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Spectroscopie UV-visible de réflexion diffuse
Diéthyléne triamine penta acide
1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl) carbodiimide
Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay

Ecole Nationale Supérieure des Industries Chimiques
Enhanced Permeability and Retention

Especes Réactives de 'Oxygene

Ethanol
3,7-Dihydro-6-[4-[2-[N’-(5-fluorescéinyl)thiouréido]
éthoxy]phényl]-2-méthylimidazo[1,2-a]pyrazin-3-one
Fluorescéine isothiocyanate
Fluorénylméthyloxycarbonyle

Hexafluorophosphate de O-benzotriazole-N,N,N’,N'-
tétraméthyluronium

Highest Occupied Molecular Orbital

Dérivés de I'hématoporphyrine
3’-p-(hydroxyphényl) fluorescéine
Chromatographies Liquide Haute Performance
Microscopie électronique a transmission haute résolution
Human Umbilical Vascular Endothelial Cells

Intensité de fluorescence

Intraveineux

Conversion interne

Intervalle Drogue Lumiere

Imagerie de Résonance Magnétique

Croisement intersysteme

Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation
Chromatographie Liquide couplée a la Spectrométrie de Masse
Laboratoire de Chimie Physique des Macromolécules
Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles

Leucine

Laboratoire de Physico-chimie des Matériaux Luminescents
Laboratoire des Réactions et Génie des Procédés

Lowest Unoccupied Molecular Orbital

Bleu de méthylene

Microscopie Electronique a Balayage

Matrice extracellulaire

Méthanol

Microscopie Electronique a Transmission
Métalloprotéinases Matricielles
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MSN
MT-MMPs
MTT

NHS
NMM
NMP
NOESY
NPs

NRP
OMS
P1COOH
Pbf

PDT
PEG

PFP

pH

PMB
PpIX
Ppm

Pro

PS

PTFE
p-TSH

Q
Q-COOH
Q-COOMe

RBITC
RGD
RMN
RNO
RPE
rpm
RSR
RT-PCR
RV
SEMA3A
SOSG
SPPS

T1

T2
TBNS
tBu
TCSPC

Mesoporous Silica Nanoparticles

MMPs associées a la membrane

Bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl
tétrazolium

N-hydroxysuccinimide

N-méthylmorpholine

N-méthylpyrrolidone

Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY
Nanoparticules

Neuropiline

Organisation Mondiale de la Santé
5-(4-carboxyphényl)-10,15,20-triphénylporphyrine
2,2,4,6,7-pentaméthyldihydro benzofuran-5-sulfonyle
Thérapie Photodynamique

Polyéthyleneglycol

Pentafluorophénol

Potentiel hydrogene

Photodynamic Molecular Beacon

Protoporphyrine IX

Parties par million

Proline

Photosensibilisateur

Polytétrafluoroéthylene
para-Toluénesulfonhydrazide

Quencher

Quencher caroténoide acide, 7’-Apo-7’-(4-carboxy)-B-carotene
Quencher caroténoide ester méthylique, 7’-Apo-7’-(4-
carbométhoxyphenyl)-f-carotene

Rhodamine B isothiocyanate

Peptide arginine-glycine-acide aspartique
Résonance Magnétique Nucléaire

N,N diméthyl-4-nitrosoaniline

Résonance Paramagnétique Electronique
Rotations par minute

Recherche Socialement Responsable

Real Time Polymerase Chain Reaction

Relaxation Vibrationnelle

Sémaphorine 3A

Singlet Oxygen Sensor Green

Solid Phase Peptide Synthesis

Relaxation longitudinale

Relaxation transversale

Tribenzéne sulfonique

tertio-butyle

Time Correlated Single Photo Counting
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TEOS
TFA
TFE
TGA
Thr

TK
TOCSY
TPC
TPP
Trp
u-PA
uv
VEGF
VEGFR
VPF
VTP

Tétraéthoxysilane

Acide trifluoroacétique

Trifluoroéthanol

Thermogravimétrie

Thréonine

Tyrosine Kinase

TOtal Correlation SpectroscopY
5-(4-carboxyphényl)-10,15,20-triphénylchlorine
Tétraphénylporphyrine

Tryptophane

Activateur du plasminogene de type urokinase
Ultraviolet

Vascular Endothelial Growth Factor

Vascular Endothelial Growth Factor Receptor
Vascular Permeability Factor

Vascular Targeted Photodynamic Therapy
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« Il faut savoir s'instruire dans la gaité. Le savoir triste est un

savoir mort. L'intelligence est joie »

Voltaire

« La science ne consiste pas seulement a savoir ce qu’'on doit
ou peut faire mais aussi a savoir ce qu’on pourrait faire quand

méme bien on ne doit pas le faire »

Umberto Eco
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Introduction géneérale
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Introduction générale

La thérapie photodynamique (PDT) peut étre proposée comme stratégie
thérapeutique anticancéreuse locorégionale a visée curative ou palliative basée sur
l'interaction entre la lumiere, un photosensibilisateur et 'oxygene. Apres irradiation
lumineuse du tissu néoplasique a traiter, le photosensibilisateur présent est excité
électroniquement et in fine passe a un état triplet susceptible d’engendrer des
réactions de photo-oxydation conduisant a la formation d’especes réactives de

I'oxygene (EROs). L’oxygene singulet (*O,) est classiquement décrit comme étant

'acteur principal responsable des réactions cytotoxiques. L’intérét croissant pour la
PDT est en partie dii a sa sélectivité : seuls les tissus qui ont simultanément incorporé
le photosensibilisateur et qui sont exposés a la lumiere sont sujets aux réactions
cytotoxiques générées par ce traitement. Malgré cet aspect attractif, le nombre de
photosensibilisateurs disponibles cliniquement reste tres limité. Une conception
rationnelle de photosensibilisateurs adaptés aux applications thérapeutiques passe
nécessairement par un effort soutenu d’élaboration de nouveaux composés et
I'étude de leurs propriétés physico-chimiques, toxicologiques, photophysiques et
biologiques.

Une stratégie prometteuse a ce jour est la VIP (Vascular Targeted PDT). Il ne
s’agit pas d’avoir un effet de mort directe des cellules néoplasiques, mais d’éradiquer
la tumeur en visant ses vaisseaux sanguins nourriciers. La potentialisation des effets
vasculaires de la PDT peut étre envisagée en détruisant les vaisseaux sanguins de
phénotype angiogénique. Notre approche consiste a cibler I'endothélium vasculaire
en couplant le photosensibilisateur avec des peptides ligands spécifiques de
récepteurs transmembranaires fortement impliqués dans la vascularisation tumorale
(un co-récepteur du VEGEF, la neuropiline-1). Des travaux antérieurs de 1'équipe dans

laquelle j'ai effectué ma these ont montré qu'un photosensibilisateur couplé a un
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heptapeptide ligand reconnaissait effectivement neuropiline-1, mais avec une affinité
diminuée par rapport au peptide seul. Une amélioration de Ilincorporation
intracellulaire et une meilleure activité photodynamique de la molécule
photoactivable conjuguée ont été démontrées sur des cellules endothéliales
surexprimant NRP-1. Chez des souris porteuses d'un gliome malin humain, l’agent
photosensibilisant couplé s’accumule au niveau de 1'endothélium tumoral et induit,
apres traitement, un retard de croissance tumorale statistiquement significatif.
Néanmoins, des améliorations peuvent et doivent étre apportées a cette stratégie
pour réduire les phénomenes non spécifiques résultant d'une part, du caractere
hydrophobe et agrégé du conjugué rendu moins affin pour sa cible et d’autre part,

d’une capture importante par le systeme réticulo-endothélial.

Une solution pour pallier ces facteurs limitant est d’utiliser une nanoplate-
forme multifonctionnelle, permettant le couplage de photosensibilisateurs et de

peptides d’adressage. Ceci a fait I’objet de mon projet de these.

L’élaboration de nouveaux composés pour des applications en thérapie
photodynamique nécessite un travail interdiciplinaire car il s’agit d'un mode de
traitement des cancers faisant intervenir une molécule (chimie) qui, sous l'action de
la lumiere (photophysique), va réagir avec l'oxygene présent dans les tissus pour
former de 1'oxygene singulet et d’autres especes réactives de I’oxygene conduisant a

la destruction des tissus cancéreux (biologie).

J'ai effectué ma these principalement au Laboratoire de Réactions et Génie des
Procédés, LRGP, UPR 3349 CNRS dans l'équipe Bioprocédés — Biomolécules, sous la
direction du Dr Céline Frochot mais de fagon plus large, au sein d’une équipe
pluridisciplinaire, appelée «équipe PDT », composée de trois laboratoires

nancéiens :
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* le Laboratoire des Réactions et Génie des Procédés, LRGP, UPR 3349,
(Dr Céline Frochot, directrice de these) pour la synthese des
photosensibilisateurs, 1'adressage des nanoparticules et 1étude
photophysique,

* le Laboratoire de Chimie-Physique des Macromolécules, LCPM,
UMR 7568 (Dr Régis Vanderesse) pour la synthese des peptides,

* le Centre de Recherches en Automatique de Nancy, CRAN, UMR 7039
pour la part située sur le site du Centre Alexis Vautrin (CAV) (Dr Muriel

Barberi-Heyob, co-directrice de these) pour la partie biologie.

Le présent travail a été réalisé en étroite collaboration avec un quatrieme
laboratoire spécialiste dans les nanomatériaux qui est le Laboratoire de Physico-
Chimie des Matériaux Luminescents, LPCML, UMR 5620, dirigé par le Pr Olivier
Tillement, pour la synthese des nanoparticules.

Les Tableau 1 et

Tableau 2, a la fin de cette introduction, présentent les personnes ayant participé
a ce travail de these interdisciplinaire.

Dans le but d’améliorer le ciblage des néovaisseaux par des
photosensibilisateurs adressés, mon sujet de these a donc consisté a étudier la
potentialité de 1’adressage de nanoparticules hybrides, fonctionnalisées par des
peptides, pour une thérapie photodynamique antivasculaire. Au-dela du
phénomene de mode qui accompagne les recherches concernant les nanotechnologies
dans les différentes thématiques scientifiques ces dix dernieres années, les
nanoparticules possédent des caractéristiques particulieres trés intéressantes et

prometteuses que nous discuterons au cours ce manuscrit.

Dans un premier chapitre, je tenterai de donner au lecteur une vue globale de la

problématique du cancer, en insistant sur le processus de I’angiogenese tumorale. Ce
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premier chapitre sera consacré aussi a la définition de la thérapie photodynamique
(PDT), ainsi qu’aux mécanismes photophysiques et aux récents développements de
la PDT. Deux revues (Bechet, Couleaud et al., Trends in Biotechnology, 2008 et
Couleaud et al., Nanoscale, 2010, en fascicule annexe), sur l'utilisation des
nanoparticules en PDT et les applications des nanoparticules de silice en PDT

permettront de conclure ce chapitre.

Le second chapitre exposera la synthese, I'étude photophysique et biologique
de nanoparticules de diametre hydrodynamique de I’ordre de 10 a 15 nm, composées
d'un cceur d’oxyde de gadolinium (permettant une détection par imagerie de
résonance magnétique, IRM), d'une couche de polysiloxane encapsulant de fagon
covalente un photosensibilisateur (pour des applications en PDT), de surfactants
hydrophiles (pour assurer la furtivité des nanoparticules) et fonctionnalisées par le
peptide ATWLPPR ciblant un co-récepteur au récepteur au VEGF, neuropiline-1. Ce
chapitre, qui représente « en temps » la partie la plus importante de mon travail de
recherche, est la preuve de la faisabilit¢ de l’élaboration d’une nanoparticule
multifonctionnelle pour la PDT antivasculaire, guidée par IRM. Il a conduit a une

publication expérimentale (Couleaud, Bechet et al., Nanomedicine, 2011).

Le troisieme chapitre portera sur la stratégie envisagée pour élaborer une
«nanoparticule » idéale pour la PDT guidée par IRM. Je présenterai comment
optimiser la composition des nanoparticules pour favoriser a la fois, 'efficacité
photodynamique, le ciblage du récepteur et la qualité du signal IRM. Cette étude
débouche sur la mise en place d'un plan d’expériences permettant de définir la ou les
combinaison(s) de parametres constitutifs de la nanoparticule qui lui assure(nt) les
meilleurs résultats concernant ses trois fonctionnalités que sont le ciblage, la PDT et

le diagnostic IRM.
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Enfin, un quatrieme chapitre sera consacré a 1'oxygéne singulet. Cette espéce
réactive de 1'oxygene est I'un des principaux acteurs dans le processus cytotoxique
de la PDT. Je decrira, en détail, les processus de production d’oxygene singulet par
voie photonique ainsi que les différents moyens de détection et de mesure. Nos
travaux relatifs a ces mesures, en collaboration avec différents laboratoires francais
seront résumés et les publications incluses en annexe (Brevet et al.,, Chemical
Communications, 2009 ; Hocine et al., International Journal of Pharmaceutics, 2010 ;
Achelle et al., European Journal of Organic Chemistry, sous presse; Ringot et al.,
Biomacromolecules, sous presse). Enfin, je décrirai brievement une stratégie
relativement nouvelle en PDT pour produire de 'oxygene singulet sélectivement au
niveau tumoral, utilisant des l'activité ensymatique d’enzymes, surexprimées lors du
processus angiogénique. Une revue bibliographique sera incluse (Verhille et al.,
Current Medicinal Chemistry, 2010) et I’étude préliminaire, a laquelle j'ai participé, sera

décrite.

La conclusion générale de ce travail mettra 1’accent sur les principaux résultats
en ouvrant sur des perspectives dont certaines sont déja explorées dans I'équipe PDT
et les laboratoires associés. Enfin, une discussion sur l'utilisation de nanoparticules a
grande échelle viendra conclure ce travail afin de recentrer le travail de recherche
dans le cadre social auquel il appartient (travail en cours au LRGP en coopération

avec d’autres partenaires).
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* Tableau 1: Collaborations au sein de 1’ « équipe PDT » a Nancy.
Laboratoire Thésards et permanents Action Publications
Synthese de R
Céline Frochot (D.R.) photosensibilisateurs. evies:
i . Bechet, Couleaud et al.,
Jean-Claude André (D.R.) Etudes photophysiques. ,
LRGP . 2008, Trends in
UPR 3349 Philippe Arnoux (LE.) Adressage des Bistechnol
Marc Verhille (Thésard) nanoparticules. forecitorogy.
. , . Verhille et al., 2010, Current
Aymeric Seve (Thésard) Recherche socialement o i
Medicinal Chemistry.
responsable.
LCPM Régis Vanderesse (C.R.) . L L
, Syntheses peptidiques Publications :
UMR 7568 | Ezatul Kamarulzaman (Thésarde)
Couleaud, Bechet et al.,
Muriel Barberi-Heyob (C.R.) o
2011, Nanomedicine.
Denise Bechet (Thésarde)
CRAN-CAV Couleaud et al., 2010,
Marlene Pernot (Thésarde) Etudes biologiques . . . .
UMR 7039 Giornale Italiano di Medicina
Hamanou Benachour (Post- .
del Lavoro ed Ergonomia.
doctorant)
* Tableau 2 : Collaborations extérieures.
Laboratoire Thésards et permanents Action Publications
Olivier Tillement (Pr.)
LPCML Stéphane Roux (Pr.) ANR PCV Nano-
UMR 5620 Frangois Lux (MdC) VTP (2008-2011) Couleaud, Bechet et al., 2011,
(Lyon) Anne-Charlotte Faure (Thésarde) Syntheses des Nanomedicine.
on
y Maxime Saint-Jean (A. I.) nanoparticules
) Elaboration et étude
LCSN Pierre Krausz (Pr) L i
) antimicrobienne de ) .
EA 1069 Vincent Sol (MdC) . Ringot et al., soumise.
) . , fibres de coton
(Limoges) Cyril Ringot (Thésard) .
couplées a des PS
Revue :
) , Couleaud et al., 2010,
Elaboration et étude
) i Nanoscale.
CMOS o biologique de L
Jean-Olivier Durand (Pr) . Publications :
UMR 5253 ) nanoparticules de )
. David Brevet (Post-doctorant) . , Brevet et al., 2008, Chemical
(Montpellier) silice mésoporeuse ..
, Communications.
glycosylées . )
Hocine et al., 2010, International
Journal of Pharmaceutics.
Elaboration et études
UMR 176 - . biologiques de Achelle et al., sous presse,
. . Philippe Maillard (Pr) o i
Institut Curie . , photosensibilisateurs European Journal of Organic
) Sylvain Achelle (Thésard) , .
(Paris) glycosylés absorbant Chemistry.

en biphoton

32




Chapitre I :

Contexte genéral de 1'étude
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Chapitre I : Contexte géneral de I'étude

I. Le cancer et le développement tumoral

Le cancer est une cause majeure de déces dans le monde a l'origine de 7,4
millions de déces en 2004, soit 13% de la mortalité mondiale. A titre d’information,
voici dans la Figure 1, une donnée de 1'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) de

2008 sur la mortalité due au cancer dans le monde.

<793 <1417 [ <2040 [ <2663 M <3287

GLOBOCAN 2008 (IARC) - 268 2010

Figure 1 : Mortalité imputée au cancer. Unité exprimée pour 100 000 habitants (données OMS 2008).
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I.1.  Le processus de cancérisation

I.1.1. Bref historique du concept de cancer

Le mot cancer est un mot latin venant du mot grec karkinos qui signifie crabe. Le
premier document faisant référence au cancer est le Papyrus Ebers' (du nom de son
traducteur, 1'allemand Georg Moritz Ebers en 1875) et qui aurait été rédigé entre le
XVIeme et e XIVeme siecle avant notre ere et qui montre que le cancer était déja connu

des Egyptiens.

Figure 2 : Papyrus Ebers

Le papyrus présenté dans la Figure 2 montre que le cancer était connu des
Egyptiens. Le papyrus Ebers est écrit en égyptien hiératique et représente la plus
volumineuse compilation de connaissances médicales de cette époque connues a ce
jour. Le parchemin de 110 pages, long de 20 metres, décrit plus de 700 formules
magiques et remedes. Il contient d'innombrables incantations ayant pour but de
détourner les démons qui causent les maladies, mais il démontre aussi une longue
tradition de connaissances empiriques et d'observations. Concernant le cancer, on
peut y lire : « face a une tumeur contre le dieu Xenus...tu ne feras rien contre ¢a ». Le
seul traitement disponible a cette époque était la cautérisation. Les Egyptiens étaient
cependant capables de faire la différence entre une tumeur bénigne et une tumeur

maligne.
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Il faut attendre le IVé™e siecle avant Jésus-Christ pour qu'Hippocrate donne la
premiere définition de ce mal. Il le nomme « carcinome » ou « squirre », que le latin
traduira en cancer en raison de l'aspect de sa propagation, ressemblant a des pattes
de crabe. Hippocrate le définit comme une tumeur dure, non inflammatoire, ayant
tendance a la récidive et a la généralisation, amenant une issue fatale.

Le mot cancer prend a la fin du XVé™e siecle en francais le sens de tumeur
maligne (on trouve aussi cancre ou chancre). Ce nouveau sens est justifié par Henri
de Mondeville (1260-1320) puis par Ambroise Paré (1509-1590) par l'aspect d’une
masse centrale d’ou rayonnent des veines gonflées ou des ramifications, comme des
pattes, par 'adhérence de la tumeur qui s’accroche aux tissus voisins comme avec
des pinces ; au début du XIX®me siecle, Récamier fera en outre remarquer que le

cancer, comme le crabe ou I'écrevisse, reconstitue un fragment de chair arraché.

1.1.2. Description du développement tumoral

D’un point de vue métabolique, le cancer correspond a la multiplication
anarchique de certaines cellules normales de l'organisme qui échappent aux
mécanismes normaux de différenciation et de régulation de leur multiplication. En
outre, ces cellules sont capables d’envahir le tissu normal avoisinant, en le détruisant,
puis de migrer a distance pour former des métastases.

Dans le paragraphe suivant, nous nous attacherons a définir et expliciter les
phases métaboliques indispensables au développement tumoral. Il ne s’agit pas de
rentrer dans une définition exhaustive du processus de cancérisation, mais plutdt
d’insister sur certains points clefs qui seront autant de leviers pour améliorer ou
imaginer des thérapies anti-tumorales.

L’apparition de cellules cancéreuses, appelée carcinogenese, est un processus
séquentiel qui fait intervenir l'accumulation progressive de mutations génétiques,

apres exposition a un (des) carcinogene(s) endogene(s) ou exogene(s), d’origine
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chimique, physique ou virale, conduisant a 1’activation de certains oncogenes et/ou
I'inactivation de certains genes suppresseurs de tumeurs (étapes d’initiation et de
promotion du cancer)’. En parallele a ces changements génétiques, les cellules
cancéreuses induisent des changements profonds dans le tissu voisin normal (étape
de progression). A ce stade, le cancer est infraclinique : c’est une masse de cellules
qui survit dans I’organisme ; 'environnement des cellules cancéreuses, appelé stroma
tumoral, est dit non coopératif: il ne fournit pas aux cellules cancéreuses les
nutriments qu'un plus important développement requerrait. Cette phase est critique
dans le développement clinique du cancer : si le stroma reste non-permissif, le cancer
n’évolue pas ou tres lentement. Cependant, si le développement tumoral se poursuit,

la tumeur entre dans un état dit d’hypoxie et intervient I’angiogenese tumorale®*.

I.2.  L’angiogenése tumorale

[.2.1. Définition de I'angiogenese

L'angiogenese est définie comme la formation de nouveaux vaisseaux a partir
d'un réseau vasculaire préexistant. Elle intervient au cours du développement
embryonnaire, et joue ensuite un role fondamental chez I’enfant et I’adulte, dans les
fonctions reproductrices (régénération de 1'utérus, formation du corps jaune et du
placenta)’, la réparation tissulaire (cicatrisation), 1'ossification endochondrale®, la
reperméabilisation des thromboses, ou encore 1'adaptation musculaire a 1'exercice
physique’. C'est un mécanisme indispensable et hautement régulé dans des
conditions physiologiques®. Lorsquun dysfonctionnement des mécanismes du
contrdle de I'angiogenese survient, elle peut étre impliquée dans le développement et
la progression de maladies variées, notamment inflammatoires, comme les
rétinopathies diabétiques, la dégénérescence maculaire liée a 1'age (DMLA), les

hémangiomes, le sarcome de Kaposi, les glaucomes, l'arthrite rhumatoide,
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I'athérosclérose, le psoriasis, l'obésité, le cancer’, et probablement la maladie
d’Alzheimer™.

Malgré l'abondance de facteurs pro-angiogéniques dans différents tissus, le
taux de renouvellement chez un adulte non malade des cellules endothéliales,
cellules qui tapissent les vaisseaux sanguins, est relativement faible (de I'ordre de
1000 jours). Les cellules endothéliales sont maintenues dans un état de quiescence
par la présence concomitante de facteurs anti-angiogéniques endogenes. De plus,
inducteurs et inhibiteurs coexistent souvent dans les tissus présentant une
angiogenese conséquente. Ceci a conduit a 1'hypothese qu’il existe un équilibre
naturel entre facteurs pro- et anti-angiogéniques et que le processus d’angiogenese

résulte d'un déséquilibre entre ces facteurs.

[.2.2. Mécanisme de l'angiogenése tumorale

L’angiogenese peut se faire par bourgeonnement ou par intussusception
(élargissement et séparation de vaisseaux déja formés)!'. Nous détaillerons ici
’angiogenese par bourgeonnement, qui est la plus largement répandue.

Il s’agit d'un processus complexe faisant intervenir deux types tissulaires, la
tumeur et le réseau vasculaire, qui interagissent pour former des néovaisseaux. Les
cellules endothéliales capillaires'? sont les principaux acteurs de ce mécanisme, mais
d’autres composants des vaisseaux tels que les péricytes ou la matrice extracellulaire
(MEC) interviennent également®s.

Au début de la prolifération tumorale, la tumeur, d'une taille inférieure a 1 ou
2 mm?, est indépendante de l'angiogenese et I'apport de 'oxygene et des nutriments
aux cellules tumorales est assuré par diffusion simple®. On parle de phase dormante
ou avasculaire. Sous l'effet de l'accumulation des altérations génétiques, la
prolifération des cellules tumorales devient plus active. La croissance tumorale

ralentit, du fait d’un équilibre entre prolifération cellulaire et mortalité cellulaire.
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Lorsque la tumeur grossit au-dela des limites de diffusion simple de l'oxygene, un
état hypoxique intratumoral est généré. Dans les tissus, on estime que la limite de
diffusion de I'oxygene correspond a une distance de 100-150 um entre le capillaire et
les cellules, ce qui correspond a environ 3-5 couches de cellules autour d"un vaisseau.
Les carcinomes in situ peuvent rester a I’état dormant pendant plusieurs années, mais
ils peuvent aussi acquérir ensuite un phénotype angiogénique. Ce « switch »
angiogénique résulte de la rupture de l'équilibre préexistant entre facteurs anti-
angiogéniques et pro-angiogéniques, en faveur de ces derniers déclenchant
I'angiogenese tumorale'.

L'angiogenese va permettre la croissance de la tumeur en fournissant I'oxygene
et les nutriments nécessaires a sa prolifération, en sécrétant des facteurs qui, a leurs
tours, stimulent la croissance des cellules cancéreuses®. Les étapes de ce processus
sont résumées dans la Figure 3. La premiere étape est 1'étape d’initiation, qui est le
signal donné par les cellules tumorales de leur état d’hypoxie. Le role du VEGF est ici
fondamental car il est le facteur de croissance sécrété le plus important dans cette
étape d’initiation. C’est lui qui vient activer les cellules endothéliales qui vont ensuite
poursuivre le processus angiogénique. La deuxieme étape est la dégradation de la
membrane basale. Ces dégradations sont assurées par différentes protéines comme
les métalloprotéinases matricielles (MMPs) ou 1'urokinase plasminogen activator (u-PA)
et la t-PA (tissue plasminogen activator). Durant la migration, les bourgeons
poursuivent leur migration en s’allongeant vers la source du stimulus angiogénique
(effet chimiotactique). Ils sont guidés par les péricytes. Cette étape nécessite la
destruction de la matrice extracellulaire. Le plasminogene est la principale protéine
plasmatique extravasée dans le milieu périvasculaire. Elle est transformée en
plasmine sous l'action des activateurs tissulaires u-PA & t-PA. La plasmine ensuite
active les MMP secrétées par les cellules endothéliales situées a l'extrémité du
bourgeon. Plasmine & MMP (principalement 9 et 2) dégradent les protéines de la

MEC. Les étapes 3 et 4 sont des étapes de migration et de prolifération des cellules
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endothéliales qui vont former les nouveaux vaisseaux sanguins vers la tumeur.

Enfin, une derniere étape dite de remodelage vasculaire permet de finaliser la

formation du nouveau vaisseau comportant cellules endothéliales et membrane

basale?’s.

Etapel :
Initiation

Etape2 :
Dégradation de
la membrane
basale

Etape3 :
Migration des
cellules
endothéliales

Etape4 :
Prolifération des
cellules
endothéliales

Etape5 :
Remodelage
vasculaire

Sécrétion de facteurs pro-angiogéniques (VEGF, bFGF)
par les cellules tumorales et les macrophages, induite par

I’hypoxie ou I’acidose, notamment

Lame basale

Péricytes

= — e

Cellules endothéliales

fp
e =
| |l

Roéle des MMP,
u-PA, t-PA

Role des MMP,
u-PA, t-PA,
VEGEF et
VEGFRs

Role du VEGF
et VEGFRs

Role du PDGF,
TGFB, Ang-1 et
Tie 2

Figure 3 : Etapes de l’angiogenése tumorale. 1 : Activation des cellules endothéliales par le VEGF sécrété par

les cellules tumorales. 2 : Détachement des péricytes et dégradation de la membrane basale. 3 : Migration des

cellules endothéliales vers la tumeur. 4 : Prolifération des cellules endothéliales. 5 : Formation de

néovaisseaux, recrutement des composants de la paroi vasculaire par les cellules endothéliales (tirée de la

thése de Loraine Tirand, 2003-2007%5).

Les mécanismes cellulaires et moléculaires du processus angiogénique sont

induits par ’action coordonnée de facteurs pro-angiogéniques. Parmi les régulateurs

clés de I'angiogenese figurent, les Vascular Endothelial Growth Factors (VEGF) et leurs

récepteurs, les Fibroblast Growth Factors (FGF) et leurs récepteurs, les angiopoiétines,

Tie-1, Tie-2, les métalloprotéinases (MMPs) et leurs inhibiteurs et les activateurs du

plasminogene. Des régulateurs négatifs endogénes comme la thrombospondine,

I'angiostatine, 1’endostatine, et le facteur plaquettaire-4 ont été rapportés. Les

41



intégrines jouent aussi un role considérable dans ce processus, en contrdlant
I’adhésion et la migration des cellules endothéliales grace aux interactions avec la

matrice extracellulaire.

Endothelial —
Cell

,l—:lerﬁ(iak_ .
S -, P
P Factors 2

Figure 4 : Les principaux acteurs de 1'angiogenése tumorale.

Dans la Figure 4, les principales molécules intervenant dans l’angiogenese a
différents stades sont entourées. Nous allons détailler ci-apres leur role et leur
potentiel comme cibles thérapeutiques anticancéreuses. Nous nous intéresserons, au
cours de cette these, plus particulierement au VEGF et ses récepteurs exprimés a la

surface des cellules endothéliales de phénotype angiogénique ainsi qu’aux MMPs.

I.3.  Les facteurs angiogéniques

1.3.1. Le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

I.3.1.a.  Définition
Le VEGEF est également connu sous le nom de VPF (Vascular Permeability Factor)
ou vasculotropine. En effet, Senger et al. en 1983, furent les premiers a en présenter la
capacité d’induction de la perméabilisation vasculaire, et appelerent cette molécule
alors non identifiée « tumor vascular permeability factor »'°. En 1989, Ferrara et Henzel

rapporterent 1'isolation d’un mitogene spécifique des cellules endothéliales, qu’ils
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appelerent « vascular endothelial growth factor »V. Cette méme année, il fut démontré
que le VEGF et le VPF étaient en fait la méme molécule! .

Le VEGF est synthétisé par les cellules tumorales, mais également par les
cellules endothéliales, les macrophages, les lymphocytes T, les cellules musculaires
lisses, les ostéoblastes et divers autres types cellulaires'® -2, L’expression du VEGF
est régulée par une variété de stimuli, dont le plus important est I'hypoxie survenant
au sein du développement de la tumeur?+2.

Le gene du VEGF humain est localisé sur le chromosome 6 (6p21.3)¥ et organisé
en huit exons, séparés par sept introns® ». L’épissage alternatif de son ARNm aboutit
a la formation de plusieurs isoformes, les plus communes étant constituées de 121,
145, 165, 189 et 206 acides aminés (nommés respectivement VEGF,,, VEGF,;,
VEGF,4;, VEGF 4 et VEGF,). Le VEGF 4; en est la forme la plus abondante®.

Structurellement, le VEGF est une protéine comportant huit résidus cystéine
formant des ponts disulfures'*. Six de ces résidus sont impliqués dans la formation de
trois liaisons intramoléculaires, les deux autres sont a 1'origine de la formation de
deux liaisons disulfure entre deux monomeres de VEGF (Figure 5), aboutissant a la

formation du VEGF homodimere.

Figure 5 : Représentation en hélice a et feuillet f du VEGF monomeére (a) et dimeére (b). Les ponts

disulfures sont représentés par des traits noirs®.
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Le VEGF est probablement le régulateur le plus important de 1’angiogenese

dans des conditions aussi bien physiologiques que pathologiques.

I.3.1.b.  Expression du VEGF

L’expression du VEGF par les cellules tumorales est corrélée avec la densité
microvasculaire de la tumeur, son pouvoir métastasant, et est associée a un état de
développement tumoral avancé dans de nombreux types de tumeurs solides et
hématologiques®. Le role crucial du VEGF dans la néo-angiogenese est illustré par
les études de modeles tumoraux employant des anticorps neutralisant le VEGF qui
préviennent la néovascularisation et ainsi inhibent la croissance tumorale et les
métastases®. Ainsi, de nombreuses tumeurs surexpriment les récepteurs au VEGF*.

Le VEGF présente une importance capitale dans le processus d’expansion
tumorale et de métastases. C’est un facteur mitogene spécifique des cellules
endothéliales. Il intervient dans la sécrétion et 'activation des protéases impliquées
dans la dégradation de la MEC. Il agit comme un facteur de survie des cellules
endothéliales en inhibant l'apoptose et il est essentiel a la mobilisation des
précurseurs de la moelle osseuse et des cellules endothéliales. Le VEGF induit la
prolifération de ces dernieres, stimule leur migration. Il augmente la perméabilité
vasculaire, inhibe la différenciation des cellules dendritiques, induit le facteur
tissulaire et la migration des monocytes?" 3.

En se liant a des récepteurs situés en majeure partie a la surface des cellules
endothéliales, le VEGF induit une transduction du signal responsable de la
prolifération et la migration de ces cellules.

Par ailleurs, les cellules endothéliales vasculaires des vaisseaux immatures
requierent des signaux de survie, en 1’absence desquels une apoptose est induite’>%’.

Le VEGF accroit également la perméabilité vasculaire in vivo'® %, avec une
activité environ 50 000 fois supérieure a celle de I'histamine®, ce qui provoque

I'extravasation de protéines plasmatiques, comme la fibrine. Il se constitue alors un
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gel de fibrine extracellulaire, qui forme un substrat pour la croissance endothéliale
vasculaire®.

Le VEGF induit également la synthese de différentes cytokines impliquées
dans l’angiogenese et 'inflammation et, peut déclencher une réponse immunitaire,
en agissant sur le développement des cellules dendritiques et la production de
lymphocytes B*, la mobilisation de cellules souches hématopoiétiques®, et la

migration des monocytes par chimiotactisme?.

I.3.1.c.  Les récepteurs du VEGF

Les VEGFR-1, VEGFR-2 sont des récepteurs au VEGF a activité tyrosine kinase
(TK). Ces récepteurs a activité TK possedent un domaine extracellulaire impliqué
dans la reconnaissance et la fixation du ligand et sont composés de sept domaines a
immunoglobuline (Ig-like), une région transmembranaire unique et un domaine
intracytoplasmique a activité TK. Le VEGFR-1 est impliqué dans la migration des
cellules endothéliales, la migration des monocytes/macrophages® et le recrutement
des cellules souches hématopoiétiques*.

Le VEGFR-1 peut former des hétérodimeres avec le VEGFR-2, et ces
hétérodimeres sont a l'origine de la transduction de signaux différents de ceux
médiés par les homodimeres de VEGFR-1 ou de VEGFR-2%> 4.

D’autres récepteurs de la famille du VEGF, dépourvus d’activité TK, ont été
identifiés. Il s’agit des neuropilines (NRPs), qui sont considérées comme jouant un
role de co-récepteurs des isoformes du VEGF liant I'héparine*” .

Nous allons décrire, dans les paragraphes suivants, d’autres acteurs de
I'angiogenese qui nous intéresse comme éventuelles cibles pour la thérapie

photodynamique.
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1.3.2. Les neuropilines

Les neuropilines (NRP-1 et NRP-2) sont des glycoprotéines transmembranaires
qui jouent un role clef dans le développement des systemes neuronaux et vasculaires.
Les neuropilines sont des récepteurs de la famille des sémaphorines de classe 3,
facteurs de la guidance axonale et des récepteurs de la famille du VEGF, facteurs de
I'angiogenese. Ce sont des récepteurs de 130 a 140 kDa (a activité non-tyrosine
kinase)* composés d'un domaine extracellulaire de 840 résidus d’acides aminés, d'un
domaine transmembranaire de 25 résidus acides aminés et d'un domaine
cytoplasmique de 40 résidus acides aminés.

La neuropiline a été observée pour la premiere fois sur certains axones au cours
du développement embryonnaire du Xénope, « Xenopus », a ’aide d’anticorps dirigés
contre un antigene spécifique des neurones « A5 »¥. En 1997, deux équipes
rapporterent qu’il s’agissait d'un récepteur de SEMA3A, une des sémaphorines
(SEMA) de classe 3°*°l. Un homologue de la neuropiline ayant plus tard été identifié
et nommé neuropiline-2 (NRP-2), la neuropiline fut renommeée neuropiline-1 (NRP-
1). Au départ, la neuropiline a été décrite comme un médiateur de la guidance
axonale mais il a été démontré par la suite, que ces récepteurs sont également
impliqués dans le développement des vaisseaux sanguins, dans l’angiogenese
tumorale et la progression tumorale en agissant comme récepteur du VEGF,4;*.

Par ailleurs, des études ont montré que 1'expression de la NRP-1 au niveau des
cellules cancéreuses favorisait I'angiogenese tumorale® .

La présence de la NRP-1 augmente la liaison du VEGF,;; a VEGFR-2%, et
potentialise les effets mitogéniques et chimiotactiques médiés par le VEGFR-24 % %7,
NRP-1 fonctionne comme un co-récepteur au VEGFR-2 qui favorise la fixation du
VEGF165, ce qui induit une augmentation de la migration des cellules endothéliales

(Figure 6).
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VEGFR-2/KDR

Figure 6 : Interaction entre neuropiline-1 (NRP-1) et VEGF-R2/KDR pour la fixation du VEGF ;.

[.3.3. Les intégrines o.fs

Les intégrines sont des récepteurs membranaires qui sont exprimés sur les
cellules endothéliales activées lors de I’angiogenése et non exprimés sur les cellules
endothéliales quiescentes®™. Les intégrines sont des protéines exprimées par les
cellules adhérentes et reconnaissant certains constituants de la matrice
extracellulaire. Ce sont des hétérodimeres constitués de deux sous-unités o et 3
transmembranaires associées pour former 24 intégrines différentes. Certaines
intégrines (par exemple oyf; oyfs ou oyP;) jouent un role important dans la
régulation de l’angiogenese et peuvent ainsi étre utilisées comme cible pour des
stratégies antivasculaires. Les intégrines, dont l'intégrine ayf; interviennent aussi
dans la migration et I’adhésion des cellules endothéliales, qui sont des processus
nécessaires a la formation de ramifications vasculaires. L’équipe de Reynolds et al. a
remis en cause l'implication simple de cette intégrine dans l’angiogenese et propose
un modele plus complexe, qui donne un role de régulateur pro- ou anti-

angiogénique selon les conditions®!. Bien que le rdle de l'intégrine ayf; ne soit pas,
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a ce jour, totalement élucidé, I'intérét pour ce récepteur provient du fait qu’il est

surexprimé par les cellules endothéliales et par de nombreuses lignées tumorales.

1.3.4. Les métalloprotéinases matricielles, MMPs

La matrice extracellulaire (MEC) est un réseau complexe de macromolécules
capables d’influencer profondément la fonction cellulaire et I’architecture tissulaire.
Plusieurs processus biologiques, tels que la migration et la différenciation cellulaires,
ainsi que la morphogenese et le remodelage tissulaire, sont étroitement dépendants
d’interactions avec la matrice extracellulaire. Parmi ces interactions, deux facteurs
semblent essentiels pour I'angiogenese : 'adhérence cellules-matrice extracellulaire
via les intégrines, et la protéolyse extracellulaire réalisée par les métalloprotéinases
matricielles (matrix metalloproteinases ou MMPs) et les activateurs du plasminogene®.

Les MMPs forment une famille d’endopeptidases zinc-dépendantes qui
interviennent dans différents types de processus cellulaires comme le
développement d’organes, l'ovulation, l'implantation du fcetus dans l'utérus,
I'embryogenese, et I’angiogenese®. Elles sont excrétées par un éventail de tissus de
connexion et de cellules pro-inflammatoires. Ces enzymes sont exprimées comme
des zymogenes qui sont successivement activées par des enzymes protéolytiques.
Les MMPs sont actives a pH neutre et nécessitent la présence d’ions Ca? pour avoir
une meilleure efficacité.

Vingt-six MMPs humaines sont connues et classifiées en fonction de leur
spécificité. Elles peuvent étre classées en 2 groupes : les MMPs secrétées et les MMPs
associées a la membrane (MT-MMPs). Les MT-MMPs sont caractérisées par un
domaine transmembranaire et intracellulaire supplémentaires. Les MMPs secrétées
comprennent les collagénases (MMP-1, MMP-8, MMP-13, MMP-18), les gélatinases

(gélatinase A : MMP-2, gélatinase B : MMP-9), les stromélysines (stromelysine-1 :
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MMP-3, stromélysine-2: MMP-10, stromélysine-3: MMP-11) et les autres MMPs
(matrilysine, MMP-7, ...)%.

Les MMPs jouent un role important dans des processus physiologiques et
pathologiques du corps humain. Elles agissent comme médiateurs dans la
modélisation, et la dégradation des composants de l'espace extracellulaire. On
remarque qu'une augmentation du niveau de MMPs provoque la croissance du
nombre de cellules cancéreuses, causant l'invasion tumorale et la formation de
métastases®.

Les MMPs peuvent ainsi étre utilisées comme entités de clivage enzymatique
spécifique, comme nous le verrons plus en détail dans le chapitre IV.

Nous avons vu, d'une facon non exhaustive, différents éléments, intervenant
dans I’angiogenése tumorale, qui sont autant de cibles potentielles pour une thérapie

photodynamique antivasculaire.

II. LaTherapie Photodynamique : PDT

II.1.  Historique et définition

Les effets thérapeutiques de la lumiere sont connus depuis 1’Antiquité. Les
Egyptiens 'utilisaient déja combinée a des substances naturelles pour traiter des
maladies de peau.

Le concept de photosensibilisation apparait en 1898 quand Oscar Raab® décrit
pour la premiere fois le phénomene phototoxique : l'association d’un colorant
(I'acridine en Figure 8) et de lumiere (les deux éléments pris séparément n’ayant pas

d’action) entraine la mort d’organismes vivants : les paramécies.
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Figure 7 : Formule chimique de l’acridine.

En 1903, Jesionek et von Tappeiner (alors professeur de Raab), traitent un
cancer cutané par application topique d’éosine (Figure 8) suivie d'une exposition a la
lumiere blanche®”. En 1904, von Tappeiner suppose que I'oxygene est essentiel pour

le processus et introduit le terme « d’action photodynamique »% ¢.

Figure 8 : Formule chimique de 1’éosine Y.

Cette supposition sera confirmée en 1909 par Hasselbach qui rédigera le
premier rapport sur le caractére phototoxique de ’hématoporphyrine Hp (I'un des
constituants du sang) en travaillant sur des souris.

La PDT est donc un processus qui nécessite trois parametres fondamentaux :
une molécule photosensible appelée photosensibilisateur (PS), un rayonnement
lumineux et de 'oxygene. La présence simultanée de ces trois composants permet
d’engendrer des réactions de photo-oxydation entrainant la destruction des tissus
biologiques. On parle alors d’effet phototoxique. Cela ouvre des champs de
développement importants et notamment pour les traitements anticancéreux. Les
interactions lumiere-matiere qui régissent Ileffet photodynamique seront
développées dans le Chapitre 4.

Afin de prouver que les résultats de phototoxicité mis en évidence chez la

souris peuvent s’appliquer a 'Homme, Friedrich Meyer-Betz se livra en 1912 a une
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expérience sur lui-méme en s’injectant 200 mg d’hématoporphyrine (Figure 9), dont
la formule est présentée en Figure 10. Tant qu’il resta non exposé au soleil, aucune
réaction ne se produisit, mais lors de 1'exposition a la lumiere du soleil, une réaction
eut lieu, entrainant une hyperpigmentation de la peau et un cedeme généralisé,
symptomes d’'une hypersensibilité a la lumiere dont il souffrira pendant plusieurs

semaines.

oPNoy MO

Figure 9 : Structure chimique de I’hématoporphyrine.

Figure 10 : Meyer-Betz. A gauche : aprés injection et exposition au soleil. A droite : cinq jours apreés injection,

I'cedéme est réduit, mais quelques lésions sur les mains et le visage subsistent.

En 1924, Policard met en évidence la fluorescence spontanée de tumeurs
exposées a la lumiere ultraviolette”, phénomene interprété comme étant dit a

I'accumulation de I’'hématoporphyrine endogene (biosynthétisée par le corps) dans
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les cellules tumorales. En 1942, Auler et Banzer, s’appuyant sur les travaux de
Policard, découvrent les propriétés sensibilisatrices de ’hématoporphyrine.

En 1948, Figge” confirme I'affinité de cette substance pour les tissus tumoraux
et suggere la possibilité d'utiliser ’hématoporphyrine pour localiser les zones
tumorales chez I'Homme.

En 1955, une série d’expériences réalisées par Schwartz”? prouve que
I’'hématoporphyrine commerciale n’est pas un produit pur et tente de la purifier. Il
constate que le produit pur est moins sélectif au niveau tumoral que le produit
commercial.

