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Résumé :

L'angiogenése est une étape clef dans le procdsspeogression tumorale. Elle est caractérisée par
une surexpresssion d'un grand nombre de métalpestes matricielles (MMP). Parmis ces MMP,
les gélatinases (MMP-2 et MMP-9) sont connues pouer un rdle important dans lI'angiogenése
tumorale et la croissance de nombreux cancers’'Rlestodynamic Molecular BeacbiiPMB) sont

des constructions moléculaires qui peuvent éttsémis dans le traitement de cancers en assogiant u
photosensibilisateur (PS) de type chlorine et hibiteur d'états excités, aussi appediénchet, lies

par un peptide substrat des gélatinases afin dénha toxicité du PS dans les cellules non ciblées

de restaurer sa toxicité uniquement a proximitégddatinases. Nous avons donc cherché a déterminer
le couple PSjuencherpermettant la meilleure inhibition de la produntia’oxygene singulet,
principale source de la toxicité du PS, puis avegsthétisé une famille de PMB ciblant les
gélatinases. Différents peptides et bras espacenrdté utilisés pour évaluer l'influence de laatise
entre le PS et lguenchersur les propriétés photophysiques et I'activagiozymatique du PMB.

Mots-clés :Photodynamic Molecular Beacon (PMB), Métallopmé&ies Matricielles (MMP), FRET,
Ciblage.

Abstract :

Angiogenesis is a key step in the tumoral progoesgirocess. It is characterized by an over-
expression of a number of matrix metalloproteingb#dP). Among these MMPs, gelatinases (MMP-
2 and MMP-9) are known to play a critical role umor angiogenesis and the growth of many
cancers. Photodynamic Molecular Beacons (PMB) eatdsigned for cancer treatment by associating
a chlorin-like photosensitizer and a black holergner linked by a gelatinase substrate peptide with
the aim of silencing photosensitizer toxicity inna@argeted cells and restore its toxicity only in
surrounding gelatinases. We investigated the P8aiue pair allowing the best singlet oxygen
production inhibition, and then we synthesized aehdamily of PMB triggering gélatinases MMP-2
and MMP-9. Different lengths of peptide and spaeegse used in order to determinate the influence
of the distance between PS and quencher on the BMBophysical properties and enzymatic
activation.

Key words: Photodynamic Molecular Beacon (PMB), Matrix Meatalloteinases (MMP), FRET,
Targetting.
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Ta

TF

)

®r

AA

Ac
ADMDMA
ADN
ADNCc
ADPA
Ahx
Ala (A)
ALA
Alloc
AMM
Ang-1
Asp (D)
APC

Ar

ARC
ARN
Arg (R)
BBQ650
b-FGF

[Bmim]+

Oxygene singulet

Temps de vie de I'oxygéne singulet

Temps de vie de fluorescence

Rendement quantique d’oxygene singulet
Rendement quantique de fluorescence
Acide Aminé

Acétyle

Acide 9,10-anthracénediyl-bis-(méthylene)difanique
Acide désoxyribonucléique

Acide désoxyribonucléique cyclique

Acide 9,10-anthracenedipropionique disodique
Acide aminohexanoique

Alanine

Acide aminolévulinique

Allyloxycarbonyle

Autorisation de mise sur le marché
Angiopoietin-1

Acide aspartique

Activated Protein C

Aryle

Association pour la Recherche sur le Cancer
Acide ribonucléique

Arginine

BlackBerry Quencher

Basic Fibroblast Growth Factor

1-butyl-2-méthylimidazolium
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BHQ-3
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BPDMA
C.COOH
C,COOH
CA

Car-COOH

Black Hole Quencher3

Tert-Butyloxycarbonyle
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5-(4-carboxyphényl)-10,15,20-triphénylchlorine
5-(4-carboxyphényl)-10,15,20-tri (3-hydroxy)gmylchlorine
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Centre Alexis Vautrin
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Centre Internationale de Recherche sur le€an
Croisement Inter Systéme
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Domaine Cytoplasmique
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9-[2-(3-carboxy-9,10-diméthyl)anthryl]-6-hydxy-3H-xanthen-3-one
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Dégénérescence Maculaire Liée a I'’Age
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FGF
FGFR
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High Performance Liquid Chromatography
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High Resolution Liquid Chromatography Mass Speciopy
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m-THPP
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NMP
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Liquid Chromatography Mass Spectroscopy
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Low Density Lipoprotein

Leucine

Laboratoire Réactions et Génie des Procédés
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2-méthyl-2-butanol
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Méthyle

Méthanol

Méthanoate de sodium

Matrice Extra-Cellulaire
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OMS
ONG
P,COOH
P,COOH
Pbf
PBG

Pc
PDGF
PDGFR
PDT
PEDF
PEG
[PFe]
Ph

pH
PMB
Pro (P)
ProtolX
PpIX
PS
p-TSH
RASI-1
RCHO
Rf

RMN
RNH,

Organisation Mondiale de la Santé

Organisations Non Gouvernementales
5-(4-carboxyphényl)-10,15,20-triphénylporphgri
5-(4-carboxyphényl)-10,15,20-tri (3-hydroxy)gmylporphyrine
2,2,4,6,7-pentaméthyl-dihydrobenzofurane-3esiyle
Porphobilinogene

Phtalocyanine

Platelet-Derived Growth Factor

Platelet-Derived Growth Factor Receptor
Thérapie PhotodynamiguehotoDynamic Therapy
Pigment Epidelium-Derived Factor

PolyEthylene Glycol

Hexafluorophosphate

Phényle

Potentiel Hydrogéne

Photodynamic Molecular Beacon

Proline

Protoporphyrinogene IX

Protoporphyrine IX

Photosensibilisateur
para-toluenesulfonylhydrazine

Rheumatoid Arthritis Synovium Inflamed (MMP-19)
Aldéhyde

Rapport frontal

Résonance Magnétique Nucléaire
Amine primaire

Etat fondamental singulet

Premier état excité singulet
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SEM
SIDA
SOSG
SPPS
T

Th
TCSPC
TFA
TGFH
THF
Thr (T)
Tie-2
TIMP
™
T™MS
TNBSA
TNF-a
t-PA
TPC
TPP

tr

Trt

Trp (W)
u-PA
Urolll
uv
VEGF

n°Meétat excité singulet
Scanning Electron Microscopy
Syndrome de I'lmmunoDéficience Acquise
Singlet Oxygen Sensor Green

Synthése Peptidique sur Phase S@ulal(Phase Peptide Synthésis
Premier état excité triplet
n°Me état excité triplet
Time Correlated Single Photon Counting
Acide trifluoroacétique
Transforming Growth Factor - beta
Tétrahydrofurane
Thréonine
Tyrosine kinase with Immunoglobulin-like and EGkeldomains - 2
Tissue Inhibitors oMetalloProteinases
Domaine TransMembranaire
Triméthylsilane
Acide trinitrobenzénesulfonique
Tumor Necrosis Factor - alpha
Tissue-type Plasminogen Activator
Tétraphénylchlorine
Tétraphénylporphyrine
Temps de rétention
Trityle

Tryptophane
Urokinase-type Plasminogen Activator
Uroporphyrinogen I
Ultra-Violet

Vascular Endothelial Growth Factor
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VEGFR
Vn

VTP

Vascular Endothelial Growth Factor Receptor
Vitronectine
Vascular Targeted Photodynamic therapy

Benzyloxycarbonyle
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Introduction générale

Cette these se présente comme le fruit d’un travigtdisciplinaire dont la thématique
est la Thérapie Photodynamique (PDT) anticancéreuse PDT est une stratégie
thérapeutique anticancéreuse a visée curative iatpa, faisant intervenir une molécule
photosensible, activée par une lumiére de longdeunde appropriée et de I'oxygene. Cette
approche thérapeutique peut également étre empldgas d’autres domaines médicaux,
comme le traitement antibactérien, en dermatologie, ophtalmologie etc., mais ces

applications ne font pas partie du cadre de ceéteetet ne seront donc pas abordées.

La PDT est reconnue comme une modalité thérapeutajternative de certains
cancers. Cette méthode est basée sur l'activationedmolécule photosensible, appelée
« photosensibilisateur » (PS), par un rayonnememineux. Cette activation engendre la
production d’especes réactives de I'oxygene (aapgielées EROs, de l'anglais ROS:
Reactive Oxygen Spediedont le principal acteur est admis comme étamiygene singulet
(*0.), qui correspond & une espéce extrémement réattidéoxygéne, capable de réagir avec
de nombreux substrats biologiques et ainsi provouenort cellulaire. L'oxygene singulet
étant une espece tres réactive, seuls les tissus ltEnvironnement direct du PS sont
concernés, offrant ainsi une excellente résolutspatiale et une protection des tissus

n’incorporant pas le PS.

Malgré ses aspects attractifs, la PDT souffre d'emain nombre de limites, comme la
disponibilité de photosensibilisateurs sélectifauptes tissus cancéreux et, dans certaines
applications, la faible absorption des PS dan®ote zhérapeutique. La Recherche se tourne
donc vers I'élaboration de nouveaux composés plaptas a la réalité du traitement et aux
conditions cliniques, tout en S’'intéressant a lssime@trie, I'efficacité de ['excitation
lumineuse, la sélectivité du médicament enverdigssis ciblés, etc. Les stratégies de PDT
anticancéreuse s’orientent aujourd’hui vers latavdade molécules « hybrides », composées
d'un principe actif photoactivable et d'un vecteqermettant la reconnaissance biologique
(e.g.sucres, peptides, anticorps). Cette these s’indoric dans la poursuite de I'effort dans

I'élaboration de molécules utilisables pour la PDiglécules dont la toxicologie, ainsi que
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les propriétés physico-chimiques et photophysige@sespondent au cahier des charges

développé dans ce manuscrit.

