corrélation coefficient (r = 0.8803) 

between the binding affinity (Table 3) and functional potency data (Table 1). Thus the 

potency of peptides mediating hUV contraction appears to dépend on their relative binding 

affinity to the human BIR. Ail the peptides exhibited a high index of selectivity since they 

did not bind to the cloned human B2R at concentrations up to 10 pM (Table 3).

The same panel of compounds was tested for their ability to compete with [3H]
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Table 3
Chararterization of desArgyBK-reUted peptide binding afRnities on transiently 
transfected human BIR- or B2R-HEK-293T cells.

Peptide sequence HEK-293T

hBIR hB2R
ICso (nM) ICw (nM)

Reficrence
1. desArg*BK
2. LysdesArg^BK

102 t . 3 
6.3 ± 3.7

>10000
>10.000

N-terminal and/or P3 modification
3. {Hyp^jdesiArg^BK
4. Lys[Hyp1|dcsArg',BK
5. ptys| Hyp’ldcsArg ’BK
6. DArgJHypJ|<tesArg*BK

29 ± 3 
3.4 ±0.2 
3.9 ±0.3 

21 ± 6

ad . 
>10,000 
> 10.000 
>10.000

N-tcrmmal andjor PS modification
7. |oPhe‘ |desA ir,BK
8. tysloPhe'jdfsAij^BK 
S. Sat|uP!>e*jdcsArg'*BK
10. Sart.ys|oPhcâ|desArgs>BK
11. SarArgjDPhf*ldrsArgJBK
12. SarArgArg|DPhe‘ |desArg!l8K
13. SaroAr^DPt«f*|iic5Arg!>BK
14. S4rly5iDPhe“jdesArgf,BK-NHj

42 ± 4  
3.4 ±0.6 

33 ±  10 
0.30 ± 0.10 
0.12 ±0.05 
1.07 ± 060  
4.9 ± 0.5 

>10.000

n.d.
>10,000
>10.000
>10,000
>10.000
> ia o o a
>10.000
>10,000

N~trrminal P% PS and/or PS modification
15. SarfCly*V(CHi-NH)Phe*. oPhc* (desArg^BK
16. SarLys|(«Me;i*he5, »Phe*]desArg9BK
17. SarLys|Hyps. («MeSPhd5. oPhe“|d«A rgaBK
18. SarLyslHyp1. Cha . oPhe, |d«A rg9BK
19. SarLyslHyp*. Phg5. oPhc"]dcsArg!'BK
20. SarLyslHyp1, lg l\  uPlic'IdcsArg'BK
21. SarLyslHyp1. Pens. oPhel‘|desArg!,BK
22. SarLyslHyp1. Cpg5, oPh»desA rg9BK
23. SarLyslHyp1, oCpg5, oPh>Id«Arg'JBK

> 10.000 
>10.000 
>10.000 

0.06 r  0.02 
28 ± 2  
0.25 ± 0.05 

34 ± 9  
0.07 ± 0.03 
0.68 0.39

>10.000
>10.000
>10.000
>10.000
>10,000
>10.000
>10,000
>10,000
>10.000

Data are meam s S.E.M. of 2-3  indépendant experiments. each performed in 
triplicatcs. n.d.: not determined.

3.4. In vivo évaluation of synthetic derivatives of desArg9BK as blood pressure 

lowering agents in LPS-treated rabbits

The kinin BIR  relay complex hemodynamic effects in the mammalian cardiovascular 

system. In most animal species (ex. rabbit, dog, rat, pig, cat and monkey) investigated so 

far, BIR  have been shown to médiate hypotensive responses upon activation with 

exogenous agonists administered intra-vascularly. In this line, the LPS-treated rabbit is a 

validated relevant animal model for the in vivo pharmacological profiling o f novel 

sélective ligands active at the inducibly expressed BIR [22, 44]. In addition, there is little 

doubt about the close relationship between the pharmacology of rabbit and human BIR 

[25, 30, 51]. Under our expérimental conditions, ail the agonists tested induced transient 

hypotensive responses whose magnitude and duration increased in a dose-dependent 

manner in LPS-treated rabbits (see Figure 4). Figure 4A illustrâtes the changes o f arterial
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blood pressure following intravenous (left fémoral vein) bolus injections of 

LysdesArg9BK, Sar[DPhe8]desArg9BK, and peptide 20. As expected from the in vitro 

screening results, peptides 1 0  and 2 0  were potent agonists; their hypotensive responses 

were significantly greater in challenged rabbits than LysdesArg9BK or 

Sar[DPhe8]desArg9BK (Figure 4B). The durations o f action of vasodepressor responses to a 

1 nmol/kg dose o f peptides 10 (20.4±3.6 min) and 20 (31.0±6.5 min) were significantly 

higher than those of LysdesArg9BK (3.4±1.5 min) and Sar[DPhe8]desArg9BK (4.2±0.8 

min). We did not observe any tolérance to the hypotensive effects of the agonists tested 

(data not shown).

Figure 4. Blood pressure lowering effects of i.v.-administered LysdesArg9BK and 
analogues in anesthetized LPS-treated rabbits. A) Représentative tracings depicting 
hypotensive effects of LysdesArg9BK (LDBK), Sar[DPhe8]desArg9BK (SDBK) and 
peptide 20 in rabbits when given as bolus via the fémoral vein. B) Histograms showing the 
effects of graded doses (0.1, 1, and 10 nmol/kg) of LysdesArg9BK and analogues on the 
réduction of mean arterial pressure (MAP) in rabbits. Each bar represents the average value 
± S.E.M. obtained with 5-7 animais. *p< 0.05 vs corresponding LysdesArg9BK. Statistical 
analyses were performed with one-way ANOVA followed by Dunnett’s test.
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Oose (nmol/kg)

cldsk
E SDBK 
O 10 
■ 20■ 20
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4. Discussion

As alluded to earlier, in view o f the purported bénéficiai influence of B IR  agonism in some 

expérimental diseases such as: i) protection from cardiac, kidney and brain injuries [35, 37, 

46], ii) promotion o f endothélial régénération in vascular diseases [1, 20], iii) induction of 

spécifie blood-brain barrier pénétration in brain tumors [9, 21], iv) réduction of leukocyte 

invasion in multiple sclerosis [48] and v) contribution to the maintenance o f normal blood 

pressure [18], it seemed worthwhile to attempt to expand the repertoire o f stable peptide 

activators o f the human B IR  and investigate the functional spectrum and potential value o f 

B IR  agonists in these life-threatening diseases.

Herein, we report novel analogues of Sar[DPhe8]desArg9BK with improved 

pharmacological properties that contain N-terminal modifications and have the Phe5 

residue replaced by a variety of non standard amino acids. These modifications were made 

to confer a high affinity for human B IR  and to overcome metabolism of 

Sar[DPhe8]desArg9BK [4, 34]. Some of the synthetic amino acids used in the présent study 

(e.g. Igl, Cpg) have been successful in creating potent peptide BIR  antagonists that are also 

résistant to proteolysis [22, 24, 58].

We identified a number o f high affinity/high potency peptide agonists o f human B IR  (see 

Tables 1 and 3). In particular, peptides 10, 11, 18 and 20 exhibited high potency in 

stimulating contraction of the hUV (Table 1). Interestingly, peptide 20 (as well as peptides 

18 and 2 2 ) had markedly prolonged duration o f action in vitro compared to the natural 

peptide desArg9BK, possibly indicating a stronger ligand-receptor interaction at the human 

B IR  (Figure 2). In vitro ligand binding studies with recombinant BIR proteins suggest that 

ail derivatives interact selectively with the human BIR, not human B2R (Table 3). In 

addition to examining agonist affinity, selectivity, potency and efficacy in vitro, 

complementary experiments were performed to assess in vivo activity o f some o f the most 

active compounds. These agonists such as peptide 20 were profiled in LPS-pretreated 

anesthetized rabbits for their hypotensive properties (Figure 4). At a dose o f 1 nmol/kg, 

peptide 20 induced depressor actions more potently (~2 to 3-fold) and for a longer period 

( ~ 8  to 10-fold) than the corresponding doses o f LysdesArg9BK and Sar[DPhe8]desArg9BK
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when administered as bolus via the fémoral vein (Figure 4). Collectively, these 

observations are suggestive of combined effects of improved peptide stability in the 

circulation and higher affinity interaction with the BIR, conveyed by the implemented 

structural changes of the agonists. Further studies are required to détermine whether the 

increased in vivo potency and duration o f action o f the novel BIR agonists relative to 

Sar[DPhe8]desArg9BK are attributable to a bona fide gain in protease résistance in addition 

to an increased binding affinity. It is likely that the development of more potent, long- 

acting BIR agonists (and antagonists) will relate to limiting factors other than metabolism 

such as rénal clearance [2, 22]. This impediment can be overcome by standard conjugation 

methods such as PEGylation, glycosylation and lipidation, which can improve 

pharmacokinetics and bioavailability (prolong résidence time in circulation) of peptides [7, 

8 , 14]. Development of such conjugated peptide agonists is currently ongoing in our 

laboratory.

Structural features considered idéal to develop high-affinity/high-potency agonists o f the 

human B IR  can be described as follows: i) positively charged N-terminal amino group in 

position 0 is crucial (see potency of peptide 1 vs 2, 3 vs 4, 7 vs 8 , 9 vs 10). 

Stereospecificity appears crucial as well, given the négative impact seen with the D-isomer 

versions of the lysyl and arginyl residues. Moreover, it was suggested that N-terminal 

extensions by two basic residues may lead to increased potencies of BIR  antagonists [57]. 

The same trend does not seem to hold for BIR agonists (see peptide 11 vs 12). ii) The -O H  

group of the Hyp residue in position 3 appears important for affinity and activity because 

its absence lessens both of these parameters (see peptides 1 vs 3, 2 vs 4). Potent BIR 

analogues featuring a Hyp in position 3 may comprise an extended System o f molecular H- 

bounds. iii) Aromaticity is not essential in position 5. Substitution of the phenyl moiety by 

isosteric, cyclic Cha (peptide 18) or Cpg (peptide 22) was well tolerated. This indicates that 

the steric and hydrophobic characters o f side chains o f the Phe substitutes, which should be 

able to occupy a common hydrophobic pocket in the receptor, are factors determining the 

potency of these analogues. The latter interprétation is compatible with a recent site- 

directed mutagenesis study o f the human B IR  that identified a deep hydrophobic cavity of 

putative interaction with Phe5 of kinin BIR  agonists and antagonists [27]. Moreover, there

j
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is a probable ring stacking interaction with Phe302 lining the B IR  cavity and the Phe5 o f the 

ligand [27]. iv) A ffee C-terminal carboxylic group is also crucial. We observed mostly a 

total loss o f potency and affinity when the C-terminal acid group is amidated (peptide 10 vs 

14). These novel structural déterminants may play a rôle in determining agonist potency at 

the human BIR.

The strong species-related différences in potency observed for some agents binding to the 

B IR  [30-32, 49, 51] also applied to some o f the new agonists (Table 2). The contractile 

potency of peptide 20 at the human B IR  stands out in this regard; it was at least 500-fold 

higher than at the rat or mouse BIR while retaining similar potency toward the rabbit BIR. 

Another striking example is provided by the B IR  peptide antagonist R715 (AcLys[DpNal7, 

Ile8]desArg9BK), which shows high antagonistic potency (pA2= 8.5) at human B IR  while 

at the dog BIR, its potency is lower by more than three orders o f magnitude (pA2< 5.0; F. 

Gobeil, unpublished data), based on in vitro studies on isolated hUV and dog carotid and 

rénal arteries carried out as described previously [26, 52]. Consistent with these results, this 

peptide also has 1000-fold less binding affinity to dog B IR  than to human B IR  (>1000 nM 

versus 0.66 nM, respectively) as determined by compétition experiments on heterologous 

expression Systems [31, 43]. Given their species-related heterogeneity, it may not always 

be possible to extrapolate the efficacy and potency of B IR  agonists and antagonists based 

on fmdings on laboratory animais to the human. Alternative transgenic animal models 

expressing the humanized form of B IR  have been recently described to compensate for the 

interspecies variability related to the efficacy o f B IR  sélective compounds [11, 29, 33], 

Although these novel promising animal models have yet to be fully characterized, an 

opportunity exists to test agonist (and antagonist) compounds in vivo to screen for those 

with an improved pharmacological profile in the therapy of expérimental diseases.

It is important to bear in mind however that treatment with BIR  agonists may produce 

négative side effects related to their inflammatory, oedematogenic and algogenic activities 

[41, 44-46]. Such concem may also apply to the chronic, systemic treatment with BIR  

antagonists because o f their potential adverse cardiovascular actions demonstrated in
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animal models [6 , 10, 46, 59, 61]. A careful risk/benefit assessment with the use of 

synthetic BIR  agonists and antagonists ought to be undertaken.

In conclusion, we developed novel, highly potent and long-acting analogues of 

Sar[DPhe8]desArg9BK. As far as the potency at the human B IR  is concemed, peptides 18, 

2 0  and 2 2  tumed out to be the most potent compounds (with picomolar affinity) reported to 

date. These sélective agonists should be useful for future studies aimed at establishing 

therapeutic benefïts o f B IR  activation in expérimental disease models like in human 

diseases.
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Chapitre'6

Manuscrit 2

Titre : Sélective tumor blood-brain barrier opening with the kinin B2 receptor agonist 

[Phe8'P(CH2NH)Arg9]-BK in a F98 glioma rat model: an MRI study

Auteurs de l'article : Jérôme Côté, Martin Savard, Veronica Bovenzi, Céléna Dubuc, Luc 

Tremblay, Ana Maria Tsanaclis, David Fortin, Martin Lepage, Femand Gobeil Jr

Statut de l'article : Publié (Neuropeptides 44(2): 177-185, 2010)

Avant-propos :

Dans cet article, j'ai effectué toutes les expérimentations pour les figures 3, 4 et 5 et j'ai 

participé étroitement aux résultats illustrés aux figures 1 et 2 (avec les auteurs Bovenzi, 

Dubuc et Tsanaclis). De plus, j'ai participé de manière active à la rédaction du manuscrit et 

à sa correction en étroite collaboration avec les auteurs Savard, Bovenzi et Gobeil.
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Résumé de l'article :

De nombreux efforts sont faits afin de perméabiliser transitoirement la barrière 

hémato-encéphalique afin de permettre l’acheminement de molécules thérapeutiques dans 

le système nerveux central. Un nombre considérable d'études pré-cliniques ont montrés 

l'efficacité du pseudopeptide [Hyp3,Thi5,(4Me)Tyr¥(CH2NH)Arg9]-BK (Cereport, 

Labradimil ou RMP-7), analogue de la bradykinine, à induire une perméabilisation 

transitoire de la BHE et ainsi permettre l'acheminement d'une variété de drogues. Notre 

objectif a été de caractériser pharmacologiquement la perméabilisation de la BHE par un 

analogue stable, ligand du récepteur B2 [Phe8'F(CH2NH)Arg9]-BK (R523), chez le rat 

Fischer implanté d'un gliome F98. L'originalité de cette étude tient principalement dans 

l'utilisation d'une technique d'imagerie quantitative jamais utilisée jusqu'à maintenant pour 

l'étude de la BHE. En effet, nous avons évalué ici la perméabilité de la BHE avant et après 

l'infusion intra-carotidienne de R523 à l'aide de l'imagerie par résonance magnétique 

dynamique rehaussée (DCE-MRI) avec des agents de contraste de différents poids 

moléculaire (Gd-DTPA 0.5 kDa; Gadomer 17 kDa). Les images pondérées T1 ont été 

analysées en l'absence ou en présence de réhaussement de contraste dans la tumeur et en 

périphérie de celle-ci et traitées afin d'obtenir un volume de distribution de l'agent de 

contraste (CADV), indicateur de la perméabilité vasculaire.

Les résultats présentés dans cette étude montrent que l'agoniste R523 augmentent, 

de manière dose-dépendante, les CADV du Gd-DTPA ainsi que du Gadomer. Cette 

augmentation de CADV a été prévenue par l'antagoniste du récepteur B2 HOE140 ainsi 

que par l'inhibiteur des NO synthase L-NA, mais non par l'antagoniste du récepteur B1 

R892 ni par l'inhibiteur des cyclo-oxygénases Meclofenamate, De plus, la perméabilisation 

de la BHE dure moins d'une heure et est accompagnée d'une chute de pression artérielle et 

d'une augmentation du rythme respiratoire.

Ces résultats nous ont permis de conclure que le R523 permet l'extravasation 

d'agents macro-moléculaire (<17kDa) dans les tissus tumoraux en induisant une
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perméabilisation transitoire et sélective de la BHE tumorale par des mécanismes 

dépendants du rB2 et du NO.
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Abstract

Treatment o f malignant glioma with chemotherapy is limited mostly because of delivery 

impediment related to the blood-brain barrier (BBB). One approach for transporting drugs 

across the BBB involves the activation of bradykinin-B2 receptors (BK-B2R). Our 

objective was to pharmacologically characterize the BBB permeability induced by the 

synthetic biostable BK-B2R analogue [Phe8\|/(CH2NH)Arg9]-BK (R523) in F98 glioma- 

implanted Fischer rats. On day 10 post-inoculation, we detected the presence of B2R in the 

tumor cells and the peritumoral microvasculature (RT-PCR and immunohistochemistry). 

We assessed BBB permeability before and after the intracarotid (i.c.) infusion of R523 (0.1 

ml/min for 5 min; 2.5, 10, and 50 nmol/kg/min) using non-invasive dynamic contrast- 

enhanced magnetic résonance imaging (DCE-MRI) with the différent sized-contrast agents 

Gd-DTPA (0.5 kDa) and Gadomer (17 kDa) (0.25 mmol/kg via the caudal vein). T\- 

weighted images were analyzed for the presence or absence of contrast enhancement within 

and surrounding the tumor area and mathematically processed to yield a contrast agent 

distribution volume (CADV), which was used as an indicator o f vascular permeability. Our 

results showed that the agonist R523 increased, in a dose-dependent manner, the CADV 

indexes of Gd-DTPA and Gadomer, with a maximum 2-fold increase in brain uptake of 

both CA. The increase in CADV induced by R523 (10 nmol/kg/min) was prevented by the 

B2R antagonist HOE140 (20 nmol/kg/min, i.c.) and the nitric oxide synthase inhibitor L- 

NA (5 mg/kg, i.v.) but not by the B1R antagonist R892 (20 nmol/kg/min, i.c.) or the 

cyclooxygenase inhibitor Meclofenamate (5 mg/kg, i.v.). The BBB permeabilizing effect of 

R523 (10 nmol/kg/min) lasted for less than one hour and was accompanied by a dose- 

related fall in arterial blood pressure. We concluded that R523 allows the extravasation of 

hydrophilic macromolecular agents (<17kDa) into tumor tissues by inducing sélective 

tumor BBB permeability via B2R- and NO-dependent mechanisms.
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1. Introduction

The treatment o f malignant glioma with chemotherapeutic agents is complicated by 

the presence o f the blood-brain barrier (BBB), which basically consists o f a monolayer of 

polarized and specialized endothélial cells sealed by complex tight junctions. The intact 

BBB prevents the passage of ionized water-soluble substances with molecular weights 

>180 Daltons (DA). Most effective chemotherapeutic agents currently available have 

molecular weights ranging from 200 to 1,200 Da. The integrity of the BBB is 

heterogeneous in the malignant tumor, being leaky in the center and more imperméable in 

the actively proliferating edge and further away from the tumor nodule (Rapoport, 2000; 

Neuwelt, 2004). The amount of chemotherapeutic agent reaching these latter areas is 

negligible (Fortin, 2004). Thus, the pemicious infiltrative behavior of malignant gliomas in 

surrounding healthy brain tissues, which makes complété surgical resection nearly 

impossible, remains the central therapeutic challenge o f gliomas (Neuwelt, 2004).

Over the years, différent stratégies have been attempted to permeabilize the BBB to 

allow chemotherapeutic agents to reach and eradicate individually infiltrating glioma cells. 

These include disrupting the BBB using hyperosmotic solutions (Rapoport, 2000; Neuwelt, 

2004) and G proteins-coupled receptor (GPCR)-mediated Systems including the 

bradykinin-B2 receptor (BK-B2R) (e.g., adenosine, leukotriene C4, histamine, and BK) 

(Black, 1995). Activation o f B2R can cause vasodilatation, hypotension, and vascular 

permeability in many organs, including the brain (Wahl et al., 1999). A number of 

preclinical studies have described the effectiveness of the pseudopeptide BK analogue 

[Hyp3,Thi5,(4 Me)Tyr8v|/(CH2NH)Arg9]-BK (Cereport, or labradimil; formerly RMP-7) in 

inducing transient permeation of the BBB leading to an increase in the delivery of a variety 

o f expérimental therapeutic agents such as methotrexate, borophenylalanine, carboplatin, 

cytokines, and cyclosporine (Black, 1995; Emerich et al., 2001). This synthetic peptide 

agonist was developed to circumvent metabolic instability thereby improving in vivo 

activity of native BK while maintaining high selectivity for B2R (Emerich et al., 2001). 

Unfortunately, clinical studies involving intravenous Cereport in combination with a 

carboplatin chemotherapy regimen did not show any additional benefits in patients with
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malignant glioma (Prados et a l, 2003; Warren et al., 2006). Although the négative clinical 

Phase 2 results may be due to sub-optimal intravenous dosing o f Cereport and/or the choice 

o f the combined chemotherapy agent, it is also uncertain whether the tumor models, 

typically C6 , 9L and RG2, used in the preclinical studies suffïciently mirror the BBB 

characteristics and aggressiveness o f tumors in patients (Kemper et al., 2004; Bryant et al., 

2008). Moreover, there is currently a strong interest in exploring combination therapy for 

treating malignant brain cancer. This includes testing combinations of new promising 

molecularly targeted agents affecting différent signal transduction pathways (e.g. anti- 

EGFR kinase) pertaining to mitosis, survival, chemoresistance, adhésion, invasion and 

angiogenesis, and combination with cytotoxic chemotherapy and/or radiotherapy 

(Adamson et al., 2009; Schor, 2009). This provides an opportunity to reassess the use of 

B2R agonists as a provascular strategy to potentially facilitate delivery o f these antiglioma 

agents, in combined modality treatment, with an original laboratory animal model for 

preclinical évaluation.

As indicated above, many rodent glioma models (e.g., 9L, C6 , T9, RG2 and F98) 

are available to assess the efficacy of innovative approaches for the treatment of brain 

tumors (Barth, 1998). The Fischer/F98 rat glioma model is particularly attractive for testing 

new therapeutic and diagnostic modalities. When implanted in their syngeneic host 

(Fischer rats), F98 glioma simulâtes the behavior o f human gliomas in terms o f their highly 

invasive pattem o f growth, immunoinhibitory activity, résistance to a number of 

therapeutic modalities, and uniform lethality (Barth, 1998; Mathieu et al., 2007; Barth and 

Kaur, 2009).

In early research, analytical methods for the détermination of BBB permeability in 

rat models of glioma were mainly based on quantitative autoradiography using radioactive- 

labeled tracers (Asotra et al., 2003). More recently, the dynamic contrast-enhanced 

magnetic résonance imaging (DCE-MRI) has emerged as an alternative promising method 

for convenient follow up o f tumor burden, responsiveness to therapy and the précisé 

localization and quantitative expression of BBB permeability changes in an
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uncompromized BBB, with the advantage o f no radiation exposure, high spatial resolution 

and non-invasiveness (Ferrier et al., 2007).

In the présent study, we sought to investigate the BBB permeability and the 

hypotensive effects of a sélective B2R agonist using the F98 rat glioma model. We used 

non-invasive DCE-MRI as a novel quantitative technique to monitor changes in vascular 

permeability in response to the biostable, sélective B2R agonist [Phe8y(CH 2NH)Arg9]-BK 

(R523) (Drapeau et al., 1988; Bélanger et al., 2009) in F98 glioma-implanted rats.

2. Expérimental procédures

2.1. Solid phase peptide synthesis

Ail peptides were synthesized by solid-phase methodology using the Fmoc (9- 

fluorenylmethyoxy-carbonyl) strategy on a Pioneer peptide synthesizer or t-Boc (t-butoxy- 

carbonyl) strategy on an Applied Biosystems 430A synthesizer according to Bélanger et al. 

(2009). Peptide purity (>95%) was assessed by analytical RP-HPLC, and molecular 

weights were verified by electrospray mass spectrometry using a VG Platform ns 8230E 

(Waters, Milford, MA). Stock solutions (10 mM) of peptides and other agents were 

prepared in double-distilled water and stored at -20°C until use. The stock solutions were 

diluted in stérile 0.9% saline prior to each experiment.

2.2 Animais

Maie Fischer 344 rats (n= 75) (Charles River Laboratories, QC, Canada) weighing 

225-275g were used. The study was conducted in accordance with Canadian Council o f 

Animal Care guidelines, and with the approval of the Animal Care Committee o f the 

Université de Sherbrooke.

2.3. Cell culture
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The F98 glioma cell line was originally derived from transformed fetal CD Fischer 

rat brain cells following exposure to ethyl-nitrosourea on the 20th day o f gestation (Barth, 

1998). F98 glioma cells (ATCC, CRL-2397) were grown in monolayers in Dulbecco’s 

modifled Eagle medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine sérum (FBS) and 

1% penicillin-streptomycin mixture under standard culture conditions. The implantation 

solution was prepared by trypsinization of the cells followed by resuspension in FBS-free 

DMEM (1X104 cells in 5 pl).

2.4. RT-PCR

Brain tumors and control homologous tissue from the contralateral hemisphere were 

resected from the brains o f F98-implanted rats at day 10 post-implantation. Resected 

samples were snap-frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until used. RNA was 

extracted using Qiagen RNeasy mini kits according to the manufacturer^ instructions. 

RNA integrity was evaluated by agarose gel electrophoresis and ethidium bromide staining. 

The RNA (2 pg) was used for first-strand cDNA synthesis using SuperScript II reverse 

transcriptase (Invitrogen, Canada). The oligonucleotide primers for amplifying the kinin rat 

B2R and 18S (internai control), and the length of the expected PCR products (in 

parenthèses) were as follows: B2: F 5'-GCC ATC ACC ATC GCC AAT AAC TTC-3', R 

5'-CTG GAA AGG AAA CCA ACA CAG CAC-3' (522 bp); 18S : F 5'-GTG CAT GGC 

CGT TCT TAG TTG GTG-3', R 5'-CCA TCC AAT CGG TAG TAG CGA CGG-3' (401 

bp). Amplification reaction mixtures contained lx  amplification buffer, 1.5 mM MgCfe, 

10 mM dNTPs, 400 nM primers, and 1 U o f Platinum Pfx DNA polymerase (Invitrogen, 

Canada). A sample without cDNA served as a négative control. The PCR products were 

quantified using an Agilent 2100 Bioanalyzer as described previously (Gobeil et al., 2006; 

Savard et al., 2008).

2.5. Immunohistochemistry

At day 10 post-inoculation, F98-implanted rats were anesthetized with 2% 

isoflurane and transcardially perfused with 60 ml of phosphate-buffered saline (PBS;
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0.01M phosphate-buffered 0.9% NaCl solution, pH 7.6) followed by perfusion with 150 ml 

o f 4% formaline. The brains were removed and placed in 4% formaline for 24 h. A 5-mm 

slice containing the tumor was then parafïin-embedded, and 3 pm sections were mounted 

on positively charged microscope slides for immunohistochemical labeling o f B2R. Slides 

were deparaffïnized in xylene and rehydrated. Endogenous peroxidase activity was blocked 

with 3% hydrogen peroxide in methanol for 30 min. To retrieve antigens, the sections were 

boiled in citrate buffer (pH 6 ) in a microwave oven for 5 to 7 min. After cooling to room 

température, the sections were incubated in Tris-buffered saline-0.1% Tween 20 (TBS-T, 

pH 7.6) containing 5% bovine sérum albumin (BSA) and 5% normal goat sérum (NGS) 

(Wisent) for 30 min. The sections were then incubated ovemight at 4°C with a primary 

antibody (anti-B2R polyclonal antibody: LS-A797; LifeSpan Biosciences) (1:50 in PBS- 

1% BSA, pH 7.6) that recognizes the C-terminal domain o f human B2R. The primary 

antibody was removed by thoroughly washing with TBS-T. The secondary antibody (sheep 

anti-rabbit, 1:100 in PBS-1% BSA; Serotec) was added and the sections were incubated for 

a further 1 h at room température. Diaminobenzidine (Roche) was used as the chromogen. 