En 1961, Lipson” propose de purifier I'’hématoporphyrine par un lavage avec
un mélange d’acide acétique et d’acide sulfurique. Le produit obtenu, est appelé
HpD pour « Hematoporphyrin Derivative ».

Dans les années soixante-dix et quatre-vingt, I'équipe dirigée par Dougherty va
permettre un développement sans précédent de ce qu’il convient d’appeler
dorénavant la Thérapie Photodynamique. Il utilise notamment avec succes I'HpD
couplée a une lampe a arc a xénon pour soigner des tumeurs mammaires implantées
chez la souris. Puis en 1978, il réalise les premiers essais chez 'Homme qui donnent
des résultats encourageants’™. Toujours pionnier dans ce domaine, il remplacera par
la suite la lampe a arc par le laser qui permet d’irradier précisément la zone a traiter.
Entre 1983 et 1985, il identifie les fractions actives de 'HpD conférant les propriétés
photosensibilisantes au mélange initial (I'éther et l'ester de dihématoporphyrine)”.
En 1985, une fraction enrichie en composés les plus actifs de I'HpD est
commercialisée sous "appellation Photofrin II. En 1993, son utilisation en routine est
autorisée au Canada pour le cancer de la vessie puis en 1995 aux Etats-Unis pour le
traitement des formes avancées de cancer de I'cesophage. En France, le Photofrin est
autorisé depuis 1996 pour le traitement des cancers du poumon et de 1’cesophage.

Voyons a présent les mécanismes photophysiques impliqués dans la thérapie

photodynamique.
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II.2.  Les mécanismes photophysiques de la PDT

La PDT fait intervenir une molécule photosensible, la lumiere et 'oxygene. Les
mécanismes photophysiques entrant en jeu sont représentés a 1'aide du diagramme

de Perrin-Jablonski présenté dans la Figure 11.

11.2.1. Interactions lumiére - photosensibilisateur

Tout d’abord, voyons rapidement les interactions lumiere - PS en commencant
par l'absorption de photons et les voies de relaxations possibles, avant d’aborder la
production des especes cytotoxiques qui en découlent. La formation d’oxygene
singulet sera plus longuement décrite dans le Chapitre 4, consacré a la détection et au

contrdle de la formation d’oxygene singulet.
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Figure 11 : Diagramme de Perrin-Jablonski additionné des réactions avec I’oxygeéne et espéces oxygénées.
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Le PS est initialement dans son état électronique fondamental, qui est

généralement un état singulet noté S,. Un état singulet est un état ou la molécule

possede deux électrons non appari€és avec des spins antiparalleles. A cet état
fondamental et a température ambiante, il peut occuper des états rotationnels et
vibrationnels. L’absorption d'un photon d’énergie hv provenant d'un rayonnement
lumineux de longueur d’onde appropriée le fait passer a un état électronique excité

notés S;, S, ou S;. Dans tous les cas et en accord avec la loi empirique de Kasha’, le
PS revient a I'état électronique excité de plus bas niveau d’énergie S, par une

succession de relaxations vibrationnelles et de conversions internes, CI (les temps de
relaxations vibrationnelles étant de 1'ordre de 102 a 10 seconde). A partir de ce

niveau S;, le photosensibilisateur peut retourner a son niveau fondamental plus
stable S, par plusieurs voies en compétition, par relaxation non radiative ou par

relaxation radiative conduisant a 1’émission d'un photon. Cette derniere voie de
désexcitation est appelée fluorescence et la longueur d’onde du photon émis dépend

du saut énergétique entre les niveaux S, et S;,, donnée par la relation : E=hv=hc/A. Le

temps de cette relaxation radiative est de I'ordre de la nanoseconde qui correspond a
un temps beaucoup plus long que les temps d’absorption d'un photon ou des
relaxations non-radiatives. La fluorescence correspondant uniquement a la transition
S,—>S;, l'énergie du photon émis est donc forcément inférieure voire égale a
I'énergie des photons absorbés (5,—>S, S;, etc.), les longueurs d’onde
correspondantes étant rangées dans l'ordre inverse. C’est ce qu’on appelle le
déplacement de Stokes, écart entre la longueur d’onde maximale d’absorption et la
longueur d’onde maximale d’émission de fluorescence.

Les photosensibilisateurs ont pour la plupart cette capacité de fluorescer avec
des rendements quantiques compris entre 0,1 et 0,3, ce qui leur donne la possibilité

d’étre aussi utilisés en imagerie.
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Une autre voie pour quitter le niveau S, est le croisement intersysteme (CIS) qui
amene 1’électron promu a un autre niveau excité mais triplet T;. Il convient de noter
que le CIS se fait de fagon homoénergétique sur un niveau vibrationnel de T,
supérieur et que l’électron «retombe » au premier niveau vibrationnel T, par

relaxation vibrationnelle.

Un état triplet est un état ot la molécule possede deux électrons non appariés
ayant des spins paralleles (T T oul l). Le mot triplet vient du fait que la multiplicité
de spin est de trois: 2 x [1/2+1/21 +1=23. Cela est possible, au vu de la regle de

Hund, car le niveau T, est d"une énergie plus basse que le niveau S;. Le passage d'un
niveau singulet a triplet se fait par retournement de spin. Les spins antiparalleles du
S, se retrouvent alors paralleles au niveau T,. A ce stade, le retour a l'état
fondamental correspond a une transition entre un état triplet excité (T,) et 1’état
singulet fondamental (S5), transition dite interdite. Cette transition de T, a S, peut se
faire de fagon radiative et le photon émis est appelé photon de phosphorescence. La
particularité de cette émission est que la longueur d’onde va étre plus élevée que
celle de fluorescence car elle résulte de la désexcitation d'un niveau de plus basse
énergie que le niveau S, ; le phénomene de phosphorescence a une durée de vie plus
longue, de l'ordre de la microseconde. Ceci est d1 au fait que la transition triplet-
singulet est interdite et donc que le temps de vie de l’état T, est plus long. C'est a
partir de cet été triplet caractéristique des PS que vont se former les especes réactives
de I'oxygene (EROs) responsables de l'effet photodynamique. Il est a noter que les

réactions de type II se font a partir de cet état triplet.

I1.2.2. Production des especes réactives de 1’'oxygene (EROs)

La longue durée de vie des états triplet des photosensibilisateurs leur permet de

transférer leur énergie a I’oxygene moléculaire. Ce transfert est possible car I'oxygene
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moléculaire est I'une des rares molécules naturelles se trouvant dans un état triplet a

I’état fondamental. Ainsi est alors formé 1’oxygene singulet, noté 'O,.

Cependant l'oxygene singulet n'est pas la seule espece cytotoxique a étre
produite lors du mécanisme de photosensibilisation. En effet, on distingue deux
types de mécanismes photochimiques de production d’especes réactives de
I'oxygene (EROs).

Ce postulat est cependant sujet a débats dans la communauté PDT mondiale :

*  Certains distinguent les deux types de mécanismes selon la molécule qui
absorbe 1’énergie de I’état triplet du PS. Ainsi, les mécanismes de type I
regroupent les transferts d’énergie entre le PS a I'état triplet et toute autre
molécule pouvant engendrer la formation d’especes radicalaires (HO*®, RO,
ROQOs, etc.). Les réactions de type II regroupent les transferts d’énergie
entre le PS a l'état triplet et 'oxygene. Ces réactions aboutissent a la
formation de 1'oxygene singulet mais aussi a I'oxygene radicalaire comme
O,*, ou O,

* D’autres distinguent les deux types de réactions selon le mécanisme mis en
jeu. Les réactions de type I correspondent a la formation des EROs par
transfert d’un électron ou d'un hydrogene, et les réactions de type II

correspondent a la formation de I’oxygene singulet par transfert d’énergie”.

Pour notre part, nous nous baserons sur la seconde hypothese qui est la plus

acceptée dans la communauté PDT.

I1.2.3. Réactions de type I

Ces réactions concernent toute interaction entre le PS a l’état triplet et les

molécules environnantes’$2. Dans ce type de réaction, le PS lui-méme participe a la
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production de radicaux libres ou ioniques par réaction avec le substrat cellulaire, soit

par transfert d’électron, soit par transfert d'un atome d’hydrogene (Figure 12).

3PS+ S —> PSS+ S (D)
3PS+ S —> PSS+ ST (2)
3PS-H+ S ———> PS + S-H' (3)
PS+S-H —> PS-H' +S° (4)

Figure 12 : Réactions entre le PS a I'état triplet et un substrat ; équations (1) et (2) : transfert d'un électron ;
équations (3) et (4) : transfert d'un hydrogéne.
Les especes radicalaires générées peuvent ensuite réagir rapidement avec
'oxygene moléculaire présent pour former des radicaux peroxydes, amorgant ainsi

une chaine d’auto-oxydation (équations 5 a 8, Figure 13).

P80, —> PS-0-0 (5)
PS-0-0'+PS-H ———> PS-0-OH+PS"  (6)
S0, _ s 50O (7)

S-0-O0"+ S-H —> S-O-OH+§ (8)
Figure 13 : Réactions radicalaires.

Les anions radicaux du PS ou du substrat peuvent également interagir de
maniere efficace avec 'oxygene. Dans ce cas, le transfert d’électron qui a lieu entre les

deux réactifs entraine la formation de I'anion radical superoxyde O,*- (équations 9 et

10, Figure 14).

PS™ + 0, —_> PS+0, (9)
S + 0, — S0 (10)

Figure 14 : Réactions conduisant a la formation de 1'anion superoxyde.

L’anion radical superoxyde O, peut réagir directement avec différents

substrats ou agir comme précurseur d’autres especes réactives de 1'oxygene
(équations 11, 12 et 13, Figure 15). Il intervient notamment dans la formation du

peroxyde d’hydrogene (H,O,) et du radical hydroxyle (HO®). En conditions
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physiologiques, H,O, est produit par la dismutation de O,* dont le principe repose
sur la protonation de O, pour former son acide conjugué HO,®, suivie par la réaction
de HO,* avec O,*. Le radical hydroxyle peut alors étre produit au cours de la réaction

de Fenton entre le peroxyde d’hydrogene H,O, et ’anion superoxyde O,".

05 + HY — 3y H-O0-O (11)
H-0-0" + O, +HY ———3 H,0, + 0O, (12)
H0; + 03~ Sahlsits. ‘OH! +0H+ 03 (13)

Figure 15 : Réaction conduisant a la formation du peroxyde d'hydrogeéne.

Les différentes especes réactives de l'oxygene formées au cours des réactions

photochimiques de type I (H,O,, O,*, OH") représentent de puissants oxydants pour

une grande variété de biomolécules telles que le cholestérol ou encore les chaines

latérales de certains acides aminés (tryptophane, histidine et méthionine)®.

I1.2.4. Réactions de type II, production d’oxygene singulet

La production d’oxygene singulet et son mécanisme photophysique seront

exposés en détail dans le Chapitre 4.

11.2.5. Facteurs influencant la balance entre réactions de type I ou 11

Les deux types de mécanismes présentés ci-dessus sont responsables de I'effet
photodynamique. Cependant, certaines conditions physiologiques ou autres
parametres favorisent un type de réactions par rapport a I’autre.

Les réactions de type II et 'oxygene singulet sont souvent présentés comme
dominant le processus photodynamique®. Mais en conditions d’hypoxie du milieu
ou en cas de forte concentration du photosensibilisateur, c’est le mécanisme de type I
qui prédomine®” ®. Par exemple, en milieu anoxique, le PS dans son état triplet va

pouvoir réagir avec un substrat organique par échange d’électrons et induire les
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cascades de réactions entrainant la formation d’especes comme 1’anion superoxyde
O, ou le radical hydroxyle OH". De plus, la localisation intracellulaire et la lignée
cellulaire ciblée vont favoriser un type de réaction par rapport a un autre®. Il est
donc tres important de considérer ce phénomene lors du traitement PDT. En effet, au
cours du traitement, I’'oxygene est consommé pour former 1'oxygene singulet et la
pression d’O, diminue, ce qui induit une diminution de I’activité photodynamique,
alors que la tumeur est en général un milieu hypoxique. Notre équipe a étudié le
suivi de la pression en O, dans la tumeur lors du traitement PDT et publié les
résultats en 2010%.

Nous allons maintenant introduire et expliciter les différents effets sur la cellule
observés apres un traitement PDT. En fait, on peut diviser ces effets en deux
catégories : les effets directs sur la cellule qui a internalisé le PS et les effets indirects

qui sont induits par le traitement PDT.

II.3. Les effets physiologiques de la PDT

11.3.1. Les effets directs

Apres incorporation du PS dans cellule et irradiation, plusieurs types de mort
cellulaires peuvent avoir lieu. Cela dépend de la concentration, des propriétés
physico-chimiques, de la localisation subcellulaire du PS, de la concentration en
oxygene, de la fluence de la lumiere appliquée et du type cellulaire®.

La nécrose est une voie de mort cellulaire due a un arrét pathologique du
fonctionnement cellulaire. La nécrose peut toucher un ensemble de cellules ou un
tissu. La nécrose se définit par des modifications morphologiques survenant
lorsqu'une cellule subit un traumatisme important comme un arrét ou une
diminution de la circulation sanguine au niveau d"un organe, de I'hyperthermie, une

intoxication par un produit chimique, etc. Les principaux effets physiologiques
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observés sont le gonflement du cytoplasme, la destruction des organites et la
peroxydation lipidique provoquant la désorganisation de la membrane plasmique.
Les enzymes cytoplasmiques et lysosomales ainsi libérées sont a l'origine de
réactions inflammatoires®. La nécrose est une mort accidentelle et violente de la
cellule qui a subit un traumatisme important. En PDT, la voie de mort cellulaire par
nécrose est favorisée lors de l"utilisation d"une fluence massive® 2. L’inactivation des
procaspases -9 et-3 associée a une relocalisation du PS dans la membrane plasmique
vers le cytosol favorisent la nécrose”. Enfin, une localisation membranaire du PS
favorise la mort par voie nécrotique” *+”.

L’apoptose est une mort cellulaire programmée génétiquement. En effet,
chaque cellule est programmée pour mourir au bout d'un certain nombre de
divisions. Ce processus répond a des stimuli internes ou externes a la cellule
conduisant a des modifications biochimiques et morphologiques. La mitochondrie
est considérée comme 1'organite central de ce mécanisme. L’apoptose intervient dans
de nombreux cas de traitements PDT sur différentes lignées cellulaires avec des PS
variés® %,

Enfin, un dernier type de mort cellulaire a été mis en évidence récemment, il
s’agit de 'autophagie!®12 L’autophagie est un processus physiologique assurant le
renouvellement des protéines et des organelles cellulaires. Elle consiste a piéger le
matériel cytoplasmique empéchant son adressage au lysosome. Elle se distingue de
I’apoptose par des criteres morphologiques et moléculaires et est indépendant des
caspases. L’autophagie débute par la formation de vésicules autophagiques
appelées autophagosomes. Ces vésicules, formées en partie par des constituants de
la membrane du réticulum endoplasmique, renferment des fragments de matériel
cellulaire (appareil de Golgi, mitochondrie, etc.). Ceux-ci fusionnent avec des
lysosomes contenant de nombreuses enzymes, et deviennent des autolysosomes dont
le contenu est ensuite dégradé. Il a été montré récemment que le traitement PDT

induisait ce processus!%-1%,
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En résumé, de faibles doses (lumiere et PS) vont orienter la cellule vers un
processus d’autophagie afin de recycler les organelles détériorées et essayer de
maintenir son intégrité. Pour des doses croissantes, la voie apoptotique va étre
induite pour éliminer les cellules endommageées. Enfin, pour des doses tres fortes, les
dommages cellulaires vont engendrer la nécrose. Ces trois voies cohabitent donc lors
du traitement PDT avec des prédominances vari€es selon la distance par rapport a la
source lumineuse, selon la concentration en PS dans la zone étudiée, selon la

profondeur du tissu ou la pression en O, dans le tissu!®.

La voie de mort par apoptose semble prédominer lors du traitement PDT'?”
meéme si certaines combinaisons de PS et de lignées cellulaires présentent une voie de
mort par nécrose plus prononcée!® 1 La voie de mort cellulaire va étre en partie
dépendante de la localisation subcellulaire du PS. Le groupe de Kessel a montré que
deux PS (SnEt2 et un dimere porphycene) ayant une localisation lysosomale
induisaient majoritairement et rapidement une mort cellulaire par apoptose, alors
que deux PS cationiques localisés dans la membrane cellulaire n’induisaient pas les
marqueurs de I"apoptose!!’.

Outre ces trois mécanismes dits « directs », il y a également I’apparition d’effets

indirects.

11.3.2. Les effets indirects

Ces effets sont impliqués par le traitement PDT comprenant une réponse
immunitaire ou la destruction de la néovascularisation!!® 12,

Les dommages vasculaires sont des effets facilement et rapidement
discernables in vivo's. L'effet antivasculaire de la PDT consiste en des dommages
vasculaires survenant apres le traitement PDT et contribuant a long terme a

I'éradication tumorale'*. Le degré de réponse vasculaire est fortement dépendant des
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conditions de PDT utilisées, en termes de quantité de PS administrée, d’intervalle
drogue-lumiere (IDL) et de dose de lumiere!!>115,

Le collapsus vasculaire peut étre rapidement observé apres PDT et peut
provoquer une hypoxie tumorale post-PDT persistante et sévere'. La PDT peut
aussi provoquer une vasoconstriction par inhibition ou relargage d’oxyde nitrique
(NO) par l'endothélium'®, une fuite des macromolécules depuis les vaisseaux,
I’adhésion de leucocytes et la formation de thrombi, ces évenements étant tous liés a
I'activation plaquettaire et a la libération de thromboxane!?!. Ces effets sont dus aux
dommages directs des cellules endothéliales.

Les deux événements initiateurs potentiels de I'effet antivasculaire (dommages
aux cellules endothéliales et vasoconstriction) conduisent a une destruction tumorale
par collapsus vasculaire, arrét du flux sanguin ou hémorragie!?.

D’autres effets indirects notables sont la réponse immunitaire et inflammatoire
induites, que nous ne développerons pas dans le cadre de cette these.

Plusieurs stratégies peuvent étre wutilisées pour potentialiser 1'effet
antivasculaire de la PDT, soit en agissant sur le protocole de traitement, soit en
utilisant des PS ayant un mode d’action vasculaire. Ces stratégies de vascular
targeted photodynamic therapy (VIP) ont des applications, entre autres, pour le
traitement de la dégénérescence liée a 'age'?, les angiomes plans'* et le traitement
des cancers'®. La VTP pour le traitement du cancer sera décrite plus en détail dans

les chapitres traitant du ciblage vasculaire passif et actif.

II.4. Les photosensibilisateurs naturels et de 1% génération

Avec le développement du Photofrin (et surtout depuis son Autorisation de
Mise sur le Marché, AMM), de nombreux laboratoires s’intéressent a I'élaboration de

nouveaux PS cherchant a en améliorer les caractéristiques physico-chimiques pour
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une meilleure efficacité clinique. Un PS idéal devrait répondre aux exigences

suivantes :

* Etre non-toxique a I'obscurité.

* Etre de composition parfaitement définie avec une synthese propre et peu

onéreuse.

* Ne pas étre toxique par photodégradation.

* Posséder une absorption forte dans le proche infrarouge (600 — 800 nm :

*

pénétration de la lumiere plus profonde dans le tissu).

Posséder un fort rendement quantique de production d’oxygene singulet
et/ou d’especes réactives de I'oxygene.

Avoir une composition chimique qui favorise une biodistribution
compatible avec le traitement (caractere amphiphile, affinité pour les
zones tumorales).

Etre éliminé du corps sans entrainer de risques toxiques pour le patient.

Pour approcher au mieux ce « PS idéal », plusieurs générations de PS ont vu le

jour.

I1.4.1. Les photosensibilisateurs non tétrapyrroliques

Méme si la grande majorité des travaux en PDT est focalisée sur les PS

tétrapyrroliques, il existe un nombre non négligeable de PS possédant des structures

chimiques différentes et a caractéristiques photophysiques adaptées a la PDT.

I1.4.1.a. Les Psoralénes

Les psoralenes sont extraits de I’Ammi majus Linneaus (Figure 16). En 1947,

Fahmy et al. en extraient des composés cristallins dérivés du psoralene: le 8-
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méthoxypsoralene (8-MOP) et le 5-méthoxypsoralene (5-MOP)*?¢ dont les structures

chimiques sont représentées sur la Figure 16.

O,CH3
o 0.0 0 0.0 o 0. 0
@ X Z \ =
HaC’O
Psoralene 8-MOP 5-MOP

Figure 16 : L'Ammi majus Linneaus et structures des psoralénes.

Ces molécules sont excitées par rayons UV-A et sont utilisées pour le
traitement du psoriasis en puvathérapie, thérapie qui consiste a administrer le
médicament et a irradier la zone a traiter. Ces molécules agissent comme des agents
intercalants de I’ADN, qui, apres irradiation UV, induisent des pontages entre deux
thymines, qui se traduit par un blocage de la réplication de I’ADN et stoppe le

développement de la maladie.

I1.4.1.b. Le bleu de méthyléne

Le bleu de méthylene ou chlorure de méthylthioninium, dont la formule est
présentée en Figure 17, est aussi un PS tres utilisé en recherche ; il a été également
longtemps utilisé comme marqueur de tumeurs pour aider a la chirurgie. Il est aussi
utilisé ex vivo pour la décontamination des unités fraiches de plasma'?. Le bleu de
méthylene est soluble en solution aqueuse et possede un spectre d’absorption
intéressant pour une application en PDT puisqu’il absorbe assez fortement a 666 nm
dans l'eau (¢ = 82 000 L.mol"'.cm™)'%. Il posseéde aussi un bon rendement quantique
de formation d‘oxygene singulet (¢, =0,51) mais n’est pas applicable in vivo car il se

trouve rapidement dégradé par des enzymes avant d’atteindre le milieu tumoral'®.
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Figure 17 : Structure chimique du bleu de méthyléne.

II.4.1.c. L’hypéricine
L’hypéricine est une molécule naturelle de type quinone extraite du Millepertuis
(Figure 18). Son activité en PDT (seule ou associée a I'HpD) a été mise en évidence
par Koren et al. en 1996'. Elle possede aussi des propriétés spectroscopiques

compatibles avec une utilisation en PDT (absorption a A, = 590 nm avec

€=45000 L.mol'.cm™)”’. L’action photodynamique est engendrée par I’action

conjuguée d’'un radical semi-quinone, de I'oxygene singulet et de ’anion superoxyde.

Figure 18 : Le Millepertuis et la structure chimique de I'hypéricine.

II.4.1.d. Le rose Bengale
Le rose Bengale, ou 4,5,6,7-tétrachloro-2',4',5',7'-tétraiodofluorescéine est extrait
du rosier de Bengale rouge (Figure 19). Ce colorant est aussi une molécule
photosensibilisatrice. Gollnick et al. déterminent en 1964 son rendement quantique de
production d’oxygene singulet dans le méthanol, il est égal a 0,76%%!. Au-dela de toute
la poésie inspirées par les roses rouges (Alfred de Musset : « Vous étes comme les
roses du Bengale, Marianne, sans épines et sans parfum » in Les caprices de

Marianne, 1833), le rose de Bengale est souvent utilisé comme référence pour les
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mesures de rendement quantique de production d’oxygene singulet en solution. Le
rose Bengale est utilisé pour ses propriétés de photosensibilisateur pour le traitement

ou le stockage de I'’eau'® ou comme agent antibactérien!s.

Figure 19 : La rose de Bengale et formule développée du rose de Bengale.

Outre ces molécules naturelles, d’autres photosensibilisateurs ont été

synthétisés.

I1.4.2. La 1% génération de photosensibilisateurs

Le Photofrin (Figure 20), dans ses formes I et II, constituent la premiere
génération de PS. Entre 1993 et 2000, le Photofrin sera le seul photosensibilisateur

utilisé en clinique humaine.

H3C CH
Hy e 3 CH,
H3C CHj;
COO Na COO Na

Figure 20 : Formule développée du Photofrin.

Etant le premier photosensibilisateur mis sur le marché, le Photofrin reste

encore le PS le plus utilisé en clinique, malgré les inconvénients qu’il présente. Tout
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d’abord, il s’agit d’'un mélange hétérogene d’oligomeres de porphyrines ; il souffre
d’'une mauvaise clairance impliquant une photosensibilité post-traitement assez
longue (le patient doit rester a I'obscurité quelques semaines). Enfin, son spectre
d’absorption n’est pas optimal puisqu’il n’absorbe que tres peu au-dela de 600 nm

(€650 nm = 3500 L.mol.cm? dans 'eau).

La PDT induite par le Photofrin est basée sur une affinité meilleure pour la
tumeur et pour son systeme de néovaisseaux que pour les tissus sains.

Policard en 1924, observe une fluorescence accrue du photosensibilisateur
injecté au voisinage de la tumeur par rapport au tissu sain alentour”. De méme, en
1948, Figge et al.”' remarquent et quantifient la fluorescence « rouge brique » émise
par les tissus néoplasiques suite a l'injection d’hématoporphyrine (HpD) et ses
dérivés et démontrent, par leurs recherches, I'accumulation sélective des porphyrines
dans les tissus tumoraux.

Cette affinité pour le milieu tumoral peut s’expliquer par ce que 1'on appelle
I'effet EPR (Enhanced Permeability and Retention) dans les néovaisseaux. L’effet EPR
est I’accumulation plus importante des macromolécules dans le tissu tumoral qui est
due a l'angiogenese tumorale. Lors de cette phase biologique indispensable au
développement tumoral, les vaisseaux nouvellement formés présentent des
anomalies de formes et de structures ainsi qu'un manque de cellules endothéliales
bordant ces vaisseaux. Il en résulte donc une perméabilité plus forte de ce milieu et
donc une porte d’entrée pour les macromolécules et les lipides notamment.

Les PS de 1¢¢ génération jouissent d'une accumulation passive préférentielle
pour le milieu tumoral dG en partie a l'effet EPR. En rapport avec cette
vascularisation forte des tumeurs, l'intervalle drogue-lumiere, noté IDL, est un
parametre tres important car il permet de définir le moment idéal pour irradier la
zone, c'est-a-dire au moment ou le PS y est présent a concentration maximale. Un
IDL assez court va donc impliquer des dommages vasculaires plus marqués et
induire un affaiblissement du développement tumoral. L'IDL favorisant l'effet
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antivasculaire peut varier de quelques minutes a quelques heures en fonction des
propriétés pharmacocinétiques du PS. En effet, les PS plutot lipophiles diffusent
rapidement dans les tissus, alors que les PS plus hydrophiles auront tendance a
rester plus longtemps dans le compartiment vasculaire.

Malgré cette capacité du Photofrin a se localiser préférentiellement dans la
tumeur ou dans son réseau de néovaisseaux, de nombreux inconvénients sont encore
a améliorer et ont provoqueé le développement d'une deuxieme génération de PS. Ces
vingt dernieres années, la PDT a connu des développements majeurs et ce dans
diverses disciplines scientifiques. D’un point de vue chimique, de nombreux PS ont
vu le jour toujours dans le but de palier aux inconvénients de la molécule référence
qu’est le Photofrin. Ainsi plusieurs PS ont regu l'autorisation de mise sur le marché

selon les pays.

II.5. Photosensibilisateurs de 2¢m¢ génération et ciblage passif

De nombreux travaux se sont orientés vers des photosensibilisateurs de
composition définie et capables d’absorber la lumiere a des longueurs d’onde plus
élevées afin d’obtenir un traitement efficace pour des tumeurs plus profondes.
D’autres travaux ont porté sur I’amélioration des modalités de traitement avec une
meilleure prise en compte de l'intervalle drogue-lumiere (IDL) ou le développement
de procédés d’excitation biphotonique. Des études de formulation des PS ont été tres
importantes dans le but de la protéger du milieu biologique. Les PS de deuxiéme
génération sont issus de modifications chimiques. Parmi ces modifications, certaines
vont aller dans le sens d'un ciblage dit passif que nous développerons dans ce

paragraphe.

68



I1.5.1. Vers des PS absorbant dans le rouge

La majorité des PS de seconde génération présentent une a des longueurs
d’onde situées entre 650 et 800 nm, zone considérée comme la fenétre thérapeutique
et ce pour deux raisons (Figure 21) :

* les principaux constituants de la peau absorbent peu a ces longueurs
d’onde.

* le proche infrarouge subit moins de diffusion que les UV-visible
présentent une énergie suffisante pour exciter le PS. En effet, la loi de
diffusion est, en milieu dilué, une loi en A% Méme si le milieu
biologique est un milieu fortement hétérogene et dense, la loi de
diffusion doit tout de méme dépendre de l'inverse de la longueur

d’onde, mais en d’autres termes de proportionnalité.

Absorption
(u.a)

1004

Fenétre thérapeutique

Hemdglobife

0,01
0,3 0,6 1 3 &
Longueur donde ()

Figure 21 : Pénétration de la lumiére dans les tissus. A gauche : spectres d’absorption des principales
molécules endogenes. A droite : profondeur de pénétration théorique de la lumiére dans un tissu selon la
longueur d’onde (en nm).

Parmi ces PS de seconde génération, on trouve ainsi les chlorines,
bactériochlorines ou les phtalocyanines, qui possedent toutes une bande d’absorption

plus intense a ces longueurs d’onde (fenétre thérapeutique).
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I1.5.2. Les PS de deuxieme génération ayant recu I’AMM en Europe

IL5.2.a. Le Foscan® ou m-THPC
Le Foscan®, PS de seconde génération mis sur le marché en Europe par le
laboratoire Biolitech Pharma LTD en 2001, est une molécule de type chlorine dont la
structure est présentée en Figure 22. La molécule est aussi connue sous le nom de m-

THPC, chlorine méta-tétra(hydroxyphényl).

HO

Figure 22 : Structure chimique du Foscan®.

Le Foscan est indiqué dans le traitement palliatif des carcinomes épidermoiques
avancés de la téte et du cou apres échec des traitements antérieurs et chez les patients
qui ne peuvent pas étre traités par radiothérapie, chirurgie ou chimiothérapie
systématiques. L’illumination se fait par une lumiere a 652 nm et le Foscan est injecté
par voie intraveineuse a raison de 0,15 mg/kg poids du corps’>.

Le Foscan fait encore actuellement l'objet de nombreuses recherches afin
d’améliorer sa biodistribution, avec son encapsulation dans des liposomes (Foslip),

des formulations PEGylées (Fospeg), dans des nanoparticules de silice>14,
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II.5.2.b. L’acide aminolévulinique (ALA) et ses dérivés,
précurseurs de la Protoporphyrine IX

Une avancée majeure en PDT est la mise au point de I'acide aminolévulinique

(ALA) et de ses dérivés ester, en particulier en dermatologie (Figure 23).

Figure 23 : Formule développée de ’ALA et de ses dérivés (R =H : ALA, R = CH, : méthyl-ALA,

R = C;H,, : hexyl-ALA).

L’ALA (de méme que ses dérivés) est un pro-médicament, c’est-a-dire qu’il va
intégrer le systeme de biosynthese du noyau heme pour

produire la
Protoporphyrine IX (PpIX) qui devient donc un photosensibilisateur biosynthétisé

par la cellule elle-méme (Figure 24).
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Figure 24 : Schéma de la biosynthése de la Protoporphyrine IX (PpIX) a partir d’ALA. Les enzymes et

métabolites entrant en jeu se situent dans la mitochondrie (M) et le cytosol (C). D’aprés Hasan et al., 2000,

Cette biosynthese est un phénomene naturel mis a part qu’en absence d’exces

d’ALA (conditions physiologiques normales), la PpIX est métallée par un atome de
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fer a l'aide de la ferrochélatase, ce qui la rend inactive a la lumiere mais qui est utilisé
ensuite comme noyau heme. En présence d’exces d’ALA, la métallation ne se fait pas
sur la totalité de la PpIX biosynthétisée et c’est donc la PpIX non métallée qui est
ensuite activée par irradiation lumineuse.

L’ALA a d’abord été utilisée dans le traitement de cancer de la peau non-
mélanome en utilisation dermique’*? puis pour des pathologies non topiques comme
des cancers oraux'** * ou dans le cas du traitement d’cesophage de Barrett!®.

L’ALA ou ses dérivés existent sous forme de cremes applicables par voie
dermique. Sous le nom de Metvix®, (commercialisé par Galderma Canada Inc.) il
s’agit de chlorhydrate d’aminolévulinate de méthyle, préconisé pour le traitement
des kératoses actiniques et des carcinomes basocellulaire superficiel primitif. Le
Levulan® (Dusa Pharmaceuticals) est aussi une préparation dermique d’acide &-
aminolévulinique, utilisé notamment dans le traitement de l'acné. Une autre
formulation de dérivés de I’ALA, sous forme de poudre a diluer et a injecter, est
I"'Hexvix® (GE HealthCare SA) préconisé pour la détection de tissus cancéreux dans la

vessie notamment.

I1.5.2.c. La Visudyne, traitement de la DMLA
La Visudyne® est une porphyrine qui a été développé pour traiter la
Dégénérescence Maculaire Liée a I’Age (DMLA), premiere cause de cécité en France.
La DMLA est due a une activité angiogénique tres importante au niveau de la
macula qui provoque une tache floue au centre du champ visuel. Le mode d’action
du médicament est le suivant : le médicament est injecté par voie intraveineuse et a
tendance a s’accumuler dans les néovaisseaux et apres irradiation, la destruction

complete de ces vaisseaux est obtenu apres plusieurs séances.
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I1.5.2.d.

Récapitulatif des PS de 2¢m génération

Une liste des photosensibilisateurs ayant une AMM (ou en cours d’essais

cliniques) dans différents pays et avec différentes applications'¥” est donnée dans le

Tableau 3. Tous sont des PS de deuxieme génération, mis a part le Photofrin.

Tableau 3 : Récapitulatif des molécules ayant eu ’AMM ou en cours d’obtention selon le pays et leurs

Nom du

médicament

Benzvix

Hexvix

Levulan

Metvix

Lu-Tex

BOPP
Pc-4

Photochlor

Photofrin,
Porfimer

sodium

Photosense

SnET2

Type de

médicament

Pro-
médicament
Pro-

médicament

Pro-

médicament

Pro-

médicament

PS

PS
PS

PS

PS

PS

PS

indications, d’apres Plaetzer et al., 2009'¥.

Molécule active Pays d’AMM
Acide benzyl-5-
L En cours
aminolévulinique
Acide hexyl-6-
T Europe
aminolévulinique
Europe
Acide 6- Etats-Unis
aminolévulinique
En cours
. , Etats-Unis
Acide méthyl-5- .
o Australie
aminolévulinique
Canada
Lutétium texaphyrine En cours
Protoporphyrine Borée En cours
Phtalocyanine 4 En cours
2-(1-hexyloxyethyl)-2-
divinyl pyropheo- En cours
phorbide-a
Europe
Etats-Unis
Hématoporphyrine, Canada
polyhématoporphyrine Japon
En cours
Aluminium .
] Russie
phtalocyanine
Ethylpurpurine d’étain En cours

Indications

Tumeurs gastro-intestinales

Cancer de la rate

Kératinose actinique

Tumeurs « téte et cou » et

gynécologiques
Carcinome basocellulaire

Tumeurs « téte et cou » et
gynécologiques
Tumeurs cérébrales

Lésions cutanées ou sous-cutanées

Carcinome basocellulaire

Dysplasie de haut grade d'un
cesophage de Barrett
Dysplasie cervicale
Cancers endobronchique, de
I'cesophage, gastrique
Cancer papillaire de la vessie
Cholangiocarcinome

Tumeurs cérébrales
Cancers « téte et cou »

Cancer du sein
Carcinome basocellulaire
Sarcome de Kaposi

Cancer de la prostate
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Soins palliatifs de cancers « téte et

L Europe
Foscan, PS Dérivés de cou »
Temoporfin I'hématoporphyrine, Cancer de la prostate et du pancréas
En cours . .
Cholangiocarcinome
Visudyne, PS Dérivé monoacide A de Europe Carcinome basocellulaire
Verteporfin la benzoporphyrine (AMM pour la DMLA)
Tookad, .., .
Dérivé de Palladium
WSTO09, PS L. . En cours Cancer de la prostate
bactériochlorine
WST11
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Figure 25 : Formules développées de certains PS de deuxiéme génération.

Nous allons exposer dans les paragraphes suivants les pistes de recherche

actuelles pour améliorer les structures chimiques des PS de 2m¢ génération déja

existants.
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11.5.3. Des techniques de synthéses bien définies

Les développements d'un point de vue chimique touchent aussi au mode de
synthese des photosensibilisateurs. En effet, le macrocycle tétrapyrrolique, base des
PS de type porphyrine, chlorine ou bactériochlorine, s’obtient classiquement selon
deux voies de synthese différentes: la synthese de Lindsey'* ou la synthese de
Little® 150, Ces syntheses consistent a faire réagir du pyrrole et des aldéhydes dans
des proportions stecechiométriques en milieu acide anhydre. Les motifs portés par les
aldéhydes vont prédéfinir les groupements portés par le macrocycle tétrapyrrolique.
La méthode de Lindsey est décrite en détail dans la partie expérimentale car elle a été
la méthode de choix pour synthétiser le PS que nous avons utilisé. Cette méthode est
reproductible mais elle nécessite au moins 2 purifications successives du brut
réactionnel afin d’éliminer les goudrons formés (polymeres de pyrrole, etc.) et les
porphyrines non souhaitées. La méthode de Little est basée sur le méme principe et
conduit aux mémes produits et donc a des étapes de purification en fin de synthese.
La différence est que Little utilise ’acide propionique comme solvant et comme acide
alors que la méthode de Lindsey fait intervenir le BF; éthérate dans le
dichlorométhane.

D’autres méthodes de synthese des porphyrines'>!> ont été développées en se
basant sur des additions « 2+2 », « 3+1 » ou « 4+0 » (en termes de nombre de pyrroles

que contient chaque précurseur), comme le montre la Figure 26 .
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Figure 26 : Synthéses générales pour les additions de type "2+2": A; "3+1": B et "4+0" : C.

Ces voies de synthese permettent d’avancer pas a pas vers le cycle
tétrapyrrolique final, avec la possibilité de mieux controler les étapes intermédiaires.
Ces stratégies impliquent en général moins d’étapes de purification que les méthodes

de Lindsey et Little.

11.5.4. Modifications chimiques des PS

L’hydrophobie des PS tétrapyrroliques est tres forte et engendre des problemes
de solubilisation et d’agrégation en milieu aqueux. De nombreuses études s’orientent
depuis les années 80-90 vers la dérivation de PS avec des parties hydrophiles. Un
exemple intéressant concerne 1'étude de porphyrines portant 1, 2 (sur 2 positions

opposées ou 2 positions consécutives) ou 4 groupements sulfoniques (Figure 27).
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Figure 27 : Structures chimiques simplifiées des quatre porphyrines étudiées par Berg et al., 1990'%.

Les auteurs ont étudié le lien entre 1’hydrophilie de la molécule et son efficacité
photodynamique'®. Ils montrent qu’il faut un  équilibre  entre
hydrophobie/hydrophilie de la molécule. En effet, la plus efficace in vitro sur Human
Cervix Carcinoma Cells est TPPS,, alors qu’elle présente un caractere hydrophile

intermédiaire entre TPPS, (plus hydrophobe) et TPPS,, et TPPS, (plus hydrophiles)'*.

Leurs conclusions indiquent donc qu’un caractere hydrophile modéré est nécessaire
a une bonne efficacité in vitro.

L’ajout de groupements tels que les acide carboxylique, sulfate, polyéthylene
glycol ou amine pour la plupart, peut modifier la biodistribution. Un groupement
chargé positivement aura une tendance a induire une localisation dans le noyau de la
cellule alors qu'un groupement chargé négativement entrainera une localisation dans
d’autres organites de la cellule. I est donc possible de moduler [efficacité

photodynamique en jouant sur la structure chimique des PS*% 157,

77



11.5.5. Différentes formulations des PS

Outre ces stratégies d’optimisation chimique des PS, il existe des stratégies de
formulation qui consistent a encapsuler le PS dans un assemblage pouvant favoriser

son internalisation cellulaire.

II.5.5.a.  Les liposomes
Les liposomes sont des vésicules constituées d"une ou plusieurs double-couches
lipidiques. Le lipide impliqué peut étre un phospholipide, une molécule de
cholestérol ou toute autre molécule comportant un caractere amphiphile prononcé.
La méthode de synthese va permettre d’organiser ces lipides en bicouche formant
ainsi une vésicule dont l'intérieur de la bicouche va pouvoir accueillir des molécules

hydrophobes et dont I'extérieur aura un caractere hydrophile (Figure 28).

Molécule Partie hydrophile |
encapsulée

Partie hydrophobe

50 nm a quelques pm

Figure 28 : Représentation schématique d'un liposome.

Une propriété fondamentale du liposome est de protéger le principe actif qu'il
contient de I'hydrolyse ou de l'attaque d’enzymes. La caractéristique majeure des
liposomes est de posséder la capacité de traverser les membranes des cellules et de
fusionner avec celles-ci. De ce fait, ils peuvent étre utilisés pour transporter des

principes actifs au coeur méme des cellules. Ils sont utilisés depuis des années comme
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moyen de transporteur de principes actifs thérapeutiques ou d’agents d’imagerie
pour des applications en biologie, biochimie ou en médecine!*.

Les liposomes étant constitués de molécules biocompatibles, ils sont
rapidement dégradés et digérés par le systeme enzymatique ou immunitaire. Ces
véhicules vont donc relarguer la molécule encapsulée et ce sans réel contrdle du lieu
de relargage. Les liposomes permettent également d’augmenter 1’efficacité d'un PS

car ils permettent aux PS de ne pas étre sous forme agrégée!™.

IL5.5.b.  Les micelles
Les micelles sont aussi des macro-assemblages de molécules amphiphiles
adoptant en milieu aqueux une configuration en monocouche et non en bicouche!®.
Il en résulte alors une disposition de type coeur-coquille avec un compartiment

interne hydrophobe et une surface hydrophile (Figure 29).

Partie
Hydrophobe

Partie

Hydrophile

Molécules
encapsulées

50 nm a quelques um
Figure 29 : Représentation schématique d'une micelle.

Plusieurs types de molécules amphiphiles sont utilisées pour établir ce genre
d’assemblages, comme les phospholipides, les surfactants de type PEG ou de

construction faites a partir de copolymeres. De nombreuses publications relatent
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I'encapsulation de PS et leur étude biologique!®! 12, tout comme de récentes revues
abordent de maniere plus large I’encapsulation de principes actifs!®>16,

Dans ce cas aussi, le PS est relargué dans le milieu biologique apres dégradation
par les voies métaboliques cellulaires classiques.

Une application tres prometteuse en PDT des micelles est montrée par les
travaux de 1'équipe de Jean-Pierre Souchard. Un travail publié¢ en 2009 (Knop et al.,
2009%°) fait état de la synthese et de la caractérisation d'une micelle de poly
(éthyleneoxyde-b-ge-caprolactone) encapsulant un PS, le Phéophorbide a. L’étude
biologique des micelles sur la lignée cellulaire MCF-7 a notamment montré une
activité photodynamique augmentée d'un facteur 2 par rapport a celle observée pour
le PS seul. L’hypothese d’une meilleure pénétration dans la cellule du PS vectorisé
par la micelle peut étre avancée.

Notons que les dendrimeéres se comportent sensiblement de la méme maniere,
sauf que la construction se fait de facon covalente : en somme, le PS est fonctionnalisé

par un réseau macromoléculaire hydrophile (Figure 30).
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Figure 30 : Représentation schématique d'un dendrimeére de PS.

La synthése et la caractérisation de dendrimeres contenant une porphyrine ont
été étudiées par notre équipe de recherche. Une nouvelle voie de synthese ainsi que

la preuve de la production d’oxygene singulet par ce type de macromolécule est
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reporté dans la publication de Morosini et al., 2006, ouvrant des perspectives

intéressantes pour l'utilisation des dendrimeres en PDT.

I1.5.5.c.  Les nanoparticules

Les nanoparticules sont un autre moyen de vectoriser les PS. Les micelles,
dendrimeres et liposomes sont aussi stricto sensu des nanoparticules mais
généralement, on utilise le terme nanoparticules pour définir des objets de tailles
inférieures a 100 nm.