La finalité stratégique suivie dans ce travail@létciblage et la destruction de la néo-
vascularisation tumorale afin de priver la tumeersds apports en oxygéne et en nutriments,
nécessaires a sa survie. Afin de parvenir a détrlar néo-vascularisation tumorale,
I'élaboration d’'une construction moléculaire appel@hotodynamic Molecular Beacon
(PMB), composée d'un PS associé a un inhibiteutatbéexcités, coupléga un marqueur
spécifique des tissus angiogéniques, a été réaltsPMB est « photophysiquement inactif »
la ou les marqueurs tumoraux spécifiques ne sanepprimés et ne pourra donc exprimer sa
toxicité qu’'au niveau des néo-vaisseaux tumoraetteCstratégie passe donc par la sélection
d’un vecteur biologique de I'angiogenese peu ougg@simé dans les tissus sains. Pour notre
étude, nous avons décidé d'utiliser les métallagpnaises matricielles (MMP), une famille
d’enzymes trés actives pendant la phase de crassamgiogénique. Parmi les MMPs, les
gélatinases (MMP-2 et MMP-9) sont connues pour freement exprimées dans les tissus

tumoraux et donc d’excellentes cibles thérapeusiquoair la PDT anti-vasculaire.

L’élaboration et I'étude photophysique et biologiqiiun PMB ciblant les MMP- 2 et
9 est un travail qui a demandé une collaboratiterdisciplinaire étroite, les qualités de cette
molécule étant liées a la chimie, a la photophysigua la biologie. Dans cette these, nous
avons élaboré une famille de PMB utilisant un usigphotosensibilisateur, la
tétraphénylchlorine (TPC), couplée a un inhibiteamssi appelé@uencher le BlackBerry
Quencher(BBQ650), reliés par des peptides substrats desPNMet -9 : les peptides H-
GPLGIAGQ-OH et H-PLGL-OH. Des caractérisations pipbtysiques ont été menées sur ces
PMB afin d’établir une relation entre la distanceRS et diquenchersur la qualité de I'effet

photodynamique, ainsi que l'activité biologiqued@que composé.

Afin d’'introduire les travaux de thése a propremeatler, ce manuscrit débute avec
une introduction globale sur le sujet. Le chapitrdraite de I'état de l'art en PDT
anticancéreuse et présente les principaux photibilesateurs existant en PDT aujourd’hui en
clinique et dans le domaine de la recherche. Leitrled! est consacré a I'oxygene singulet et
aux molecular beaconsUne revue (Verhilleet al, Current Medicinal Chemistry2010)

concernant la régulation de la production d’oxygsingulet en PDT conclut cette partie.
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Le chapitre Il relate I'élaboration rationnelleud PMB intégrant notre stratégie en
VTP. Dans ce chapitre, nous discutons du choixaliple photosensibilisateguencheydes
synthéses et des études photophysiques des adteBMB ainsi que les différentes stratégies
de couplage de ces entités sur le peptide. Pamsnstcatégies de couplage, nous détaillerons
une approche originale €laborée avec I'équipe LRIEFENSAIA, a savoir la tentative de
couplage enzymatique dyuenchersur le peptide. Ces études préliminaires ont peihei
mieux appréhender I'effet des constituants du PM@en connaitre les limites. Cette étude a
servi de base pour définir une stratégie globale di€laborer une nouvelle famille de PMB
décrite dans le chapitre IV. Celui-ci est consaxri&laboration et de I'étude approfondie
d’'une série de composés faisant intervenir la TPIE BBQ650, reliévia des peptides et des
bras espaceurs de différentes tailles, permettaudier I'efficacité de l'effet PDT en
fonction de la distance TPC/BBQ650. Ces travaux faijet d’'une publication (acceptée
dans Current Medicinal Chemist)y et sont donc présentés comme tels. Néanmoins
l'introduction, la discussion et la conclusion sqgmbposées en francais a la suite du

document.

Enfin, la conclusion de ce manuscrit a pour objeltditirer un bilan de cette étude et
propose des ouvertures quant a la poursuite detproj

Une coopération aussi étroite entre différents raloires autour d’'une thématique
interdisciplinaire nécessite l'intervention et langpétence de nombreux partenaires. Les
tableaux suivants décrivent et énoncent I'« éq#pd » de Nancy, ainsi que les principaux
collaborateurs ayant participé a ce projet.
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Chapitre | : Etat de l'art

|. La Thérapie PhotoDynamique (PDT) anticancéreuse

Le cancer est une maladie caractérisée par lafgmaiion anarchique de cellules au
sein d'un tissu normal de l'organisme. Le canceueserme général pour décrire la division
incontrélée de certaines cellules du corps humées nouvelles cellules résultantes peuvent
former une tumeur maligne (néoplasme) ou se propadeavers le corps (métastases). En
2008, le cancer était la cause de 7,8 millions élees, soit 13% de la mortalité mondiale
(derniers chiffres de 'OMS). Le cancer touche aisdement les pays industrialisés (figure

1-1), mais 70% des déces dus au cancer touchguayssa revenus faibles ou intermédiaires.

W <793 <892 <1014 W <1149 W <1852

Figure 1-1 : Carte du monde sur I'estimation du nombre de maladie

cancer par pays (tous cancers, tous sexes, tous)ager 100000
habitants. Source : GLOBOCAN 2008 de 'OMS.

La Thérapie PhotoDynanique (ou PDT pour l'angRtistoDynamic Therapyest une
des méthodes de traitement du cancer. Le prindipé&aitement correspond a I'utilisation

conjointe d'une molécule appelée « photosensitelisa> et d'une lumiére de longueur d'onde
appropriée, en présence d'oxygene.
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Le cancer est aujourd’hui au centre des préocaummtiiu grand public, il bénéficie
donc d'une forte mobilisation des acteurs médicai,la recherche et des ONG. Les
principales organisations de lutte contre le carodfrance et dans le monde sont :

« La Ligue

« ARC (Association pour la Recherche sur le Cancer)

« UNICANCER

« OMS (Organisation Mondiale de la Santé€) dont lanbih@ cancer se nomme le CIRC

(Centre Internationale de Recherche sur le Cancer)

I.1. Le cancer

1.1.1. Bref historique

Si le cancer touche toutes les populations et liEgigges, il a également sévi de tous
temps {, 2). Les premiers textes traitant du cancer remorédintiquité et quelques types
de tumeurs ont été retrouvés dans des os datdatpiéhistoire. Le cancer a donc toujours
fait partie de nos vies, mais ce n’est que depuisilieu du XX siécle gu’il est devenu le

centre des préoccupations du corps médical etlsocia

On trouve des écrits relatifs au cancer dans tolges premiéeres civilisations
méditerranéennes (Egypte, Mésopotamie, Perse)VAsiécle avant Jésus-Christ, Hippocrate
donne la premiere définition de ce mal sous le demnx carcinome » ou de « sqi(h)rre », que
le latin traduira par « cancer ». Des descriptiplus tardives I'appelleront « tumeur dure »,
« non inflammatoire », « avec tendance a la réeiéiva la généralisation, amenant une issue
fatale ». Au § siécle aprés J.C., Galien reporte que les tumétaignt dues a un exces
d'humeur, ou de bile noire, qui se solidifiait daegtaines parties du corps.

Au XVI¢ siécle de notre ére, Ambroise Paré relie la folonatle métastases a des
manifestations de I'humeur noire. Entre le XVéit le XIX® siécle, Sennert affirme que le

cancer est contagieux, ce qui aura pour conséquienctision des cancéreux. En réponse, le
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chanoine Godinot fonde en 1740 un « hopital desé@@s », a Reims, destiné a « recueillir

les cancéreux pour soulager leurs miseres physgjuasrales »1).

C’est a partir du XVfi siécle que le corps scientifique commence a se taie idée
plus précise du cancer. L'emploi du microscope ietobie marque un tournant décisif dans
la compréhension de sa biologie et de sa strucApees bien des théories, il devient la
maladie des cellules, et I'on introduit le concdptmutation cellulaire, ce qui permettra aux

meédecins et aux chirurgiens de traiter avec plafidacité les malades du canciy2).
1.1.2. Généralités sur le cancer

I.1.2.a. Définition générale

Le cancer désigne une multiplication et une prdiién anormale de certaines
cellules. Presque tous les tissus de notre organpeuvent étre affectés par ce déreglement
dont les causes, les évolutions et les conségqusnoesres diverses.

Une cellule dite normale a un cycle de vie bieninléEomprenant sa mort
programmeée : I'apoptose. Une série de mutationgtggres d’au moins une cellule est a
I'origine du processus de cancérisation : la celli#veloppe une insensibilité a I'apoptose et
n’'est plus capable de réparer cette erreur sur NAEn fonction du type de cellule dans
laquelle s’est produite la premiere transformatites, cancers vont étre dits lymphomes,
carcinomes ou sarcomes. Par la suite, la premihelec maligne va se diviser, formant la
tumeur primaire. Les cellules cancéreuses ne payplas rentrer en apoptose « normale », il

en résulte une croissance non régulée de la massedle (figure 1-2).
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Cellule normale : d Cellule aux génes altérés
Vérification de I’ADN Vérification non opérationnelle
Cellule réparable Cellule Pas de réparation

non réparable

' ! l

Division cellulaire Apoptose Division cellulaire cancéreuse

normale

Figure 1-2 : Schéma simplifié de la différentiation cellulairatre une
cellule saine et une cellule cancéreuse. SourdeRC.

Il est admis qu’une tumeur ne peut se développge sei-dela de 2 minLe manque
d’accés a I'oxygene et aux nutriments ambiantst ks suffisant pour que la tumeur croisse
de maniére indépendante. La tumeur rentre en hgp&@ette hypoxie va étre accompagnée
par la sécrétion de messagers chimiques induisafdrination de néo-vaisseaux tumoraux

dans le but d’accéder a I'oxygéne et aux nutrimdatk circulation sanguine générade4).

Le développement tumoral s’accompagne finalemera geoduction de métastases, a
savoir la croissance de la tumeur a distance dent@ur primaire. Des cellules vont en effet
se décrocher de la masse tumorale pour se logsrdiantres organes et initier une tumeur
secondaire. Différentes métastases existent, dédpemincipalement du mode de drainage
veineux de l'organe atteint par la tumeur. Ce sthdprocessus de cancérisation correspond a

un cancer généralisée.