Nuclei were counterstained with hematoxylin. Specificity o f the anti-B2R antibody is 

described elsewhere (Savard et al., 2008; Bélanger et al., 2009). Omission of the primary 

antibody served as a négative control.

2.6. Glioma cell inoculation

Fischer rats were anesthetized with ketamine:xylazine (87 mg/kg: 13 mg/kg, i.p.). 

The implantation procédure was performed according to Mathieu et al. (2007). Briefly, 

glioma cells (lxlO4) were injected into the région of the right caudate nucléus using these 

coordinates: 3 mm latéral and 1 mm anterior to the bregma, and 6  mm below the extemal 

table. The scalps were closed using a running suture. To reduce the pain caused by the 

incision, lidocaine (5 mg/kg) was injected sub-cutaneously at the site o f incision before the 

animal awoke. The tumors were allowed to grow for 10 days. The success rate of 

implantation was 100% as ail the F98-inoculated animais developed brain tumors 

measurable by histology and/or MRI (not shown). Mathieu et al (2007) reported a mean 

survival time after inoculation of 25.3 ± 4.6 days, under these expérimental conditions.
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2.7. BBB disruption procédure

Animais were anesthetized using 1.5 1/min of oxygen containing isoflurane (3% for 

induction and 2% for maintenance). Ail surgical procédures were performed on a heating 

pad to avoid per-procedural hypothermia and warm air from a feedback-controlled animal 

monitoring system (SA Instruments, Stony Brook, NY) was blown onto the animais inside 

the MRI scanner to maintain their body température at 37°C. The caudal vein was 

catheterized to enable the injection of the contrast agent (CA). The extemal carotid artery 

was then catheterized in a rétrogradé fashion using PE-50 intramedic tubing, with the tip o f 

the catheter at the bifurcation to allow the B2R agonist R523 (or other agents) to be 

injected into the internai carotid directly to the right implanted hemisphere of the brain. 

Animais received a single intracarotid infusion (with a volume kept constant at 500 pl) of 

vehicle (stérile 0.9% saline), R523 (0.1 ml/min for 5 min; 2.5, 10, or 50 nmol/kg/min), or 

R523 (10 nmol/kg/min) in combination with the peptide B2R antagonist

DArg[Hyp3,Thi5,DTic7,Oic8]BK (HOE140: 20 nmol/kg/min) (Wirth et al., 1991) or the 

peptide B1R antagonist AcLys[(aMe)Phe5,DPNal7,Ue8]desArg9BK (R892: 20 nmol/kg/min) 

(Gobeil et al., 1999). In other experiments, animais were pretreated with the nitric oxide 

synthase (NOS) inhibitor L-NA (5 mg/kg) (Sigma) or with the cyclooxygenase (COX) 

inhibitor Meclofenamate (5 mg/kg) (Sigma) (i.v. given as bolus via the caudal vein), 30 

minutes prior to disrupting the BBB with R523 (10 nmol/kg/min).

2.8. DCE-MRI and image post-processing

MRI studies were conducted at the Centre d’imagerie moléculaire de Sherbrooke 

with a Varian 7T small animal scanner (Varian Inc., Palo Alto, USA) using 210/120 mm 

gradient coils (30 G/cm) and a 63-mm volume RF coil. Typically, 10 axial 7j-weighted 

slices of 1.5-mm thickness, with a field of view o f 4 x 4 cm2, a matrix size o f 128 x 128, a 

répétition time of 100 ms, an echo time of 2.5 ms, 4 averages, were acquired. A 

preprocedure 7j map was acquired using a multiflip angle approach and flip angle values o f 

10, 20, 25, 35, and 50 degrees to enable quantitation o f the data. Then, 50 sets o f T\-
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weighted images using the same sequence and a = 30° were acquired continuously before, 

during, and after CA injection with a temporal resolution o f -51 s.

DCE-MRI was first performed using a single bolus injection (143 mM, 500 |il over 

1 min), given after the first third of 50 scans, o f either Gd-DTPA (Magnevist, 0.5 kDa; 

Bayer Healthcare Inc.) or Gadomer (-17 kDa; Bayer Healthcare Inc.) in the caudal vein to 

détermine the extent o f BBB permeabilization in and around the tumor. After a delay (4 h 

for Gd-DTPA and 12 h for Gadomer), a second MRI session using the same concentrations 

and volumes of CA immediately following the pharmacological BBB disruption procédure 

described above. Previous control experiments showed that Gd-DTPA and Gadomer are 

completely washed out of the brain after 4 and 12 h, respectively. These gadolinium-based 

CA are used as intravascular tracers in the brain and are believed to be non-toxic, non- 

actively transported and cleared from the body through the kidney (Bamhart et al., 1987; 

Misselwitz et al., 2001).

Post-processing of the MRI data was performed using MATLAB® (The 

MathWorks, 2007) and a home-made Matlab image viewer. Both sets o f anatomie MR 

images were analyzed for the presence or absence of contrast enhancement within and 

surrounding the tumor area, and were processed to yield quantitative CA distribution 

volume (CADV) values (in mm3), which were used as indicators of vascular permeability. 

A région o f interest was first drawn, incorporating both hemispheres o f the brain for each 

slice where the tumor was visible. The maximal intensity value of voxels in the 

contralateral hemisphere was chosen as the minimal threshold value. A région of interest 

was drawn in the middle o f the tumor where the signal was maximal and the mean intensity 

value represented the maximal threshold value for subséquent analyses. The CADV was 

calculated for the sériés of images by adding the volume of each voxel with an intensity 

exceeding the maximal threshold and by adding a partial volume proportional to the signal 

enhancement for the voxels whose intensity was between the two thresholds. The 

différence between the maximal CADV determined from the first set o f images acquired 

(contrast without BBB disruption) versus the maximal CADV determined from the second 

set (contrast + BBB disruption procédure) for each animal was determined. The MRI
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signais were also calibrated in terms o f the concentration o f Gadomer, determined using the 

precontrast T\ map and the relaxivity of Gadomer at 7T (8.74 m M 'V 1) as previously 

determined in our laboratory. The resulting concentration-time curve o f every voxel was 

integrated over time after injection. We defined this integrated value (mM X min) as the 

exposure of the brain to Gadomer. The mean Gadomer concentration into a brain 

hemisphere represents the mean value of every voxel located in a manually delineated 

région of interest, corresponding to the whole hemisphere.

2.9. Arterial blood analysis

Blood samples were collected at différent time points (via the fémoral artery) 

following Gd-DTPA i.v. injection (1, 3, 5, 15, 30, 60, and 120 min) in F98 implanted-rats 

submitted to an intracarotid infusion of vehicle or R523 (10 nmol/kg/min for 5 min). 

Samples were centrifuged to isolate plasma (12,000 rpm, 5 min at 4°C), diluted 400-fold 

with 0.5% v/v H2NO3 and analysed by inductively coupled plasma mass spectroscopy 

(ICP-MS) (SCIEX ELAN, PerkinElmer) to measure Gd concentrations and create time- 

elimination curves of Gd-DTPA (Brown et al., 2007).

2.10. Arterial blood pressure monitoring

The effect of the B2R agonist R523 on arterial blood pressure was measured in F98 

implanted-rats. Animais were anesthetized and catheterized as described above for the 

BBB disruption procédure. Another catheter (PE 50 fïlled with heparin lOOOU/ml) was 

inserted in the right fémoral artery to monitor arterial blood pressure. The catheter was 

connected to a Micro-Med transducer (model TDX-300, USA) linked to a blood pressure 

Micro-Med analyzer (model BPA-lOOc) and a Grass recorder (Grass, Model 7, USA) 

(Bélanger et al., 2009). The agonist R523 was infused into the right extemal carotid (i.c.) as 

described above. At the end of experiment, the fémoral catheter was used to infuse 

euthanasia solution (Eutanyl 240 mg/kg, Bimeda-MTC Animal Health Ltd.). The change in 

mean arterial pressure (MAP) from baseline to post-infusion in individual animais was 

determined. Under our expérimental conditions, the isoflurane- anesthetized rats had an
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average MAP of 78 ± 3 mmHg (1 mmHg=133.3 Pa), a systolic pressure o f 94 ± 6  mxnHg, a 

diastolic pressure o f 64 ± 2 mmHg and a heart rate of 340 ±21 beats/min.

2.11. Statistical analysis

Unless otherwise stated, the results are expressed as means ± standard error o f the 

mean (S.E.M.) for the specified number (n) of animais tested. Statistical comparisons were 

analyzed using a Student's t-test for unpaired observations. A p-value< 0.05 was considered 

significant.

3. Results

3.1. Bradykinin B2R is over-expressed in brain tumor tissues of F98 glioma-bearing 

rats.

At 10 days post-inoculation, we determined B2R mRNA and protein levels in rat 

brain tumor and normal tissues by quantitative RT-PCR (Fig. 1) and 

immunohistochemistry (Fig. 2), respectively. We detected an increase o f B2R mRNA 

expression (~1.4-fold) in the rat tumor relative to autologous contralateral tissues using our 

designed primer sets (Fig. 1). No spécifie band was obtained with RNA from RT-untreated 

samples (not shown). In accordance with RT-PCR data, we observed consistent and intense 

staining of B2R in rat glioma (Fig. 2A) and islets of tumor cells invading the contiguous 

normal brain tissue (Figs. 2B and E), many o f which forming perivascular clusters (Fig. 

2D); signais for B2R-like immunoreactivity were predominantly cytoplasmic with 

occasional perinuclear/nuclear localization (Fig. 2A; insert). A strong B2R staining was 

observed in endothélial cells (at both the luminal and adluminal surfaces) o f cérébral 

microvessels located in the vicinity o f the tumor (Figs. 2C-E). Most of these microvessels 

were identified as arterioles and venules. We were unable to positively identify B2R 

staining on capillaries due to magnifying power limits of the technique. It is noteworthy 

that the B2R immunoreactivity in microvessels o f the contralateral hemisphere was 

significantly reduced or even absent (Fig. 2F); although this does not preclude the presence
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of B2R in vascular (and other brain) structures at very low levels and their potential 

functional importance owing to the low sensitivity of the immunohistochemistry assays. 

The vast majority of neurons in both cérébral hemispheres were also positively stained with 

the anti-B2R antibody (Figs. 2B-F), which is in agreement with previous studies (Chen et 

al., 2000; Arganaraz et al., 2004). By contrast, no staining was observed in control 

experiments when the primary B2R antibody had been omitted (not shown).
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Figure 1 - B2R mRNA levels in rat tumor and control brain tissue assessed by RT-PCR. 
(A) Représentative electropherograms and gel-like images o f RT-PCR products amplified 
from one rat brain tumor and the corresponding control tissues are shown. LM and UM 
correspond to the lower and upper internai markers provided with the Agilent DNA 
LabChip 1000. (B) Histographic représentation of B2R mRNA levels from multiple 
autologous control and tumoral tissues. For each brain sample, quantified RT-PCR values 
were normalized to that of 18S level. p<0.05 compared to normal brain tissues.
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Figure 2 - Immunohistochemical staining o f  rat brain tum or and normal tissues with an 
anti-B2R antibody (A-F). (A) Low and (B) high magnification photomicrographs o f  tum or 
cells in the implanted right hemisphere. Insert: Représentative field inside the tum or taken 
with a lOOx objective. Note the prédominant diffuse cytoplasmic B2R staining with 
sporadic nuclear immunoreactivity (black arrow). White arrow heads indicate positive B2R 
immunolabeling in neuronal cells. (C-E) Photomicrographs illustrating positive B2R 
immunoreactivity in microvascular endothélial cells adjacent to the tum or (black arrows). 
Note the presence o f  tumoral cells surrounding the vessel in (D). (F) Photomicrograph o f 
B2R immunoreactive staining mostly o f  neurons in the contralateral hemisphere. Négative 
Controls with no primary antibody showed no staining (not shown). M agnification as 
indicated. Photomicrographs were equalized in terms o f  contrast, brightness and gamma 
using ImagePro Plus 5.1.
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3.2. The B2R agonist R523 induces tumor BBB permeability in F98 glioma-bearing 

rats: Rôle of B2R and NO in mediating R523 responses.

We used DCE-MRI with the low molecular weight CA Gd-DTPA (0.5 kDa) to evaluate 

functional tumor vascular responses to the B2R agonist R523 in F98 glioma-bearing rats at 

day 10 post-inoculation (Figs. 3 and 4). A bright and homogenous contrast enhancement 

was consistently observed at the tumor in the Gd-DTPA-enhanced images (see the axial 

contrast-enhanced Ti-weighted MR image; Fig. 3A, left panel), which can be explained by 

the presence of an impaired BBB allowing CA to leak out of the microvascular system. The 

signal at the tumor was nearly isotense with the normal brain in the unenhanced T\- 

weighted MR images (not shown). The CA enhancement signais were more pronounced in 

the central core and the peripheral rim of the tumor relative to baseline following i.c. 

infusion o f R523 (10 nmol/kg/min for 5 min) (Fig. 3A, left panel), which translated to a 

larger CADV (Fig. 3A, right panel). The R523 treated group of animais showed a 

signifïcant increase o f CADV (~43%) (Fig. 3B). Signal intensities of the normal brain 

parenchyma from the contralateral hemisphere remained at baseline following the 

administered dose of R523. The increase o f CADV was not observed when the vehicle was 

infused and was completely blocked by concomitant infusion of an excess o f the B2R 

antagonist HOE140 (20 nmol/kg/min for 5 min) with the agonist (Fig. 3B) implying that 

B2R play a major rôle in mediating R523 responses. Moreover, administration o f R523 

caused no signifïcant change, at any time points, in plasma Gadolinium concentration, as 

measured with the ICP-MS analytic method (Fig. 3C).
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Figure 3 - R523-mediated BBB disruption in F98 glioma-bearing rats assessed by DCE- 
MRI using Gd-DTPA. (A) Représentative axial Gd-DTPA-enhanced Ti-weighted MR 
images depicting the brain of an F98-implanted rat before and after R523 treatment (10 
nmol/kg/min for 5 min i.c.) (left panels). Note the increase in the signal intensity at the 
tumor (white arrows). CADV calculated from the corresponding sets of images (1 image / 
51 s for 50 min) (right panel). (B) Increase in CADV relative to CA alone following the 
infusion of the vehicle, R523 (10 nmol/kg/min) or R523 (10 nmol/kg/min) + HOE140 (20 
nmol/kg/min). Each bar represents the mean ± S.E.M. for 4 to 6 experiments. p<0.001 
compared to vehicle-treated animais. (C) Mean plasma concentration o f Gadolinium (of 
Gd-DTPA) versus time in F98 glioma-bearing rats submitted or not to an i.c. infusion of 
vehicle or R523 (10 nmol/kg/min for 5 min) using the ICP-MS method. Value represents 
the mean ± S.D. obtained with 3 animais.

To obtain insight into the degree o f vascular leakage of the tumor at baseline and 

following BBB opening with R523, we repeated the above MRI experiments using the CA 

Gadomer, which has a higher molecular weight (-17 kDa) than Gd-DTPA (Fig. 4). A
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similar enhancement pattem at the tumor was observed with Gadomer after a single i.v. 

injection (Fig. 4, left panel), indicating that R523 can induce extravasation o f hydrophilic 

macromolecular agents as large as 17 kDa into tumor tissues. While the rates of 

distribution were approximately identical, the distribution of Gadomer stabilized more 

rapidly than that of Gd-DTPA (see Figs. 3 and 4, right panels), which could be attributed to 

a decreased ability of Gadomer over Gd-DTPA to passively diffuse into the interstitial 

space (Verhoye et al., 2002). This property o f Gadomer may confer an advantage over Gd- 

DTPA for the estimation o f CADV parameters. The i.c. infusion o f R523 increased CADV 

indexes of Gadomer within rat glioma and brain tissue surrounding the tumor in a dose- 

dependent manner (Figs. 4A and B). At the highest dose tested (50 nmol/kg/min) of R523, 

non-specific contrast enhancements could occasionally be seen in the contralateral 

hemisphere (not shown).

The R523-induced increase of CADV was abolished by co-infusing R523 with HOE140 

but not with R892, and was prevented by a pretreatment with L-NA but not with 

Meclofenamate (Fig. 4B). This suggests that the BBB permeability response to R523 in rat 

glioma occurs via B2R- and nitric oxide (NO)-dependent mechanisms. Furthermore, no 

signifïcant relative increase in CADV was seen when Gadomer was injected 60 min after 

the R523 infusion had begun (10 nmol/kg/min) (Fig. 4C), which suggests that the BBB 

permeabilizing effect o f R523 does not last more than one hour.
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Figure 4 - R523-mediated BBB disruption in F98 glioma-bearing rats assessed by DCE- 
MRJ using Gadomer. (A) Représentative axial Gadomer-enhanced 7i-weighted MR images 
depicting the brain of an F98-implanted rat before and after R523 treatment (10 
nmol/kg/min for 5 min i.c.) (left panels). Note the increase of the signal intensity at the 
tumor (white arrows). CADV calculated from the corresponding set of images (1 image / 
51 s for 50 min) (right panel). (B) Dose-, B2R-, NO-dependence of R523-induced tumor 
BBB permeability. Numbers in parenthesis represent infiision rates in nmol/kg/min, for 5 
min. The B2R antagonist HOE140 and the B1R antagonist R892 (both at 20 nmol/kg/min, 
for 5 min, i.c.) were infused simultaneously with R523 while the non-selective nitric oxide 
synthase (NOS) inhibitor L-NA and the non-selective cyclooxygenase (COX) inhibitor
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Meclofenamate (both 5 mg/kg i.v.) were administered 30 min before the infusion of R523. 
*p<0.05, ***pO.001 compared to vehicle-treated animais; ‘H’p<0.01, ^ p O .O O l compared 
to R523 (10 nmol/kg/min)-treated animais. (C) Duration of the increase in BBB 
permeability caused by R523. Gadomer was injected 3 min or 60 min following the start of 
the infusion (10 nmol/kj^min) of R523 over 5 min. Each bar represents the mean ± S.E.M. 
for 3 to 7 experiments. **p<0.001 compared to vehicle-treated animais. (D) Représentative 
time course of Gadomer uptake in the ipsilateral (tumor-implanted) hemisphere and the 
contralateral hemisphere, before and after treatment with R523 (lOnmol/kg/min for 5 min) 
(left panel). Histographic représentation o f average maximal Gadomer concentrations in 
the ipsilateral (tumor-implanted) and the contralateral hemispheres following saline vehicle 
or R523 treatment (right panel). ***p<0.001 compared to vehicle-treated ipsilateral groups.

To give a clearer picture o f the extent of CA delivery into brain tumor, we 

determined the MRI contrast agent concentration time courses in the ipsilateral (tumor- 

implanted) and contralateral hemispheres of F98 glioma-bearing rats submitted or not to 

i.c. infusion of R523 (Fig. 4D). The Gadomer concentration time course into tumor tissue 

(Fig. 4D) paralleled the enhanced Gadomer CADV (Fig. 4A); that is, the maximal change 

occurred at about 18 min. Results also showed that R523 increased delivery o f Gadomer 

into brain tumor by up to 2-fold while the contralateral hemisphere remained unaffected 

(Fig. 4D). Similar uptake values were obtained with Magnevist in response to R523 (not 

shown).

The i.c. infusion of R523 provoked a dose-related, acute, réversible decrease in MAP in the 

isoflurane-anesthetized F98-bearing rats (Figs. 5A and B). Hematocrit values also 

increased by 2% and 10% (normal value -45% ) after the infusion of the pharmacological 

doses of 10 and 50 nmol/kg/min of R523, respectively, which is compatible with a decrease 

in plasma volume.
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Figure 5 - Intracarotid administration of the agonist R523 induces hypotension in F98- 
implanted rat. (A) Représentative tracing depicting the blood pressure lowering effects of 
R523 (10 nmol/kg/min, over 5 min, i.c.). (B) Histogram showing the effect o f various 
doses (2.5, 10, and 50 nmol/kg/min, for 5 min) of R523 on the réduction o f the mean 
arterial blood pressure (MAP) in F98- bearing Fischer rats on day 10 post-inoculation. 
Each bar represents the mean ± S.E.M. obtained with 2 to 3 animais.

4. Discussion

In the présent study, we showed that B2R is expressed at high levels in tumor cells 

and the peritumoral microvasculature in F98 glioma-bearing rats (Figs. 1 and 2). These 

observations are consistent with previous fmdings showing that B2R is highly expressed in 

other rat models o f gliomas (Liu et al., 2001), and in human malignant astrocytoma 

specimens (Raidoo et al., 1999; Zhao et al., 2005; Fortier et al., 2006), which points to a 

potential rôle of B2R in the progression of brain cancer in vivo.

We also validated that DCE-MRI is an effective and sensitive method in detecting 

the location of intracranial tumors and that it can be used for non-invasive, quantitative 

évaluations o f contrast extravasation in animal brain tissues (Figs. 3 and 4) (Ferrier et al., 

2007; Blanchette et al., 2009). It also provides the means to measure the status o f the BBB 

continuously (in real-time) within the same F98 rat glioma at baseline and during
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temporary disruption o f the BBB with a GPCR agonist in the form of MRI signal intensity 

changes on Fi-weighted images. A marked contrast enhancement in the tumor tissues, 

predominantly in the periphery, was observed with both Gd-DTPA and Gadomer following 

R523 treatments. This was associated with a maximum 2-fold increase in brain uptake of 

both CA (Fig. 4), in line with the findings of other similar studies (Black, 1995). The BBB 

permeabilizing effect of R523 is consistent with a BK-B2R mechanism of action since it 

was totally blocked by the B2R antagonist HOE140 (Figs. 3 and 4). These results extend 

our previous findings (Côté et al., 2007) and confirm that BK (and synthetic analogues) is a 

vascular permeability factor in central nervous System tumors, promoting transvascular 

delivery and accumulation o f hydrophilic agents in tumors and surrounding tissues (Black, 

1995; Emerich et al., 2001). Interestingly, the expression of B2R was associated with areas 

of tumor BBB disruption following intracerebral injection o f R523. This suggests that the 

agonist R523 exerts its permeabilizing effect on microvascular endothélial cells within and 

notably at the periphery o f the brain tumor by activating B2R, possibly through changes in 

paracellular endothélial transport across the tight junctions, as previously proposed for 

Cereport and BK using other expérimental glioma models (Bartus et al., 1996; Elliott et al., 

1996; Liu et al., 2008). The peptide R523 shows relatively good binding affinity and high 

selectivity for B2R, and is not metabolized by the two major BK-inactivating enzymes, 

namely angiotensin-converting enzyme and carboxypeptidase M/N. These properties most 

likely contribute to the pharmacological activity of R523 observed in vivo (Drapeau et al., 

1988; Bélanger et al., 2009; présent study). The permeabilizing effect o f R523 occurs 

rapidly (within a few minutes) (see Figs. 3 and 4, right panels) and decays completely 

within an hour, as shown by the absence of CADV increase on MRI when Gadomer was 

injected 60 min after the administration o f the agonist (Fig. 4C). Thus, this suggests that the 

disruption o f the BBB is réversible and its integrity can be restored to original state. 

Possible mechanistic explanations for the restoration of the BBB might include the 

presence of auto-regulatory mechanisms (at pre-receptor, receptor and post-receptor levels) 

of R523 activity such as activation of desensitization/intemalization processes of B2R 

triggered by prolonged administration of high doses o f R523, depletion o f secretory 

endothélial products required for R523 to increase BBB permeability (discussed below), 

inhibition o f intracellular signal transduction pathways involved in BBB disruption, and/or
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clearance from the body o f the peptide agonist. Further studies are required to elucidate the 

exact mechanism of this phenomenon.

Cyclooxygenase derived-prostanoids and NO are important modulators of vascular 

tone and permeability that can be released from the endothélium by BK (Wu et al., 1998; 

Venema, 2002). Our data indicated that NO is a key signaling molecule in the sélective 

blood tumor barrier permeability-promoting effect of R523, since only the inhibition of 

NOS by L-NA affected the R523-induced disruption of the BBB (Fig. 4B). Western 

analyses revealed higher levels of endothélial NOS (eNOS), which catalyzes the 

conversion of L-arginine to L-citrulline and NO, in the tumor than in the contralateral 

normal brain tissue in Fischer rats with day-10-old F98 cérébral gliomas (C. Dubuc, 

unpublished results), suggesting that eNOS-derived NO production may contribute to R523 

responses. Indeed, BK is one o f the most potent inducers of eNOS activity in vascular 

endothélial cells (Venema, 2002). The observation that R523 exerts an indirect effect via 

the release of eNOS-derived NO is in agreement with a recent report by Yin et al. (Yin et 

al., 2008), who showed that oral ingestion of NO-boosting agents, including L-arginine, 

can selectively and sustainably increase tumor permeability in 9L gliosarcoma-bearing 

Fischer rats, possibly via up-regulated expression o f eNOS in tumor vasculature.

A common hemodynamic side effect of intra-arterial administration o f BK or 

analogues such as Cereport in the adjuvant therapy for brain cancer is a drop in blood 

pressure (Riley et al., 1998; Sugita and Black, 1998). We also observed this effect with the

i.c. infusion of R523, which caused dose-related, acute and transient hypotension in F98- 

bearing rats (Figs. 5A and B). In addition, ail doses of R523 produced an increase of 

respiratory rate (not shown); this effect could dérivé either from a peripheral (bronchial) or 

central (respiratory center) stimulation of B2R. It may be argued that R523 also directly 

affects cerebrovascular résistance by promoting local vasodilatation and increase of 

cérébral blood flow (Wahl et al., 1999). Thus, we cannot discount at this stage the 

possibility that the modulation o f BBB permeability o f the tumor vascular network by 

exogenous R523 in the F98 rodent glioma model may be aided by hydrostatic pressure- 

operated mechanisms. Further experiments are needed to address this issue.
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While this manuscrit was under préparation, the group o f Sarin et al. who used the 

RG2 rat glioma model and similar MRI experiments, proposed an interesting new 

mechanism, independent of the BBB system, by which biostable, long acting bradykinin 

agonists, in particular Cereport, enable transvascular delivery o f the CA magnevist (as 

study drug for carboplatin) in brain glioma by increasing blood half-life of the co-infused 

CA supposedly via modulation of kidney fixnctions (Sarin et al., 2009). Our imaging results 

indicated contrast agent extravasation through the dismpted (leaky) BBB at the primary 

tumor sites, but not in the infïltrative peritumoral areas in the absence o f R523 treatment, 

suggesting that the BBB is virtually intact at the latter site. Quantitatively similar results 

were obtained with Magnevist and Gadomer (Figs 3 and 4). We used the intracarotid 

administration of R523 for a direct and rapid response in the CNS tumor and peritumoral 

miprovasculature overexpressing the B2R, as opposed to the study o f Sarin et al. (2009), 

where an intravenous route of administration was used. By doing so, R523 resulted in a 

larger CA concentration within the primary tumor and a larger CADV with both Magnevist 

and Gadomer. Because Gadomer does not freely diffuse compared to Magnevist upon 

extravasation into brain parenchyma, as judged by the stability o f CADV calculations at the 

plateau phase (see Fig. 4A) (Verhoye et al., 2002), it is likely that the appearance of 

Gadomer-related Fi-weighted signal enhancement in other brain areas during R523 

treatment reflects altérations in intact vessels. Perhaps, arguing against the hypothesis o f a 

rôle of long acting B2R agonists in modulation o f half-lives of water-soluble, small 

molécules, is that we have directly measured the gadolinium concentrations in arterial 

blood samples from F98 glioma-bearing rats treated or not with R523 using the validated 

ICP-MS method and found no différence in the time-elimination curves o f Magnevist, in 

fact, the two curves were almost super-imposable (Fig. 3C). The reasons for this 

discrepancy between our study and that o f Sarin et al (2009) are unclear.