On distingue les nanoparticules dites « biodégradables » des nanoparticules
«non biodégradables ». Les premieres sont dégradées par voie enzymatique en
milieu biologique pour relarguer le PS. Celles-ci présentent les mémes avantages
(biocompatibilité) et inconvénients (relargage non controlé) que les liposomes et
micelles mais ont ’avantage d’avoir des tailles plus petites. La petite taille permet a
ces nanoparticules de pouvoir étre internalisées et de pouvoir donner lieu a un
relargage intracellulaire du PS. Les nanoparticules « non biodégradables », quant a
elles, encapsulent le photosensibilisateur, de fagcon covalente ou non, mais ne le
relarguent pas. Les matrices sont souvent en dérivé de silice ou parfois métalliques
(nanoparticules d’or, notamment). Ici, le PS n’étant pas relargué dans le milieu,
'oxygene doit cependant pouvoir diffuser dans la nanoparticule pour « réagir » avec
le PS a I'état excité et former I'oxygene singulet qui va diffuser hors de la matrice et

provoquer l'effet photodynamique (Figure 31).
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Figure 31 : Représentations schématiques de nanoparticules non-biodégradables (A) et biodégradables (B).

Mon sujet de these portant 1'élaboration de nanoparticules pour des
applications en PDT, nous avons rédigé deux revues, I'une sur l'utilisation des
nanoparticules en PDT!* puis une se focalisant sur les nanoparticules de silice

utilisées en PDT'%, situées dans le fascicule adjoint a ce manuscrit.

I1.5.6. Développement de la technique multiphotonique

II.5.6.a. Concept d’excitation biphotonique
Le développement de PS absorbant en biphoton est également un champ de
recherche récent qui se développe. Il s’agit de molécules dont la structure particuliere
en général conjuguée, linéaire, peut, par exemple, posséder une partie « donneur » et

une « accepteur », systeme appelé « push-pull », qui va lui conférer une bonne section
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efficace d’absorption simultanée de deux photons. De telles caractéristiques vont lui
permettre d’absorber 2 photons cohérents, en méme temps, dont I'énergie de chaque
photon sera deux fois plus faible que I'énergie d'un photon utilisé pour exciter le PS.
C’est Maria Goeppert-Mayer, Prix Nobel de physique en 1931, qui décrit le principe
selon lequel si un photon ne possede pas l'énergie suffisante pour produire une
excitation, I'arrivée d’un second photon de méme énergie, dans un intervalle spatio-
temporel tres court, peut amener cette excitation. La probabilité d'un tel évenement
est globalement tres faible mais augmente dans les zones a fortes concentrations de

photons, c’est-a-dire au point de focalisation (Figure 32).

Figure 32 : Fluorescence émise avec excitation a 1 photon (1P) et a 2 photons (2P), d’apres Soeller et al. 199917,

La meilleure résolution spatiale est aussi une des raisons du développement de
la microscopie multiphotonique durant ces dernieres années, qui permet d’irradier a
des longueurs d’onde non absorbées ou diffusées par les tissus’l. Cette
caractéristique va trouver écho dans la communauté PDT de par la capacité de tels
rayonnements a pénétrer plus profondément dans les tissus!”2.

Plusieurs études en PDT ont vu le jour ces dernieres années, publiées par des
équipes qui développent des composés dont les structures chimiques sont capables
d’absorber en biphoton. Par exemple, une équipe a étudié¢ des PS tétrapyrroliques
brevetés!” en excitation biphotonique par laser pulsé femtoseconde a 800 nm in vitro
sur des cellules MDA-MB-231 et in vivo (cellules MDA-MB-231 xénogreffées sur

souris SCID)"7%. Un autre exemple vient de I'équipe de Kim et al. qui développe un
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absorbeur a deux photons capable de transférer son énergie a un
photosensibilisateur, a son tour capable de produire de l’oxygene singulet!'”.
L’encapsulation des deux molécules dans une méme nanoparticule de silice permet
de favoriser ce transfert d’énergie par FRET et permet d’observer la production
d’oxygene singulet apres une excitation biphotonique a 800 nm. Les complexes de
ruthénium (II) présentent également un intérét en thérapie photodynamique a deux

photons, et font I’objet du paragraphe suivant.

IL5.6.b. Exemples des complexes de ruthénium
Les complexes a bases de ruthénium (Ru) ont des structures chimiques
conjuguées et sont connus pour étre des molécules avec une section efficace
d’absorption a deux photons tres importante. A 1’état d’oxydation 2+, le cation
ruthénium possede une structure électronique [Kr] 4d® qui lui confere une
coordinence de 6 lui permettant de chélater 6 atomes. Les liaisons de coordination
proviennent du recouvrement des 6 orbitales vides d?sp® du cation Ru?* avec les six
orbitales sp? des ligands contenant les doublets électroniques non liants. Cette liaison
est ensuite stabilisée par une composante de rétrocoordination qui implique la
délocalisation partielle des électrons du métal vers les orbitales n* des ligands. Ces
complexes de Ru(Il) vont avoir de fortes interactions avec la lumiere et notamment
dans l'absorption biphotonique. On distingue 3 types de transitions électroniques
entre les orbitales moléculaires induites par 1’adsorption d’énergie photonique!”
(Figure 33) :
* les transitions LC (Ligand Centered) : elles correspondent a une transition
entre deux orbitales centrées sur les ligands (n - n*). Elles présentent
notamment une bande d’absorption intense dans la région UV (200-

400 nm).
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* les transitions MC (Metal Centered) : elles correspondent a une transition
entre deux orbitales centrées sur le métal (dn - do*). Elles sont peu intenses
et situées a la frontiere entre le visible et 'UV.

* les transitions MLCT (Metal to Ligand Charge Transfer) : elles correspondent a
un transfert de charge d’une orbitale de type métal vers une orbitale de
type ligand (drn - n*). Elles sont relativement intenses et situées dans le

domaine du visible.
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Figure 33 : Diagramme d’énergie des principales orbitales moléculaires et les transitions résultantes pour un

complexe octaédrique de Ru(II)'”".

L’exemple des complexes de ruthénium polypyridiniques (Figure 34) est
intéressant a citer ici car des applications en PDT font l'objet actuellement de

nombreuses recherches.
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Figure 34 : Exemple de structure chimique d'un complexe de Ru(II) polypyridinique.

Ce type de structure, apres absorption en biphoton, passe a un état excité MLCT
singulet. Par conversion inter-systemes, cet état se désactive rapidement (quelques
centaines de femtosecondes) pour peupler I'état MLCT triplet (Figure 35). A cet état
SMLCT, la molécule peut, soit passer a 1’état ML en lui apportant de I'énergie, soit se

désactiver de facons radiative (., ~600nm), non-radiative ou par transfert d’

énergie aux molécules environnantes. Cette derniere voie des désexcitations

comprend notamment la formation d’oxygene singulet!?s.

Figure 35 : Diagramme de Jablonski simplifié pour un complexe de Ru(Il) ; ® : absorption a 1 ou 2 photons,

ISC: croisement inter-systémes, k, : constante de désexcitation radiative et K, ; constante de désexcitation

nr /

non-radiative, tirée de G. Lemercier et al., C. R. Chimie 11 (2008)78,

L’intérét majeur de l'utilisation de ces complexes de Ru(ll) en PDT est la
capacité a absorber efficacement a deux photons, ce qui induit des longueurs d’onde

d’excitation de I'ordre de 800 a 900 nm. L’équipe du Pr Lemercier, G. de I'Université
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de Reims, a d’ailleurs récemment publié un travail concernant des complexes de
Ru(Il) comme potentiel PS a deux photons pour la PDT'7.

Les travaux de Schmitt et al. décrivent les syntheses de complexes de Ru(II) et
de porphyrines pyridinium!®-¥2 ainsi que leur caractérisations physico-chimiques et
photophysiques. Si les caractérisations spectroscopiques montrent de bonnes sections
efficaces d’absorption a deux photons des molécules synthétisées, les études
biologiques in vitro, sont effectuées avec une excitation monophotonique a 652 nm.

Une publication, de Poon et al., relate aussi la synthese d"un complexe de Ru(II)
bipyridinium couplé a une porphyrine!®. Les caractérisations photophysiques ainsi
que la microscopie confocale se font en excitation biphotonique a 800 nm. Cependant,
les tests biologiques se font ici encore en excitation monophotonique a 652 nm.

Les complexes de Ru(II) et les molécules absorbant a deux photons font partie
des derniers développements qui devraient permettre d’améliorer 1'efficacité de la
PDT dans les prochaines années. Cependant, un inconvénient de ces structures est la

toxicité potentielle de I’atome ruthénium.

I1.5.7. Conclusion sur les PS de 2¢™ génération

Tous les photosensibilisateurs décrits dans le paragraphe précédent ne sont
basés que sur un ciblage dit passif des milieux tumoraux grace a l'effet EPR. Les
recherches s’orientent depuis une dizaine d’années sur des photosensibilisateurs de
3tme oénération qui sont des assemblages moléculaires ou particulaires comportant
une partie « PS» et une partie de ciblage actif. La compréhension et les études de
plus en plus fines d'un point de vue biologique et anatomique des tumeurs
permettent de trouver des cibles spécifiques des tumeurs et ainsi diminuer fortement
les effets secondaires des thérapies et la PDT en a fait son nouveau challenge. Il s’agit
de modifier chimiquement le PS pour I'amener directement aux cellules cancéreuses

ou au niveau du réseau sanguin tumoral, en ciblant un récepteur surexprimé a la
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surface de la cible. La reconnaissance spécifique du ligand greffé sur le PS permet

d’accroitre fortement I'affinité pour la cible par rapport aux tissus sains.
II.6. Photosensibilisateurs de 3¢™e génération et ciblage actif

Cette classe de PS est constituée des mémes molécules que la seconde
génération, sur lesquels sont fixés différents ligands, qui sont reconnus
spécifiquement par des récepteurs spécifiques. Le ciblage actif se découpe en deux
grandes catégories qui correspondent a deux stratégies aboutissant a la destruction

de la tumeur. On distingue les adressages direct et indirect :

* L’adressage direct consiste a cibler les récepteurs spécifiques des
cellules cancéreuses.
* L’adressage indirect consiste, quant a lui, a cibler le réseau de

néovaisseaux tumoral.

Un état des lieux de ces leviers est donné dans une revue écrite par une partie

de la communauté frangaise travaillant sur la PDT?%.

Figure 36: Stratégies de ciblage des PS vis-a-vis des cellules cancéreuses. Ciblage passif : véhiculés par des
liposomes (A), ou transportés par des nanoparticules (B). Ciblage actif : PS conjugués a une molécule de
ciblage (anticorps, peptide, ligand spécifique, nanoparticule adressée, etc.) (C et D), d’apres Barberi-Heyob et

al., 2007184,
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I1.6.1. Ciblage actif direct

Cette stratégie anticancéreuse consiste a cibler les cellules cancéreuses via des
récepteurs que celles-ci surexpriment. Les stratégies les plus développées sont
décrites dans les paragraphes suivants.

I1.6.1.a. Récepteurs a cestrogéne

Une cible potentielle en PDT est les récepteurs a cestrogene qui sont
surexprimés dans les cancers du cerveau, des ovaires et du sein!® 1%, Une équipe a
montré qu’une porphyrine couplée via un bras espaceur a I'cestradiol (Figure 37) était
plus internalisée dans des cellules surexprimant les récepteurs a cestrogene (MCF-7)
que des cellules ne les exprimant pas (MDA-MB-231), sans toutefois induire une tres

bonne activité photodynamique du PS'¥’.

CH, ,OH

Figure 37 : Formule développée du conjugué porphyrine-cestradiol.

Une autre étude plus récente de ciblage des récepteurs nucléaires a I'cestradiol
fait intervenir le Phéophorbide a couplé a un motif cestrogénique'®s. El Akra et al.
prouvent notamment, par microscopie confocale sur la lignée cellulaire MCF-7, que
le PS conjugué a I'cestradiol se localise préférentiellement dans le noyau. De plus, ils
constatent une efficacité photodynamique 7 fois supérieure a celle observée pour le

PS seulss.
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II.6.1.b. Récepteur de I'acide folique

Un autre récepteur qui a apporté des résultats tres intéressants, notamment

dans notre équipe de recherche, est le récepteur a l'acide folique. Les récepteurs a

l’acide folique sont surexprimés dans de nombreux cancers notamment pour 'ovaire,

I'utérus et le cerveau (Figure 38).
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Figure 38 : Expression du récepteur a I'acide folique dans différents tissus

L’équipe PDT a publié de nombreux résultats lors de la these de Julien Gravier

(2004-2008)'® qui consistait en la synthese, l'étude photophysique et 1'étude

biologique sur cellules surexprimant les récepteurs a 'acide folique (cellules KB),

d’une molécule comportant une chlorine couplée a l'acide folique par deux bras

espaceurs différents (Figure 39).

NH OH
‘\[N\ XN
N7 N)\NH

Figure 39 : Formule développée des molécules étudiées par Julien Gravier'.
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Par spectrofluorimétrie fibrée chez la souris xénogreffée, il a été démontré que
I'accumulation de la molécule synthétisée dans les tumeurs exprimant les récepteurs
a l’acide folique, 4 h apres injection, était deux fois supérieure a celle de la chlorine
seule mais surtout que la sélectivité par comparaison au tissu sain était améliorée
d’un facteur 5. Il a aussi été montré que 'incorporation se faisait effectivement par le
récepteur car en ajoutant de I'acide folique libre lors de I'expérience, une diminution
de l'incorporation cellulaire du PS était observée!® 1. Cette étude a notamment été
poursuivie en étudiant la vectorisation de quantum dots par 1'acide folique pour une

application en PDT avec les travaux de these de Vincent Morosini (2006-2010)™2.

I1.6.1.c. Récepteurs des sucres : les lectines

Une autre voie de ciblage actif est de coupler un photosensibilisateur avec des
sucres, qui sont appelés des PS glycoconjugués. En effet, il a été prouvé que certains
récepteurs aux sucres sont aussi surexprimeés sur des cellules cancéreuses.

Notre équipe de recherche a publié des études sur ce type de ciblage,
notamment lors de la these de Benoit Di Stasio (2003-2007)'® qui a montré une
incorporation préférentielle d’une molécule composée d'une porphyrine et de
dérivés glucosamine dans les cellules HT29 surexprimant ces récepteurs par rapport
a la porphyrine seule'* . D’autres équipes en France travaillent a 'amélioration de

cette voie de ciblage en utilisant différents types de sucres (mannose, galactose)'¥*1%.

IL.6.1.d. Utilisation du métabolisme des cellules cancéreuses
Les PS conjugués a des motifs polyamines possedent une meilleure hydrophilie
et une bonne internalisation dans les cellules cancéreuses. En effet, la cellule
cancéreuse étant dans une phase de développement intense, son métabolisme va
attirer fortement les polyamines de type spermine et spermidine (Figure 40). Des
études relatant la synthese et 1'étude biologiques de tels composés en PDT sont

développées?® 201,
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Figure 40 : Formule développée de conjugués porphyrine-polyamines, d'apres Sol et al., 20061,

I1.6.2. Ciblage actif indirect

Cette stratégie de ciblage consiste a cibler non pas la cellule cancéreuse, mais a
cibler le réseau de néovaisseaux tumoraux.

Nous avons vu que l'angiogenése tumorale était un processus tres important
dans le développement de la tumeur et dans la dissémination des métastases, qui
conduisait a la formation d"un réseau de vaisseaux sanguins pour irriguer la tumeur
en oxygene et nutriments. Les acteurs biologiques responsables de ce processus vont
pouvoir ainsi étre des cibles potentielles car ils seront soit surexprimés, soit activés, et
donc auront un caractere propre a I’'environnement tumoral.

L’ANET (anti-neovascular therapy) a pour but d’éradiquer les cellules
endothéliales proliférantes de phénotype angiogénique, et par la-méme d’éradiquer
les cellules tumorales en bloquant tout apport sanguin en nutriments et en oxygene.
On distingue trois grandes stratégies : le ciblage vasculaire, la thérapie

métronomique et la PDT. De nombreuses études tendent a montrer le role
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prépondérant joué par l'effet vasculaire dans 1'éradication tumorale par PDT. Une
accumulation accrue et plus sélective des photosensibilisateurs au voisinage des
néovaisseaux tumoraux peut favoriser cet effet, et donc I'efficacité du traitement. La
VTP apparait comme une stratégie prometteuse dans le traitement du cancer par
comparaison a des approches plus conventionnelles visant les cellules tumorales?*
205, Les cellules endothéliales associées aux tumeurs se divisent de 20 a 2000 fois plus
rapidement que les cellules endothéliales normales (sauf dans certains processus
d’angiogenese physiologique). Elles expriment des marqueurs que les cellules
endothéliales quiescentes n’expriment pas ou faiblement (antigenes, récepteurs aux
facteurs de croissance etc.), parmi lesquels : les intégrines o, 35, les récepteurs Tie, les
récepteurs des éphrines et ceux du VEGF, auxquels nous nous intéressons ici. La
stratégie d’adressage des photosensibilisateurs vis-a-vis des cellules endothéliales
angiogéniques, initiée en 2005 par 1'équipe PDT, s’inscrit dans ce nouveau mode

de traitement.

I1.6.2.a. Ciblage des intégrines

Le peptide RGD est reconnu par les intégrines dont nous avons parlé dans la
partie sur 'angiogenese. Le tripeptide RGD possédant une forte affinité et spécificité
pour l'intégrine a,f;2*, plusieurs équipes ont étudié la conjugaison d'un PS avec le
motif RGD2528, De plus récentes études montent une affinité accrue d’un motif
appelé RAFT-RGD pour les intégrines. Ce travail consiste a coupler quatre motifs
RGD cycliques sur une molécule qui sert d’attache sur un liposome fluorescent.
Seules des applications en imagerie de fluorescence sont décrites dans la littérature?”
mais la communauté PDT s’intéresse a ce ciblage par le RAFT-RGD.

Notre «équipe PDT» a montré que le couplage entre une
tétraphénylporphyrine et deux séquences RGD, l'une cyclique et l'autre linéaire,

améliorait fortement, in vitro, 'activité photodynamique du PS sur des cellules
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HUVEC (Human Umbilical Vascular Endothelial Cells). Les doses létales a 50 % (DLs)

sont de I'ordre de 3 a 4 J/cm? alors que le PS non conjugué, malgré un meilleur

rendement quantique d’oxygene singulet, n’a eu aucun effet photodynamique?.

I1.6.2.b. Les métalloprotéinases matricielles (MMPs)

Les métalloprotéinases matricielles (MMPs) sont des enzymes qui sont sécrétées
lors de l'angiogenese tumorale afin, entre autres, de détruire la matrice
extracellulaire pour favoriser le développement des néovaisseaux tumoraux.

Une stratégie a été développée en utilisant l'activité enzymatique de ces MMPs.
Il s’agit de molécules comportant 3 entités, appelées Photodynamic Molecular Beacon
(PMB), développées par I'équipe de Gang Zheng a Toronto a partir de 2004**.Un
PMB comporte un photosensibilisateur (qui provoquera l'effet photodynamique)
couplé a un inhibiteur, ou quencher, d’oxygene singulet via un peptide choisi pour
étre reconnu par les MMPs. Le principe d’action est le suivant : lorsque le conjugué
ne se trouve pas en présence de protéinases, un transfert d’énergie entre
photosensibilisateur a 1’état triplet et l'inhibiteur se produit, empéchant ainsi la
formation d’oxygene singulet. En revanche, en présence d’enzymes spécifiques du
milieu tumoral, les enzymes clivent le peptide et liberent les deux entités. Le
photosensibilisateur séparé de son inhibiteur retrouve ses propriétés

photodynamiques. La Figure 41 illustre cette stratégie.
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Figure 41 : Principe de la stratégie du Photodynamic Molecular Beacon (PMB).

Des études ont donc porté sur la recherche de peptides substrats de certaines
MMPs. Le peptide GPLGLARK est un peptide substrat des MMPs-7 avec une
coupure enzymatique entre la glycine (G) et la leucine (L)*2 Apres avoir apporté la
preuve du concept en 2004 en utilisant des caspases comme enzymes?!!, I'équipe de
Zheng a ensuite développé un PMB comprenant un PS de type chlorine et un
quencher de type caroténoide relié par le peptide GPLGLARK. IIs ont montré la
preuve du concept de l'inhibition de la production d’oxygene singulet et de la
coupure enzymatique par les MMP-7 et non par les MMP-2. Le quencher utilisé est
une molécule appelée Blackberry Quencher qui a la propriété d’inhiber la production
d’oxygene singulet et la fluorescence?®.

Les peptides GPLGIAGQK?* et PLGL® ont été décrits comme étant clivés par
les MMPs-2 et -9 entre G et L.

En premiere année de these, jai travaillé sur ce sujet en synthétisant le
photosensibilisateur, un inhibiteur de type caroténoide et le peptide GPLGIAGQK.

Apres une premiere étude d’inhibition en solution entre 1'inhibiteur d"une part et le
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PS d’autre part, nous avons décidé, au vu du travail restant, que cette thématique
ferait I’objet d’une these a part entiere, qui est menée par Marc Verhille.

Nous avons publié une revue qui répertorie toutes les stratégies dite de PMB
qui peuvent étre assez vastes, allant de la séparation des entités par un peptide clivé
par voie enzymatique, d'un brin d”ADN qui trouve une séquence complémentaire ou
encore des répulsions/attractions électrostatiques. Nous traiterons de cela plus en

détail dans le 4™ Chapitre dédié au contréle de I'oxygene singulet.

I1.6.2.c. Ciblage de neuropiline-1
Un autre récepteur est le co-récepteur neuropiline-1 noté NRP-1. Cette stratégie
de ciblage sera celle retenue pour mon travail de these. Partant de résultats tres
prometteurs obtenus dans les travaux de these de Loraine Tirand! et de Noémie
Thomas?®, nous avons cherché a améliorer ce ciblage en utilisant des nanoparticules
adressées. Les principaux résultats antérieurs a ma theése seront exposés en détail en

introduction du Chapitre II.

Conclusions

La PDT est proposée comme une stratégie thérapeutique relativement récente et
trés prometteuse. Malgré ses aspects attractifs, le nombre de photosensibilisateurs
disponibles cliniquement reste encore tres limité et une conception rationnelle de
photosensibilisateurs mieux adaptés aux applications thérapeutiques permettrait de
donner un nouvel essor a la PDT. A partir des photosensibilisateurs de premiere
génération, des photosensibilisateurs de deuxieme génération, de composition mieux
définie, de structure chimique les rendant compatibles avec une utilisation en milieu
aqueux ont été élaborés. L’équipe PDT de Nancy s’intéresse aujourd’hui a la
conception de photosensibilisateurs de troisieme génération, possédant, en plus, un

module d’adressage permettant de les fixer spécifiquement a la cible. Plus
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particulierement, des photosensibilisateurs pour des applications en VIP (Vascular
Targeted PDT) sont développés. Il ne s’agit pas d’avoir un effet de mort directe des
cellules néoplasiques, mais plutét d’éradiquer la tumeur en visant ses vaisseaux
sanguins nourriciers.

Pour réduire les phénomenes non spécifiques résultant d'une part, du caractere
hydrophobe des conjugués synthétisés entrainant une agrégation nuisible aux
propriétés photophysiques des molécules photo-activables et une baisse d’affinité
pour la cible, et d’autre part, d’'une capture importante par le systéeme réticulo-
endothélial, une solution est d’utiliser des nanoparticules. Le sujet de these qui m’a
été confié consiste en lélaboration de nanoplates-formes multifonctionnelles
originales, permettant le couplage de photosensibilisateurs et de peptides
d’adressage. Par ailleurs, la stratégie qui consiste a allier thérapie et diagnostic,
encore appelée théranostic est rendue possible grace a 1'utilisation de nanoparticules
de structure particuliere permettant de les visualiser par IRM.

Le Tableau 4 rassemble les principaux avantages et inconvénients des
méthodes PDT. Si la premiere génération actuellement utilisée en clinique ne fait
plus 1'objet de recherches approfondies, les travaux actuels visent 1'utilisation de

nouvelles molécules (PS) et de nouveaux vecteurs pour atteindre les cibles malignes.

Tableau 4 : Principaux avantages et inconvénients des différentes générations de PS.

PDT Avantages Inconvénients
1ére génération Traitement efficace et peu | Localisation partielle dans le tissu malin.
invasif. Mélanges initiaux impurs.

Localisation partielle dans le | Cancers spécifiques.

tissu malin. Photosensibilité rémanente.

Traitement préférentiellement | Faible absorption dans le rouge.

en surface (possibilité | Rendement quantique de production
d’utiliser des fibres optiques). | d’oxygene singulet modeste.

Stabilité des produits (?)

Procédés d’élimination des déchets.
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2¢éme génération

Cf. supra.
Produits purs.

Meilleure absorption dans le

Photosensibilité rémanente.
Stabilité des produits (?)

Procédés d’élimination des déchets.

rouge. Cibles atteintes de maniere passive.
Encapsulation.
3eme génération Cf. supra. Photosensibilité rémanente.
Ciblage spécifique. Stabilité des produits (?)
Procédés d’élimination des déchets.
Nanoparticules Cf. supra. Photosensibilité rémanente.
multifonctionnelles | Couplage traitement / | Stabilité des produits (?)
diagnostic. Procédés d’élimination des déchets.

Protection du PS vis-a-vis du

milieu biologique (et
réciproquement).
Clairance facilitée et

encapsulation des métaux
lourds (Gd).

L’objectif de la these est inscrit dans l'exploration de systéemes de 3me

génération, utilisant des nanoparticules, devant permettre a la fois un ciblage

spécifique des zones a traiter et un suivi par imagerie de leur localisation. Il s’agit de

démontrer la faisabilité de 1’élaboration de nanoparticules multifonctionnelles qui

porteront un cceur d’oxyde de lanthanide pour

de limagerie IRM, un

photosensibilisateur encapsulé de fagon covalente dans une matrice de polysiloxane,

pour la thérapie, et des unités peptidiques a la surface des nanoparticules pour les

adresser vers le réseau des néo-vaisseaux tumoraux.
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Chapitre II: Nanoparticules
multifonctionnelles adressées pour une
thérapie photodynamique antivasculaire.

Preuve de concept

Le but de l'étude décrite dans ce chapitre est de montrer la faisabilité
d’élaborer des nanoparticules de silice renfermant un photosensibilisateur et des
unités peptidiques de ciblage, conservant a la fois les propriétés photophysiques de
la molécule photo-activable et une affinit¢é pour le récepteur neuropiline-1.
L’originalité des nano-objets développés repose sur leur fonctionnalisation par un
peptide ligand de NRP-1, mais également aussi par les faits qu’ils sont a la fois des
outils pour I'imagerie (IRM) et la thérapie (PDT).

La premiere partie de ce chapitre est consacrée au résumé des principaux
résultats obtenus au cours d’études antérieures a ce travail par I'équipe PDT. Ces
recherches avaient pour but l'étude du ciblage du récepteur NRP-1 par un
photosensibilisateur couplé a un peptide via un bras espaceur. Notamment, les
travaux de these de L. Tirand et N. Thomas ont apporté des résultats biologiques
prometteurs qui sont la base du présent travail.

La deuxiéme partie de ce chapitre s’intéresse aux syntheses chimiques, a la
description des protocoles de couplage qu’il a fallu mettre au point, aux propriétés
photophysiques ainsi qu’aux premiers résultats biologiques concernant des
nanoparticules de silice de taille importante (diametre hydrodynamique ~ 11 + 3 nm).

Ce travail a permis de valider le concept qui consiste a utiliser des nanoparticules en

101



polysiloxane fonctionnalisées par un peptide d’adressage pour une application en

thérapie photodynamique antivasculaire.

Une représentation schématique de la nanoparticule qui va faire 1'objet de ce

chapitre est présentée en Figure 42 :

Couche de polysiloxane Molécules hydrophiles

Photosensibilisateurs

Ceeurd'oxyde
de Gadolinium

Peptides

Figure 42 : Représentation schématique de la nanoparticule envisagée.

L’aspect multifonctionnel de la nanoparticule implique un travail de synthese

de chaque « composant » suivi d'un « assemblage » des « briques élémentaires ».

I. Contexte de I’étude

Nous présentons des résultats de I'équipe PDT concernant le ciblage des PS
pour des applications en PDT et des résultats du LPCML concernant les
nanoparticules synthétisées pour étre des outils de diagnostic par imagerie de

fluorescence et IRM.
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I.1.  Ciblage d’une chlorine par le peptide ATWLPPR

L’équipe PDT est spécialisée dans le ciblage des photosensibilisateurs. La
stratégie du ciblage antivasculaire, appelée Vascular Targeted Photodynamic
Therapy (VTP), a été abordée avec deux peptides ciblant deux récepteurs différents.
Il s’agit de RGD pour cibler les intégrines?* 210 et d’ATWLPPR pour cibler NRP-1.
Nous nous focaliserons ici sur le ciblage de NRP-1 par ATWLPPR. Les travaux de
these de Loraine Tirand et Noémie Thomas ont donné lieu a plusieurs publications
dont nous allons décrire ici les principaux résultats qui nous servent de base pour le
présent travail.

L’approche vasculaire de la thérapie photodynamique a été envisagée en
couplant un photosensibilisateur a un peptide ciblant neuropiline-1 (NRP-1), co-
récepteur du VEGF. La molécule est constituée d’'un photosensibilisateur de type
chlorine (5-(4-carboxyphényl)-10,15,20-triphénylchlorine, notée TPC), conjugué a un
peptide (H-Ala-Thr-Trp-Leu-Pro-Pro-Arg-OH, noté ATWLPPR) spécifique du co-
récepteur NRP-1 surexprimé par les cellules endothéliales angiogéniques, par
I'intermédiaire d'un bras espaceur (acide aminohexanoique, Ahx), permettant
d’individualiser les deux parties (Figure 43). Le nouveau photosensibilisateur TPC-
Ahx-ATWLPPR, qui a été synthétisé, purifié et caractérisé, présente une capacité de
fixation au récepteur NRP-1. Cette propriété a pour conséquence une tres nette
amélioration de l'incorporation au sein des cellules endothéliales et donc, une

amélioration de son activité photodynamique?'®.

ATWLPPR
NH/\/W
O

Figure 43 : Une chlorine (TPC) couplée a I’heptapeptide ATWLPPR via un bras espaceur Ahx.
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Il a également été constaté que I'augmentation de l'incorporation de TPC-Ahx-
ATWLPPR pouvait en partie étre due a des phénomenes non spécifiques. Afin de
pouvoir définir plus précisément la part d’incorporation intracellulaire provenant de
meécanismes spécifiques par rapport a celle issue de mécanismes non spécifiques, le
taux d’incorporation entre des cellules surexprimant NRP-1 (e.g. lignée de cancer du
sein MDA-MB-231) et ces mémes cellules traitées par ARN interférence a été
comparé. Apres avoir confirmé le knock down de NRP-1 par western blot et RT-PCR, il
a été mis en évidence une diminution significative de l'incorporation cellulaire de
TPC-Ahx-ATWLPPR pour la lignée MDA-MB-231 knock down comparée a la lignée
wild type*””. Néanmoins, 'affinité du peptide pour NRP-1 est diminuée suite au
couplage avec le photosensibilisateur. Cette diminution peut résulter, soit des
interactions intramoléculaires entre lentité peptidique et le groupement
photoactivable, soit de I'encombrement stérique de la structure tétrapyrrolique du
groupement photoactivable, limitant la reconnaissance par le récepteur. Cette affinité
pourrait étre améliorée en augmentant le ratio peptide/photosensibilisateur?$, en
utilisant par exemple, un systeme vecteur type nanoparticule fonctionnalisée greffée
en sa périphérie par le peptide d’adressage. C’est cette approche qui a été retenue
pour mon projet de these.

L’étude in vivo de TPC-Ahx-ATWLPPR, sur un modele de gliome malin
humain (lignée U87), xénogreffé en ectopique chez la souris nude a été réalisée. Sur ce
modele, il a été préalablement mis en évidence une angiogenese tumorale
conséquente, par le suivi de la densité vasculaire, du taux de VEGF diffusible et de la
pression partielle en oxygene? 22, L’étude de la pharmacocinétique plasmatique et
de la biodistribution constituait un préalable indispensable a toute étude d’efficacité
in vivo du nouveau photosensibilisateur, en fournissant notamment des informations
essentielles quant au choix des conditions de PDT, en particulier I'intervalle drogue-
lumiere (IDL). Les résultats de pharmacocinétique plasmatique et tumorale, apres

injection de TPC-Ahx-ATWLPPR par voie intraveineuse (i.v.), ont démontré que le
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photosensibilisateur conjugué se concentrait dans la tumeur a des taux bien
supérieurs a ceux retrouvés dans la peau et permettait une accumulation sélective
dans les cellules endothéliales de la tumeur in vivo comparé au photosensibilisateur
seul?!. L’affinité a été validée en microscopie de fluorescence par une technique de
marquage immunohistochimique de l’endothélium des vaisseaux sanguins en
colocalisation avec le photosensibilisateur maximale 4 h post-injection i.v.

L’utilisation de petits peptides couplés a des photosensibilisateurs afin
d’améliorer la sélectivité vis-a-vis des tissus cancéreux présente de nombreux
avantages : petite taille permettant une meilleure pénétration tissulaire, facilité de
synthese, affinité pour leur récepteur, capacité d’internalisation etc, comme
énumérés dans la revue que nous avons rédigée??2. Cependant, leur principal défaut
réside dans un manque de stabilité potentiel, du fait de la présence d’exo- et
d’endopeptidases in vitro et in vivo susceptibles de les dégrader. Le conjugué TPC-
Ahx-ATWLPPR s’est révélé stable dans le plasma humain et le plasma de souris in
vitro mais in vivo la séquence peptidique se dégrade progressivement, aboutissant a
la formation du composé TPC-Ahx-A. La dégradation est tres rapide dans les
organes du systeme réticulo-endothélial (foie et rate)?”. Comme il a été également
mis en évidence in vitro, cette dégradation enzymatique résulte majoritairement des
peptidases lysosomales. L’identification du site de dégradation au niveau du
peptide, a permis d’améliorer la stratégie par I'élaboration de pseudopeptides affins
et plus stables?”* (These d’E. Kamarulzaman en cours).

L’efficacité photodynamique in vivo a été réalisée apres optimisation des
conditions de traitement d’irradiation appréhendée par une approche de
méthodologie de plans d’expériences. In vivo, 1'efficacité photodynamique avec le
photosensibilisateur conjugué a induit un retard de croissance tumorale
statistiquement significatif comparé au photosensibilisateur non couplé?. L’effet
vasculaire a été caractérisé par une diminution du flux sanguin tumoral de 50%

environ durant le traitement. In fine, des 4 h post-traitement, des microhémorragies,
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des stases vasculaires et des thromboses luminales ont été observées, avec pour
confirmation une nette baisse de la perméabilité vasculaire au fibrinogene.
Consécutivement au traitement photodynamique avec le conjugué, les cellules
endothéliales s’arrondissent mais sans atteinte des caractéristiques morphologiques
des ultrastructures. Nous avons démontré que leffet vasculaire résultait d’une
modification de l'état thrombogénique des cellules endothéliales caractérisée par
I'induction de l'expression du facteur tissulaire?.

Ainsi, grace a ces résultats d’efficacité, il a été possible d’affirmer le potentiel

de la VTP via cette stratégie de ciblage de NRP-1.

Le but de ce travail de these est de compléter ces résultats encourageants par
I'utilisation des nanoparticules, dont les intéréts majeurs sont discutés dans les

paragraphes suivants.

1.2, Intérét des nanoparticules étudiées

Une des bases de notre recherche de thése repose sur les travaux antérieurs
menés au LPCML a Lyon (These d’Anne-Charlotte Faure sous la direction d’Olivier
Tillement).

L’intérét, outre leur taille (diametre hydrodynamique ~ 11 + 3 nm), des
nanoparticules développées par cette équipe est qu’elles permettent :

* La détection par IRM grace a un cceur d’oxyde de gadolinium
Gd,0,%.

* Le greffage covalent de molécules organiques dans une couche de
polysiloxane.

* La fonctionnalisation de surface par un surfactant hydrophile.
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En effet, il a été montré que 1'oxyde de gadolinium, sous forme agrégée avec
une concentration importante en atomes de Gd pour une taille nanométrique,

possédait des propriétés de contraste tres intéressantes?$*!. Gd,O, augmente les

vitesses T1 et T2 de relaxation des protons apres stimulation par un champ
magnétique. Cela a pour effet, in vivo, de rehausser le contraste des protons des
molécules d’eau notamment. L’équipe lyonnaise a étudié cette propriété des coeurs
d’oxyde de gadolinium en comparant I'effet de contraste IRM avec un produit utilisé
en clinique, le DOTAREM qui est constitué de cations Gd** chélatés par l'acide

gadotérique, présenté Figure 44.

Q (8]

-O%thl/_{o
B
LN

Figure 44 : Formule chimique du DOTAREM.

Les résultats sont tres encourageants, car des effets de contraste équivalents ou
supérieurs pour une méme quantité d’atomes de Gd pour différentes tailles de cceurs

sont observés?2,

Les travaux de these d’Anne-Charlotte Faure ont porté sur la mise en place
d’un protocole d’incorporation covalente de plusieurs fluorophores organiques, tels
la fluorescéine (FITC), la rhodamine B (RBITC) ou la cyanine 5 (Cy5), dans une
matrice de polysiloxane et sur le controle de la croissance de cette couche pour

maitriser la taille des objets?322%,

Une autre étude a porté sur l'influence du surfactant hydrophile sur la
biodistribution des nanoparticules. Différents polyéthylene glycols (PEG) ont été
testés. Le PEG est utilisé ici car il est connu pour étre hydrophile, biocompatible, non-
immunogénique et non-antigénique®’2%. Les PEG, comme d’autres polymeres
hydrophiles, induisent une furtivité des nanoparticules qu’ils recouvrent notamment

107



en évitant ’adsorption de protéines a leur surface ou opsonisation?!2%, La furtivité
peut étre définie comme la capacité d'une substance a avoir un temps de résidence
élevé dans le sang, elle va donc s’affranchir de I'adsorption en surface de protéines
d’opsonisation ou de le captation par le systeme réticulo-endothélial. La taille de ces
nano-objets est aussi un facteur important quant a la furtivité in vivo*? 2#. De plus, de
nombreuses études ont montré I'intérét de combiner I’aspect furtif de par la taille des
nanoparticules et un surfactant hydrophile comme le PEG?40. 249-256,

L’équipe lyonnaise a étudié la biodistribution de différentes nanoparticules

portant les surfactants hydrophiles suivants, PEG-OMe (2000 g/mol), PEG-NH, (2000

g/mol), PEG-COOH (2000 g/mol) et PEG-COOH (250 g/mol), injectées dans une
souris swiss nude implantées de cellules HEK293(B3) et HEK(B1) par injection sous-
cutanée sous la patte.
A partir de cette étude, le comportement « idéal » suivant a été défini :
* Temps de résidence dans le compartiment vasculaire faible (< 48 h).
* Elimination par excrétion rénale.
*  Affinité passive pour le milieu tumoral ; cette affinité est due a 1'effet

EPR, Enhanced Permeability and Retention.
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V

Figure 45 : Suivi temporel de la biodistribution de différentes nanoparticules. Vue du c6té ou la tumeur a été

greffée?+,

Les PEG les plus longs induisent une faible clairance des nanoparticules alors
que le PEG a 250 g/mol induise un temps de résidence plus court avec une

localisation dans le milieu tumoral significative (Figure 45)%4.
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II.  Elaboration, études photophysique et biologique

d’une nanoparticule multifonctionnelle

Les nanoparticules que nous avons utilisées ont un diametre hydrodynamique

d’environ 11 + 3 nm et les caractéristiques sont décrites dans le Tableau 5.

Tableau 5 : Principales caractéristiques de composition des nanoparticules étudiées.

Cceur de Gd,0, Couche de polysiloxane Photosensibilisateur
~ 0,003 a 0,005 PS/Gd
~ 2000 Gd/NPs ~47 Si/ Gd
~6a10 PS/NPs

Ce travail a donné lieu a une publication, Couleaud et al. 2011 présentée en
annexe>’,

Les syntheses exposées ci-apres, ainsi que les appareils utilisés pour la
caractérisation photophysique sont détaillés dans la partie expérimentale en fin de

manuscrit.

II.1. Le photosensibilisateur (PS)

I1.1.1. Généralités sur le PS choisi

La chlorine monocarboxylée, 5-(4-carboxyphényl)-10,15,20-triphénylchlorine,
notée TPC, possede les propriétés photophysiques adéquates pour le traitement
PDT. Du fait de sa structure asymétrique, la TPC se trouve sous forme de deux
isomeres, selon la position de la liaison réduite du macrocycle tétrapyrrolique (Figure

46). Ces deux isomeres sont séparables par HPLC mais ils présentent les mémes
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caractéristiques photophysiques?’. Pour la suite du travail, nous avons toujours

travaillé avec le mélange d’isomeres.

0

d I
C

~N

OH

Figure 46 : Les deux isomeres de la TPC.

I1.1.2. Synthése du photosensibilisateur

La synthese de la TPC se fait en deux grandes étapes dont la premiere consiste
a synthétiser la porphyrine équivalente a la chlorine. Il s’agit d'une porphyrine
monocarboxylée: la  5-(4-carboxyphényl)-10,15,20-triphénylporphyrine, notée
P1COOH.

IL.1.2.a. Synthese de la porphyrine
La synthese de la porphyrine asymétrique se réalise selon le protocole décrit
par Lindsey!*® (Figure 47). Il s’agit de faire réagir dans le dichlorométhane et en

présence de BF; éthérate, 4 équivalents de pyrrole, 3 équivalents de benzaldéhyde et

1 équivalent de carboxybenzaldéhyde. Cette premiere étape conduit a la formation
du squelette porphyrinogene, c’est-a-dire la structure finale non conjuguée. Une
deuxieme étape consiste a faire réagir un agent oxydant, une quinone. Nous
utilisons, comme le stipule le protocole de Lindsey, le p-chloranil ou tétrachloro-1,4-
benzoquinone dans le dichlorométhane. Cependant, d’autres composés sont formés
(di, tri et tétra substitution, molécules a plus de 4 unités pyrroliques...), éliminés par
chromatographie liquide. Nous obtenons un rendement moyen de 20 % en accord

avec les données de la littérature.
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Figure 47 : Schéma de synthése de la PICOOH.

I1.1.2.b. Synthese de la chlorine

La chlorine correspondant a la PICOOH, la TPC, est obtenue par réduction
d'une double liaison C=C du macrocycle tétrapyrrolique (Figure 48). L’étape est
assez délicate et est réalisée sous gaz inerte et avec des solvants secs fraichement,
distillés. Il s’agit de réduire la porphyrine en bactériochlorine (qui comporte deux
liaisons saturées) et chlorine puis, apres une étape de ré-oxydation de la
bactériochlorine, d’obtenir la chlorine. La synthese décrite par Whitlock?® donne des
résultats peu reproductibles. Aussi, nous avons apporté quelques modifications au
protocole en jouant sur le temps de réaction et sur la quantité de réducteur ajouté. Un
long travail d’optimisation a été réalisé avec le concours des autres chercheurs de
I'équipe. Les deux isomeres de la chlorine sont obtenus avec un rendement de 1'ordre

de 20 %.
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Figure 48 : Schéma de synthése de la TPC.
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Figure 49 : Profil HPLC du brut réactionnel obtenu (colonne C,4, détection par fluorescence, A, =420 nm,

Aem, = 650 nm, gradient : de MeOH/eau, 75/25 a 100 % de MeOH en 15 min puis 15 min a 100 % de MeOH).

Le chromatogramme HPLC du brut réactionnel (Figure 49) montre la présence
de deux pics a 15 et 17 minutes qui correspondent aux deux isomeres de la chlorine
et d'un autre pic remarquable a environ 23 min qui correspond a la porphyrine de
départ. La présence plus ou moins importante de la porphyrine selon la réaction
n’est pas forcément due au mauvais rendement. En effet, immédiatement apres les

derniers lavages et séchages, le profil HPLC et le spectre UV démontrent la présence
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quasi exclusive de la chlorine. La chlorine peut alors se ré-oxyder en porphyrine,
vraisemblablement au contact combiné de 1’air et de la lumiere, ou éventuellement

de traces de solvant.

I1.2.  Propriétés photophysiques

11.2.1. Propriétés photophysiques de la P1ICOOH

Toutes les mesures photophysiques d’une méme molécule ont été effectuées

avec le méme échantillon et dans les mémes conditions de température (25 °C).

II.2.1.a. Propriétés d’absorption

Le spectre d’absorption (Figure 50) est caractéristique d'une porphyrine avec

une bande de Soret a 415 nm et quatre bandes Q entre 512 et 650 nm.
04 -
035 -
03 -
025 -
0,2 ~

Absorbance

0,15 +

0,1 -
0,05 ~ \
O T T I

300 400 500 600 700 800
Longueur d'onde (nm)

Figure 50 : Spectre UV de la PICOOH dans I'éthanol, [P1ICOOH] = 2,0 umol/L.