1.1.2.b. Guérir du cancer

Pendant longtemps, la seule méthode utilisée po@rirgdu cancer était I'ablation de
la tumeur. L’intervention chirurgicale a néanmoims frein : elle n'est efficace que si le

cancer évolue lentement, comme le cancer du seineyample. La chirurgie est donc
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inefficace dans le cas de la formation de métastasest pour cela gu’aujourd’hui la

chirurgie est souvent accompagnée de traitementplémentaires.

Les principales méthodes utilisées aujourd’hui sont

- Laradiothérapie : ce traitement consiste en l'utilisation de ragydhcontre la tumeur
afin de détruire son capital génétique et d’empéshereproduction. Elle peut étre
utilisée avant la chirurgie pour réduire la tadie la tumeur ou apres pour détruire les
cellules ayant échappé a I'exérese.

- La chimiothérapie: il s’agit de la prise de substances chimiothéusigues
fonctionnant majoritairement par arrét de la mito§&es meédicaments ciblent
préférentiellement les cellules se divisant rapieein ils sont donc peu sélectifs des
cellules néoplasiques et touchent également ledexkaines.

- L'immunothérapie : les défenses immunitaires sont renforcées afinpdevoir
combattre plus efficacement les tumeurs malignes.

« L’hormonothérapie : dans les cancers hormono-dépendants, la survida et
prolifération cellulaire sont maintenues par desrfanes. Il s’agit donc de priver les
cellules tumorales de cette influence hormonale.

- Le traitement anti-angiogénique: ce traitement est basé sur I'inhibition desdacs

de croissance des néo-vaisseaux tumoraux, rak@ntissngiogenése.

D’autres méthodes existent encore (les thérapibeas, la thérapie génique, la
chimiothérapie métronomique, le curithérapie, l'esgthermie, etc.) mais sont soit peu
connues, soit peu encore utilisées. C’est le cémmmuoent de ldhérapie photodynamique,

qui sera I'objet de la suite de ce chapitre.
1.1.3. L’'angiogenése tumorale

1.1.3.a. Définition

L'angiogenése est définie comme la formation déseau de nouveaux capillaires
sanguins a partir d'un réseau vasculaire préexidtdla intervient lors de différents processus
de remodelage du réseau vasculaire comme le d@estognt embryonnaire, la régénération
de l'utérus §), la cicatrisation ou encore l'adaptation muscelai I'effort physique6), mais

elle intervient également lors du développement céetaines maladies, telles que la
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dégénérescence maculaire liée a I'age (DMLA), leosae de Kaposi, I'arthrite rhumatoide, le
psoriasis, I'obésité, la maladie d'Alzheim&) €t le cancer§). C'est donc un mécanisme
physiologique indispensable et hautement rédl)lé (

Les cellules endothéliales tapissent l'intérieus gaisseaux sanguins et constituent
I'endothélium vasculaire tumoral. Une face desuted| la face luminale, est en contact avec
le sang, alors que l'autre face est en contact Evkane basale, principalement constituée de
collagéne. Dans la vie adulte normale, les celldeslothéliales ont une vitesse de
renouvellement tres lente, de I'ordre de 1000 jaDrsdit que l'arbre vasculaire est quiescent.
Les facteurs pro-angiogéniques et anti-angiogésigoat en équilibre et empéchent ainsi la
prolifération des cellules endothéliales. Or, lediionnement normal d'un tissu est dépendant
de sa capacité a s'alimenter en oxygene. Commeaneétprecédemment, Folkmanal. ont
démontré que les tumeurs pouvaient s'étendre indépement jusqu'a 1 ou 2 mintimite de
diffusion de l'oxygéne, des nutriments et d'élitiora des déchets métaboliquek)) On
appelle cette phada phase dormanteu avasculaire Au-dela de cette taille, les tumeurs ont
besoin de s'alimenter en oxygéne et en nutrim@atane néo-vascularisation. Il y a rupture
de l'équilibre entre activation et inhibition dangiogeneése et sécrétion de facteurs pro-
angiogeéniques, c'est keswitch » angiogéniqu&ll). La figure 1-3 illustre le processus de

néo-vascularisation tumorale.

1. Production du VEGF 2. Croissance des néo-vaisseaux 3. Croissance tumorale

Figure 1-3 : Schéma du processus de néo-vascularisation tumdréle :
(12).
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[.1.3.b. Le mécanisme angiogénique

Le mécanisme angiogenique peut étre divisé enquusitapes (figure 1-4)3) :

- L’initiation ou bourgeonnement : activation des ldels endothéliales suite a
l'induction d'un régulateur positif.

- Dégradation de la lame basale et de la matricaeeitulaire (MEC).

- Migration des cellules endothéliales dans la MECd@ection du stimulus, puis
formation d'un bourgeon capillaire.

« Prolifération des cellules endothéliales.

- Reconstitution de la lame basale afin de permddgtreonctionnalité des tubules et

d'étre capable d'assurer un flux sanguin.

Etape 1 : Sécrétion de facteurs pro-angiogéniques (VEGF, bFGF)
Initiation par les cellules tumorales et les macrophages, induite par

I"hypoxie ou I"acidose, notamment

Lame basale

Etape2 : Péricytes

L . > Rile des MMP,
Dégradation de — e ey = u-l;’: L:PA
la membrane | — ] — _7' A — ] — ) —] :
basale Cellules endothéliales

A\ . 4
Etape 3 : RO Role des MMP,
Migration des cARY o u-PA. t-PA
cellules e T J \ '-_---? e = VF&?% et '
endothéliales [ — — ey saae s ) VEGFRs
Etaped : -l! !!
Prolifération des || Réle du VEGF
cellules | &) | e :
. — - et VEGFRs
endothéliales - - J. | - -—
T — ;__— A_ ~ \_'_L- — | w—

Etape s : P B 5 ;

ape > Id e Réle du PDGF,
Remodelage » ' | 1 TGFB, Ang-1 et
vasculaire | = 1 Tie 2

- -y '\ - -
[ — — NS — | —

Figure 1-4 : Etapes de l'angiogenese tumorale. Réf. : (10). Aatitns
francaises tirées de la these de Loraine Tirand.(14

Ces différentes étapes dans la construction desvaiéseaux tumoraux sont assurées
par de nombreux facteurs angiogéniques tels quéaseular Endothelial Growth Factor
(VEGF), lesFibroblast Growth Factors(FGF), les angiopoiétines, les inhibiteurs et les

activateurs du plasminogene, les intégrire@; et les métalloprotéinases matricielles
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(MMPs). La figure 1-5 récapitule lintervention @ertaines de ces biomolécules durant

l'angiogenese.

Inhibiteurs endogénes :

Anglostatine —

Endostatine
PEDF

Facteurs de croissance :

VEGF
i Tli\lF; Protéases :
. MMPs
Cellules endothéliales PDGF Tumeur i
uPA
Cathépsines

¥ 2

Intégrines ot [+ i

PDGFR

FGFR

Figure 1-5: Les principaux acteurs de lI'angiogenese tumoraleDP :

Pigment Epithelium-Derived Factor ; VEGF : Vascul&ndothelial
Growth Factor ; VEGFR : Vascular Endothelial Growlactor Receptor
; TNF-a: Tumor Necrosis Factor ; FGF : Fibrobla§rowth Factor ;
FGFR : Fibroblast Growth Factor Receptor ; PDGF laelet-Derived
Growth Factor ; PDGFR : Platelet-Derived Growth Rac Receptor ;
uPA : urokinase-type Plasminogen Activator.

I.1.4. R6le des MMPs dans I'angiogenese tumorale

La MEC est un réseau complexe de macromoléculesabtegp d'influencer
profondément la fonction cellulaire et l'architaetutissulaire. De nombreux processus
biologiques sont dépendants des interactions aaeMHEC, tels que la migration et la
différentiation cellulaire, la morphogenese etdenodelage tissulaire. Durant I'angiogenése,
la dégradation de la MEC afin de permettre la ntignacellulaire est assurée par une famille
d'endopeptidases : les métalloprotéinases matesjelou MMPs (de I'anglaigVatrix

MetalloProteinases

30



I.1.4.a. La famille des métalloprotéinases matties

Les MMPs forment une famille d’endopeptidases zidpendantes qui interviennent
dans difféerents types de processus cellulaires @men développement d’organes,
l'ovulation, l'implantation du feetus dans l'utéruBembryogeneése, et I'angiogenéesEs),
Leur activité principale est de dégrader la mategtracellulaire, elles ont donc une activité
peptidase extrémement sélective. Elles sont activesl neutre et nécessitent la présence

d’ions C&"* pour une meilleure efficacité.

Vingt-six MMPs humaines sont connues et classifé&eg$onction de leur spécificité.
Elles peuvent étre classées en deux groupes : MBd\kecrétees et les MMPs associées a la
membrane (MT-MMPs). Les MT-MMPs sont caractériggmsun domaine transmembranaire
et intracellulaire supplémentaires. Les MMPs séetsont classifiées sur la base de la
spécificité et I'nomologie de leurs substrét6)( elles comprennent les collagénases (MMP-1,
MMP-8, MMP-13, MMP-18), les gélatinases (gélatindseMMP-2, gélatinase B : MMP-9),
les stromélysines (stromélysine-1: MMP-3, stroreilg-2 : MMP-10, stromélysine-3 :
MMP-11) et les autres MMPs (matrilysine : MMP-7, NVIMP...) (17). Le tableau 1-1
présente la classification de ces enzym@@s (

Tableau 1-1 :Classification des MMPs. Réf. : (17).

