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OLIGONUCLEOTIDES ANTISENS CAPABLES D’'INHIBER LA FORMATION

DES TUBES CAPILLAIRES PAR LES CELLULES ENDOTHELIALES.

La présente i1nvention a pour objet des

oligonucléotides antisens capables d’inhiber 1l’expression

de la protéine IRS-1 et d’inhiber la formation des tubes

capillaires par les cellules endothéliales. Les

oligonucléotides selon 1’invention sont donc indiqués

comme agent anti-angiogénigue. Ils sont également

indigués comme agents anti-multiplication cellulaire, en

particulier comme agents anti-tumoraux.

L'invention concerne aussi des compositions

pharmaceutiques contenant lesdits oligonucléotides et

l’utilisation desdits oligonucléotides comme réactifs

d’analvyse.

L’anglogénese est un processus fondamental

prar leguel de nouveaux valsseaux sanguilins se forment. Ce
processus est essentiel dans plusieurs phénomenes

physiologigues normaux tels gue la reproduction, le

développement ou encore la cicatrisation. Dans ces

phénomenes Dbiologigues normaux, l’angiogénese est sous

contrdle strict, c’est-a-dire gqu’elle est déclenchée

pendant une période courte (gquelques Jjours), puls

completement inhibée. Cependant, plusieurs pathologies

sont liées a une anglogénese invasive et incontrdlée;

l’arthrite, une pathologle due a 1l’endommagement des

cartilages par les néovalsseaux invaslifs; la rétinopathie

diabétigque ou l’'invasion de la rétine par 1les

néovaisseaux conduit a l’aveuglement des malades; la

néovascularisation de 1’appareil oculaire présente la

cause majeure de l’aveuglement, et cette

néovascularisation i1intervient dans une vingtalne de

maladiegs de 1l’eil: ou encore la crolssance et 1la

métastase des tumeurs quli sont liées directement a la
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néovascularisation et sont dépendantes de 1l’'anglogénese.

La tumeur stimule la croissance des néovaisseaux pour sa

crolssance elle-méme. De plus, ces néovalsseaux sont des

voles d’échappement des tumeurs gui Jjoilignent ainsi la

5 circulation sanguiline et provoqgquent des métastases dans

des sites éloignés du foyver tumoral initial, comme le

foie, le poumon ou 1l’os.

La formation de néovailsseaux par les cellules

endothéliales, 1l’angliogénese, impligque la migration, la

10 crolssance, et la différentiation deg cellules

endothéliales. ©La régulation de ces phénomenes

biologiques est directement 1liée a 1l’expression
génétigue.

Aingsi, les travaux de recherche réalisgsés dans

15 le cadre de la présente invention ont permis d’identifier

et de préparer des séguences d’acide nucléigque impliguées

dans la régulation de 1’angiogénese.

D’autres travaux concernant 1l’angiogénese ont
permis de mettre en évidence une expression importante et

20 une phosphoryvlation, au niveau d’un résidu tvrosine d’une

protéine intracellulaire de 180 kDa, par les cellules

endothéliales cultivées sur un tapis du collagene type I

et stimulées par un facteur anglogénigque tel gue le DbFGF.

L’'expression lmportante et la phosphorylation au niveau

25 du résidu tyrosine de la protéine intracellulaire de 180

kDa accompagnent la formation des tubes capillaires par

les cellules endothéliales.

Cette protéine est déja connue en tant que

substrat du récepteur de 1l’insuline (nommé IRS-1). Elle a

30 été, en effet, partiellement identifiée et étudiée par

certains auteurs travaillant sur le diabete (Quon et al.,

J. Biol. Chem. (1994), 269 (45), 27520-27924).

Ces auteurs ont étudié le rdle de 1'IRS-1 sur

(i) la translocation du GLUT 4 stimulée par l’insuline et
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(11) le transport du glucose, dans des cellules adipeuses

de rat. Pour ce falre, 1ls ont constrult un plasmide

contenant

— un oligonucléotide bicaténaire, obtenu a

partir de l’oligonucléotide sens de séguence SEQ ID No. 1
sulvante : 5’-TCGATGTGAC GCTACTGATG AGTCCGTGAG GACGAAACTC
TGGCCTAG-3', et

-17ADNc codant pour 1’/IRS-1 humain,

et ont transfecté des cellules adipeuses de

rat avec ledit plasmide.

LLes travaux menés dans le cadre de 1la

présente invention ont mis en évidence 1le fait que

1’expression de la protéine IRS-1 est également induite

dans les cellules endothéliales lorsgue ces dernleres

sont stimulées par le facteur angiogénigue bFGF.

LL’invention concerne donc une composition

pharmaceutique active sur les phénomenes d’angiogénese

comprenant a titre d’agent actif au moins une substance

choisie parml : (i) une molécule d’acide nucléigue du

gene codant pour la protéine IRS-1, d’une séguence

complémentaire ou d’un fragment de celle-ci ou un

fragment de celle-ci, (i1i) une molécule capable d’inhiber

1’ expression d’une molécule d’"acide nucléigue selon (i).

Dans le cadre de L’ invention, des

oligonucléotides anti-sens du gene codant pour cette

protéine ont été préparés. Ces oligonucléotides

présentent des activités anti-angiogénigue et anti-

tumorale remarguables. Ils sont donc particulierement

utiles pour le traltement des maladies liédes a une

angiogénese 1invasive et non contrblée par des méthodes de

thérapies géniques consistant a administrer a un individu
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oligonucléotides.

Alnsi,

est constitué par la séguence nucléo

contenant

all

molns
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de

[SRAl ces

un oligonucléotide selon 1’invention

SEQ ID No.2 sulvante
57/ -TATCCGGAGGGCTCGCCATGCTGCTGCGGAGCAGA-3 1,

un fragment de celle-cl comprenant

12 nucléotides contigus,

L’'invention concerne tout particulierement

oligonucléotide

nucléotidigues de
5" -TATCCGGAGGGCTCGCCATGCTGCT-3 " ,
5/ -TCGCCATGCTGCTGCGGAGCAGA-3 ",

Ul

12 nucléotides con

On entend par dériveé,

constituée

—1lgus,

ou leur dérive.

par

ou leur dérivé.

cidigue de

1 ’"une

formule

au moins

url

des séguences

formules SEQ ID No.3 et 4 suivantes

fragment de celles-ci comprenant au moins

une seqguence capable de

s’'hybrider dans des conditions strictes avec 1l’une des

séguences SEQ ID No.2,

3 ou 4 ou avec un fragment de

celles-ci d’au moins 12 nucléotides contigus.
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NoO.
No.
No.
No-.
No.
No.
NoO.
No.
No.
No.