In conclusion, our results support the notion that biostable BK agonist analogues 

can be used as pharmacological enhancers of drug delivery to  brain tum ors  and that 

DCE-MRI can be used to monitor this effect. DCE-MRI is especially useful in the 

investigation of microvasculature in tumor régions that are characterized by low
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permeability to macromolecules. This technique should also permit the in vivo évaluation 

o f combinatorial (multiple) delivery o f therapeutic substances, aiming at killing infiltrating 

glioma cells in a clinically relevant animal model o f malignant brain cancer such as the F98 

glioma.
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Audrey Fortier, Witold Neugebauer, Luc Tremblay, Wemer Müller-Esterl, Ana Maria 

Tsanaclis, Martin Lepage, David Fortin, Femand Gobeil Jr

Statut de l’article : Publié (PLOS ONE 7(5) : 1-17, Mai 2012)

Avant-propos :

Dans cet article, j'ai effectué toutes les expérimentations pour les figures 3, 4, 5, S3 et S4 et 

j'ai participé étroitement aux résultats illustrés aux autres figures (avec les auteurs Bovenzi, 

Dubuc, Fortier, Savard et Tsanaclis). De plus, j'ai participé de manière active à la rédaction 

du manuscrit et à sa correction en étroite collaboration avec les auteurs Savard, Bovenzi et 

Gobeil.

95



Résumé de l'article :

Les expérimentations présentées dans ce manuscrit ont pour la plupart été 

effectuées en parallèle avec celles du manuscrit précédent (Côté et al., 2010), où l'efficacité 

d'un agoniste du rB2 à perméabiliser la BHE tumorale est évaluée dans le modèle de rat 

porteur d'un gliome de type F98. Le même objectif général était poursuivi, soit de favoriser 

un acheminement supérieur d'agents de contraste IRM, et ultimement d'agents de 

chimiothérapie au sein des lésions cérébrales. Seul l'agoniste est différent, puisque nous 

parlons plutôt d'un nouveau peptide puissant agoniste des récepteurs B1 des kinines, le 

NG29 (ou peptide #10; Côté et al., 2009). Toutefois, comme le concept est original et très 

peu étudié, nous avons poussé l'étude un peu plus loin, en ajoutant quelques séries 

d'expérimentations tel le dosage par ICP-MS et le marquage de l'albumine, afin de valider 

les résultats obtenus à l'IRM. Les nouveautés qu'apportent cette étude, effectuée avec le 

même modèle animal de gliome malin, peuvent être résumées ainsi : 1) les gliomes F98 

expriment l'ARNm et la protéine du rB l; 2) le rBl est majoritairement localisé dans les 

cellules tumorales (en grande quantité dans le compartiment nucléaire) et dans les 

vaisseaux sanguins tumoraux; 3) l'administration systémique d'un agoniste stable analogue 

à la LDBK, et non la LDBK elle-même, augmente la distribution de macro-molécules de 

bas et de haut poids moléculaire (Magnevist, Gadomer, Carboplatin et l'albumine 

endogène) au delà de la BHE tumorale; 4) cette perméabilisation induite par le NG29 est 

réversible, efficace tant en intraveineux qu’intra-artériel, médiée par l'activation des COX, 

et apparament sûre et bien tolérée; 5) une variété de lignées cellulaires de gliomes humains, 

et plus d'échantillons cliniques de différents grades de gliomes, expriment une grande 

quantité de rBl comparé à leurs homologues tissulaires/cellulaires normaux, faisant du rBl 

un adjuvant thérapeutique intéressant, en plus d'un possible biomarqueur utile pour la 

détection des gliomes humains. Mis ensemble, ces résultats offrent la preuve de concept 

que cibler le rB l peut être une approche pharmacologique hautement efficace afin 

d'acheminer des molécules thérapeutiques à la tumeur. Dans ce 3e manuscrit, l’abréviation 

BTB (pour blood-tumor barrier) remplace l’abréviation BBB retrouvé dans le 2e 

manuscrit, ceci dans le but de préciser le caractère localisé de la perméabilisation induite
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par le NG29. Le lecteur est référé à l’introduction de cette thèse s’il veut revoir les 

différences impliquant les deux concepts.
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ABSTRACT

Treatment o f malignant glioma with chemotherapy is limited mostly because of 

delivery impediment related to the blood-brain tumor barrier (BTB). B1 receptors (B1R), 

inducible prototypical G-protein coupled receptors (GPCR) can regulate permeability o f 

vessels including possibly that o f brain tumors. Here, we détermine the extent o f BTB 

permeability induced by the natural and synthetic peptide B1R agonists, LysdesArg9BK 

(LDBK) and SarLys[DPhe8]desArg9BK (NG29), in syngeneic F98 glioma-implanted 

Fischer rats. Ten days after tumor inoculation, we detected the presence o f B1R on tumor 

cells and associated vasculature. NG29 infusion increased brain distribution volume and 

uptake profiles of paramagnetic probes (Magnevist and Gadomer) at tumoral sites (7)- 

weighted imaging). These effects were blocked by B1R antagonist and non-selective 

cyclooxygenase inhibitors, but not by B2R antagonist and non-selective nitric oxide 

synthase inhibitors. Consistent with MRI data, systemic co-administration o f NG29 

improved brain tumor delivery of Carboplatin chemotherapy (ICP-Mass spectrometry). We 

also detected elevated B1R expression in clinical samples of high-grade glioma. Our results 

documented a novel GPCR-signaling mechanism for promoting transient BTB disruption, 

involving activation o f B1R and ensuing production of COX metabolites. They also 

underlined the potential value o f synthetic biostable B1R agonists as sélective BTB 

modulators for local delivery of différent sized-therapeutics at (peri)tumoral sites.

Keywords: B1 receptor, synthetic agonists, blood-brain barrier modulation, glioma, rat
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INTRODUCTION

Major advances in médical and surgical treatments in the last few décades have 

increased the overall survival of patients with many types of cancers with the exception of 

those in the central nervous System (CNS) [1,2]. In fact, the survival o f patients with 

malignant gliomas more precisely glioblastoma (WHO grade IV), the most aggressive and 

prévalent primary brain tumors in adults (about 20-30%), has remained virtually unchanged 

over the last 40 years [3]. Furthermore, analytical epidemiologic studies indicate that the 

incidence of these tumors is steadily increasing in children and adults [4,5]. The cause of 

this increase in incidence currently remains unknown. High grade malignant gliomas 

(WHO grades III and IV) are characterized by high levels of proliferative, migratory and 

invasion activities as well as high résistance to treatment. These hallmarks typify the 

aggressive tumor phenotype and account for the very poor prognosis and as yet, the 

incurable nature of the disease. Treatments o f patients with malignant gliomas thus remain 

palliative and generally include surgery, radiotherapy, and chemotherapy in various 

combinations. Chemotherapy is assuming an increasingly important rôle in the treatment of 

malignant gliomas [6,7,8], Chemotherapeutic agents are commonly administered orally or 

intravenously [9]. However, these routes o f administration do not provide high 

concentrations of drugs in the brain parenchyma especially because of the blood-brain 

barrier (BBB) that isolâtes the brain from the rest of the body [10]. It has been estimated 

that only about 2% of drugs pass through this barrier [11,12]. The impermeability o f the 

BBB is due to tight junction proteins connecting adjacent endothélial cells, which inhibit 

any significant paracellular transport. The highly regulated transport Systems o f the 

endothélial cell membranes also restrain drug transcytosis across the BBB (see review 

[13]). The BBB in malignant brain tumors (also referred to as blood-tumor barrier (BTB)) 

is abnormal and variably disrupted within the main body of the tumor and nearby tissue. 

Various parts of tumors, especially large areas o f diffuse infiltrative tumors, with a mainly 

intact BTB may thus be shielded from chemotherapy [14], There is thus a critical need to 

develop successful methods to safely open the BTB in order to improve chemotherapeutic 

treatment for malignant glioma.
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Kinins are a group o f autacoid peptides formed by numerous tissues and in the 

blood at the vascular endothélial layer. They are natural modulators o f the tone and 

permeability of vessels including the cérébral microcirculation [15,16]. Bradykinin (BK) 

and kallidin (LysBK), and their respective bioactive natural metabolites (desArg9BK and 

LysdesArg9BK), which lack the C-terminal arginyl residue, are the main sources o f kinin 

activity. The biological effects o f BK- and desArg9-related peptides are mediated through 

the activation o f spécifie GPCRs called B2R and B1R, respectively [17]. Like most 

GPCRs, B2R exhibit constitutive expression with measurable levels of these receptors 

under normal conditions. B2R is thought to be responsible for most of kinin activities 

under physiological conditions, including the régulation of the cardiovascular and kidney 

fonctions [17]. On the other hand, B1R is inducible and is expressed in major inflammatory 

pathologies such as cardiovascular diseases and cancer [17,18], making it an attractive 

pharmaceutical target with anticipated reduced collatéral effects. B1R is induced or 

overexpressed during tissue injury or ischemia, or following exposure to bacterial 

endotoxins or inflammatory cytokines such as interleukin-ip (IL-1P) and tumor necrosis 

factor a  (TNF-a) [18]. Gliomas, like many other solid tumors, are surrounded by a zone of 

inflammation that is needed for sustained tumor growth and angiogenesis [19,20]. This 

process is partly dépendent on glioma tumor derived cytokines IL-ip and TNF-a [19,21], 

which could plausibly trigger expression and activity o f B1R impacting on the brain tumor 

microcirculatory system. Preliminary experiments revealed that tumor F98 gliomas 

implanted in the brains of rats have high levels of IL-1 p immunoreactivity, providing 

support to this hypothesis (Supplementary Fig. SI). Furthermore, in vivo studies on the 

effects of exogenous pharmacological agonists and antagonists in a number o f animal 

disease models have revealed that B1R may play a rôle in inducing systemic vascular 

permeability in peripheral organs and have been generally supported by semi-quantitative 

Evans blue analyses [22,23,24,25,26]. In central nervous t issue,  B1R also appears to 

modulate BBB permeability, including that of brain tumors [27,28,29]. This is consistent 

with preliminary clinical observations from our group and others showing that endothélial 

and glioma cells in human malignant glioma specimens exhibit B1R immunoreactivity 

[30,31]. The exact rôle of B1R in the glioma biology remains unclear. Although the
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evidence so far seems to be pointing to a vasomodulator rôle o f B1R in the brain tumor 

vasculature, no clear and convincing evidence has yet been established.

Based on this rationale, we surmised that sélective B1R agonists, when infused 

systemically, would induce sélective BTB disruption thereby maximizing macromolecular 

delivery and effîcacy of the chemotherapeutic agents used to treat malignant glioma. In 

addition, agonist treatments would not resuit in systemic complications because o f the 

restricted expression o f B1R target in the glioma environnment. We used syngeneic F98 

glioma bearing rats as a clinically relevant animal model o f malignant brain cancer [32,33]. 

Our objectives were 1) to detect and locate B1R expression in rat and human brain tumor 

(for clinical validation purposes) by integrating molecular and cellular biology approaches, 

and 2) to correlate B1R expression to in vivo functional permeability data o f peptide 

agonists that selectively target B1R. Previous studies, including ours, have shown that non- 

invasive dynamic contrast-enhanced magnetic résonance imaging (DCE-MRI) is a reliable 

method to détermine the spatio-temporal BTB opening in vivo [34,35,36,37,38,39]. We 

thus used this technique with gadolinium-based contrast agents Magnevist (Gd-DTPA; 0.5 

kDa) and Gadomer (17 kDa) as brain intravascular tracers, together with conventional 

immunohistochemistry (IHC) and Evans blue staining of albumin (-65 kDa), to assess the 

extent and duration of BTB permeability. We also explored whether a B1R agonist can 

enhance bioavailability o f the chemotherapeutic agent Carboplatin (and Magnevist used as 

reference) in brain tumor tissues using inductively coupled plasma-mass spectroscopy 

(ICP-MS). The natural B1R agonist LysdesArg9BK (LDBK) and its dégradation résistant, 

long-acting analogue SarLys[DPhe8]desArg9BK, NG29 [40], capable o f improved 

stimulation of BTB opening, were used for comparison purpose.

Here, we report that NG29, and probably other synthetic biostable B1R agonists 

sharing the proper pharmacokinetic features [40], can be used as sélective BTB modifîers 

to improve transvascular delivery o f various-sized water soluble molécules to CNS tumors 

expressing substantial level o f B1R. These results may constitute a significant contribution 

to the development o f effective systemic chemotherapy modalities for the treatment o f 

inopérable or o f récurrent malignant brain tumors.

102



RESULTS

Kinin B1R are overexpressed in rat brain F98 glioma tissue, in human glioma cell 

lines and in human glioma specimens

We analysed the expression profile of B1R in rat brain normal and tumor tissues by 

RT-PCR and WB (Fig. 1A, B). B1R mRNA and protein expression levels were 

significantly higher (p<0.05) in brain tumor tissues than in normal brain tissues. In fact, 

most normal tissues had very low to negligible levels o f B1R. To confïrm these results and 

provide an idea of the subcellular localization of B1R in glioma tissues, we performed 

standard peroxidase-based IHC. Glioma tissues and perivascular tumor microsatellites 

distant from the primaiy tumor mass were nearly ail B1R immunoreactive (Fig. 1C, ii). 

Notably, the positive staining with the anti-BIR antiserum AS434 was mainly intracellular 

(with few cell plasma membrane associated labeling) and was confïned to perinuclear 

zones and inside the nucléus. Closer examination by high magnifïcation TEM confirmed 

the prédominant localization of B1R to the endoplasmic reticulum (ER)/nuclear envelope 

and nucleoplasm of F98 glioma cells (Fig. 1D). Similar TEM results were obtained with 

the anti-BIR antibody RC72 (data not shown). We also detected moderate positive staining 

in intra- and peritumoral microvessels (Fig. 1) and, sporadically, in ipsy- and contralateral 

normal glial cells. Staining was absent or barely détectable in neurons (Fig. 1).

In an initial effort to translate the results from the animal model to humans, we also 

examined the expression o f B1R in well-established human glioblastoma cell lines, clinical 

glioma specimens o f varying grades, and post-mortem normal control human brain biopsies 

(Fig. 2A-D) using the same techniques used to quantify B1R expression profiles in rats. 

WB analysis consistently revealed significantly higher B1R protein expression in glioma 

cells relative to their nontransformed counterparts, normal human astrocytes (Figure 2A). 

The prédominant B1R immunoreactive species (~45 kDa) appearing in human glioma cells 

had a lower molecular-mass than that identified in rat glioma tissues (~65 kDa) (Fig. 1B),

103



possibly due to différences in post-translational processing of B1R (ex. glycosylation). The 

striking in vitro upregulation was also revealed by RT-PCR (Figure 2B) and WB analyses 

(Figure 2C) o f B1R in ex vivo human glioma biopsies. B1R transcripts were variably 

upregulated in human grade II-IV astrocytic tumors (9 cases) compared to normal brain 

cortical specimens (Fig. 2B). WB analyses of a différent panel of tumor tissues (11 cases) 

confirmed that B1R was expressed in tumors but not in normal brain tissue (Fig. 2C, left 

panel). Moreover, WB analyses o f protein extracts from seven pairs o f matched human 

glioma tissues and peritumoral brain tissues (Fig. 2C, right panel) showed that B1R was 

expressed in ail glioma tissues analyzed while expression levels were variable in the 

inflamed peritumoral areas (4/7 cases). The WB results obtained with AS434 were 

validated using two other anti-BIR antibodies (LS799 and RC72), which generated very 

similar staining pattems (Supplementary Fig. S2).

Four cases o f malignant human astrocytoma specimens that included one WHO 

grade 3 and three WHO grade 4 glioblastoma multiforme, tested positive for B1R 

expression using the IHC method (Fig. 2D). Like to rat F98 glioma IHC staining, B1R- 

positive cells were mainly observed in tumor tissues and were mostly restricted to the 

perinuclear envelopes and within nuclei (Fig. 2D). Moreover, B1R immunoreactivity was 

always associated with mitotic chromosomes in the anaplastic high-grade gliomas (Fig. 2D, 

inset), likely due to the localization o f B1R in fragmented endoplasmic reticulum 

(ER)/nuclear membranes wrapped around chromatins during mitosis [41]. Microvessels in 

malignant tumor also tested positive, albeit to lesser extent (Fig. 2D, black arrowheads), 

but showed less to no nuclear staining. On the other hand, one case o f benign diffuse low 

grade astrocytoma (WHO grade 2) stained négative for B1R (Fig. 2D). These results 

provide support for the hypothesis that B1R might be a novel, valid pharmacological target 

for detecting malignant astrocytoma, manipulating newly forming vasculature integrity, 

and regulating tumor permeability using potent B1R agonists in preclinical and clinical 

settings. However, given the small sample size for human subjects and possible risk o f 

unrepresentative astrocytoma biopsy sampling related to intratumoral genetic heterogeneity 

[42], further work is required to détermine the appropriateness o f  these results.
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FIGURE 2
Côté e t al., 2012
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The peptide agonist NG29 induces effective transvascular delivery across the BTB of 

malignant glioma and the accumulation of two different-sized contrast agents via B1R 

and a COX-dependent pathway

Having shown that B1R are overexpressed in rat brain F98 tumors and its 

associated blood vascular network, we then used real-time MRI with two différent sized- 

CA (Magnevist (Gd-DTPA; 0.5 kDa) and Gadomer (17 kDa)) (Figs. 3 and 4) to détermine 

localization and volume o f the tumors and to provide non-invasive assessment o f cérébral 

microvascular responses and BTB dismption to the natural B1R agonist LDBK and its 

analogue NG29. Magnevist and Gadomer are believed to be non-toxic, non-actively 

transported, and are regarded as usefull intravascular hydrophilic tracers for monitoring 

paracellular permeability (via inter-endothelial clefts) and extent o f BBB disruption in vivo 

[34,43]. The Magnevist-enhanced images revealed the presence o f F98 gliomas as early as 

3 days after their inoculation in rats, with changes in T\ signal intensities that became much 

stronger on follow-up through to day 17 (Fig. 3A). This suggested a leaky and penetrable 

BTB, even during an early stage o f tumor development. The tumor Ti-weighted intensity 

was isointense with normal brain before injection o f CA (data not shown). Compared with 

F98-implanted rats, we observed no Magnevist enhancement at the tumor sites on day 10 

post-inoculation in rats that underwent sham surgery and that were inoculated with F98- 

firee DMEM (data not shown). The signal enhancement o f Magnevist (Fig. 3B, upper 

panels) and o f Gadomer (Fig. 4B, upper panels) was more pronounced in the central core 

and the peripheral rim of the tumor relative to baseline following intracarotid (i.c.) infusion 

o f NG29 (10 nmol/kg/min for 5 min), which translated to a larger maximum CA 

distribution volume (CADV) (Fig. 3B and 4A, bottom panels). In fact, a dose-response 

relationship and a significantly higher average maximal CADV were observed with the i.c. 

NG29-treated group o f animais (Magnevist: 36±3%; Gadomer: 23±6%) (Figs. 3C and 4B). 

I.V. administration of NG29 also increased the total interstitial distribution volume of 

Gadomer in the tumor microenvironment but required obviously a higher dose to produce 

an effect similar to that seen with i.c. administration, which créâtes a rapid “first pass” 

effect in the brain tumor (Fig. 4B). The increase of mean maximal CADV was not 

observed when the vehicle or an equimolar amount of the natural agonist LDBK was
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infused (Figs. 3C and 4B). The relatively low-level disruption of the BTB induced by 

LDBK may be explained by the activity o f the kinin-destroying enzymes ACE and NEP, 

EP24.15 and EP24.16, which are widely distributed in microvessels and in many tissues 

including the brain [44].

FIGURE 3 
Côté et al., 2012
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To investigate which kinin receptor-subtype médiates NG29 responses, the animais 

were treated with a combination o f NG29 and the biostable B1R antagonist R892 [45] or 

the B2R antagonist HOE-140 [46] (in dose exceeding twice the agonist dose) (Figs. 3C and 

4B). As expected from previous in vitro selectivity studies [40], only R892 significantly 

blunted the NG29-induced increase in mean maximal CADV (Figs. 3C and 4B). To 

elucidate the mechanism by which NG29 modulâtes the disruption of the BTB, we tested 

two sériés of inhibitors that block either the NOS or COX pathway (Fig. 4B). The NOS 

inhibitors L-NA and L-NAME had no effect on NG29-induced disruption o f BTB or 

changes in CADV. Conversely, pretreatment with meclofenamate or indomethacin, two 

structurally unrelated COX inhibitors, blocked the effects of NG29 (Fig. 4B). This strongly 

indicated that COX byproducts (most probably PGI2 and PGE2) [15,47,48] play a rôle in 

regulating permeability o f BTB. We investigated the reversibility and duration o f action of 

i.c. NG29 by administering Gadomer at diffèrent times (3, 60 and 120 min) after the 

initiation of agonist infusion and determined mean maximal CADV as described above 

(Fig. 4C). The time-course results showed that BTB modulatory responses to NG29 

promptly peaked at 3 min, remained stable for at least 1 h then fade away completely after 

approximatively 2 h, indicating that the integrity o f the BTB had been restored (Fig. 4C).

Lastly, increases in CADVs elicited by i.c. NG29 (Figs. 3C and 4B) were associated 

with increases in the apparent amount of CA Crossing into the brain tumor interstitial space 

(Figs. 3D and 4D). Différences in représentative Gadomer concentration-time plots 

generated using i.c. NG29 between ipsilateral (tumor-implanted) and contralateral 

hemispheres can be appreciated in Figure 4D (upper panel). The average maximal 

Gadomer concentration following i.c. NG29 treatment into the ipsilateral compartment 

significantly exceeded that of control untreated group (Fig. 4D, bottom panel). Similar 

results were obtained with Magnevist (Fig. 3D). There was no tendency of increased 

Gadomer concentration over time in the contralateral hemisphere and the jaw  muscle upon 

NG29 treatment, demonstrating the tumor-site spécifie activity o f  NG29 (Fig. 4D).
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Comparison betwéen the intracerebral delivery of Magnevist and Carboplatin 

following intraarterial or intravenous NG29 administration

To corroborate the contrast-enhanced MRI fmdings and to gain better insights into 

the potential of B1R agonists for delivering chemotherapeutic agents into CNS tumors via 

différent routes of administration, we used the validated, highly sensitive, elemental ICP- 

MS method. We determined the Carboplatin platinum and Magnevist gadolinium content 

o f tissue extracts from tumor, adjacent brain tissue, and cortical contralateral tissues (Fig. 

5). Even though it is known that F98 glioma cells are highly résistant to DNA-alkylating 

agents such as Carboplatin [49], we chose to study this chemotherapeutic agent because it 

is used to treat glioma patients, albeit with limited evidence of efficacy [50]. Its molecular 

size (371 Da) and hydrophilicity are comparable to Magnevist (500 Da). As such, we 

anticipated that its intracerebral bioavailability would be similar to that of Magnevist. Our 

results proved the hypothesis and showed that the systemic co-administration of NG29 with 

Magnevist and Carboplatin significantly enhanced their brain delivery and actual bona fide 

concentrations, to a similar degree, in tumor and peritumoral sites (~2-fold increase in both 

cases) (Fig. 5). Notably, the NG29/drug combination can be given i.v. or i.c. with similar 

effectiveness, taking into account dosage adjustement for différence on the administration 

site o f the mixture. We observed no consistent changes in Magnevist or Carboplatin 

concentrations in the contralateral control side after systemic i.v. and i.c. NG29 

administration (Fig. 5).
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NG29 increases BTB permeability and the uptake o f large protein albumin by rat 

gliomas and peritumoral tissues

We then looked at whether albumin (~65 kDa), which is a larger molecule than the 

CA, could also be delivered to tumor sites by modulating BTB permeability with NG29. 

Many chemotherapeutic agents (eg, chlorambucil, etoposide, melphalan, vincristine, and 

paclitaxel) are heavily bound (>90%) to plasma proteins, unabling them to cross the BBB 

[10]. We thus reasoned that it might be worthwile to use synthetic B1R agonists to 

facilitate local entry o f albumin-bound drugs given that the bound fraction will probably be 

released into brain tumors in order to maintain equilibrium. We used macroscopic direct 

albumin immunostaining and EB-staining methods to assess albumin uptake. The results of 

these experiments are presented in Fig. 6 (A and B). Positive albumin immunoreactivity 

can be seen in brain régions surrounding tumors in control animais, indicating the presence 

of inflammatory BBB damage (Fig. 6A, left upper panel). We observed an increase in 

extravasated albumin staining in the implanted hemisphere following disruption of the 

BTB with i.c. NG29 (50 nmol/kg/min for 5 min), with the periphery o f tumor having more 

marked staining than the central portion (Fig. 6A, center upper panel). The presence of 

high interstitial fluid pressure in the core of tumor most likely explains this phenomenom. 

No staining was observed in control (not shown) and agonist treated sections using the 

antibody preabsorbed with purified rat albumin antigen (20-fold excess), demonstrating the 

specificity of the staining pattems observed (Fig. 6A, right upper panel). Both the surface 

area and the intensity o f albumin immunostaining (expressed as total IOD) at tumoral sites 

increased in response to i.c. NG29 (Fig. 6A, left and right bottom panels). The co-injection 

of i.v. NG29 with the albumin-binding dye Evans blue caused brain tumor-specific 

accumulation of the dye (Fig. 6B), suggesting that i.v. administered NG29 homes to brain 

tumors by initially binding to B1R that are specifically expressed on tumor microvessels. 

As shown by the IHC staining of albumin, the local induction of plasma albumin 

extravasation by NG29 was markedly more localized at the invasion site (referred to as 

BAT) than at the tumor itself (approximatively 2- versus 1.5-fold increase, respectively).
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No signifîcant changes in mean arterial blood pressure, heart rate, respiratory rate, 

or body température were observed following the administration of NG29, regardless of 

administration route and dosing regimen (Supplementary Fig. S3). Hematocrit and arterial 

. pH values also remained in physiological ranges at 1 h post-NG29 administration (data not 

shown). Thus, the pharmacological modulation o f BTB with NG29 agonist appeared to be 

safe and secure. The apparent lack of toxicity of NG29 was supported by the results of 

preliminary toxicity analyses consisting o f repeated daily bolus injections of single 

suprapharmacological dose of the peptide NG29 (50 mg/kg, i.v. tail-vein) over a period of 

three days in normal Fischer rats. Except for a mild élévation o f body température (control: 

37±1 vs treated 39±1C°), which disappeared within few hours (possibly mediated by 

central release and action of propyretic prostaglandins (Fig. 4B)), NG29 had no toxic 

effects (data not shown).

Taken together, our results show that B1R agonism may be a valuable therapeutic 

approach for increasing the sélective pénétration into brain tumors o f systemically 

administered chemotherapeutic drugs or tumor-imaging agents that otherwise have no or 

limited access to this région. Cognate agonists that are not metabolized in the bloodstream 

and that temporarily increase BTB permeability may thus be potential adjuvants for 

optimizing the performance of anticancer drugs used in the treatment o f malignant brain 

cancers.

DISCUSSION

The salient findings of our study can be summarized as follows: 1) intracranial F98 

glioma tumors expressed B1R mRNA and protein; 2) B1R mainly localized in tumor cells 

(especially in the nuclear compartment) and the tumor vasculature; 3) systemic 

administration of the metabolically stabilized desArg9-bradykinin analogue, NG29, but not 

the natural agonist LDBR, promoted BIR-mediated transvascular delivery o f hydrophilic 

low- and high-molecular weight soluble macromolecules (Magnevist, Gadomer, 

Carboplatin and endogenous albumin) through the BTB and their accumulation in tumors; 

4) the single permeation o f the BTB with NG29 was réversible, was effective by i.v. or i.a.
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infusion, operated via a COX-mediated mechanism, and appeared relatively safe; and 5) 

importantly, various human glioblastoma cell lines and glioma patient samples of différent 

grades exhibited high levels of B1R expression compared to their normal cellular/tissue 

counterparts, identifying the B1R as a potentially relevant biomarker and therapeutic target 

for brain cancer. Our fïndings offer preclinical proof o f principle that targeting B1R in the 

brain tumor microenvironment can be a highly effective approach for delivery of 

chemotherapeutic agents.