MMP-1 Collagénases Collagénase-1

MMP-8 Collagénase neutrophile
MMP-13 Collagénase-3

MMP-18 Collagénase-4

MMP-2 Gélatinases Gélatinase-A

MMP-9 Gélatinase-B

MMP-3 Stromélysines Stromélysine-1

MMP-10 Stromélysine-2

MMP-11 Stromélysine-3

MMP-27 Homologie a la stromélysine-2 (51,6%)
MMP-7 Matrilysines Matrilysine

MMP-26 Matrilysine-2
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Tableau 1-1 (suite)

MMP-14 MT-MMP (membrane type MT1-MMP

MMP-15 MT2-MMP

MMP-16 MT3-MMP

MMP-17 MT4-MMP

MMP-24 MT5-MMP

MMP-25 MT6-MMP

MMP-12 Autres enzymes Métalloélastase du macrophage
MMP-19 RASI 1

MMP-20 Enamelysine

MMP-21 MMP identifiée sur le chromosome 1
MMP-22 MMP identifiée sur le chromosome 1
MMP-23 De I’ADNCc ovarien

MMP-28 Epilysine

MMP-29 -

Les MMPs sont régulées par des hormones, des factdel croissance et des
cytokines. Leur activité est, quant a elle, strimtat contrélée par des inhibiteurs endogenes
de MMPs (MMPIs) ainsi que des inhibiteurs tiss@aide MMPs (TIMPS).

Les structures des MMPs différent, mais trois domsisont conservés. La figure 1-6
représente les structures des différentes MMPs. NLEK¥s peuvent étre divisées en huit
groupes structuraux distincts, dont cing correspah@ des MMPs sécrétées et trois a des
MMPs membranaires. Pour les MMPs sécrétées, le idenmainimal contient une séquence
signal au niveau de I'amine terminale (Pre) quidegge vers le réticulum endoplasmique, un
pro-peptide (Pro), comprenant un groupement thiigragissant avec le zinc qui les maintient
sous forme de zymogenes inactifs, et un domainalytigiue (Cat) comprenant un site
coordiné & un zinc (Z#). En plus des domaines rencontrés dans le donminienal des
MMPs, certaines MMPs ont un domaindnemopexin-like> qui fait office d’intermédiaire
avec les inhibiteurs tissulaires des métalloprat@s, certaines molécules transmembranaires
et certains substrats protéiques. Ce domairemopexin-like> est relié au domaine
catalytique par une charniere peptidique et la prmmet la derniere des quatre répétitions

dans le domaine kemopexin-like> sont liéesvia un pont disulfure (S-S). Les gélatinases
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contiennent des séquences apparentées a la fiirendes MMPs sécrétées activées par une

furine contiennent un motif de reconnaissance gwatéinases intracellulaire (Fu) entre le

pro-peptide et le domaine catalytique permettafdactivation intracellulaire par ces

protéinases. Ce motif est également rencontré temdMMPs contenant des séquences

apparentées a la vitronectine (Vn) et les MMPs nramdires. Les MT-MMPs incluent les

MMPs transmembranaires ayant un domaine transmebea(TM) et un tres petit domaine
cytoplasmique (CP), et les MMPs attachées au gjypbssphatidylinositol (GPI). La MMP-
23 représente un troisieme type de MMP membrariile est caractérisée par sonysteine

array » (CA) et son domaine immunoglobuline (I@38).

7.26 Pre Pro Cat (7

L3810, S Domaine « hemopexin-like »
12.13. 18. Pre = Pro  Cat >

19.20.27 S 5

953

~d

D

3 2.9

9 S S

o

% Fibronectine
21 Pre Pro u Cat o> ! !
11.28 Pre Pro u Cat "V o> ' '

7 14,15,

5 .

g 16. 24

g

I

=

5 |17.25

=

o

% 23 Pre | Pro u Cat oD Ca Ig

Figure 1-6 : Structures des différentes MMPs. Pre : séquencaakig
Pro : pro-peptide. Cat: domaine catalytique.?Zn zinc. Fu : site de
reconnaissance de furine. Vn: motifs de vibromectiTM : domaine
transmembranaire. CP: domaine cytoplasmique. GPI :
glycosylphosphatidylinositol. CA : Cysteine arrdy.. immunoglobuline.
Le domaine catalytique est lié au domaine « heningie » (en bleu
foncé) par une région charniére (en rouge).
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Les MMPs sont initialement synthétisées sous fodeazymes inactives (appelées
zymogene ou proenzyme) en raison de la présenaoihaine pro-peptidique bloguant le
domaine catalytique. Leur activation peut se faie I'action de protéinases, @u vitro par
activation chimique. Ces agents interviennent 'satelaction entre le groupement thiol porté
par le pro-peptide et le zinc du domaine catalgidLa rupture de cette interaction s’appelle

le «cysteine switck» (19, 20) et provoque l'activation de la MMP.

.1.4.b. Les MMPs et le cancer

L’expression de nombreuses MMPs a été démontréeneoétant surexprimée dans
presque tous les types de cancer et est souvardie@ssvec un stade précoce, avance, invasif
et métastatique du cancer8( 21). L'expression des MMPs, soit par les cellules duaes
elles-mémes, soit par les cellules stromales ennantes, participe au remodelage de la MEC
et stimule le relargage des facteurs de croissamseraux. Ceci a pour conséquence de créer

un micro-environnement favorable au développemenadumeur primaire.

Les MMPs sont aujourd’hui utilisées comme marquéunsoraux a différents stades
de progression. Leur implication dans les diffésetypes de cancers est résumée dans le
tableau 1-242).

Tableau 1-2 :Exemples d’expressions de MMPs dans différentsecanc

Cellules leucémiques de

MMP-2 Positif 23)
la moelle osseuse
MMP-2 Cellules tumorales Positif 249
MMP-2 Cellules tumorales Positif (25
MMP-11 Cellules tumorales Elevé (26)
MMP-2 Cellules tumorales Elevé 27
MMP-1 Cellules tumorales Positif (29
MMP-2 Sérum Elevé (29
MMP-9 Cellules tumorales Elevé (30
MMP-9 Sérum Elevé (31
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Tableau 1-2 (suite)

MMP-1 Cellules tumorales Positif (32
MMP-2 Cellules tumorales Positif (33
MMP-2 Cellules tumorales Elevé (39
MMP-2 Cellules tumorales Elevé (35
MMP-9 Cellules tumorales Elevé (39
MT1-MMP  Cellules tumorales/sainesatio > 4,8 (36)
MT1-MMP Tumeur/stroma Positif (37)
MT1-MMP Cellules tumorales Elevé 3%
MMP-9 Cellules tumorales Positif 39
MMP-2, -9 Cellules tumorales Elevé 4Q)
MMP-9 Sérum Elevé 42)
MMP-3, -11, .

MT1-MMP Cellules tumorales Positif 4p)
MMP-2 Cellules tumorales Elevé (43
MMP-2, -9 Cellules tumorales Bas (449
MMP-9 Cellules tumorales Positif (45)
MMP-1 Cellules tumorales Positif (46)
MMP-1 Cellules tumorales Elevé (47
MMP-7 Cellules tumorales Elevé (48
MMP-13 Cellules tumorales Elevé (49
MMP-2 Cellules tumorales Elevé (50
MMP-9 Cellules tumorales Elevé (51
MMP-1 Cellules tumorales Positif (52
MMP-7 Cellules tumorales Positif (53

Des taux élevés de certaines MMPs circulantes pewl@nc étre détectés dans les
cellules tumorales ou le sérum de patients attelateancers avancés. Ces MMPs peuvent
servir d’indicateurs pour un pronostic cancéreuxsnégialement de cible thérapeutique, soit
par inhibition de ces MMPs, soit par utilisationlder activité peptidase.

.1.4.c. Les MMP-2 et -9

Les MMPs -2 et -9 sont appelées les gélatinase-gékttinase-B respectivement et
font partie des MMPs les mieux caractérisées. Blbed connues pour jouer un réle important

dans la dégradation de la MEC et sont donc desuwarg importants de I'angiogenése.
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Leurs structures different des autres MMPs parésgnce d’inserts de fibronectines
dans leur domaine catalytique (voir figure 1-6)s MMP-2 (Gélatinase A, 72 kDa) et MMP-
9 (Gélatinase B, 92 kDa) sont tres similaires, thmts leur configuration structurelle que dans
leurs propriétés de reconnaissance de substrateli3e elles partagent de nombreuses
caractéristiques en ce qui concerne les mécanidiaetivation et de régulation (tableau 1-3).
Les MMP-2 et -9 doivent étre localisées sur desptaurs de la surface cellulaire spécifiques

pour étre activées.

Tableau 1-3 :Caractéristiques générales des gélatinases. R&#l):

MMP-2 MMP-9
e R Gélatine, collagénes
Gélatine, colla}gen_es de type |, IV, V, de type I, IV, V,
élastine A
élastine
72 kDa 92 kDa
64 kDa, 62 kDa 82 kDa, 67 kDa

MT1-MMP, collagene de type I,
lipopolysaccharide, facteur de croissanc

hépatocytaire, thrombine, protéine C FICHEEEES & S

activée
TIMP-2 TIMP-1
Constitutive Inductible

Les gélatinases dégradent plusieurs types de éokagnotamment le type IV des
membranes basales. Les trois répétitions de filotomeetype 1l du domaine catalytique des
gélatinases conferent de plus aux gélatinases apa&cité a dégrader le collagene dénaturé

(gélatine), d’ou leur nom.

La dégradation de la MEC est considérée comme tage éessentielle dans la
croissance invasive et la formation de métastdse8MP-2 est capable de cliver les triples
hélices de collagene de type |, Il, et lll au nivebune liaison peptidique H-Gly-Leu-OH de

la séquence largement reconnue par les MMPs : Iydrdeucyl-glycyl-L-leucine 64).
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Alors que les cellules endothéliales migrent pehdatte phase initiale de I'angiogenése, les

gélatinases sont successivement activées pourd#dealame basale (figure 1-7).