5
6
7
8
9

10:
11:
12
13:
14:
15:

ceux de

tre d’exemples d’oligonucléotides selon

séguences

5’ -TATCCGGAGGGCCTGCCATGCTGCT-3
5" -TATCCGGAGG GCCTGCCATG CTGC-3'
5" -TATCCGGAGG GCCTGCCATG CTG-3'
57" —-TATCCGGAGG GCCTGCCATG CT-3
5" -TATCCGGAGG GCCTGCCATG C-3

5 ~-TATCCGGAGG
5" ~-TATCCGGAGG
5" ~TATCCGGAGG
5" -TATCCGGAGG
5 =TATCCGGAGG
5!’ -TATCCGGAGG

GCCTGCCATG-3
GCCTGCCAT-3"'
GCCTGCCA-3 "'
GCCTGCC-3"
GCCTGC-3
GCCTG-3'
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No.l6: 5’-TATCCGGAGG GCCT-3'

No.1l7: 5’-TATCCGGAGG GCC-3’

No.18: 5’'-TATCCGGAGG GC-3'

No.19: 5'-CCGGAGG GCCTGCCATG CTGCT-3'
No.20: 5’'-GAGG GCCTGCCATG CTGCT-3°'
No.21l: 5'-G GCCTGCCATG CTGCT-3'

ID No.22: 5'-CTGCCATG CTGCT-3’

ID No.23: 5'-TGCCATG CTGCT-3'
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Avantageusement, tout ou partie des liailisons

phosphodiester des oligonucléotides de 1l’invention sont
protégées. Cette protection s’effectue généralement par

vole chimigue, selon des méthodes classigues bien connues

de 1l’homme du métier. Par exemple, on peut protéger les

lialsons phosphodiester par une fonction thiol ou amine

ou bien encore par un groupement phényvle.

De facon également aventageuse, les

extrémités 5b'- et/ou 3'- des oligonucléotides de

1l"invention sont protégées, par exemple en utilisant la

technigue 1ndiguée précédemment pour protéger les

lialsons phosphodiester.

Les oligonucléotides de 1l’invention peuvent

étre synthétisés selon les technigues conventionnelles

bien connues de l1l’'’homme du métier, par exemple a 1l’aide

d’un synthétiseur d’ADN commercialisé par différentes

soclétés.

Bien gue leur mécanisme d’action ne soit pas

entierement élucide, les oligonucléotides selon

1’invention inhilbent l’expression de la protéine IRS-1 au

sein des cellules endothéliales. Ces oligonucléotides

sont capables de bloguer la formation des néovalsseaux

par les cellules endothéliales (1.e. inhibent

l’angiogénese), et de ce fait 1ls inhibent la

multiplication des cellules tumorales chez la souris.
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L’invention a donc aussi pour objet une

composition pharmaceutique pour 1’inhibition du gene
codant pour la protéine IRS-1 comprenant au molns un

oligonucléotide complémentaire d’une partie dudit gene ou

d’'un transcrit dudit gene.

De préférence, la molécule capable d’inhiber

l’expression d’une molécule d’acide nucléigue du gene

codant pour la protéine IRS-1 est une séguence antisens

de la région codante de la séguence identifiée sous le

numéro SEQ ID No. 28 dans la liste de séguences en

alnllexe.

Avantageusement, ladite séguence antisens

i

comprend au moins douze nucléotides contiligus ou leur

dérivé.

Plus préférentiellement, L1’agent actif

capable d’inhiber l’expression d’une molécule d'acide

nucléique du gene codant pour la protéine IRS-1 de 1la

composition de l’invention est une séguence nucléotidique

choisie parmi 1l’ensemble de séguences nucléotidiques

\

identifiées sous les numéros SEQ ID No. 2 a SEQ ID No 23

liste de séguences en annexe comprenant au moins

dans la

douze nucléotides contigus ou leur dériveé.

Une telle composition comprend

avantageusement comme agent actif au molins un

oligonucléotide défini précédemment, avantageusement

assoclié dans ladite composition avec un véhicule

acceptable.

L’analyse des travaux réalisés dans le cadre

de l’invention a donc permls de montrer qgue la protéine
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IRS-1 représente un constituant cellulaire essentiel dans

le processus de l’angiogénese. En effet, 1’inhibition de

l’expression de la protéine 1IRS-1 par 1lesdits

oligonucléotides antisens condult a 1l’inhibition de la

formation de tubes capillaires par les cellules

endothéliales.

Les oligonucléotides selon 1l’'invention et les

compositions les contenant sont donc indigqués comme agent

anti-angiogénigue. Ils sont également 1indigués comme

agents anti-multiplication cellulaire, en particulier

comme agents anti-tumoraux, et en conséguence sont tout

particulierement utiles pour le traitement des tumeurs.

L’invention a donc pour objet 1l’utilisation desdits

oligonucléotides pour la préparation d’'une composition

destinée au traltement ou a la prévention de pathologies

\ -

liées a une angiogénese 1invasive et 1incontrdlée, comme

par exemple a titre non limitatif: le traitement de la

vascularisation de tumeurs, des maladies de 1l'eil liées a

la néovascularisation de 1l’appareil oculailre telles gue

les rétinopathies, 1l’arthrite rhumatoide, la maladie de

Crohn, l’athérosclérose, l'hyperstimulation de 1l’ovaire,

le psoriasis, l’endométrie associlée 2 1a

néovascularisation, la resténose due a l’angioplastie du

ballon, la superproduction tissulaire due a la

cicatrisation, la maladie vasculalre périphérigue,

l'hypertension, l’inflammation wvasculaire, la maladie et

les phénomenes de Raynaud, 1l’'’anévrisme, la resténose

thrombophlébite, 1la lyvmphagyvte, le

—

artérielle, 1la

lyvmphodeme, la cicatrisation et la réparation tissulaire,

l’ischémie, l’angine, l’infarctus de myocarde, la maladie

chronigue du ceur, les 1nsuffisances cardiagues telles

que l’insuffisance cardiaque congestive, la dégénération

maculaire liée a 1l’dge et 1l’'ostéoporose.
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Les compositions pharmaceutiques ci-dessus

sont plus particulierement réalisées de maniere a pouvoir

étre administrées par volie sous-cutanée, intramusculaire,

ilntravelneuse ou transdermigque. Pour une telle

administration, on utililise notamment des suspensions

agueuses, des solutions salines isotonigues ou des

solutions stériles et 1njectables gui contiennent des

agents de dispersion et/ou des agents mouillants

pharmacologigquement compatibles, par exemple le

propyleneglycol ou le butyleneglycol.

LLa dose unitailire usuelle a administrer

contient de 0,001 mg a 50 mg de principe actitf.

Les oligonucléotides de 1’invention sont

aussi utiles comme réactlf de recherche, notamment pour

1’étude 1in vitro des voles de signalisation impliguant la

protéine 180 kDa, par exemple sur des cellules, tumorales

ou non, transfectées par lesdits oligonucléotides. Ils

sont également utiles pour 1l’étude in vivo des voies de

signalisation impliguant 1la protéine 180 kDa dans un

grand nombre de phénomenes physiologigues et

pathologigques, comme 1’angiogénese ou la cancérogenese,

essentiellement a partir du rapport kinase/phosphatase.