Chaque PS peut étre caractérisé par le ou les coefficients d’extinction molaire,
g, a des longueurs d’onde d’intérét. Cette donnée photophysique est exprimée en
L.mol'.cm™ et répond a la célébrissime et néanmoins empirique loi de Beer-Lambert-

Bouguer qui stipule que, dans un solvant donné, dans des conditions de température
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et de pression données et a une longueur d’onde donnée, la densité optique, DO, est
proportionnelle au coefficient d’extinction molaire & en L.mol*.cm, a la longueur du

trajet optique I en cm et a la concentration de la molécule en mol.L! :

DOy =¢-1l-c

Equation 1: Loi de Beer-Lambert-Bouguer.

Les coefficients d’extinction molaires de la P1ICOOH ont été calculés et sont

présentés dans le Tableau 6.

Tableau 6 : Coefficients d’extinction molaire des différentes bandes d’absorption de la PICOOH dans

I’éthanol.
Bande Longueur d’'onde  Coefficient d’extinction molaire, ¢
d’absorption en nm en L.mol'.cm?
Bande de Soret 415 187 000

QIvV 512 9 000
QIII 545 4 500

QII 588 3 000

QI 650 1500

II.2.1.b. Propriétés d’émission de fluorescence

* Fluorescence non résolue en temps

Le spectre d’émission de fluorescence de la PICOOH dans l’éthanol est

présenté dans la Figure 51.
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Figure 51 : Spectre d'émission de fluorescence de la PICOOH dans 1'éthanol.

Le spectre de fluorescence de la PICOOH est formé de deux bandes dont la
premiere a son maximum d’intensité a 650 nm et la deuxieme a environ 710 nm.

Le spectre de fluorescence permet de calculer le rendement quantique de
fluorescence. Il correspond au rapport entre le nombre de photons émis par
fluorescence et le nombre de photons total absorbés par la molécule. En pratique,
pendant le méme temps, ce rendement est toujours calculé par rapport a une
référence dont le rendement quantique est connu et déterminé par ailleurs et est

donné par la formule suivante :

Equation 2 : Rendement quantique de fluorescence ; ou1 ¢ et ¢, sont les rendements quantiques du produit
analysé et de la référence choisie, I; et I leurs intensités de fluorescence mesurées et DO et DO, leurs densités

optiques mesurées, n et n, les indices de réfraction des solvants.

La référence utilisée est la tétraphénylporphyrine (TPP) dans le toluéne ; son
rendement quantique étant de 0,11. Cette référence peut étre utilisée sans tenir
compte de facteurs de corrections de la fonction d’appareil de spectrometre utilisé

car les spectres d’émission de la référence et des molécules étudiées sont situés sur la
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méme plage de longueurs d’onde (de 600 a 750 nm). Nous utilisons les indices de

réfraction suivants : ngeop= 1,360 et Nygpuene = 1,496.

Nous obtenons dans I’éthanol : ®,= 0,14 + 0,02.

* Fluorescence résolue dans le temps

La courbe de déclin de fluorescence est représentée dans la Figure 52.
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Figure 52 : Déclins de fluorescence de la PICOOH dans I’éthanol (bleue) et de I’excitation (rouge) ; Fonction

d’autocorrélation (courbe du bas).

Le temps de vie de fluorescence de la PICOOH dans l’éthanol est de
9,96 + 0,5 ns. La fonction d’autocorrélation ainsi que le x? = 1,001 montrent la bonne

concordance avec une relaxation monoexponentielle (Equation 3).

t—ts

1(t) = [*_IRF(t) Y, Ae @ dt

Equation 3 : Formule utilisée pour la déconvolution.
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II.2.1.c. Production d’oxygeéne singulet
Le spectre d’émission de 1’oxygene singulet apres excitation de la PICOOH est

représenté dans la Figure 53.

0,9974
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0,9966 -
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0,9964 T T T T T T T

1200 1220 1240 1260 1280 1300 1320 1340
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Figure 53 : Spectre de luminescence de I’oxygéne singulet produit par la PICOOH (EtOH, A ., =415 nm).

exc.

Le rendement quantique est calculé selon la formule de I'Equation 4.

I Do,

b = fPAU'E‘ DO

Equation 4 : Rendement quantique de production d’oxygene singulet ; ot ¢ , et ¢, sont les rendements
quantiques du produit analysé et de la référence choisie, I et I, leurs intensités de luminescence mesurées et DO et

DO, leurs densités optiques mesurées
Le rendement quantique de formation d’oxygene par la porphyrine P1COOH

dans l’éthanol en utilisant le rose de Bengale comme référence (0,69 dans

I’éthanol) est : @, = 0,54 + 0,05.
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11.2.2. Propriétés photophysiques de la TPC

II.2.2.a. Propriétés d’absorption
Le spectre d’absorption est caractéristique d'une chlorine avec une bande
d’absorption plus forte a 650 nm de la TPC par rapport a la P1-COOH, et un

élargissement de la bande de Soret Figure 54.

0,2 -
0,15 - Bande de Soret
E QIV QUI QI QI
50,1 -
5 /
0,05 -

0 T T T T T T T

340 390 440 490 540 590 640 690
Longueur d'onde (nm)

Figure 54 : Spectre d’absorption de la TPC dans I’éthanol, [TPC] =1,11 umol/L.

Les valeurs des coefficients d’extinction molaire sont rassemblées dans le

Tableau 7.

Tableau 7 : Coefficients d’extinction molaire des différentes bandes d’absorption de la TPC dans I’éthanol.

Bande Longueur d’'onde en  Coefficient d’extinction molaire, &
d’absorption nm en L.mol'.cm™
Bande de Soret 419 153 500
QIV 512 13 150
QIII 545 9150
QII 588 4400
QI 650 36 000

I1.2.2.b. Propriétés d’émission de fluorescence

* Fluorescence non résolue en temps

Le spectre d’émission de fluorescence de la TPC dans I’éthanol, apres

excitation a 420 nm, est présenté dans la Figure 55.
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Figure 55 : Spectre d'émission de fluorescence de la TPC (EtOH, A . = 420 nm).
La TPC a un rendement quantique de fluorescence de 0,21 * 0,02 dans

I’éthanol.

* Fluorescence résolue en temps

Le temps de vie de fluorescence a été déterminé dans 1'éthanol (Figure 56).
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Figure 56 : Déclins de fluorescence de la TPC dans I’'EtOH (bleue) et de I’excitation (rouge) ; Fonction

d’autocorrélation (courbe du bas).
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Un temps de vie de 9,01 * 0,5 ns est calculé. La fonction d’autocorrélation
(x2= 0,97) montre bien une concordance avec un modele de déclin monoexponentiel
de fluorescence qui montre la présence d'une seule espece fluorescente dans

I’échantillon.

I1.2.2.c. Production d’oxygéne singulet
Le spectre d’émission de 1’oxygene singulet produit apres excitation de la TPC

a 420 nm est présenté dans la Figure 57.
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Figure 57 : Spectre d'émission de I'oxygeéne singulet produit par la TPC (EtOH, A ., =420 nm).

exc.

La TPC posseéde un rendement quantique de production d’oxygene singulet

légerement supérieur a celui de la PICOOH, on trouve ®, = 0,69 * 0,05 dans I'EtOH.

I1.2.3. Résumé des propriétés spectroscopiques des PS synthétisés —

Critéres de choix du PS

Le Tableau 8 résume les différentes propriétés photophysiques des deux

composés synthétisés.
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Tableau 8 : Récapitulatif des principales caractéristiques de deux PS synthétisés

¢ bande QI O Pa
(L.mol.cm™) +0,02 +0,05
TPC 36 000 0,21 0,69
P1COOH 1500 0,14 0,54

En raison de la meilleure absorbance a 650 nm et du rendement quantique de
production d’oxygene singulet supérieur, notre choix s’est porté sur la TPC plutdt

que la PICOOH.

11.2.4. Activation et dérivation de la TPC

Afin de coupler de fagon covalente la TPC a la nanoparticule, il nous fallu la
dériver la TPC par une fonction silane. Pour ce faire, la TPC a été préalablement
activée par le N-hydroxysuccinimide (NHS) (Figure 58). Le produit final, noté TPC-

NHS, a été obtenu pur avec un rendement de l’ordre de 90 %.

] i
¢ Lo
A T
QL :
y H
H H

DCC, NHS H
H > H
H CH,CL, sec, T.A. I !

TPC TPC-NHS

Figure 58 : Schéma de synthése de la TPC-NHS (représentation pour un seul isomeére).

Une fois activée par la fonction NHS, la TPC va pouvoir réagir de fagon quasi
quantitative avec un dérivé aminé.
La TPC devant étre dérivée par une fonction silane portant une fonction amine

afin d’étre intégrée dans la couche de polysiloxane, le groupement

122



aminopropyltriéthoxysilane (APTES) est fixé sur la TPC via une fonction amide

(Figure 59).
i I
HoN CHg
A TR TN QL O
O—Si /
(e} ) \ O—Si
HyC o Hye—/ \o—\
CHj CH
APTES 3
DMSO, T.A.
i TPC-NHS ! TPC-APTES

Figure 59 : Schéma de synthése de la TPC-APTES

Les rendements de fonctionnalisation de la TPC-NHS par I'APTES sont
supérieurs a 90 %. Cependant, a ce stade, aucune purification n’est effectuée et le
produit de réaction est utilisé tel quel pour la prochaine étape d’intégration dans la

couche de polysiloxane.

I1.3. Les nanoparticules

Cette partie des syntheses a été effectuée au LPCML. La synthese de ces
nanoparticules et l’encapsulation covalente d’une molécule organique ont été

décrites dans une publication de I'équipe lyonnaise (Figure 60)?2.
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Figure 60 : Schéma général de synthese des nanoparticules citées.

I1.3.1. Formation du cceur d’oxyde de gadolinium : Gd,0,

Le coeur d’oxyde de gadolinium Gd,O; est synthétisé, selon le protocole
« polyol »*” qui consiste a former 'oxyde de gadolinium a partir de chlorure de
gadolinium a haute température dans un solvant protique a haut point d’ébullition,
comme le diéthylene glycol, DEG. Ces nanoparticules, selon le précurseur et les
conditions acido-basiques vont, soit précipiter, soit rester en suspensions colloidales
dispersées dans le DEG. La formation de colloides d’oxyde de gadolinium se faisant
par précipitation dans le DEG, la taille de ces nanoparticules peut étre modifiée par
hydrolyse basique en se plagant dans des conditions de sous-stcechiométrie en soude.
La solution colloidale transparente obtenue peut étre gardée a température ambiante
pendant plusieurs semaines sans dégradation. On obtient ainsi des cceurs d’environ 2
a 5 nm de diametre hydrodynamique mesurés par diffusion dynamique de la
lumiere (DLS) dans le DEG.

Sur le cliché HRTEM, le cceur de Gd,O; présente une forme cristalline avec des

plans réticulaires. (Figure 62).
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Figure 62 : Clichés (A) TEM et (B) HRTEM des cceurs de Gd,O,,

Leur taille peut étre évaluée par diffusion dynamique de la lumiere (DLS).

Pour les coeurs d’oxyde de gadolinium «nus » la taille moyenne mesurée est de

4 +1 nm (Figure 63).
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.
0.1 1 10 100
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Figure 63 : Mesure de tailles des cceurs de Gd,O, par DLS.

Ces cceurs sont ensuite enrobés dans une matrice de polysiloxane dans

laquelle est inséré le photosensibilisateur lors de la croissance de la coque de silice.

I1.3.2. Encapsulation des cceurs de Gd,O, dans une couche de

polysiloxane contenant la TPC

Cette étape est double, car elle consiste a recouvrir les coeurs d’oxyde de

gadolinium par une couche de polysiloxane et en méme temps a intégrer la TPC-

APTES dans cette méme couche.
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La TPC-APTES est ensuite ajoutée a un mélange APTES/tétraéthylorthosilicate
(TEOS), 40/60, selon la méthode de Stober?. Ce mélange réagit ensuite avec les

nanoparticules de Gd,O; dans une solution de DEG contenant de la triéthylamine. Le

réseau de polysiloxane se forme par hydrolyse-condensation de TEOS et de I'’APTES
(Figure 60). Ce dernier possede des fonctions amines libres qui seront utiles par la
suite pour fixer des molécules hydrophiles pour rendre biocompatible ces
nanoparticules. La taille de la couche est controlable selon le nombre d’ajout des
constituants précurseurs de la couche de polysiloxane. L’épaisseur de la couche de
polysiloxane finale contenant la TPC est estimée entre 5 et 10 nm par différence entre
la taille des coeurs de Gd,O; et la taille finale des nanoparticules. La stcechiométrie est
d’environ 47 Si pour 1 Gd.

La nanoparticule obtenue est notée par la suite NP-TPC-PEG lorsqu’elle

renferme de la TPC.

La derniere étape dans la préparation des nanoparticules est la

fonctionnalisation par un surfactant hydrophile.

I1.3.3. Greffage de polymeéres hydrophiles en surface des

nanoparticules

Un PEG comportant deux extrémités acides carboxyliques (250 g/mol) est pré-
activé par un mélange EDC/PFP (1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl) carbodiimide)/
pentafluorophénol), 1/1, et est condensé sur les nanoparticules hybrides dans un

mélange DEG/isopropanol (Figure 64).
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Figure 64 : Représentation schématique des étapes de synthése de NP-TPC-PEG

I1.4. Le peptide ATWLPPR - Synthéses et couplages

Nous traitons, dans une méme partie, la synthese du peptide et le couplage
aux nanoparticules car, méme si ce sont deux voies expérimentales différentes, la
stratégie de synthese du peptide va de paire avec la stratégie de couplage qui sera
entreprise. Les détails des syntheses sont donnés dans la publication Couleaud et al.

2011%7 et dans la partie expérimentale.

I1.4.1. Généralités sur les peptides et leur synthése sur support solide

II.4.1.a. Les peptides

Un peptide est un assemblage d’acides aminés reliés entre eux par des liaisons
amides ou peptidiques. Les peptides different des protéines par leur nombre d’acides
aminés (inférieur a 50) et contrairement aux protéines, les peptides ne possedent
généralement pas de structure tertiaire?®.

La Figure 65 représente la structure d’un acide aminé. Le carbone alpha
(carbone a ou C ) tétraédrique est lié de facon covalente a un groupe aminé et a un
groupe carboxylique. Etant lié a quatre groupes différents, le carbone o est dit

asymétrique. Les deux configurations possibles du C  constituent deux isomeres non
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identiques, ce sont des énantiomeres. Chaque isomere dévie la lumiere plane
polarisée et est dextrogyre (+) ou lévogyre (-) suivant que la rotation du plan de
polarisation de la lumiere suit un sens horaire, ou antihoraire. Il n'y a pas de
corrélation entre le sens de rotation du plan de polarisation (ou pouvoir rotatoire) et
la configuration de l'acide aminé : ainsi la L-alanine est dextrogyre et se note L(+)-
alanine. Par convention, il y a correspondance entre la représentation des oses et celle

des acides aminés.

R T
H.N——C —COOH C..
(04 oLN
H N coon
NH,
Représentation de Fisher Représentation de Cram

Figure 65 : Structures générales des acides aminés. Le groupement amine est représenté en bleu, le

groupement carboxylique en rouge et la chaine latérale en vert.

Les acides aminés de la série L représentent la grande majorité des résidus
naturels qui se trouvent dans les protéines. Les acides aminés D se rencontrent dans
certaines protéines produites par des organismes primaires du fond des océans,
comme certains mollusques. Ce sont également des composants abondants des
parois cellulaires des bactéries!.

Une liaison peptidique est une liaison amide créée entre la fonction
carboxylique d'un acide aminé et la fonction amine d’un second acide aminé. Les
fonctions acide et amine ne réagissent pas spontanément pour former cette liaison
amide et il est nécessaire d’activer la fonction carboxylique pour obtenir le lien voulu.
Dans notre cas nous avons utilisé 1’hexafluorophosphate de O-benzotriazole-

N,N,N’,N’-tétraméthyluronium (HBTU) comme agent activant (Figure 66).
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Figure 66 : Formation d’une liaison peptidique entre deux acides aminés notés R-COOH et R’-NH,,

De nombreuses enzymes sont impliquées dans la dégradation peptidique.
Dans les tissus biologiques ou compartiments cellulaires, l'inactivation implique des
endopeptidases spécifiques, tandis que dans la circulation systémique et dans les

organes périphériques, ce sont des exopeptidases moins spécifiques qui agissent??2.

La dégradation peptidique par les peptidases est importante pour produire
des molécules bioactives et les inactiver apres qu’elles aient joué leur rdle.
Cependant, ce processus métabolique représente un challenge majeur pour

I'utilisation de ces peptides comme médicament.

I1.4.1.b. La synthése peptidique sur support solide (SPPS)

La SPPS peut se faire de facon automatique sur un synthétiseur qu’il est
possible de programmer pour définir le nombre de couplages de chaque acide aminé,
le nombre d’équivalents d’agents de couplage, les temps de réactions de chaque
couplage, etc. Les syntheéses des peptides (protégés ou non) ont été réalisées au
LCPM sur un appareil MultiPrep INTAVIS et le couplage aux nanoparticules sur un

agitateur « Synthesis 1 Heildoph ».
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Ce type de synthese consiste a faire croitre le peptide a partir d’'une résine
portant ’acide aminé N-terminal en couplant successivement chaque acide aminé
(Figure 67). La principale différence avec une synthese en solution est que les phases
de purification entre chaque étape sont remplacées par des lavages intensifs et des
filtrations rendus possibles par le fait que le peptide en croissance reste accroché aux
billes de résine (souvent du polystyrene réticulé par du divinylbenzene). Ce mode de
synthese présente I'énorme avantage d’étre beaucoup plus rapide qu’en solution. Il
convient toutefois de noter que, sans purification des intermédiaires, la SPPS peut
conduire a des mélanges de produits finaux dus notamment aux déprotections et aux
couplages non quantitatifs (délétions). Ceci peut compliquer la purification finale du
peptide. Il est tout de méme possible de limiter les délétions par l'utilisation d'un
large exces de réactifs et catalyseurs qui sera facilement éliminé par lavages et
filtrations.

Le greffage du premier acide sur la résine est une étape cruciale de la synthese. Le
couplage de l'acide aminé peut étre vérifié grace au test de Kaiser, qui révele la
présence de fonctions amines libres. Dans la plupart des cas, nous avons utilisé des

résines commerciales portant une quantité définie du premier acide aminé.
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Figure 67 : Représentation schématique des étapes de déprotection et de couplage d’acides aminés sur support

solide.

La fixation de l’acide aminé sur la résine se fait par sa fonction acide terminale
et 'on ajoute l'acide aminé suivant en activant sa fonction acide qui réagit sur la
fonction amine de l'acide aminé préalablement fixé sur la résine. Notons que la
stratégie Fmoc/tBu a été utilisée ici. Les acides aminés utilisés lors d'un couplage
portent tous un groupement protecteur fluorénylméthyloxycarbonyle (Fmoc) sur
leur fonction amine terminale, assurant ainsi la réaction entre deux acides aminés
consécutifs et non de l'acide aminé sur lui-méme. La déprotection du Fmoc est
réalisée juste avant le couplage suivant en milieu basique dilué (pipéridine/DMF,

1/5, v/v) (Figure 68).

131



Fonction amine

terminale protegee
Fonction acide libre ] ¢
’ PRS- OH
H,N N ~Pbf_~
Fmoc-NH w CooH +
Acide aminé avec Clivage du peptide
protection dela résine

éventuelle de la
chaine latérale

Fmoc-HN ‘w‘
~—Bbf

1) Déprotection du
NH de l'arginine

2) Agents de couplage

Fmoc-HN wc,oo)-[
"D a @ 1) Déprotection du NH
Fmoc-HN = 4 c-
‘ w - 2) Agents de couplage FrnecH

y

Fmoc-HN w COOH

Figure 68 : Représentation schématique de la syntheése sur support solide.

|

Toujours pour s’assurer que le couplage ne se fasse qu’entre les fonctions NH,
et COOH du carbone a de chaque acide aminé, il convient d’utiliser des acides
aminés commerciaux portant les chaines latérales fonctionnelles préalablement
protégées. Concernant notre peptide, nous avons donc utilisé les résidus acides

aminés suivants : Arg(Pbf), Pro, Leu, Trp(Boc), Thr(tBu) et Ala.

o} ?I NH; o 0
T S
HsC CHs L N
NH, 2 H
L-H-Ala-OH cH, L-H-Arg(Pbf)-OH  L-H-Pro-OH
HsC L,
i i oo
H,C :
OH 3 OH H "0 OH
o O L-H-Leu-OH L-H-Thr(tBu)-OH
H,C CHj

L-H-Trp(Boc)-OH

Figure 69 : Acides aminés utilisés pour notre synthése sur support solide.
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La fonction guanidinium de l'arginine est protégée par un groupement Pbf
(2,2,4,6,7-pentméthyldihydrobenzofuran-5-sulfonyle), la fonction amine indolique du
tryptophane est protégée par un Boc (tert-butyloxycarbonyle) et la fonction alcool de
la thréonine est protégée par un tBu (tertiobutyle). Ces protections semi-permanentes
(ou orthogonales) sont choisies de telle maniere qu’elles supportent les cycles
répétitifs de la synthese (déprotection du Fmoc/activation/couplage) mais aussi
qu’elles puissent étre éliminées lors de l'ultime étape de libération du peptide de la

résine (clivage).

Une précaution supplémentaire pour obtenir un brut réactionnel de bonne
qualité est de pratiquer le capping apres chaque couplage. Cette étape consiste a faire
réagir I’anhydride acétique sur les fonctions NH, qui n’auraient pas réagi lors du
couplage. Cette action stoppe définitivement la croissance ultérieure du peptide

auquel il aurait manqué un acide aminé (délétion).

I1.4.2. Syntheése du peptide ATWLPPR pour notre étude

Le greffage de biomolécules sur la surface de nanoparticules ne fait I’objet que
de peu d’exemples dans la littérature. On peut citer des couplages par liaison amide
via le mélange classique entre un acide carboxylique, une amine en présence d'un
carbodiimide et un succinimide?32%. On peut également citer les couplages par
liaison thioéther classiquement obtenue par réaction entre un thiol et un
maléimide?® 2. ]l nous a donc fallu mettre au point une méthode de couplage.

La synthese du peptide est conditionnée par le type de couplage entre
nanoparticules et peptide. Nous avions deux options (voie A et voie B) représentées

dans la Figure 70.
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H- ATWLPPI\(*OH A"l"WLPPR —OH des chaines latérales ATWLPPR —OH
| I
tBu Pbf tBu Pbf 5) purification

n n

n déterminé

O = résine = nanoparticule

Figure 70 : Schéma des deux voies de synthése du peptide et de couplage aux nanoparticules.

* Voie A : Couplage de la nanoparticule sur phase solide : synthese du
peptide sur support solide suivie du couplage des nanoparticules sur le

méme support solide

* Voie B : Couplage de la nanoparticule en phase liquide : synthese du

peptide sur support solide, clivage, purification et condensation sur des

nanoparticules peptide en phase liquide

En début de these, I'idée du couplage des nanoparticules sur phase solide
(voie A) paraissait plus attractive qu'un couplage en phase liquide. En effet, la SPPS
permet de diminuer le nombre de purifications et de gagner beaucoup de temps.
Cependant, nous avons constaté que cette approche ne permettait pas de maitriser le
ratio peptide/nanoparticule et cette restriction nous a incités a utiliser la seconde
méthode (voie B). Celle-ci est plus longue mais moins aléatoire car le couplage entre
le peptide purifié et les nanoparticules est réalisé dans des conditions

steechiométriques bien définies.
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I1.4.3. Synthése et couplage sur support solide

Cette stratégie est la premiere a avoir été essayée car elle nous paraissait plus
simple et plus attrayante. Il s’agit de synthétiser le peptide comme décrit dans la
Figure 68 en utilisant une résine de type Wang. Cette résine permet de déprotéger le
peptide lors du clivage en utilisant de 1’acide trifluoroacétique (TFA) pur.

Nous faisons tout d’abord croitre le peptide sur la résine Wang pré-chargée
avec l'arginine. Une fois le peptide synthétisé, la fonction NH, terminale de 1’alanine
est déprotégée. Apres dispersion des nanoparticules dans le DMF, les fonctions
COOH de surface sont activées a 1'aide d’agents de couplage, mélange équimolaire
de 1-hydroxybenzotriazole, BtOH et de hexafluorophosphate de 2-(1H-benzotriazol-
1-y1)-1,1,3,3-tétraméthyluronium, HBTU, en présence d'une base, la N,N-
diisopropyléthylamine (DIEA). Il s’agit d"une double activation in situ. HBTU pré-

active I'acide pour permettre au BtOH de former l'ester activé sur la fonction acide.
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Figure 71 : Mécanisme réactionnel de l'activation par HBTU/BtOH et couplage.

Enfin, apres lavages de la résine pour éliminer les exces d’agents de couplage
et réactifs, le produit final est décroché de la résine en ajoutant du TFA pur. Comme
nous le verrons ultérieurement, ces essais n‘ont pu conduire a des lots de
nanoparticules fonctionnalisées utilisables pour la suite de notre étude en raison de

problemes de redispersion en milieu aqueux.
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I1.4.4. Synthése sur support solide du peptide protégé pour couplage

aux nanoparticules en phase liquide

Ce couplage consiste a synthétiser le peptide, le cliver de la résine et le coupler
aux nanoparticules en phase liquide. La grande différence avec le couplage précédent
est qu’il faut synthétiser le peptide sous forme protégée (fonctions latérales bloquées)
comme précédemment, mais en le clivant de la résine sans déprotéger ses fonctions
latérales.

Une résine de type chlorotrityle a été utilisée (Figure 72) ; elle permet de cliver
le peptide en milieu acide dilué avec un mélange en volume AcOH/TFE/DCM, 2/2/6

(AcOH : acide acétique, TFE : trifluoroéthanol, DCM : dichlorométhane).

HN

HiC CHy

Figure 72 : Résine chlorotrityl-Arg(Pbf).

Nous nous sommes tournés vers des résines commerciales pré-chargées en
Arg(Pbf). Apres plusieurs syntheses en optimisant les parametres du synthétiseur,
nous obtenions des profils en chromatographie liquide haute performance (HPLC)

couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS) présentés dans la Figure 73.
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Figure 73 : Profil LC-MS d'un brut réactionnel de ATWLPPR protégé (M = 1248 g/mol) sur colonne C,,, avec le

gradient de I’élution présentée en Figure 75 avec trois modes de détection : en haut, détection UV a 280 nm, au

milieu, détection de m/z entre 1243 et 1253, en bas, détection de m/z entre 620 et 630.

Les spectres de masse correspondant au pic majoritaire sont reportés dans la

Figure 74).
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Figure 74 : Spectres de masse du pic majoritaire (t; ~ 15 min).

Haut : ion moléculaire [M-H]*, m/z = 1248 ; Bas : [M-2H] %"/ 2, m/z = 625.
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Le peptide brut est ensuite purifié par HPLC préparative sur colonne Cig

(150 x 10 mm). Les solvants d’élution utilisés sont 1’acétonitrile (ACN) et un mélange

[H,O, 0,1 % TFEA, v, v]. Le gradient utilisé est décrit dans la Figure 75.

Phase de
100 tihgagede-la Temps % % [H,0,0,1 %
Elution du colonne ;

2 80 : (min) ACN TFA]
= produit
§ o0 I 0 40 60
- Phase d’éliminatior
é 40 fimpuretés et élution des 15 50 50
° duits dans la col

20 | produits dans la colonne e o 5

’ 25 100 0
0 5 10 15 20
Temps (min)

Figure 75 : Stratégie d'élution optimisée.

Le choix d'un gradient optimal pour la purification d’ATWLPPR protégé a
demandé une mise au point soigneuse. En utilisant une colonne C,;, ATWLPPR
protégé a un temps de rétention (tgx = 15 min) plus important que le peptide non-
protégé (tg =6 min). Il est élué entre 60 et 65 % d’acétonitrile, en volume. Apres
purification sur HPLC, nous obtenons le peptide pur a 99 % en récoltant le haut du
pic en HPLC. L’analyse RMN 'H a une dimension 1D ainsi que les modes d’analyse a
deux dimensions COrrelation SpectroscopY (COSY) et TOtal Correlation
SpectroscopY (TOCSY) nous permettent de confirmer que le pic majoritaire est le bon
peptide (Cf. Partie expérimentale).

Apres purification le peptide est ensuite stocké au congélateur et peut étre
gardé plusieurs semaines sans dégradation.

Nous allons maintenant détailler les différents essais de couplage aux

nanoparticules qui ont mené a un protocole de couplage reproductible.
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II.5. Couplage du peptide sur les nanoparticules en phase liquide

L’étape finale est I'étape de couplage proprement dite, qui consiste a faire
réagir les fonctions acides en surface des nanoparticules avec la fonction amine libre
de l'alanine du peptide. Le couplage s’effectue en activant les fonctions acides
carboxyliques de la nanoparticule avec un mélange DCC/BtOH en milieu basique. Le
peptide sous forme protégée n’étant pas soluble dans I'eau, nous avons di faire les
premiers couplages dans la DMF. Pour ce faire, il a fallu disperser la quantité
souhaitée de nanoparticules dans l’eau, puis ajouter un volume connu de DMF et
enfin évaporer l'eau. L’activation se fait ensuite in situ en deux temps. Une
préactivation des fonctions acides des nanoparticules est faite a l'aide du
dicyclohexylcarbodiimide, =~ DCC,  puis l'activation est assurée  par
I'hydroxybenzotriazole, BtOH. En fin de réaction, les chaines latérales du peptide
couplé aux nanoparticules sont déprotégées par du TFA pur et les nanoparticules

adressées sont purifiées.

I.5.1. Etapes de purification par dialyse

La dialyse est une technique de séparation passive basée sur la différence de
tailles des différentes molécules. Le choix de la porosité de la membrane est donc
essentielle pour s’assurer de retrouver dans le bon compartiment (intérieur du
boudin de dialyse ou dialysat) le produit que 1'on souhaite récupéré. Dans notre cas,
il s’agit de séparer les nanoparticules des molécules qui n'ont pas réagi durant le
couplage (agents de couplage, peptide). Des membranes a porosité 3000 ou 5000 Da
ont été choisies. Ces chiffres correspondent a la masse molaire moyenne (en g/mol ou
Dalton, Da) de coupure de la membrane.

La dialyse est une méthode basée sur I'équilibre de concentration qu’il se fait
entre deux compartiments physiques. Elle est donc assez longue et demande un

volume assez important (de 10 a 100 mL) de dispersion des nanoparticules et un
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volume tres important (de 500 mL a 2 L) contre lequel faire la dialyse. Cette
technique, efficace, mais longue a ensuite été utilisée avec plus de précaution car de
trop gros volumes de dispersion pendant des temps longs déstabilisent les
nanoparticules et tendent a modifier 1'équilibre vers la dissolution des composants
des nanoparticules. Les premieres dialyses sont faites contre un mélange eau/TFA,
20/1, v/v, afin de favoriser le passage des especes les moins hydrophiles de I'intérieur
du boudin de dialyse vers le dialysat éliminé. Ce premier type de dialyse est effectué
2 fois durant environ 12 heures chacune. Les dialyses suivantes sont effectuées contre
'eau ultra-pure pour des durées plus courtes (2 a 6 h). Ce dernier type de dialyse sert
a éliminer toutes les traces de solvants organiques restant (TFA, DMF) ou des résidus
de la réaction de couplage et nous en effectuons environ 10. Le nombre de ces
dialyses est en grande partie guidé par le retour a un pH d’environ 7 qui prouve que

tout le TFA a été éliminé.

11.5.2. Etapes de purification par ultrafiltration

L’ultrafiltration est basée sur le méme principe que la dialyse avec, en
supplément, une composante dynamique. Les tubes de centrifugation comportent
2 compartiments séparés par une membrane. En disposant 1’échantillon dans le
compartiment supérieur et en soumettant le tube a une centrifugation, le passage des
especes de masse molaire inférieure au seuil de coupure de la membrane s’effectue
dans le compartiment inférieur.

Cette technique a dii étre optimisée pour nos nanoparticules. En effet, une
vitesse de rotation trop importante (4000 rpm) pendant une durée trop longue (plus
de 20 min), favorisent la sédimentation des nanoparticules sur les membranes et
diminuent la possibilité de redispersion. Les conditions optimales sont les suivantes :

* Vitesse : 3000 rpm

* Temps de centrifugation : 10 a 15 min
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Le processus est répété jusqu’a élimination de tous les résidus (analyse
spectroscopique du filtrat) et entre chaque session, le contenu de la partie inférieure

du tube est évacué.

I11.5.3. 1°ms essais : excés de peptide introduit

Les premiers essais de couplage selon le protocole précédemment décrit ont
consisté a greffer un maximum de peptide en surface. Nous nous sommes donc
placés en exces d’agents de couplage et de peptide. Les détails de ces syntheses en
exces de peptide ne sont pas détaillés ici car elles n’ont pas abouti a des résultats

exploitables. Seules leurs caractérisations photophysiques sont montrées.

II.5.3.a.  Essai de 3 équivalents de peptide par fonction COOH
Suite au couplage et a la déprotection des chaines latérales du peptide par le
TFA pur, les étapes de purification par dialyse ont été effectuées.
Il est possible de suivre au fur et a mesure des dialyses, la séparation du
peptide libre en contrdlant la baisse de 1'absorption du tryptophane a 280-295 nm par

spectroscopie UV-visible dans le dialysat (Figure 76).
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Figure 76 : Suivi de trois dialyses successives par spectroscopie UV-visible (volume prélevé équivalent, pour

un volume de bain de dialyse équivalent).
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La Figure 76 montre que pour le 1¢ bain, la concentration en tryptophane croit
au cours du temps dans le dialysat, ce qui montre que du peptide libre est éliminé.
Des la seconde dialyse, méme apres 17 h, peu de peptide diffuse hors du boudin de
dialyse. Quant au bain n°3, il montre que tout le peptide libre a été éliminé.

Une étape de reconcentration sous vide de I’échantillon permet de se replacer
dans des conditions de concentration compatibles avec les conditions des tests in
vitro. Enfin, 1’échantillon est lyophilisé afin de pouvoir redisperser le lot dans un
volume d’eau ultra-pure connu et précis pour étre ensuite utilisé pour les essais
biologiques. Cependant, apres les lyophilisations effectuées sur plusieurs lots de
synthese, il nous a été impossible de redisperser les nanoparticules dans l'eau. La
quantité trop importante de peptide ne permettant pas de redisperser les

nanoparticules dans I'eau, nous avons diminué le nombre d’équivalents de peptide.

I1.5.3.b. Essai a 1,5 et 0,75 équivalents de peptide par fonction

COOH
D’autres essais ont été réalisés en divisant par deux, puis par quatre, les
quantités introduites en peptide et agents de couplage. Dans tous les cas, les
nanoparticules n‘ont pas pu étre redispersées dans l'eau apres lyophilisation,
démontrant que la quantité de peptide ajoutée était encore beaucoup trop importante
par nanoparticules. Nous avons décidé de diminuer encore le nombre de peptides

greffés sur les nanoparticules.

I1.5.4. Essais a 5 peptides par nanoparticule

En utilisant le méme procédé pour les étapes de couplages et de séparations
mais en introduisant une quantité moindre par rapport aux essais précédents, (5
peptides par nanoparticule), nous avons pu obtenir le premier lot redispersable dans

I'eau. Apres optimisation du procédé de couplage les parametres de couplage
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suivants ont été choisis : pour 1 éq. de nanoparticules, nous introduisons 6 éq. de
peptide et 7,2 éq. d’agents de couplage (1,2 éq. par rapport au peptide ajouté).
Ces premiers essais concluants ont fait I'objet des premieres études

photophysiques et biologiques, décrites ci-apres.

I1.5.5. Analyse en chromatographie liquide haute performance des

nanoparticules aprés couplage

La technique de Chromatographie Liquide Haute Performance (HPLC) que
nous utilisons par ailleurs pour la purification des différentes molécules organiques
synthétisées a été testée afin de contrdler la présence de peptide libre en solution
dans les échantillons de nanoparticules apres greffage du peptide en surface. L'idée
d’utiliser cette technique est venue au regard de l'utilisation courante que I'on en fait
pour purifier les autres produits de synthese. Cependant, aucune publication ne
présentait son utilisation pour séparer des molécules organiques de nanoparticules
de silice fonctionnalisées. Un seul travail présentait l'utilisation de la
Chromatographie Liquide Haute Performance pour séparer des nanoparticules d’or
de 3 nm de protéines grace a une colonne de type C; grace a un gradient
eau/acétonitrile?®. Nous avons testé deux types de colonne comportant des pores
(5 um) et une longueur (25 cm) identiques. La colonne en C, n’a pas donné de
résultats exploitables car les temps de rétention n’étaient pas reproductibles et un
colmatage de la colonne apparaissait trés rapidement. En revanche, l'utilisation
d"une colonne C;5 et d'un gradient eau/méthanol a donné de bons résultats apres un
long travail de mise au point.

Cette technique nous a permis de confirmer la pertinence des cycles de
purification pour assurer une bonne séparation des nanoparticules couplées au

peptide et du peptide libre qui n’aurait pas réagi, comme le montre le
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chromatogramme en Figure 77, en détectant la fluorescence du tryptophane du
peptide.
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Figure 77 : Chromatogramme de nanoparticules couplées a un exces de peptide apres purification (bleu), de

peptide libre (rouge) et un mélange des deux solutions (vert) (colonne C,q, 250x10 mm, élution : MeOH/eau,

détection par fluorescence : A, =280 nm, A, =350 nm).

exc. em.

D’apres le chromatogramme de la Figure 77, le peptide libre possede un
temps de rétention de 30 minutes (courbe rouge). Le lot de nanoparticules couplées a
un exces de peptide montre un seul pic a environ 22 min (courbe bleue) montrant
I’absence de peptide libre résiduel.

Cette technique d’analyse originale pour 1'étude de nanoparticules, a permis
de montrer que les étapes de purification (dialyses et ultrafiltrations) sont efficaces
car aucune trace de peptide libre n’est détectée. Malheureusement, cette technique
n’a pu étre utilisée qu’en mode analytique, car le colmatage progressif de la colonne
ne permet pas de passer a une échelle de purification par chromatographie

préparative.
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III. Etude photophysique des nanoparticules avant

et apres couplage du peptide

Les premieres interrogations concernant cette étude étaient de savoir si
I'encapsulation de fagon covalente d'un photosensibilisateur dans une matrice de
silice de taille nanométrique allait modifier, annihiler ou exalter ses propriétés
photophysiques en termes d’absorption, de fluorescence et de production d’oxygene
singulet.

Les études présentées dans les paragraphes suivants concernent les
nanoparticules refermant de la TPC non fonctionnalisées (NP-TPC-PEG) ou
fonctionnalisées par ATWLPPR avec le protocole de 5 éq. de peptide par
nanoparticule (NP-TPC-PEG-ATWLPPR).

III.1. Propriétés photophysiques des nanoparticules avant
couplage du peptide

Les spectres d’absorption sont effectués avec des échantillons ayant une

densité optique de I'ordre de 0,2 au maximum d’absorption dans I’éthanol (~420 nm)

et les spectres d’émission superposés sont normalisés par 1’absorbance de

I’échantillon, a la longueur d’onde d’excitation.

III.1.1. Spectre d’absorption

La Figure 78 présente les spectres d’absorption de la TPC seule et de la TPC

greffée dans la nanoparticule décrite plus haut.
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Figure 78 : Spectres d'absorption normalisés de NP-TPC-PEG (rouge) et TPC libre (bleu) dans I'EtOH.

Le spectre de NP-TPC-PEG, représentatif des lots synthétisés, montre les
bandes d’absorption caractéristiques de la chlorine, a savoir une bande de Soret
élargie, trois bandes QII, III, IV d’intensités décroissantes et la bande QI a 651 nm
plus intense que les autres.

Afin d’estimer la quantité de TPC introduite dans les nanoparticules a partir
du spectre d’absorption, nous utilisons le coefficient d’extinction molaire a 651 nm,
caractéristique de la chlorine et qui subit peu l'influence de la diffusion due aux
nanoparticules. En effet, certaines conditions particulieres de dispersion
(concentration élevée ou dispersion critique) provoquent une dérive de la ligne de
base pour des longueurs d’onde inférieures a environ 500 nm. Un coefficient
d’extinction molaire apparent se référant a la concentration en nanoparticules et non
a la concentration en molécules absorbantes peut étre défini. Pour le lot étudié au
cours de ce chapitre, il est de € (651 nm) = 5,4. 10° L.mol'.cm™. Le coefficient dit
apparent tient compte de la concentration en nanoparticules et non la concentration
en PS.

Nous avons pu ainsi estimer le nombre moyen de TPC greffée dans les
nanoparticules, environ 6 molécules de TPC par nanoparticule, et en déduire un

rendement pour I'étape de greffage d’environ 25 a 30 %.
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I11.1.2. Spectre d’émission de fluorescence

Les spectres d’émission de fluorescence de la TPC libre et de NP-TPC-PEG
sont présentés dans la Figure 79 et sont normalisés par 1’absorbance de Iéchantillon a

la longueur d’excitation, de I’ordre de 0,2 pour les deux échantillons.

7,0E+06 ~ ——TPC libre

6,0E+06 - —— NP-TPC-PEG
5,0E+06 -
4,0E+06 -
3,0E+06 -
2,0E+06 -

1,0E+06 -

Intensité de fluorescence (u.a.)

0,0E+00 T T T T T T T T

600 620 640 660 680 700 720 740 760
Longueur d'onde (nm)

Figure 79 : Spectres d’émission de fluorescence de NP-PTC-PEG et de la TPC libre (EtOH, A ,. =420 nm).

exc.

Les spectres de la TPC libre et de NP-TPC-PEG sont similaires au regard du
domaine de longueurs d’onde d’émission et en accord avec les données de
spectroscopie UV.

A Taide de la référence classiquement utilisée, la TPP dans le toluene
(®¢=0,11), le rendement quantique de fluorescence NP-TPC-PEG a été estimé a
®;=0,18 + 0,02 dans I’éthanol. Rappelons que la TPC libre, dans 'EtOH, possede un
®,=0,21 £ 0,02. Les propriétés d’émission de fluorescence sont donc conservées apres
greffage de la TPC.

La Figure 80 présente le déclin de fluorescence de la TPC dans la

nanoparticule dans 1'éthanol.
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Figure 80 : Haut : Déclins de fluorescence de NP-TPC-PEG dans I’'EtOH (bleu) et de I’excitation (rouge); Bas :

fonction d’autocorrélation.

La correspondance entre la courbe du déclin mesuré et la fonction appropriée
monoexponentielle est tres bonne et le temps de vie de fluorescence pour une seule

espece est le suivant : t,= 9,02 + 0,5 ns avec y2=1,02. Pour rappel les valeurs pour la
TPC libre sont 1, = 9,01 ns avec y?=0,97. Notons que la fonction d’autocorrélation

montre une légere dérive au niveau de l'excitation (entre 20 et 30 ns) non expliquée

ici.

II1.1.3. Production d’oxygene singulet

La Figure 81 correspond a la luminescence de l'oxygene singulet apres

excitation a 420 nm de NP-TPC-PEG dans I’éthanol.
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Figure 81 : Spectre d'émission de 1'oxygéne singulet produit par NP-TPC-PEG (EtOH, A .. =420 nm).

Le rendement quantique de formation d’oxygene singulet est @, = 0,65 + 0,05
dans I’éthanol, valeur comparable a celle obtenue pour la TPC libre (®, = 0,69 + 0,05).

Nous avons ensuite cherché a savoir si 1'oxygene singulet, effectivement
produit, avait la capacité de diffuser hors de la matrice de polysiloxane et ainsi étre
disponible pour des réactions d’oxydation. Pour ce faire, il faut recourir a 'utilisation
d’une sonde chimique spécifique de I'oxygene singulet. Il s’agit de molécules qui, par
action de l'oxygene singulet, vont étre oxydées et une analyse spectroscopique (de
fluorescence ou d’absorbance) va permettre de suivre I'évolution de cette oxydation.

La sonde qui nous paraissait la plus appropriée est vendue par Invitrogen et est
appelée Singlet Oxygen Sensor Green (SOSG). Son principe d’utilisation est le suivant :
avant réaction avec 'oxygene singulet, la molécule SOSG ne fluoresce pas dans le

bleu (A = 372 et 393 nm et A, = 395 et 416 nm). Apres réaction avec 'oxygene

singulet, la molécule formée est détectable dans le vert a 525 nm en excitant a 504

nm. Il est a noter que cette sonde ne réagit pas avec HO*® et O,*2%.
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Figure 82 : Mesures de fluorescence du produit de dégradation de SOSG par action de I’oxygeéne singulet

formé par photosensibilisation de NP-TPC-DTPA excitée a 420 nm (MeOH, A, =504 nm, A,,, =524 nm).

exc. em.