Much effort has gone into identifying powerful and sélective methods to bypass or 

transiently breach the BBB/BTB that could be used in chemotherapy protocols [51]. For 

instance, the Chemical modification of drugs and the use o f transcellular, receptor-mediated 

transport mechanisms (known as transcytosis) are possible methods for enhancing drug 

targeting to brain tumors. However, the clinical benefït o f these aproaches has yet to be 

proved [51,52], Other methods to open the BBB/BTB via the paracellular pathway such as 

the intracarotid infusion of hyperosmolar mannitol or Cereport (Labradimil and formerly 

called RMP-7), a sélective bradykinin B2R agonist, have been shown to be safe, with no 

associated vasogenic brain edema and apparent neurocognitive function loss, and effective 

in the adjuvant treatment of expérimental and clinical brain tumors [10,11,53,54], 

However, both techniques have a number of disadvantages. The osmotic BBB disruption 

procédure using mannitol is cumbersome and highly invasive, requires général anesthesia, 

permeabilizes the normal BBB, thus is not fully compatible with certain classes o f 

chemotherapy that are neurotoxic (e.g. taxanes, doxorubicin, cisplatin), and carries a risk of 

inducing seizures [10]. The BK-B2R-mediated BTB opening using Cereport is transient 

and lasts only 20 min, even with continuous infusion of the agonist. In addition, it does not 

work when the agonist is i.v. administered [14]. Cereport also has a narrow therapeutic 

index and a number o f adverse effects, mainly vasodilatation and decreased blood pressure, 

which limit its practical value [14,54],

We provide a new mechanistic insight into the design of minimally invasive 

pharmacological method for inducing local, transient BTB permeability to enhance 

transvascular transport o f drugs intended to detect (namely MRI agents) and to treat brain
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cancer, thus paving the way for earlier diagnosis and more targeted treatments. The method 

relies on systemic co-administration of potentially safe, fast acting, synthetic peptide 

agonists such as NG29 [40] that trigger kinin B1R activity at brain tumor sites. We believe 

that synthetic biostable peptide B1R agonists, when used as BTB permeability enhancers, 

may offer a number of potential advantages over other stratégies including a) unsurpassed 

affmity/potency towards human B1R [40], b) expected good safety profile due to their high 

selectivity and specificity [40], c) a negligible immunogenicity, as with other kinin related 

peptides o f similar size such as Icatibant [55], Cereport [54] and R954 [56] (Sirois P, 

Personal communication), d) a high therapeutic index due to the localized expression o f 

B1R in tumors (Figs 1, 2 and 5) (B1R has virtually no rôle in normal physiology), e) a lack 

of tachyphylaxis by receptor desensitization upon agonist exposure [17], which may 

explain why the BTB-permeability effects o f B1R agonists lasted considerably longer than 

those of the B2R agonists BK and Cereport (Fig. 4), f) may not require surgery and général 

anesthesia if given i.v., and g) do not require Chemical modifications to deliver the drug in 

the CNS.

In addition, our findings showed that there is concordant high-level expression of 

(vascular and tumoral) B1R on malignant tumors in the preclinical F98 glioma xenograft 

model (Fig. 1), in various human glioblastoma cell lines and in clinical glioma samples 

(Fig. 2), as shown by our RT-PCR, WB, and IHC results. It is to be noted that the high 

prevalence of B1R protein expression we observed in malignant glioma patient samples 

may occasionnaly extend to adjacent peritumoral brain régions (Fig. 2C), possibly due to 

the presence of infiltrative tumor cells. Our initial validation of B1R targets in actual high- 

grade human glioma cells and tumor microvessels underlines the need for further research 

to assess the potential of B1R agonists in the diagnosis and/or adjuvant chemotherapy o f 

brain tumors. Determining expression levels o f expression in human high-grade glioma 

biopsies may also be valuable for the early prédiction o f treatment responses to B1R 

agonists that modulate BTB permeability.

We used high-field MRI to show that the B1R agonist NG29 can induce rapid 

transvascular delivery and uptake incrément (about 1.5-fold higher) of both Magnevist (0.5
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kDa) and Gadomer (17 kDa) into intracerebral F98 glioma in syngeneic Fischer rats, as 

shown by the increase of T\ MRI intensity signais (Figs. 3 and 4). It should be noted that 

the areasof BTB disruption foliowing intracerebral injection of NG29 corresponded closely 

with the distribution o f B1R in the tumor (Fig. 1). Similar effïcacy data o f NG29 were 

obtained using a syngeneic rat model of intracerebral metastatic breast cancer (a secondary 

brain tumor model) with an impeded BTB [57] (Supplementary Fig. S4). The sizes o f 

these MRI agents cover the spectrum of molecular weights of most commonly used 

antineoplastic agents [9,51].

Systemic co-administration of NG29 also improved brain tumor uptake profiles (2- 

fold) o f i.v. or i.a. Carboplatin (Fig. 4), which is in agreement with the MRI results. This is 

in the same range of increase o f [I4C]-Carboplatin levels induced by ic Cereport in RG2 

brain tumors [58]. Our results also indicated that NG29 opens the BTB wide enough to 

allow free and Evans blue bound-albumin (~65 kDa) to cross the BTB (Fig. 5). Good brain 

tumor pénétration o f drugs of comparable or smaller dimensions can thus be expected. For 

instance, B1R agonists could conceivably be used as an add-on treatment to improve 

glioma immunotherapy aimed at artificially priming the immune System with spécifie 

cytokines (ex. IL-12, IFN-P, TNF-a, etc.) that promote antitumor T-cell activity [59,60], as 

previously proposed for the sélective B2R bradykinin analogue Cereport [61]. Combining 

B1R agonist with différent anticancer drugs may be particularly useful in a multipronged 

“cocktail” attack of brain tumor cells, which is the gold standard of modem clinical trial 

designs [62], However, further work is required to confïrm this hypothesis. Overall, our 

findings demonstrate that the B1R agonist NG29 can be administered i.a. and i.v. in 

dosages that create preferential extensive extravasation of various drugs in the glioma 

microenvironment (including central and peripheral portions) while not disturbing the 

integrity o f normal microvessels o f organs, such as the normal brain, lung, muscle, skin, 

heart, liver, and o f macrovessels (aortae) (Fig. 6). This may be particularly relevant with 

regards to increasing therapeutic delivery within and most importantly, beyond the edge o f 

the primary tumor in order to gain access to infïltrated tumor foci.
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As mentioned, drugs penetrate the BBB/BTB via the paracellular tight junctional 

and transcellular vesicular pathways, among others [13]. Since albumin and the two CA 

used in the présent study are apparently not transported across the BBB/BTB via any 

known transcellular pathway, these results would suggest that NG29 médiates the increase 

in cerebrovascular permeability mostly through a paracellular mechanism. However, in the 

absence o f in vivo results firom tests with spécifie markers of transcellular permeability 

such as transferrin, insulin, and amino acids [13], it is possible that NG29 increases both 

paracellular and transcellular permeation across the BTB. Other experiments will be 

required to clarify this issue.

We have partially deciphered the mechanism underlying the NG29-induced 

increase in BTB permeability and the delivery o f drugs to brain tumors. This may involve 

direct activation of the B1R at the tumor vasculature causing i) increased blood flow 

(hyperemia) through arterial/arteriolar vasodilatation, ii) increase in venular tone 

(venocontriction) leading in both cases to a rise in capillary hydrostatic pressure and/or iii) 

increased capillary/venule permeability by retraction (fenestration) of the endothélial cells. 

Ail of these events may cause in tum, disengagement of tight junctional zones in 

capillaries/venules and contribute to the opening of the paracellular pathway [29,63]. In 

addition, since glioma cells overexpress B1R (Figs. 1 and 2) and can secrete capillary 

permeability factors such as arachidonic acid when activated [64], we cannot exclude the 

possibility o f an indirect mechanism o f NG29 passing through the BTB and acting on these 

cancer cells in the induction o f BTB opening, much like the B2R-mediated increase in 

BTB permeability caused by Cereport [65,66]. Future studies are necessary to elucidate the 

exact mechanism(s) responsible for the tumor hyperpermeability responses to NG29. 

However, our results provide convincing evidence that secondarly released prostanoids 

play a key rôle given that pharmacological inhibition o f the COX pathway, but not the 

NOS pathway, repressed NG29 activity. This contrasts with the B2R-mediated increase in 

BTB permeability in RG2 or F98 glioma-bearing rats, which mainly dépends on NO 

production [34,67].
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As already emphasized for Cereport [68] and mannitol [53], the rate and duration of 

agent infusion, among other parameters, are to be considered critical factors for successful 

BTB disruption. Experiments are underway to détermine whether prolonged infusion of 

NG29 could extend much further the opening period o f time and retard recovery (closure) 

o f the BBB/BTB. Because of absence of ligand-induced desensitization o f B1R [17], a 

prolongation o f signalling pathway initiating endothélial retraction or inhibition of 

intercellular adhésion may be anticipated. These experiments will most likely be necessary 

to establish an optimum dosing paradigm and improve therapeutic efïicacy. Agonizing the 

B1R with NG29 to tackle the porosity-permeability problem of the BTB appears relatively 

safe, as there was no abnormality evidence o f some forms of hemodynamic and respiratory 

instabilities. This is in marked contrast with the earlier approach using metabolically 

protected agonists to activate B2R in order to manipulate the BTB [14,69]. In fact, under 

the same expérimental conditions, we observed severe undesired effects (non-specific 

permeability induction, disturbance of respiratory function, hypotension) when the 

pseudopeptide B2R agonist R523 ([Phe8\|/(CH2NH)Arg9]-BK) [34,70] was used at the same 

dose as NG29 (50 nmol/kg/min for 5 min, i.c.) (Supplementary Fig. S4).

One possible concem about the use of exogenous sélective B1R kinins as BTB 

disruptors in adjuvant glioma therapy is that they can potentially act as mitogens with pro- 

migratory activity (at least in vitro) and may thereby accelerate disease progression [71,72]. 

However, some evidence argues against this possibility. First, the prolifération rate o f F98 

cells cultured in vitro in the presence of LDBK or NG29 (10p,M) over a 96-h exposure 

period was the same as the control untreated cells, as determined with the MTT 

colorimetric method (data not shown). Second, and more convincingly, the médian and 

maximum survival o f F98 glioma bearing rats following i.a. and i.v. infusion of NG29 at 

maximal doses tested were the same as those of the vehicle-treated animais (data not 

shown). This is in agreement with the findings o f similar survival studies in orthotopic 

brain tumor xenograft models that used the sélective kinin B2R agonist analogue Cereport, 

which had no stimulatory growth effects on brain tumor cells (see review réf. [54]).
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Lastly, one unanticipated finding of the study was that the B1R are predominantly 

expressed intemally, mainly at the nuclear envelope, in situ high-grade rat and human 

glioma tumors (Figs. 1 and 2). Elevated B2R levels in the nucléus have recently been 

documented in the F98 rat glioblastoma model [34], Elevated nuclear B1R and B2R levels 

have also been reported in other types o f cancer such as malignant pleural mesotheliomas 

[73] and lung cancer [74]. An emerging concept in the field of GPCRs is that these 

receptors can fonction intracellularly on ER/nuclear membranes to promote noncanonical 

actions in normal physiological as well as disease States [41,75,76,77,78]. Whether B1R 

located at the ER/nuclear envelope can médiate intracrine régulation of oncogenic 

pathways associated with aberrant growth, invasion and survival processes of glioma cells 

are subjects of investigation in our laboratory.

In conclusion, our results document a novel GPCR signaling mechanism for 

promoting transient BTB disruption to F98 rat glioma, involving activation o f B1R and 

ensuing production o f COX metabolites. Our results also underline the potential value of 

synthetic B1R agonists as sélective BTB modulators for increasing the local delivery of 

various sized-therapeutic agents to (peri)tumoral sites. Combining chemotherapeutic agents 

with a B1R agonist may thus be a valuable strategy for improving the effectiveness of the 

agents against malignant gliomas while possibly minimizing systemic exposure.

MATERIALS AND METHODS 

Solid phase peptide synthesis

The peptide kinin agonists LysdesArg9BK (H-Lys°-Arg'-Pro2-Pro3-Gly4-Phe5-Ser6- 

Pro7-Phe8-OH); LDBK), SarLys[DPhe8]desArg9BK (NG29), and antagonists 

AcLys[(aMe)Phe5,D(lNal7,Ile8]desArg9BK (R892) and DArg[Hyp3,Thi5,DTic7,Oic8]BK 

(HOE140), were synthesized on a Pioneer peptide synthesizer using the Fmoc (9- 

fluorenylmethyoxy-carbonyl) solid-phase chemistry as previously described [40,70]. 

Peptide purity (>95%) was assessed by analytical RP-HPLC, and molecular weights were
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verified by electrospray mass spectrometry using a VG Platform ns 8230E (Waters). 

Binding affinity (transiently transfected HEK-293T cells) and pharmacological activity 

(contraction o f isolated human umbilical veins) o f the peptides on human B1R expressing 

systems were in agreement with previously reported data from our laboratories, indicating 

a high level of batch-to-batch consistency [40,45,70]. Peptides were stored in powder form 

at -20°C. Stock solutions (10 mM) o f peptides were also prepared in Nanopure water and 

were stored at -20°C until use. The stock solutions were diluted in stérile 0.9% saline prior 

to each experiment.

Animais

Maie Fischer 344 rats (250-275g, Charles River Laboratories, St-Constant, Québec, 

Canada) were used. Animais were used in full compliance with the Canadian Council of 

Animal Care guidelines. The protocol was approved by the Committee on the Ethics of 

Animal Experiments of the University of Sherbrooke (CEPA/CFPA-FMSS).

Clinical samples

Fresh human brain tumor tissues were obtained from 41 patients (26 maies and 15 

females, aged 21-75 years) who underwent therapeutic removal of astrocytic brain tumors 

between 2004 and 2009 at the Centre Hospitalier Universitaire de Sherbrooke (CHUS). 

Whenever possible, peritumoral brain samples (comprising infiltrative astrocytomas and 

normal brain tissues) were also collected. Most specimens were obtained at primary 

resection. Ail glioma specimens were classified morphologically and graded by an 

experienced neuropathologist (AM. S.), as per WHO criteria. One astrocytoma WHO grade 

2 (from a 67 year maie) was purchased from BioChain. Post-mortem human brain (frontal 

or temporal) cortex tissues from white maies aged between 36 to 62 years old who had met 

sudden death resulting from either cardiac arrest (1 case), drowning (1 case), or pulmonary 

embolism (2 cases)) were obtained from the Maryland Brain collection (Maryland 

Psychiatrie Research Center, Baltimore, MD, USA) and were used as Controls. The 

resected tumors or normal brain tissue specimens were snap-frozen in liquid nitrogen and
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were stored at -80°C until used for RNA and protein extractions. Other tumors were fixed 

in 10% buffered formaldéhyde for ~24h, embedded in paraffin, eut into 3-pm-thick 

sections, and mounted on silanized slides. For histological confirmation, the sections were 

stained with haematoxylin and eosin. The study was carried out with the approval o f the 

research ethic board for human subject of the CHUS. Ail participants gave verbal informed 

consent until 2008 (the Ethic Committee did not demand that the consent should be 

documented at this time). Since 2008, written consent has been obtained to save diagnostic 

samples in a biobank to be used for scientific research.

Cell lines and cultures

The established human glioma cancer cell lines U87-MG (#HTB-14), U138-MG 

(#HTB-16), U118-MG (#HTB-15), T98G (#CRL1690), LN-229 (#CRL2611), and the F98 

rat glioma cells (#CRL-2397) were purchased from American Type Culture Collection 

(ATCC). These cells were cultured as monolayers in Dulbecco’s modified Eagle medium 

(DMEM) supplemented with 10% fetal bovine sérum (FBS) and 1% penicillin- 

streptomycin mixture at 37°C in a humidifïed 5% C02/95% air incubator.

Glioma cell implantation

The procédure o f F98 glioma cell implantation was similar to that used in our 

previous studies [33,34], Briefly, F98 glioma cells (lxlO4 cells in 5 pi) were injected into 

the région o f the right caudate nucléus of the animais under ketamine: xylazine anesthesia 

(87 mg/kg:13 mg/kg, i.p.) at the following stereotaxic coordinates: 1 mm anterior and 3 

mm latéral to bregma, and 6 mm below the extemal table o f the skull. Unless otherwise 

specified, tumors were allowed to grow for 10 days to mid-stage (approximately 15-20 

mm3) before the beginning of the experiments. Ail tumor transplantations were successful 

as determined by histology and/or MRI.
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RT-PCR

The rats were anesthetized with 2% isoflurane and were transcardially perfused 

with 60 ml o f phosphate-buffered saline (PBS; 0.01M phosphate-buffered 0.9% NaCl 

solution, pH 7.6). Brain tumors and control autologous tissues from the contralateral 

hemisphere were resected from the brains. Resected samples were snap-frozen in liquid 

nitrogen and were stored at -80°C until use. RNA was extracted and reverse transcribed as 

previously described [34]. The oligonucleotide primers for amplifying the kinin rat B1R 

and 18S (internai control), and the length of the expected PCR products (in parenthèses) 

were as follows: B l: F 5'-ACT GTG TCA ACG TCA GGT CAC TGT-3', R 5'-GAT GCT 

GAC AAA CAG GTT GGC CTT-3' (431 bp); 18S : F 5’-GTG CAT GGC CGT TCT TAG 

TTG GTG-3', R 5'-CCA TCC AAT CGG TAG TAG CGA CGG-3' (401 bp). 

Amplification reaction mixtures contained lx  amplification buffer, 1.5 mM MgC^, 10 mM 

dNTPs, 400 nM primers, and 1 U of Platinum Pfx DNA polymerase (Invitrogen, Canada). 

As a négative control, reverse transcriptase was omitted during the initial cDNA synthesis 

step. The PCR products were quantified using the DNA 1000 kit for the Agilent 2100 

Bioanalyzer (Agilent technologies) [34].

Western blot

Brain tumors and control autologous subcortical tissue taken from the contralateral 

hemisphere were resected from the brains under the same conditions as above. Total 

protein extraction from tissues were prepared by adding RIPA buffer (50 mM Tris-HCl pH 

7.4, 150 mM NaCl, 1% NP40, 0.25% deoxycholate, 1 mM EDTA, 1 mM Na3V 0 4, ImM 

NaF) containing a protease inhibitor cocktail (Roche, Canada). Brain samples were 

disrupted using a Potter homogenizer and left on ice for 15 min. Tissue extracts were 

sonicated twice for 10-sec bursts on ice and then centrifuged at 16,000g for 15min at 4°C. 

Whole-cell lysates were also prepared from semi-confluent human glioma cell line 

cultures. A lysate o f primary normal human astrocytes (NHA) purchased from Sciencell 

Research Laboratories (Carlsbad, CA) was used as a control. Proteins were quantified 

using BCA™ (bicinchoninic acid) protein assay kits (Pierce). SDS-PAGE and Western
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blotting (WB) were performed as previously described [78]. The following primary 

antibodies and dilutions were used: rabbit anti-BIR antiserum (mix AS434: 0.2 pg/ml; 

1:5,000) (provided by Dr. W Müller-Esterl, University of Mainz, Germany) and mouse 

monoclonal anti-P-actin antibody (1:20,000, Sigma-Aldrich). Rabbit anti-mouse (1:20,000, 

Sigma-Aldrich) or sheep anti-rabbit (1:10,000; Serotec) antibody conjugated to horseradish 

peroxidase was used as secondary antibody. The same techniques were used to extract total 

proteins from human normal brain and glioma samples for WB. B1R expression was 

quantified using ImageProPlus 5.1 and was normalized against p-actin expression level. 

The specifïcity o f the antiserum to B1R (raised against intra- and extra-cellular domains of 

the human B1R sequence) has been reported elsewhere [70]. On some occasions, the 

staining pattem seen with the AS434 antiserum was confirmed using two other polyclonal 

anti-BIR antibodies (recognizing C-terminal domains), namely LS-A799 (1:1000, 

LifeSpan) and RC72 (1:300; a kind gift of Dr. R Couture, Université de Montréal, Canada).

Immunohistochemistry

F98-implanted rats were deeply anesthetized with ketamine: xylazine on day 10 and 

were then perfused with PBS, followed by 4% formalin solution. Brains were carefully 

removed, post-fixed ovemight in 4% formalin. A 5-mm-thick coronal brain slice 

containing the tumor was paraffïn embedded, and 3-pin-sections were mounted on 

positively charged slides for immunochemical localization o f B1R. IHC staining was 

performed with an automated system (Dako Autostainer plus) using the Envision Flex High 

pH visualization system (Dako). The mix anti-BIR antiserum (AS434) was diluted 1:800 

in blocking buffer and incubated on the brain slides 1 h at room température. Afïter 

washing, secondary sheep anti-rabbit antibody-HRP (1:100) (Serotec) was added for 1 h at 

room température. Diaminobenzidine (DAB) (Roche) was used as chromogen. Nuclei were 

counterstained with hematoxylin. An identical IHC staining protocol was used for the 

human normal brain and glioma biopsies. Ail the slides were observed under light 

microscopy (Olympus model BX51). For high-resolution transmission electron microscopy 

(TEM), tissue samples were processed according to standard techniques [78]. Ultrathin 

epoxy-embedded sections (~50 nm) were collected on formvar-coated nickel grids and
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were immunolabelled with AS434 (1:20). The grids were then incubated with a goat anti- 

rabbit gold (10 nm)-conjugated IgG (1:20) (Sigma-Aldrich) without silver intensification. 

The sections were then examined using a transmission electron microscope at 120 kV 

(Hitachi, H-7500). Sections treated with normal (preimmime) rabbit sérum were used as 

négative Controls.

BTB permeabilization procédure

The expérimental protocol was similar to that used in a previous study [34]. The 

animais were anesthetized using isoflurane gas (2%) with 1.5 1/min of oxygen. Ail surgical 

procédures were performed on a heating pad to avoid per-procedural hypothermia. The 

caudal vein was catheterized to enable the injection o f CA via PE-10 intramedic tubing 

later connected to a remote-controlled power injector (model PHD 2000, Harvard 

Apparatus). The right carotid complex was surgically exposed and the extemal carotid 

artery was catheterized in a rétrogradé fashion using PE-50 intramedic tubing such that the 

tip of the catheter lay just above the bifurcation. This catheter was used to infuse drugs 

directly into the right hemisphere of the brain via the internai carotid. For the BTB 

permeabilization procédure, the animais received a single intracarotid infusion o f vehicle 

(stérile 0.9% saline), B1R agonist (LDBK or NG29) (2.5, 10 or 50 nmol/kg/min for 5 min) 

alone, or NG29 in combination with antagonists for B1R (R892) or B2R (HOE140) (20 

nmol/kg/min for 5 min), during MRI scans (see below). Total volume infused was kept 

constant at 0.5 ml. In other experiments, animais were pretreated with non-selective nitric 

oxide synthase (NOS) inhibitors (L-NA (5 mg/kg) or L-NAME (20 mg/kg) (Sigma- 

Aldrich)) or with non-selective cyclooxygenase (COX) inhibitors (Meclofenamate (5 

mg/kg) or Indomethacine (2.5 mg/kg) (Sigma-Aldrich)). These inhibitors were given i.v. as 

a bolus with a 150 pi saline flush via the caudal vein, 30 minutes prior to intracarotid NG29 

infusion (10 nmol/kg/min for 5 min). Ail the inhibitors were dissolved in isotonie saline, 

except indomethacine, which was dissolved in 75% ethanol prior to dilution. The doses of 

the inhibitors were selected based on results of previous studies. In some cases, NG29 was 

also administered via the intrajugular route by a catheter pre-inserted through the right 

internai jugular vein. Arterial blood pressure was monitored throughout the expérimental
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period with a blood pressure monitor (DigiMed) using the catheter surgically inserted into 

right fémoral artery.

MRI and data post-processing

MRI studies were conducted at the Centre d ’imagerie Moléculaire de Sherbrooke 

using a Varian 7T small animal scanner (Varian Inc.) equipped with 210/120 mm gradient 

coils (30 G/cm) and a 63-mm volume RF coil. Ail MRI measurements were performed 

according to Côté et al. [34]. For the MRI experiments, the animais were anesthetized with 

2% isoflurane (Abott) administered with a face mask. The température in the scanner was 

kept constant at 30°C (with rectal température remaining near 37°C) using a warm-air 

heating system (SA Instruments). Thirty sets o f Tj-weighted images were acquired 

continuously before, during, and after CA injection with a temporal resolution o f ~51s 

using the folio wing parameters: TR =100 ms, TE = 2.49 ms, a  = 30°, matrix = 128x 128, 

field of view (FOV) = 35 x 35 mm2, number of averages = 4, and ten contiguous 1.5- mm- 

thick slices. The MRI experiments were performed in two sessions (without and then with 

BTB permeabilization procédure) for each animal. This study design allows each animal to 

act as its own control. The first MRI session was performed with a bolus injection (3 min 

after the first o f 50 scans) o f either Magnevist (Gd-DTPA, 0.5 kDa) or Gadomer (~17 kDa) 

(143 mM in 500 pl, 1 min duration) (Bayer Schering Pharma AG, Germany) in the latéral 

tail-vein to détermine the extent of BTB permeability in and around the intracranial tumor. 

The second MRI session was performed using a bolus injection of the same CA 

immediately following the permeabilization of the BTB with a B1R agonist (see above). 

The time lags between sessions were 4 h for Magnevist and 12 h for Gadomer. These time 

lags were selected to ensure complété élimination o f the CA from the brain circulation 

[34].

The image data was processed using MATLAB® (The MathWorks, 2007). Both sets 

o f anatomie MR images were analyzed for the presence or absence o f contrast 

enhancement within and surrounding the tumor areas, and were processed to yield 

quantitative contrast agent distribution volume (CADV; in mm3), which was used as an
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index of vascular permeability [34]. The relative CADV expressed as a percentage is 

defined as the normalized ratio between the maximal CADV value determined from the 

second set of images acquired (CA + BTB permeabilization procédure) and the maximal 

CADV value determined from the first set o f images (CA alone). In separate analyses, the 

MRI signais were calibrated in terms of the concentration o f CA in the brain parenchyma 

(and jaw muscles) using the precontrast T\ map and the relaxivity of Magnevist (3.6 m M 'V  

l) and Gadomer (8.74 m M 'V 1) at 7T.

ICP-MS of platinum and gadolinium

The rats were anesthetized with isoflurane (2%), and either the extemal carotid 

artery or the caudal vein was canulated. A mixture o f Magnevist (143 mM) and 

Carboplatin (5 mg/ml/rat; 20 mg/kg) including or not NG29 (i.a.: 250 nmol/kg or i.v.: 1 

pmol/kg), was given in a single 1-ml infusion over 15 min. Five minutes after the end of 

the infusion, anesthetized rats were euthanized by transection of vena cava followed by an 

intra-cardiac injection of saline (100 ml) in order to flush the blood from the brain. The 

brain was rapidly removed and placed in physiological saline. The tumors as well as size- 

related samples of peritumoral tissue and matched tissue located in contralateral 

hemisphere were resected. These samples were weighed and digested in 2 ml of hydrogen 

peroxyde (30%)/nitric acid solution for 24 h. Gadolinium (Gd) and platinum (Pt) levels 

were then measured by inductively coupled plasma-mass spectroscopy (ICP-MS; Elan 

DRC II, Perkin Elmer).

Assessment of vascular permeability to albumin

A direct immunohistochemical technique was used for endogenous albumin 

staining in the évaluation of BBB permeability with i.c. NG29 (see BTB disruption 

procédure). Slides with 5-pm sections were equilibrated in Tris-buffered saline-0.1% 

Tween 20 (TBS-T, pH 7.6) for 10 min. They were then incubated with HRP conjugated- 

sheep anti-rat albumin (Accurate Chemical and Scientifïc Corporation) diluted 1:50 in
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TBS-T ovemight at 4°C. After extensive washing, Diaminobenzidine (DAB) (Roche) was 

used as chromogen. Nuclei were counterstained with hematoxylin. The specificity o f the 

pattems observed was confirmed by preabsorbing the antibody with a 20-fold excess (w/w) 

of pure rat albumin (Accurate Chemical and Scientific Corporation). Images o f whole 

immunolabelled rat brain tissue sections were acquired using a Nikon Super Coolscan 9000 

ED scanner at a resolution of 4000 dpi and analysed with ImagePro 5.1 software. For each 

animal group (untreated, vehicle control and expérimental treated groups; n=4/group), the 

integrated optical density (IOD) and surface area (mm2) values were calculated from at 

least four tissue sections per animal. Détails o f image acquisition, processing and albumin 

quantification are provided in supplementary methods.