Alnsl, les composition pharmaceutigues de

- [ ]

l’invention sont particulierement utiles pour la mise en

ecuvre des tests de diagnostic des pathologles liées aux

phénomenes d’angilogénese, notamment pour le diagnostic

Ly

des rétinopathies, de 1l’arthrite rhumatoide, de la

»

maladie de Crohn, de l’athérosclérose, 1l’'hyperstimulation

de l’ovaire, du psoriliasis, de l’endométrie associée a la

néovascularisation, de la resténose due a l’angioplastie
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du ballon, de la superproduction tissulaire due a

cicatrisation, de la maladie vasculaire périphérigque,

1l'hyvpertension, de 1l’inflammation wvasculaire, de

maladie et les phénomenes de Raynaud, de 1’anévrisme,

la resténose artérielle, de la thrombophlébite, de

lyvmphagyvte, du lymphodeme, de la cicatrisation et de

réparation tissulailre, de 1l’ischémie, de 1l’angine,

la
de
la
de
la
la

de

1l’infarctus de myocarde, de la maladie chronigque du ceur,

des i1insuffisances cardiagques telles que 1l’insuffisance

cardiague congestive ou de la dégénération maculaire liée

a l1l’age et de l’ostéoporose.

D’autres avantages et caractéristigues de

1’invention apparaltront des exemples qui suivent dans

lesquels on désigne par “oligonucléotide”

1l’oligonucléotide de ségquence ID NO.3 et qui font

référence aux figures jolntes annexe dans lesquelles

~ la figure 1A représente 1’'image du Western

issus des cellules non stimulées (Piste NS) et

Blot obtenu a partir des échantillons de surnageants

des

cellules stimulées avec le bFGF (Piste S), révélée par un

anticorps anti-IRS-1.

~ la figure 1B montre 1’image du Western blot

obtenue apres coloration au nitrate d’argent a partir des

mémes échantillons de surnageants issus des cellules non

stimulées (Piste NS) et des cellules stimulées avec

bFGF (Piste S)

le

- la figure 2 montre les 1mages du Western

Blot obtenues a partir des échantillons des surnageants

issus des cellules non stimulées (Piste NS) et des

cellules stimulées avec le DbFGF (Piste B), lorsgue

la

membrane est incubée avec un anticorps monoclonal anti-
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phosphotyrosine et révélée avec un anticorps anti-isotype

marqué a la peroxydase comme 1ndiguée dans 1’exemple 3,

- Les figures 3A a 3D montrent les images des

cultures, sur un tapis du collagene type I, des

différents lots de cellules endothéliales

- La figure 3A montre la culture des cellules

endothéliales non tralitées.

- La figure 3B montre la culture des cellules
endothéliales stimulées avec 3 ng/ml de bFGF.

- la figure 3C montre la culture des cellules

endothéliales incubés avec 100 pg/ml d’oligonucléotide de

ségquence SEQ ID No. 3 pendant 4 heures, puls stimulées

avec 3 ng/ml de DbFGF.

~ la figure 3D montre la culture des cellules
endothéliales incubées avec 100 ug/ml de
l’oligonucléotide de séguence SEQ ID No. 3 pendant 4

heures.

\

~ Les figures 4A a 4F illustrent les
résultats des essals d’inhibition de la

néovascularisation cornéenne obtenue chez des rats.

La figure 4A montre les résultats obtenus par

injection sous-conjonctivale d’un oligonucléotide

antisens a une concentration de 60 um.

La figure 4B 1llustre les résultats obtenus

apres injection sous-conjonctivale d’un oligonucléotide

sens a une concentration de 60 uM.

La figure 4C montre les résultats obtenus

apres une application toplgue d’un oligonucléotide

antisens a une concentration de 200uM.

La figure 4D montre les résultats obtenus

[ -

apres une application topigue d’'un oligonucléotide sens a

une concentration de 200uM.
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La figure 4FE illustre 1l’état de la cornée en

absence de tout tralitement.

La figure 4F montre 1’'état de la cornée

lorsgue celle-ci est traltée avec des injonctions sous-

conjonctivales de PBS.

Les figures 5A a 5J illustrent les résultats

de 1l’inhibition de la néovascularisation cornéenne

obtenus chez les différents groupes de rats (décrits

section 6.6 Résultats), apres désépilithélialisation et

résection limbigque des cornées de rats a jour 4 (Figures

5A a BE) et a jour 9 (Figures 5H5F a 5J). Il s’agit de

photographies en lampe a fente montrant la comparaison de

la croissance des vaisseaux dans les différents groupes

de rats. Grossilissement x10

Exemple 1 : Mise en évidence de 1l’induction

de 1’'expression d’'IRS-1 (la protéine de 180 kDa) dans les

cellules endothéliales suite a la stimulation de ces

cellules par le DLFGF.

La protéine 180 kDa a été mise en évidence de

la maniere suivante

lL.es cellules endothéliales ont été mises en

culture dans une plague de microtitration a 6 puilts

préalablement recouverts avec du collagene type I comme

décrit dans (Montesano et al., J. Cell. Biol., 1983, 83,

1648-~1652). Le milieu de culture est le DMEM (Sigma)

enrichi avec 10 % de sérum de veu féetal, 4 mM glutamine,

500 U/ml pénicilline, et 100 ug/ml streptomycine. Apres 3

a 4 Jjours de culture, on obtient une couche semi-

confluente des cellules endothéliales. Lesgs milieux de

culture de six puits ont été aspirés et remplacés par du

milieu de culture frais. Troils pults ont été enrichis

avec 3 ng/ml de bFGF. Apres une i1lncubation de 48 heures,
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les différents puits sont lavés troils fois avec un tampon

phosphate, et les cellules sont utilisées pour extraire

1'"ARN messager (ARNm) selon des protocoles connus de

1 homme du métier. Les ARNm sont reverse transcrits par

5 une réaction de polyvmérisation en chaine (PCR) en

utilisant chacun des quatre groupes dégénérés d’amorces

oligo (dT) (T12MN), M peut étre G, A, ou C; et N est G, A,

T, et C. Chague groupe d’amorces est dicté par la base en

position 3’ (N), avec une dégénérescence dans la position

10 (M) . Exemple: le set d’amorces ou N = G est constitué de:

SEQ ID No.24: 5/'-TTTTTTTTTTTTGG-3"

SEQ ID No.25: 5'-TTTTTTTTTTTTAG-3"'
SEQ ID No.Z26: 5'-TTTTTTTTTTTTCG-3"'

Les ADNc ainsi obtenus sont amplifiés et

15 margués au moyen d’'un décamere arbitraire, en présence

d’ATP marqué isotopiguement. L’analyse des ADNc amplifiés

pr—

par électrophorese a révélé la présence d’un fragment

d’ADNc de 326 bp amplifié dans 1’échantillon issu des

cellules endothéliales stilmulées avec le bFGF, i1dentifié

20 dans la liste de séguences en annexe sous le numéro SEQ

ID.No. : 27, cependant, ce méme fragment est faiblement

présent ou présent a 1l’état de trace dans 1l’'échantillon

issu des cellules endothéliales non stimulées avec le

bFGF. Le séquencage de ce fragment et 1l’interrogation

7 Vil

25 subségquente des bangques des données ont révélé gue ce

fragment correspond a une partie d’un gene déja connu,

codant pour le substrat du récepteur de 1l’insuline (une

protéine intracellulaire de 180 kDa).

30 Exemple 2 : Mise en évidence de 1l’induction

de 1’expression d’IRS-1 (la protéine de 180 kDa).