(a) Quiescent vessel

Interstitium Endothelial cells A Thrombin activates
constitutively secrete gelatinase A via APC
latent gelatinase A B. Gelatinase B released

from intracelluar vesicles

Type | collagen &
activales gelatinase A ;| | |
Wi

Figure 1-7 : ROle des gélatinases pendant I'angiogenese. aglatigase
A est secrétée par les cellules endothélialesa bhdombine, dont le taux
est élevé pendant I'angiogenese, active la protéind’APC (Activated
Protein C) résultante active rapidement la gélateaA permettant aux
cellules endothéliales de dégrader la membrane lbasa gélatinase B
stockée dans des vésicules des cellules endod#®kst alors activée et
relarguée pour participer a la dégradation de lami@ane basale. c) Le
collagene de type | active les gélatinases A.:R&b).

Les gélatinases sont rapidement désactivées paiTId®s dont le mécanisme
inhibiteur joue un réle important pour limiter laopéolyse incontrolée. Dans le cas de
'angiogenése tumorale, l'activation de la gélamad semble persister jusqu’'a ce que le

nouveau capillaire formé sécrete sa propre memtrasae §5).

Ces deux métalloprotéinases sont associées damssaliss précoces et tardifs de la
progression tumorale, et sont particulierementmaaes pour leur réle dans l'invasion d’'une
large variété de tumeurs solidés5,(57). Les MMP-2 et -9 sont impliquées dans différents
types de cancer, ou elles facilitent la progressiera tumeur et la formation de métastases,
comme dans le cancer colorectal. De hombreuseg<iut été conduites sur le role de la
MMP-9 dans le développement des carcinomes du deilg vessie, du pancréas, du colon,
de la prostate, ou de 'adénome hypophysaire. leedé la MMP-9 a été démontré dans le
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cancer du sein avancé, dans le cancer du poumastitaspcellules, et dans le cancer du
pancréas g6, 57). De ce fait, des peptides substrats des gélatinast été employés afin
d’élaborer des prodrogues relargant des substaytemxiques, utilisées en chimiothérapie

anticancéreuse, telles que la doxorubicb®,(le melphalang9) ou la camptothéciné().

Dans le cadre de cette thése, nous avons donad deosbler I'activité peptidase de
ces enzymes pour l'activation d’'une prodrogue. lpartance des gélatinases dans les
processus angiogéniques et les nombreuses étwse@é sur ces enzymes, notamment au
niveau de la connaissance de leurs peptides stfystoas ont mené a orienter notre stratégie

de ciblage vasculainga ces systemes enzymatiques.

[.2. Historigue de la Thérapie PhotoDynamique

1.2.1. Introduction du terme « photodynamique »

L'observation qu'une molécule pouvait étre utilis@ecombinaison avec la lumiére et
l'oxygene pour induire une toxicité date de 1898caes travaux d'Oscar Raab, alors étudiant
du Professeur Hermann von Tappeiner, directeur 'bhstitut de Pharmacologie de
I'Université Ludwig-Maximilian a Munich (figure 1)861, 62). Oscar Raab travaillait sur la
toxicité de l'acridine sur la paramécie et a ob&egue les effets résultants étaient fortement
influencés par la luminosité dans le laboratoileémit alors I'hypothése que les substrats
fluorescents comme I'acridine peuvent convertinéégie lumineuse en une énergie chimique
active qui tue la paraméciél, 62). Sur cette base, H. von Tappeiner et son collégue
Jesionek réaliserent la premiere expérience de &Dutilisant I'éosine et la lumiere blanche
pour traiter des tumeurs de la peau. H. von Tagpeen association avec Jodlbauer, mirent
ensuite en évidence le rbéle de l'oxygéne et intimicent le terme d'«action
photodynamique »6@3, 64).
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Figure 1-8: A gauche : Hermann von Tappeiner. A droite : Fornul
chimique de l'acridine.

1.2.2. Utilisation de I'hématoporphyrine

L'hématoporphyrine (HP) a été découverte en 1841Spherer aprés traitement de
sang sec avec de l'acide sulfurique, lavage dugit@&sans fer et traitement avec de l'alcool
(65). Ce composé ne fut utilisé comme photosensibdisa(PS) qu'a partir de 1911 par
Hausmann ; il réalisa des expériendgasvitro utilisant I'HP et de la lumiére sur des
parameécies, puis décrivit les réactions de photctéxcutanée sur des souris exposées a la
lumiere apres injection systémique d’'HB6), Le premier cas de photosensibilisation
observée sur un humain fut réalisé par l'allemanedfch Meyer-Betz en 1913. Afin de
déterminer si les effets observés sur les soutisgient s'appliquer a 'Homme, Meyer-Betz
s'injecta 200 mg d'HP en intraveineuse et fut wietde brdlures et de gonflements sur toutes

les zones exposées au soléil)(

En 1924, Policard mit en évidence la localisatienpdrphyrines endogénes dans une
tumeur par fluorescence grace a une lampe a wteavie8). En 1942, Auler et Banzer
décrivirent la localisation et la fluorescence adepbyrines administrées de maniere exogene
(69), puis en 1948, Figge et Weiland confirmerentclewculation préférentielle de ces
substances dans les tissus tumoraux et suggératidisation de I'HP pour localiser les tissus
tumoraux chez I'Hommer(Q). S'en suivit une série d'expériences utilisa#® Ipour détecter

les tumeurs chez des sujets humains, couronnémscdes et d'échecs.

1.2.3. Découverte de I'« hematoporphyrin derivativgHpD)

Les études avec 'HP avaient le désavantage dessitsrede grandes quantités de

produit pour pouvoir en détecter la fluorescenceineluire une phototoxicité cutanée
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rémanente importante. En 1955, Schwattal. démontrerent que I'HP utilisée était composée
d'un mélange de plusieurs porphyrines, toutes agast propriétés différenteg1). La
fraction d'HP la plus pure n'‘ayant en fait que dedfinité avec les cellules tumorales, ils se
concentrerent alors sur les résidus impurs etrisoléun produit apres traitement avec un
mélange acide acétique / acide sulfurique, filbratet neutralisation avec de l'acétate de
sodium pour donner |'« hematoporphyrin derivative(bipD). Cette substance était
caractérisée par une bonne accumulation dans llakesd¢umorales et une phototoxicité deux

fois supérieure a celle de HP.

Par la suite, Lipson et Baldes démontrérent quel)'était bien plus efficace que I'HP
dans le diagnostic des tumeurs, a bien moindre,desesn firent le principal agent

photodynamique?2, 73).
1.2.4. La Thérapie PhotoDynamique récente

En 1978, I'équipe du docteur Thomas DoughertyRdawell Park Cancer Institute
aux Etats-Unis, permit une avancée considérabls adomaine de la PDT en réalisant le
premier traitement d’'une série de patie@®).(25 patients, avec un total de 113 tumeurs de la
peau, furent traités par administration d'HpD sui¥une exposition a la lumiére rouge d'une
lampe a arc a xénon (600 — 700 nm). 98 lésionseségrent, 13 montrerent une réponse
partielle et 2 seulement furent résistantes adetrant, prouvant que la PDT pouvait étre
efficacement utilisée pour traiter des tumeurs gmas la ou les thérapies conventionnelles
avaient échoué. Par la suite, il remplaca la laenpec & xénon par un laser médical pour une

localisation plus précise de la zone a traiter.

Entre 1983 et 1985, les principales fractions astien PDT de I'HpD sont identifiées :
I'éther et I'ester de dihématoporphyrine (figur®)175). En 1985, une fraction enrichie en
composes les plus actifs de I'HpD recoit I'Autdicsade Mise sur le Marché (AMM) et est
commercialisée sous le nom de Photofrin Il. En 1888 utilisation est autorisée en clinique
au Canada pour traiter le cancer de la vessie, guxsEtats-Unis en 1995 pour traiter le
cancer de I';esophage. Le Photofrin® est autorisErance depuis 1996 pour le traitement
des rechutes des cancers bronchiques non a peiteles ou du cancer de lI'oesophage ayant

fait l'objet d'un traitement loco-régional antérieu
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Figure 1-9: Principaux composants de I'HpD. A gauche: ester de
dihématoporphyrine. A droite : éther de dihématgbyrine.

[.3. Mécanismes photophysiques

La PDT est baséee sur l'utilisation d'une famille aemposés chimiques appelés
« photosensibilisateurs ». Ces PS ont la capaebsarber une énergie lumineuse, conduisant
a une transition énergétique et de la transférelesa molécules du milieu environnant,
amenant a la production d’espéces oxygénées réacfiROS), dont I'oxygéne singulet,
responsables de la destruction des composantsaddiuée, ayant pour conséquence la mort
cellulaire. Il est admis que le principal agenprassable de I'effet PDT est I'oxygéne singulet
(76), méme si d'autres phénomeénes sont impliqués. foeepsus est appelé «action

photodynamique ».
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1.3.1. Excitation électronique et états excités

1.3.1.a. Définition de I'état excité

Une molécule peut exister sous difféerentes formesrgetiques. Son spectre
d'absorption renseigne sur la capacité de celeatisorber un photon a une certaine longueur
d'onde qui, d'apres la relation de Planck (équdtjprst porteur d'un quanta d'énergie.

C
1 E=hv=h_
1) y

oUE est I'énergie du photon [J.$]est la constante de Planck (6,62561Ds.photoi), ¢ est
la vitesse de la lumiére (2,9979%18.s%), A la longueur d’'onde de la radiation [m] eta

fréquence de la radiation{s

Ce photon absorbé, permettant une transition élgigine dans la molécule, induit une
transition énergétique de I'état fondamental dent@écule, de plus basse énergie, vers un
niveau supérieur de méme multiplicité. On dit gettec molécule est dans un état excité
électronique. Cette transition électronique esaa@risée par le « saut » d’'un électron de son
orbitale moléculaire HOMO, de l'anglaisHighest Occupied Molecular Orbitaiers une
orbitale moléculaire inoccupée généralement la pikeche (UMO, de I'anglaisLowest
Unoccupied Molecular Orbital Pour cela, le photon absorbé doit avoir unegiaeru moins
égale a la difféerence d’énerghE entre ldBHOMO et laLUMO (figure 1-10).

