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Ciblage des régions hypoxiques tumorales
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> La prolifération accrue de cellules
tumorales exige une forte consommation
d’oxygene appauvrissant le centre des
tumeurs qui contient moins de 0,7 %
d’oxygene et devient ainsi hypoxique.
€n dépit d’améliorations significatives,
telles la pégylation! des nanovecteurs
qui permet une meilleure rétention dans
la circulation sanguine et un meilleur
ciblage tumoral, les plus récents nano-
vecteurs pharmaceutiques, comme les
liposomes, les micelles et les nanopar-
ticules polymériques ne parviennent
cependant pas a rejoindre ces régions
hypoxiques. Ainsi, méme si 5 % de la dose
administrée de nanovecteurs pégylés
sont encore présents dans la circulation
sanguine douze heures apres son admi-
nistration, seuls environ 2 % de ce médi-
cament atteindront la tumeur [1]. La

trajectoire des nano-

(=») Voir la Bréve de
L. Coulombel, m/s
n° 10, octobre 2012
page 833

vecteurs est influen-
cée par la circulation
systémique [2] (=)
et leur manque de
propulseur empéche leur pénétration
tumorale vers les zones hypoxiques.

! La pégylation a pour but d’augmenter la durée d’efficacité
en diminuant la cinétique d’élimination d’une molécule par
augmentation de sa masse moléculaire. Pour cela, on la lie au
polyéthylene glycol (PEG), soluble dans I'eau et rapidement
éliminé de "organisme.
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Face a cette problématique, nous avons
exploité les caractéristiques et fonctions
d’un agent naturel, la bactérie Magne-
tococcus marinus (MC-1), qui utilise la
magnéto-aérotaxie’ pour se déplacer et
se maintenir dans des zones pauvres en
oxygene. Nous avons examiné la possibi-
lité que les MC-1, guidées par une source
magnétique externe, pourraient exploi-
ter des zones de transition au sein des
tumeurs, entre les régions oxiques, c’est-
a-dire le réseau angiogénique des vais-
seaux sanguins, et les régions anoxiques,
donc les zones nécrotiques. La possibilité
de guidage magnétique de MC-1 présen-
tait "avantage de minimiser leur expo-
sition dans la circulation systémique, ce
qui représentait une nette amélioration
comparée aux thérapies bactériennes
précédentes [3]. Ce guidage a été rendu
possible grdce aux magnétosomes de
MC-1, constitués d’un enchainement de
nanoparticules de tétraoxyde ferrique
endogene [4]. €n I’absence de champ

% Les bactéries magnétotactiques (BMT) sont des proca-
ryotes, de type Gram-négatif, caractérisés par leur capacité
a produire des magnétosomes. Elles sont anaérobies. On les
retrouve principalement dans les sédiments lacustres ou
marins, enfouies a Iinterface oxique-anoxique (frontiere
entre le milieu riche en oxygéne et celui dépourvu d’oxygene).
Toutes les BMT découvertes a ce jour sont motiles, grdce a
la présence de flagelles. Elles peuvent ainsi se déplacer par
aérotaxie, c’est-a-dire en réaction a la concentration d’oxy-
gene du milieu, afin de se diriger vers des lieux favorables a
leur développement.

https://doi.org/10.1051/medsci/20183403002

magnétique externe, MC-1 adopte un
mouvement aléatoire, sauf lorsque la
bactérie rencontre un gradient d’oxy-
geéne, en particulier au sein d’une tumeur.
Nous avons d’abord confirmé que les
bactéries MC-1, injectées a la périphérie
tumorale, pouvaient pénétrer la tumeur,
si un champ magnétique tridimension-
nel d’une puissance un peu plus éle-
vée que le champ magnétique terrestre,
était appliqué. Aprés pénétration dans
la tumeur, et en I"absence du champ
magnétique directionnel, les MC-1, uti-
lisant leurs senseurs d’oxygene, se diri-
geaient alors vers les zones hypoxiques
(Figure 1). Cette expérience a démontré
que les MC-1 pouvaient emprunter des
voies normales de circulation, comme le
réseau irrégulier et désorganisé des vais-
seaux sanguins, les espaces interstitiels
et traverser des pores intercellulaires,
de rayon de moins de 2 mm, établis entre
cellules endothéliales [5].