Des cellules endothéliales en culture sur un

tapis du collagene type I stimulées ou non stimulées avec

le bFGF (cf. exemple 1) sont lysées dans un tampon de
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[

lyse cellulaire contenant de l’orthovanadate de sodium.

p—
—

Ces solutions sont ensuite clarifiées par centrifugation

a 14000 g pendant 15 min. Des échantillons de surnageants

ijgsus deg cellules non gtimulées et deg cellules

stimulées avec 1le DbFGF, contenant des quantités

équivalentes de protéines, ont été repris avec une

solution d’électrophorese contenant 2% SDS et 15 mM de

dithiothréitol, chauffés a 100 ©°C pendant 5 min. puis

déposés en gel de polyacrylamide (gradient de 4 a 15% en

acrylamide) dans des conditions dénaturantes (en présence

de 2% SDS). Apres migration, les protéines sont

transférées sur une membrane de nitrocellulose. La

membrane est bloguée par une incubation a température

ambliante dans une solution de 5% de lait dans un tampon

PBS. La membrane est ensuite lavée trois foilis avec un

tampon PBS, i1incubée dans un tampon PBS contenant 1 ug/ml

d’'anticorps monoclonal anti-IRS-1 pendant 2 heures a

température ambiante, et lavée trois fois avec un tampon

PBS. Les protéines sont ensuite révélées au moyen d’un

anticorps secondalre anti-isotype couplé a la peroxydase.

On constate la présence d’une protéine de poids

moléculaire 180 kDa reconnue par Ll’'anticorps anti-IRS-1

monoclonal dans les préparations 1ssues des cellules

endothéliales stimulées avec le bFGF; cette protéine est

faiblement présente dans a préparation 1issue des

cellules endothéliales non stimulées avec le bFGF (Figure

1) .

Exemple 3 : Mise en évidence de 1’'induction

de la phosphorvliation au niveau de tyvrosine d’'IRS-1 (la

protéine de 180 kDa).
Des cellules endothéliales humailines en

culture sur un tapis du collagene type I stimulées ou non

stimulées avec le bFGF sont lysées dans un tampon de lyse
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cellulalre contenant de 1l’orthovanadate de sodium. Ces

solutions sont ensuite clarifiées par centrifugation a

14000 g pendant 15 min (cf. exemple 2). La protéine IRS-1

a été extraite gréce a un anticorps monoclonal anti-IRS-

1. Cette extraction est réalisée apres une

immunoprécipitation a l’alide d’un anticorps monoclonal

anti-IRS-1 (Sigma). Apres addition de l’anticorps anti-

IRS-1 couplé a 1l’'agarose, la suspension est incubée

pendant 2 heures a température amblante, puis centrifugée

\

a 4000 g pendant 15 min. Le précipité obtenu est repris

avec une solution d’électrophorese contenant 2% SDS et 15

mM de dithiothréitol, chauffée a 100 °C pendant 5 min.,
puls déposé en gel de polvacrylamide (gradient de 4 a 15%

en acrvlamide) dans des conditions dénaturantes (en

présence de 2% SDS). Apres mlgration, les protéines sont

transférées sur une membrane de nitrocellulose. La

membrane est bloguée par une incubation a température

ambiante dans une solution de 5% de lait dans un tampon

PBS. IL.a membrane est ensuilte lavée troisg foils avec un

tampon PBS, i1ncubée dans un tampon PBS contenant 1 upg/ml

d’anticorps monoclonal anti-phosphotvrosine pendant 2

heures a température ambiante, et lavée troils fois avec

es protéines sont ensuite révélées au

o

un tTCampon PBS. L

moven d‘un anticorps secondalre antili-isotype couplé a 1la

peroxydase. On constate gue la protéine IRS-1 de poids

moléculaire 180 kDa est phosphorvlée au niveau du résidu

tyvrosine dans les préparations 1ssues des cellules

endothéliales stimulées avec le DbFGF ; cette protéine est

tres faiblement phosphorylée au niveau du résidu tyrosine

dans la préparation issue des cellules endothéliales non

stimulées avec le BbFGF (Figure 2)

Exemple 4 : Evaluation de 1l7activité anti-

angliogénique in vitro de l’'oligonucléotide.
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Des cellules endothéliales humaines sont

mises en culture sur un tapilis du collagene type I. Au

septieme Jjour de culture, 1les puits de culture sont

divisés en quatre lots

N\

5 Lot 1 : Puilts correspondant a la culture des

cellules endothéliales non traitées. (Figure 3A)

Lot 2 : Puits correspondant a la culture des

cellules endothéliales stimulées avec 3 ng/ml de DbFGF.

(Figure 3B)

10 Lot 3 : Puits correspondant a la culture des

cellules endothéliales 1ncubées avec 100 ng/ml

d’oligonucléotide de séguence SEQ ID No. 3 pendant 4

heures, puls stimulées avec 3 ng/ml de bFGF. (Figure 3C)

Lot 4 : Pults correspondant a la culture des

15 cellules endothéliales 1ncubées avec 100 ug/ml

d’oligonucléotide de séguence SEQ ID No. 3 pendant 4

heures. (Figure 3D)

Apres 3 a 4 jours de culture, les différents

20 pulits sont examinés a l’aide de microscope optigue a

rhase inverse. A la lecture des résultats, 11l apparalilt

gque les cellules endothéliales humaines dans le lot 2

forment des tubes capillaires suilte a la stimulation avec

le bFGF. On constate aussi que l’oligonucléotide inhibe

25 la formation de néovalsseaux par ces mémes cellules

stimuléegs avec le DbFGF dans le lot 3. On observe enfin

que l’oligonucléotide ne modifie pas de maniere prononcée

la croilssance des cellules endothéliales. En effet, 1le

nombre des cellules endothéliales dans le pults de lot 1

30 et ceux de lot 4 sont comparables.
Exemple 5 : Evaluation de l’activité in vivo

de l’oligonucléotide.
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Troils lotgs de sgourils nude ont été utilisés.

Vi

Chague lot étant constitué de 5 souris.

Lot N°1 : Ce lot a servi de témolin. Chaqgue

\

souris est inoculée en sous-cutané a J0 avec 200 pl d’une

suspension de cellules de mélanome Bl6 (fournies par

1'Institut Gustave Roussy de Villejuif) dispersées dans

du PBS & raison de 10° cellules/ml. Ces souris ne sont

pas traltées par la suite.

Lot N©2 : Chague souris est 1noculée en sous-

cutané a J0 avec 200 pl d’une suspension de cellules de

mélanome Bl6 dispersées dans du PBS a raison de 10°

celliules/ml. A J1, J2, J3, J4, J5, Je6, J7, J8, J9 et J10

chagque souris recolt une injection en sous-cutanée de 200

nl d’une solution d’oligonucléotide diluée dans du PBS a

une concentration de 500 ng/ml. L'’injection

d’oligonucléotide est effectuée a proximité du site

d’injection des cellules.

Lot N©°3 : Les sourls de ce lot ne sont pas

inoculées avec les cellules de mélanome Bl6. Cependant

nanllV 4

chacune de ces souris recoit une injection de 200 ul

d’'une solution d’oligonucléotide dans du PBS a une

concentration de 500 pg/ml ; les injections sont faites a

Jl, J2 J3, J4, Jd5, Jo, J7, J8, J9 et J10.