Les états excités des molécules ont une énergiestoncture et une durée de vie bien

définies.
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Figure 1-10 : Diagramme énergétique d’orbitales moléculaires étdt
fondamental 4E : différence énergétique entre I'état fondamemtdlétat
électroniquement excité.

1.3.1.b. Etats sinqulet et triplet

Les électrons suivent jgrincipe d’exclusion de Paulia savoir que deux d’entre eux
ne peuvent se trouver dans le méme état quantigseia d’'une méme orbitale ; ils doivent
se différencier au minimum par I'une de leurs canastiques quantiques, telles que le spin ou
le niveau énergétique. Etant donné que les moléarganiques comptent généralement un
nombre d’électrons pair, il s’en suit que les éfatsdamentaux ont des électrons a spins

appariés, on dit alors que I'état estgulet (noté ) suivant I'équation 2 :
2 M=2S+1

ou M est la multiplicité de spin € le spin de chaque électron. Les spins pouvantdgre
valeur +1/2 ou -1/2, une molécule ayant les élastde sa couche de valence appariés a une
multiplicité de 1 (état singulet), alors que si&sctrons sont de méme spin, la multiplicité est
de 3 (état triplet) (figure 1-11).

Lors de I'excitation électronique initiale, un é@mn est normalement transféré de la
HOMO vers laLUMO sans changement de spin total (Régle de Wignéeétatl excité

résultant sera donc un état également singule¢ @otLa transition singulet-singulet est dite
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permise. Les transitions singulet-triplet sont glitmterdites par le spin, il est donc
extrémement peu probable qu’un état excité tripéeforme a partir de I'état fondamental de
la molécule (> T1). Cependant, I'état excité triplet peut étre forangartir du premier état
excité singulet (5> T,) sous l'effet du couplage spin-orbite. Cette tithmis est appelée
Croisement InterSystemd€£1S) (figure 1-11).

LUMO —— %

_ hv CIS
5
i
TOMO) % + _T,
M=1 M= M=3
Etat fondamental I?r;m@r ctat Pl:e.njl,iel:.état
(9 excite singulet excité triplet
L2 ) (Sl) (Tl)

Figure 1-11 :Configurations de spin des états singulgess, et de I'état
triplet T1. CIS : croisement intersysteme.

1.3.1.c. Processus photophysiques de désactivdéisrtats excités

L’énergie acquise par une molécule lors d’'une atioh électronique peut étre

dissipée par deux processus photophysiques :

- la désactivation non-radiative : processus de atlax vibrationnelle d0 soit a la
collision avec d’autres molécules (phénomeéne ingmbren phase liquide), soit a la
production de chaleur,

- la désactivation radiative : émission d’'un photdéndrgie égale a la différence

d’énergie entre le niveau fondamental et le niveaetteur.
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Les désactivations radiatives sont accompagnées I'parission d’un photon
(luminescence). On distingue deux types de lumemse en fonction des niveaux

énergétiques émetteurs :

« latransition $2> S émet un photon déuorescence
« latransition T 2 S émet un photon dghosphorescence

D’aprés le principe de Franck-Condon, un état sdedque d’'une molécule est
perturbé par les mouvements des noyaux de ses atdiren résulte I'existence de plusieurs
niveaux vibrationnels d’énergie quantifiés. La digte interatomique d'équilibre de chaque
état, correspondant au minimum des courbes d'éngrgfientielle (figure 1-12), est souvent
différente entre I'état fondamental et I'état e&cite principe de Franck-Condon stipule que
I'excitation électronique, correspondant a I'absiorp se fait de maniére quasi instantanée
(10 & 10" s) ; la transition électronique est dite verticdi#ant donné le décalage des
courbes d’énergie potentielle, cette transitiortigale correspond a un état vibrationnel excité
de S. Une relaxation vibrationnelle de maniére non-radéase fait alors rapidement (}ba
102 s) pour atteindre le minimum 0’ de la courbe @irgité potentielle, ce phénoméne est
appeléConversion Interne(Cl) (figure 1-12). La transitionS> & se faisant a partir du
niveau 0’ de § il en résulte que le photon de fluorescence eshsnénergétique que le

photon absorbé. Il en va de méme pour la phosptemes (figure 1-12).
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Figure 1-12 : Courbes d’énergie potentielle de I'état fondamermtiables
états excités d’'une molécule. r: distance intemdtpue. A : absorption.
F : fluorescence. P : phosphorescence. Cl: conwarsnterne. CIS:
croisement intersysteme.

Les ordres de grandeur des temps de vie des difé&relésactivations som7) :

. Absorption $> S,: 10°a 10" s

. Conversion interne,S> S; : 104 10%s

- Fluorescence:S> & : 1024 10°s

. Conversion interne;S> & : 1024 10°s

. Croisement intersysttme S T,: 1074 10°s
. Phosphorescence® S:10°a410s

. Conversion interne™™> $:10°a10s

Le diagramme de Perrin-Jablonski est un schémageptant les différents processus

photophysiques intervenant apres excitation d'unkaule (figure 1-13).
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Figure 1-13: Diagramme de Perrin-Jablonski simplifié des procsss
photophysiques d’'une molécule photosensible.

1.3.2. Réaction de type | ou de type

L'action photodynamique est déterminée en termgsamessus de type | ou de type I
et se rapporte au mécanisme par lequel I'état THésexcite, iniduisant la destruction
cellulaire. Le PS, dans son état excité triplef),(peut transmettre son énergie au milieu
environnant ; en fonction de la nature de la md&oecevant cette énergie, nous allons parler

de réaction de type | ou de type Il :

- Les réactions de type koncernent les transferts d'énergie vers tout dgpmolécules
excepté€0,. Les mécanismes de type | couvrent les transfiétsctrons, d'atomes (en
particulier I'hydrogene), les photoadditions et a@ec d'autres réactions
photochimiques bimoléculaires.

- Les réactions de type liconcernent un transfert d'énergie par collisiors Vexygene
moléculaire Q. Le produit de ce transfert d’énergie est I'oxygésingulet qui lui-
méme réagit sur des substrats biologiques, cettee [sera traitée en détail dans le

chapitre I1.

Les réactions de type | peuvent étre résumees camuine

- PS+S»PST+S’
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- PS+S->PS+S
- °PS-H+S—PS+S-H
+ PS+S-H>PS-H+S

ou « S » désigne un substrat.

Les espéces radicalaires générées peuvent engaiter rapidement avec l'oxygene
moléculaire présent dans le milieu et ainsi foraes peroxydes, amorcant des chaines d'auto-

oxydations.

« PS+0,— PS-0-0

. PS-0-O + PS-H— PS-O0H + PS
- S+0,— S-0-0

« S-0-0+S-H—> S-O0OH + S

Les anions radicaux formés peuvent €galement réagc I'oxygene et former l'anion

superoxyde @', souvent issu de PS-Hprés déprotonation (PgS.

- PS+0,—-PS+Q"
e S +O0,—-S+Q"

L'anion radical superoxyde,Opeut soit réagir avec différents substrats et coadula

destruction de cellules, soit étre précurseur ddauespeces réactives de I'oxygéne (EROS)

comme le peroxyde d’hydrogéne®] ou le radical hydroxyle OH

- O, +H — HOO
« HOO+0O, + H+—>H202+Oz
« HXO,+0, - OH +0OH + O,

Les EROs tels que les radicaux oxygénés, ainsitgue les autres radicaux générés,
peuvent donc interagir avec les biomolécules tgjlesles chaines grasses insaturées, certains
acides aminés ou encore le cholestérol, conduéast la cellule a sa destruction selon deux
modes possibles : I'apoptose ou la nécrose.
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Les études portant sur les mécanismes de destrusltulaire par PDT montrent que
les deux phénomeénes agissent conjointement, bienegumécanismes de type Il semblent
étre prédominants76). Il est cependant difficile de déterminer l'imgaice de ces
mécanismes de maniére quantitative, il est mémsilgequ’ils soient différents d’un tissu a
'autre. Néanmoins, il s’avére que les PS les pffisacesin vitro sont ceux qui possedent le

meilleur rendement quantigue de production d’oxygg&ingulet 78).

D’un point de vue général, il est admis que 'attihotodynamique est dépendante de
plusieurs facteurs, incluant la nature du photdbédisaiteur, le substrat, le solvant (incluant le
pH), l'agrégation et la longueur d’onde d’irrada@ati In vivo, d’'autres facteurs tels que la
localisation du PS, l'intervalle drogue-lumiére,upant conduire a une relocalisation, et la
possible métabolisation du PS pendant cet intervadint susceptibles de jouer un réle
important. Les conditions physiologiques au momeuat traitement ont également leur
importance. En effet, en cas d'hypoxie du milieu evu cas de forte concentration du
photosensibilisateur, ce sont les processus del typeprédominent48).

1.3.3. Définition de la zone thérapeutique

L'effet PDT repose donc sur l'activation d’'une nmiée par I'absorption d’un
photon a une longueur d’onde appropriée ;iryivo, le photosensibilisateur va entrer en
compétition avec les constituants du sang et dssidiqui, eux méme, absorbent dans le
visible (figure 1-14). En effet, 'eau absorbe d#uolraviolet jusqu’a 400 nm, puis au-dela de
800 nm ; de méme, les constituants organiquesgtedd’oxyhémoglobine, les flavines ou la
mélanine, absorbent fortement jusqu’a 600 nm. istexd’autres fluorochromes endogenes
tels que les cofacteurs a nicotinamide comme NADHeax a flavines tels que FADH,
molécules nécessaires aux enzymes des voies mgtamlcellulaires, qui possedent une
fluorescence spontanée a 520 nm. Pour une pépétm@tfonde dans les tissus, les composés
utilisés pour la PDT doivent donc absorber dansaame de moindre absorbance des tissus,
d’ou la notion de « fenétre thérapeutique » : zdlabsorption, située entre 650 et 1000 nm
environ, ou les composants des tissus absorbemibies (figure 1-14) et ou I'énergie est

suffisante pour produire I'oxygéne singulet.
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Figure 1-14 : Spectre d’absorption des composants du sang etitiefi
de la « fenétre thérapeutique ». Hbxyhémoglobine.