Nous pouvons donc confirmer la formation d‘oxygene singulet ainsi que sa
capacité a diffuser dans la matrice de polysiloxane pour étre disponible pour oxyder

une molécule.

III.1.4. Parameétres  pertinents pour la quantification des

nanoparticules par spectrophotométrie

Des réception des nanoparticules, les données dont nous disposons sont la
quantité de Gd dans les cceurs et la quantité de nanoparticules, mesurées par
I'équipe lyonnaise a l'aide d'un relaxometre. Ne disposant pas de ce type
d’appareillage, nous avons décidé d’utiliser les propriétés spectroscopiques de la
TPC comme marqueur de concentration en nanoparticules. Les données obtenues

sont résumées dans la Figure 83.

150



=
S 2E-06
=
@)
& 1E-06
0E+00
‘o%‘\% 3 e [NPs] dans 1'échantillon
iy R & H1.10E-06 mol/L
\C\}\‘e*? <P & B 2.20E-06 mol/L
& &l é\o“ A 5.50E-06 mol/L
C‘b\c \‘@Q’b
&

Figure 83 : Mesures de la concentration en TPC dans quatre échantillons de NPs selon trois méthodes

différentes.

Ce qu’il ressort de cette étude est que les mesures de la concentration en TPC
dans les nanoparticules sont plus exactes (non surestimées) par les mesures
d’absorbance a 651 nm et d’émission de fluorescence. La mesure d’absorbance étant
la plus simple mettre en ceuvre, c’est celle-ci qui sera utilisée en routine et complétée

par une mesure de fluorescence en fin de synthese.

III.2. Etude photophysique aprés couplage du peptide

III.2.1. Spectre d’absorption

La Figure 84 présente les spectres UV-visible de la TPC libre en solution, de
NP-TPC-PEG et de NP-TPC-PEG-ATWLPPR. Afin de comparer au mieux les trois
échantillons, les absorbances ont été normalisées au maximum d’absorption

(420 nm).
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Figure 84 : Comparaison des spectres UV dans I’'EtOH.

Aucune différence majeure n’apparait apres 1'étape de couplage du peptide et

les purifications qu’il engendre.

II1.2.2. Spectre d’émission de fluorescence et production d’oxygene

singulet

Les spectres d’émission de fluorescence et production d’oxygene sont

présentés dans les Figure 85 et Figure 86.
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Figure 85 : Comparaison des spectres d’émission de fluorescence (EtOH, A, =420 nm).

exc.
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Figure 86 : Comparaison des spectres de luminescence de 1’oxygéne singulet (EtOH, A, =420 nm).

Le spectre d’émission de l'oxygene singulet produit par NP-TPC-PEG-
ATWLPPR est similaire a ceux de la TPC libre et de NP-TPC-PEG. Une légere baisse
d’intensité est a noter pour NP-TPC-PEG et NP-TPC-PEG-ATWLPPR par rapport a
la TPC libre. Le rendement quantique de production d’oxygene singulet pour NP-
TPC-PEG-ATWLPPR est de 0,66 + 0,05.

Nous résumons dans le Tableau 9 les valeurs des rendements quantiques de
fluorescence et de production d’oxygene singulet ainsi que les temps de vie de

fluorescence pour les trois échantillons.

Tableau 9 : Récapitulatif des données spectroscopiques mesurées.

Tf (ns £ 0,5 ns) (I)f (x0,02) (I)A (+0,05)
TPC libre 9,0 0,21 0,69
NP-TPC-PEG 8,9 0,18 0,65
NP-TPC-PEG-ATWLPPR 9,0 0,17 0,66

Apres encapsulation covalente dans les nanoparticules et greffage de peptides

en surface, la TPC conserve ses propriétés photophysiques.
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II1.2.3. Mesure et quantification du peptide greffé en surface

La quantité de peptide greffé sur les nanoparticules a été mesurée par la

fluorescence du tryptophane (A = 280 nm, A, = 350 nm). Une courbe d’étalonnage

a été préalablement en portant l'intensité de fluorescence du peptide en solution

dans l'eau en fonction de sa concentration. Pour ce calcul, nous avons estimé que

I’émission de fluorescence du peptide apres couplage n’était pas modifiée.

Les spectres d’émission sont présentés dans la Figure 87.
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Figure 87 : Comparaison des spectres d’émission du tryptophane dans ATWLPPR libre et NP-TPC-PEG-

ATWLPPR (H,0, A

=280 nm).

exc.

Pour les essais de couplage concluants, en introduisant entre 5 équivalents de

peptide par nanoparticule, nous obtenions des taux de greffage variables entre 3,5 et

4,2 peptides par nanoparticule.
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III.3. Principaux résultats biologiques in vitro

Les nanoparticules que nous avons synthétisées au cours de cette these ont été
étudiées afin de montrer leur efficacité photodynamique et leur affinité pour le
récepteur NRP-1.

Les cellules MDA-MB-231, lignée de cellules cancéreuses du sein humain, ont
été utilisées car elles surexpriment le récepteur NRP-1, dont le peptide ATWLPPR est
ligand. La survie cellulaire est estimée par comptage des cellules utilisée par le test
MTT (bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium). Cette
molécule est réduite par une biomolécule produite lors de I'activité mitochondriale
(succinate déshydrogénase mitochondriale) pour former le dérivé formazan
correspondant au triazole, détectable par spectroscopie UV-visible a 550 nm.

Nous résumerons ci-dessous les résultats biologiques obtenus qui ont fait
I'objet de la publication, Couleaud, Bechet et al., 2011*7, qui inclut les détails

techniques.

II1.3.1. Cytotoxicité a I’obscurité

Le premier parametre qui a été étudié est la toxicité des nanoparticules en
I'absence de lumiere. Ce résultat nous indique la concentration maximum de
nanoparticules a injecter sans risquer de dommages cellulaires non liés a un effet
PDT. La Figure 88 montre la survie cellulaire en fonction de la concentration de

nanoparticules introduite de NP-TPC-PEG et de NP sans TPC.
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Figure 88 : Courbes de survie cellulaire de MDA-MB-231 a I'obscurité en fonction de la concentration en TPC

Survival (%/control)
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et de la concentration en Gd ; noir : NP-TPC-PEG, orange : NP sans TPC.

Les données de la Figure 88 montrent une viabilité cellulaire supérieure a 80 %
pour une concentration de TPC inférieure a 16 umol/L. Pour la suite des expériences,
nous n’avons pas dépassé la concentration de 16 pumol/L. De plus, il est a noter que
les nanoparticules sans TPC présentent peu de toxicité en dessous de 0,5 mmol/L.

Enfin, la cytotoxicité n’a pas été étudiée ici pour des temps de contact

supérieurs a 24h.

I11.3.2. Phototoxicité

Ces tests vont permettre de mettre en évidence I'effet photodynamique sur les
cellules MDA-MB-231. La Figure 89 correspond a la survie cellulaire de la lignée
MDA-MB-231 en faisant varier deux parametres : la concentration en TPC (et donc la

concentration en nanoparticules) et la fluence du laser utilisé apres un temps

d’incubation de 24 heures.
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Figure 89 : Survie cellulaire de MDA-MB-231 a 24 h d’incubation (A : [TPC]= 0,1 pmol/L, B : [TPC] =1 pmol/L;
blanc : NP sans PS, gris : NP-TPC-PEG, noir : NP-TPC-PEG-ATWLPPR ; barres d’erreur correspondant a +

I'écart-type, n = 6).

Les mesures de phototoxicité ont été effectuées avec des nanoparticules sans
TPC (en blanc, comme témoin négatif), des nanoparticules avec de la TPC
fonctionnalisées ou non par le peptide ATWLPPR, respectivement représentées en
noir et en gris, sur la lignée cellulaire MDA-MB-231. Au vu de I'étude de cytotoxicité
a I'obscurité, nous avons choisi des concentrations en TPC largement inférieures aux
concentrations montrant une toxicité. Pour cette étude, les concentrations 0,1 et
1,0 umol/L en TPC ont été testées avec un temps d’incubation de 24 heures. Les
histogrammes de la Figure 89 sont exprimés en fonction de la fluence appliquée, avec

5 valeurs qui sont 0, 1, 5, 10 et 20 J/cm?2.

L’analyse de ces histogrammes met en évidence le caractere concentration
dépendant et fluence dépendant de l’action photodynamique des nanoparticules.

Comme témoin, des nanoparticules identiques mais sans TPC montrent que
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I'exposition de nanoparticules n’a aucun effet sur la survie cellulaire pour les
concentrations en nanoparticules injectées et un temps de contact de 24 h.

Pour la concentration la plus faible ([TPC] = 0,1 pmol/L), leffet
photodynamique n’est constaté que pour la fluence maximale, soit 20 J/cm?. De plus,
une différence significative est observée entre les nanoparticules fonctionnalisées et
celles non fonctionnalisées par ATWLPPR pour cette valeur de fluence (Figure 89 A).

Pour la concentration plus élevée ([TPC] = 1,0 umol/L), I'apparition de I'effet
photodynamique est observée pour des fluences plus faibles situées entre 1 et 5 J/ecm?.
Cependant, aucune différence notable n’est observée entre les nanoparticules
fonctionnalisées et non fonctionnalisées par ATWLPPR (Figure 89 B). Pour les
nanoparticules fonctionnalisées ou non, la DL, a 1 pmol/L en TPC, est située entre 3
et 5 J/cm?2

Au vu de ces résultats, 'hypothese suivante peut étre avancée: a faible
concentration, la différence observée selon que la nanoparticule est fonctionnalisée
par ATWLPPR ou pas, indique que l'incorporation cellulaire se fait majoritairement
par voie spécifique via le récepteur NRP-1. En revanche, a plus forte concentration,
I'analogie de comportement entre les deux types de nanoparticules, montrent un

comportement non spécifique de I'incorporation cellulaire.

I11.3.3. Affinité moléculaire pour le récepteur NRP-1

Ce type de test, aussi appelé test ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay),
permet de quantifier l'affinité d’une molécule (protéine, peptide, etc.) pour un
récepteur fixé, a une concentration donnée, sur une plaque multi-puits. Ce test
d’affinité se fait en compétition avec le ligand naturel de NRP-1, le VEGF ;.

Les tests sont effectués en comparant les nanoparticules avec et sans peptide

en surface et le peptide libre.
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Figure 90 : Affinité pour le récepteur NRP-1 par test ELISA en fonction de la concentration en peptide (barres

d’erreur correspondant a + I’écart-type, n = 3)

Les résultats montrent une trés bonne affinité des nanoparticules portant le
peptide qui semble méme meilleure que I'affinité du peptide libre pour la plus forte
concentration en peptide (100 umol/L), ce qui indique 1'effet bénéfique de la fixation
d’environ 4 peptides par nanoparticule. La concentration de peptide nécessaire pour

déplacer 50 % du VEGEF fixé a NRP-1 est située entre 10 et 100 pumol/L.
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Conclusions

Cette étude a permis de démontrer la faisabilité de 1'objectif du travail :
I’élaboration de nanoparticules multifonctionnelles pour la PDT. Il a été possible de
coupler de fagon covalente des chlorines dans une matrice de silice avec un
rendement de l'ordre de 20 a 30 %, sans altérer notablement les propriétés
photophysiques du PS. Nous avons pu vérifier que l'oxygene moléculaire peut
diffuser dans et hors de la matrice grace a l'utilisation d’une sonde chimique
réagissant avec 1'oxygene singulet. Un protocole fiable de couplage de peptides en
surface de nanoparticules a été mis au point, avec un taux effectif d’environ 4
peptides par nanoparticule. Enfin, les premiers résultats biologiques ont montré une

activité photodynamique intéressante avec une DLy, située entre 3 et 5 J/cm? pour
lI'irradiation lumineuse et pour une concentration en TPC de 1 umol/L
(A exe =652 nm). De plus, I'affinité pour NRP-1 des nanoparticules fonctionnalisées
par ATWLPPR a été prouvée et est méme améliorée relativement au peptide libre (a

une concentration forte de 100 pmol/L en peptide).

Il reste cependant des verrous a lever et notamment concernant 1'imagerie
IRM. En effet, le type de nanoparticules testé, bien que renfermant un cceur d’oxyde
de gadolinium, ne permet pas d’obtenir un signal IRM suffisamment contrasté pour
étre utilisé comme moyen de suivi des nanoparticules in vivo. Or, cette derniere
caractéristique est cruciale pour toute opération de PDT guidée par imagerie. Le
signal IRM souffre vraisemblablement de l'influence de la taille élevée de la couche
de silice (47 Si/Gd). C’est la raison pour laquelle nous avons décidé de nous focaliser
sur des nanoparticules de méme composition, mais avec des tailles de couche de

silice plus faibles.

160



Chapitre III :

Etude d'une nanoparticule
optimisée pour la therapie
photodynamique et le
diagnostic IRM.

Vers une nanoparticule
idéale.

161



162



Chapitre III : Etude d’'une nanoparticule
optimisée pour la thérapie
photodynamique et le diagnostic IRM.

Vers une nanoparticule idéale

Introduction

Apres avoir validé le concept de greffage covalent de PS dans une matrice de
polysiloxane, le greffage de peptides en surface, la conservation des principales
caractéristiques photophysiques du PS et les résultats tres encourageants, nous nous
sommes intéressés a une nanoparticule dont certains parametres de composition ont
été modifiés dans le but de prouver in vivo la possibilité de combiner au sein d'un
méme objet la PDT et le diagnostic par IRM.

Cette nouvelle nanoparticule a fait 1'objet d’optimisations préalables
concernant le greffage du PS de fagon covalente dans la matrice de polysiloxane et la
fonctionnalisation par le peptide ATWLPPR. Nous nous sommes intéressés aux
caractéristiques photophysiques puis a I’étude biologique in vitro. Enfin, les premiers
essais concernant 1'utilisation de ces nanoparticules in vivo pour le diagnostic par
IRM sur petit animal seront présentés dans ce chapitre.

Cette étude servira de base pour la mise en place d'une méthodologie de plan
d’expériences afin d’obtenir une nanoparticule dite «idéale» qui permettra de
combiner les parametres optimums concernant la thérapie, le ciblage et le diagnostic

par IRM.
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I. Description de la nanoparticule « Nano-Star »

Afin de combiner au sein d’'un méme objet des propriétés pour une efficacité
photodynamique optimale, une sélectivité optimale et une détection du signal
IRM optimale, il possible de jouer sur différents constituants de la nanoparticule, a
Savoir :

Concentration en Gd dans la nanoparticule (taille du cceur de Gd,0;).
Epaisseur de la couche de polysiloxane.
Type de surfactant.

Concentration de TPC greffée dans la matrice de polysiloxane.

* % % %

Nature et concentration de peptide en surface.

Concernant la concentration en gadolinium, 1’épaisseur de la couche de
polysiloxane et le type de surfactant, 'équipe lyonnaise les a fait évoluer selon des
études qu’ils ont menées. Nous en donnerons les principaux tenants dans les
paragraphes suivants. Quant aux deux parametres concernant la TPC et le peptide,
nous avons fait deux études afin de déterminer les parametres optimaux que nous
développerons ensuite.

D’une maniere générale, les nanoparticules décrites ici ont une taille plus
petite que celles étudiées dans le chapitre précédent afin de leur conférer une
meilleure furtivité in vivo et une biodistribution optimale?”* ?”'. L’applicatif final, a
savoir 'utilisation de ces nano-objets multifonctionnels pour des essais in vivo, a été
l’objectif général de toutes les études menées et décrites ci-apres. Les fonctionnalités
principales que nous souhaitons affiner pour les nanoparticules multifonctionnelles
sont l'efficacité photodynamique, I'affinité pour la cible cellulaire et l'intensité du

signal IRM.
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Figure 91 : Représentation schématique des différents parameétres influencant les trois

nanoparticule « idéale » pris en compte par le plan d’expériences.

fonctionnalités de la

La Figure 91 résume les parametres sur lesquels nous pouvons agir lors de la

synthese des nanoparticules pour améliorer les propriétés

photophysiques

(rendement quantique en oxygene singulet) et biologiques (sélectivité moléculaire,

efficacité PDT, rehaussement du signal IRM in vivo). Un méme parametre peut alors

influer sur plusieurs propriétés du nano-objet. Par exemple, la

concentration de

peptide va induire une différence dans l'affinité pour le récepteur, et modifier la

concentration locale des nanoparticules au niveau de la cible et donc impacter sur le

signal IRM et l'efficacité PDT localement.

I.1. Parametres modifiés

1.1.1. Type de surfactants hydrophiles

L’ajout de surfactants hydrophiles est un parametre

important, voire

incontournable afin de conférer a la nanoparticule un caractere furtif vis-a-vis de
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I’adsorption de protéines ou opsonisation?!2%. 22, Comme nous 'avons décrit dans le
chapitre précédent avec 1'étude des différents types de polyéthylene glycol?*, les
parametres de biodistribution vont dépendre en grande partie de la capacité
qu'auront les surfactants hydrophiles a rendre la nanoparticule biocompatible et
furtive.

Concernant les surfactants envisagés, deux molécules apparaissent attractives,
ce sont le diéthylene triamine penta acide not¢ DTPA et le 1,4,7,10-
tétraazacyclododécane-1,4,7,10-tétraacétique acide, noté DOTA (Figure 92). En effet,
ces deux molécules via leurs fonctions acides ont aussi la capacité de chélater le

cation Gd* tout en conservant les propriétés paramagnétiques du gadolinium?3%7,

A B
OH
HOOC—_ [\ ,—COOH )\ j/
|:N Nj HO N/\/ N~
NN K( K(
Hooc—" \__/ —CooH

Figure 92 : Formules développées du DOTA (A) et du DTPA (B)

La biocompatibilité est aussi une caractéristique de ces deux molécules de
surfactant?’¢?’8, Le DOTA et le DTPA, associés au cation Gd* (Figure 93), sont utilisés
comment agents de contraste en IRM et posseédent une autorisation de mise sur le
marché sous le nom de DOTAREM® par Guerbet et MAGNEVIST® (DTPA) par
Bayer en solutions injectables. Le DOTAREM® commercial fait notamment 1’objet

d’un point de comparaison pour 'efficacité de contraste de nos nanoparticules.

AﬁﬁfH¢i¢Wm
o ‘\OKO O}O)

Figure 93 : Formules développées du DOTAREM® (A) et du MAGNEVSIT® (B).
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Le cation gadolinium, Gd*, est, comme la plupart des atomes lourds, toxique a
I’état libre?”. Certaines études sur I’animal ont montré de fortes interactions avec le
systeme réticuloendothélial. I peut également inhiber certaines enzymes. Une fois
relargué, Gd* se loge préférentiellement dans les os, le foie et la rate?(. C’est
pourquoi les formulations cliniques le présentent sous forme de chélates de
polyamines portant des fonctions acides. Ces agents chélatants doivent avoir une
forte affinité pour l'ion Gd* et ne pas subir de transmétallation avec des cations
métalliques endogenes comme Fe*, Mg*, Ca*, etc. A ce titre, les chélateurs cycliques,
comme le DOTA, sont plus fiables que les linéaires comme le DTPA?!. La formule de
ces agents chélatants en font aussi de tres bons surfactants hydrophiles comportant
des fonctions acides qui permettent de les attacher en surface des nanoparticules, de
les rendre hydrosolubles et enfin de greffer un peptide comme nous 1’avons effectué
sur les surfactants de type polyéthylene glycol.

La Nano-Star possede des surfactants hydrophiles DTPA.

1.1.2. Epaisseur de la couche de silice

Les nanoparticules étudiées dans le Chapitre 2 (47 Si/Gd) présentaient un
signal IRM insuffisant pour préconiser une utilisation in vivo, en raison de
I'épaisseur trop élevée de la couche de silice. Suite a I'amélioration des techniques de
synthese au LPCML, il devenait possible d’obtenir des coques de silice avec une
stoechiométrie de l'ordre de 1 a 4 Si pour 1 Gd, permettant un rehaussement du
signal IRM plus important.

Ce parametre nous a semblé intéressant a prendre en compte puisqu’il
intervient non seulement sur l'intensité du signal IRM, mais également sur la taille
de la nanoparticule (diametre de 2 et 5 nm) donc sur sa furtivité, sa biodistribution?"

71 et par conséquent l'efficacité photodynamique. En diminuant 1'épaisseur de la
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couche de silice (entre 10 et 30 A), on peut également s’attendre a un taux de greffage
dela TPC (8 A) plus faible.
La Nano-Star posséde une coque de polysiloxane établie avec une

steechiométrie de 4 Si/Gd.

1.1.3. Taille du cceur en Gd20s3

L’équipe du LPCML a développé en parallele de nos premiers travaux, une
autre synthese de cceur d’oxyde de gadolinium conduisant a des cceurs plus petits
mais donnant un signal IRM de meilleure intensité. Il a donc été décidé d’utiliser ce
nouveau type de cceur. Deux tailles ont été retenues et par mesure de DLS, les

diametres hydrodynamiques des différents cceurs ont été déterminés (Figure 94).
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Figure 94 : Distribution de tailles en volume dans 1’eau par DLS (4., = 633 nm)

exc.

Courbe rouge : « petits ceeurs nus » ; courbe verte : « gros coeurs nus » dans le DEG.

Les tailles mesurées sont monodisperses et sont de 1,0 + 0,2 nm pour les
« petits coeurs » et de 3,0 £ 0,2 nm pour les «gros cceurs». Nous utiliserons
dorénavant cette nomenclature pour distinguer les différents types de cceurs dont la
seule différence est leur taille et la quantité de Gd qu’ils renferment.

La Nano-Star comporte un « petit ceeur » de Gd,0;.
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1.1.4. Concentration en TPC

Le taux de greffage de TPC par nanoparticule est un autre parametre a
prendre en compte. Comme pour la taille de la couche de silice, le taux de greffage
de TPC doit étre exprimé en quantité de TPC par quantité de Gd. Le taux de greffage
de TPC va influer sur les caractéristiques photophysiques du nano-objet final et donc
son efficacité photodynamique. La concentration maximale a ne pas dépasser a été
préalablement définie pour ne pas observer, aux concentrations de traitement, de
cytotoxicité a I'obscurité. De plus, il faut mettre en relation cette quantité maximale
de TPC avec la quantité minimale de Gd nécessaire pour observer un rehaussement
de contraste efficace.

Nous montrons, dans l'étude présentée au paragraphe 1.2 de ce chapitre,

I'importance du taux de greffage de la TPC sur les propriétés photophysiques.

1.1.5. Nature et concentration du peptide par nanoparticule

Pour cette étude, nous avons décidé de montrer les limites du greffage de
peptides en surface des nanoparticules en termes de nombre de peptides que 1'on
pouvait effectivement greffer et d’efficacité de reconnaissance moléculaire pour la
cible NRP-1. Nous avons aussi comparé le comportement de nanoparticules couplées
au peptide ATWLPPR et celui de nanoparticules couplées au peptide LWRPTPA. Ce
peptide a été utilisé comme témoin négatif du peptide ATWLPPR. Ce « scrambled »
correspond au peptide ligand et contient les mémes acides aminés (donc
encombrement et charge analogues). Il présente une affinité nulle pour le récepteur
NRP-1 et est utilisé comme témoin négatif d’affinité. Starzec et al. utilisent le peptide
LWRPTPA a une concentration de 1000 pmol/L sans observer d’affinité moléculaire

pour NRP-12%2,
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Plusieurs taux de greffage de peptide par nanoparticule seront envisagés. Une
étude plus détaillée sera décrite au paragraphe 1.3 concernant la synthese et I'affinité

des nanoparticules fonctionnalisées avec plusieurs taux de greffage.

I.2. Optimisation du taux de greffage de TPC dans la matrice de

polysiloxane

1.2.1. Présentation des nanoparticules étudiées et des études menées

Cette étude de I'évolution des caractéristiques photophysiques en fonction du
taux de greffage de TPC dans la matrice a été réalisée sur des nanoparticules
décrites plus haut (4 Si/Gd) sauf qu’elles ne présentent pas de surfactants
hydrophiles en surface. L’étude a porté sur 4 lots de nanoparticules correspondant a
4 taux différents, notés : Nanos 5, Nanos 10, Nanos 20 et Nanos 50 (Figure 95). Le
chiffre correspond au taux de greffage théorique, au nombre d’équivalents de TPC

introduit par nanoparticule.

1 Ceeur de Gd,0,
1 Enrobage de silice, terminaisons NH, sans PEG
* TPC

Figure 95 : Représentation schématique des quatre lots de nanoparticules testées dans cette étude.

Une premiére étude a consisté a quantifier le taux de TPC effectivement
couplé dans la couche de polysiloxane et a étudier l'influence de la concentration en
TPC sur les propriétés photophysiques des nanoparticules, elle-méme fonction du

nombre de nanoparticules introduit.
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[1.2.2. Etude spectroscopique a concentration de nanoparticules

constante

Le but de cette étude est d’évaluer les propriétés photophysiques de quatre

solutions de concentration en nanoparticules constante, donc de concentration en

TPC différente, représenté schématiquement dans la Figure 96.

v

[NPs] constante ; [TPC] croissante

Figure 96 : Représentation schématique des quatre lots de nanoparticules a une méme concentration en NPs.

I.2.2.a.  Spectroscopie UV-visible

Le coefficient d’extinction molaire de la TPC libre dans 1’éthanol a été calculé

précédemment : € (419 nm)=0,153. 10° L.mol’.cm?. En supposant que les

caractéristiques d’absorption de la TPC ne sont pas modifi€es lorsque la TPC est

greffée dans la nanoparticule, il est ainsi possible de déterminer la quantité réelle de

TPC greffée (Tableau 10).

Tableau 10 : Principales données mesurées par spectroscopie UV dans 1’éthanol.

Absorbance mesurée a
Echantillons
419 nm d'encapsulation (%)
Nanos 5 0,047 29
Nanos 10 0,088 28
Nanos 20 0,165 26
Nanos 50 0,427 27

Rendement
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La concentration réelle de TPC greffée dans les nanoparticules differe d'un
facteur 3 par rapport a la TPC introduite pour le greffage. Le rendement
d’encapsulation peut donc étre considéré pour ces nanoparticules d’environ 30 %,
quelque soit la quantité de TPC introduite. Les résultats présentés en Figure 97
montrent que, pour une méme quantité de chaque lot de nanoparticules, 1’évolution
de la concentration en TPC (au vu de I'absorption a 419 nm) est linéaire, ce qui

confirme que le taux d’encapsulation est identique pour chaque lot.

160 -
Nanos 50

140 -
120 - R2=0,9995
100 -
80 -

60 -
Nanos 20

40 A
20 A

[TPC] mesurée pmol/L

Nanos 5

0 100 200 300 400 500 600
[TPC] théorique pmol/L

Figure 97 : Evolution de la concentration en TPC mesurée en fonction de la TPC théorique pour les quatre

échantillons.

Enfin, d’apres les spectres UV-visible présentés dans la Figure 98, le taux

d’encapsulation ne semble pas influencer les propriétés d’absorption de la TPC.
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Nanos 50
—— Nanos 20
—— Nanos 10
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0,6

0,4 4

Absorbance
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Longueur d'onde (nm)

Figure 98 : Spectres UV-visible des quatre lots de nanoparticules a la méme concentration en nanoparticules

dans I’éthanol.

I.2.2.b.  Propriétés d’émission de fluorescence et de production
d’oxygene singulet

L’émission de fluorescence ainsi que la production d’oxygene singulet ont été
mesurées pour les 4 échantillons (Nanos 5, Nanos 10, Nanos 20 et Nanos 50). Les
échantillons sont excités a 419 nm et le signal de fluorescence est enregistré entre 620
a 750 nm, le signal d’émission de 1'oxygene singulet entre 1200 et 1350 nm. La TPC
sert de référence pour calculer les rendements quantiques de fluorescence de
production d’oxygene singulet, avec respectivement des rendements quantiques de

fluorescence @, = 0,21 + 0,02 et de production d’oxygene singulet ®, = 0,69 + 0,05 dans

I’éthanol.
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4,5E+08 -
4,0E+08
3,5E+08 -
3,0E+08 |
2,5E+08 - TPC libre

2,0E+08 - Nanos 50
1,5E+08 -
1,0E+08 -
5,0E+07 -
0,0E+00 \ T \ T T

0 0,1 0,2 0,3 04 0,5
Absorbance a 419 nm

B Nanos 20

Fluorescence (u.a.)

Nanos 10

Nanos 5

Figure 99 : Emission de fluorescence mesurée pour la TPC libre et les solutions de nanoparticules (A, =419

exc.

nm) en fonction de 1'absorbance a 419 nm dans I’EtOH.

D’apres la Figure 99, l'intensité de fluorescence de la chlorine en solution est
proportionnelle a I’absorbance pour une absorbance inférieure a 0,2. En revanche, les
solutions de nanoparticules présentent des intensités de fluorescence non
proportionnelles a la DO des le 3™ lot (Nanos 20). Le lot de Nanos 50 confirme cette
tendance. Ces éléments font 1'objet d’'une modélisation, non présentée ici.

La production d’oxygene singulet en fonction du lot de nanoparticules est

présenté dans la Figure 100.
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Figure 100 : Emission de 1'oxygéne singulet mesurée pour la TPC libre et les solutions de nanoparticules en

fonction de I'absorbance dans I’EtOH.

En ce qui concerne la production d’oxygene singulet, la méme tendance est
observée : au-dela d’une absorbance de 0,1, le rendement quantique diminue
fortement et n’est plus proportionnel a la DO de la solution. Apres 3 séries de
mesures et en moyennant les données, les résultats obtenus sont résumés dans le

Tableau 11.

Tableau 11 : Tableau récapitulatif des rendements quantiques mesurés dans 1’éthanol.

Rendement quantique Rendement quantique de
Echantillon de fluorescence production d'oxygeéne singulet
(x0,01) (x0,05)

TPC libre 0,21 0,69

Nanos 5 0,16 0,64

Nanos 10 0,13 0,54

Nanos 20 0,08 0,34

Nanos 50 0,04 0,23

175



D’apres les résultats du Tableau 11, on peut noter une baisse des rendements
de fluorescence et d’oxygene singulet pour tous les lots de nanoparticules, quel que
soit le taux de greffage de la TPC dans les nanoparticules, par rapport a une méme
concentration de chlorine en solution. Si cette baisse reste faible pour des taux de
greffage faible (Nanos 5 et Nanos 10), elle devient importante pour les taux plus
élevés. Ceci pourrait s’expliquer par des interactions intra-particulaires entre les
photosensibilisateurs a l'intérieur méme des nanoparticules. Pour vérifier que ces
interactions sont intra-particulaires et non inter-particulaires, une autre série de

mesures a été effectuée et décrite dans le paragraphe suivant.

1.2.3. Etude spectroscopique des échantillons Nanos 10 et Nanos 20

Dans cette étude, il s’agit de garder une concentration de TPC constante, en

faisant varier la concentration en nanoparticules, comme le montre la Figure 101.

[NPs] décroissante ; [TPC] constante

Figure 101 : Représentation schématique des deux lots de nanoparticules (Nanos 10 et Nanos 20) a une

concentration équivalente en TPC.

Des échantillons de Nanos 10 et Nanos 20 a des concentrations en
nanoparticules différentes ont été préparées et analysées par spectroscopie de

fluorescence (Figure 102).
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2,5E+08
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Figure 102 : Intensité de fluorescence en fonction de I’absorbance pour quatre concentrations différentes des

deux lots Nanos 10 et Nanos 20 (EtOH, A

=419 nm).

exc.

La Figure 102 montre que, pour une certaine concentration en TPC dans les

nanoparticules (ici Nanos 20), des interactions inter-particules provoquent une baisse

du rendement quantique de fluorescence et, comme on l'a vu plus haut, du

rendement quantique de formation de I'oxygene singulet (Figure 100).

I.3. Etude de plusieurs taux de greffage de peptide — Limite du

greffage de peptide en surface

Nous avons voulu étudier l'influence du nombre de peptides greffés sur

I’affinité de la nanoparticule fonctionnalisée pour le récepteur NRP-1. En effet, il est

intéressant d’évaluer un taux optimal de fonctionnalisation des nanoparticules par

ATWLPPR afin d’obtenir une affinité maximale pour NRP-1.
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1.3.1. Synthése et caractérisation photophysique des lots

Nous nous sommes fixés de coupler 5, 10 et 100 peptides par nanoparticule.
En utilisant, les mémes stoechiométries entre agents de couplage et peptide (a savoir
1,2 éq. d’agents de couplage pour 1 éq. de peptide), nous avons mené les syntheses
en parallele en utilisant le peptide décrit précédemment, ATWLPPR. La
quantification réelle du nombre de peptides est effectuée par spectroscopie de
fluorescence comme nous l'avons explicité dans le chapitre II, en mesurant la
fluorescence du tryptophane du peptide.

Le couplage d’environ 5 peptides par nanoparticule est reproductible avec des
rendements compris entre 75 et 90 %. En revanche, pour les quantités théoriques plus
importantes (50 et 100 peptides théoriques par nanoparticule), le taux de greffage réel
est différent du taux de greffage théorique, compris entre 15 et 60 %. Au vue de la
taille des nanoparticules, de l'ordre de 2 a 3 nm de diametre, le fait de fixer 15
peptides semble effectivement étre un maximum, du fait de l’encombrement
stérique, sachant que le peptide mesure environ 15 A (sans préjuger de sa structure
tertiaire). Pour la suite des études, il nous a semblé raisonnable de greffer 5 peptides

par nanoparticule.

1.3.2. Etude de l'affinité moléculaire pour NRP-1 de trois lots de

nanoparticules

De méme que nous I'avons décrit au Chapitre II, cette étude consiste a évaluer
I'impact de la concentration en nanoparticules fonctionnalisées par ATWLPPR sur le
déplacement du VEGF fixé au préalable sur NRP-1. Les concentrations des trois lots
de nanoparticules, au vu des taux de greffage calculés plus haut, ont été exprimées
en fonction d’ATWLPPR. Les lots étudiés sont issus d'une synthese, différente de
celle présentée ci-dessus, de trois lots comportant 5, 10 et 100 peptides par

nanoparticules.

178



Ly 5éq. peptide i 10 éq. peptide
ECs0=27 pmol/L L . ECs=37 pmol/L

o contrale)
contréle)
>

NRP-1(*%

VEGF fixe st NRP-1 (*

VEGF fix¢ a

T T T o T T T
100 1

10 10
[ATWLPPR] (yumol L) [ATWLPPR] (umol L)

100 100 éq. peptide
ECs,=76 pmol/L

ontrole)

1(%c

NRP-

iF fixe a

VEC

T T T

10
[ATWLPPR] (yumol L)

Figure 103 : Résultats des tests ELISA pour les trois échantillons synthétisés.

La meilleure affinité est pour les nanoparticules avec 5 équivalents de peptide
par nanoparticule, avec une ECs;, d’environ 27 pumol/L. En se plagant dans des
conditions présentant 10 et 100 équivalents de peptide, 'affinité décroit avec le
nombre de peptides. Ceci peut notamment s’expliquer par un encombrement
stérique en surface des nanoparticules et ainsi limiter 1’acces du peptide au récepteur
NRP-1.

Cette étude nous confirme ce que nous supposions dans le chapitre II en
comparant les résultats ELISA obtenus pour le conjugué TPC-Ahx-ATWLPPR et les
nanoparticules couplées a ~5 peptides, présentées au Chapitre II. Ici aussi, la
meilleure affinité apparait pour environ 5 peptides couplés a la nanoparticule et
nous pousse a croire a une réelle coopération positive de ce taux de peptide greffé

en surface sur l’affinité moléculaire pour NRP-1.
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I.4. Conclusions - Résumé des caractéristiques de la

nanoparticule étudiée

Les différentes études photophysiques ont permis de définir plusieurs
parametres :
* Greffage du photosensibilisateur :
> Limite supérieure du taux d’encapsulation de PS a ~ 0,1 PS/Gd.
> Rendement d’encapsulation d’environ 30 % pour les quantités
optimales (0,05 et 0,1 PS/Gd).
* Présence de surfactants hydrophiles pour éviter les interactions
interparticulaires.
* Couplage de 5 unités peptidiques pour une bonne reproductibilité de

synthése et une affinité accrue pour NRP-1.

A T'aide de ces études spectroscopiques et des études effectuées par I'équipe
lyonnaise, nous avons défini les parametres de la nanoparticule qui sera étudiée ci-
apres.

« Petit ceeur » d’oxyde de gadolinium (~1 nm de diametre)
Couche de polysiloxane = 4 Si/Gd

Taux de greffage = 0,1 TPC/Gd

Surfactant = DTPA

L D D S .

Fonctionnalisation = 5 unités d’ATWLPPR par nanoparticule

180



II.  Etude de la nanoparticule Nano-Star

Nous détaillons dans les paragraphes suivants les syntheses effectuées pour
cette étude, sans reprendre les syntheses exposées dans le chapitre précédent comme
celle du peptide ATWLPPR protégé et de la TPC. En revanche, nous détaillerons les
syntheses du peptide LWRPTPA qui different de celles d’ATWLPPR et nous

exposerons le protocole de couplage adapté a ce type de nanoparticules.

II.1. Synthése du peptide LWRPTPA protégé

La synthese du peptide LWRPTPA sous forme protégée se fait sur support
solide sur résine chlorotrityle et de fagon automatique comme nous 'avons décrite
pour le peptide ATWLPPR dans le chapitre II. Une seule différence par rapport a la
synthese préalablement décrite existe, car il nous a fallu greffer le premier acide

aming, I'alanine, sur la résine chlorotrityle nue.

I1.1.1. Greffage du premier acide aminé

e premier acide aminé a fixer sur la résine est ’alanine. Il s’agit de faire réagir
L d f | t1’al Il sagit de f

la fonction acide de I'alanine sur la résine portant un chlore (Figure 104).

Figure 104 : Résine chlorotrityle portant un atome de chlore.

Le couplage se fait classiquement entre Fmoc-Ala-OH (1 éq.) en milieu basique
(DIEA, 2,5 éq.) et la résine (1 éq. de sites actifs) dans un mélange DCM/DMF pendant

2 heures. Une étape de capping, qui consiste a bloquer tous les sites actifs de la résine,
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est effectuée suivie de nombreux lavages successifs a la DMF, au DCM puis au
MeOH. La résine est ensuite séchée sous vide. Le greffage de l'alanine peut étre
évalué, de facon qualitative, par le test colorimétrique a la ninhydrine (2,2-
dihydroxyindan-1,3-dione) qui conduit a une coloration violette plus ou moins
intense. Cette intensité de la couleur violette nous renseigne sur la présence de

fonctions amines libres ce qui implique la présence de I’alanine.

11.1.2. Synthése et caractérisation du peptide LWRPTPA

Une fois que nous nous sommes assurés que l’alanine est fixée sur la résine
chlorotrityle, la synthese du reste du peptide est réalisée sur un synthétiseur
automatique, comme décrit précédemment. De méme que pour ATWLPPR protégé,
le peptide est décroché de la résine par mélange DCM/TFE/AcOH, 6/2/2 afin de
garder les protections des chaines latérales. Enfin, le peptide est purifié par HPLC et
analysé par spectroscopie de masse couplée a une chromatographie liquide. La
masse obtenue pour le pic majoritaire est de 1248,21 g/mol.

Le profil HPLC obtenu pour ce peptide (Cf. Partie expérimentale) est
sensiblement le méme que celui observé pour le peptide ATWLPPR protégé, ce qui
nous confirme de la pertinence d’utiliser ce peptide comme témoin car ils possedent
des hydrophilies (ou polarités) analogues. LWRPTPA protégé sort pour un éluant
comportant environ 65 % d’acétonitrile, en volume, et est obtenu a environ 99 % de

pureté en prélevant le haut du pic.

II.2.  Adaptation du protocole de couplage élaboré précédemment

Le protocole établi dans le Chapitre 2 portait sur des nanoparticules de taille

supérieures (20 a 30 nm), recouvertes par des chaines polyéthyleneglycol. Le greffage
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de peptides sur des nanoparticules de taille inférieure (2 a 3 nm), recouvertes de
DTPA nous a amené a modifier notre protocole de couplage du peptide en surface.

Une différence majeure s’est tout de suite révélée puisque les Nano-Stars ne se
redispersent pas dans la DMF. Il nous a donc fallu changer le protocole de couplage,
notamment en se placant dans 1’eau ou dans un mélange eau/solvant organique qui
permet de disperser/solubiliser tous les constituants, tout en conservant la stratégie
d’activation in situ des fonctions acides portées en surface des nanoparticules a I’aide
d’agents d’activation et de couplage.

Le 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl) carbodiimide, noté EDC, est un agent
de couplage connu pour étre hydrosoluble. Le BtOH a été utilisé comme
précédemment. Nous avons introduit ensuite une base de type triéthylamine ou
DMAP pour favoriser le couplage entre 1'acide (porté par les fonctions DTPA) et
I"amine du peptide.

Les Nanos-Stars ont été préalablement dispersées dans des volumes d’eau de
I'ordre de 1 a 2 mL dans lesquels nous avons ajouté I'EDC a raison de 5 a 6 éq. par
rapport a la quantité de nanoparticules, du BtOH dilué dans un minimum de DMSO
et 15 minutes plus tard, le peptide préalablement dilué dans le DMSO. Nous
pouvons évaluer qualitativement les différentes étapes du couplage et de la
purification en spectroscopie UV comme représenté dans la Figure 105.

Les détails expérimentaux de ce protocole de couplage sont présentés dans la

partie expérimentale.
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Figure 105 : Spectres UV-visible des Nano-Stars dans I’eau a trois étapes différentes du couplage : rouge :

avant couplage ; vert : aprés couplage et avant purification ; violet : aprés couplage et purification.

Les trois spectres de la Figure 105 représentent les spectres UV-Visible des
nanoparticules a différentes étapes du couplage. Les Nano-Stars avant couplage
révelent un spectre de TPC semblable a celui de la TPC obtenu en solution. Apres
couplage, en vert, un décalage de 8 nm du maximum d’absorption de la TPC peut
étre observé. Ceci peut s’expliquer par le pH acide de la solution résultant de la
déprotection des chaines latérales par le TFA. La forte absorption en dessous de
300 nm correspond a la présence du peptide et des agents de couplage. Enfin, apres
purification (dialyses et ultrafiltration), le retour a un pH neutre de la solution
entraine un recalage de la bande de Soret de la TPC encapsulée a 418 nm.
L’élimination des agents de couplage qui absorbaient en dessous de 300 nm est
visible, la bande d’absorption entre 250 et 300 nm persistante correspondant a

’absorption du tryptophane du peptide.

Nous avons procédé a 1'étude photophysique des Nano-Stars avant et apres
couplage au peptide ATWLPPR. Les différents lots de nanoparticules sont notés

comme suit :

184



* NP-TPC-DTPA : Nano-Stars contenant de la TPC sans peptide, avec du

DTPA comme surfactant.
*x NP-TPC-DTPA-ATWLPPR : Nano-Stars contenant de la TPC avec du

DTPA comme surfactant fonctionnalisées par ATWLPPR.

II.3. Etude photophysique des Nano-Stars avant et aprés

fonctionnalisation par le peptide ATWLPPR

11.3.1. Spectroscopie UV-visible

La Figure 106 présente les spectres UV-visible dans 1'éthanol de la TPC libre,
de NP-TPC-DTPA et NP-TPC-DTPA-ATWLPPR.

0,25 - ——TPC libre
Nanos apres couplage et purification
0,2 - Nanos Stars
(]
20,15 -
[
o)
b
2 0,1
S 0,1 -
<
0,05 -
O T T T
200 300 400 500 600 700

Longueur d'onde (nm)

Figure 106 : Spectres UV-visible de la TPC libre (vert), NP-TPC-DTPA (bleu) et NP-TPC-DTPA-ATWLPPR

(rouge) dans I'éthanol.

Comme le montre la Figure 106 et en accord avec les expériences réalisées sur
les nanoparticules de tailles plus importantes (Chapitre 2), le spectre de la TPC
encapsulée de facon covalente dans les Nano-Stars differe peu de celui de la TPC
libre. De plus, la bande d’absorption observée entre 250 et 300 nm prouve la présence

de peptide pour I'échantillon NP-TPC-DTPA-ATWLPPR.
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I1.3.2. Spectroscopie d’émission de fluorescence

Les spectres d’émission de fluorescence sont normalisés par la valeur de

’absorbance de chaque échantillon (de I'ordre de 0,2) a la longueur d’excitation.

7,0E+06 - ——TPC libre

6,0E+06 - ——NP-TPC-DTPA
——NP-TPC-DTPA-ATWLPPR

5,0E+06

4,0E+06
3,0E+06
2,0E+06

1,0E+06

Intensité de fluorescence (u.a.)