Organ-specific NG29-induced extravasation was also assessed in tumor-bearing 

animais under ketamine: xylazine anesthesia using the semi-quantitative albumin-bound 

Evans blue method. Immediately after intravenous fémoral saline or B1R agonist infusion 

(5 mg/kg infused over 15 min via a fémoral vein catheter), the animais were injected i.v. 

with Evans blue (10 mg/kg, Sigma-Aldrich). The animais were euthanized after 45 min. 

Following a systemic perfusion with 250 ml of 0.9% saline to remove macromolecules in 

the circulation, tumor and normal organ specimens (lung, skeletal muscle, skin, aorta, 

brain, heart ventricle, liver) were excised, minced, and dye extracted by formamide (1 ml 

per 100 mg tissue) for 72 h. The absorbance of Evans blue at 620 nm was measured with a 

spectrophotometer (Spectra Max Plus 384, Molecular Devices). The dye concentration in 

the tissue extracts was calculated from a standard curve o f Evans blue.

Vital signs and hemodynamic measurements

Vital signs (respiratory rate, blood pressure, heart rate, body température) and other 

physiological variables (hematocrit, arterial pH) were monitored during i.a. and i.v. NG29 

administration in isoflurane-anesthetized adult F98 glioma-implanted rats. A PE 50 

catheter was inserted into the left common carotid artery to continuously monitor the mean 

arterial pressure and the hearth rate with a Micro-Med transducer (model TDX-300) 

connected to a blood pressure Micro-Med analyzer (model BPA-lOOc). Blood samples
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were withdrawn from a catheter inserted in the left fémoral artery to monitor both 

hematocrit and pH levels.

Statistical analysis

Results are expressed as means ± standard error of the mean (S.E.M.) for the 

specifïed number (n) o f animal tested. Statistical comparisons were analyzed by one-way 

ANOVA followed by Dunnett’s post hoc test or Student's t test for unpaired observation 

when appropriate. P  values less than 0.05 were considered statistically significant.
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Figure legends

Figure 1 - B1R expression in normal cérébral cortical and tumoral tissues of F98 
giioma-bearing rats. (A) Left: Représentative electropherograms and gel-like images 
(insets) o f RT-PCR products amplified from one tumor and autologous controlateral tissue 
(normal); LM and UM correspond to lower and upper internai markers, respectively. Right: 
Histographic représentation of B1R expression from multiple normal and tumoral tissues. 
B1R mRNA level was normalized to the corresponding 18S level for each biopsy. n= 5 
rats. *p<0.05 vs normal. (B) Western blot o f rat brain soluble protein extracts probed with 
the ânti-BIR antiserum AS434. Left: Rat brain tumor shows a robust single 
immunoreactive band around 60 kD. In the absence of antiserum, no band was seen in the 
rat brain samples (not shown). Right: Histographic représentation of B1R expression from 
multiple normal and tumoral tissues. B1R protein level was normalized to the 
corresponding P-actin level for each biopsy. n= 4 rats. *p<0.05 vs normal. (C) The 
antiserum used for Western blot was also used to characterize the location o f the proteins in 
rat brain cortical samples by IHC, along with HRP (panels i-v), and TEM immunogold 
labeling (panel vi). Photomicrographs illustrating positive B1R immunoreactivity in tumor 
(C, i-iii) and microvascular endothélial cells (ii) adjacent to the tumor (black arrowheads). 
Note the chromosomal staining on ail tumor cells under mitosis (black arrowheads, iii). 
Négative control with preimmune sérum showed no staining (v). Weak positive B1R 
staining o f glial cells from both implanted (ii) and contralateral hemispheres (iv) is also 
shown. Magnifîcation as indicated. EM photomicrograph (vi) showing subcellular 
localization of B1R in a glioma cancer cell (white arrowheads). Insert: digital enlargement 
o f the delineated area (white rectangle) showing B1R immunoreactivity at both the inner 
and outer leaflets of the nuclear envelope. Scale bar = 500nm. Photomicrographs of HRP 
labeling were equalized in terms o f contrast, brightness and gamma using ImagePro Plus 
5.1.

Figure 2 - Overexpression of B1R in human glioma tissues. (A) Détection o f B1R in 
various human glioma cell lines and nontransformed counterparts, normal human 
astrocytes, by WB analysis. P-actin serves as a loading control in the lower panel. The 
doublet band in U138-MG cells may indicate dégradation o f B1R. (B) Comparative
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quantification of B1R mRNA levels among normal and glioma brain tissue samples was 
normalized against that o f the corresponding P-actin. (C) Expression o f B1R in normal 
versus tumoral tissue specimens (left panel) or in paired primary glioma (T) and 
peritumoral tissue biopsies (P) (right panel), with each pair obtained from a same patient. 
(D) Représentative images from IHC assay of paraffin-embedded specimens o f primary 
glioma tissue biopsies (WHO grades II-IV) exposed to pre-immune sérum or anti-hBlR 
AS434 antiserum. Optical magnification is ihdicated in the bottom-right comer o f each 
image.

Figure 3 - NG29 enhances transvascular delivery, distribution and accumulation of 
Magnevist within brain  tum or tissues of F98-bearing rats. (A) MRI contrast-enhanced 
détection o f glial brain tumors in rats at day 3, 5, 7, 10 14 and 17 post-inoculation. Note the 
rapidly growing tumor over a 2-week time and the appearance o f a necrotic center on the 
17 day-image (white arrow) outgrowing its blood supply. Assessment of BTB disruption 
by MRI monitoring was conducted on the same animal on day 10 post-inoculation, 
corresponding to mid stage development o f the tumor. (B) Représentative axial Magnevist- 
enhanced Ti-weighted MR images depicting the brain of an F98-implanted rat before and 
after NG29 treatment (10 nmol/kg/min for 5 min i.c.) (left panel). Note the increase in the 
signal intensity at the tumor (white arrows). Temporal CADV calculated from the 
corresponding sets o f images (1 image /  51 s for 50 min) (bottom panel). (C) Relative 
CADV in percent determined following the infusion of the vehicle (saline), LDBK, NG29 
(10 nmol/kg/min for 5 min) or NG29 (10 nmol/kg/min, 5 min) + R892 (20 nmol/kg/min, 5 
min). Each bar represents the mean ± S.E.M. for 4 to 6 animais. **p<0.01 compared to 
vehicle-treated animais; t+p<0.01 compared to NG29-treated animais. (D) Histographic 
représentation of average maximal Gd-DTPA concentrations in the ipsilateral (tumor- 
implanted) and the contralateral hemispheres following saline vehicle or NG29 treatment 
(10 nmol/kg/min)). **p<0.01 compared to vehicle-treated ipsilateral groups. Value 
represents the mean ± S.E.M. obtained with 3 animais.

Figure 4 - NG29 increases transvascular delivery, distribution and accumulation of 
Gadom er within brain tum or tissues of F98-bearing rats. (A) Représentative axial 
Gadomer-enhanced Ti -weighted MR images depicting the brain of an F98-implanted rat 
before and after intracarotid NG29 treatment (10 nmol/kg/min for 5 min i.c.) (left panels). 
Note the increase of the signal intensity at the tumor (white arrows). CADV in fimction of 
time calculated from the corresponding set o f images (1 image / 51 s for 50 min) (bottom 
panel). (B) Dose-, B1R-, PGs-dependence o f NG29-induced BTB permeability. Numbers 
in parenthesis represent infusion rates in nmol/kg/min, for 5 min. The B2R antagonist 
HOE140 and the B1R antagonist R892 (both at 20 nmol/kg/min, for 5 min, i.c.) were 
infused simultaneously with NG29 while the non-selective nitric oxide synthase (NOS) 
inhibitors L-NA (5 mg/kg, i.v.) and L-NAME (20 mg/kg, i.v.), and the non-selective 
cyclooxygenase (COX) inhibitors Meclofenamate (5 mg/kg, i.v.) and Indomethacin (2.5 
mg/kg, i.v.) were administered 30 min before the infusion o f NG29. Note the effectiveness 
of NG29 administered by the i.v. (intrajugular) route. +p<0.05 compared to vehicle-treated 
animais; *p<0.05 compared to NG29 (10 nmol/kg/min)-treated animais. (C) Duration o f 
the increase in BTB permeability caused by NG29 as detemined by relative CADV values. 
Gadomer was injected 3 min, 60 or 120 min following the start of the infusion (10
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nmol/kg/min) of NG29 over 5 min. Each bar represents the mean ± S.E.M. for 3 to 7 
animais. *p<0.05 compared to respective vehicle-treated animais. (D) Représentative time 
course of Gadomer uptake in the ipsilateral (tumor-implanted) hemisphere and the 
contralateral hemisphere, before and after treatment with NG29 (lOnmol/kg/min for 5 min) 
(left panel). Histographic représentation of average maximal Gadomer concentrations in 
the ipsilateral (tumor-implanted) and the contralateral hemispheres, and the facial muscle 
following NG29 treatment (right panel). *p<0.05 compared to vehicle-treated ipsilateral 
groups. **p<0.01 compared to untreated ipsilateral groups. Value represents the mean ±
S.E.M. obtained with 3 animais.

Figure 5 -  NG29 induces changes in local concentration o f gadolinium and platinum 
in tumoral cérébral tissues. Direct measures o f drug concentration (ng/g o f tissue) by 
ICP-MS in three différent tissue extracts (tumor, tumor periphery and contralateral) from 
the brain o f F98 glioma-bearing Fischer rats were made following intraarterial (carotid 
artery) or intravenous (fémoral vein) injections o f Gd-DTPA (Gd) (143 mM i.v.) and 
carboplatin (Pt) (20 mg/kg i.a. or i.v.) with the B1R agonist NG29 (50 nmol/kg i.a.; 5 
pmol/kg i.v.) or saline (CTL). Mean ± S.E.M. o f 7-10 rats for each data set.

Figure 6 -  Systemic infusion of NG29 increases permeability and uptake of albumin 
within peritumoral tissue. (A) Direct immunological staining of endogenous albumin in 
brain tissues from F98-implanted rats treated or not with intracarotid NG29 (50 
nmol/kg/min for 5 min). Représentative coronal sections of CTL-, vehicle- and NG29- 
treated rats immunostained with sheep anti-rat albumin HRP conjugated are shown in the 
upper panels. Scale bar: 1 mm. Histographic représentation of integrated optical density 
(IOD) values (left) and stained surface areas (right) of immunoreactive albumin in 
respective animal groups (bottom panels). ***p< 0.001 vs CTL. Différences were 
examined by Student’s unpaired t-test, considering p< 0.05 siginificant. (B) Semi- 
quantitative measurement of Evans blue content (mg/g wet weight tissue) in several tissues 
after systemic intravenous (fémoral) injection o f saline vehicle or NG29 (5 pmol/kg i.v.) in 
F98 glioma bearing rats. Data are presented as means ± S.E.M. N=3 in each group. 
*p<0.05 vs respective vehicle group.
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Chapitre/ 8
Manuscrit 4

Titre : Dual kinin B1 and B2 receptor activation provides enhanced blood-brain barrier 

permeability and anticancer drug delivery to brain tumors

Auteurs de l’article : Jérôme Côté, Martin Savard, Witold Neugebauer, David Fortin, 

Martin Lepage, Femand Gobeil jr.

Statut de l'article : En révision (Cancer Biology & Therapy)

Avant-propos :

Dans cet article, j'ai effectué toutes les expérimentations pour les figures 2 et 3. J’ai 

participé au développement du concept avec le Pr. F. Gobeil. J'ai rédigé une première 

ébauche du manuscrit et j'ai participé à sa correction finale. Le professeur Neugebauer a 

produit l’hétérodimère illustré au schéma 1.
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Résumé de l’article :

Nous avons précédemment démontré que la stimulation individuelle du rB2 

(manuscrit 2) et du rBl (manuscrit 3) s'avère efficace et complémentaire (deux mécanismes 

d'actions différents) pour favoriser l'acheminement de molécules de différentes tailles à un 

gliome F98. Dans ce quatrième et dernier manuscrit, nous avons mis à l'essai le concept de 

co-stimulation des deux sous-types de récepteurs des kinines. Ainsi, nous avons 

conceptualisé un hétérodimère composé d'un agoniste du rB 1 (NG29) et d'un agoniste du 

rB2 (NG291), relié ensemble de façon covalente par un bras espaceur. L'utilisation d ’un 

ligand multivalent comporte de nombreux avantages versus l'utilisation des deux analogues 

séparément, notamment, un profil pharmacologique unique et étude préclinique in vivo 

simplifiée. En utilisant les mêmes protocoles décrits précédemment (IRM et ICP-MS), 

nous avons donc évalué la capacité de ce dimère à perméabiliser la BHE tumorale, en 

comparaison avec les deux agonistes seuls, ou une co-injection simultanée de ces deux 

mêmes agonistes. Nous exposons que la co-stimulation des deux sous-types de récepteurs 

augmentent significativement le volume de distribution du Gd-DTPA en plus d'accroître les 

concentrations de Gd-DTPA et de carboplatin acheminées à la tumeur et sa périphérie. 

Cette étude offre une nouvelle stratégie potentielle pour maximiser la biodisponibilité et 

l'efficacité thérapeutique des agents de chimiothérapie pour le traitement des gliomes.
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A bstract

The low permeability o f the blood-brain barrier (BBB) is largely responsible for the lack of 

effective systemic chemotherapy for the treatment of primary and metastatic brain tumors. 

Kinin B1 and B2 receptors have been shown to médiate réversible tumor-selective BBB 

disruption in preclinical animal models. We investigated whether the co-administration of 

two novel potent kinin B1R and B2R agonists offers an advantage over administering each 

agonist alone for enhancing BBB permeability and tumor targeting in a malignant glioma 

rat model. A new covalent kinin heterodimer that stimulâtes B1R and B2R to the same 

extent was also constructed for our study. The co-administration of the B1R and B2R 

agonists and the administration o f the heterodimeric agonist conjugate more effectively 

delivered carboplatin as well as the MRI contrast agent Gd-DTPA to the brain tumors and 

surrounding tissues (2 to 2.5-fold) than the agonists alone, as determined by dynamic 

contrast-enhanced magnetic résonance imaging and inductively-coupled plasma-mass 

spectrometry. The présent study offers a potential strategy for maximizing the brain 

bioavailability and therapeutic efficacy of chemotherapeutic drugs.

Keywords: Kinins, G-protein-coupled receptors, synthetic agonists, blood-brain barrier 

modulation, glioma, rat, MRI

Abbreviations: Blood-brain barrier, BBB; blood-tumor barrier, BTB; BK, bradykinin; 

MRI, magnetic résonance imaging; Gd-DTPA, gadolinium diethylenetriamine-pentaacetic 

acid; ICP-MS, inductively coupled plasma-mass spectroscopy; NO, nitric oxide; PGs, 

prostaglandins.
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Gliomas are the most common and deadly intrinsic tumors o f the brain and are 

among the most aggressive o f ail tumors. Since there is currently no cure, the prognosis is 

very poor and only limited therapeutic progress has been made in the past three décades 

The treatment of malignant gliomas is complicated by their infiltrative phenotype and by 

the existence o f the blood-brain barrier (BBB), which reduces the delivery o f numerous 

anticancer drugs to primary tumor sites and peripheral tumor cells 2. An intact or partially 

compromised BBB may also explain the abnormal refractoriness and poor responses of 

brain métastasés to chemotherapy3’4.

Some expérimental stratégies for bypassing (e.g. direct injection into the brain) or 

modulating (via transcellular or paracellular transport process) the BBB have been 

investigated to improve the effectiveness o f anticancer drugs. Among these stratégies, the 

use of vasoactive, biostable analogues o f natural ligands for the G protein-coupled B1 

(B1R) and B2 receptors (B2R), which contain noncoded a-amino acid residue substitutions 

within their peptide backbone, has been shown to be suitable for delivering drugs 

specifically to brain tumors. This is likely due to the high levels of their cognate bradykinin 

(BK) receptors found in the microvasculature o f the tumor 5’ 6. Our previous work has 

shown that the peptidic compounds, [Phe8\|/(CH2NH)Arg9]-BK (B2R agonist; R523) and 

SarLys[DPhe8]desArg9BK (B1R agonist; NG29), given systemically, can induce an 

increased uptake o f co-injected tracer molécules such as contrast material, endogenous 

albumin, carboplatin, by F98 gliomas in syngeneic Fischer rats, by a factor o f 2 to 4 5’ 6. 

Interestingly, B1R and B2R recruit différent pathways and Chemical mediators to disrupt 

the blood-tumor barrier (BTB). B1R is linked to the cyclooxygenase pathway, which 

modulâtes the production of prostaglandins (PGs) while B2R is driven almost entirely by 

endogenous nitric oxide (NO)5,6.

There is some evidence that support a NO/PGs reciprocal interaction regulating 

microvascular reactivity 71°, although the extent of this interaction at the BBB/BTB is 

unclear. As such, a formulation or a compound that targets B1R and B2R simultaneously 

may theoretically combine the modulatory effects o f endogenous NO and PGs on 

BBB/BTB permeability and integrity, In the présent study, we explored the possibility that
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the dual activation of both B1R and B2R by a combination treatment with potent agonists, 

sélective for each receptor subtype, would be more effective than either receptor activated 

alone in improving the delivery o f drugs that have limited or no access to the brain (e.g. 

contrast agents, carboplatin). To strengthen the hypothesis and to simplifÿ the BBB 

permeation procédure using single-molecule experiments, we designed a new kinin 

heterodimer capable of stimulating B1R and B2R to the same extent (Scheme 1). To 

synthesize the bifunctional B1R/B2R kinin agonist using a straightforward, flexible and 

efficient strategy, we took advantage o f copper (I)-catalysed azide-alkyne cycloaddition 

(CuAAC; widely refered to as the 'click' reaction) to covalently link the two kinin agonists. 

We then incorporated an N-terminal Boc- protected, azide-modifîed lysine residue to 

complété the préparation o f the solid-phase attached B2R peptide agonist, 

[Hyp3,Thi5,NChg7,Thi8]-BK (NG291). This agonist displayed potent in vitro and in vivo 

activity greater than that o f BK n ’ 12. The highly potent B1R agonist, Lys- 

[DPhe8]desArg9BK 13, which was grown on an acid trityl resin, was N-terminally extended 

with an e-aminocaproyl (e-Aca) spacer followed by an Fmoc-protected (propargyl)glycine 

as a CuAAC substrate. Efficient dimer formation was achieved by mixing the precursor 

resin-tethered B2R agonist containing azide with a solution o f the alkyne (propargyl)- 

containing B1R agonist imder standard “click” conditions (see Scheme 1 for detailed 

synthesis conditions).
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Scheme 1
Côté et al, 2013
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Table 1. Receptor binding affinity and pharmacological activity of kinin derivativea 
at hum an B1R and B2R
Peptide aequence HEKJ93T hUV

(receptor bindmg) (bioasaay)
hB1R hB2R hB1R hB2R

ICŒ(nM) IC»(nM> ECs,(nM)

iâU
J

Naturto agonist
BK(BK) >10 000’ 4.9’ >10 000’ 3.0’
LysdesArg’BK 6.3* >10000* 3.9* >10000’
Synthetic agonist
(Hyp5,Thi5,MChg7,Thi,]-BK (NG291) >10 000’ 1.8’ n.d. 1.8’
Sartys(DPhe‘>desArg’BK (NG29) 0.3* >10 000* 0.45* n.d.
B1R/B2R dimeric agonist 28 40 32 50

Data taken front 'Bélanger e t a l."  ; *Coté et a l."  Compétition binding assays were 
performed with [’H]-BK (B2R agonist) and [’HH-ysDesArg’-BK (BIR agonist) using 
adhèrent HEK-293T cells transientty trartsfected with human B1R or B2R. Binding 
affinüy of the peptides is expressed h  terms of ICH value. For ftjncüonaJ expérimenta, 
complété concentration-contractile response curvea to agonists were performed on 
human de-endothelized umbiiical veina (hUV) accordmg to Gobeil et cri., 1996. Agonist 
potencies of the hetenxfimer a t the B1R and the B2R were determined foflowing B2R 
biockade with HOE140 and B1R blockage with R954 (applied to 5  pM), reapectively. 
ECn  valuea derived from theae curves are shown. n.d.: not detenrûned.



The ability o f the novel heterodimer to bind and activate human kinin B IR  and B2R 

was evaluated using in vitro assays (Table 1). Compared to the parental unconjugated 

agonists, the heterodimer showed moderate afïinity in transiently transfected BIR- or B2R- 

HEK-293T cells, and displayed full as well as ambivalent agonist activity on B IR  and 

B2R, as determined in vasoconstriction tests using the isolated human umbiiical vein 14. 

One peculiar characteristic of the heterodimer was the extended in vitro duration of action 

(at least 10-fold), which greatly exceeded that o f the natural individual B IR  and B2R 

agonists, despite repeated washing of the human vessels (see Figure 1). The long-lasting 

effect of the heterodimer was similarly displayed by the peptides NG291 and NG29 11,13 . 

This factor may play an important rôle in the génération o f long-lasting modulatory effects 

of BBB permeability in vivo. Co-administration of or pretreatment with HOE140 (B2R 

antagonist; DArg[Hyp3,Thi5,DTic7,Oic8]-BK) and R954 (BIR  antagonist; 

AcOm[Oic2,(aMe)Phe5,DPNal7,Ile8]desAxg9-BK) (5 pM) antagonized the in vitro activity 

o f the heterodimer, which is consistent with its non-selectivity and specificity o f action 

(data not shown). Despite a significant loss o f binding affinity/activity compared to the 

unmodified parent ligand, the heterodimeric agonist retained favorable pharmacodynamie 

properties (in the nanomolar affinity/activity range), which makes it a candidate for further 

in vivo experiments.

Figure 1
Côté et al., 2013
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To examine the in vivo efficacy o f the kinin BIR  and B2R agonists in modulating 

the status o f the BBB/BTB at the tumor of Fischer rats bearing intracranial syngeneic F98
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gliomas, we used dynamic-contrast enhanced magnetic résonance imaging (DCE-MRI) 

with intravenous Gd-DTPA (0.5 kDa; Magnevist) as an intravascular tracer in brain. This 

technique has been shown to be suitable for real-time, non-invasive monitoring o f the 

spatiotemporal processes o f BBB/BTB opening and of the delivery of contrast agents into 

the brain 5’6. At 10 days post-implantation (mid-stage of tumor development), the animais 

underwent baseline MRI and were randomized into 5 groups: (i) saline control; (ii) BBB 

disruption (BBBD) by B IR  agonist NG29; (iii) BBBD by B2R agonist NG291; (iv) BBBD 

by NG29 and NG291 given in conjunction; and (v) BBBD by the B1R/B2R heterodimer. 

The agonists were administered via the right internai carotid, directly into the tumor- 

bearing hemisphere at a high dose (50 nmol/min/kg for 5 min) that produces a robust 

increase in BBB permeability in gliomas. The Gd-DTPA was injected i.v. (caudal vein) 2 

min after the beginning o f BBBD maneuver 5’ 6. When compared to the Controls, ail the 

agonists significantly increased the contrast agent distribution volume (CADV) at the 

tumor site (Figure 2B), which was likely due to the permeation of the BBB/BTB feeding 

glioma. This is clearly illustrated in the case of the B1R/B2R heterodimer, which produced 

a more pronounced signal enhancement o f Gd-DTPA in the central core and the peripheral 

rim of the tumor relative to baseline, leading to a larger maximum CADV (Figure 2A). 

Compared to the B IR  agonist NG29, the B2R activating agonists produced a slightly 

higher increased distribution of Gd-DTPA, which is consistent with the abundant and wide 

distribution o f B2R in the vascular networks o f the brain. Moreover, Fi-weighted images 

obtained in the animal groups subjected to B1R/B2R co-stimulation, by the two agonists 

administered individually or as a covalently linked heterodimer, did not show any extended 

contrast tumor distribution as compared to the B2R agonist NG291 administered alone 

(Figure 2). These findings suggested that the maximal anatomical extent o f increased 

vascular permeability and Gd-DTPA uptake at the tumor site was attained following BBBD 

with NG291. Unlike the BIR agonist NG29, B2R interacting ligands were highly 

hypotensive at the selected BBB disrupting dose. This side effect was, nevertheless, brief 

and réversible, with a recovery within approximately 30 min after injection (not shown). A 

dosage adjustment will be required in order to prevent this unwanted effect.
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Figure 2
Côté e t al., 2013
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To détermine whether dual kinin B1R/B2R activation provides enhanced BBB/BTB 

permeability and, as a resuit, increased anticancer drug levels in tumors, we used the highly 

sensitive, validated ICP-MS method 5. Specifically, the method was used to directly and 

simultaneously détermine the concentrations of platinum (Pt) and gadolinium (Gd), 

originating from Carboplatin and Gd-DTPA (used as a référencé), respectively, in tissue 

extracts from tumors, adjacent brain tissues, and cortical matched contralateral tissues of 

the control and expérimental animal groups (Figure 3). The administration of the individual 

agonists led to a marked, rapid increase in transvascular delivery and an incrémental 

increase of circulating Gd-DTPA and Carboplatin in the tumor and at the tumor periphery 

compared to the Controls (1.5 to 4-fold). It should be stressed that tissue Pt and Gd 

concentrations were measured soon (15 min) after the i.c. administration of the 

agonist/drug combination, and probably underestimated the true magnitude o f the effect of 

kinin agonist treatment. Notably, NG29 combined with NG291 caused signifîcantly greater 

pénétration and accumulation (5 to 10-fold) o f the molécules in tumor and surrounding 

normal tissues, suggesting an additive effect o f the agonists. Co-stimulation of B IR  and 

B2R with the novel heterodimer also led a dominant uptake o f Pt and Gd by the tumors. 

The concentrations at the contralateral site remained low or unchanged (with some 

exceptions) following BBBD with the agonists.

In summaiy, the increased uptake o f platinum by malignant brain tumors and the 

surrounding tissues induced by the concerted actions o f BIR  and B2R agonist analogues 

indicated that this pharmacological approach may be useful for increasing the dose- 

intensity o f chemotherapy in patients with brain tumors. These findings are signifïcant 

given that the best method for delivering higher concentrations o f intracerebral anticancer 

drugs remains elusive 2’ 15. In addition, aside from being highly potent modulators of 

BBB/BTB, single molécules exhibiting mixed B1R/B2R agonist activity, such as the 

heterodimer described here, may provide a number of advantages over combination therapy 

utilizing individual agonists, including a single pharmacokinetic profile, a uniform ratio o f 

activities at the cellular level, and simpler in vivo preclinical testing in animal models. 

Heterodimeric B1R/B2R agonists also show good potential for the development o f more
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efficient chemotherapeutic treatments for various classes o f brain tumors that display 

variable pattems o f expression of their cognate kinin receptors 16.
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Legend

Scheme 1 - Construction of an Na-linked B1R/B2R agonist heterodimer utilizing 

"click" chemistry and Aca iinker. Chemistry conjugation reaction between an alkyne- 

containing BIR agonist molecule (Fmoc-G(propargyl)-Aca-Lys-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser- 

Pro-DPhe-OH) and an azide-containing B2R agonist molecule (Boc-Lys(N3)-Arg(Pdf)- 

Pro-Hyp(t-Bu)-Gly-Thi-Ser(t-Bu)-NChg-Thi-Arg(Pbf)). The peptide B IR  agonist (in 

solution) and the peptide B2R agonist (immobilized on the solid-phase) were then joined at 

their N-terminal side via a triazole linker, made by “click” chemistry. Heterodimer was 

then deprotected, cleaved from resin and purifled to homogeneity by using RP-HPLC and 

mass spectrometry. Abbreviations: Aca, e-aminocaproyl; HFEP, 1,1,1,3,3,3-

hexafluoroisopropanol; TFE, 2,2,2-trifluoroethanol; TIPS, Triisopropylsilane; TFA,
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trifluoroacetic acid; Aca, 6 -amino caproic acid; t-BuOH, terf-butanol. Hyp, trans-4- 

hydroxy-L-proline; Thi, P-(2-thienyl)-L-alanine; NChg, N-cyclohexyl-glycine.

Figure 1 - Differential vasoconstrictor actions of natural B2R and BIR  agonists, 

bradykinin (BK) and desArg’BK, and the newly-developed heterodimeric B1R/B2R 

agonist in the isolated human (endothelium-denuded) umbiiical veins. A représentative 

tracing of vasoconstriction responses produced by the kinin agonists (at concentrations near 

their EC50 value (Table 1)) is shown. Note the important long, sustained duration of action 

o f the heterodimer while having a rapid onset of action.