Les régultats sont les suivants

Apres 1noculation, c¢hez les souris du lot

N°1l, la masse tumorale se développe d’une facon treés

rapide. En effet, la masse tumorale atteint une taille de

1,6 a 2,5 cm de diametre apres dix jours chez les souris

dudit lot N°1 (souris non traitées). L'évolution de 1la

masse tumorale chez les souris du 1lot N°2 (souris

traitées apres inoculation par injection

d’oligonucléotide a J1, J2 et J3), montre une

augmentation nettement moindre du volume de la masse

tumorale. La masse tumorale chez les gouris du lot 2 ne
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dépasse pas 0,8 cm de diametre au

gquatorzieme jour, la différence entre

degs souris de lots N°2 et celle des sourilis du lot N°1 est

remarquable.

PCT/FR02/02067

dixlieme Jjour. Au

la magse tumorale

Chez les sourilis du lot N°3 (sourilis n’avant

pas recu de cellules de mélanome B16,

injection d’oligonucléotide pendant tr

mals traitées par

ols jours) on note

un effet général inattendu sur la peau. Il est identiqgque

par l’oligonucléotide (lot 2). La peau prend un aspect

a celul noté chez toutes les souris gul ont été traltées

viellli, fripé. On note aussi l’apparition de poils chez

toutes les sgourils traitées. Il existe

un parallélisme au

cours de 1l’évolution entre la régression des signes

cutanés et la reprise de la croissance

tumorale.

On constate donc gque l’oligonucléotide inhibe

Mgt

cellules endothéliales in vitro; Il possede d’autre part

le développement et la formation des néovalsseaux par les

une activité anti-tumorale in vivo remarquable chez la

souris nude.

Exemple 6:

Fvaluation de l’'oligonucléotide

antil-angiogénigue sur un modele de néovascularisation

cornéenne chez le rat

Sur la basgse des travaux d’'Amano et al.

(1998), 1le demandeur a repris, modifié et analysé un

modele de formation de néovalsseaux cornéens chez le rat

apres désépithélialisation et limbectomie (Figures 5A a

5J ). Il est reproductible, permet d'examiner directement

\

les néovalsseaux en lampe a fente et

de les quantifier,

les détails sont indigués ci-dessous. Ce modele a ensuite

dté utilisé pour tester l'efficaci:

angiogénigques de l’invention.

té d'agents anti-
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6.1 Animaux et modele de néovascularisation
cornéenne.

Des rats (Rattus norvegicus) Wistar méles
dgés de cing semaines (Charles River France, St-Aubin les
Elbeufs, France), exempts de germes pathogeénes
spécifiques sont nourris et abreuvés a volonté, et
maintenus, dans l’animalerie du laboratoire, dans des
conditions fixes de température et d’'humidité, avec des
cycles de 12 heures de lumiere / 12 heures d’obscurité.

Les rats sont anesthésiés avec un mélange de
kétamine (Kétamine 1000, UVA, Ivry-sur-Seine, France ;
128 mg/kg) et de chlorpromazine (Largactil 25 mg/ml;
Specia Rhéne Poulenc, Paris, France; 5 mg/kg), injecté
par voie intra-musculaire. Une goutte d’oxybuprocaine
(Novésine, Chibret, Clermont-Ferrand, France) est
instillée dans 1l’ceil droit. A 1l1l’aide d’un systeme
grossissant (macroscope Wild MPS 51 S, LEICA, Heerbrugg,
Suisse), 1l’épithélium cornéen est enlevé par une
« microsponge » imbibée d’éthanol & 70%. Une bande de
conjonctive de 1,5 mm de large, au limbe, est excisée a
l1’aide det ciseaux microchirurgicaux, et les paupiéres
sont fermées par une blépharorraphie temporaire a 1l’aide
d’'un £fil V:i.c:r:yl,‘r 5.0 (Dacron, Alcon, Ruell-Malmaison,
France). L’'eeil est ensuite rincé abondamment au PBS 1X,
une pommade oxytétracycline Posicyclinef Alcon, France)

est appliquée et la blépharorraphie est ouverte le

quatrieme jour (8, 9).

6.2 Traltement par injections sous-

conjonctivales et applications topligues de

1'oligonucléotide anti-angiogénique.

L.’ ensemble de rats a été divisé en 6

groupes

* Marque de commerce
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Groupe A : modele + injection sous-

conjonctivale d'une solution d'oligonucléotide antisens a

60 1M dans du PBS 1X,

Groupe B : modele + application topigue d'une

solution d'oligonucléotide antisens a 200 uM dans du PBS

1X,

Groupe C : modele + 1njection sous-

conjonctivale d'une solution d'oligonucléotide sens a 60

uM dans du PBS 1X,

Groupe D : modele + application topiligue d'une

solution d'oligonucléotide sens a 200 pM dans du PBS 1X,

Groupe E : modele + 1njection sous-

conjonctivale de PBS 1X,

Groupe F : modele sans trailtement).

£

Tous les rats ont été désépithélialisés comme

décrit ci-degsus ; le traltement a été effectué toutes

les 24 heures a partir du guatrieme jour, et jusgu’au

neuvieme -jour. La néovascularisation a été examinée en

début, milieu et fin de protocole, par examen en lampe a

fente ; des photographies ont été prises a J0 et J9.

6.3 Visualisation et qgquantification de la

néovagcularisation.

Les animaux ont été euthanasiés 10 Jjours apres la

désépithélialisation, par ilnjection létale de

pentobarbital (injection intra-péritonéale). Pour remplir

les micro-vaisseaux et quantifier la néovascularisation

cornéenne, la partie supérieure du corps de 1l’animal a

été perfusée avec de la Fluorescéine-Dextran 2x1 000 000.

rd

Les veux ont été énucléés et immergés dans du

paraformaldéhyde/PBS 1X 4% pendant 3 heures, puls une

nuit dans du PBS 1X. On a ensuilte 1solé la cornée avec

1 mm de limbe, sous microgscope opératolre, et on 1l'a mise
|9,
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\

a plat entre lame et lamelle grédce a 3 a 5 1ncisions

radiaires. Les cornées a plat ont ensuite été examinées

et photographiées en microscopile a fluorescence. Une fois

les cornées entieres reconstituées, on les a scannées

] S £ al ) -
puls on a mesure les surfaces par analyse d’image un.

logiciel (NIH image) permettant la guantification de la

néovascularisation. Pour chague photo, on a mesuré 3 fois

la surface cornéenne totale, et 3 fols la surface

néovascularisée ; le rapport des moyennes - surface

néovascularisée / surface cornéenne totale - nous permet

d’obtenir le « pourcentage de néovascularisation », et de

mesurer 1 'inhibition obtenue.

6.4 Analyse statistique
Les résultats sont exprimés en moyennes

-

SD.

p—
p—
—

ace néovascularisée/ surface

Les pourcentages de sur:

totale ont été comparés avec le test non paramétrigue de
Mann-Whitney. Les vwvaleurs de P<0,05 sont considérées

comme significatives.