Ainsi, la longueur d’onde utilisée pour exciterpleotosensibilisateur va va définir la

profondeur de pénétration de la lumiére; la figurd5 schématise la profondeur de

pénétration de la lumiere dans les tissus en fomcte la longueur d’onde utilisée.

Profondeur de

|

Absorption
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Figure 1-15 : Propagation (en mm) de la lumiére a différentegylogurs
d’onde (en nm) dans un tissu.

Les notions de « fenétre thérapeutique » et detfdinéd dans les tissus ménent a la

conclusion que I'excitation des photosensibilisegedepend du type de cancer a traiter. En

effet, différentes longueurs d’onde sont précorsggFefonction de la profondeur de la tumeur
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a atteindre. Par exemple, le cancer de I'cesophagBadett est traité a l'aide d’un laser
émettant dans le vert9), les cancers de la peau sont traités a I'aideaillumination bleue
(80-82) et les cancers plus profonds peuvent étre trgitdse a une illumination dans le

rouge.

I.4. Le ciblage en PDT

Les modifications génétiques inhérentes a la faonadle cellules cancéreuses sont
également responsables de modifications du micvodeamement tumoral. Les cellules
malades peuvent exprimer des protéines et soneysm$ de récepteurs normalement peu
présents ou de facon constitutive dans les celllites saines. Il est alors possible d'utiliser
ces particularités cellulaires pour amener le nedant anticancéreux jusqu’a sa cible. Les
stratégies anticancéreuses peuvent donc s'orisotevers la destruction des cellules de la
tumeur elle-méme, appelé ciblage direct, soit Vardestruction des néo-vaisseaux, appelé

ciblage indirect.

1.4.1. Ciblage direct

Le ciblage direct consiste en I'adressage du PS besrcellules tumorales. Lors des
premiers essais PDT avec I'HP ou 'HpD, il a ét&safé que ces molécules avaient une
tendance a s’accumuler préférentiellement dansihasurs ; ceci est di en partie au fait que
les PS tétrapyrroliques ont une forte affinité alex protéines du sérum, notamment les
lipoprotéines de basse densité (LDL, de I'anglaisv Density Lipoprotein Les cellules
cancéreuses surexprimant les récepteurs au LDIB3egsugmentent donc leur affinité envers

les cellules tumorales par rapport aux cellulesesai

Un autre facteur de sélectivité peut étre rechemtdwds une propriété « physico-
chimique » des tumeurs liée a leurs besoins rutntls. Lorsque la tumeur grossit au-dela
des limites de diffusion simple de I'oxygéne, uatédtypoxique intratumoral est généré. De ce
fait, le glucose est métabolisé partiellement pae uoie anaérobie avec formation d’acide
lactique qui est rejeté par les cellules. Le milieterstitiel des tumeurs est ainsi plus acide
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gue celui des tissus normaux, la différence pouattetndre 0,6 unité de pH. Par le biais des
équilibres acido-basiques, le caractere lipophite photosensibilisateurs possédant des
groupes carboxyliques tels que le Photofrin® eghanté, favorisant leur incorporation dans

les cellules tumorales par simple diffusion a trata membrane plasmiqu&3).

Cette approche de la sélectivité du photosensatdlis envers les cellules cancéreuses
mene a I'élaboration de molécules utilisant le mHenvironnement tumoral pour un ciblage
encore plus spécifique. De nombreuses moléculegténsynthétisées par couplage « PS —

marqueur tumoral spécifique », utilisant des vastepécifiques des zones tumorak$).(

Les vecteurs peuvent étre :

- Des anticorps monoclonau5-89 afin d'utiliser la treés grande affinité des aatigs
envers leur cible antigénique,

- Des protéines, telles que la transferri®a@-92, les LDL @3, 94) ou d'autres95),

- Des peptides ou des facteurs de croissance, telfedacteur de croissance épidermal
(96) ou le sérum albumine bovifY, 98),

« Des polyméres99, 100,

- Des petites molécules, tels que l'acide foligl@l¢103, des hormones stéroidiennes
(104, 103 et des sucred.06-108).

Les couplages « PS — marqueurs » seront vus pludétil dans la suite de ce

chapitre, en partie 11.2.3.

1.4.2. Ciblage indirect (ou VTP)

Le ciblage de la vascularisation tumorale est deuweare stratégie prometteuse dans le

développement de thérapies anticancéreds¥s 110).

Les vaisseaux qui nourrissent les tumeurs possaienpropriétés fonctionnelles et
structurelles différentes de celles des vaisseaumaux (figure 1-16). La vascularisation
normale est caractérisée par des ramificationgs ajpie la vascularisation tumorale est
inorganisée et montre des anormalités dans l'aathite des vaisseaux (tortuosité, dilatation,
ramifications irréguliéres) et de ses fonctionsuXflsanguin stagnant et plus grande

perméabilité vasculairel{1).
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Figure 1-16 : Différentiation structurale de vaisseaux normauas@
vasorum de carotide sinus rat, & gauche) et deulassation tumorale
(tumeur humaine xenogreffée sur « nude mice », aitedr utilisant la
microscopie SEM112, 113)

Judah Folkman a proposé I'hypothése que les tunselides étaient dépendantes de
'angiogenese, et qu'un traitement anti-angiogé@njgpuvait étre une thérapie anticancéreuse
prometteuse 10). Il a démontré que les cellules cancéreuses m¥dg dans un site
vascularisé grossissaient rapidement et formaieattdmeurs importantes, alors que celles
implantées dans des sites avasculaires ne s'éengsis au-dela de 2 mnDés lors, il a
proposé que l'inhibition de la néovascularisati@uyait étre une stratégie anticancéreuse
intéressante. Cette méthode permettrait en efiiehilbler la progression tumorale et ainsi
d'éviter la formation de métastases. De plus, s@ssau vasculaire, la tumeur ne serait plus
alimentée ni en oxygéne, ni en nutriments, et ala@ucun moyen d'éliminer les déchets
meétaboliquesl(14). Il existe deux principales stratégies visantdacularisation tumorale : la
thérapie anti-angiogénique, caractérisée par bitibh du développement angiogénique, et la
thérapie ciblant les néovaisseaux déja existamigctérisée par la destruction de ceux-cCi
(115-118).

La Vascular Targeted Photodynamic therafyTP) consiste en ['éradication des
néovaisseaux tumoraux déja existant par PDT. La Y&t étre faite de maniére active
(élaboration de molécules ciblant les néovaisseaux)assive (en jouant sur lintervalle
drogue-lumiére ou en utilisant une forte irradign@9-122. La VTP offre de nombreux

avantages :
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= Les cellules endothéliales tumorales sont direct¢raecessibles & un PS administré
de maniére intraveineuse, permettant ainsi la ikat#bn rapide d'une grande partie de
la dose injectée,

= L'oxygene nécessaire a l'effet PDT y est plusdatihcces,

= Un néo-vaisseau tumoral irriguant plusieurs muliedte cellules cancéreuses, sa
destruction entraine un dommage plus important,

= Les néo-vaisseaux tumoraux ayant les mémes prégpriéhorphologiques et

biochimiques, cette stratégie peut étre appliquéke anombreux types de tumeurs

(123.

Notre équipe s'est déja fortement intéressée dagehactif de la néo-vascularisation
tumorale par le biais du récepteur neuropline-liopg dans I'angiogenese tumorale et ayant
pour ligand le VEGF16514-127) ou en ciblant les intégrines3; (128, 129. Cette thése
vient donc s'inscrire dans la continuité du ciblaige la néovascularisation tumorale en

utilisant cette fois I'activité peptidase des MM8sexprimées dans de nombreux cancers.
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Il. Les photosensibisateurs porphyriniques pourPDT

Les PS sont des molécules capables d'utiliser igaelumineuse afin de la
transmettre au milieu extérieur local pour formes é&spéces réactives de I'oxygéne. Elles

sont utilisées en thérapie photodynamique pour leapacité a détruire les cellules

environnantesia les mécanismes de photosensibilisation décrits3eh

Il existe de nombreux PSs d'origine naturelle ontlsgtique ; ceux utilisés en PDT
sont facilement différenciables selon leur strueuttrapyrrolique ou non-tétrapyrrolique.
Dans le cadre de cette thése, seuls les compdasgsytéoliques ont été traités, c’est pourquoi
la suite de ce document portera essentiellementesimolécules. Néanmoins, d’autres PS
existants sont d’une importance significative enTPDes PSs d’origine naturelle sont les

suivants :

- L’acridine, dont il a été question précédemmemtogtt la formule est illustrée en figure
1-8,

- Les psoralénes, dont il sera question dans le dmexchapitre,

- Le Bleu de Méthyléne (figure 1-17). Ce composéasictérisé par une forte absorption
a 660 nm et a longtemps été utilisé comme marqgdeucellules tumorales. Il est

cependant peu utilisé en PDT en raison de son neashgstabilitén vivo (130),

Figure 1-17 : Structure chimique du Bleu de Méthylene.

- L’hypéricine (figure 1-18). Ce composé est une quoe extraite du millepertuis
(Hypericum perforatum Elle est caractérisée par une absorption a f®@trest utilisé
en PDT pour ses bonnes propriétés de localisatimoitale, fluorescence et production

d’oxygene singulefl131),
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Figure 1-18: A gauche, structure chimique de I'hypéricine. A dey
Hypericum perforatum.

- Le Rose de Bengale (figure 1-19). Il s’agit d’umgmsé extrémement hydrosoluble. Il
absorbe a 430 nm et a un rendement de productaygine singulet important (0,69
dans I'éthanol). Des essais PDT ont été réalisés du Rose de Bengale encapsulé

dans des liposomes afin de s’affranchir de sa fqroghobie(132),

Figure 1-19 : Structure chimique du Rose de Bengale.