Figure 2 - Comparison of contrast-agent distribution and uptake in the brain 

following intraarterial administration of BIR and B2R agonists

(A) Représentative axial Gd-DTPA-enhanced 7i-weighted MR images depicting the brain 

of an F98-implanted rat before and after intracarotid B1R/B2R dimer agonist treatment (50 

nmol/kg/min for 5 min). Régions of contrast enhancement related to Gd-DTPA are 

highlighted in pseudo-colors. Contrast agent distribution volume (CADV) as a ftmction of 

time calculated from the corresponding set of images (1 image/51 s for 30 min) (bottom 

panel). (B) Relative CADV in percent determined following the infusion of the vehicle 

(saline), B IR  agonist NG29, B2R agonist NG291, NG29+NG291, or B1R/B2R dimer 

agonist. Agonists were given at the dose of 50 nmol/kg/min for 5 min (i.c.). Each bar 

represents the mean ± S.E.M. for 4 to 6  animais. The différences between treatment groups 

were examined using Student's unpaired t-test. *Statistical signifïcance (p<0.05). Methods 

of these experiments based on MRI are presented elsewhere5’6.

Figure 3 - Differential effects of synthetic BIR and B2R agonists on tumor and tissue 

uptake of the chemotherapy drug carboplatin and the contrast agent Gd-DTPA.

Direct measures o f drug concentration (ng/g of tissue) by ICP-MS in three différent tissue 

extracts (tumor, tumor periphery and contralateral) from the brain of F98 glioma-bearing 

Fischer rats were made following intra-arterial (internai carotid) injections o f Gd-DTPA 

(Gd) (143 mM i.v.) and carboplatin (Pt) (20 mg/kg) with various agonists (50 nmol/kg) or 

saline (CTL) in a single 1-ml infusion over 10 minutes. Five minutes after the end o f the
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infusion, rats were euthanized and the brain rapidly removed, dissected into régions, and 

prepared for ICP-MS analysis. Différences were examined by Student’s unpaired t-test, 

considering p<0.05 siginificant. General methods as in Côté et al. 5
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Chapitre/9
VC&cuteicnv

À l'image des sections précédentes incorporant les quatre manuscrits, le neuvième 

et dernier chapitre de cette thèse sera divisé en cinq sections. Les quatres premières 

sections (9.1 à 9.4) serviront à reprendre l'essentiel des résultats obtenus en plus d'apporter 

certains éléments non discutés dans les manuscrits (p. ex. résultats non publiés, 

limitations). Dans la cinquième section (9.5), quelques perspectives relatives à ce projet de 

recherche seront décrites, en plus d'une conclusion générale.

9.1 M anuscrit 1

T itre : Novel kinin B1 receptor agonists with improved pharmacological profiles.

Auteurs : Côté J, Savard M, Bovenzi V, Bélanger S, Morin J, Neugebauer W, Larouche 

A, Dubuc C, Gobeil F Jr.

2009. Peptides 30:788-795.

Considérant les nombreux bénéfices à l'activation du rB l, notamment l'induction 

possible de la perméabilisation de la BHE (Cardoso et al., 2004), il était plus qu'attrayant 

pour nous d'élargir la banque d'agonistes peptidiques stables et d'étudier leur fonctionnalité 

et leur utilité potentielle en tant qu'activateur du rB l. Rappelons que le choix d'agonistes 

disponibles au moment où cette étude a débuté était relativement limité. D'une part, les 

agonistes naturels DBK et LDBK, qui sont rapidement inactivés par des enzymes 

plasmatiques et tissulaires. D'autre part, un analogue synthétique, Sar[DPhe8]desArg9BK, 

qui est moins susceptible à la dégradation enzymatique, mais qui possède une affinité et 

une puissance inférieures par rapport aux agonistes naturels (Rhaleb et al, 1990; Drapeau et 

al., 1991; Levesque et al., 1995a). Les protéases, tel que l'enzyme de conversion de
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l'angiotensine, l'endopeptidase neutre et l'aminopeptidase M ou N, sont considérées comme 

les plus actives contre les kinines desArg9 in vivo (Drapeau et al., 1991; Skidgel, 1997), 

même s'il semble que d'autres protéases soient aussi responsables de leur dégradation. Ce 

premier manuscrit relate donc la caractérisation de nouveaux composés analogues à 

Sar[DPhe8]desArg9-BK, avec des modifications structurales stratégiques conçues pour en 

augmenter l'affinité envers le rB l et la résistance au métabolisme enzymatique. Le but 

ultime étant d'en faire des candidats de choix pour les études in vivo. La structure chimique 

de Sar[DPhe8]desArg9-BK a été sélectionnée comme modèle de départ, car ce composé est 

le plus étudié et le plus évolué connu à ce jour (Rhaleb et al., 1990; Drapeau et al., 1991; 

Levesque et al., 1995; Audet et al., 1997; Rizzi et al., 1997; Houle et al., 2000). Sont donc 

présentés dans ce papier, une vingtaine de nouveaux analogues possédant des modifications 

en N- et C-terminal et en position 3, en plus d'en position 5, où la phénylalanine (Phe) a été 

remplacée par une variété d'acide aminés non naturels. Le choix des modifications, tel que 

la sélection des acides aminés synthétiques Igl et Cpg, repose sur leur utilité dans la 

création d'antagonistes du rB l résistant à la protéolyse (Stewart et al., 1997; Gobeil et al., 

1996a). Dans cette section, l'emphase sera mise sur les nouveaux peptides possédant les 

meilleures caractéristiques pharmacologiques (peptides #10, #11, #18, #20, #22 et #23). Il 

est à noter que le peptide de référence Sar[DPhe8]desArg9-BK a été étudié en parallèle et 

porte le numéro 9. De plus, la démonstration de la biostabilité des nouveaux agonistes 

présentés dans ce manuscrit a été effectuée par incubation dans des extraits sanguins ou 

tissulaires (rein et poumon). Les produits de dégradation ont été mesurés par HPLC/MS 

(Gobeil et al., 2011).

Des modifications chimiques ont d'abord été apportées à la portion N-terminale de
O Q

Sar[DPhe JdesArg -BK afin d'améliorer sa résistance aux aminopeptidases, tout en 

rehaussant son affinité pour le rB l. À ce sujet, l'AmM est retrouvée dans plusieurs tissus 

(p. ex. les cellules endothéliiales et le muscle lisse vasculaire), dans le sang et dans les 

excrétions inflammatoires (Skidgel, 1997). Elle est reconnue pour dégrader plusieurs 

membres de la famille des kinines, de l'angiotensine et des opioïdes (Drapeau et al., 1993; 

Skidgel, 1997). Sur l'aspect de l'affinité, il a été démontré que la présence d'une lysine en 

N-terminal est avantageuse. Par exemple, Lys-desArg9-BK possède une activité supérieure
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sur le rB 1 humain par rapport à son équivalent sans la lysine en position 0, desArg9-BK 

(Gobeil et al., 1996a; Rizzi et al., 1997 ; Côté et al., 2009). Un résidu lysine a donc été 

ajouté à la suite de la sarcosine dans la séquence de base. Le composé obtenu, 

SarLys[DPhe8]desArg9-BK (peptide #10), montre une excellente activité agoniste en bain 

d'organes avec un EC50 (concentration efficace médiane) près de 100 fois supérieur à son 

analogue de base sans la lysine (peptide #9), et 40 fois supérieur à l'agoniste naturel LDBK 

(peptide #2) (tableau 1). Ces résultats concordent avec les essais de liaison, où le peptide 

#10 montre une affinité 100 fois supérieure au peptide #9 et 50 fois supérieure au peptide 

#2 (tableau 3). Ce nouveau peptide est d'ailleurs entièrement sélectif pour le rB l (aucune 

liaison au rB2), tel que démontré en essai de liaison (tableau 3). Il est à noter que l'ajout 

d'une arginine en remplacement de la lysine (deux acides aminés basiques) confère les 

mêmes avantages au peptide final (peptide #10 vs peptide #11). Enfin, nous croyons que 

l'allongement de la portion N-terminale pourrait apporter aux peptides davantage de 

résistance vis-à-vis les aminopeptidases, puisque non reconnue par ces dernières, résultant 

ainsi en une plus longue durée d'action. Ceci reste toutefois à être démontré.

Il a été établi que le remplacement de la proline par une hydroxy-proline (Hyp) en 

position 3 peut être bénéfique pour l'affinité de ces peptides (Rhaleb et al., 1990). Cette 

modification a également été utilisée avec succès dans le développement d'antagonistes du 

rB2, tel que DArg[Hyp3, DPhe7, Leu8]BK (Regoli et al., 1990). Ainsi, nous avons remplacé 

Pro3 par Hyp3 dans la conception de la plupart de nos agonistes. Tel qu'attendu, cette 

simple modification a permis d'améliorer l'affinité et l'activité des nouveaux composés (p. 

ex. peptide #1 vs peptide #3, peptide #2 vs peptide #4). Il est fort possible que Hyp apporte 

également une protection contre la digestion par la prolinase (qui hydrolyse le lien 

peptidique entre les positions 3 et 4) ou encore par une autre peptidase pouvant agir à cette 

position. L'hydroxy-proline (/raws-4-hydroxy-L-proline), comme son nom l'indique, 

possède un groupement -OH supplémentaire en comparaison avec la proline, ce qui 

pourrait lui permettre de ne pas être reconnue par la prolinase. De plus, la présence du 

groupement -OH de l’Hyp permettrait un système plus étendu de pont hydrogène, 

favorisant ainsi une meilleure liaison du composé à son récepteur. Ces affirmations 

demeurent toutefois hypothétiques pour le moment, bien que nos composés possédant Hyp3
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ont bel et bien une durée d’action supérieure, donc une meilleure longévité in vivo (évalué 

chez le lapin prétraité au LPS), en plus d'une meilleure affinité pour rB 1.

La série de modifications suivante a consisté au remplacement de l'acide aminé 

phénylalanine en position 5 par un acide aminé non naturel sur la structure de la 

SarLys[Hyp3, DPhe8]DBK. De telles modifications sont inspirées du développement 

d'antagonistes du rBl et du rB2, où l'indanylglycine (Igl) et la cyclopentylglycine (Cpg) ont 

été utilisées en remplacement de la Phe5 (Géra et al., 1996; Stewart et al., 1997). Ces acides 

aminés non naturels, qu'on ne retrouve pas normalement dans l'organisme, ne sont par 

conséquent pas reconnus par les peptidases. Leur utilisation en position 5 devrait ainsi 

augmenter la résistance à l'ECA, à l'EPN 24.11 et à toutes autres endopeptidases pouvant 

cliver à ce site (voir section 2.2). Les six composés obtenus (peptides #18 à #23) ont tous 

démontré une activité agoniste de 2 à presque 100 fois supérieure à la Sar[DPhe8]DBK sur 

la veine ombilicale humaine. Les acides aminés non-naturels cyclohexylalanine (Cha), Igl 

et du L- ou D-Cpg ont mené à des composés démontrant des activités biologiques inégalées 

à ce jour (peptide #18, #20, #22 et #23; Tableau 1). Les données expérimentales obtenues à 

l’aide des essais de liaison ont confirmé la puissance de ces nouveaux composés (voir 

Tableau 3). Ces quatre composés ont une affinité prodigieuse de 100 à 550 fois supérieure 

à la Sar[DPhe8]DBK et de 60 à 250 fois supérieure à la LDBK. Ils sont de plus totalement 

sélectifs envers le rB l (tableau 3), ce qui fait d’eux des outils pharmacologiques idéals 

pour l’étude des rôles physiologiques et pathophysiologiques des rBl chez l’homme.

À ce stade, résumons les caractéristiques structurelles, du N- au C-terminal, ayant 

permis le développement d'agonistes du rB l humain à haute affinité/activité possédant une 

meilleure résistance à la protéolyse:

A) un acide aminé chargé positivement en N-terminal est crucial (voir l'affinité des 

peptides #1 vs #2, #3 vs #4, #7 vs #8, et #9 vs #10). La stéréospécificité semble décisive 

également, vu l'impact négatif de l'isomère DLys et üArg (#4 vs #5, et #11 vs #13). De 

plus, contrairement aux antagonistes (Stewart et al., 1997), l'extension par un deuxième 

acide aminé Arg en N-terminal n'est pas bénéfique sur l'activité des agonistes (#11 vs #12).
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B) Le groupement -OH de Hyp en position 3 est important pour l'affinité et l'activité 

puisque son absence abaisse chacun de ces deux paramètres (#1 vs #3, et #2 vs #4). La 

formation d ’un pont-H additionnel possible serait la raison principale derrière cette 

observation.

C) Un résidu aromatique n'est pas essentiel en position 5. La substitution de la Phe par un 

résidu isostérique et cyclique tel que Cha (peptide #18) ou Cpg (peptide #22) a été bien 

tolérée, ce qui laisse présager que des interactions de nature hydrophobique prévalent entre 

le résidu en position 5 et le rBl. La présence d'une pochette hydrophobe dans ce dernier, 

généralement occupée par la Phe en position 5 (Ha et al., 2006), interagirait alors avec le 

substitut hydrophobe.

D) Un groupement carboxyle en C-terminal est également crucial, puisqu'une perte 

d'affinité presque totale est observée lorsqu'il est remplacé par un groupement amide (#10 

vs #14).

Il existe de grandes différences inter-espèces lorsque l'on parle d'affinité et d'activité 

des agonistes et antagonistes envers le rB l (Hess et al., 1996; Regoli et al., 1998; Gobeil, 

1999; Regoli et al., 2001). Ces différences dépendent majoritairement de la structure du 

récepteur, qui peut varier d'une espèce à l'autre. Par conséquent, il ne faut pas tenir pour 

acquis qu'une bonne activité sur un tissu humain comme la veine ombilicale se traduira 

nécessairement par une bonne activité chez le rongeur. À titre d'exemple, le peptide #20 

s'est avéré 700 fois moins actif sur le rBl de rat (EC5 0 : 427 nM) et de souris (EC5 0 : 400 

nM) que sur le rB l humain (EC5 0 : 0.6 nM; tableau 2). Tout comme le peptide #18, il 

conserve toutefois une bonne activité ex vivo sur l'aorte de lapin (EC50 : 2,1 nM et 1,9 nM 

respectivement; tableau 2), ainsi que in vivo tel que démontré par des essais sur la pression 

artérielle de lapins prétraités au LPS (figure 4). Par conséquent, nous avons écarté les 

prototypes comportant des modifications en position 5 et conservé le peptide #10 (désigné 

par le code NG29) pour la majorité des expérimentations de perméabilisation de la BHE 

qui suivront. Les raisons motivant ce choix sont basées sur la puissance du NG29 (essai de 

vasomotricité), son affinité et sa sélectivité envers le rB l (essai de liaison), sa longue durée 

d’action in vivo (essai de vasomotricité et essai sur la pression artérielle), ainsi que sa
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disponibilité (synthèse peptidique). Notons que le NG29 démontre une excellente activité 

biologique, et ce peu importe l'espèce (tableau 2).

En conclusion, nous rapportons dans ce premier manuscrit le développement de 

nouveaux peptides agonistes du rB l, hautement actifs et à longue durée d'action. Nous 

suggérons que ces agonistes ont un avenir prometteur dans l'étude des rôles du rBl en 

pathophysiologie, tant chez l'animal que chez l'humain.
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9.2. Manuscrit 2

Titre : Sélective tumor blood-brain barrier opening with the kinin B2 receptor agonist 

[Phe8vP(CH2NH)Arg9]-BK in a F98 glioma rat model: an MRI study

Auteurs : Côté J, Savard M, Bovenzi V, Dubuc C, Tremblay L, Tsanaclis A M, Fortin D, 

Lepage M, Gobeil F Jr.

2010. Neuropeptides 44(2): 177-85

Le second manuscrit inclut dans cette thèse décrit les effets perméabilisants et 

hypotensifs de l'agoniste sélectif du rB2 [Phe8*F(CH2NH)Arg9]-BK (R523) chez le rat 

Fischer porteur d'un gliome F98. Nous y démontrons également une nouvelle utilisation de 

l'imagerie par résonance magnétique dynamique rehaussée par un agent de contraste (DCE- 

MRI) afin de caractériser la perméabilité vasculaire tumorale. L'IRM nous a permis 

d'évaluer en temps réel et de façon non-invasive les changements de perméabilité 

vasculaire cérébrale en réponse au peptide R523. Les effets systémiques reliés à l'injection 

du R523 ont également été mesurés, afin d'évaluer la sécurité de la procédure.

Avant tout, il était impératif que nous confirmions l'expression du rB2 dans notre 

modèle de gliome. Des analyses de RT-PCR et de Western Blot nous ont permis de 

démontrer que le rB2 est effectivement exprimé en forte densité au niveau des cellules 

tumorales et des cellules de la micro-vascularisation tumorale de notre modèle animal (voir 

figures 1 et 2). Ces résultats appuient les observations faites ailleurs et qui mettent à jour la 

forte expression du rB2 dans d'autres modèles de gliomes chez le rat (Liu et al., 2008) ainsi 

que dans des tissus d'astrocytomes malins humains (Raidoo et al., 1999; Zhao et al., 2005; 

Fortier et al., 2006; Montana et Sontheimer, 2011). Pour plusieurs, cette expression 

localisée à la tumeur sous-tend un rôle potentiel du rB2 dans sa progression. Ce récepteur 

est d'ailleurs connu pour, une fois activée, initier la perméabilité vasculaire, la prolifération 

cellulaire, la production de métalloprotéinases de matrice, et causer la migration et 

l'invasion des cellules tumorales vers les tissus avoisinants (Montana et Sontheimer, 2011;
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Figueroa et al., 2012). Toutefois, l'utilisation du Cereport (un agoniste du rB2) n'a montré 

aucun effet stimulateur de la croissance tumorale dans des modèles de tumeurs cérébrales 

orthotopiques (Borlongan et Emerich, 2003; Black et Ningaraj, 2004). Comme le rB2 est 

surexprimé à la tumeur et au pourtour de celle-ci, il va de soi que les effets reliés à son 

activation devraient s'observer majoritairement dans ces régions de l'encéphale. 

L'hypothèse était donc qu'un traitement avec le R523 devrait causer une perméabilisation 

de la vascularisation cérébrale tumorale (Wahl et al., 1999), permettant ainsi un 

acheminement accru d'une molécule injectée à postériori (ici, un agent de contraste IRM). 

Il faut toutefois garder en tête qu'un niveau basai constitutif de rB2 est présent dans 

plusieurs organes en périphérie, incluant tout le système cardio-vasculaire. On doit donc 

s'attendre à observer des effets secondaires lors de l'utilisation du R523.

Afin de visualiser cet effet perméabilisant, quelques choix s'offfaient à nous. Les 

plus étudiés sont le marquage de l'albumine, une grosse protéine plasmatique d’environ 65 

kDa (Rapoport et al., 1971) ou l'autoradiographie quantitative à l'aide de radiotraceurs 

(Asotra et al., 2003). Typiquement, le marquage de l'albumine est fait à l'aide du bleu 

d'Evans, qui se lie à la protéine de façon irréversible, ou par immunohistochimie (Kroll et 

Neuwelt, 1998; Fortin, 2003; Côté et al., 2012). L'autoradiographie permet l'utilisation de 

différents traceurs, de poids moléculaire variés, tel le [14C]sucrose (372 Da) ou le 

[14C]dextran (70 kDa) (Weyerbrock et al., 2003). Toutefois, ces techniques impliquent 

l'euthanasie de l'animal à l'étude afin de prélever le cerveau pour les analyses subséquentes. 

Elles ne permettent donc qu'une analyse statique de la perméabilité de la barrière, telle une 

photographie prise à un instant donné. De plus, un groupe de rats dits contrôle, distinct de 

ceux traités pour perméabiliser la BHE, est nécessaire pour fin de comparaison. Pour 

pallier à ce problème, nous avons proposé une étude longitudinale sur un même animal (et 

donc sur une même tumeur) avec l'IRM rehaussé par un agent de contraste. Tel que discuté 

au chapitre 3, cette technique permet d'obtenir de façon non-invasive des images en coupes 

du sujet dans différents plans. Il nous a d'abord fallu valider l'utilisation de cette technique 

comme méthode sensible et efficace pour quantifier l'étendue de la perméabilité de la BHE 

en temps réel. Les deux agents de contraste choisis pour l'étude, le Gd-DTPA (0.5 kDa) et 

le Gadomer (17 kDa), ne traverse pas la BHE normale. Toutefois, lorsque cette dernière est

164



perméable, ils traversent aisément du sang vers le parenchyme cérébral. Il est bien connu 

que l'intégrité de la BHE est hétérogène dans un gliome, étant souvent perméable en son 

centre, et plus étanche en périphérie, là où des cellules tumorales peuvent migrer et ainsi 

être protégées par la BHE (Rapoport, 2000; Neuwelt, 2004). À l'aide de l'IRM, il nous est 

donc possible de visualiser la région tumorale d'un rat porteur d'un gliome, et ce, par une 

augmentation de l'intensité du signal, suite à l'injection de l'agent de contraste, dans les 

voxels correspondant aux endroits où la BHE est perméable. Cette technique nous a donc 

permis de mesurer l'état de la BHE de façon continue (en temps réel) chez un même 

animal, au niveau basai ainsi que pendant la perméabilisation temporaire induite par un 

agoniste du rB2, à l'aide des changements d'intensité du signal sur les images pondérées T|. 

Une augmentation d'intensité du signal dans les tissus tumoraux, particulièrement en 

périphérie de ceux-ci, fut associée aux traitements avec le R523, et ce pour les deux agents 

de contraste utilisés dans cette étude.

Le travail de recherche pour le développement de nouveaux agonistes du rBl 

présenté dans l'article #1 de cette thèse a été fait en parallèle avec le développement de 

nouveaux agonistes du rB2 (Bélanger et al., 2009). De la même façon, la séquence du 

peptide naturel BK a été modifiée à des régions spécifiques, dans le but d’améliorer son 

activité biologique ainsi que sa résistance à la protéolyse. Plusieurs peptides y sont 

comparés, et quelques-uns d'entre ont été identifiés comme d'excellents candidats. 

Toutefois, au moment où a commencé cette étude, celle de Bélanger et al. n'était pas encore 

terminée. C'est pourquoi le composé prototype R523 a été choisi pour les essais de 

perméabilisation vasculaire à l'IRM. Rappelons que les descriptions initiales pour le R523 

ont été faites il y a plusieurs années dans les laboratoires du Pr. D. Regoli (Drapeau et al., 

1988). Ce composé ne possède pas l'activité biologique la plus importante du lot, mais il est 

très résistant au métabolisme enzymatique, ce qui en fait un bon candidat pour des études 

in vivo. De plus, il s'agit d'un peptide qui garde une excellente activité biologique chez le 

rat (Bélanger, 2008; Bélanger et al., 2009). Après la publication des résultats de Bélanger et 

al., l'évidence de l'existence de composés agonistes du rB2 plus actifs que le R523 nous a 

indiqué le chemin vers une série d'autres expériences de perméabilisation de la BHE, dont 

les résultats sont présentés dans le dernier article de cette thèse (voir chapitre 8 et 9.4).
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C'est donc avec tous ces outils en main que nous avons fait les premiers essais de 

perméabilisation vasculaire chez le rat implanté d'un gliome F98. Au départ, le Gd-DTPA 

était notre agent de contraste de référence. Il nous a été possible de démontrer l'utilité de 

l'IRM afin de mesurer les changements de perméabilité de la BHE (figure 3A), et ce en 

comparant les images obtenues avec une injection de Gd-DTPA seul, avec celles où le 

R523 est infusé juste avant l'injection de l'agent de contraste. Les analyses de CADV ont 

clairement montré qu'en présence de R523 i.c. (10 nmol/kg/min sur 5 minutes), le volume 

calculé était augmenté par un facteur 1.5 (figure 3B), ce qui suggère que l'agent de 

contraste a pénétré dans le cerveau, à la tumeur, sur une plus grande surface. Rappelons 

que c'est principalement la périphérie de la tumeur que nous visons, là où des cellules 

tumorales ont possiblement infiltré le parenchyme cérébral sain, étant donc protégé par une 

BHE saine.

Il a été observé que l'analyse du CADV à la tumeur était influencée par la diffusion 

de l'agent de contraste. En effet, une fois dans la tumeur, au-delà de la BHE, le Gd-DTPA 

diffuse par gradient de concentration vers des endroits du cerveau où la BHE est 

imperméable. Le CADV mesuré se trouve donc à être plus grand que celui qui devrait être 

mesuré. La figure V décrit bien ce phénomène. On remarque sur cette figure qu'avec le Gd- 

DTPA, le CADV ne cesse d'augmenter, même 30 minutes après l'injection. Il y a donc 

surestimation du CADV, et ainsi surestimation du volume où la BHE est perméable. Le 

Gadomer quant à lui, nous permet d'estimer un CADV réaliste dès les premières minutes 

après l'injection, puisqu'une fois dans le parenchyme cérébral, il ne diffuse pas ou très peu. 

De plus, sa grande taille en fait une meilleure référence pour le passage présumé d'autres 

molécules, tel les agents de chimiothérapie. Ainsi, pour la majorité des expérimentations 

subséquentes, l'utilisation du Gadomer a été privilégiée (étude du mécanisme d'action, de 

l'impact de la dose et de la durée d'action des agonistes B1 et B2).
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Figure V - CADV calculés à partir des images obtenues sur un même rat porteur d'un 
gliome, avec injection de Gd-DTPA ou de Gadomer (pendant l'acquisition de la 3e de 30

séries d'images).

Les mêmes expériences de perméabilisation de la BHE ont d'abord été reprises avec 

le Gadomer, mettant l'emphase sur la possibilité d'acheminer des molécules de grande taille 

(figure 4A). L'effet perméabilisant du R523 est dose-dépendant, avec l'obtention de l'effet 

maximal lorsqu'infusé i.c. sur 5 minutes à une dose de 50 nmol/kg/min (figure 4B). 

Quoiqu'il ait été démontré qu'une infusion continue d'un agoniste du rB2 ne pouvait 

augmenter le temps d'ouverture à plus de 20 minutes (Black et Ningaraj, 2004), nous 

n'excluons pas la possibilité que des paramètres d'infiision différents pourraient mener à 

une perméabilisation plus importante (p. ex. infusion plus lente ou plus rapide d'un même 

volume, délai plus court entre l'infusion de l'agoniste et de l'agent de contraste). Des 

expériences futures seront nécessaires afin de déterminer le protocole d'infusion idéal. La 

dose totale de 250 nmol/kg de R523 ne pourra toutefois pas être augmentée 

significativement, dû à l'importance des impacts systémiques qu'elle induits. Nous avons 

également montré que la perméabilisation par le R523 se produit rapidement (quelques 

minutes) et ne perdure pas plus d'une heure post-infusion (figure 4C). Cette courte fenêtre 

temporelle d'ouverture s'explique probablement par la désensibilisation et l'intemalisation 

rapide du rB2 suite à son activation (Blaukat et al., 1996; Pizard et al., 1999), mettant ainsi 

fin à son action perméabilisante (voir chapitre 2). Toutefois, nous ne pouvons exclure des 

éléments comme l'épuisement des stocks de médiateurs endothéliaux sécrétés suite à
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l'activation des rB2, ou encore l'inhibition des signaux intracellulaires impliqués dans la 

perméabilisation de la BHE.