6.5 Dilution de l'oligonucléotide
L’oligonucléotide est dilué dans du PBS 1X a

PH 7,2. En fonction des données de la littérature et des

expériences menées par allleurs avec d'autres
oligonucléotides, 11l a été choilsi dfutiliser wune

concentration de 60 uM pour les 1njectilions sous-

conjonctivales, et une concentration de 200 pM pour les

applications topigues.

6.6 Résgultats

Sur le modele de néovalsseaux cornéens, 11 a

été effectué un traltement avec 1l’oligonucléotides

5-TATCCGGAGGGCTCGCCATGCTGCT-3', identifié sous le numéro SEQ

- A

IQ0 No. 3 dans la liste de séguences en annexe, modifié
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sous forme phosphorothioate, par jour, de J4 a J9, selon

le protocole suivant

Groupe A : 1njectilion sous-conjonctivale de

l’'oligonucléotide antisens a 60 uM (AS 60)

Groupe B : application topiligue de

1'oligonucléotide antisens a 200 pM (AS 200)

Groupe C : injection sous-conjonctivale de

1l’oligonucléotide sens a 60 uM (S 60)

Groupe D : application topigue de
1’oligonucléotide sens a 200 uM (S 200)

Groupe E : 1njection sous-conjonctivale de

PBS 1X (PBS)
Groupe F : pas de traltement (O Tt)

Le dixieme jour du protocole, les rats ont

été perfusés avec une solution de FITC/Dextran, puils

euthanasiés, les cornées ont été prélevées et fixées dans

une solution de PAF 4%; ensuite les cornées ont été mises

\

a plat entre lame et lamelle dans une solution de

glvcérol; les néovaisseaux fluorescents ont été observés

fluorescence, les photos

et photographiés au microscope a

v

ont été scannées, et mesuré les pourcentages de

7

néovascularisation pour chague animal.

Les résultats observés sont présentés dans le

tableau 1 ci-dessous

Tableau 1
Groupe Groupe Groupe Groupe Groupe Groupe
AS 60 AS 200 S 60 S 200 PBS O Tt
0,9431
0,0964 | 0,0308 [ 0,0481 | 0,0751
mesures
SEM 0,0566 | 0,0303 [ 0,0249 [ 0,0089

L'analyse statistique des résultats par un

test non paramétrique de Mann-Whitney donne les résultats

suivants
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Les i1njections sous-cC

T

PCT/FR02/02067

onjonctivales d'ODN

antisens a 60 uyM (A) ont réduit la néovascularisation par

rapport aux groupes E et F témoins (résultats tres

significatifs, P<0,0001 et P=0,0011l) ; l'application

5 topigque de l’oligonucléotide antisens a une concentration

de 200 M (B) a réduit la néovascul

significatifs, P<0,0001).

\

arisation par rapport

aux groupes témoins E et F (résultats extrémement

Comparées a 1'administration sous —

10 conjonctivale de d’ODN sens a

l"application topigque d’ODN se

l'injection d'ODN antisens a 60 uM
200 uM

topigque d’ODN antisens a

-

60 uM (C) ou
ns a 200 uM (D),

(A) et l’application
(B) ont réduit la

néovascularisation. Ces résultats sont extrémement

15 significatifs P<0,0001. (Figures 4A

a 4F) .

L.’ inhibition de la néovascularisation n'’est

pas significativement différent

administre l’oligonucléotide anti

e, selon gue 1'’'on

sens par volie sous-

20 conjonctivale (60 uM) ou par voie topique (200 uM) ; elle

est d'environ 35% par rapports aux témoins (E et F).

L'injection sous-conjon

ctivale d’ODN sgsens a

60 uM (C) et l'application topique d’ODN sens a une

concentration de 200 uM (D) n'

ont pas modifié la

25 néovascularisation par rapport aux groupes témoins (E et

F). Par contre, on observe un petit effet de

l’oligonucléotide sens en application topigue (D) par

rapport a l’oligonucléotide sens

conjonctivales (C) (P=0,0117).

en 1injections sous-

30 Par aillleurs, on observe, dans les groupes

traités par l’antisens (A et B), un callbre et une

densité moindres des néovaisseaux. Leur répartition n’est

pas différente par rapport aux groupes témoins, et aucune
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différence de niveau d’'inflammation n’est observée

(Figure 4).

6.7 Bffets secondaires

Au cours des deux séries d’expériences, aucun

effet gsecondaire notable n'a été observé dans aucun

groupe : apres 6 jJours de traitement aux doses

mentionnées cli-dessus, la peau des rats n'étailit pas

fripée, le pelage ne s’est pas modifié, 1'état général

des animaux était bon ; 1ls se sont nourrils normalement

jusqu'au dernier Jour, et aucune mortalité suspecte n'a

V4 Z

&té observée. Bilien gu’il n’ailt été pratigué ni autopsie,

ni analyse sanguine, 1l’état général des animaux en fin

d’'expérimentation ne lailisse pas supposer 1l’existence de

troubles hépatigues. Le seul symptdme observé est un

dépdt blanchédtre transitoire, a l'endroit des injections

sous-conjonctivales, chez 60% des rats du groupe A, 60%
des rats du groupe C, et 10% des rats du groupe E. Ce
dépbdt s'est résorbé en fin d'expérimentation dans tous

les cas.

Cet exemple montre que, contrairement a ce

gu’on pouvailt attendre, les injections sous-

conjonctivales d’oligonucléotide antisens a une

concentration de 60uM n’ont pas plus inhibé 1la

néovascularisation gue 1’'administration topigue

d’oligonucléotide antisens a une concentration de 200uM.

Cecli peut s’expliquer en partie par la

différence des concentrations utilisdées ; mais ce

résultat suggere également une pénétration de

1’oligonucléotide par voie topigue plutdt gue par le

limbe. Il suggere également 1’absence de libération

prolongée du produlit a partir du site d’'injection.