Plusieurs expériences ont ensuite été
réalisées chez des souris immunodé-
ficientes portant des xénogreffes de
cellules humaines de la lignée HCT116,
établie a partir d’un carcinome colique.
A la suite d’une injection péritumorale de
MC-1, et d’'un guidage magnétique direc-
tionnel de 30 minutes, nous avons pu
localiser, par immunohistochimie grace a
un anticorps spécifique, les bactéries au
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Figure 1. Les cellules MC-1 sont recrutées préférentielle-
ment dans les régions hypoxiques des xénogreffes de cel-
lules HCT116. A. Des sections adjacentes de xénogreffes
HCT116 incubées en présence d’un anticorps spécifique

des bactéries MC-1 et d’un anticorps secondaire conjugué

d la fluorescéine-isothio-cyanate (FITC) ont permis de

localiser ces bactéries. Les bactéries MC-1 (coloration verte, 10x) se retrouvent dans les régions

hypoxiques telles que révélées dans les panneaux B. (10x) et C. (40x). €n B et C, les régions

hypoxiques (colorées en brun) proches des régions nécrotiques de la tumeur sont révélées par un

anticorps spécifique de I'Hydroxyprobe® couplé a la biotine. Ces images en haute résolution sont

acquises a 'aide d’une caméra digitale DP71 couplée a un microscope de fluorescence Olympus

BX61 motorisé. Elles sont représentatives de sections obtenues a partir de 10 tumeurs isolées de

10 souris différentes provenant de 3 expériences in vivo indépendantes.

niveau des régions hypoxiques centrales
des tumeurs (Figure 1). Nous avons ainsi
démontré une pénétration plus profonde
des bactéries MC-1 magnéto-guidées
qu’en présence d’agents passifs (comme
les microsphéres de polymeére) ou des
bactéries mortes, ou
méme qu’en absence
de guidage [6] (=P).
Nous avons ensuite

(=) Voir la Synthese
de J. Nicolas et

P. Couvreur, m/s n° 1,
janvier 2017, page 11

couplé de fagon

covalente [7] & la surface des bacté-
ries MC-1 des liposomes encapsulant le
SN-38, un agent chimiothérapeutique,
et un métabolite actif de I'irinotecan
(I’'un des traitements conventionnels
du cancer colorectal). Nous avons
choisi d’utiliser des liposomes pour une
démonstration de faisabilité car ils sont
biocompatibles, flexibles, peu immu-
nogéniques et, également, parce qu’ils
protégent des effets systémiques nocifs
de SN-38. Lutilisation des liposomes
empéche en effet la dégradation pré-
maturée de cet agent chimiothérapeu-
tique et contrdle également la cinétique
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de libération. Les liposomes peuvent,
de plus, encapsuler plusieurs agents
pharmaceutiques hydrophiles ou hydro-
phobes. L’addition de ces liposomes
a la surface des MC-1 n’a pas altéré
leur efficacité de ciblage au centre des
tumeurs dans les régions hypoxiques et
nécrotiques.

Les bactéries MC-1 vivantes, chargées
d’agents chimiothérapeutiques encap-
sulés dans des liposomes, et soumises a
un guidage magnétique, ciblent le centre
des tumeurs. Cette stratégie représente
donc un potentiel clinique significatif.
La biosécurité de ces bactéries a été
vérifiée dans des essais de cytoxicité
chez des souris et des rats, et cette pro-
cédure s’est révélée sans danger.

€n se fondant sur cette technologie,
outre les agents de chimiothérapie
conventionnels, d’autres composés, tels
des radiosensibilisateurs pourraient
donc étre délivrés au centre des tumeurs.
La combinaison du guidage magnéto-
tactique, qui dépend d’un faible champ
magnétique avec la capacité motrice

intrinséque des bactéries MC-1, permet
donc de cibler des tumeurs internes de
divers organes du corps humain, a la dif-
férence des nanoparticules magnétiques
ou des transporteurs actuellement uti-
lisés dans la lutte contre le cancer. Ces
bactéries possedent des détecteurs de
gradients d’oxygene couplés @ un sys-
teme de propulsion hydrodynamique
efficace dans le milieu tumoral permet-
tant a la bactérie de se diriger selon son
environnement, le tout enrobé dans un
volume de moins de 2 mm. Ces bactéries
ont la capacité d’étre magnétiquement
guidées par une source externe. Elles
sont donc des émules de nanorobots
médicaux artificiels ou de transporteurs,
qui présenteront des caractéristiques
et des fonctionnalités bien supérieures
a la faisabilité technique actuelle. Les
possibilités de modifications génétiques
de ces bactéries [8, 9] et le dévelop-
pement de meilleurs algorithmes de
guidage magnétotactique devraient
permettre d’améliorer leur index thé-
rapeutique. Ces données publiées dans
la revue Nature Nanotechnology [6,
10], renforcent donc non seulement les
concepts d’ingénierie et d’interventions
médicales, mais elles sont le fonde-
ment d’opportunités de développement
pour de meilleurs traitements thérapeu-
tiques, d’imageries ou de vectorisations
a des fins diagnostiques. ¢

Delivery in hypoxic tumor regions of a

chemotherapeutic agent encapsulated
in nanoliposomes carried by magneto-
aerotactic bacteria
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Role des réseaux
astrocytaires métaboliques
dans le maintien de P’éveil

Jérdme Clasadontel?