Il a été possible de renverser l'effet perméabilisant du R523 en injectant 

préalablement un antagoniste sélectif du rB2, le HOE 140 (Hock et al., 1991; Wirth et al., 

1991), indiquant que l'activation des rB2 en est bel et bien responsable (figure 4B). Malgré 

notre connaissance de la grande sélectivité du R523 pour les rB2 (Bélanger et al., 2009), 

nous avons quand même voulu nous assurer que le rBl n'était pas impliqué. L'injection 

préalable du R892 (Gobeil et al., 1999), un antagoniste sélectif du rB l, nous a permis 

d'atteindre cet objectif (figure 4B) et de conclure à la sélectivité du R523. Ensuite, la 

description sommaire du mécanisme d'action a été faite en ciblant les deux principales 

voies de signalisation responsables des effets vasculaires du rB2, soit la phospholipase 

A2/cyclooxygénase qui mènent vers la production de prostanoïdes, et les NO synthases 

vers la production d'oxyde nitrique et ultimement la production de cGMP, connu pour ses 

propriétés perméabilisantes (Joo et al., 1983; Wu et al., 1998; Venema, 2002). Seul le L- 

NA, inhibiteur non-sélectif des NO synthases a été en mesure d'inhiber l'effet 

perméabilisant du R523 (figure 4B). Ces résultats sont cohérents avec la littérature 

(Nakano et al., 1996; Emerich et al., 2001b). L'étude d'Emerich et collaborateurs a entre 

autre démontré que l'inhibition de l'activité du NO (avec le l-NAME, un autre inhibiteur 

non-sélectif des NOS) bloque complètement la capacité du Cereport à favoriser 

l'acheminement de 14C-Carboplatin aux tumeurs hors du SNC, en plus de bloquer son effet 

dilatatoire des vaisseaux sanguins tumoraux. De plus, il a déjà été démontré que des 

donneurs de NO sont en mesure de perméabiliser la BHE tumorale (Weyerbrock et al., 

2003; Yin et al., 2008; Weyerbrock et al., 2011). Tel que nous le mentionnons dans la 

discussion de l'article, des analyses par Western Blot faites dans nos laboratoires ont révélé 

de plus hauts niveaux d'expression des NOS endothéliale (eNOS) et inductible (iNOS) dans 

la tumeur en comparaison avec les tissus sains de l'hémisphère controlatéral dans notre 

modèle de gliome F98 (C. Dubuc, données non publiées).

Contrairement à la eNOS qui est constitutivement exprimée dans les cellules 

endothéliales, l'expression de la iNOS est inductible en réponse à des médiateurs
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inflammatoires tel que des cytokines immunostimulantes et des pathogènes bactériens (p. 

ex. l'interleukine-ip, l'interferon-y et le LPS) (Fôrstermann et Kleinert, 1995; Aktan, 2004; 

Kleinert et al., 2004). Cette induction rappelle d'ailleurs celle du récepteur B1 des kinines 

(voir chapitre 2 et 9.3). Alors que la eNOS est calcium-dépendante et fortement activable 

par la bradykinine (Venema, 2002), la iNOS serait calcium-indépendante et 

constitutivement active en générant du NO sans cesse, tant que les cofacteurs et les 

substrats nécessaires sont disponibles (Kleinert et al., 2004). Étant donné les propriétés 

perméabilisantes du NO, il est possible que la perméabilisation basale observée sur nos 

images IRM (en présence d'une tumeur) soit favorisée par cette production de NO par 

iNOS. Une stimulation subséquente du rB2 accroîtrerait la production de NO, étendant son 

effet perméabilisant à la périphérie de la tumeur. En somme, nos résultats nous permettent 

de confirmer que l'activité des NOS est essentielle au phénomène rapporté ici. Toutefois, 

comme l'inhibiteur utilisé (L-NA) est non-sélectif, il nous est impossible de statuer sur 

l'implication individuelle des différentes NOS. Ainsi, il sera intéressant de pousser cette 

analyse plus loin, notamment par l'utilisation d’inhibiteurs sélectifs tels que le 1400W 

(iNOS) ou le L-NIO (eNOS).

Il n'est pas exclu que la PLA2 et les COX aient également un rôle à jouer ici, malgré 

le fait que nous n'ayons pas pu abolir l'effet de l'agoniste du rB2 en bloquant les COX avec 

le Meclofenamate (figure 4B). D'autres ont pu limiter partiellement l'impact de la 

stimulation du rB2 avec des doses croissantes d'indométhacine, un autre inhibiteur non- 

sélectif des COX, dans un modèle animal de tumeur solide périphérique (Emerich et al., 

2001b). Les auteurs expliquent cette abolition partielle des effets perméabilisants du 

Cereport par la limitation intrinsèque au dosage de l'indométhacine, qui induit une 

hypotension significative à fortes doses. Les divergences entre notre étude et celle 

d'Emerich et al. (2001b) peuvent être attribuables aux différents types de cancers étudiés, 

au choix de l'inhibiteur (eux : indométhacine; nous : meclofenamate), à son dosage (eux : 

jusqu'à 20 mg/kg; nous : 5 mg/kg) ou encore à son administration (eux : co-injecté i.v. avec 

le 14C-Carboplatin et le Cereport sur 25 minutes; nous : pré-injecté en bolus i.v. 30 minutes 

avant le Gd-DTPA). La voie de signalisation des COX mériterait donc qu’on s’y attarde 

davantage. Elle sera d'ailleurs discutée plus longuement dans le prochain chapitre.
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Il a été mentionné en introduction que les agonistes du rB2 sont exprimés de façon 

constitutive partout dans le système cardiovasculaire et que leur stimulation induit une 

vasodilatation (Bhoola et al., 1992). C'est d'ailleurs cet effet que nous mettons à profit dans 

nos laboratoires, lors du développement de nouveaux agonistes, afin d'évaluer leur activité 

in vivo (Biais et al., 2005; Bélanger et al., 2009). Au cours de l'étude des effets 

perméabilisants du R523, trois effets secondaires reliés à l'infusion de ces derniers ont pu 

être observés. D'abord, sans surprise et comme d’autres l'ont fait auparavant (Riley et al., 

1998; Sugita et Black, 1998; Emerich et al., 2001b) nous documentons une chute de 

pression artérielle dose-dépendante, rapide et transitoire suite à l'infusion de l'agoniste du 

rB2 (figure 5A et 5B). À la plus forte dose à l'étude, la vasodilatation induite par le R523 a 

également pu être visualisée en temps réel à l'IRM. Comme l'injection se fait via la carotide 

externe droite, directement dans la carotide interne vers l'hémisphère droit du cerveau, 

seule la carotide externe gauche continue d'alimenter les muscles faciaux. Le R523, une 

fois injecté, rejoint plus facilement la portion gauche du visage, et par conséquent, la 

vasodilatation y est induite plus rapidement et plus intensément. Cet effet est clairement 

visible puisqu'une démarcation nette survient entre la droite et la gauche sur les coupes 

axiales, en matière de rehaussement du signal induit par l'agent de contraste co-injecté avec 

le R523. La figure VI ci-dessous démontre ce phénomène, et deux flèches blanches 

indiquent la langue et le muscle masséter (un puissant muscle de l'appareil manducateur), 

qui constituent des régions très vascularisées se trouvant dans le champ de vue de nos 

images. L'intensité du signal, plus fort dans la portion gauche de ces muscles, est sans 

doute le résultat d'une vasodilatation induite par la stimulation du rB2. Cette vasodilatation 

fait en sorte que le volume sanguin (ou la lumière des vaisseaux) occupent une plus grande 

place au sein des tissus contenus dans chacun des voxels de l'image, faisant en sorte qu'une 

plus grande quantité d'agent de contraste s'y retrouve. On sait qu'à ces concentrations, plus 

il y a d'agent de contraste, plus le signe sera intense. Il faut toutefois noter que la différence 

de concentration de Gd-DTPA dans le muscle perdure plus de 30 minutes (figure VI, à 

droite). De ce fait, il nous est impossible d'exclure la possibilité qu'un traitement avec le 

R523 puisse permettre à une plus grande quantité d'agent de contraste de s'échapper du 

sang vers les tissus musculaires, et qu'ainsi, un agent anti-néoplasique puisse en faire
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autant. L'importance de cet effet perméabilisant périphérique pourrait être évaluée par une 

mesure directe par ICP-MS de la quantité de Gd dans les tissus musculaires.
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Figure VI -  Effets perméabilisants de l’agoniste du rB2 R523 sur les vaisseaux sanguins 
périphériques. Gauche : Le signal est plus intense dans les muscles de la moitié gauche de 

l'animal (suite à l'injection du R523 et du Gd-DTPA; flèches blanches). Droite : Tracé 
temporel représentatif de l'acheminement de Gd-DTPA au muscle masséter.

En deuxième lieu, cette chute de pression artérielle est également accompagnée 

d'une augmentation importante mais transitoire du rythme respiratoire, tel que mesuré 

pendant les séances d'IRM, et qui dure quelques minutes suivant le début de l'infusion du 

R523 i.c. (figure S3 à l'annexe 2). Cette augmentation du rythme respiratoire peut être la 

conséquence directe d'une stimulation des rB2 systémiques, qui induit une vasodilatation et 

une bronchoconstriction (Bhoola et al., 1962; Dusser et al., 1988; Ichinose et al., 1990). 

L'animal compense alors en respirant plus rapidement. Une stimulation des centres de la 

respiration au SNC pourrait également être responsable de cet effet.

Quoique très spécifique à la tumeur, la perméabilisation induite par R523 n'est pas 

limitée à cette région du SNC, surtout à la plus forte dose à l'étude. Nous avons pu 

observer, à titre de troisième impact collatéral, une hausse des concentrations de Gd-DTPA
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à bonne distance de la tumeur, jusque dans l'hémisphère controlatéral. Quoiqu'elle demeure 

faible en comparaison avec les zones tumorale et péri-tumorale, la concentration moyenne 

d'agent de contraste mesurée dans l'hémisphère contrôle est environ deux fois plus grande 

lorsque traitée avec le R523 en comparaison du véhicule (0,006 vs 0,013 mM; p = 0,04), 

Des résultats obtenus par ICP-MS viendront corroborer ces données d'IRM plus tard, dans 

le dernier article inclut dans cette thèse (voir chapitre 8). Nos résultats sont donc 

consistants avec d'autres observations indiquant qu'une faible dose d'un agoniste B2 des 

kinines serait en mesure de perméabiliser de façon spécifique la BHE tumorale, alors 

qu'une forte dose aurait un impact plus généralisé au cerveau (Inamura et Black, 1994; 

Nomura et al., 1994). Le rB2 étant exprimé partout au SNC (et surexprimé à la tumeur), 

c'est sans surprise qu'une stimulation de ces récepteurs avec une forte dose d'agoniste soit 

en mesure d'engendrer une perméabilisation non-spécifique de la BHE. En co- 

administration avec un agent de chimiothérapie, une dose efficace moindre de R523 serait 

donc à privilégier, afm de limiter les effets toxiques aux tissus sains.

En conclusion, le deuxième article de cette thèse présente nos résultats qui 

confirment le potentiel du peptide synthétique [Phe8lF(CH2NH)Arg9]-BK comme agent 

perméabilisant la BHE tumorale. Nous exposons également les principaux effets 

indésirables associés à l'injection d'un agoniste du rB2, mettant l'emphase sur la nécessité 

de bien évaluer le dosage et les paramètres d'infusion, afm d'assurer le partage 

efficacité/sécurité de la procédure. De plus, nous démontrons l'utilité de l'IRM rehaussée 

par un agent de contraste pour l'étude de l'étendue de cette perméabilisation au SNC. Nous 

suggérons qu'une telle approche, éventuellement combinée avec des molécules 

thérapeutiques, permettra d'améliorer le traitement des gliomes.
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9.3. Manuscrit 3

Titre : Induction of sélective blood-tumor barrier permeability and macromolecular 

transport by a biostable kinin B1 receptor agonist in a glioma rat model

Auteurs : Côté J , Bovenzi V, Savard M, Dubuc C, Fortier A, Neugebauer W, Tremblay L, 

Muller-Esterl W, Tsanaclis A M, Lepage M, Fortin D, Gobeil F Jr.

2012. PLOS ONE 7(5):e37485

Constituant le coeur de cet ouvrage, ce troisième manuscrit décrit l'ensemble des 

résultats obtenus en lien avec la caractérisation d'une nouvelle approche pour perméabiliser 

la BHE, soit l'utilisation d'un agoniste des récepteurs B1 des kinines. L'ouverture de la 

BHE avec les agonistes du rB2 comporte déjà certains avantages par rapport aux autres 

techniques décrites en introduction. Maintenant, les avantages prévus des agonistes du rBl 

sont supérieurs, notamment la sélectivité de la perméabilisation ainsi que la possibilité de 

traiter par voie intraveineuse. Ces expérimentations avaient pour but d'évaluer le potentiel 

d'une telle approche pharmacologique afin d'augmenter l'acheminement d'agents de 

chimiothérapie au sein et en périphérie d'une tumeur cérébrale.

Nous démontrons d'abord l'expression du rBl dans les tumeurs intracrâniennes F98 

chez le rat Fischer (cellules tumorales et cellules endothéliales vasculaires), ainsi que dans 

différentes lignées cellulaires humaines de GBM et dans des échantillons de tumeurs de 

multiples grades, provenant de résection tumorale chez l'humain (figure 1 et 2). Il s'agit là 

de résultats d'une importance cruciale, puisque la rationnelle de cette étude est basée sur 

l’expression inductible et localisée du rB l. Rappelons que, contrairement au rB2 qui a pavé 

la voie de l'ouverture de la BHE avec les kinines et dont l'utilisation implique forcément 

des effets systémiques suite à leur activation, le rBl est induit exclusivement en contexte 

pathologique (Marceau et al., 1998; Leeb-Lundberg et al., 2005). Dans le cas des gliomes 

F98 qui nous intéresse, cette expression est circonscrite à la tumeur et sa périphérie (figure
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1). Ces récepteurs deviennent alors une cible de choix, n'impliquant virtuellement aucun 

effet secondaire systémique (le rBl n'a pratiquement aucune fonction physiologique 

répertoriée en condition normale). De plus, ce récepteur est exprimé dans d'autres types de 

cancer, notamment celui du col de l'utérus et de la prostate (Olejek et al., 2000; Taub et al., 

2003), sans pour autant être retrouvé dans des échantillons sains de ces mêmes organes.

La possibilité d'une infusion intraveineuse d'un agoniste du rBl est donc à portée de 

main, réduisant ainsi les risques d'embolie associés à l'installation d'un cathéter intra- 

artériel pour l'ouverture de la BHE avec le mannitol (Fortin et al., 2007; Blanchette et al., 

2009). De plus, aucun des effets collatéraux du R523 décrit précédemment n'ont été 

observé lors de l'étude avec le NG29, que ce soit sur la pression artérielle, le rythme 

respiratoire ou l'acheminement non-spécifique d'agent de contraste (figure S3 à l'annexe 2). 

De plus, des études parallèles avec une dose supra-pharmacologique de NG29 (jusqu'à 50 

mg/kg/jr pendant 3 jrs, i.v.) n'ont montré aucune toxicité à court terme, en plus de n'avoir 

toujours aucun impact sur la pression artérielle moyenne et sur le rythme respiratoire. 

Enfin, les résultats obtenus avec le bleu d'Evans nous indiquent qu'un traitement avec un 

agoniste du rBl ne perturbe aucunement l'intégrité des micro-vaisseaux des organes 

périphériques et des tissus cérébraux sains (figure 6). Il est donc permis de croire que le 

NG29 serait en mesure d'induire une perméabilisation locale importante de la BHE 

tumorale chez l'humain, tout en étant sécuritaire.

Nous avons d'abord utilisé l'IRM pour démontrer que le NG29, administré dans la 

carotide interne droite, augmente de façon dose-dépendante l'acheminement du Gd-DTPA 

et du Gadomer à la tumeur et sa périphérie chez les rats implantés d'un gliome F98 (figure 

3 et 4). D'autres agonistes du rB l, également développés dans nos laboratoires, ont été mis 

à l'essai afin de corroborer le lien existant entre la stimulation du rBl et la perméabilisation 

de la BHE tumorale. Le peptide synthétique SarLys[Hyp3, DCpg5, DPhe8]desArg9BK 

(N222b) a mené à des résultats équivalents au NG29, soit près de 150% d'augmentation du 

CADV (n=3). L'agoniste naturel LDBK a aussi été évalué pour son potentiel 

perméabilisant (figure 4B), mais il n'a toutefois pas été en mesure d'élever 

significativement le CADV, et ce même à la plus forte dose utilisée (50 nmol/kg/min).
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L'explication la plus plausible concernant cette faible activité vient de la courte demi-vie de 

la LDBK, qui comme sa version sans lysine (DBK), est rapidement dégradée par les 

peptidases (Décarie et al., 1996). Le même phénomène a déjà été observé avec la 

bradykinine, l'agoniste naturel des rB2 (Nomura et al., 1994; Liu et al., 2001). Bien sûr, 

l'avantage de la proximité entre le lieu d'injection (carotide interne droite) et la tumeur peut 

aider un agoniste à courte demi-vie comme la LDBK. Par contre, nos résultats suggèrent 

que la grande stabilité du NG29 permettrait de viser une injection intraveineuse (figure 

4B), beaucoup plus simple à transposer en clinique. Il sera toutefois nécessaire d'effectuer 

davantage de caractérisation en lien avec le traitement par voie intraveineuse afin de statuer 

sur la faisabilité d'une telle pratique. Finalement, il est à noter que les régions où il y a une 

augmentation du contraste, c'est-à-dire où il y a passage de l'agent de contraste du sang vers 

le compartiment extra-cellulaire, correspondent très bien avec la distribution des récepteurs 

(figure 1). Ces résultats concordent avec les actions autocrine et paracrine des récepteurs 

des kinines. De plus, l'utilisation de l'antagoniste du rBl R892 (Gobeil et al., 1999) se 

traduit par l'annulation des effets du NG29 (figure 4B), ce qui confirme le rôle des rBl 

dans le processus menant à la perméabilisation de la BHE tumorale.

A l’origine de ce projet de recherche, nous avons tenté de reproduire les résultats 

décrits dans l’étude de Cardoso (2004), mais sans succès. Le même agoniste du rB l a été 

utilisé, à la même dose et par la même voie d’administration (i.v.). Seul le modèle animal 

était différent (C6 vs F98), ce qui peut expliquer notre échec à reproduire leurs résultats. 

L ’équipe de Cardoso a préféré le modèle C6, très immunogénique et inflammatoire, ce qui 

nous laisse croire en une très forte expression du rBl et ainsi, une plus grande efficacité de 

la procédure de perméabilisation de la BHE tumorale par un agoniste du rB l. Ensuite, 

mentionnons que nous avons bel et bien été en mesure d ’observer une perméabilisation de 

la BHE lors d’une administration intra-veineuse (de NG29), mais à dose beaucoup plus 

élevé, afin de pallier à la distribution systémique, ainsi qu'à la dégradation enzymatique 

rapide qui en découle.

Le NG29, que ce soit i.v. ou i.a., a permis de doubler la quantité de carboplatin, un 

agent de chimiothérapie, acheminé au sein et en périphérie d'une tumeur cérébrale. Des
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résultats d'ICP-MS le démontre (figure 5), ce qui concorde bien avec les résultats d'IRM. Il 

a même été possible d'acheminer une molécule aussi imposante que l'albumine liée au bleu 

d'Evans (environ 65 kDa) (figure 6), ce qui nous permet de croire qu'il est possible 

d'acheminer à peu près n’importe quelle molécule, de taille similaire ou plus petite. De plus, 

notre approche pourrait être utile pour le traitement des tumeurs cérébrales secondaires si 

l'on se fie à de récents résultats obtenus avec un simulacre de métastase, où la lignée 

cellulaire de cancer du sein Mat B III, qui exprime le rB l, remplace les F98 dans notre 

protocole d'implantation habituel (figure S4 à l'annexe 2). D'autres résultats préliminaires 

encourageants ont également été obtenus chez la souris immunosuprimée implantée de 

façon sous-cutanée avec des cellules d'adénocarcinome prostatique humain (LnCAP; 

ATCC). Dans ce modèle, un traitement intraveineux avec le NG29 (5 mg/kg) a permis 

d'accroître l'acheminement du Gd-DTPA et du Carboplatin dans ces tumeurs solides 

périphériques, sans affecter significativement les autres tissus (figure VII).
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Figure VII - Mesure directe de la concentration de gadolinium (A) et de platine (B) par 
ICP-MS dans différents tissus de souris immunosupprimées implantées de cellules 

tumorales LnCAP, suite à l'administration intraveineuse de NG29 (5 mg/kg) ou de saline, 
en concomitance avec le Gd-DTPA (143 mM) et le carboplatin (20 mg/kg). La méthode est 
adaptée de (Côté et al., 2012) avec un volume total d'injection de 60 pl. Les données sont la 

moyenne ± erreur standard pour 4 à 8 animaux par groupe de traitement.
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Le débit et la durée d'infusion sont probablement des paramètres critiques pour le 

succès de la procédure de perméabilisation (Emerich et al., 1999). Dans les 

expérimentations du manuscrit #3, nous avons choisi d'infuser un volume de 500 pl d'un 

dosage variable de NG29 sur une période de 5 minutes (100 pl/min) dans la carotide 

interne droite. Ces paramètres se sont avérés efficaces, mais il sera nécessaire d'évaluer si, 

par exemple, une infusion prolongée (p. ex. 15, 30 minutes) permettrait d'accentuer l'effet 

perméabilisant, ainsi que d'étendre sa durée, actuellement établie à un peu plus d'une heure 

(figure 4C). Il a été démontré que l'ouverture de la BHE médiée par l'agoniste du rB2 

Cereport est transitoire (20 minutes) et ce même si l'infusion du peptide est continue (Black 

et Ningaraj, 2004). Toutefois, contrairement au rB2, le rBl n'est pas désensibilisé ni 

intemalisé suite à son activation (Regoli et al., 1998; Leeb-Lundberg et al., 2005). Il est 

donc permis de croire qu'une infusion prolongée du NG29 entraînerait une signalisation 

intracellulaire également prolongée, et ultimement une disjonction endothéliale qui 

perdurerait plus longtemps. Considérant le rôle protecteur de la BHE, il ne faut toutefois 

pas négliger les impacts négatifs que peut représenter son ouverture sur une longue période 

de temps, aussi sélective soit-elle.

Bien que les deux récepteurs des kinines soit connus pour opérer via les mêmes 

voies de signalisation cellulaire, nous avons démontré que l'effet perméabilisant induit par 

la stimulation du rB2 dépend majoritairement du NO (Côté, 2007; Côté et al., 2010), alors 

que celui relié au rB l semble plutôt régulé par les prostanoïdes sécrétés suite à l'activation 

des rB l. Les résultats illustrés à la figure 4B montrent que l'indomethacine et le 

meclofenamate, deux inhibiteurs non-sélectifs des COX, enzymes responsables de la 

synthèse des prostanoïdes à partir de l'acide arachidonique, sont en mesure d'annuler 

totalement l'augmentation du CADV suite à une infusion de NG29. Il nous est toutefois 

impossible de statuer sur la provenance de ces prostanoïdes, puisque les cellules 

endothéliales vasculaires ainsi que les cellules tumorales F98 expriment toutes deux les rBl 

(figure 1). On ne peut donc pas exclure la possibilité d'un mécanisme d'action indirect 

paracrine (Liu et al., 2001; Uchida et al., 2002), où le NG29 passerait à travers la BHE pour 

stimuler son récepteur sur les cellules tumorales. Par conséquent, les prostanoïdes seraient
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produites par ces dernières, pour ensuite diffuser vers l'endothélium et le muscle lisse 

vasculaire. Le type de prostanoïdes responsable de l'effet perméabilisant induit par le NG29 

nous est également inconnu, même s'il est fort probable que PGE2 et/ou PGI2 soient des 

acteurs de premier plan (Williams, 1979; Tanaka et al., 2003). Le ou les sous-types de 

récepteur que ces prostaglandines stimuleront par la suite nous est également inconnu, tout 

comme le sous-type de COX impliqué dans le processus, puisque les inhibiteurs à l'étude 

sont non-sélectifs. Rappelons qu'il existe deux sous-types de COX, une constitutive (COX-

1) et l'autre inductible (COX-2). Un peu à l'image du rBl et de iNOS, COX-2 est 

surexprimé par certaines cytokines inflammatoires (p. ex. Il-ip, 11-2, TNF-a) et pathogènes 

bactériens (p. ex. LPS) (Bakhle et Botting, 1996; Vane et al., 1998). L'interleukine-lp est 

d'ailleurs surabondante dans notre modèle de gliome (figure SI, annexe 2), ce qui pointe 

vers une surexpression de COX-2 (et du rBl et de iNOS). De plus, COX-2 est surexprimé 

dans les gliomes humains et dans plusieurs modèles de gliomes implantés (Deininger et 

Schuluesener, 1999; Shono et al., 2001; Hara et Okayasu, 2004). Il apparaît donc que la 

COX-2 puisse jouer un rôle important dans la perméabilisation de la BHE induite par un 

agoniste du rB l. L'utilisation d'inhibiteurs sélectifs permettraient de faire la lumière sur ce 

point (p.ex. pour COX-2: celecoxib, etoricoxib, parecoxib; pour COX-1: SC-560, 

FRI22047, mofezolac).
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9.4. Manuscrit 4

Titre : Dual kinin B1 and B2 receptor activation provides enhanced blood-brain barrier 

permeability and anticancer drug delivery into brain tumors

Auteurs : Côté J, Savard M, Neugebauer W, Fortin D, Lepage M, Gobeil F Jr.

Soumis à Cancer Biology and Therapy.

Considérant la surexpression locale des deux récepteurs des kinines au niveau des 

gliomes, tant dans notre modèle Fischer-F98 que chez l'humain, et considérant l'effet 

perméabilisant engendré par un agoniste ciblant chacun de ces récepteurs individuellement, 

il était plus qu'intéressant d'envisager l'activation simultanée des deux récepteurs. Plus 

encore, nous avons démontré précédemment que les mécanismes d'action sous-jacents à 

chacun des récepteurs sont différents et possiblement complémentaires. Nous avons donc 

émis l'hypothèse qu'une co-stimulation du rBl et du rB2 pourrait entraîner un effet additif, 

voire synergique, sur la perméabilisation de la BHE tumorale.

Ainsi, nous avons conceptualisé une nouvelle molécule peptidique pouvant activer 

les deux sous-types de récepteurs des kinines simultanément. Cet hétérodimère est 

constitué de deux agonistes reliés l'un à l'autre de façon covalente par un bras espaceur 6 - 

amino caproic acid (schéma 1) : le NG29 (agoniste rB l; Côté et al., 2012) et le NG291 

(agoniste rB2; [Hyp3, Thi5, NChg7, Thi8]-BK; peptide #20; Bélanger et al., 2009). 

Sommairement, cette nouvelle molécule combinant deux analogues demeure très active, tel 

que démontré sur la veine ombilicale humaine en bains d'organes isolés (tableau 1). Il a été 

possible d'inhiber complètement cette contraction de la veine ombilicale par l'ajout 

préalable des antagonistes R954 (rB l) et HOE140 (rB2), ensemble. Ce nouveau dimère 

possède une excellente activité pour les deux récepteurs (tableau 1), quoique légèrement 

inférieure aux deux molécules prises individuellement, et promet donc d'être efficace in 

vivo.
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Nous avons évalué la capacité de l'hétérodimère à perméabiliser la BHE tumorale 

de nos rats implantés d'un gliome F98. Le CADV du Gd-DTPA mesuré par IRM a été 

doublé suite aux traitements avec le dimère B1/B2 ou la combinaison NG29/NG291 par 

rapport au véhicule, en plus d'être significativement plus élevé par rapport au NG29 seul 

(figure 2). Aucune différence significative n'a cependant pu être observée entre le dimère, 

la co-injection du NG29 et du NG291, et du NG291 seul. Ce résultat indique que l'étendue 

volumétrique de la perméabilisation est déjà maximale avec une dose de 50 nmol/kg/min 

de NG291. Ceci correspond d'ailleurs plutôt bien avec la surexpression des récepteurs B l, 

qui s'étend de façon limitée à la périphérie de la tumeur (manuscrits 2 et 3). Nous avons 

tout de même pu acheminer une plus grande concentration de carboplatin et de Gd-DTPA 

en périphérie rapprochée. C'est du moins ce que nous indiquent les mesures effectuées par 

ICP-MS (figure 3). Ces résultats nous confirment que la costimulation des deux récepteurs 

des kinines, que ce soit avec le dimère B1/B2 ou la co-injection du NG29 et du NG291, 

permet l'acheminement d'une quantité significativement plus grande des deux molécules à 

l'étude, et ce tant à la tumeur qu'à sa périphérie. Dans les tissus de l'hémisphère 

controlatéral, nous avons mesuré une quantité significativement plus grande de Gd-DTPA 

et tendentiellement plus grande de carboplatin, lorsqu'une stimulation du rB2 est incluse 

dans le protocole de traitement (NG291 seul, NG29/NG291 et le dimère B1/B2). Quoique 

surexprimé à la tumeur, le rB2 est exprimé de façon constitutive dans l'ensemble de 

l'encéphale et ainsi, sa stimulation peut engendrer une faible perméabilisation à distance de 

la tumeur (p. ex. controlatéralement). Toutefois, les quantités acheminées restent très 

faibles, voire négligeables par rapport aux tissus tumoraux (figure 3).