0,0E+00 T T T

600 620 640 660 680 700 720 740 760
Longueur d'onde (nm)

Figure 107 : Spectres d’émission de fluorescence de TPC libre (vert), NP-TPC-DTPA (rouge) et NP-TPC-DTPA-

ATWLPPR (bleu) (EtOH, A.,. = 420 nm).

Les spectres d’émission de fluorescence présentés dans la Figure 107 ne
montrent pas de différence entre la TPC encapsulée dans les Nano-Stars avec et sans
peptide et la TPC libre dans I’éthanol. Les rendements quantiques de fluorescence,
analogues a celui de la TPC libre dans I'éthanol, sont de 0,19 + 0,02 pour NP-TPC-
DTPA et de 0,18 + 0,02 pour NP-TPC-DTPA-ATWLPPR.

I1.3.3. Production d’oxygeéne singulet

Les spectres d’émission de I'oxygene singulet sont normalisé€s par la valeur de
’absorbance de chaque échantillon (de I'ordre de 0,2) a la longueur d’excitation. La
Figure 108 présente les spectres d’émission d’oxygene singulet produit par la TPC

couplée aux Nano-Stars avec et sans peptide et par la TPC libre dans I'éthanol.
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Figure 108 : Spectres d’émission de 1’oxygéne singulet produit par la TPC libre (vert), NP-TPC-DTPA
(rouge) et NP-TPC-DTPA-ATWLPPR (bleu) (EtOH, A, =420 nm).

Les spectres illustrent la formation d’oxygene singulet pour les lots mesurés.
Les rendements quantiques de production d’oxygene singulet, analogues a celui
mesuré pour TPC dans I'éthanol, qui est de 0,69 + 0,05, sont de 0,66 + 0,05 pour les
Nano-Stars avec et sans peptide.

Afin de vérifier que 'oxygene singulet produit diffuse a travers la couche de
polysiloxane, nous avons utilis¢é une sonde chimique spécifique de l'oxygene
singulet, SOSG.

La Figure 109 montre 1'évolution de l'intensité de fluorescence du Singlet

Oxygen Sensor Green apres excitation de la Nano-Star sans peptide a 420 nm.
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Figure 109 : Mesures de fluorescence du produit de dégradation de SOSG par action de I’oxygeéne singulet

formé par photosensibilisation de NP-TPC-DTPA excitée a 420 nm (MeOH, A, =504 nm, A, =524 nm).

exc. em.

Nous pouvons constater une augmentation de la fluorescence résultant d’une
réaction entre oxygene singulet et SOSG. Cela tend a montrer, en supposant que la
sonde chimique (dont la formule nous est inconnue) ne peut diffuser a I'intérieur de
la couche de polysiloxane, que 'oxygene singulet produit est bien capable de diffuser

a l'extérieur des nanoparticules et est donc de 1'oxygene singulet « efficace ».

I1.3.4. Fluorescence du tryptophane et estimation du taux de peptide
greffé

Apres couplage du peptide et purification, la fluorescence du tryptophane du
peptide nous a permis d’estimer la quantité de peptides greffés par nanoparticule en
utilisant une courbe d’étalonnage d’”ATWLPPR dans 'eau.

Le spectre de fluorescence du tryptophane pour le composé NP-TPC-DTPA-
ATWLPPR est présenté dans la Figure 110.
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Figure 110 : Spectre de fluorescence du tryptophane du peptide greffé sur NP-TPC-DTPA-ATWLPPR

(H,0, A =280 nm).

exc.

Nous obtenons un taux de couplage de l'ordre de 4 * 1 peptides par
nanoparticule en introduisant 6 équivalents de peptide et 7,2 équivalents d’agents de

couplage pour 1 équivalent de nanoparticule.

III. Caractérisation physico-chimique des Nano-Stars

Les techniques qui nous apparaissaient les plus intéressantes a utiliser étant
celles relatives a la mesure de taille des objets étudiés et les mesures concernant la

caractérisation de surface, a savoir le potentiel Zéta.

III.1. Mesures de taille par diffraction dynamique de la lumiére

(DLS)

Les mesures de DLS n’ont pu étre effectuées sur les nanoparticules renfermant
la TPC car la longueur d’onde du laser incident de l'appareil est fixée a 633 nm et
I’absorption de la TPC perturbait fortement les mesures. L’impossibilité de pouvoir

mesurer le rayon hydrodynamique a pu étre contournée en synthétisant des
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nanoparticules ne comportant pas de PS. Ces essais donnent les résultats présentés

dans la Figure 111 avec un rayon hydrodynamique moyen de 2,70 * 0,69 nm.

Size Distribution by Volume

Volume (%)

10 100 1000
Diameter (nm) Diameter (nm)

Figure 111 : Gauche : trois mesures d’une solution de nanoparticules par DLS ; droite : données statistiques de

ces trois mesures.

III.2. Mesures de potentiel Zéta, ¢

Les mesures de potentiel Zéta ont été effectuées au LCPM a Nancy avec l'aide
du Dr Emmanuelle Marie et avec la collaboration de Norman Wozniak, stagiaire de
I"ENSCR.

Les résultats des mesures de potentiel zéta dans l'eau a différentes

concentrations de NaCl sont présentés dans la Figure 112.

190



30,00

—a—PC72 NaCl 0,001 M
20,00 —PC72 NaCl 0,01 M
=
§ 10,00 =
Y L
=] -
2 000 h\_\\\
3 NN
£ 10,00 \ =\
Q) 7
3 \ \E\
220,00 \k -
-30,00

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
pH

Figure 112 : Mesures de potentiel Zéta en fonction du pH de la solution pour deux concentrations en NaCl

différentes (PC72 : NP-TPC-DTPA).

Ces mesures de potentiels Zéta montrent un comportement quasiment
identique pour les deux concentrations salines testées. Le point isoélectrique se situe
dans les deux cas autour de pH 6,5 + 0,5. De plus, le faible impact de la concentration
saline pour les deux échantillons mesurés montre que l’adsorption ionique est
uniquement de nature électrostatique®? 2,

Une surface neutre ou chargée négativement va induire une furtivité certaine
a la nanoparticule vis-a-vis des protéines ou de l'opsonisation?>?¥ et favoriser
lI'incorporation cellulaire?®. Il a notamment été prouvé que la fonctionnalisation de
surface par un surfactant hydrophile chargé négativement, comme la famille des
PEG, permettait d’augmenter la durée de la circulation sanguine en diminuant la
captation hépatique®> #*. De plus, une charge négative de surface en milieu
biologique permet de s’affranchir d"une reconnaissance phagocytaire importante?¥.

Nous avons également étudié linfluence de la durée des dialyses et

I’évaporation de I'eau apres dialyses sur le potentiel zéta, comme le montre la Figure

113.
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Figure 113 : Mesures de potentiel Zéta dans différentes conditions d’expériences (PC72 : NP-TPC-DTPA).

Les dialyses supérieures a 24 h entrainent des modifications de potentiel zéta
importantes, méme apres une filtration de I’échantillon a 0,2 um pour éliminer les
agrégats. Les temps de dialyse ont ainsi été diminués a 2 ou 3 heures pour éviter
toute dégradation de surface des nanoparticules.

En effet, les dialyses ont I'inconvénient de s’effectuer avec des volumes d’eau
tres importants. Cette quantité élevée d’eau permet d’éliminer un maximum
d’espeéces chimiques car il s’opere un équilibre, entre les compartiments séparés par
la membrane de dialyses, pour les especes capables de traverser cette membrane. Or,
un grand volume de dispersion va faire tendre l'équilibre de stabilisation de la
solution colloidale vers la dissolution des nanoparticules. Ce phénomene peut
notamment étre marqué par une modification de 1’état de surface des nanoparticules
comme le montre la Figure 113. Au vu des différents essais effectués par nous-mémes
et par I'équipe lyonnaise, la concentration en Gd de 500 mM semble constituer une
limite inférieure a ne pas dépasser pour conserver les caractéristiques de surface et

de taille de ces nanoparticules.

192



IV. Validation biologique in vitro & in vivo

Les principaux tests biologiques réalisés concernent la cytotoxicité a
'obscurité ainsi que la phototoxicité des nanoparticules synthétisées avec et sans
peptide. Les tests in vitro ont été effectués sur la lignée MDA-MB-231. L’affinité
moléculaire pour la protéine chimérique recombinante NRP-1 (R&D System) a été
réalisée sur les Nano-Stars sans peptide, les Nano-Stars fonctionnalisées par
ATWLPPR ou LWRPTPA. Le détail des « matériels et méthodes » employés pour
mettre en ceuvre tous les tests biologiques sont les mémes que ceux présentés au

Chapitre II et sont décrits dans la publication de Couleaud et al. 2011%.

IV.1. Cytotoxicité des Nano-Stars

Les essais in vitro réalisés sur les nanoparticules décrites dans le chapitre
précédent et dans la publication attenante ont montré qu'une concentration de 10 uM
en TPC était la limite supérieure a ne pas dépasser pour s’affranchir de toute toxicité
in vitro a l'obscurité a court terme. Nous devions également tenir compte d’une
intensité du signal IRM suffisante et nécessaire, de fait, le rapport de concentration

entre la TPC et le Gd,0; a conditionné notre choix.
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Figure 114 : Cytotoxicité a I'obscurité sur la lignée MDA-MB-231 évaluée par MTT pour différentes
concentrations en TPC pour les Nano-Stars témoin (sans TPC), les Nano-Stars sans peptide et les Nano-Stars

avec peptide. (Barres d’erreur correspondant a + 1’écart-type, n=6)

D’apres la Figure 114, I'étude de la cytotoxicité a 1'obscurité montre que les
nanoparticules sans TPC ne présentent aucune toxicité jusqu'a 10 pumol/L en

équivalent TPC, tout comme les NP-TPC-DTPA.

IV.2. Photocytotoxicité

Les tests ont été effectués sur la méme lignée MDA-MB-231 surexprimant
NRP-1 pour les concentrations de 10, 1 et 0,1 pmol/L en équivalent TPC et pour cinq
valeurs de fluence: 0, 1, 5, 10 et 20 J/cm? avec une irradiance de 4,54 mW/cm?

(Aexc. =652 nm). Le temps de mise en contact entre les cellules et les lots est de 24

heures (Figure 115).
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Figure 115 : Photocytotoxicité évaluée par MTT sur la lignée MDA-MB-231 pour différentes concentrations en
TPC et en fonction de la fluence appliquée (laser a colorant 652 nm) a partir du méme lot (PC146). (Barres

d’erreur correspondant a * I’écart-type, n=6)

Ces histogrammes (Figure 115) montrent que les nanoparticules ne
comportant ni TPC, ni peptide ne présentent aucune photocytotoxicité aux
concentrations étudiées (0,1, 1 et 10 pmol/L), quelle que soit la fluence de l'irradiation
(1, 5, 10 ou 20 J/cm?). Ces résultats illustrent également que, pour une concentration
faible soit 0,1 pmol/L en TPC, aucune différence significative de phototoxicité
n’apparait entre les nanoparticules avec et sans peptide pour les fluences inférieures
a 10 J/cm?. Pour une concentration en TPC de 1 umol/L, la DL5, est d’environ 1 J/cm?,
qui est meilleure que celle observée pour les nanoparticules étudiées dans le
Chapitre 2.

La présence du peptide sur les nano-plates formes n’influence pas
I'incorporation de nanoparticules. Ceci semble cohérent avec le fait que les nano-

objets testés sont rapidement incorporés et que nous n’avons pas de témoin négatif
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présentant un faible niveau d’expression de NRP-1 pour mettre en exergue la part
résultant de l'incorporation spécifique récepteur-dépendant. De plus, en augmentant
la concentration en TPC, et donc en nanoparticules, on favorise 1'incorporation non
spécifique. Des conclusions similaires ont été obtenues avec les nanoparticules de
47 5i/Gd (Couleaud et al., 2011)*’. La présence de peptide ne semble donc pas influer
la concentration de nanoparticules incorporée par les cellules MDA-MB-231
surexprimant NRP-1. Pour conclure sur I'impact de cette fonctionnalisation sur la
sélectivité in vitro, entre autres, des expérimentations par compétition en exces de

peptide sont en cours.

IV.3. Affinité moléculaire pour neuropiline-1

La Figure 116 présente les deux courbes de binding correspondant aux essais

par compétition en présence du VEGF,4; biotinylé et des Nano-Stars fonctionnalisées

par ATWLPPR (ligand de NRP-1) ou par LWRPTPA (témoin négatif).

100 *
90
80 4 i

| NP-TPC-DTPA-LWRPTPA

¢ NP-TPC-DTPA-ATWLPPR

IC_ =17 umol/L

40 §

VEGEF lié au récepteur (% / contrdle)

0 ———y ————ry —
10 . . 100 1000
Concentration en peptide (uM)

Figure 116 : Courbes de binding des NP-TPC-DTPA-ATWLPPR(en rouge) et NP-TPC-DTPA-LWRPTPA (en

bleu). (Barres d’erreur correspondant a * I’écart-type, n=3)
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Le test de binding démontre que les nanoparticules portant le peptide (NP-TPC-
DTPA-ATWLPPR) déplacent efficacement la fixation du VEGF,4, ce qui n’est pas le

cas pour les Nano-Stars fonctionnalisées par le peptide témoin LWRPTPA. L'ICs,

concentration en peptide pour laquelle 50 % du VEGF est déplacé, est d’environ 17
pumol/L. Comme pour le type de nanoparticules décrit au chapitre II, l'affinité
moléculaire est améliorée par comparaison au conjugué chlorine-peptide (environ
170 uM), ce qui nous confirme la pertinence de la fonctionnalisation de surface des

nanoparticules par environ 4 peptides par nanoparticule.

IV.4. Premiers essais d’IRM in vivo

L’optimisation puis la mise en place du protocole d’étude IRM céphalique in
vivo sur rats xénogreffés ont été effectuées avec les Nano-Stars. A titre d’illustration
et comme ouverture du sujet, nous présentons ici les premiers clichés IRM obtenus
(Brevet en cours de dépot). L’étude, dont proviennent ces clichés, a été réalisée a Lille
(INSERM U703 - S. Mordon) sur des rats xénogreffés en orthotopique par un modele
U87 (tumeur astrocytaire de haut-grade). Les nanoparticules se localisent
préférentiellement au niveau du tissu tumoral quelques minutes apres l'injection
intraveineuse. Les essais in vivo réalisés en 2010, nous ont permis de valider la
faisabilit¢ du concept qui consiste a réaliser la thérapie photodynamique en
interstitielle guidée par I'IRM. En effet, apres administration des nanoparticules
multifonctionnelles, nous visualisons nettement le rehaussement du signal au niveau
de la zone tumorale (Figure 117), ce qui permet d’optimiser 'implantation de la fibre
optique (moins de 300 um de diametre) qui amorce la réaction photodynamique au

sein de la 1ésion a traiter.
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Figure 117 : IRM en T1 au niveau de la zone tumorale : (A) avant injection des Nano-Stars, (B) quelques minutes
apres I’injection intraveineuse de Nano-Stars multifonctionnelles, pour des rats xénogreffés en orthotopique par des

cellules de glioblastome multiforme humain. Images coll. CRAN & U703.

Ces résultats de sélectivité in vivo tres encourageants nous ont poussés a
étudier l'impact des différents éléments constitutifs de la nanoparticule sur les
différents facteurs d’étude déja énumérés plus haut (efficacité photodynamique,
sélectivité et rehaussement du signal IRM). La méthodologie par plan d’expériences
permettra notamment de cribler un nombre important de lots de nanoparticules en
ne testant qu'une partie seulement, comme nous le verrons dans le paragraphe
suivant (travail qui sera réalisé dans le cadre du travail de thése d’Aymeric Seve

(LRGP et LCPM) et du post-doctorat de Hamanou Benachour (CRAN).

V.  Méthodologie de plan d’expériences, définition,

intéret

Comme perspective directe de ce travail, il apparait quune optimisation, non
plus au niveau de la synthese des différentes étapes de 1’élaboration des
nanoparticules, mais au niveau des résultats biologiques soit une prochaine étape

dans le développement des nanoparticules multifonctionnelles.
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En effet, la preuve de la faisabilité d’obtenir des nanoparticules
multifonctionnelles a été le moteur de ce présent travail, il convient désormais de
trouver les meilleures combinaisons dans les parameétres constitutifs des
nanoparticules (taille du cceur d’oxyde de gadolinium, épaisseur de la couche de
silice, taux de greffage de TPC et de peptide) afin de lui conférer les meilleures
propriétés a la fois en terme de thérapie par PDT, de diagnostic par IRM et de
ciblage par le peptide ATWLPPR.

Un tel projet ne peut se faire, au vu des nombreux parametres a modifier et
des trois grandes fonctionnalités a tester, que par une méthodologie par plans
d’expériences. Nous détaillons cette perspective car ce plan d’expériences a débuté et

j’ai participé a I’élaboration de certains échantillons.

V.1. Définition

La dénomination de plans d’expériences regroupe généralement des méthodes
et outils statistiques de modélisation expérimentale. Ces techniques reposent sur la
production et la collecte de données quantitatives utilisées ensuite pour élaborer des
modeles mathématiques du type :

Y=Z+EF

ou Y est la variable a expliquer (ou réponse) et (X;, X,) sont les variables

explicatives (ou facteurs) que I'expérimentateur peut arbitrairement modifier pendant
les expériences. E est une variable aléatoire suivant généralement une loi normale
centrée qui est utilisée pour décrire, d'une part la partie inexpliquée et d’autre part,
la variabilité de la réponse. Z désigne la réponse théorique prédite par le modele

dont les termes b, sont les coefficients.

Ce type de modele peut étre utilisé pour répondre principalement a trois

genres de problématique :
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* le criblage qui consiste a isoler, parmi un grand nombre de facteurs
étudiés, ceux qui sont probablement les plus influents,

* l’analyse des effets qui consiste a mesurer et a comparer l'influence non
seulement des facteurs eux-mémes mais également de leurs interactions
(X;, X,) afin d’identifier des effets synergiques potentiels entre facteurs,

* l'optimisation, dont 1'objectif est, soit de minimiser, soit de maximiser la
réponse Y.

Pour résoudre les deux premiers points, ce sont les coefficients b; du modele

qui vont nous fournir les réponses. Leur valeur est un estimateur de l'influence du
facteur associé ou de l'interaction (X1, X2) considérée. Pour le dernier point, on
utilise la réponse prédite par le modele Z pour chercher les valeurs des facteurs
conduisant a sa minimisation ou sa maximisation. Dans tous les cas, il faut connaitre

les termes b, or ce sont les inconnues du probleme de modélisation. Pour les

déterminer, il est nécessaire de procéder a des expériences.

Le principe des plans d’expériences est illustré dans la Figure 118. Il consiste a
chercher quelles sont les expériences a réaliser pour obtenir une précision acceptable
sur les coefficients ou sur la réponse prédite. Ce type d’approche expérimentale
permet donc souvent de réduire sensiblement les cofits expérimentaux tout en
proposant une démarche rationnelle de I'étude. Pour plus de renseignements sur ces

méthodes, on peut se référer aux ouvrages cités en référence?>>",
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Figure 118 : Plans d’expériences factoriels complets et fractionnaires.

En résumé, la méthodologie des plans d’expériences permet de diminuer de
facon drastique le nombre d’expériences a effectuer en choisissant de fagcon adéquate
les combinaisons de parametres a tester expérimentalement et celles qui pourront en
étre déduites. L’application d'un modele théorique sur des parametres
expérimentaux implique des limites dans l'interprétation des résultats. En effet, la
méthodologie de plans d’expériences permet de faire ressortir une tendance dans les
différents parametres et leur valeur, numérique ou non, plutét qu'une combinaison

exacte de ces parametres.

V.2. Application a notre étude

Les parametres influents qui vont entrer dans le plan d’expériences sont les
mémes que ceux discutés en introduction de ce chapitre et qui ont été représentés
schématiquement dans la Figure 91.

En résumé, le plan d’expériences prend en compte 5 parametres différents
pouvant prendre plusieurs valeurs (numériques ou non numériques, Tableau 12). Ce
plan d’expériences ne prend pas en compte la toxicité des nanoparticules, hormis la

cytotoxicité a 'obscurité pour une durée d’incubation de 24 h. De plus, la toxicité
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sera prise en compte lors des injections in vivo pour les essais d'IRM. La toxicité

devra cependant faire 1’objet d"une étude poussée.

Sans plan d’expériences, le nombre total de lots de nanoparticules a
synthétiser et a tester serait de 144. La stratégie de plan d’expérience permet
d’abaisser ce nombre de lots a 13, dont les caractéristiques sont résumées dans le

Tableau 12.

Tableau 12 : Tableau récapitulatif des 13 lots de nanoparticules. GC : gros cceur de Gd,O,, PC : petit cceur de
Gd,0,, DTPA : diéthyléne triamine penta acide, DOTA : 1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1,4,7,10-tétraacétique
acide, L5 et L10 : 5 et 10 peptides Ligands (ATWLPPR) par nanoparticule, S5 : 5 peptides Scrambled

(LWRPTPA) par nanoparticule.

Taille du Type de Taille de la couche de Taux de TPC Type et nombre
Numéro
coeur de surfactant polysiloxane encapsulé de peptide
de lot Gd:0s hydrophile (Si/Gd) (TPC/Gd) greffé
1 GC DTPA 1 0.1 L10
2 GC DOTA 2 0.01 L10
3 PC DTPA 4 0 L10
4 PC DTPA 4 0.1 L5
5 PC DOTA 2 0.1 L5
6 GC DTPA 4 0,01 L5
7 PC DOTA 1 0 L5
8 PC DOTA 4 01 S5
9 GC DOTA 1 0.01 55
10 GC DTPA 2 0 S5
11 GC DOTA 4 0,1 0
12 PC DTPA 2 0.01 0
13 PC DOTA 4 0 0

Pour valider le choix des différents parametres supposés influents, nous

avons défini les méthodes de mesure suivantes :
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* Sélectivité : Etude d’affinité moléculaire pour la protéine
recombinante NRP-1 par test ELISA

* Efficacité photodynamique: Etudes de la cytotoxicité a
’obscurité et de I'efficacité photodynamique in vitro

* Rehaussement du signal IRM: Test in vivo en IRM du petit
animal sur rat xénogreffés en orthotopique par un modele de
tumeur astrocytaire de haut-grade (U87). Préalablement des tests

d’innocuité par injection intraveineuse sur rat sont effectués.

CONCLUSIONS

Cette seconde étude de nanoparticules a conduit a des résultats tres
encourageants. Nous avons pu montre qu’il existe une reproductibilité dans le
greffage des peptides ATWLPPR et LWRPTPA en surface de ces nanoparticules sur
le surfactant DTPA pour une concentration de 5 + 1 peptides par nanoparticule. Une
étude photophysique sur des nanoparticules ayant des concenrations en PS
différentes nous a permis d’estimer le nombre de molécules de TPC effectivement
greffées dans la couche de polysiloxane de 'ordre de 30 %. De plus, nous avons
montré que le couplage covalent de la TPC ne modifie pas ses propriétés
photophysiques, en particulier la production d’oxygene singulet dont nous avons
montré la véracité de maniere directe (par sa luminescence) et de maniere indirecte
en utilisant une sonde chimique. L’étude du potentiel Zéta nous ont permis
d’améliorer les différentes étapes de synthese, notamment, définir les conditions
optimales de purification apres greffage du peptide. Les études de diffraction
dynamique de la lumiere nous ont permis de montrer les tailles de ces nanoparticules

aux alentours de 3 nm apres greffage du peptide.
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Enfin, les premiers résultats biologiques illustrent l'intérét de telles nano-
plateformes multifonctionnelles. En effet, la composition définie de la nanoparticule

testée ici permet d’obtenir une phototoxicité intéressante avec un DLs, de I'ordre de

1 J/cm? pour une concentration en TPC de 1 umol/L. De plus, I'affinité moléculaire

pour NRP-1 mesurée est tres encourageante car I'ICs, mesurée est de 17 umol/L.
Enfin, un rehaussement du signal IRM in vivo a été observé avec une intensité

suffisante pour I'implantation en stéréotaxie de la fibre d’irradiation qui délivre la

lumiere, pour les essais futurs de PDT guidée par IRM.
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Chapitre IV : Oxygene singulet,

production, mesures et controles

I. L’'oxygene singulet: historique, production,

inhibition

L’'oxygene singulet tient une place importante dans la thérapie
photodynamique de par les réactions chimiques qu’il engendre aupres des tissus
biologiques, de ’ADN ou des protéines®!. L’oxygene singulet a une réactivité tres
forte et un temps de vie assez court pour ne réagir que dans la cellule hote. Il a fait et
fait encore l'objet de nombreuses recherches, concernant ses mécanismes de
formation, son temps de vie dans différents milieux, ses modes d’action en milieu
biologique et la mesure de sa production, depuis sa découverte. Comme nous l’avons
rappelé dans le Chapitre 1, il est important d’avoir a l'esprit que ce n’est pas la seule
espece photoactive lors du traitement PDT. En effet, d’autres espéces réactives de
I'oxygene (EROs) peuvent étre formées apres excitation électronique du
photosensibilisateur. Toutefois, compte tenu de l'importance de I'oxygene singulet
dans la PDT, nous avons choisi d’écrire ce Chapitre 4 pour traiter de 1'oxygene
singulet, qui est l'espece réactive majoritairement produite pour les PS décrits
précédemment. Les mécanismes photophysiques aboutissant a la production de
I'oxygene singulet seront détaillés. Nous parlerons alors de mécanisme de
photosensibilisation plutot que de thérapie photodynamique.

Les différents moyens de mesurer la production d’oxygene singulet seront

exposés et les intéréts et les limites de chaque méthode de détection seront discutés.
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Enfin, seront développés les moyens de controler cette production, i.e. les
phénomenes de quenching qui ouvrent un champ intéressant en termes de stratégie

d’adressage avec le développement des PDT Molecular Beacons (PMB).

I.1. Découverte et histoire

La connaissance des conséquences, bénéfiques ou non, de la combinaison de la
lumiere et d’'une molécule sur le vivant remonte a plusieurs milliers d’années.
Cependant, il faudra attendre la fin du XIX®™e et le début du XX siecle pour voir
émerger des hypotheses et des expériences scientifiques pour prouver l'existence de
'oxygene singulet et montrer les mécanismes de sa formation.

Le phénomene de photosensibilisation a été mis en évidence par les travaux
de Raab en 1898 en montrant notamment le caractere toxique et donc réactif des
especes formées par la combinaison lumiere-colorant®.

Outre ces deux parametres indispensables au phénoméne phototoxique, que
sont la lumiere et la présence d'un colorant, Von Tappeiner et Jesionek mettent en
évidence en 1904 l'importance de la présence d’oxygene®®. Le mécanisme de
photosensibilisation fait donc intervenir un 3™ parametre qui est 'oxygene ; le terme
d’action photodynamique fait donc son apparition.

Suite a ces découvertes, de nombreuses études de chimistes, de physiciens et
de médecins pour appliquer ce phénomene phototoxique ont conduit aux travaux
pour la compréhension de la thérapie photodynamique.

En parallele, de nombreux travaux de physique ont porté sur la mise en
évidence de I'oxygene singulet, de la preuve des mécanismes photophysiques mis en
jeu, ainsi que de l'étude de son comportement dans différents milieux. Les
astrophysiciens se sont aussi intéressés a cette forme de 1'oxygene qui est présent a la
surface du soleil et qui donne notamment la couleur rouge aux aurores boréales. Les

travaux de l'astrophysicien, et prix Nobel de chimie en 1971, Herzberg ont, en effet,
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montré en 1934 la présence d’une émission a 12 900 A dans le spectre solaire
infrarouge®2.

Les travaux du frangais Mallet avaient montré en 1924 que la réaction entre le
peroxyde d’hydrogene et I'anion OCl- provoquait une «tres légere luminescence
rouge foncée »>5,

Les premiers travaux qui font état d"une espece réactive de I'oxygene produit
en présence de lumiere sont ceux de Kautsky en 1931. A cette date, le phénomene de
fluorescence est alors bien connu et il montre que la fluorescence de la trypaflavine
diminue lorsqu’on l'irradie en présence de dioxygene. Il en conclut que la formation
d’une espece oxydante est une voie alternative de désexcitation de la trypaflavine. Il
montre aussi que cette espece oxydante peut étre mise en évidence par sa réaction
avec la malachite green qui devient a son tour fluorescente sous sa forme oxydée. Un
transfert d’énergie s’effectue donc entre le PS excité et 'oxygene moléculaire®*.

La structure électronique de l'oxygene a, quant a elle, été largement étudiée
par Mulliken. Il montre en 1928, puis plus précisément en 1932, qu’il existe deux états
métastables d’oxygene singulet d’énergie plus haute que 1'oxygene triplet?® 2%,

Entre 1963 et 1966, des études de chimioluminescence, sur 1'expérience de
Mallet, par Khan et Kasha montrerent des similitudes spectroscopiques entre ce
qu’ils observaient et l'oxygene singulet observé en haute atmosphere®” 2%, Ils
établirent ensuite que 1'oxygene singulet intervenait dans de nombreuses réactions
chimiques et qu’il possédait un caractere « fugace » dans les milieux aqueux ; ils
écrivirent : « La chimiluminescence qui survient au cours de réactions d’oxydation de
molécules organiques est associée a l'excitation d’états métastables de I'oxygéne moléculaire,
en systemes peroxydés »*.

Ensuite Foote et al. étudient les interactions entre 1'oxygene singulet et les
milieux biologiques et mettent notamment en évidence que le B-carotene est un
quencher naturel de 1'oxygene singulet” 3% 31 La présence de dérivés du carotene

dans les plantes est donc importante pour réguler les mécanismes de d’oxydation.
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Par exemple, la chlorophylle, dont la structure est de type chlorine, en présence de
lumiere peut donner lieu a la formation d’oxygene singulet et les carotenes présents
permettent d’inhiber la toxicité de 1'oxygene singulet vis-a-vis de la plante elle-

méme.

1.2 Mécanismes photophysiques de la production d"'O,

1.2.1. La photosensibilisation

Comme cela vient d’étre rappelé, I'oxygene singulet peut étre formé par voie
chimique ou par voie photonique. Nous nous attacherons dans la suite a présenter
les mécanismes en jeu dans la voie photonique, via la photosensibilisation. La
photosensibilisation est une cascade de réactions et de transferts d’énergie
électronique aux interfaces entre une onde (la lumiere) et une molécule, le
photosensibilisateur. La présence d’oxygene au voisinage du photosensibilisateur
vient agir sur le déroulement des réactions, I'oxygene agissant comme un accepteur
d’énergie a 1'état triplet. D1 au fait que I'oxygene moléculaire, qui se trouve a son
état fondamental dans un état triplet (biradical), un transfert d’énergie triplet-triplet
peut avoir lieu entre le PS et I'oxygene, ce dernier passant alors a un état singulet
réactif. Nous détaillons ci-apres les différentes étapes du mécanisme de

photosensibilisation en présence d’oxygene.

1.2.2. Formation du PS a l’état triplet

La Figure 119 résume les phénomenes photophysiques donnant lieu a la

formation d’oxygene singulet, comme nous I'avons détaillée dans le Chapitre 1.

210



Temps caractéristiques
RV : relaxation vibrationnelle

- Absorption 10 5
IC: conversion interne Relaxation vibrationnelle - 1012 — 1010 s
ISC  croisement intersystéme Fluorescence : 1010 — 107 s
av  phénomene non-radiatif Conversion.interne = 1095 10%
L 3 % g - 2 S
> : phénomene radiatif Croisement intersysteme - 101° — 10 g
Phosphorescence : 10° —1s
IC
Sz =
T,
Sk
Si HHA———e— [S(
¥ > T
f— e —
—N
15+
W " Xy
- = v <
&0 S 2 £ ——1
- - 5 v Av
= £ b F 10
i) Z 3z %‘ ( 02)
= g = g
o o " 4 2
= z Transfert [d'énergie g
= 3
2
g
S Z -
ya - ——
S5 7 Z — 50
—TN2
Photosensibilisateur Oxygene moléculaire

Figure 119 : Diagramme de Perrin-Jablonski.

[.2.3. Formation de l’oxygene singulet

La formation de I'oxygene singulet, qui se fait grace a une transition interdite
(passage du PS de I’état triplet a singulet), n’est possible que parce qu’il se forme un
complexe entre le PS et I'oxygene moléculaire. La théorie de la formation d'un
complexe PS-O, a été étudiée par Evans durant les années 502 puis prouvé par
Tsubomura et Mulliken en 1960°. Ils montrerent que de nouveaux état sont créés
lors de la formation du complexe PS-O, et appelés « état de transfert de charge ».
Dans ces états, une densité électronique conséquente est transférée du PS a I'oxygene
et ainsi le complexe peut étre représente comme suit : PS*O,*. Il s’agit d’un transfert
d’énergie de type Dexter’. Ce type de mécanisme de transfert, dit de courte
distance, nécessite que le PS et O, soient trés proches (~15-20 A) pour qu’il y ait un
recouvrement spatial de leurs orbitales frontieres, ce qui est permis par la formation
du complexe susnommé. Il faut que la fonction d’onde de I’orbitale HOMO (Highest
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Occupied Molecular Orbital) du PS recouvre celle de l'orbitale LUMO (Lowest

Unoccupied Molecular Orbital) de 10O, (Figure 120).

Energie
\
1

PS* | 3%, (0,)

1]
L]

IPS | 1A,(10,)

Figure 120 : Transfert d'énergie selon Dexter

Il existe en fait deux formes métastables d’oxygene a l'état singulet : A, et

12+,2% 305, Comme le montre la Figure 122, les deux états électroniques de I'oxygene

singulet ne different que par le spin d’un électron et le remplissage du niveau

quantique anti-liant *. L’état 'X*, a un temps de vie extrémement court et passe dans

'autre état 'A, de plus basse énergie, qui correspond a I'oxygene singulet dont nous

parlerons dans le reste du manuscrit.

Energie

3 1, (10,)

22,5kCal/mol

y ?2’5(302)

Figure 121 : Ordre énergétique des états de 1'oxygene
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Figure 122 : Représentation des orbitales moléculaires des états de 1'oxygéne

Nous ne parlerons désormais uniquement de la forme 'A, lorsque nous
parlerons d’oxygene singulet.

Le rendement quantique de production d’oxygene singulet est une donnée de
choix dans l'élaboration de nouveaux PS. Le rendement quantique de production
d’oxygene singulet est le rapport entre le nombre de photons absorbés par le PS et le

nombre de molécules d’oxygene singulet formées.

I.3. Action de l'oxygene singulet — Mécanismes d’inhibition et
de reactivité

L’oxygene singulet se caractérise par une réactivité tres forte. Les paragraphes

suivants relatent les différents mécanismes physiques ou chimiques ou 1'oxygene

singulet intervient. Ces différents processus d’inhibition de 1'oxygene singulet

introduiront finalement I’activité biologique de I'oxygene singulet.
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1.3.1. Inhibition par voie physique — Exemple des caroténoides

L’inhibition physique résulte d'un transfert d’énergie entre la molécule excitée

(ici 'O,) et un accepteur.

Pour les PS, qui peuvent se trouver dans un état excité singulet ou triplet, il
existe deux types de quenching physiques :
* l’inhibition de I’état singulet qui va provoquer une baisse voire une perte de
I"émission de fluorescence du PS et la perte des propriétés photosensibilisatrices.
* l'inhibition de I’état triplet qui implique une disparition de la formation de

I’oxygene singulet mais ne perturbe pas I’émission de fluorescence.

L’exemple des dérivés du carotene ou caroténoides est I'exemple le plus
ancien et le plus connu car il se base sur des constatations de botanique. En effet, un
photosensibilisateur naturel tres efficace est la chlorophylle®®, qui permet aux plantes
d’utiliser la lumiere comme source d’énergie principale. Pour assurer leur survie, les
plantes doivent donc posséder une molécule qui va empécher le processus
photodynamique d’avoir lieu a la surface des feuilles ou le cocktail oxygene-lumiere-
photosensibilisateur est présent. Ce sont les caroténoides présents dans les plantes
qui assurent ce role de protection.

Foote et al., en 1968, font une étude sur l'aptitude du B-carotene a inhiber
I'oxydation d'un substrat par photosensibilisation du bleu de méthylene®. Ils
montrent notamment que l'inhibition de la photo-oxydation dépend linéairement de
la concentration de B-carotene ajouté et que le quenching en jeu est une désactivation
de I'état triplet du bleu de méthylene™.

Cependant, dans deux publications de 1970, Foote et al. montrent qu’il existe
aussi un transfert par transfert d’énergie entre 1'oxygene singulet et le $-carotene. En
effet, ils montrent que le cis-B-carotene sous I'apport d’énergie de I'oxygene singulet

passe sous forme trans dans une réaction exothermique3® 37,
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IIs résument leurs travaux sur l'isomérisation du B-carotene par ce schéma,
montrant l'inhibition a la fois par 1’état triplet du bleu de méthylene (MB) et par

I'oxygene singulet (Figure 123) :

kg. A
_’ AOa
carotene
carotene
icarotene all-trans-8-carotene

Figure 123 : Résumé des processus d’inhibition décrits par Foote et al.3?’.

1.3.2. Réactivité de I’'oxygene singulet par voie chimique

Les principales réactions de 'oxygene singulet ont lieu au niveau des doubles
liaisons C-C et préférentiellement pour des systemes m conjugués, d’ou la forte
réactivité (et donc toxicité) de 'oxygene vis-a-vis des systemes biologiques types
chaines grasses, dérivés du carotene ou encore certaines protéines. L’oxygene
singulet ayant une répartition électronique voisine de celle de 1'éthylene, il va
pouvoir s'engager dans des réactions classiques de chimie organique mettant en jeu
I’éthylene®®, avec souvent des réactions concertées régies par les lois de Woodward
et Hoffman.

Cette réactivité intervient notamment dans les méthodes de détection indirecte
de I'oxygene singulet, basée sur I'oxydation d"une sonde chimique que nous verrons

plus loin.

I.3.2.a.  Réactions de type Alder-éne
Ce type de réaction fait intervenir une molécule avec une double liaison C-C
(appelée « éne ») et un enophile qui vient attaquer cette double liaison. Dans le cas de
I'oxygene singulet, c’est lui qui joue le role d’énophile et attaque une double liaison.
La réaction est plus connue sous le nom de réaction de Schenck®” et est illustrée par

la Figure 124.
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Figure 124 : Réaction de Schenck entre I’oxygeéne singulet et un « éne ».

La réaction de Schenck aboutit a la formation d"un peroxyde qui va a son tour
pouvoir réagir sur d’autres substrats ou former des radicaux. Plusieurs formes
d’intermédiaires réactionnels sont proposées comme la formation d"un intermédiaire

perépoxyde®? ou de biradicaux3!*3'2,

I.3.2.b.  Réactions de Diels-Alder
Ce type de réaction fait intervenir un diéne (molécule avec deux doubles
liaisons C-C conjuguée) et un diénophile. L’oxygene singulet jouant ici aussi le role

du diénophile. La réaction est définie aussi comme une cycloaddition [4+2] (Figure

/C)Hz/_\ 0 OH
v) + o, ——= | S OH

Figure 125 : Réaction de Diels-Alder entre 'oxygéne singulet et un diéne.

126).

La réaction aboutit a un cycle insaturé instable qui évolue vers un diol.
I.3.2.c. = Cycloaddition 1,2

Cette réaction de type 2+2 fait intervenir un ene et 1'oxygene singulet comme

enophile’®® (Figure 126).
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Figure 126 : Exemple de cycloaddition 1,2.

La réaction conduit a un cycle a quatre atomes appelé dioxéthane issu d'un

perépoxyde® se stabilisant finalement en formant deux cétones.

Ces principaux exemples de réactions chimiques, entre 1'oxygene singulet et
des molécules portant des doubles liaisons C-C conjuguées ou non, montrent
I'étendue des actions chimiques qu’il peut engendrer sur les systemes biologiques

dont de nombreuses biomolécules structurantes portent ces fonctions eéne ou diene.

1.3.3. Action sur les biomolécules

L’oxygene singulet possede une forte réactivité vis-a-vis des systemes
insaturés et conjugués, ce qui lui confere une toxicité accrue pour la plupart des
systémes biologiques®. Les biomolécules qui vont étre oxydées par 1'oxygene

singulet sont :

* Les lipides insaturés
* Le cholestérol
* Les aminoacides (tryptophane, histidine, méthionine)

* Les bases puriques (guanine)

Les acides gras insaturés ainsi que le cholestérol, étant des constituants des
membranes cellulaires, I’oxygene singulet va avoir une action forte sur la destruction

des membranes entrainant la lyse cellulaire.
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De plus, l'action de l'oxygene singulet sur les aminoacides, va induire une
destruction et donc une désactivation des protéines ainsi oxydées.

Enfin, I’ADN et I’ARN vont étre des cibles de I’oxygene singulet via 1’oxydation
des bases puriques comme la guanine.

Il résulte de cette forte réactivité en milieu biologique, un temps de vie de
'oxygene singulet tres court dans les cellules. Moan et Berg®4, ont estimé que cette
durée de vie était de 'ordre de 0,04 ps avec un rayon d’action de I'ordre de 0,02 pum.
L’oxygene singulet ne va donc étre réactif qu’a proximité de son lieu de production,

ce qui lui confere une composante spatio-temporelle réduite.

II. Détection de I'oxygene singulet

II.1. Mesure directe

Une remarque importante est la difficulté de mesure de la concentration de
I'oxygene singulet dans 1'eau. En effet, 'énergie de rotation ou d’élongation des
liaisons O-H de l'eau est équivalente a 1'énergie électronique de I’oxygene singulet.
L’utilisation de D,O, I'eau lourde, ou les atomes d’hydrogene sont remplacés par son
isotope le deutérium, D, est alors recommandée pour apprécier le comportement de
certains PS dans un milieu aqueux. La taille du deutérium fait que 1'angle D-O-D est
différent de celui H-O-H et donc I'énergie de vibration est changée. Le temps de vie

de I'oxygene singulet dans 1'eau est d’environ 3,5 us®> % alors que dans D,O il est de

'ordre de 68 ps®.

II.1.1. Mesure directe en solution

Il s’agit de collecter les photons émis dans une certaine plage de longueur

d’onde. Nous nous plagons généralement entre 1200 et 1350 nm afin d’observer un
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maximum d’émission a 1270 nm. Nous avons déja discuté des mesures de
rendements quantiques de production d’oxygene singulet dans les Chapitres 2 et 3,

et les détails techniques sont présentés dans la Partie expérimentale.

I11.1.2. Mesure directe in vitro

L’équipe du Pr Peter R. Ogilby, du Département de Chimie de I'Université
d’ Arhus au Danemark est spécialisée dans 1’étude in vitro de la production d’oxygene
singulet. Cette équipe développe en particulier 1'instrumentation pour réaliser des
mesures directes et résolues dans le temps d’oxygene singulet.

Pour les mesures de luminescence de 1'oxygene singulet in vitro il est donc
indispensable de changer 1'eau du milieu intracellulaire par de l’eau lourde en
provoquant un choc osmotique dont le détail de I'expérience est décrit par Hatz et al.,
2007%8. Leurs travaux ont mis en évidence des différences de durés de vie de
I'oxygene singulet selon le systeme « PS/cellules » utilisé pour le produire. Ceci
implique donc que, selon la localisation du PS dans le compartiment intracellulaire
hote, I’oxygene singulet produit a une durée de vie différente.

L’exemple de I'étude de deux PS, I'un cationique et I'autre non chargé, montre
cette tendance. En effet, pour le PS cationique qui se localise préférentiellement dans
le cytoplasme et le noyau, les durées de vie de 1'oxygene singulet sont comprises
entre 30 et 40 us, tandis que pour le PS non chargé, la durée de vie mesurée est de
I'ordre de 17 ps®°. L’étude des constantes de quenching par NaNj a été effectuée et va
dans ce sens. Les expériences ont été effectuées sur la méme lignée cellulaire, HelLa,
et dans les mémes conditions opératoires (D,O a la place de H,O, temps d’incubation
de 2 h et mémes parametres d’irradiation).