6.8 Conclusion
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405 410 415
tet ggt tce cce age gat gge ggt tte ate tee tecg gat gag tat ggc 2317
Ser Gly Ser Pro Ser Asp Gly Gly Phe Ile Ser Ser Asp Glu Tyr Gly
420 425 430
tcec agt cce tge gat tte cgg agt tec tte cge agbt gtc act ccg gat 2365
Ser Ser Pro Cys Asp Phe Arg Ser Ser Phe Arg Ser Val Thr Pro Asp
435 440 445
tce ctg ggec cac acc cca cca gce cge ggt gag gag gag cta agce aac 2413
Ser Leu Gly His Thr Pro Pro Ala Arg Gly Glu Glu Glu Leu Ser Asn
450 455 460
tat atc tgc atg ggt ggc aag.ggg ccc tcc ace ctg acc gcece cec aac 2461
Tyr Ile Cys Met Gly Gly Lys @Qly Pro Ser Thr Leu Thr Ala Pro Asn
465 470 475 480
ggt cac tac att ttg tct cgg ggt ggc aat ggc cac cgc tgce acc cca 2509
Gly His Tyr Ile Leu Ser Arg Gly Gly Asn Gly His Arg Cys Thr Pro
485 490 495
gga aca ggc ttg ggc acg agt cca gcc ttg get ggg gat gaa gca gcc 2557
Gly Thr Gly Leu Gly Thr Ser Pro Ala Leu Ala Gly Asp Glu Ala Ala
500 505 510
agt gct gca gat ctg gat aat c¢gg ttc cga aag aga act cac tcg gca 2605
Ser Ala Ala Asp Leu Asp Asn Arg Phe Arg Lys Arg Thr His Ser Ala
515 520 525
ggc aca tce cct acc att acc cac cag aag acc ccg tcce cag tcece tea 2653
Gly Thr Ser Pro Thr Ile Thr His Gln Lys Thr Pro Ser Gln Ser Ser
530 535 540
gtg gct tcce att gag gag tac aca gag atg atg cct gece tac cca cca 2701
Val Ala Ser Ile Glu Glu Tyr Thr Glu Met Met Pro Ala Tyr Pro Pro
545 550 555 560
gga ggt ggc agt gga ggc cga ¢tg ccg gga cac agg cac tec gee ttce 2749
Gly Gly Gly Ser Gly Gly Arg Leu Pro Gly His Arg His Ser Ala Phe
565 570 575
gtg ccc acc cgce tce tac cca gag gag ggt ctg gaa atg cac ccc ttg 2797
Val Pro Thr Arg Ser Tyr Pro Glu Glu Gly Leu Glu Met His Pro Leu
580 585 590
dJag cgt C¢cgg ggg ggg cac cac cgc cca gac agc tceccec acc ctc cac acg 2845
Glu Arg Arg Gly Gly His His Arg Pro Asp Ser Ser Thr Leu His Thr
595 600 605
gat gat ggc tac atg ccc atg tcc cca ggg gtg gece cca gbtg ccc agt 2893
Asp Asp Gly Tyxr Met Pro Met Ser Pro Gly Val Ala Pro Val Pro Ser
610 615 620
ggc cga aag ggc agt gga gac tat atg ccc atg agce ccc aag agce gta 2941
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Ser

cag
Gln
645

ggc
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cat
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ctc
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cag
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Gly
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tac
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gtc
Val
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acc
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Arg
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999
Gly

cag
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CCC
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tat
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cCt
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cce
Pro

act
Thr
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cg9
Axrg
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11

Pro

atc
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650
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ctg
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CCC’
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Pro
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999
Gly
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tcc
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810

gag
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Pro
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Met
635
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tgg
Trp
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Ser
685
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ASn

cca
Pro

atg
Met

tgc
Cys

tac
Tyr
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gag
Glu
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Arg

agc
ser

ctt
Leu

gtg
val
845

ctg
Leu

cag
Gln
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Pro

ggc
Gly

670

agc
ser

999
Gly

gtg
vVal

aac
Asn

tac
Tyr
750

tca
Ser

gag
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ctt
Leu

gac
Asp

cca
Pro
830

gac
ASp

tce
sSer

cag
Gln

Ser

cag
Gln
655

tgc
Cys

aac
Asn

gta
val

gay
Glu

atg
Met
735

tac

ttg
Leu

ggt
Gly

ctc
Leu

agce
ser
815

cat
His

aca
Thr

ctg
Leu

cag
Gln
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vVal
640
aga 2989
Arg
tct 3037
Ser
gCcC 3085
Ala
ggg 3133
Gly
agc 3181
Sexr
720
tca 3229
sSer
ggc 3277
Gly
cca 3325
Pro
gcce 3373
Ala
tat 3421
Tyr
800
ctg 3469
Leu
ccc 3517
Pro
gct 3565
Ala
999 3613
Gly
cag 3661
Gln
880




cag
Gln

gtc
Val

gtg
val

cca
Pro

gac
ASp
945

gag
Glu

adg9g
Arg

cag
Gln

cct
Pro

gtg
Val

gca
Ala

gct
Ala

atg
Met

agt
Ser

cat
Hisg

dgc
Gly
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cag ccc ttg ctg cac cct cca gag ccc aag agce ccg ggg gaa tat 3709
Gln Pro Leu Leu His Pro Pro Glu Pro Lys Ser Pro Gly Glu Tyr
885 890 895
aat att gaa ttt ggg agt gat cag tect ggc tac ttg tct ggc ccg 3757
Asn Ile Glu Phe Gly Ser Asp Gln Ser Gly Tyr Leu Ser Gly Pro
900 905 910

gct ttc cac agc tca cct tet gte agg tgt cca tce cag cte cag 3805
Ala Phe His Ser Ser Pro Ser Val Arg Cys Pro Ser Gln Leu Gln

9185 S20 025
gct ccC aga gag gaa gag act ggc act gag gag tac atg aag atg 3853
Ala Pro Arg Glu Glu Glu Thr Gly Thr Giu Glu Tyr Met Lys Met
930 935 940
ctg ggg ccg ggc cgg agg gca gcc tgg cag gag agc act ggg gtc 3901
Leu Gly Pro Gly Arg Arg Ala Ala Trp Gln Glu Ser Thr Gly Val

950 955 960
atg ggc aga ctg ggc cct gca cct cece ggg get get age att tgc 3949
Met Gly Arg Leu Gly Pro Ala Pro Pro Gly Ala Ala Ser Ile Cys
965 970 975
cct acc cgg gca gtg ccc age age cgg ggt gac tac atg acc atg 3997
Pro Thr Arg Ala Val Pro Ser Ser Arg Gly Asp Tyr Met Thr Met
980 985 990

atg agt tgt ccc cgt cag agce tac gtg gac acc tcg cca gct gec 4045
Met Ser Cys Pro Arg Gln Ser Tyr Val Asp Thr Ser Pro Ala Ala

995 1000 1005
gta agc tat gct gac atg cga aca ggc att gect gca gag gag 4090
Val Ser Tyr Ala Asp Met Arg Thr Gly Ile Ala Ala Glu Glu
1010 1015 1020
agc ctg ccc agg gcc acc atg gct gect gec tee tceca tee tea 4135
Ser Leu Pro Arg Ala Thr Met Ala Ala Ala Ser Ser Ser Ser
1025 1030 1035
gce tet get tee ceg act ggg cct caa ggg gca gca gag ctg 4180
Ala Ser Ala Ser Pro Thr Gly Pro Gln Gly Ala Ala Glu Leu
1040 1045 1050
gce cac tcecg tee ctg ctg ggg ggce cca caa gga cct ggg ggc 4225
Ala His Ser Ser Leu Leu Gly Gly Pro Gln Gly Pro Gly Gly
1055 1060 1065
agc gcc tte acc cgg gtg aac ctc agt cct aac c¢cgc aac cag 4270
Ser Ala Phe Thr Arg Val Asn Leu Ser Pro Asn Arg Asn Gln
1070 1075 1080
gcc aaa gtg atc cgt gca gac cca caa ggg tge ¢gg cgg agg 4315
Ala Lys Val Ile Arg Ala Asp Pro Gln Gly Cys Arg Arg Axrg
1085 1090 1095
agc tcc gag act ttec tecec tca aca ccec agt gec acce cgg gtg 4360
Ser Ser Glu Thr Phe Ser Ser Thr Pro Ser Ala Thr Arg Val
1100 1105 1110
aac aca gtg ccc ttt gga gcg ggg gca gca gta ggg ggc ggt 4405
Asn Thr Val Pro Phe Gly Ala Gly Ala Ala Val Gly Gly Gly
1115 1120 1125
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gat
ASDp