Gliotransmission et organisation

en réseaux : deux modes de
communication privilégiés par les
astrocytes pour interagir avec les
neurones

Depuis ces deux derniéres décennies, les
travaux portant sur les astrocytes, les
cellules gliales majoritaires du cerveau,
ont révélé des fonctions essentielles pour
ces cellules dans le domaine de la com-
munication cellulaire [1]. Longtemps
réduit au simple rdle de cellule de sou-
tien du tissu cérébral, I'astrocyte est
aujourd’hui considéré comme un parte-
naire actif du neurone capable d’influer
directement sur le fonctionnement de la
synapse [2] (=¥).

Les astrocytes sont
en effet capables de

(=») Voir la Nouvelle
de A. Panatier et

R. Robitaille, m/s
n° 6-7, juin-juillet
2012, page 582

détecter les neuro-
transmetteurs libé-
rés dans la fente synaptique suite a
I’activité neuronale et d’y répondre de
maniere active par des augmentations
intracellulaires de calcium qui initient
la libération de substances neuroactives
appelées gliotransmetteurs (comme
I’ATP, le glutamate, la D-sérine). Par
analogie avec la neurotransmission,
cette communication bidirectionnelle
qui s’établit entre les neurones et les
astrocytes est connue sous le nom de
gliotransmission. L'autre propriété
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majeure des astrocytes est leur capa-
cité a s’organiser en réseaux de cellules
connectées entre elles par des jonc-
tions communicantes ou jonctions gap
[3]. Les jonctions communicantes sont
constituées de deux hémicanaux, les
connexons, provenant chacun de cel-
lules adjacentes. Chaque connexon est
formé de six protéines transmembra-
naires appelées connexine (Cx) dont il
existe plus d’une vingtaine d’isoformes.
Les principales isoformes exprimées par
les astrocytes sont les Cx43 et Cx30. Ces
jonctions communicantes permettent le
transfert entre cellules de petites molé-
cules (d’une taille inférieure a 1,2 kDa)
telles que les ions potassium, les seconds
messagers intracellulaires (calcium,
inositol triphosphate) et les substrats
énergétiques (glucose, lactate). Les
principales fonctions des réseaux astro-
cytaires sont de dissiper les ions potas-
sium libérés dans le milieu extracellu-
laire au cours de I'activité neuronale, de
fournir des substrats énergétiques aux
neurones, et de faciliter la propagation
des signaux calciques qui sont essentiels
pour induire la libération des gliotrans-
metteurs [4]. Il est désormais admis
que les astrocytes influencent "activité
des neurones non pas en tant que cellule
individuelle, mais comme des groupes de
cellules connectées qui communiquent
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entre elles via les jonctions communi-
cantes. Ce réseau de communication
inter-astrocytaire renforcerait notam-
ment la synchronisation de populations
neuronales distantes afin de modu-
ler les rythmes biologiques dans divers
contextes physiolo- (=) Voir la Nouvelle
de 0. Chever et al.,
m/s n° 10, octobre
2016, page 820

giques et patholo-
giques [5] (=P).

Des travaux pionniers
dans le domaine des interactions neu-
rone-glie avaient notamment démontré
le role des astrocytes dans la régulation
d’un rythme biologique clé pour notre
organisme, le sommeil [6]. Cependant,
ces travaux exploraient la fonction astro-
cytaire uniquement a I’échelle des cellules
individuelles, ignorant le rdle potentiel
de ces réseaux dans cette fonction céré-
brale vitale. Les réseaux astrocytaires
jouent-ils un rdle dans la physiologie du
sommeil ? Dans le but de répondre a cette
question, nous avons étudié les consé-
quences fonctionnelles d’une déconnexion
des astrocytes sur le sommeil.

Les réseaux astrocytaires jouent

un role clé dans le maintien de I’éveil
Afin de déconnecter le réseau d’astro-
cytes, nous avons étudié des souris trans-
géniques chez lesquelles le géne codant
la Cx43, I'une des principales sous-unités
protéiques constitutives des jonctions
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