Les auteurs en tirent la conclusion que, comme seul l’environnement
intracellulaire proche change entre les deux expériences, I'oxygene singulet est un

bon marqueur de I'hétérogénéité de la cellule et de ses gradients de viscosité32.
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Une autre équipe, de I'Université de Toronto dirigée par le Pr Brian C. Wilson,
a effectué des mesures in vitro d’oxygene singulet afin d’améliorer la dosimétrie en
PDT?*%. Ils ont mesuré, au cours de traitement PDT sur la lignée cellulaire AML5
Leukemia par la PplIX, différents parametres comme la pression en O, la
concentration en PS, le photoblanchiement du PS et la production d’oxygene singulet
pour différents paramétrages d’irradiation. Ils ont ainsi montré que la production
d’oxygene singulet était un parametre qui corrélait a chaque fois avec la mort
cellulaire. Ils confirment ainsi le role important de 1O, dans la lyse cellulaire par
PDT. Ce qui leur permet, selon eux, d’estimer, par une mesure directe, une
concentration en 'O, par cellule pour atteindre un certain niveau de mort cellulaire.
Enfin, ils avancent le fait que la mesure directe in vitro peut étre un moyen

intéressant pour améliorer la dosimétrie en PDT2.,

11.1.3. Mesure directe in vivo

L’équipe du Pr Brian C. Wilson, a 1'Université de Toronto, a par ailleurs
développé un systeme d’imagerie in vivo de luminescence de 1'oxygene singulet a
I'aide d'un microscope. Le détail du montage technique a été présenté en 20052, Ils
insistent sur le fait que I'image obtenue est moyennée sur un volume tissulaire et
qu’elle ne permet pas de refléter les hétérogénéités d’oxygénation des tissus par
exemple. Cependant, il s‘agit du premier systeme d’imagerie de luminescence
d’oxygene singulet in vivo de 1 cm x 1 cm avec une résolution de 1 mm, qui
représente une preuve de faisabilité de l'imagerie in vivo de la luminescence de
I'oxygene singulet. Pour les détails de 1'expérience, il faut se référer a la publication
de Niedre et al., 2005°. Brievement, 'image en Figure 127 relate 1’évolution de la

production d’oxygene singulet durant le traitement PDT(B).
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Figure 127 : A : Photographies de la souris traitée et de la zone imagée ; B : Clichés effectués pendant le

traitement PDT aux temps indiqués. D’apreés Niedre et al., 2005°%.

Aussi, une étude préliminaire de dosimétrie in vivo a ’aide de la détection de

'oxygene singulet a été publiée par cette équipe?.

II.2. Mesures indirectes

I1 existe de nombreuses sondes chimiques décrites pour réagir avec I’oxygene
singulet dont le spectre d’absorption ou d’émission de fluorescence va étre apres
réaction avec I'oxygene singulet. En regle générale, la plupart des sondes sont des
molécules conjuguées, dont la formation de peroxydes stables va provoquer des
modifications de leurs propriétés photophysiques. Les réactions entre I'oxygene et
les sondes ont été vues dans les paragraphes concernant la réactivité chimique de

'oxygene singulet (§ 1.3.2).
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Une liste non-exhaustive de sondes chimiques est donnée et peut étre classée

selon deux criteres de détection.

* Sondes détectables par spectroscopie d’absorption UV,

o

O

O

acide 9,10-anthracenediyl-bis-(méthylene)dimalonique, (ADMDMA )3
1,3 diphénylisobenzofurane (DPBF)32>-528

ditaurate de bilirubine (BDT)3%

N,N-diméthyl-4-nitrosoaniline (RNO) en présence d'imidazole32 3233

acide 9,10-anthracenedipropionique disodique(ADPA)2

* Sondes détectables par spectroscopie de fluorescence

o

(@]

(@]

9,10-diméthylanthracene (DMA )33 334

acide 9-anthracenepropionique(APA)3*

acide 9,10-anthracenedipropionique disodique (ADPA)3%

Singlet Oxygen Sensor Green (SOSG) en solution 2 et in vivo3®
3’-p-(aminophényl)  fluorescéine (APF) et 3’-p-(hydroxyphényl)
fluorescéine (HPH)>”

3,7-dihydro-6-[4-[2-[N’-(5-fluorescéinyl)thiouréido] éthoxy]phényl]-2-
méthylimidazo[1,2-a]pyrazin-3-one (FCLA), détection possible en solution
et in vivo®*®

luminol

bis(2,2’-biphénylene) (BPE)34
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IT1.

Nos différents travaux sur la détection de

I’oxygeéne singulet pour la PDT

II1.1. Etudes

effectuées

scientifiques

dans le

cadre

de collaborations

Tableau 13 : Tableau récapitulatif des collaborations dont les travaux sont décrits ci-apres.

Laboratoire Thésards et permanents Action Publications
. Elaboration et étude
LCSN Pierre Krausz (Pr) o i
) antimicrobienne de ) )
EA 1069 Vincent Sol (MdC) . Ringot et al., soumise.
. L , fibres de coton
(Limoges) Cyril Ringot (Thésard) L
couplées a des PS
Revue :
) , Couleaud et al., 2010,
Elaboration et étude
. ) Nanoscale.
CMOS . biologique de L
Jean-Olivier Durand (Pr) ) Publications :
UMR 5253 . nanoparticules de )
. David Brevet (Post-doctorant) . , Brevet et al., 2008, Chemical
(Montpellier) silice mésoporeuse ..
, Communications.
glycosylées ) )
Hocine et al., 2010, International
Journal of Pharmaceutics.
Elaboration et études
UMR 176 o . biologiques de Achelle et al., sous presse,
. ) Philippe Maillard (Pr) o .
Institut Curie ) ) photosensibilisateurs European Journal of Organic
) Sylvain Achelle (Thésard) ) )
(Paris) glycosylés absorbant Chemistry.

en biphoton

II1.1.1. Etude de nanoparticules de silice mésoporeuses pour la

thérapie photodynamique

Les nanoparticules de silice mésoporeuse synthétisées renferment un

photosensibilisateur de type porphyrine. Les différents PS utilisés sont liés de fagon

covalente a la couche de silice et certains lots testés ont été fonctionnalisés par du
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mannose, afin d’augmenter la sélectivité des nanoparticules pour les récepteurs au
mannose, présents en surface de certaines cellules cancéreuses comme la lignée
MDA-MB-2312% 341,

Les photosensibilisateurs utilisés sont des porphyrines hydrosolubles dont les
structures chimiques des précurseurs porphyriniques silylés sont présentées dans la

Figure 128 :

'S(CH,);Si(OMe) 5

(\CHz)SSi(OE‘)s

Figure 128 : Structures chimiques des trois PS (7, 9 et 11) utilisés pour la synthése des nanoparticules.

Les trois types de nanoparticles different selon le type de synthese utilisé :

- Croissance d'un réseau de silice autour des PS portant les fonctions Si(OEt),,
notées S9 et S11.

- Intégration du PS dans une matrice mésoporeuse de silice, notées Mesoporous
Silica Nanoparticles, MSN-7, MSN-9 et MSN-11.

Le Tableau 14 présente les principaux résultats! 2,
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Tableau 14 : Viabilité cellulaire sans irradiation, apres irradiation (A, = 630-680 nm, 6 mW.cm?) et

exc’

rendement quantique de formation d’oxygeéne singulet dans les nanoparticules mésoporeuses D’aprés Hocine

et al., 201034,
Cell viabilities (% control) of MDA-MB-231 breast cancer cells,
Nanoparticles 59 51 MSN7 MSN9 MSN11-3.5 M5N11-5.8
No irradiation® of living cells O3 +4 96+5 99+ 4 103+6 07 +4 103+9
Irradiation¥ of living cells 48+5 5546 527 4315 G4+4 40+8
CQuantum yield of 'O, production (EtOH + 5%) Mot calculable eyl 58 60 5B 46

Cells were incubated for 24 h with nanoparticles, submitted or not to irradiation, and "0z quantum yield (%) was assayed as described in experimental part.
" p=0,05 statistically different from control.

Dans tous les cas, la formation d’oxygene singulet a été observée. De plus,
toutes les nanoparticules ont aussi montré une phototoxicité in vitro en adéquation
avec le rendement quantique de production d’oxygene singulet calculé en solution.
Cependant, le rendement quantique de production d’oxygene singulet de la
nanoparticule MSN11-3,5 est supérieur a celui des MSN11-5,8 alors que les
phototoxicités sont dans 1’ordre inverse. Ceci est probablement dé a un phénomeéne
d’agrégation qui peut engendrer une production d‘oxygene singulet, sans perturber
la phototoxicité. Ce phénomene avait été observé par Vicente et al. pour une carboxy-
chlorine qui présentait un rendement quantique de l'ordre de 10 % et une
phototoxicité tres forte®3. La phototoxicité dans ce cas reposerait plus sur les
mécanismes de type I (a partir de I'état triplet du PS).

Quant aux nanoparticules portant du mannose en surface, elles présentent un
rendement quantique de production d’oxygene singulet équivalent de l'ordre de
57 % mais une phototoxicité différente sur les cellules MDA-MB-231. En effet, la
fonctionnalisation des nanoparticules par du mannose fait passer la mort cellulaire
de 45 % a 99 % sous les conditions décrites dans la publication de Brevet et al.3.
Cette meilleure efficacité des nanoparticules mannosylées peut s’expliquer par une

incorporation cellulaire par endocytose via les récepteurs au mannose3 3.
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III.1.2. Etude de photosensibilisateurs glycosylés pour la thérapie

photodynamique

L’étude présentée fait intervenir des di et trimeres de porphyrines portant un
atome de zinc au centre du macrocycle tétrapyrrolique et ayant la capacité d’absorber

en mode biphotonique (Figure 129 et Tableau 15) (Achelle et al., 2010%4).

Figure 129 : Structures chimiques des di- et triméres étudiés. D’aprés Achelle et al., 20103%.
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Tableau 15 : Propriétés photophysiques mesurées pour les composés 8 a 11, dans le dichlorométhane (TPA :

Two-Photon Absorption, GM : Goeppert-Mayer). D’aprés Achelle et al., 201034,

Y

, abs.
Composé

(nm)

419
450
481
656
630
677
449
9 570
640
440
10 573
632
424
450
481
11
558
631
677

€

(10*M1.cm™?)

215
244
157
22
35
48
294
19
44
535
36
88
242
168
111
20
23
31

A

em.

(nm)

619
712

655

647
698

707

@,

0,07

0,10

0,05

0,08

(0
A

0,75

0,61

0,47

0,43

TPA X,

(nm)

790

820

790

790

X.

8000

260

1300

420

Cette étude montre l'intérét de ce type de composés. En effet, les di- et

trimeres de porphyrines zinguées présentent une absorption a deux photons tres

efficace pour des longueurs d’onde d’excitation (respectivement 790 et 820 nm) ce

qui permet une irradiation dans la zone de la fenétre thérapeutique (A>650 nm) et

entraine une meilleure pénétration de la lumiere dans les tissus. Enfin, ces composés

présentent de tres bons rendements quantiques de production d‘oxygene singulet,

pour une excitation monophotonique.
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I11.1.3. Etude de précurseurs porphyriniques pour des applications

antimicrobiennes de la PDT

Le but de ce travail est de confectionner des tissus antimicrobiens par effet
photodynamique. Il s’agit donc de fixer de facon covalente des photosensibilisateurs
en surface d’un tissu comme du coton, via les fonctions de surface de la cellulose. Ces
tissus, soumis a un rayonnement lumineux vont former des especes réactives de
I'oxygene, dont 'oxygene singulet, et provoquer la lyse des bactéries a son contact®.

La Figure 130 représente la structure chimique des photosensibilisateurs de
type porphyrine qui sont respectivement neutre (1), chargé négativement (2) et

chargé positivement (3).

NH, NaO,S NH,

O O

o - O o - O

NaO,S SO;Na

1 2 3

(TPP-NH,) (TPPS-NH,) (trans MePy"-NH.)

Figure 130 : Structure chimique des précurseurs de porphyrines testés¥.

Le greffage covalent de ces précurseurs sur la cellulose est assuré par un motif

triazine entre les fonctions NH, portées par les porphyrines et les fonctions OH de la

cellulose, comme indiqué sur la Figure 131.
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W
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H
1 R=R,=—© 1 R=R,= neutral cotton R:R.:@
2:R=R,= —@—wm 24‘R=R‘=_©_.¢D,h anioniccut‘lon:R=R'=.@_snu
3:R=mesityl, R, = _Q‘_:H 3.a:R=mesityl, R, = o, cationic cotton : R = mesityl, R, = * o
oH — OH- cH

Figure 131 : Voie de synthése du couplage covalent entre les porphyrines et la cellulose3".

Le Tableau 16 montre les résultats de formation d’oxygene singulet et de

I’effet photobactéricide3?.

Tableau 16 : Tableau général des résultats. D’apres Ringot et al., 201134,

Effet photobactéricide (%)
Précurseur de du coton modifié par le
D A 102)
porphyrine précurseur de porphyrine
S. Aureus E. Coli

TPPS-NH: (2) 0,59 37 0
TPP-NH: (1) 0,65 93,7 0
trans MePy*-NH: (3) 0,82 100 0

La grande différence d’activité entre les bactéries S. Aureus et E. Coli peut
s‘expliquer par le fait qu’elles appartiennent a deux classes différentes,
respectivement Gram+ et Gram-. Pour S. Aureus, 'ordre d’activité photobactéricide
en fonction de la charge du PS est le méme que celui observé pour les porphyrines
libres, a savoir : cationique > neutre > anionique, pour les bactéries a Gram négatif3**
39 En revanche, la faible correspondance entre activité photobactéricide et le
rendement quantique d’oxygene singulet semble montrer que l'oxygene singulet

n’est pas le seul EROs a intervenir dans la lyse bactérienne. Quant aux bactéries a
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Gram positif, aucune activité photobactéricide n’est observée, ce qui peut s’expliquer
par la présence de peptidoglycane en surface de la couche externe de la bactérie, lui

procurant une plus grande stabilité chimique®¥.

III.2. Evaluations de deux sondes chimiques pour la détection

indirecte

L’étude a été réalisée par Julie Bollé, stage de fin d’études ENSIC, sous la
direction de C. Frochot, R. Vanderesse et moi-méme.

Différentes sondes de la littérature ont été testées dans les conditions
préconisées par les publications y faisant référence, mentionnées précédemment. Un
nombre important d’expériences n’ont pas donné les résultats attendus ou exposés
dans les publications. Toutefois, deux sondes ont conduit aux résultats exposés ci-

apres.

I11.2.1. Evaluation de I’APF avec la tétraphénylporphyrine

L’APF (3’-p-(aminophényl) fluorescéine) est une sonde chimique qui, en
réagissant avec l'oxygene singulet (Figure 132), est oxydée en une espece (la

fluorescéine) dont le spectre d’émission de fluorescence est différent.

NH,

HN (0]
fluorescéine

Figure 132 : Réaction entre I’APF et ’oxygene singulet.

Une augmentation de 1'émission a 525 nm doit étre observée en excitant la

sonde a 492 nm. Les conditions opératoires invariables sont les suivantes :
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Solvant : D,O
Photosensibilisateur : Tétraphénylporphyrine, TPP
Excitation du PS:10s, A, =418 nm

Mesure de la fluorescence de I’APF : 10 s, A, =492 nm, A.,, =525 nm

L . S S S o

Fentes: 11 nm

Les parametres modifiés sont les suivants :
* Présence de PS ou non
* Saturation du milieu en azote ou taux d’oxygene dissous naturel

* Présence de NaN; ou non (NaNj; étant un quencher d’oxygene singulet)

Le principe de l’expérimentation est le suivant: une premiere mesure est
effectuée pendant 10 secondes avant toute excitation du milieu. Puis le milieu est
excité a 418 nm pendant 10 secondes et une autre mesure de la fluorescence de la
sonde est réalisée. Ce cycle est répété plusieurs fois.

Le rapport I/Io, I, étant 1'aire sous la courbe de fluorescence de la sonde avant
excitation et I la valeur de l'aire sous la courbe de fluorescence de la sonde apres

chaque excitation, est porté en fonction du temps, comme présenté dans la Figure

133.
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Figure 133 : Evolution du rapport de fluorescence de la sonde (APF) en fonction du temps

(Aey, =492 nm, A, =525 nm, D,0).

Les points de mesure bleus, correspondant a l'excitation de la solution
comportant la sonde APF et la TPP, montrent une augmentation significative de la
fluorescence de I’APF d’un facteur 16, ce qui prouve la formation d’oxygene singulet
par sa réactivité vis-a-vis de la sonde.

Les points marqués en mauve et vert, représentant des témoins de réaction
que sont, respectivement, I’APF en présence de NaN, et 'APF avec la TPP et un
bullage d’azote dans la cuve d’analyse, ne montrent aucune augmentation
significative de la fluorescence de la sonde. Le bullage d’azote prive le milieu de
dioxygene dissous dans D,O et donc rend la production d’oxygene singulet
impossible.

Concernant I’APF seule, points violet, une légere augmentation néanmoins
non négligeable peut s’expliquer par une dégradation de la sonde en milieu aqueux
sous irradiation lumineuse. Enfin, la forte augmentation pour le lot comportant I’APF
avec la TPP et NaN; (points en rouge), s’explique par le fait que le NaN; ne parvient
pas a inhiber efficacement 1’oxygene singulet produit, ce qui engendre 1’oxydation de

la sonde.
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En tenant compte des témoins de réaction, une augmentation d’un facteur 8
est due a la présence de TPP excitée dans le milieu, qui prouve la production

d’oxygene singulet.

I11.2.2. Evaluation du couple RNO/imidazole avec le bleu de

méthyléne
Le N,N-diméthyl-4-nitrosoaniline (RNO) en présence d’'imidazole voit sa
bande d’absorption maximale a 440 nm diminuer d’intensité, apres réactions avec
I'oxygene singulet. Ne pouvant utiliser la TPP comme producteur d’oxygene singulet
car il absorbe pres de cette longueur d’onde, le bleu de méthylene a été utilisé ici
comme producteur d’oxygene singulet. Le mécanisme d’oxydation de la RNO est le
suivant :
10, + imidazole — imidazole-'O,
imidazole-'O, + RNO — RNO, + produits
Les conditions opératoires sont les suivantes :
* Solvant : D,O
* Photosensibilisateur : bleu de méthylene, MB
* Excitation du PS : 10 min, A, = 665 nm
* Mesure d’absorbance de la RNO a 440 nm
L’excitation est faite pendant 10 min puis nous mesurons 1’absorbance de la
solution.
La Figure 134 montre la variation des spectres d’absorption du bleu de

méthylene dans D,0O dans différentes conditions d’excitation.
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Figure 134 : Spectres d’absorption obtenus dans D,O pour le mélange MB, RNO/imidazole dans différentes

conditions : courbes continues : avant excitation ; courbes en pointillés : aprés excitation ; courbe verte :

MB/RNO/imidazole ; courbe rouge : MB/RNO/imidazole + NaNj,

Une baisse significative de 'absorbance de la sonde a 440 nm est observée
pour le I"échantillon comportant le bleu de méthylene et le couple RNO/imidazole
apres irradiation. En présence de NaN, une diminution plus faible est aussi
observable, ce phénomene pouvant étre attribué ici aussi au fait que NaN; ne peut
pas inhiber tout 1'oxygene singulet produit. Comparés a ceux de la littérature, nos
résultats sont ici en accord avec les travaux de Liu et al. qui montrent une diminution

de l'ordre de 0,2 unité d’absorbance dans un tampon pH 7,4 avec une irradiation

laser a 633 nm (Figure 135)%!.

035

Abs.

T T T T v v 1
350 400 450 500 550
Wavelength (nm)

Figure 135 : Evolution de 1’absorbance de 1a RNO observée par Liu et al.33!
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IV. Développement des Photodynamic Molecular

Beacons (PMB)

La thématique des Photodynamic Molecular Beacons (PMB) intéresse notre
équipe de recherche depuis 3 ans car il s’agit d'une stratégie d’adressage originale et
prometteuse que nous allons développer ci-apres. Une premiere approche a consisté
a effectuer quelques syntheses mais surtout a mener une recherche bibliographique
(these d’exercice en Pharmacie de L. Degraeve).

Plus récemment, nous avons recensés les différents mécanismes de
modulation de la production d’oxygene singulet et leur applications en PDT
(Verhille et al. 2010%°, mise en annexe). Outre les PMB qui y tiennent une place de

choix, cette revue recense des moyens de contrdler la production d’oxygene singulet.

IV.1. Concept de la PDT utilisant un Photodynamic Molecular

Beacon

L’équipe du Pr Gang Zheng de 'Université de Toronto est I'équipe pionniere
qui a développé les PMB. Le concept de PMB se base sur des études sur les
mécanismes d’inhibition de 'oxygene singulet développés dans les années 60. Le
concept existant derriere les termes anglais de Photodynamic Molecular Beacons,
traduisibles par «balises moléculaires pour la PDT », est basé sur le fait que le
photosensibilisateur ne devient photoactif qu’en présence de sa cible. Ainsi, la
molécule (PS-peptide-Quencher) telle qu’elle est décrite en Figure 136, n’est pas
photoactive du fait de la proximité spatiale entre le PS et le quencher assurée par le
peptide. Ce peptide est choisi pour étre un substrat spécifique d’enzymes spécifiques
de la zone tumorale a traiter, qui seront la marque du milieu que 1’on souhaite cibler.

Alors, en présence de ces enzymes capables de cliver la chaine peptidique, le peptide
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libere PS et le quencher et le PS retrouve ainsi son activité photodynamique. La
publication pionniere concernant cette thématique est celle du groupe du Pr Gang

Zheng en 2004 ou il présente le concept avec Figure 1361

Triplet energy transfer h V 14 0, (A)
5
O, ! ~
Enzyme v | N i
. ‘Ze

Figure 136 : Représentation schématique du concept de PDT par un PMB. D’apres Chen et al., 2004",

L’étude a permis de prouver le phénomene de quenching de I’oxygene singulet
du PMB. De plus, ils ont montré que le peptide, substrat des caspases-3, était
effectivement clivé par ces mémes enzymes et que le PS retrouvait son efficacité
photodynamique. Enfin, I'intervention des enzymes a été démontrée en introduisant
des inhibiteurs de caspases-3 qui bloquerent ainsi le clivage du peptide pour garder

le PMB non-phototoxique?.

IV.2. Synthéses et étude préliminaire du PMB choisi

Le PMB que nous avons développé, est composé comme suit (Figure 137) :
* un photosensibilisateur, la TPC précédemment décrite.
* un quencher d’oxygene singulet de type caroténoide.
* le peptide GPLGIAGQK, qui a été démontré comme substrat des

métalloprotéinases 2 et 9, MMPs-2 et -9 par Mansour et al., 200324,
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Les MMPs-2 et-9 sont surexprimées au niveau des néovaisseaux dans de
nombreux types de cancer (téte et cou, cerveau, oesophage, estomac, colorectal, sein,
ovaires, mélanome)®! et interviennent dans différentes phases du processus
angiogénique comme la lyse de la membrane basale favorisant I'invasion vasculaire
et favorisent le switch angiogénique®2. Selon le concept décrit plus haut, la TPC ne
sera active que lorsqu’elle arrivera au niveau des néo-vaisseaux tumoraux et que le

peptide sera clivé par les métalloprotéinases 2 et 9.

\ Z

=
L Peptide GPLGIAGQK

T\ _/ \ o O substrat des MMPs-2 et 9
5 =N HN-Y / HN—Ely-Pro-Leu-Gly—Ile-Ala-Gly—Gln—Lys-eN=I|-I
N c-0
TPC N\ L §
| P |

Quencherd’'O, type
caroténoide

Figure 137 : Représentation du Photodynamic Molecular Beacon envisagé

Dans les paragraphes suivants, nous allons développer la synthese du quencher
dérivé du caroténoide, du peptide GPLGIAGQK et le couplage entre la TPC et le
peptide. Nous évoquerons les premiers essais d’inhibition en solution. Il est a noter
que pour mon travail de these, seule une ébauche de ce projet a été réalisée sachant
que ce vaste sujet a été, par la suite, assuré par Marc Verhille dans son projet de

these.
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IV.2.1. Synthése du quencher, 7’-apo-7’-(4-carboxyphényl)-B-caroténe

La synthese du caroténoide final (5) se fait en plusieurs étapes selon le schéma

de synthese présenté dans la Figure 138.

Q o H3C2.. CHy CHj, CHj (0]
i ) @Q o 4 MH
@ o <|3H3 oh, , CH, CH,
@ Br 2

7
Br CHz  Toluene a reflux, 2 h

NaOMe | DMSO, 80 °C, 32 h

Figure 138 : Schéma de synthése du caroténoide acide (5).

Il s’agit de faire une réaction de Wittig®® entre le 8'-apo-f-caroténal (3) et le
bromure de 4-carbométhoxybenzyl-triphénylphosphonium (2). Le composé obtenu
(4) est ensuite saponifié pour obtenir une fonction acide (5) nécessaire au couplage

final. Cette réaction est décrite par 'équipe de Devens Gust®*.

IV.21.a. Synthese du bromure de 4-carbométhoxybenzyl-
triphénylphosphonium (2)

Ce précurseur est obtenu en effectuant une substitution nucléophile entre la

triphénylphosphine et le dérivé bromé que 1’on souhaite, dont la réaction est montrée

dans la Figure 139.
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Figure 139 : Substitution nucléophile entre le dérivé bromé et la triphénylphosphine.

Le produit de réaction est obtenu avec un rendement de 81 % apres une

purification par filtration et lavages au toluene.
IV.2.1.b. Réaction de Wittig - synthese du 7’-apo-7'-(4-
carbométhoxyphényl)-B-caroténe ((4), Q-COOMe)
Cette réaction se fait entre les composés notés (2) et (3) et plus précisément

entre la fonction aldéhyde de (3) et la fonction triphénylphosphine de (2), dont le

meécanisme est représenté sur la Figure 140.

o
o
o
o ¢ P. &
- ] ,
4 | 4+ MeO Na o CH, cy
H
H

Figure 140 : Mécanisme de la réaction de Wittig (R représente le groupement caroténoide).
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Le produit final (4, Q-COOMe) est obtenu, apres lavages de la phase

organique a l'eau et recristallisation dans un mélange CH,Cl,/MeOH, avec un

rendement de 85 %.

IV.2.1.c. Saponification de ((4), Q-COOMe) — synthése de 7’-apo-7’-
(4-carboxyphényl)-p-caroténe ((5), Q-COOH)

La réaction se fait de fagon de classique en milieu basique dans un mélange
THF/MeOH auquel une solution aqueuse de KOH 10 % est ajoutée. La réaction est
laissée a température ambiante pendant 18 heures (Figure 138). Pour cette réaction il
nous a été impossible de recristalliser le produit final.

Les syntheses concernant le caroténoide ont été arrétées a ce stade, au vu du
travail important qu’il restait a effectuer. Les prochaines expériences mettant en jeu
le caroténoide (test de quenching) ont été effectuées avec la molécule (4), Q-COOMe
dont la structure est indiquée sur la Figure 138 et pour laquelle la Figure 141
correspond au spectre d’absorption UV-visible.

1,21

14

Absorbance
=) =) =)
s @

o
el

270 320 370 420 470 520
Longueur d'onde(nm)

Figure 141 : Spectre UV de Q-COOMe dans le dichlorométhane.

La synthese du Photodynamic Molecular Beacon (PMB) se fait en synthétisant les
deux parties de la molécule séparément: le caroténoide d'une part et la partie

chlorine couplée au peptide d’autre part, que nous allons détailler ci-apres.
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IV.2.2. Synthése du peptide GPLGIAGOK et couplage a la TPC

IV.2.2.a. Syntheése du peptide sur support solide

La synthese du peptide GPLGIAGQK est faite par SPPS (méthode décrite dans
le Chapitre 2 et détails expérimentaux en partie expérimentale) sur une résine de
Wang préchargée avec le premier acide aminég, la lysine, K, dont la chaine latérale est
protégée par un groupement Boc, Fmoc-Lys(Boc)-Wang resin. A part la lysine (K),
seule la glutamine (Q) est protégée par un groupement trityl sur sa fonction latérale
amine. Le couplage de chaque glycine a demandé une attention particuliere et nous
avons assuré chaque couplage en prélevant un échantillon a chacune de ces étapes
pour tests colorimétriques au tribenzene sulfonique (TBNS).

En fin de synthese, le Fmoc du dernier acide aminé, G, est enlevé pour libérer

la fonction NH, qui va ensuite servir a établir le couplage avec la TPC.

IV.2.2.b. Couplage GPLGIAGQK ala TPC sur phase solide

Le couplage (Figure 142) se fait de fagon classique en mettant en présence la
TPC, préalablement activée par une fonction succinimide, TPC-NHS, dans le DCM
en présence d'une base comme la DIEA.

Apres 18 h de réaction, le milieu réactionnel est éliminé et on constate que la
résine s’est colorée en rouge-rosé (méme apres plusieurs lavages) caractéristique de
la présence de TPC accrochée sur la résine et donc sur le peptide.

La derniere étape est le clivage du produit final de la résine. Elle est effectuée
en ajoutant 5 mL de TFA pur sur la résine et le changement de coloration de rouge a
vert signe la présence de la TPC sur la résine. Le clivage s’accompagne ici des

déprotections des fonctions latérales NH, de la lysine et de la glutamine.
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Figure 142 : Schéma de synthése du couplage de la TPC au peptide GPLGIAGQK sur support solide

Apres clivage, on récupere un produit vert (signe de la présence de la TPC en
milieu acide) que I'on caractérise par spectrométrie de masse. La masse du produit
est d’environ 1482,9 g/mol (Figure 143) ce qui correspond a la masse théorique

attendue de 1481,74 g/mol.
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Figure 143 : Spectre de masse du produit final obtenu.

Les propriétés photophysiques sont données dans la Figure 144.

242



200000 =

06
< Aexe. = 420 nm
=S 150000 -
[}
Qo
—~ c
© [}
S 044 2
2
3 S 100000+
[ = 3
© =
.e )
8 ©
o
o -
< 024 3
5 50000
=
0,04 0
L) T 1] 1 L] L) ) 5 T Ll L
400 500 600 700 620 640 660 680 700 720 740 760
Longueur d'onde (nm) Longueur d'onde (nm)
0,9860 =
.
Aexc. = 653 nm

0.9855

0,9850

0,9845

Intensité de luminescence de I'O,

0,9840

T T T T T T T
1200 1220 1240 1260 1280 1300 1320 1340

Longueur d'onde (nm)

Figure 144 : Spectres UV, de fluorescence et d’émission d’oxygeéne singulet de TPC-GPLGIAGQK effectués

dans le toluéne.

Les spectres d’absorption et d’émission de fluorescence obtenus sont
conformes a ceux de la TPC. De plus, la molécule TPC-GPLGIAGQK est capable de

produire de I’oxygene singulet.

IV.2.3. Premiers essais d’inhibition en solution

L’étude de l'inhibition de la production d’oxygene singulet par TPC-
GPLGIAGQK en présence d'un ajout croissant de caroténoide a été réalisée dans le

toluene, apres excitation a 653 nm (Figure 145).
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Figure 145 : Spectres superposés des émissions de 1’oxygene singulet produit par TPC-GPLGIAGQK en

présence de différents taux de quencher introduit dans le toluéne.

Alors que I"'émission de fluorescence n’est pas modifiée lors de l’ajout de taux
croissants de caroténoide dans le milieu, la production d’oxygene singulet diminue
et est méme annihilée pour I'ajout de 10 équivalents molaires. Ces résultats montrent,
en solution, lefficacité du quenching. Ce travail se poursuit notamment avec

l'utilisation de nouveaux quenchers d"1O,.

Conclusions

Dans ce chapitre, nous avons voulu mettre en avant 'importance que tient
I'oxygene singulet dans la PDT, méme s’il est indispensable de garder a I'esprit que
ce n'est pas la seule espece phototoxique responsable de la lyse cellulaire. Il n’en
reste pas moins un tres bon indicateur de l’activité photodynamique d’un PS. Les
études in vitro et in vivo montrent que sa détection est un moyen fiable pour mesurer
les dégats subies par les cellules lors du traitement PDT.

Le développement des Photodynamic Molecular Beacons est un concept original et
prometteur dans I'amélioration de la PDT, permettant d’augmenter la sélectivité du

traitement.
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Conclusions & Perspectives

La premiere these de l'équipe PDT a s’intéresser a l'utilisation de
nanoparticules de silice pour une thérapie photodynamique antivasculaire, a montré
de nombreux points positifs avec des premiers résultats tres encourageants ouvrant
ainsi le champ a des perspectives prometteuses (méme si certains aspects sont encore

a explorer, comme les aspects toxicologiques et environnementaux).

Tout d’abord, la faisabilit¢ dans la conception de nouveaux objets
nanométriques utilisables en thérapie photodynamique a été démontrée. En effet,
I'encapsulation du photosensibilisateur dans une matrice de polysiloxane permet de
conserver les propriétés photophysiques de la molécule photosensible et de I'utiliser
en milieu aqueux ou biologique. Notamment, la production d’oxygene singulet
mesurée de facon quantitative par émission de luminescence de 1'oxygene singulet et
de facon qualitative permet de prouver que 'oxygene singulet produit est capable de
diffuser hors de la matrice de polysiloxane pour oxyder une sonde chimique. Une
premiere validation biologique a permis de montrer une quasi non-toxicité a
I'obscurité pour des concentrations en nanoparticules représentatives de celles

utilisées pour observer un effet photodynamique sur des cellules MDA-MB-231.

La capacité de ces nanoparticules a étre reconnues par le récepteur NRP-1 qui
est surexprimé sur les cellules endothéliales activées a été validée. Pour cela, nous
avons dii mettre au point la méthodologie du couplage entre le peptide ATWLPPR
ainsi que les nombreuses étapes de purification. Nous avions envisagé deux

méthodes de couplage :
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* Une premiere consistait a faire le couplage entre les nanoparticules et le
peptide sur son support solide de synthese. Malheureusement, cette
technique pourtant séduisante dans sa mise en ceuvre a dii étre
abandonnée a cause d’un controle non satisfaisant de la pureté et des
proportions de peptide couplé.

* La seconde méthode, en revanche, consistant a purifier le peptide sous
forme protégée et a effectuer le couplage en phase liquide a conduit,
apres optimisation, aux résultats attendus.

L’optimisation a consisté majoritairement a s’assurer que les especes a éliminer
I’étaient bien apres les étapes de purification. Les spectroscopies de fluorescence et
d’absorbance ont permis de controler l’élimination du peptide non couplé
notamment et d’estimer la qualité du couplage du peptide sur les nanoparticules.
Enfin, a partir de ces premiers lots de nanoparticules fonctionnalisées par une
quantité de I'ordre de 4 a 5 peptides par nanoparticule, les tests d’affinité moléculaire
pour NRP-1 ont été concluants et méme meilleurs que ceux obtenus pour une
chlorine liée au peptide ATWLPPR. Cette comparaison nous pousse a envisager un
effet de synergie dii a la présence de 4 peptides ATWLPPR pour une nanoparticule.
Ces essais doivent néanmoins d’étre complétés par des tests in vitro de compétition
d’incorporation avec du VEGF165 sur des cellules MDA-MB-231. Outre I'affinité, la
phototoxicité a aussi conduit a des résultats prometteurs en termes de potentiel
applicatif. De fagon analogue aux résultats obtenus pour le conjugué PS-peptide, les
nanoparticules, fonctionnalisées ou non, ont une toxicité in vitro a court terme a
I'obscurité pour une concentration en PS supérieur ou égal a 10 umol/L.
Pour des concentrations inférieures, I'effet photodynamique est observé avec un effet
concentration et fluence dépendant. In vitro, il n’y pratiquement pas d’influence de la
fonctionnalisation par le peptide sur les résultats de phototoxicité, le temps de
contact de 24 h avant irradiation favorisant I'incorporation non-spécifique (ce qui ne

sera probablement pas le cas in vivo). Afin d’observer un effet d’incorporation
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spécifique dii a la présence de peptide en surface des nanoparticules, des essais de
compétition, avec des temps de contact plus courts doivent étre menés.

Le type de nanoparticules retenu ne répondait cependant pas a un des criteres
de départ qui est le diagnostic IRM. Suite a des améliorations dans la formation des
cceurs d’oxyde de gadolinium et dans la synthese des nanoparticules, 'équipe
lyonnaise a pu développer en parallele des nanoparticules de plus petite taille
renfermant de la TPC et ayant des propriétés de rehaussement de contraste IRM
satisfaisantes.

Le second lot testé fourni par le LPCML a constitué une base de travail plus
poussée en termes de greffage de la TPC dans la couche de polysiloxane et de
fonctionnalisation de surface par le peptide ATWLPPR. Les études spectroscopiques
ont permis de déterminer une gamme de taux de greffage de TPC optimal pour ne
pas observer de baisse des rendements quantiques de fluorescence et de production
d’oxygene singulet ainsi que d'une estimation d'un taux «idéal» de
fonctionnalisation des nanoparticules par le peptide ATWLPPR.

Apres ces optimisations, les études spectroscopiques et biologiques ont permis
de confirmer la pertinence de ce lot de nanoparticules avec les parametres
déterminés. De plus, les premiers essais de diagnostic par IRM sur petit animal ont
permis de valider la faisabilité d'un traitement PDT guidé par IRM sur petit animal ;
ce travail est en cours.

Compte-tenu du grand nombre de parametres d’influence, une méthodologie
de plan d’expériences permettrait de cribler différents lots de nanoparticules fondés
sur le type de nanoparticules décrit plus haut. En effet, si nous avons dégagé des
gammes de concentration de chaque éléments (TPC, Si, Gd,O; et peptide), plusieurs
types de nanoparticules peuvent étre synthétisés en considérant différentes valeurs
pour chaque élément afin d’en faire ressortir une nanoparticule « idéale ». Ici encore,

ces expérimentations sont en cours.
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Le domaine des nanotechnologies dispose déja de nombreuses applications
industrielles et fait 1'objet d’'un soutien important des points de vue recherches
fondamentales et finalisées dans les pays développés; cependant, a l'exemple
antérieur des OGM, la Société émet des doutes sur des risques possibles pour la santé
des Hommes et sur I'environnement. Dans cette thématique, comme dans d’autres, il
est donc légitime d’engager les recherches dans un cadre revisité ou le citoyen n’est
plus placé « en bout de chaine ». C’est sur cette nécessité sociale qu’INSIS-CNRS a
développé le concept de «Recherche Socialement Responsable » (RSR). Etre
responsable, c’est déja respecter la loi mais c’est également pouvoir prendre une
décision en situation d’incertitude. C’est ainsi qu’il existe des « contraintes »
introduites par 1'Union Européenne, par exemple dans la charte européenne des
chercheurs (2005) qui rassemble des éléments de déontologie, d'éthique de la
recherche. Ainsi, les fondements de la RSR, éléments des chartes du développement
durable, sont les suivants :

- La RSR couvre dans l'activité d'une équipe de recherche les matieres sociales
et environnementales liées étroitement aux axes et futurs projets de recherche de
cette équipe ;

- La RSR n’est pas et ne devrait pas étre séparée de la stratégie d’action de
I'Unité de Recherche puisqu’il s’agit d’intégrer les préoccupations sociales et
environnementales dans les activités ;

- La RSR est un concept volontaire ;

- un aspect important de la RSR est la maniere dont les laboratoires
interagissent avec leurs parties prenantes internes et externes (« employés », clients,
environnement proche, tutelles, partenaires, etc.).

Une liste, non limitative d'actions a ce stade de la réflexion, est présentée ci-
apres :

- Tracabilité : cet investissement est essentiel pour renforcer la confiance entre

partenaires, en particulier avec les entreprises et la Société ;

250



- Responsabilité : respect de la réglementation relativement aux opérations de
recherche : protection des chercheurs et de I’environnement ;

- Respect des lois notamment sur I'éthique ;

- Originalité/nouveauteé ;

- Analyse consciente des usages des résultats de la recherche pour la Société ;

- Revisite périodique des différents items en fonction de l'avancée des
connaissances scientifiques et de leurs effets ;

- Mission d’alerte.

Ainsi, une équipe/unité de recherche, engagée en «Recherche Socialement
Responsable» dans son fonctionnement, doit :

- Respecter en interne des principes «ALARA» (as low as reasonably
achievable) ou de précaution généraux ;

- S'engager dans une analyse des connaissances sur les risques pour (re)définir
des modes de protection adaptés ;

- Informer les autres laboratoires concernés (mutualisation des progres).

Dans le contexte de cette these le sujet a juste été engagé faute de temps ; il est
prévu de 'approfondir dans un autre cadre parce que l'aspect recherche ne peut pas
se limiter a une approche réductrice purement scientifique et technique. Il a permis
cependant la publication d'un article sur l'utilisation des nanoparticules dans le
contexte médical s’appuyant sur ce concept de RSR3*.

En cela, le chercheur ne doit pas se couper de la réalité qui I'entoure et étre un
partenaire de l’évolution des sociétés. I1 s’agit d'un élargissement de
I'interdisciplinarité en explorant les thémes définis ci-dessus. Edgar Morin qui
pronait l'interdisciplinarité au CNRS?* écrivait : « Toute connaissance (et conscience) qui
ne peut concevoir l'individualité, la subjectivité, qui ne peut inclure I'observateur dans son
observation, est infirme pour penser tous problémes, surtout les problémes éthiques. Elle peut

étre efficace pour la domination des objets matériels, le controle des énergies et les
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manipulations sur le vivant. Mais elle est devenue myope pour appréhender les réalités
humaines et elle devient une menace pour I’ avenir humain »%7.

Ce sujet de these est imprégné d’interdisciplinarité car, comme mentionné
plusieurs fois, I’équipe de recherche est construite autour de différentes compétences.
Une difficulté est de ne pas négliger un axe de pensée au profit d'un autre et étant
chimiste de formation, il m’a fallu apprendre a considérer les différents points de vue
afin d’obtenir les résultats présentés dans ce mémoire et c’est surement ce qui en fait
pour moi la plus grande richesse.

Il y a donc débat entre un approfondissement indispensable et association entre
disciplines engagées en vue d"un objectif commun (Cf. Annexe « Interdisciplinarité et

travail de these »).
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Annexe Matériels & Méthodes

Matériels

Mesure d’absorption UV-visible

L’absorption UV-visible a été mesurée sur un spectrophotometre a double faisceau
Perkin Elmer EZ 210. Cet appareil permet de mesurer 1’absorbance ou densité optique (DO)

d’une substance en fonction de la longueur d’onde en utilisant la loi de Beer-Lambert-
Bouguer (Equation 5).

Equation 5 : Loi de Beer-Lambert-Bouguer.

DO, =¢-1l-c
Nos analyses ont été effectuées en utilisant deux cuves en Quartz d'un centimetre de

trajet optique dont une sert pour l'échantillon a analyser et l'autre, servant de référence,

comporte le solvant dans lequel I’échantillon est dilué ou dispersé.

Mesure de fluorescence statique

Les spectres de fluorescence ont été obtenus en utilisant un spectrofluorimetre
Fluorolog-3 (Jobin-Yvon Horiba S.A.S.) équipé d’une lampe a arc basse pression
contenant du xénon (450 W), d’un double monochromateur a I’excitation, de deux
doubles monochromateurs a I’émission et d'un compartiment échantillon
thermostaté a par effet Peltier. La température de consigne a été maintenue a 25 °C.
Nos études se faisant de maniére classique (analyse a 90 °), il est nécessaire, pour
effectuer des mesures quantitatives, de se placer a une concentration en
chromophore adéquate. En effet, I'existence de l'effet de peau nous impose d’utiliser

une concentration de produit pour laquelle 1'absorbance est de l'ordre de 0,2

255



(homogénéité de fluorescence par rapport au cone de réception du monochromateur
d’analyse).

Pour nos analyses, nous avons utilisé des cuves en quartz d’un centimetre de
parcours optique.

Pour le calcul des rendements quantiques de fluorescence (Equation 6), la
référence utilisée est la TPP qui possede un spectre d’émission dans la méme zone
spectrale (600 — 750 nm) que les solutions a analyser. L'utilisation de cette référence
permet de ne pas tenir compte des corrections de la fonction d’appareil. En revanche,
une correction de l'indice de réfraction doit étre appliquée si I'échantillon et la

référence ne sont dilués dans le méme solvant.

Equation 6 : Formule utilisée pour le calcule des rendements quantiques de fluorescence.

I DO, (2)2
ng

Mesure de fluorescence résolue en temps

Les mesures de temps de vie de fluorescence ont été effectuées par la technique
de comptage de photon unique corrélé en temps (Time Correlated Single Photo
Counting, TCSPC). Pour ces mesures, une diode laser pulsée a 407 nm (diode laser
pulsée LDH-P-C-405 PicoQuant Gmbh de 25 mW de puissance moyenne couplée a
un driver PDL 800-D PicoQuant Gmbh) a été utilisée comme source d’excitation. Une
photodiode a avalanches SPCM-AQR-15, EGoG et un filtre passe-haut 650 nm ont été
utilisés pour la détection. Le systeme d’acquisition est un module PicoHarp 300
couplé un routeur 4 canaux PHR-800 qui permet une acquisition sur plusieurs voies
de détection selon un mode d’étiquetage de chacun des photons comptés (Time-
Tagged Time-Resolved, TTTR). La résolution du systeme peut atteindre 4 picosecondes

par canal sur 4096 canaux en fonction de la fréquence de tir utilisée par la diode laser
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(32,5 kHz a 80MHz). Le logiciel FluoFitPro V 4.2 (PicoQuant Gmbh) est I'outil qui a
permis le calcul de l'estimation des temps de vie de fluorescence. Il est issu du
traitement des données brutes et de la déconvolution des courbes de demi-vie par
rapport a la réponse impulsionnelle du systeme (IRF obtenue par diffusion direct de

la source sur le détecteur).