agg
Arg

tgt
Cys

ctg
Leu

ccth
Pxro

ggc
Gly

agc
ser

13

gtg
vVal

cct
Pro

999
Gly

gat
AsSp

gaa
Glu

agc
sSer

gcc
Ala

aad

999
Gly

gct
Ala

ttg
Leu

CCg
Pro

ggt
Gly

tat
Tyr

cgcC
Arg
1140

gag
Glu
1155

gct
Ala
1170

gtc
val
1185

cag
Gln
1200

gag
Glu
1215

gcc
Ala

cac
His

cttC
Leu

999
Gly

aag
Ly'S

cct
Pro

agc
Ser

agc
Ser

agc
sSerxr

999
Gly

ggt
Gly

gac
Asp

CCC
Pro

agc
Ser

atc
Tle

tct
Ser

gga
Gly

ttg
Leu

ttc
Phe

cca
Pxro

tcc
Sexr

agt
Ser
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ggc ggt agc agc agc agc agce dag
Gly Gly Ser Ser Ser Ser Ser Glu
1130 1135
gct tece ttt gag aat gtg tgg ctg
Ala Ser Phe Glu Asn Val Trp Leu
1145 1150
gCcCc ccCc aag gag cca gcc aaa ctg
Ala Pro Lys Glu Pro Ala Lys Leu
1160 1165
gag aat ggt ctt aac tac ata gac
Glu Asn Gly Leu Asn Tyr Ile Asp
1175 1180
aaa cag tgc cct cag gag tgc acc
Lys Gln Cys Pro Gln Glu Cys Thr
1190 1195
CCC cca ccc cct cat caa ccc ctg
Pro Pro Pro Pro His Gln Pro Leu
1205 1210
acc cgc cgc tca agt gag gat tta
Thr Arg Arg Ser Ser Glu Asp Leu
1220 1225
ttec cag aag cag cca gag gac cgt
Phe Gln Lys Gln Pro Glu Asp Arg
1235 1240
gaatgaagac ctaaatgacc tcagcaaatc
aatatttcat gattcacaac taggacctca
atccatttca gtttgtttac tttatccaat
tctatattgt gccaagcgaa aaaaaaaaat
taaacttcat cttcaacctt aaggacttag
cgtgtcatga gagaatgggt ttactctcaa
tgaaactgtg tacgacaaag catcattgta
gtggagagag tattaaatat ttaacatagg
aaaatgtaac ttttcttaca gcacatcttt
ttctgttgta aagagtggag caaatgctta
tgatccttgt tttaagattg taattcagaa
tggttctcaa ttgtatagtt atatttgctg
tgagctgagt tccttataag aattaatctt
gccatgttaa ttaaactgaa gaaggatata
aaattggtaa ttgaatggaa gcaaaattat

cag
Gln

tag

ctcttctaac
tatcttccetce
cctcaggatt
gcactgtgac
ctggccacag
tgcattttca
aattatttca
ttttgattta
tttttggatg
aaacaaggct
aacataatat
atactatctc

aattttgtat

tttggctggg

aagaagagga

1230

tcatgggtac
atcagtagatc
tcattgactg
accagaataa
tgagctgatg
agatacattt
tacaaaactg
tatgtgtaat
tgggatggag
taaaagagta
aagaatcata
ttgtcatata
tttttcectgt
tgttttcaaa

aattaaagtc

ctcaactgga catcacagca

ccagactcta
ggtacgatgc
aactgcacgt
tgagtctgca
tgcccaccac
catctgcetgce
tLtcacgttgg
tttttaaatg
gtatacaatg
gaatagggta
gtgccataga
aacctgatgt
aagacaatag
tgtcagctta

ttccattgca
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tgtattgtaa acagaaggag atgggtgatt ccttcaattc aaaagctctce tttggaatga 5730

acaatgtggg cgtttgtaaa ttctggaaat gtctttctat tcataataaa ctagatactg 57390

ttgatctttt 5800

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

29
1242
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29
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1
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Revendications

1. Utilisation d'une composition pharmaceutique comprenant a titre d'agent actif
une molécule d'acide nucléique qui consiste en la séquence SEQ ID NO: 3 ou un
fragment de ladite s€équence comprenant au moins douze nucléotides contigus et un
veéhicule pharmaceutiquement acceptable pour le traitement de pathologies li€es a

I'angiogenese.

2. Utilisation d'une molécule d'acide nucléique qui consiste en la séquence SEQ ID
NO: 3 ou un fragment de ladite séquence comprenant au moins douze nucléotides
contigus a titre d'agent actif et un véhicule pharmaceutiquement acceptable pour le

traitement de pathologies liées a I'angiogenese.

3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, dans laquelle I'agent actif est associé
avec un véhicule pharmaceutiquement acceptable choisi parmi les suspensions

aqueuses, les solutions salines isotoniques et les solutions stériles injectables.

4. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, caractérisée en ce
que la composition se présente sous une forme adaptée a une administration par voie

sous-cutanée, intramusculaire, intraveineuse ou transdermique.

S. Utilisation selon l'une quelconque des revendications 1 a 4, caractéris€e en ce

que la composition comprend de 0,001 mg a 50 mg d'agent actif.

6. Utilisation selon 1'une quelconque des revendications 1 a 5, pour le traitement

des maladies de I'ceil liées a 1a néovascularisation.

7. Utilisation selon 1'une quelconque des revendications 1 & 5, pour le traitement de

la néovascularisation cornéenne.

8. Utilisation selon l'une quelconque des revendications 1 a S, pour le traitement

des rétinopathies.
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9. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 & 5, pour le traitement de

la rétinopathie diabétique.

10.  Utilisation selon l'une quelconque des revendications 1 a §, pour le traitement de

la dégénérescence maculaire liée a I'age (DMLA).

11.  Utilisation selon l'une quelconque des revendications 1 a §, pour le traitement du

psoriasis.

12.  Utilisation selon l'une quelconque des revendications 1 a 5, pour le traitement de

la superproduction tissulaire due a la cicatrisation.

13.  Utilisation selon l'une quelconque des revendications 1 & S, pour le traitement

des tumeurs.
14.  Molécule d'acide nucléique qui consiste en la SEQ 1D NO: 3.

15. Molécule d'acide nucléique selon la revendication 14, pour une utilisation

comme médicament pour le traitement de pathologies liées a I'angiogenése.

16. Composition pharmaceutique comprenant a titre d'agent actit une molécule
d'acide nucléique selon la revendication 14 et un véhicule pharmaceutiquement

acceptable.

17.  Composition pharmaceutique qui inhibe I’angiogenése comprenant a titre
d'agent actif une molécule d'acide nucléique qui consiste en la séquence SEQ 1D NO: 3
ou un fragment de ladite séquence comprenant au moins douze nucléotides contigus

choisis parmi SEQ ID NO : 6 a 23 et un véhicule pharmaceutiquement acceptable.
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vs: cellules non stimulées avec le bEGF
s » cellules stimulées avec le bFGF

Revelation avec anticorps anti-phosphotyrosine

Fig.2
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