L'utilisation du dimère B1/B2 comporte de nombreux avantages versus l'utilisation 

des deux analogues séparément (p. ex. profil pharmacologique unique, étude préclinique in 

vivo simplifiée). Toutefois, l'aspect du dosage doit être considéré. En effet, nous savons que 

l'activation du rB2 entraîne des effets indésirables systémiques (manuscrit 2). La co- 

injection du NG29 et du NG291 nous permet ainsi de varier la dose de chacun pour 

atténuer les effets secondaires du NG291 (en abaissant la dose) tout en profitant au 

maximum des effets perméabilisants de chacun (la dose de NG29 peut demeurer élevée, 

puisqu'aucun effet indésirable n'y est associé). Le dimère, dans sa forme actuelle, ne nous
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permet malheureusement pas une telle séparation du dosage. Toutefois, un autre 

hétérodimère récemment développé dans nos laboratoires pourrait contenir la solution, 

puisqu'un son activité sur le rB2 est plus faible. La dose de ce dimère pourra possiblement 

être augmentée, favorisant l'action sur le rB l, tout en minimisant les effets systémiques 

reliés à l'activation du rB2.

Les résultats présentés dans ce quatrième manuscrit promettent un avenir 

d'importance à la co-stimulation des récepteurs B1 et B2 des kinines, du moins dans la 

perméabilisation de la BHE tumorale chez l'humain, considérant que le profil d'expression 

du rB2 au niveau des gliomes est hautement variable en fonction du grade (Zhao et al., 

2005). Nous croyons que de cibler d'emblée les deux récepteurs ne peut qu'augmenter nos 

chances de réussite.

181



9.5. Perspectives et conclusion

Les prochaines lignes seront consacrées à discuter sommairement des quelques 

avenues que nous nous suggérons d'emprunter et qui n'ont pas déjà été décrites 

précédemment. Rappelons d'abord que les agents de chimiothérapie ne sont que très peu 

efficaces face à l'agressivité des GBM. Cette limitation s'explique en partie par la résistance 

des cellules tumorales aux agents chimiothérapeutiques et par la faible distribution de ces 

derniers au sein des tumeurs en raison de la présence de la barrière hémato-encéphalique 

(Fortin, 2004; Pardridge, 2005). Nous avons démontré qu'il est possible d'améliorer 

l'acheminement de diverses molécules (agent de contraste IRM, carboplatin, albumine) au 

sein d'une tumeur et de sa périphérie lorsque les récepteurs des kinines sont stimulés. 

Maintenant, il nous faudra démontrer que cet acheminement accru permet d'accroître 

l'efficacité des agents thérapeutiques. Ainsi, une vaste étude de survie impliquant le modèle 

de gliome de rat Fischer-F98 est actuellement en cours. Pour le moment, il a été possible de 

démontrer que le NG29 seul, qu'il soit administré par voie intraveineuse ou intra-artérielle, 

ne modifie pas le temps de survie des rats porteurs d’un gliome F98 (figure S5B à l'annexe

2). Ce résultat a d'ailleurs été confirmé sur les cellules en culture (figure S5A à l'annexe 2), 

ce qui dément le possible rôle du rBl dans l'accélération de la prolifération cellulaire 

tumorale (Lu et al., 2010), du moins dans notre modèle animal. De plus, des résultats 

préliminaires avec le carboplatin montrent que l'acheminement accru de ce dernier à la 

tumeur (lorsque co-injecté avec le NG29), tel que démontré par ICP-MS (manuscrit 3), 

semble affecter les temps de survie des rats porteurs de tumeurs F98, passant de 27 jours à 

30 jours post-implantation. Cette modeste augmentation de survie est prometteuse pour la 

suite considérant que le modèle Fischer-F98 est reconnu pour être réfractaire à certains 

agents thérapeutiques, incluant le carboplatin (von Eckardstein et al., 2005). Ainsi, d'autres 

agents thérapeutiques devront être mis à l'essai. Parmi les choix qui s'offfent à nous, le 

temozolomide (Temodal™) sera assurément sélectionné, puisqu'il est actuellement l'agent 

préconisé en première ligne de traitement chez l'humain (Stupp et al., 2009). Cet agent 

alkylant possède un faible poids moléculaire en plus d ’être fortement lipophile, deux 

caractéristiques essentielles à sa bonne distribution au SNC (Patel et al., 2003; Ostermann 

et al., 2004). Nous envisageons aussi intégrer à l'étude des agents encapsulés dans des
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liposomes (voir section 1.3.4), puisque ces ajouts physiques ont également pour but d’en 

améliorer l'acheminement (Bellavance et al., 2010). De plus, le paradigme de traitement (p. 

ex. dose, volume d'injection, durée d'injection) doit encore être optimisé considérant qu'il 

est d'une importance cruciale pour l'efficacité de la procédure (Emerich et al., 1999). 

L'ajout du R523 à la combinaison NG29/carboplatin exploré précédemment a permis 

d'augmenter la survie moyenne jusqu'à 35 jours. C'est donc dire que la co-stimulation des 

deux récepteurs des kinines représente un avantage indéniable. Ainsi, nous nous 

promettons d'évaluer l'efficacité de différents agents thérapeutiques, suite à une double 

activation des récepteurs des kinines avec l'hétérodimère B1/B2.

Des résultats récents obtenus dans nos laboratoires démontrent l'effet additif de la 

combinaison du carboplatin et d'un traitement de radiothérapie par gamma knife dans le 

modèle Fischer-F98, dû à l'effet radiosensibilisant des composés platinés (Yang et al., 

1995; Charest et al., 2012). Ainsi, nous croyons qu'en augmentant la quantité de 

carboplatin acheminée aux tissus tumoraux, l'impact anti-tumoral d'un traitement de 

radiothérapie standard serait majoré. D'autre part, l'expression du rBl est induite davantage 

par le stress oxidatif découlant des radiations (Levesque et al., 2001). En effet, les espèces 

réactives de l'oxygène (ROS) produites suite à une irradiation des tissus activent NFkB, un 

facteur impliqué dans la transcription des gènes de plusieurs molécules pro-inflammatoires 

(p. ex. IL-1B, iNOS, COX-2, rB l) (Yemeni et al., 1999; Couture et Girolami, 2004). Ainsi, 

suite à une première séance de radiothérapie, le NG29 pourrait s'avérer encore plus efficace 

pour perméabiliser la BHE, et ce, sur toute la surface irradiée. Enfin, la surexpression du 

rBl pourrait être majoré simplement suite aux traitements avec le NG29 ou l'hétérodimère 

B1/B2, puisque l'activation du rB l lui-même engendre, chez certains types cellulaires, 

l'activation de NFkB, et ainsi la surexpression homologue du récepteur (Schanstra et al., 

1998; Phagoo et al., 1999). En somme, il faut retenir qu'une seconde ligne de traitement 

pourrait s'avérer plus efficace que la première, considérant l’expression accrue du rB l au 

site tumoral.

Dans un contexte clinique, de nombreuses modalités de traitements sont utilisées à 

des fins palliatives ou dans le but d'éradiquer le gliome. Il est donc envisageable que
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l'expression des récepteurs des kinines soit affectée par ces molécules thérapeutiques. À ce 

sujet, le Decadron* (dexamethasone) est fréquemment utilisé pour diminuer l'oedème 

péritumoral et ainsi, réduire l'effet de masse et la pression intracrânienne. Il a été mentionné 

précédemment que la dexamethasone réduit la surexpression du rBl (voir section 2.4). 

Ainsi, on pourrait supposer qu'une ouverture de la BHE avec un agoniste du rB l serait 

moins efficace chez un patient déjà traité avec du Decadron*, puisque l'importance de 

l'expression du rB l serait moindre. À l'inverse, un agent de chimiothérapie comme le 

carboplatin pourrait induire l'expression de certains gènes pro-inflammatoires 

(Konstantinopoulos et al., 2008), et ainsi induire davantage l'expression du rB l. Une 

ouverture de la BHE par un agoniste du rB l chez un patient ayant déjà reçu une médication 

antinéoplasique pourrait donc s'avérer encore plus efficace. Dans cet ordre d'idée, il serait 

intéressant d'évaluer l'impact de la chimiothérapie (p. ex. carboplatin, temozolomide) sur 

l'expression du rB l dans notre modèle de gliome expérimental, puis de déterminer si une 

deuxième série de traitement avec le NG29 et le carboplatin (voir manuscrit #3) s'avère 

plus efficace que la première.

Le modèle animal choisi pour notre étude, le Fischer-F98, possède des 

ressemblances importantes avec le GBM humain, tel que la résistance aux agents de 

chimiothérapie et la faible immunogénécité (Tzeng et al., 1991; von Eckardstein et al., 

2005; Barth et Kaur, 2009). Toutefois, aucun modèle animal n'est parfait. À titre 

d'exemple, nous avons récemment démontré que l'invasion du tissu contigü est moins 

marquée chez le gliome F98 que chez le GBM humain (figure 2, manuscrit 2 ; figure 2, 

manuscrit 3 ; G. Desmarais, communication personnelle). Ainsi, l'étude des effets 

perméabilisants du NG29 et du dimère sera bientôt entreprise avec d'autres modèles 

tumoraux chez l'animal (avec entre autre, des lignées cellulaires humaines). Déjà des 

résultats encourageants, présentés à la section 9.3, ont démontré la possibilité de 

perméabiliser les vaisseaux sanguins de tumeurs situées à l'extérieur du cerveau, ce qui 

permettrait l'usage du NG29 (et possiblement du dimère) dans de nombreux cas de tumeurs 

solides périphériques. Nous planifions actuellement des expérimentations afm de pouvoir 

utiliser un modèle expérimental de métastase cérébrale (Francia et al., 2011), et ainsi 

confirmer ou infirmer la potentielle utilité de nos agonistes synthétiques au niveau des
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tumeurs secondaires. Nous sommes également à développer un modèle de GBM humain 

implanté chez le rat ou la souris "nude" (immunosupprimé), qui s'approcherait 

probablement davantage de la pathologie humaine, considérant la provenance des cellules 

tumorales.

L'imagerie par résonance magnétique étant une technologie en constante évolution, 

de nouveaux outils sont désormais disponibles dans nos laboratoires (p. ex. antennes, 

séquence d'impulsion améliorée). Ainsi, nous sommes désormais en mesure d'effectuer des 

acquisitions d'images plus efficacement, avec une bien meilleure résolution spatiale, sans 

que le temps nécessaire pour faire ces acquisitions ne devienne une nuisance. Par exemple, 

alors que des tranches d'une épaisseur de 1.5 mm furent la norme tout au long de ce projet, 

nous sommes aujourd'hui capables de faire l’acquisition d’images en tranche d'épaisseur 

aussi fine que 80 pm en 30 minutes. C'est donc avec beaucoup plus de précision que nous 

pourrons maintenant estimer le volume de distribution de nos agents de contraste. Il est 

également envisageable de déduire davantage d'informations de ces mêmes images, comme 

par exemple, les données de perméabilité A:trans et de volume extracellulaire ve d'un 

protocole standard de DCE-MRI (voir chapitre 3), ou encore une meilleure caractérisation 

de la diffusion des agents de contraste dans le parenchyme cérébral (section 9.2, figure V). 

Plus encore, la meilleure résolution spatiale obtenue nous permettra possiblement d'avoir 

une meilleure vue d'ensemble sur la localisation exacte de la perméabilité vasculaire, en 

segmentant les images obtenus (p. ex. nécrose au centre tumoral et pourtour de la tumeur 

avec forte angiogénèse). Enfin, nous pouvons maintenant envisager l'étude de nos agonistes 

avec un modèle murin, chose qui était impensable au début de cette étude, considérant la 

petite taille de l'animal et les limitations en résolution spatiale.

En conclusion, nous avons démontré qu'il est possible d'affiner les structures 

chimiques des agonistes du rB l, dans le but de bonifier leurs propriétés pharmacologiques. 

L'activité de certains d'entre eux, notamment du NG29, est inégalée à ce jour et de 

plusieurs fois supérieure aux agonistes utilisés auparavant. Nous avons pu mettre en 

évidence la surexpression du rBl et du rB2 dans le modèle de gliome F98, ainsi qu'en 

fonction du grade dans différents échantillons de gliomes humains. Cette étude a également
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permis de démontrer l'utilité de nos analogues des kinines comme agent sécuritaire 

permettant de perméabiliser la barrière hémato-encéphalique tumorale, afin d'augmenter la 

distribution de molécules de différents poids moléculaires au sein des tumeurs cérébrales et 

de leur périphérie. Une méthode d'analyse d'images d'IRM, basé sur les principes du DCE- 

MRI, a été développée et mise à profit efficacement pour l'étude de la perméabilité de la 

BHE. D'autres techniques de mesure (ICP-MS, albumine marquée au bleu d'Evans) ont 

permis de valider les résultats obtenus par l'IRM. Enfin, les voies mécanistiques de chacune 

des propositions (B1 et B2) ont été mises en évidence, en plus de la dose-dépendance du 

phénomène et du temps d'ouverture de la BHE suite aux différents traitements. Un 

hétérodimère pouvant stimuler simultanément les deux sous-types de récepteurs des kinines 

a également été mis à l'essai, avec grand succès, dans notre modèle.
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A N N E X E  1



A) Script MatLab pour le calcul du volume de distribution d'un agent de contraste

(agonistdetect_6.m)

numimages = size(viewerdata.images,2); % nombre d'images dans
dynamique
numvoxl = str2num(viewerdata.headers(l).displayMatrixSizel); 
de voxel dans une direction.
numvox2 = str2num(viewerdata.headers(1).displayMatrixSize2); 
de voxel dans une direction.
%lowerth=0.0875; % en bas de ce niveau, le volume est zéro,
comme le

% niveau moyen + écart-type

%upperth=0.11; % au dessus de ce niveau le volume est maximum.
Défini comme le niveau

% moyen de la tumeur moins un Zcart-type 
voxdiml=str2num(viewerdata.headers(1).FOV1)*10; % dimension de
1'image en readout en mm
voxdim2=str2num(viewerdata.headers(1).FOV2)*10; % dimension de
1 1imae en pase encode en mm
ssthick=str2num(viewerdata.headers(1).sliceThickness); % Zpaisseur de
la slice en mm
acqtime=str2num(viewerdata.headers(1).repetitionTime)*numvox2*str2num(vie 
werdata.headers(1).numOfAcquisitions);

prompt = {'Enter Rat n u m b e r 1 Enter slice n u m b e r I n t e n s i t é  
minimale',1 Intensité maximale de la tumeur',1references
filename1,'Filename to save results in ASCII','Filename to save images'}; 
dlg_title = 'Input for agonist effect évaluation'; 
num_lines = 1;
def = { ' 1 ','7','0.0875 ' , '0.11','ref.dat','rat.dat', 'rat.mat'}; 
answer = inputdlg(prompt,dlg_title,num_lines,def, 'on');

numrat = answer{l}; 
numslice = answer{2}; 
lowerth = str2num(answer{3}); 
upperth= str2num(answer{4}); 
refname = answer{5}; 
filename = answer{6}; 
fileimages = answer{7};

if strcmp(refname,'aucun') 
for ii=l:numimages 

refth(ii)=l;
end

else
refdata=load(refname); 
for ii=l:numimages

refth(ii)= refdata(ii+numimages);
end

end

% nombre 

% nombre 

Défini
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volvox = (voxdiml/numvoxl)*(voxdim2/numvox2)*ssthick; % volume d'un voxel 
en mm3

%lowerth = input('Niveau minimum. En bas de ce niveau, le volume est 
zZro? ');
%if isempty(lowerth)
% lowerth = input('Niveau minimum. En bas de ce niveau, la tumeur est
absente du voxel');
%end

%upperth= input( 'Niveau maximum. En haut de ce niveau, la tumeur occupe 
tout le voxel? ');
%if isempty(upperth)
% lowerth = input('Niveau minimum. En bas de ce niveau, le volume est
zZro');
%end

for ii=l:numimages
a (:,:,i i )=viewerdata.images{ii}.*roi;

end

affectedvol(1 :numimages)=0;

for ii=l:numimages
lowerthnorm=lowerth/refth(i i ); 
upperthnorm=upperth/refth(ii) ; 
for jj=l:numvoxl

for kk=l:numvox2
a ( j j ,k k ,ii)= a (j j ,kk,ii )/refth(ii); 
if a(jj,kk,ii)<lowerthnorm 

a(jj,kk,ii)=0; 
tempvol=0; 

elseif a( jj, kk,i i )>=upperthnorm 
tempvol=volvox;

else
tempvol=(a (jj,kk,ii)-lowerthnorm)*volvox/(upperthnorm-

lowerthnorm);
end
affectedvol(ii)=affectedvol(i i )+tempvol;

end
end

end

save(filename, 'affectedvol', '-ascii') 
figure
xtime = linspace(0,acqtime*numimages,numimages); % axe des x en seconde
plot(xtime,affectedvol,'x')
xlabel('time (s )‘)
ylabel('affeted volume (mmA3 ) ’)
title(['Rat #',numrat,' slice ', numslice])

save(fileimages, 'a') 
figure
imagesc(a(:,:,20)); axis square ; axis off 
title(['Rat #',numrat ,' slice ', numslice])
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B) Script MatLab pour le calcul d'histogramme d'intensité d'une image (historoi.m)

nivmin = .06; %niveau minimum d'intensitZ 
nivmax = .2; %niveau maximum d'intensitZ 
stepsize = .005 ; %saut de fréquence

numpoints = (nivmax-nivmin)/stepsize;

a( :,:,1)=viewerdata.images{1}.*roi;

for ii=l:numpoints ;
histo(ii) = length( find( a(:,:,l) < (nivmin+ (ii 

a(:,:,l)> (nivmin+((ii-X) * stepsize)))); 
end

xtime = linspace( nivmin, nivmax-stepsize,numpoints); 
figure
plot(xtime, histo,'x')

stepsize)) &

axe des x
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C) Script MatLab pour le calcul du volume total, incluant plusieurs coupes (slicesum.m)

numimages=30;%nombre d'images 
acqtime=51.2 
a=load('r240s7c.dat'); 
b=load('r240s8c.dat'); 
%c=load('r236s8bl.dat');

voltot=a+b;

save('voltotr240c.dat', ’voltot', '-ascii') 
figure
xtime = linspace(0,acqtime*numimages,numimages); % axe des x en seconde 
plot(xtime,voltot,'x ' ) 
xlabel('time (s)')
ylabel('total affected volume (mm'3)')
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D) Script MatLab pour le calcul des concentrations d'agent de constate 

(signalEnConcentationpixels_JC .m)

Slice = [7 8 9];
NombrelmagesDansSerie = 30;
% imageCerveauStable = '020';
FOV1 = 32;
FOV2 = 3 2 ;

% Ce que l'on obtient * la fin du script est donc toutes 
% les images de la sZrie et donc lorsqu'une courbe est 
% crZZe * partir d'un ROI elle est en nb d ’images (x) par 
% concentration d'agent de contraste enmM (y)

TR = 0.1; % en secondes
%T1 = 1 . 4 7 ;  % en secondes, valide pour la région vascularisZe
alpha = 3 0 ;  % en degrés, valide quand les expériences dynamiques sont
faites avec un flip de 30i
rl = 3.6; % en (mM.s)*-l, relaxivitZ du Gadomer = 8.74 (Gd-DTPA =
3.6);

if strcmp(computer, 1 M A C ') 
token = '/'; 

elseif strcmp(computer,'PCWIN') 
token = '\ ';

elseif findstr(computer,'LNX') % name is
actually GLNX86

token = '/'; 
else

token = '/';
end

for kk = l:l;size(Slice,2)

SliceNumber = Slice(kk) % Point-virgule
ajouter!

if SliceNumber<10
SliceToOpen = ['00',num2str(Slice(kk))]; 

elseif SliceNumber <100
SliceToOpen = ['0',num2str(Slice(kk))];

else
SliceToOpen = [num2str(Slice(kk))];

end

TIFilename = ['MapTl_slice',SliceToOpen];

pathname = [pwd,token];
% cd . .

load([TIFilename,'.mat']);
Tlmap = image1; 
clear imagel;

% roiTIFilename = ['roiTl_slice',SliceToOpen];
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% load([roiTIFilename,'.mat']); % va retourner une variable
appelZe "roi".
% roiTl = roi;

% newTlmap = Tlmap.*roiTl; % On a maintenant isolZ le cerveau sur la
carte de Tl.

newTlmap = Tlmap;

% % Lecture de la ROI de la portion dynamique
% roiHDFilename = [ 1H D _ s l i c e S l i c e T o O p e n ] ;
% load([roiHDFilename,'.mat']);
% roiHD = roi;
% roiHGFilename = [ 'HG_slice',SliceToOpen];
% load([roiHGFilename,'.mat']);
% roiHG = roi;

cd(pathname)

% ImageToOpen = imageCerveauStable;

% Ouvrir les images de la sZrie

% for ii = 1:1:NombreImagesDansSerie 
%

% filename = ['slice1,SliceToOpen,1 image 1,ImageToOpen,'echoOOl.fdf'];
%
% [im, header] = varianRead(pathname, filename, ImageToOpen);
% % i m a g e s i i ) = im;
% % end
%

for ii = 1:1:NombrelmagesDansSerie 
if ii<10

ImageToOpen = ['00',num2str(ii)]; 
elseif ii<100

ImageToOpen = ['0',num2 str(ii )];
else

ImageToOpen = num2str(ii);
end

filename =
[ 1slice',SliceToOpen,'image',ImageToOpen,'echoOOl.fdf'];

[im(:,:,ii), header] = varianRead(pathname, filename, 
ImageToOpen); 

end

imO = mean(im(:,:,1:3),3);
% imO = imO.*roiTl;
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% imagesToRegister(:,:,1) = newlm;
imagesToRegister(:,:,2) = newTlmap; 
imagesToRegister(:,s,3) = imO;

% diml = size(newlm,1);
% dim2 = size(newlm,2);

diml = size(imO,l);
dim2 = size(im0,2);

% registeredlmages = register(imagesToRegister, F0V1, F0V2, diml,
dim2);
% clear imagesToRegister

% Maintenant les calculs

% SO = r e g i s t e r e d l m a g e s 3).*(l-cos(alpha*pi/180).*exp(-
TR./newTlmap))./((1-exp(-TR./newTlmap))*sin(alpha*pi/180));

SO = imagesToRegister(:,:,3).*(1-cos(alpha*pi/180).*exp(- 
TR./imagesToRegister(:,:,2)))./((l-exp(- 
TR./imagesToRegister(:,:,2)))*sin(alpha*pi/180));

for jj = 1:1:NombreImagesDansSerie
R l(;#:fjj) = 1/TR *log((S0*sin(alpha*pi/180)- 

im(:,:,jj)*cos(alpha*pi/180))./(S0*sin(alpha*pi/180)-im(:,:,jj))); 
% C(:,:,jj) = ((RI(:,:,jj) -1./newTlmap)/rl);

C(:,:,jj) = ((Rl(:,:,jj) -1./imagesToRegister(:,:,2))/rl);

% There will be a number of 'Inf' and ' NaN' due to the 
misalignment of the

% brains ( /0 and log of négative value). These need to be 
removed.

aaa = C ( :,:,jj);
[I J K] = find(isnan(aaa)); 
if size(I,l) > 0

for kk = 1 s 1:size(1,1)
aaa(I(kk),J(kk)) = 0;

end
end
aaa = abs(aaa); 
clear I J K kk

[I J K] = find(isinf(aaa)); 
if size(I,l) > 0

for kk = 1:1 :size(1 ,1) 
aaa(I(kk),J(kk))=0;

end
end
aaa = abs(aaa);
C(s, :, jj) = aaa;

end
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C = C.*abs(isinf(C)+isnan(C)-l);
outputFilename = ['ConcentrationSlice1,SliceToOpen,'.mat']; 
eval(['save outputFilename, ' C;']);

% clear C Rl newTlmap im

end

% SO = 10*(1-cos(alpha*pi/180)*exp(-TR/Tl))/((l-exp(- 
TR/T1))*sin(alpha*pi/180));
% Rlmax = 1/TR *log((S0*sin(alpha*pi/180)~
Imax*cos(alpha*pi/180))/(S0*sin(alpha*pi/180)-Imax));
% Cmax = (Rlmax - l/Tl)/rl;
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Figures supplémentaires du manuscrit 3

Figure S1
C ôté et al., 2012

Figure S1 - IL-ip im m unoreactivity in in tracranial F98 gliom a tis su e  sam p les . IHC
analysis w as performed 10 days after F98 glioma cells were cerebrally implanted in 
Fischer rats. 3-pm-thick sections from formalin-fixed, paraffin em bedded F98-implanted 
rat brains were submitted to IHC staining using rabbit anti-rat IL-1p antibody (1:100; 
AAR15G AbD Serotec) as  described in Materials and Methods. Représentative photomi- 
crographs of implanted (left and middle panels) and contralateral (right panel) rat brain 
hem ispheres showing strong immunoreactivity for IL-1 p within the main tumor and satel
lite nodules. Magnification as indicated.
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Figure S2
Côté e ta l., 2012
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Figure S2 - Specificity of stain ing  with différent anti-B1R anti- 
bodies a s s e s s e d  by W estern  blotting. 5 0  pg  of p ro te in  e x tra c ts  
from  g lio m a  b io p s ie  s p e c im e n s  (G ra d e  III o r  IV) w e re  s e p a r e te d  by 
9 %  PA G E  a n d  tra n sb lo t te d  o n to  P V D F  m e m b ra n e s . C o m p a ra tiv e  
im m u n o d e te c tio n  o f  h u m a n  B 1R  w a s  p e rfo rm e d  u s in g  rab b it poly- 
c lo n a l an ti-B 1 R  a n tib o d ie s  A S 4 3 4  (from  W. M üller-E sterl, G er- 
m an y ), R C 7 2  (from  R . C o u tu re , U n iv e rs ité  d e  M o n tréa l) o r L S-A 799  
(L ifeS p an , B io S c ie n c e s ) ; final d ilu tio n s in d ic a te d  in p a re n th e s is .  Ail 
th r e e  a n tib o d ie s  d e te c te d  a  m a jo r  im m u n o re a c tiv e  b a n d  a ro u n d  4 5  
kD a, N o im m u n o reac tiv ity  w a s  fo u n d  w h e n  m e m b ra n e s  w e re  
e x p o s e d  to  p re im m u n e  s é r u m  (righ t p a n e l) . R e p ré s e n ta t iv e  a u to ra -  
d io g ra m s  o f  tw o  in d e p e n d e n t  e x p e r im e n ts .
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Figure S3
Côté e t al., 2012
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Supplementary Figure S4
Côté et al., 2012
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Figure S5 - NG29 does not m odulate pro iiferation/grow th ra te  of F98 glioma celis both in v itro  and in 
vivo. (A) Cell prolifération assay on F98 cells was determined with colorimetric MTT and Cristal violet 
assays, as described in Réf. 1741. Cells were seeded in a 96 wells plate at 2,000 cells/well in DMEM media 
supplemented with 10% FBS for 24 h at 37°C. Cells were then incubated with and without LDBK or NG29 
(10 /<M) for the indicated times. Data are means ± s.e.m. o f 5 to 8 experiments. (B) Kaplan-Meier survival 
curves for F98-glioma-bearing rats after systemic treatment with NG29. NG29 (250 nmol/kg i.c; 5 ^m ol/kg 
i.v.) or saline 0.9% was infused over a period o f 2 min (250 /y 1/min) via either the right extemal carotid or the 
tail caudal vein. Arrows indicate time of treatment. Note that there are two cycles o f treatment for intravenous 
NG29 on days 7 and 9 after implantation. Survival times, used as an indirect measure of tumor growth, were 
calculated using the Kaplan-Meier estimation by using the log-rank method in the GraphPad Prism 5.0 
software. The médian survival times of the vehicle- and NG29-treated groups were similar following intra- 
arterial (23.5 (n = 8) versus 23.5 days (n = 10)) or intravenous agonist administration (23.5 (n = 8) versus 
24.0 days (n = 10)).
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