Mesure des rendements quantiques de production d’oxygene
singulet

Ces mesures ont été effectuées sur un spectrofluorimetre Fluorolog-3 (Jobin-
Yvon Horiba S.A.S.). L’excitation a été assurée par une lampe a arc basse pression
contenant du xénon (450 W) et la détection a 1270 nm a été effectuée a 'aide d’un
monochromateur double réseau PTI S/N 1565 et d’un détecteur IR InGaAs, refroidi a
'azote liquide, de la société Electro Optical Systems INC (modele DSS-16A020L). Le
compartiment échantillon est thermostaté par effet Peltier. La température de
consigne a été maintenue a 25 °C

Le Rose Bengale dans I’éthanol a été utilisé comme référence pour le calcul des
rendements quantiques de production d’oxygene singulet (Equation 7). Pour des
mesures quantitatives, il faut se placer dans le méme solvant que la référence car la

concentration d’oxygene dissous varie fortement d'un solvant a I’autre.

Equation 7 : Formule utilisée pour le calcul des rendements quantiques de production d’oxygeéne
singulet.

I DO,
Paq l, DO

Pa =

Les échantillons étudiés devaient étre préparés avec une densité optique de

I'ordre de 0,2 a la longueur d’onde d’excitation.
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Mesure de taille par diffusion dynamique de la lumiere

Ces mesures ont été faites a 'aide d’un Zetasizer NanoZS (Malvern) équipé
d’un laser He-Ne a 633 nm. Une filtration des échantillons sur une membrane en

cellulose a porosité de 0,2 um était effectuée avant chaque mesure.

Mesure de potentiel Zéta

Les mesures des potentiels Zéta des nanoparticules ont été effectuées sur un
Zetasizer NanoZS (Malvern) équipé d’un laser He-Ne a 633 nm. Avant mesure, les
échantillons ont été dispersés dans une solution saline de NaCl a 0,01 mol/L et

ajustées au pH désiré par ajout de solution de HCl ou de NaOH.

Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN)

Les spectres RMN ont été effectués par Olivier Fabre du LCPM, service
commun de RMN a l'aide d’un Bruker 300 MHz. Les modes appelés COSY et TOCSY
permettent de mesurer les couplages en hydrogene a plus de trois liaisons pour le
TOCSY et moins de trois liaisons pour le mode COSY. A l'aide d'une table de
référence des figures 2D des acides aminés, on peut attribuer les signaux des protons
et assurer l’enchainement souhaité des acides aminés du peptide. Une autre
technique de RMN 2D est la NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY), qui n’a
pas été utilisée ici, et qui permet d’observer les couplages en hydrogene a travers
'espace et non plus a travers les liaisons chimiques de la molécule. Ces techniques

sont explicitées dans la Figure 146.
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Figure 146 : Représentation des différentes techniques de RMN 2D.

Synthese peptidique sur support solide

Les syntheses de peptide sur support solide ont été effectuées au LCPM sur un

synthétiseur automatique ResPepXL (Intavis AG) en stratégie Fmoc.

Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les plaques CCM qui ont été employées sont a gel de silice 60 F254 (Merck
Chimie S.A.S.).

Purification par chromatographie liquide haute performance

(HPLC)

Les séparations par HPLC ont été effectuées sur une HPLC préparative Varian
ProStar PrepStar 218 en phase inverse, colonne C18, 5 um, 250 x 21,2 mm, (Varian
Pursuit). La détection est assurée a la fois par un détecteur de fluorescence ProStar

363 et une barrette de diode ProStar 335.

Analyse par HPLC couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS)

Les analyses LC-MS ont été faites a I'aide d'un systéeme Shimadzu composé

d’un module de chromatographie liquide haute-performance LC-20AB, un module
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de détection par barrette de diode SPD-M20A et d'un spectrometre de masse LCMS
2010-EV. La source d’ionisation employée est une source ESI (Electron Spray

lonization).

Dialyse
Les dialyses ont été effectuées avec des boudins de dialyse (SpectralPor) avec un

seuil de coupure a 5000 Da en cellulose.

Ultrafiltration
Les étapes d’ultrafiltration ont été effectuées a l'aide de tubes Vivaspin en
cellulose avec un seuil de coupure a 5000 Da.

La centrifugeuse utilisée est une Heraeus Labofuge 400.

Produits chimiques

Les solvants et les réactifs ont été achetés chez différents fournisseurs
(Novabiochem, Accros, Merck, Invitrogen, SpectraPor, Carlo Erba, Sigma Aldrich).

Les solvants de qualité HPLC sont des Chromasolv de chez Sigma Aldrich.

Les solvants de qualité spectroscopique proviennent de chez Carlo Erba.

260



Syntheses

* 5-(4-carboxyphényl)-10,15,20-triphénylporphyrine, PICOOH

Du pyrrole (15 mmol = 4 éq., 1 g), du benzaldéhyde (11,25 mmol = 3 éq., 1,14
mL) et du carboxybenzaldéhyde (3,75 mmol =1 éq., 562 mg) sont dissous dans 1,5 L
de dichlorométhane (DCM) et sous argon. Le mélange est alors agité durant 15
minutes. 185 uL (1,5 mmol) de BE3 éthérate sont ajoutés a la solution. Apres 2 heures
d’agitation supplémentaire, 2,77 g (11,3 mmol) de tétrachloro-1,4-benzoquinone (p-
chloranil), est ajouté au mélange qui est ensuite porté a reflux pendant 2 heures a
I’abri de la lumiere. Apres réaction, le brut réactionnel est mélangé a de la silice et au
DCM afin d’éliminer les coproduits de réactions. Les goudrons, polymeres de
pyrrole a I'aspect noir sont notamment adsorbés sur la silice et non désorbés par le
DCM. Apres filtration et plusieurs lavages de la silice avec CH,Cl,, la solution
restante est évaporée pour conduire a un solide violet foncé. Le produit est purifié

sur deux colonnes chromatographiques de silice successives (élutions: CH,Cl,/

éthanol, 97/3, et acétone/éthanol, 90/10, v/v). La masse de produit obtenue est de

490 mg sous forme d’une poudre violette.

Rendement : 20 %, Rf : 0,40 (5iO,, 4/96, EtOH/CH,Cl, v/v), RMN 'H (300 MHz)
(CDCL) : 8(ppm) -2,76 (s, 2 H, NH), 7,77 (s, 9 H, ArH), 8,22 (3, 6 H, ArH), 8,36, 8,52 (4
H, d, ArH, ] =8,2 Hz), 8,86 (m, 8 H, pyrrole-H), Masse : MS (MALDI-TOFMS) m/z :
658,1 Da, HPLC analytique : Ty (Cis, 5 mm, 250 x 4,6 mm) = 27 min, débit 1 mL/min,

gradient : MeOH/[H,0, 0,1 % TFA], 75/25 en 15 mn, puis 100 % MeOH, mp : 260°C.
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* 5-(4-carboxyphényl)-10,15,20-triphénylchlorine, TPC

200 mg de PICOOH (0,304 mmol), 283 mg (5 éq.) de p-
toluenesulfonylhydrazide (p-TSH, agent réducteur), 420 mg (10 €q.) de carbonate de
potassium anhydre et 20 mL de pyridine fraichement distillée sont mélangés dans un
tricol. La solution est placée sous agitation magnétique, chauffée a reflux a 107°C
sous courant d’azote durant 7 heures a 'abri de la lumiere. Toutes les heures, les
mémes quantités de p-TSH et de K,CO; qu’initialement, dilués dans 2 mL de
pyridine, sont ajoutées. Apres 7 ajouts successifs, la solution est laissée une nuit sous
agitation et a reflux.

30 mL d’acétate d’éthyle et 15 mL d’eau distillée sont ajoutés et la solution est
maintenue 1 heure a reflux a 90°C.

Une fois le mélange refroidi, la phase organique, acétate d’éthyle, est extraite et
lavée avec 40 mL d’acide chlorhydrique (10%), 40 mL d’eau distillée et 40 mL d’une
solution aqueuse saturée en Na,CO;. La phase organique est ensuite séchée sur

MgSO,. A ce stade de la synthese, le produit obtenu contient a la fois la chlorine et la

bactériochlorine, les deux produits de réduction. Une étape de ré-oxydation sélective
est donc obligatoire pour oxyder ainsi la bactériochlorine en chlorine. A la phase
organique, sont ajoutés 30 mg de tétrachloro-1,2-benzoquinone (o-chloranil).
L’ensemble est agité durant 15 min a température ambiante. On réédite 1’opération
jusqu’a disparition de la bande d’absorption caractéristique de la bactériochlorine a
~740 nm. Une fois la réaction terminée, la phase organique est lavée successivement
avec 40 mL d’eau distillée, 40 mL d’une solution aqueuse de NaOH a 0,1 M, 40 mL

d’une solution aqueuse saturée en NaHCO;. La phase organique est ensuite séchée
sur MgSO,, puis le solvant est évaporé.

Le produit est purifié par HPLC. L’échantillon solubilisé dans un minimum de
DMSO puis dispersé dans le méthanol et ensuite filtré sur des membranes en PTFE

de 0,2 um avant injection. Colonne: C;; phase inverse (5 pum, 150 x 21,2 mm),
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Gradient : 0-15 min, 75 % [MeOH] / 25 % [H,O, 0.1%TFA], 15-30 min, 100 % MeOH,
débit : 21 mL/min, t = 14-17 min. La masse de produit obtenue est de 40 mg sous

forme d"une poudre violette.

Rendement : 20%, Rf : 0,31(SiO,, CH,CL/EtOH, 96/4, v/v), RMN 'H (300 MHz)
(DMSO-dq) : 8(ppm) -1,76 et -1,78 (s, 2 H, NH), 4,20 (s, 4 H, CH,-CH, liaison réduite
de la chlorine), 7,77 (s, 9 H, ArH), 8,20 (s, 6 H, ArH), 8,31, 8,53 (4 H, m, ArH), 8,80 (m,
6 H, pyrrole-H), Masse : MS (MALDI-TOFMS) m/z : 660,1 Da.

* Synthése du dérivé succinimide de la TPC, TPC-NHS

50 mg de TPC (0,076 mmol) sont solubilisés dans 3 mL de DCM préalablement
distillé. 1,1 éq. de N-hydroxysuccinimide (NHS, 0,084 mmol, 9,7 mg) et 1,1 éq. N,N-
dicyclohexylcarbodiimide (DCC, 0,084 mmol, 17,3 mg) sont ajoutés. 2 éq. de 4-
diméthylaminopyridine sont ajoutés au milieu. La réaction est maintenue sous
atmosphere inerte, a 1'abri de la lumiére et a température ambiante pendant 4 h. La
réaction est suivie par CCM dans un éluant CH,Cl,/MeOH, 97/3, v/v.

Le produit de réaction est ensuite purifié sur colonne de silice avec un éluant a

CH,Cl,/MeOH, 97/3, v/v. Le premier produit est la TPC-NHS et est obtenu avec un
rendement de 85 %, 49 mg sous forme de poudre violette.

Rf = 0,9 CH,Cl,/MeOH, 97/3, v/v, RMN 'H (300 MHz) (CDCl,) : §(ppm) -1,50 (s,
1 H, NH), -1,36 (s, 1 H, NH), 3,00 (s, 4 H, NHS), 4,15 (m, 4 H, CH,-CH, liaison réduite
de la chlorine), 7,77 (m, 9 H, ArH), 8,22 (3, 6 H, ArH), 8,36, 8,52 (4 H, m, ArH), 8,86
(m, 6 H, pyrrole-H), Masse : MS (ESI) m/z : 758,30 Da.

* Peptide ATWLPPR protégé
La synthese peptidique sur support solide est effectuée a l'aide d'un

synthétiseur automatisé ResPepXL (Intavis AG) en stratégie Fmoc.
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La synthese est réalisée dans un réacteur de synthese, comportant un fritté,
contenant une résine insoluble. La résine commerciale (Novabiochem) utilisée est
une résine chlorotrityl, Fmoc-Arg(Pbf)-Trt, et est donnée avec un taux de greffage de
0,58 mmol de sites réactionnels pour 1 gramme de résine. Cela revient a utiliser 345
mg de résine par réacteur. La masse de chaque acide aminé a ajouter (3 éq.) est donné
dans le Tableau 17. Toutes les étapes de couplage et de déprotection se font dans la

N,N-diméthylformamide, DMF.

Tableau 17 : Quantités d’acides aminés a ajouter pour la synthése automatisée.

Acide aminé Formulation Masse a ajouter
Alanine Fmoc-NH-Ala-OH 1278 mg
Thréonine Fmoc-NH-Thr(tBu)-OH 1632 mg
Tryptophane Fmoc-NH-Trp(Boc)-OH 2162 mg
Leucine Fmoc-NH-Leu-OH 1451 mg
Proline Fmoc-NH-Pro-OH 2770 mg

Les quantités d’agent de couplage, de capping et de solvant de lavages sont

données dans le Tableau 18.

Tableau 18 : Quantités d’agents de couplage, de capping et de solvant de lavages a ajouter.

Masse ou volume de Volume de
Molécule Action
molécule DMF
HBTU Activateur 93¢ 40,6 mL
NMM Base 55 mL 6,8 mL
NMP Aide a la solubilisation 1 mL -
DCM Solvant de lavage 337 mL =
MeOH Solvant de lavage 145 mL -
Anhydride acétique Capping 3,7 mL 69 mL
Pipéridine Déprotection du Fmoc 28,8 mL 116 mL
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La pipéridine utilisée est a 20 % et 'anhydride acétique a 5 % en volumes dans
le DMF.

La résine en fin de synthese est séchée sous vide poussé durant 1 nuit. Le
peptide est clivé de son support solide par ajout d'un mélange d’acide acétique, de
trifluoroéthanol et de dichlorométhane, AcOH/TFE/DCM, 2/2/6, v/v/v, pendant 2 h.
Ce mélange permet de cliver le peptide du support solide sans déprotéger les chaines
latérales. La résine est lavée successivement 3 fois avec ce mélange, 3 fois avec du
méthanol puis 3 fois avec du DCM. La solution est évaporée sous vide en ajoutant
plusieurs fois de I'hexane afin d’éliminer un maximum d’acide acétique. Le produit
obtenu est ensuite lyophilisé puis redilué dans un mélange DMSO/ACN, 1/9, v/v
pour étre purifié par HPLC.

HPLC : Colonne Cy, 5 um (150 x 21,2 mm) (Varian Pursuit), gradient présenté

dans le Tableau 19, détection UV a 280 nm et fluorescence, A .. = 280 nm,

A em. = 350 nm. Pic majoritaire a 15,3 minutes.

Tableau 19 : Gradient d’élution pour la purification d’ATWLPPR protégé.

Temps (min) % ACN % [H20, 0,1 % TFA]
0 40 60
15 50 50
17 100 0
25 100 0

LC-MS : Colonne C18, 5 um (150 x 21,2 mm) (Varian Pursuit), gradient présenté
dans le Tableau 19, détection (Figure 147) UV a 280 nm, détection MS (ESI) : m/z

entre 1243 et 1253 ; m/z entre 620 et 630 nm.
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Figure 147 : Profil LC-MS d’ATWLPPR protégé, colonne Cis, 5um (250 x 10 mm), gradient en Tableau 3,
détections : UV a 280 nm (haut), MS (ESI) : m/z entre 1243 et 1253 (milieu) et m/z entre 620 et 630 (bas).

RMN: Les spectres RMN ont été effectués dans le DMSO-d6 et les

déplacements chimiques sont présentés dans le Tableau 20.

Tableau 20 : Déplacements chimiques des différents protons du peptide ATWLPPR protégé.

N-H o-H B-H v-H §-H Autres hydrogénes
Ala - 3,95 1,05;1,03 - - -
Thr 8,46 3,84 4,09 0,92 - tBu=1,12

Boc=1,64;5H=6,95;2H, 6H=16,97 ;
Trp 7,59 4,71 3,06 - -
7H=7,30;4H=7,53
Leu 7,91 4,53 1,38 1,48 0,85 -
Pro - 4,65 2,08;1,89 1,81 3,43 -
Pro - 4,45 2,02;1,78 1,92 3,61 -
e-NH =7,52

Arg 7,98 4,13 1,82;1,56 1,42 3,03

Pbf=1,31;1,41;2,14;2,20

* Peptide LWRPTPA protégé
La synthese de ce peptide se fait sur le méme synthétiseur que précédemment
avec les mémes parametres d’appareil et la méme méthode de synthese (seul

I’enchainement des acides aminés est modifié dans la méthode).
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La synthese est réalisée dans un réacteur de synthese, comportant un fritté,
pouvant contenant une résine insoluble. La résine commerciale (Novabiochem)
utilisée est une résine chlorotrityl, Fmoc-Ala-Trt, et est donnée avec un taux de
greffage de 0,68 mmol de sites de réactions pour 1 gramme de résine. Cela revient a
utiliser 294 mg de résine par réacteur (100 pmol). La masse de chaque acide aminé a
ajouter (3 éq.) est donné dans le Tableau 17. Toutes les étapes de synthese se font

dans le N,N-diméthylformamide, DMF.

Tableau 21 : Quantités d’acides aminés a ajouter pour la synthése automatisée.

Acide aminé Formulation Masse a ajouter
Arginine Fmoc-NH-Arg(Pbf)-OH 1332 mg
Thréonine Fmoc-NH-Thr(tBu)-OH 816 mg
Tryptophane Fmoc-NH-Trp(Boc)-OH 1081 mg
Leucine Fmoc-NH-Leu-OH 726 mg
Proline Fmoc-NH-Pro-OH 1385 mg

Les quantités d’agent de couplage, de capping et de solvant de lavages sont

données dans le Tableau 18.

Tableau 22 : Quantités d’agents de couplage, de capping et de solvant de lavages a ajouter.

Masse ou volume de Volume de
Molécule Action
molécule DMF
HBTU Activateur 4,7 ¢ 20,3 mL
NMM Base 2,8 mL 6,1 mL
NMP Aide a la solubilisation 0,51 mL -
DCM Solvant de lavage 170 mL =
MeOH Solvant de lavage 72,8 mL -
Anhydride acétique Capping 1,8 mL 36,2 mL
Pipéridine Déprotection du Fmoc 12 mL 60 mL
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La pipéridine utilisée est a 20 % et 'anhydride acétique a 5 % en volumes dans
le DMF.

La résine en fin de synthese est séchée sous vide poussé durant 1 nuit. Le
peptide est clivé de son support solide par ajout d'un mélange d’acide acétique, de
trifluoroéthanol et de dichlorométhane, AcOH/TFE/DCM, 2/2/6, v/v/v, pendant 2 h.
Ce mélange permet de cliver le peptide du support solide sans déprotéger les chaines
latérales. La résine est lavée successivement 3 fois avec ce mélange, 3 fois avec du
méthanol puis 3 fois avec du DCM. La solution est évaporée sous vide en ajoutant
plusieurs fois de I'hexane afin d’éliminer un maximum d’acide acétique. Le produit
obtenu est ensuite lyophilisé puis redilué dans un mélange DMSO/ACN, 1/9, v/v
pour étre purifié par HPLC.

HPLC : Colonne Cy, 5 um (150 x 10 mm) (Delta Pak), gradient voir Tableau 19,

détection UV a 280 nm (Figure 148). tx = 16,4 min (pic majoritaire LWRPTPA

protégé).
Tableau 23 : Gradient d’élution pour la purification d’ ATWLPPR protégé.
Temps (min) | % ACN % [H20, 5 % ACN]
0 5 95
25 70 30
30 70 30
35 5 95
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Figure 148 : Chromatogramme HPLC de LWRPTPA protégé brut. Détection UV a 280 nm.

RMN 'H : Les spectres RMN ont été effectués sur une RMN Bruker 300 MHz
par le service commun de RMN, dans le DMSO-d6 et les déplacements chimiques

sont présentés dans le Tableau 24.

Tableau 24 : Déplacements chimiques des différents protons du peptide LWRPTPA protégé.

N-H o-H B-H y-H 6-H Autres hydrogenes
Leu - 3,68 1,38 1,51 0,83 -
Boc=1,67;5H=6,98;2H,6H=6,97 ;7H=7,32 ;

Trp 7,89 4,66 3,06 ;2,99 - -

4H =758

eNH=7,17
Arg 8,09 4,23 1,80; 1,58 1,45 3,07
Pbf=1,34;1,42;2,14;2,25

Pro - 4,19 2,08;1,99 1,81 3,58 -
Thr 8,46 4,00 4,06 1,05 = tBu=1,11
Pro - 4,52 2,12;1,78 1,92 3,52 -
Ala 7,09 4,31 1,49 - - -

MS (ESI) : en injection directe du pic majoritaire obtenu en HPLC (Figure 147).
Caractérisation du pic de I'ion moléculaire M* a 1249 g/mol et de I'ion chargé (M +

2H)* am/z = 825.
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Figure 149 : Spectres de masses (ESI) du pic majoritaire (LWRPTPA protégé) ; gauche : (M + 2)/2 = 625
g/mol ; droite : pic de 'ion moléculaire a 1249 g/mol.

* NP-TPC-PEG - ATWLPPR
1,67 x 10® mol de nanoparticules NP-TPC-PEG sont dispersées dans 7 mL de
diméthylformamide (DMF). Les fonctions acides carboxyliques des PEG sont
activées par un mélange HOBt/HBTU (5 éq., 8,3 x 10 mol, 12 pg de HOBt, 5 éq., 8,3 x
108 mol, 32 ug de HBTU) en présence de DIEA (10 uL) pendant 10 min. 5 éq. de
peptide protégé sont ajoutés (8,3 x 10 mol, 105 ug) et la solution est laissée sous
agitation pendant 18 h a I’abri de la lumiere. Le DMF est éliminé au maximum par
évaporation puis 5 mL de TFA sont ajoutés et la réaction de déprotection des chaines
latérales du peptide est laissée pendant 2 h sous agitation et a 1’abri de la lumiere.
5mL d’eau sont ajoutés. La solution est évaporée au maximum afin d’éliminer le
TFA. Les étapes de purification afin d’éliminer les résidus de TFA, de DMF et de
produits n’ayant pas réagi sont les suivantes :
- Dialyse sur membrane 5 kDa en cellulose contre un mélange eau/TFA, 20/1
durant2 a3 h.
- Dialyse sur membrane 5 kDa en cellulose contre 1'eau ultra-pure durant 2 a
3h.
- 10 cycles d’ultrafiltrations (Vivaspin®, membrane cellulose 5 kDa) de 7

min a 3500 rpm
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Ces derniers cycles sont effectués afin d’assurer I'élimination des sous-produits

et pour reconcentrer I"échantillon.

* NP-TPC-DTPA - ATWLPPR et NP-TPC-DTPA - LWRPTPA

Les protocoles de couplage d’ATWLPPR et de LWRPTPA sur les
nanoparticules NP-TPC-DTPA sont identiques.

1,18 x 10® mol de nanoparticules NP-TPC-DTPA sont dispersées dans 5 mL
d’'un mélange eau/DMSQO, 2/1. Les fonctions acides carboxyliques des DTPA de
surface sont activées en par un mélange EDC/HBTU équimolaire (5 éq., 4,2 x 10 mol,
9 ug 'EDC, 5¢€q., 4,2 x 108 mol, 32 ug de HBTU) en présence de DIEA (10 pL)
pendant 10 min. 5 éq. de peptide protégé (ATWLPPR ou LWRPTPA) sont ajoutés
(4,2 x 10 mol, 105 pg) pendant 18 h sous agitation et a I’abri de la lumiere. Le DMSO
et ’eau sont éliminés au maximum par évaporation puis 5 mL de TFA sont ajoutés et
la réaction de déprotection des chaines latérales du peptide est laissée pendant 2 h
sous agitation et a 1’abri de la lumiere. Ensuite 5 mL d’eau sont ajoutés puis on
évapore au maximum afin d’éliminer du TFA. Les étapes de purification afin
d’éliminer les résidus de TFA, de DMF et de produits n’ayant pas réagi sont les
suivantes :

- Dialyse sur membrane 5 kDa en cellulose contre un mélange eau/TFA, 20/1
durant2 a3 h.

- Dialyse sur membrane 5 kDa en cellulose contre 1’eau ultra-pure durant 2 a
3h.

- 10 cycles d’ultrafiltrations (Vivaspin®, membrane cellulose 5 kDa) de 7
min a 3500 rpm

- Ces derniers cycles sont effectués afin d’assurer 1’élimination des sous-

produits et pour reconcentrer 1"échantillon.

271



* Peptide GPLGIAGQK

La synthese de ce peptide est effectuée sur le méme synthétiseur que celui
décrit précédemment. La résine utilisée est une résine Wang-Lys(Boc)-Fmoc (150 mg,
Novabiochem) a 0,67 sites de réaction par gramme de résine (100 pmol de sites de

réaction) et les quantités d’acides aminés sont résumées dans le Tableau 25.

Tableau 25 : Quantités d’acides aminés utilisées pour la synthése de GPLGIAGQK.

Acide aminé Formulation Masse a ajouter
Glutamine Fmoc-NH-GIn(Trt)-OH 224 mg
Glycine Fmoc-NH-Gly-OH 160 mg
Alanine Fmoc-NH-Ala-OH 58 mg
Isoleucine Fmoc-Ile-OH 75 mg
Proline Fmoc-NH-Pro-OH 69 mg

Apres synthese du peptide, la résine est séchée sous vide poussé pendant 1
nuit. Un prélevement de produit passé en LC-MS, en infusion directe (ESI) a permis
de confirmer la présence du peptide avec une masse de 839,49 Da. La RMN de
I’échantillon nous confirme que le produit synthétisé est bien GPLGIAGQK, dont les

déplacements chimiques sont présentés dans le Tableau 26.

Tableau 26 : Déplacements chimiques des différents protons du peptide GPLGIAGQK.

N-H o-H B-H v-H 8-H Autres hydrogeénes
Gly 433 38:38 : : . i
Pro 4,33 2,05;1,83 1,91 3,70 -
Leu 8,00 4,52 1,6;1,38 1,60 0,85
Gly - 3,8;3,8 - ) )
Ile - - - - -
Ala 8,01 4,33 1,17;1,15 8,01 4,33 -
Gly - 3,8;38 : : : _
Gln 8,23 4,31 2,14;1,97 2,37 ;2,35 O0NH,=7,23,6,77
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Ensuite 1'étape de greffage de la TPC-NHS sur le peptide sur support solide est

présentée ci-apres.

* TPC - GPLGIAGQK

4 mL de DCM sont introduit dans le réacteur contenant le peptide
GPLGIAGQK, puis 1,1 éq. de TPC-NHS sont introduits dans le réacteur (83,4 mg, 110
pumol) et 500 uL de triéthylamine. La réaction est laissée durant 14 h a I’abri de la
lumiere et sous agitation latérale.

Apres réaction, on élimine la TPC-NHS n’ayant pas réagie et on lave la résine 3
fois au DCM. La résine est ensuite séchée sous vide poussé durant 1 nuit puis on
clive le conjugué TPC-GPLGIAGQK de la résine en ajoutant 4 mL de TFA pendant 2
h. Ensuite, le produit obtenu est lyophilisé et en cours de purification par HPLC.

MS (ESI) : Pic de I'ion moléculaire m/z = 1483,9 Da (Figure 150).
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Figure 150 : Spectre de masse (ESI) du brut réactionnel. Pic de I’ion moléculaire a 1483,9 Da.
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* Synthése du Quencher de type caroténoide

Bromure de 4-carbométhoxybenzyl-triphénylphosphonium (2)

Dans un tricol inerté sous N, et surmonté d"un réfrigérant, 2,06 g de méthyl-o-
bromo-p-toluate (8,74 mmol) et 2,30 g de triphénylphosphine (8,74 mmol) sont dilués
dans 100 mL de toluéne sec et porté a reflux durant 2 h. Apres l’avoir laissé refroidir,
le mélange réactionnel est filtré sur fritté sous vide en lavant avec du toluene et on
récupere un solide blanc (m = 2,5 g). Le produit est obtenu avec 62 % de rendement.

RMN 1H (300 MHz) (CDCL;) : 8(ppm) 3,90 (s, 3 H, CH,), 5,71 (d, ?Jpy = 16 Hz,

2 H, CH,), 7,20-8,00 (m, 12 H, H,,)).

7’-Apo-7’-(4-carbométhoxyphenyl)-p-carotéene, Q-COOMe (4)

Dans un tricol inerté sous N, et équipé d’un réfrigérant, on place 1 g de 8 -apo-
B-caroténal (2,4 mmol), 50 mL de DMSO, 14 g de bromure de 4-
carbométhoxybenzyl-triphénylphosphonium (2,9 mmol) et 0,17 de NaOMe
(3,1 mmol). La suspension est chauffée a 80°C sous N,. Apres 16 h, une quantité
supplémentaire de bromure de 4-carbométhoxybenzyl-triphénylphosphonium (1,2 g,
2,4 mmol) et de NaOMe (130 mg, 2,4 mmol) sont ajoutées et le mélange réactionnel
est de nouveau agité a 80°C pendant 16 h. Le mélange réactionnel est jeté dans
800 mL de diéthyléther. La phase organique est lavée 6 fois avec 150 mL d’eau pour
enlever le DMSO, puis séchée sur MgSO,, concentrée sous vide pour fournir le
produit pur sous forme d’une poudre orangée-rouge apres recristallisation dans un
mélange CH,Cl,/méthanol (m=1,1 g).

Rendement : 85%, RMN "H (300 MHz) (CDCL,) : d(ppm) 1,03 (s, 6 H, CH,), 1,10-
1,80 (m, 6 H, CH,), 1,72 (s, 3 H, CH,), 1,98 (s, 9 H, CH,), 2,06 (s, 3 H, CH,), 6,10-7,00

(m, 14 H, Hy,,y1), 7,05 (d, 2 = 8,3 Hz, 2 H, Haryl) et 8,05 (d, Ju = 8,3 Hz, 2 H, H,y).
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7’-Apo-7’-(4-carboxy)-B-carotene, Q-COOH (5)

Dans un réacteur de Schlenk inerté sous N, on place 110 mg de l'ester
(0,2 mmol) dans 16 mL d’un mélange THF/MeOH 3:1. 2 mL d’une solution aqueuse
de KOH 10% sont ajoutés et le mélange réactionnel est placé sous agitation pendant
18 h a température ambiante. 10 mL d’un mélange chloroforme/HCI (pH 1-2) est
ajouté. La phase aqueuse est extraite au chloroforme jusqu’a extraction complete du
carotene. Les phases organiques combinées sont séchées sur MgSO, et concentrées
sous vide pour fournir le produit pur sous forme d'une poudre orangée-rouge apres
recristallisation dans un mélange DCM/éther de pétrole (m = 97 mg).

Rendement : 91%, RMN "H (300 MHz) (CDCL,) : §(ppm) 1,03 (s, 6 H, CH,), 1.40-
2,10 (m, 6 H, CH,), 1,72 (s, 3 H, CH,), 1,99 (s, 9 H, CHs), 2,06 (s, 3 H, CHs), 6,00-7,00

(m, 14 H, H,j,1), 7,40 (m, 2 H, Ha1) et 8,10 (m, 2 H, H,,,).
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Annexe

« Interdisciplinarité et

travail de these »

par Jean-Claude André
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Annexe « Interdisciplinarité et travail de

these », par Jean-Claude André3>8. 359,

Durant ce travail de these, j'ai été amené a discuter avec les permanents de
I'équipe PDT sur I'articulation entre recherche menée dans le cadre d’"une these, vue
pour une part importante sous forme de maitrise et d’approfondissements de
concepts et activité sur des « objets ». Cette derniere est par essence interdisciplinaire
et inter-partenariale et conduit a des approches apparemment disjointes et qui
peuvent faire débat. Jean Claude André en charge des aspects recherche socialement
responsable au CNRS-INSIS a accepté de me fournir quelques réflexions sur ce sujet,

réflexions présentées ci-apres.

Dans l'esprit, une these est une proposition ou une théorie que 1'on tient pour
vraie et que l'on soutient par une argumentation pour la défendre contre
d'éventuelles objections de natures diverses: originalit¢ de la problématique,
expérimentation, modele théorique, conclusions, etc. Il s’agit d’une proposition ou
d’une série de propositions que le candidat s'engage a soutenir publiquement dans
une université. Le travail doit étre présenté sous forme d'ouvrage, le manuscrit,
exposant une recherche scientifique normalement originale et ses résultats dans un
établissement d'enseignement supérieur habilité, soumis a soutenance publique
devant un jury pour l'obtention du grade de docteur (méme si, pour des raisons de
confidentialité, les personnes présentes seront amenées a signer une clause de non
communication a tiers d’informations issues de ce travail !).

Durant sa these, le doctorant mene un projet de recherche encadré par un

chercheur confirmé, le directeur de these, titulaire d'une habilitation. Dans les faits, le
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chercheur encadrant définit, avec le doctorant, le sujet de la these et discute avec lui
régulierement pour faire le point sur 'avancée de son projet et lui faire profiter de
son expérience. Cette situation ambigiie est aujourd’hui une nécessité a cause de
temporalités de plus en plus courtes et conduit a un travail individuel (la these)
menée dans un cadre collectif (I'équipe de recherche). Elle devient de plus en plus
complexe quand l'équipe est engagée dans des recherches intentionnelles, sur des
objets, recherches traduites en actions interdisciplinaires. Tel est le cas des travaux
sur la PDT associant de nombreuses disciplines pour I’action créative.

Or, la création scientifique n'est possible qu'avec la coopération de principes de
profusion, d'imagination, de désordre par rapport aux idées recues, et d'un principe
de rigueur, de méthode, de critique, de mise en ordre réglée, et ils doivent travailler
ensemble, ce qui ne va pas sans tensions. La conduite des projets interdisciplinaires
nécessite donc de vrais espaces de liberté pour 'action. Or, la médiation créatrice est
celle qui a pour but de susciter, entre des personnes ou des groupes, des liens qui
n'existaient pas entre eux auparavant, liens qui leur seront bénéfiques aux uns et aux
autres. D'un point de vue « tactique », pour qu'une opération menée sous forme de
projet soit productive dans une culture plutdt individualiste, il faut naturellement
que se rencontrent une vision et une capacité scientifique et technique pour passer a
I'action, un soutien de la hiérarchie, la maitrise du temps, avec une organisation
souple et flexible. L'art de la « combinaison » des compétences est un facteur
important pour le succes d'une opération de ce type en ce qu'elle autorise une
créativité dont les prémisses sont toujours tres fragiles et fugaces... Par ailleurs, plus
I'environnement d'un projet est incertain et turbulent, c'est a dire risqué, plus l'équipe
projet doit étre autonome en termes de processus, d'organisation et d'objectifs. Cette
situation «normale » investissant la complexité des systemes a étudier et/ou a créer
nécessite des équipes d'origines diverses pour permettre la concertation des points
de vue et l'expérimentation, en allant, chaque fois que c'est possible, jusqu'au

démonstrateur, seul susceptible de permettre par retour d'expérience des progres
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mesurables et I'émergence de verrous scientifiques généralement disciplinaires. Une
difficulté classique réside dans la non flexibilité des modes de pensée et d'action,
s'appuyant sur la seule logique déductive sans tenir compte des compromis
permettant (quand méme) le progres.

Dans un « silo » disciplinaire, chacun fonctionne dans sa culture, son marquage
social, son formatage culturel, sa perception d'une réalité complexe (réduction de la
traduction disciplinaire de cette perception), dans un cadre qui force a aller a
l'essentiel, c'est-a-dire a la « meilleure » production scientifique (donc, en général, au
quantitatif et a 'immeédiat). Par ailleurs, le contexte administrativo-financier actuel
peut limiter la prise de risque, le développement du dialogue dans l'unité de
recherche et, par ricochet, a reporter éventuellement a plus tard (pour le prochain
appel d'offre...) I'action a mener avec d'autres partenaires. Il est clair que certaines
tendances centrifuges, les nouvelles formes d'organisation de la recherche (de son
évaluation et de son financement) et des contraintes temporelles peuvent constituer
des facteurs susceptibles de limiter le dialogue disciplinaire et encore plus
interdisciplinaire. Un résultat net observable est une perte en créativité, une certaine
désocialisation, le renforcement de l'individualisme et des formes irréversibles de
« perte de mémoire ». Tel n'a pas été le cas dans l'activité centrée sur le theme de la
photothérapie dynamique pour différentes raisons :

- Des responsables plus séniors (des ainés compétents) volontaires et
enthousiastes pour l'action interdisciplinaire,

- Des soutiens financiers a linterdisciplinarité gagés par une production
scientifique conséquente,

- Un « réseautage » ouvert traduit par des activités partenariales diverses.

- Une équipe locale a masse critique suffisante pour étre un noyau de

dynamisme associant des représentants de trois unités de recherche.
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Pour que ¢a marche le besoin d'une volonté supérieure d’origine collective (du
moins en partie), I'accord de ceux qui sont entrainés dans une opération ou plusieurs
acteurs disciplinaires souhaitent travailler ensemble et un(des) « facilitateur(s) » est
une évidence qui n’a jamais été exprimée dans ce groupe parce que la confiance a
toujours été un ciment stimulant des travaux de recherche. Cette intelligence
collective est indispensable pour permettre l'identification des enjeux du projet
interdisciplinaire, réunir les acteurs concernés disposant des compétences adaptées,
pouvoir échanger avec eux, etc.

Or, d’'une maniere générale, toute l'expression politique de nombre de
responsables d'organismes de recherche scientifique vise le soutien a
l'interdisciplinarité, association susceptible, et cela est vérifiable, d'entrainer des
chercheurs dans des actions originales par rapprochement de domaines jusqu'ici trop
disjoints (méme si des problemes non résolus persistent). C'est une facon d'élargir la
créativité qui n'est plus uniquement verticale mais plus large. Ce besoin d'ouverture
correspond en partie a ce qui se passe dans la Société, ou tous les corps de savoirs
sont normalement convoqués en vue d'une fin (et en plus, il existe des regles
imposées). Le discours sur l'interdisciplinarité est donc considéré comme plutét une
bonne chose, car permettant d'entrainer certains dans des voies plus « profitables » a
la Société. Dans les faits, I'interdisciplinarité peut étre caractérisée par 1'exigence
d’une forme de commande (quelle que soit son origine). Elle se présente cependant
plutdt de maniere anti-culturelle dans le monde de la recherche comme l’'envers de
I'organisation scientifique du travail (OST) en disciplines reconnues avec une
recomposition collective. Et cette situation est également a prendre en compte dans
une theése visant a prouver la capacité du thésard a approfondir un certains nombre
de concepts scientifiques, plutét que de « papillonner » entre disciplines... entre

chimie, photophysique, biologie, etc.
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Hors discipline (avec son évaluation adaptée), ou est alors le salut ? ou se
retrouve ce pauvre thésard passionné par le travail des autres, la nécessité de
comprendre ce qu’ils font et pourquoi, et obligé en plus d’approfondir ses capacités
cognitives dans son domaine de compétences initial ? Or, c'est sur des bases plutdt
disciplinaires que se construit I'excellence scientifique, validée par les « pairs », ce qui
sous-tend des normes établies ou tacites qui sont peu ou prou imposées a celui qui se
forme par la recherche.

Apres avoir été instruit des différentes facettes des recherches PDT, il me
semble qu’il a été nécessaire a Pierre de prendre un peu de temps pour commencer a
réfléchir et a se poser des questions (en concertation avec son directeur de these):
Que faire ? Pourquoi entreprendre ce travail ? Quelles sont mes motivations ? Quels
sont mes points faibles et mes points forts me permettant d’orienter mon travail ?
Quelles sont mes chances d’apporter un petit plus a 1'édifice PDT qui se construit,
non seulement a Nancy, mais dans un cadre de compétition de plus en plus mondial,
etc. ? Il est difficile de reprendre ces différents items dans le mémoire qui illustre des
actes de création avec des périodes d’enthousiasme, de partage et aussi d’activités un
peu douloureuses dans la rédaction du présent document... Faire une these dans un
contexte de fusion interdisciplinaire c’est aussi « avaler », ingérer des concepts pour
I'approfondissement et pour l'ouverture, maitriser un jargon disciplinaire et
comprendre celui des autres, c’est aussi prendre le risque de ne pas faire avancer la
« science » dans la bonne direction...

Dans les sciences exactes disciplinaires, la these comporte une partie
bibliographique (étude des articles déja parus sur le sujet ou sur un sujet connexe) et
peut s'accompagner de la rédaction d'une revue de littérature, une partie réflexion
théorique et une partie réalisation : définition d'une problématique, établissement
d'un protocole, réalisation d'expériences. Cet enchainement peut étre plus ou moins
bien observé selon la nature des travaux de these (en termes d'innovation, de

domaine d'application, d'un penchant plutét théorique ou expérimental, etc.). Tel a
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été le fil conducteur lié a la rédaction du document soumis a l'évaluation. Or, et on
I'aura compris, l'isolement du thésard n’a été ni revendiqué, ni possible dans la
dynamique turbulente et enthousiaste qui I’a entouré (et peut-étre a laquelle il a un
peu contribué). Pour la rédaction du manuscrit il a donc été amené a réaliser un
élagage probablement douloureux pour se centrer sur une ligne directrice principale,
pour garantir, autant que faire se peut, I'équilibre entre concepts et démonstration.
Ce fil conducteur répond a un engagement responsable a I'intérieur d"un cadre
lié a I'obtention d'un diplome important. En dégageant dans un travail d’équipe ce
qui correspond a son activité personnelle, Pierre engagé dans l'action ne veut
certainement pas oublier tous ceux qui ont participé directement ou indirectement a
ce travail, ni mettre de coté les travaux des « autres » partenaires avec lesquels il a été
amené a intervenir. Ces éléments pour utiles qu’ils soient dans sa formation
personnelle ne peuvent pour les raisons exposées ci-dessus étre présentées dans ce

mémoire, et pourtant...
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Fonctionnalisation par des peptides de nanoparticules
hybrides multifonctionnelles pour la thérapie

photodynamique ciblant neuropiline-1

Le développement de la thérapie photodynamique s’oriente vers la conception de
photosensibilisateurs de 3éme génération, assemblages moléculaires adressés vers une cible
biologique spécifique. Les nanoparticules développées dans un cadre de cette these sont
constituées d'un coeur d’oxyde de gadolinium recouvert d’une couche de polysiloxane. Une
chlorine est couplée de fagon covalente dans cette couche de polysiloxane. Un surfactant
hydrophile recouvre la surface des nanoparticules afin de les rendre biocompatibles. Enfin,
les nanoparticules sont fonctionnalisées par le peptide ATWLPPR ciblant le récepteur
d’intérét neuropiline-1, surexprimé par les cellules endothéliales activées lors de
I'angiogenese tumorale. La stratégie est double : d'une part, il s'agit de traiter les lésions
cancéreuses par thérapie photodynamique, d’autre part d'asphyxier le tissu tumoral en
s'attaquant au réseau vasculaire qui l'alimente en nutriments et en oxygene. L'optimisation
de la nanoplate-forme a porté sur la taille du cceur d’oxyde de gadolinium pour une intensité
du signal IRM rehaussée, I'épaisseur de la coquille pour permettre la diffusion de I'oxygene
indispensable a la réaction photodynamique donc a I'efficacité thérapeutique, le choix et la
quantité d’'unités peptidique couplées pour une sélectivité maximale pour les tissus
tumoraux par rapport aux tissus sains.

Thérapie photodynamique, nanoparticule, adressage, peptide, IRM

Peptide functionalization of multifunctional hybrid
nanoparticles for photodynamic therapy targeting

neuropilin-1

The development of photodynamic therapy (PDT) is focused on the conception of 3+
generation of photosensitizers which are molecular constructs targeted to specific biological
receptors. The nanoparticles we have developed in this thesis are made of a gadolinium
oxide core, a polysiloxane shell in which are covalently entrapped chlorins. Hydrophilic
surfactants are grafted on the nanoparticles in order to make it biocompatible. Finally, the
nanoparticles are functionalized by ATWLPPR peptide to target neuropilin-1 which is over-
expressed on endothelial cells during tumoral angiogenesis. The aim of this strategy is both
to treat cancer lesion by photodynamic therapy and to asphyxiate the tumoral tissue by
destroying the vasculature that brings nutrients and oxygen to the tumor. The optimization
of the nanoplate-form has been done by modifying the size of the gadolinium core for the
best MRI signal, the size of the polysiloxane shell in order to let the oxygen diffuse in and out
of the nanoparticle, the type and the amount of peptides coupled to the surfactant for the
best selectivity for tumoral tissue compared to normal tissue.

Photodynamic therapy, nanoparticle, targeting, peptide, MRI
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