- L’éosine (figure 1-20). Ce composé a été utilisé pa von Tappeiner lors de la
premiere expérience PDT en collaboration avec Aiodek en 1903. Son spectre

d’absorption est caractérisé par une bande interse510 nm,

Figure 1-20 : Structure chimique de I'éosine.
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- L’érythrosine (figure 1-21). Ce composé est app@eru Rose de Bengale et a été

utilisé dans le cas de traitements antibactérian®pT(133),

Figure 1-21 : Structure chimique de I'érythrosine.

- La toluidine blue(figure 1-22). Ce composé, apparenté au bleu déyiede, a été

utilisé dans le cas de traitements antibactérian®pPT(134).

cr .
N
N NH,

Figure 1-22 : Structure chimique de la toluidine blue.

Les photosensibilisateurs les plus répandus soahmeéins les PS de structures
tétrapyrroliques, ou également appelés porphyrgsgdont le chef de file est la porphyrine.
Ce noyau de base peut étre sujet a de nombreushficaitons chimiques, aspect que nous

développerons ultérieurement.
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II.1. Présentation des différents types de PS tétpyrrolique

[I.1.1. Les porphyrines

11.1.1.a. Structure

Les porphyrines sont des macrocycles fortemenjugags formés de quatre unités
pyrrole, reliées entre elles par des ponts méthiGeste structure comporte 16 carbones
entierement conjugués (figure 1-23) avec 18 élasty lui conférant ses caractéristiques

photophysiques si particuliéres.

Figure 1-23: A gauche: structure chimique du noyau de base
porphyrinique. A droite : représentation du systedes 18 électronsr
aromatiques (en rouge).

Le systeme de nomenclature des porphyrines aé¥&appé par Hans Fischer dans
les années 193@35). Il distingue les carbones pyrroliques, dontdagties liées sont dites
pyrroliques et les parties libres sont notBgsyrroliques et notées de 1 a 8, et les carbones
des positions méthines sont ditsnéso» et notésu, 3, & ety (figure 1-24). En 1987, une
nomenclature systématique du macrocycle a été @eopli les carbones des positions
«meso» sont notés 5, 10, 15 et 20 et les azotes sonémiés 21, 22, 23 et 24 (figure 1-24)

(136).
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Positions -pyrroligques
2 2

Positions o-pviroliques

a Positions meso 20

3 18

Figure 1-24: A gauche: nomenclature selon Fischer. A droite:
nomenclature [UPAC.

Les porphyrines sont des structures planes, san$ tes cas de protonation et de
métallation des azotes centraux, ainsi que danesate de la présence de groupements
volumineux en position méso». Par exemple, des groupements phénylesne@se» sortent

du plan afin de ne pas rentrer en interaction &eprotong-pyrroliques (figure 1-25).

@ e =
S—NH  N—%
@Af]\l HN

S
4
N\

Figure 1-25 : Structure 3D de la tétraphénylporphyrine.

Les molécules tétrapyrroliques sont susceptiblexadpter un ion métalligue au
centre du macrocycle, généralement dicationigqugui@ 1-26). Cet ion peut étre inséré de
maniére chimique ou enzymatiqui3y) ; en effet, les métalloporphyrines jouent un gran
réle en biologie, la nature du métal influant ss propriétés du macrocycle. Dans la nature,
le métal (M) associé a la biomolécule peut étre :

- Un fer (héme)

- Un magnésium (chlorophylle)

59



- Un cobalt (vitamine B12)

Figure 1-26 : Structure chimique d’une métalloporphyrine.

Les métalloporphyrines présentent une chimie ejpdagriétés photophysiques qui ne

seront pas traités dans le cadre de cette these.

11.1.1.b. Caractéristigues photophysiques

Le nom « porphyrine » vient du grecperphyra», signifiant « pourpre ». Ces
composés sont connus depuis longtemps et le widéise qui les caractérise a été synonyme
de noblesse depuis I'antiquité. En effet, le systé@tigélectronsit conjugués confére a cette

molécule des particularités photophysiques unigues.

Le spectre d’absorption est généralement compesgudtre bandes dans le domaine
visible, appelées bandes Q, et d’'une bande tréasat appelée bande de Soret ou bande B,
dans le proche ultraviolet (figure 1-27). La bartie Soret provient d’'une forte transition
électroniquert > 1 de I'état fondamental vers le second état eX@£> S,), alors que les
bandes Q proviennent d’'une transition électronigue® 1* de faible probabilité vers le
premier état excité (S> S;). Ces bandes Q, notées I, II, lll et IV des grantbmgueurs
d’'onde vers les petites, sont sensibles a la naesesubstituants du macrocycle et peuvent se

présenter de quatre facons différentéthio, rhodo, oxorhodoet phyllo (figure 1-27).
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Figure 1-27 : Spectres d’absorption d’'une porphyrine. A droitentso
représentés les quatre spectres possibles pourdedes Q : éthio, rhodo,
oxorhodo et phyllo.

La plupart des porphyrines sont capables d’émdtréa fluorescence et de produire
de lI'oxygene singulet. Dans le cas de porphyrin@s métallées, la fluorescence s’observe
dans le rouge, vers 650 nm, mais la longueur d’'aidenission, ainsi que le rendement
guantique de fluorescence sont dépendants de itsion (138). De méme, la production
d’'oxygéne singulet est fortement influencée pasuastitution des macrocycle$39), les
rendements quantiques de production d’oxygene Ehdans I'éthanol pouvant aller de 0,1 a

0,9 pour des photosensibilisateurs utilisés en PDT.

Ces caractéristiques photophysiques viennent s@leaifier avec la formation d’'un
complexe métal-porphyrine, dont les effets sordalement dépendants de la nature du métal

inséré dans le macrocycle.

11.1.1.c. Synthése

L’intérét suscité par les porphyrines pour leuplagation en PDT (et dans d’autres
domaines) a conduit a I'élaboration de nombreuseségies de synthese. Ces stratégies ont
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majoritairement visé a contréler la nature des t#ulasits des positiong-pyrroliques et des
positions «méso», offrant ainsi une infinité de possibilités quanleur structure. Dans le
cadre de cette thése, il sera question des priesiratégies de synthése utilisées pour

I'élaboration de porphyrines substituées anéso».

La premiere synthése de porphyrines substituégesition «méso» a été décrite par
Rothemund en 1935140). La synthése consistait a faire réagir de I'ddétayde avec du
pyrrole dans le méthanol, sous atmosphére d'azatgjifférentes températures. Les
rendements obtenus enésetétraméthylporphyrine étaient relativement faiblésec les
mémes conditions opératoires, il synthétisa deglpomes mésesubstituées avec des
propyle, butyle, phényle, etc. En 1941, il obtintétraphénylporphyrine (TPP) avec 5% de
rendement en faisant réagir du pyrrole et du beéhgide dans la pyridind41) (figure 1-
28).

O

| >
// \\ + H Pyridine _
N 220°C, sous azote
H

Figure 1-28 :Synthese de la TPP par Rothemund en 1941.

En 1967, Adler et Longo ont synthétisé la TPP dgafa réagir du pyrrole et du
benzaldéhyde a reflux de I'acide propionique damséacteur ouvertlé4?). Cette synthése a
non seulement permis d’obtenir la TPP avec un maedé de 20%, mais les conditions de
réaction étant plus douces, elle a aussi contribuargir les possibilités structurales des

substituants.

Le mécanisme de cette réaction fait intervenimt@rmédiaire porphyrinogene obtenu

par condensation de plusieurs motifs pyrroliquescaw aldéhyde, puis cyclisation (figure 1-
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29). Ensuite, I'oxydation de cet intermédiaire (jpair par exemple) conduit a la perte des

protons en position méso» du macrocycle, permettant son entiere conjugdisgure 1-29).

(/_\)
7\ O—mH. R g
? e B UYD

N
TN JN N [N _on _n oy M
N N N N - N N
H Ry R g R g R H R py R yg R
R H R
H R  oxidation
R H -4H R
H R R

Figure 1-29 :Mécanisme de la synthése de porphyrine.

Ce protocole a été utilisé en 1975 par Little psynthétiser une série duése
arylporphyrines non symétriqued43) ; cette méthode, dite aux « aldéhydes mixtes »,
consiste a faire réagir du pyrrole avec un mélatigkeléhydes en quantités staechiométriques
dans de I'acide propionique a reflux (figure 1-30).
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N Avec R,=1ou2

Figure 1-30: Synthese de porphyrines méso-tétrasubstituées gar |
méthode des « aldéhydes mixtes » de Little.

Cette méthode comporte néanmoins un inconvénerdistribution des substituants
ne peut pas étre contrélée et I'on obtient un ngdatiisomeéres de position. Par exemple, des
aldéhydes A et B introduits en proportion 1:3 vdatner six porphyrines différentes dont la
distribution statistique est donnée en figure 1£B44). En pratique, il existe de nombreuses
réactions secondaires pouvant interférer avec taddormation du macrocycle, comme la
polymérisation du pyrrole, des enchainements chaes de motifs pyrrole et aldéhyde, des
chaines non cyclisées, etc... Toutes ces réactiaasifEs viennent non seulement diminuer
les rendements en produit désiré, mais égalememplapier les phases de purification aprés
la synthése. La production de la porphyrine dégiid®;) se limite généralement a 20% de

rendement environ.
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Figure 1-31 : Distribution statistique des porphyrines synthés@ar la
méthode des aldéhydes mixtes avec un mélange lyalel® A et B en
proportion 1:3. Réf. : (144).

A A A

4.69% 0.39%
A A

Pour palier cette perte de sélectivité dans I'efridraent des substituants, ainsi que
pour limiter les étapes fastidieuses de purifiegtion protocole de synthése de porphyrine

asymetrique sur phase solide a été proposé en(1838(figure 1-32).

\)\©ﬁ/ \@\ Pyrrole, ptolualdehyde % K,CO,

Figure 1-32 :Synthese d’une porphyrine asymétrique sur phasegesol

Cette méthode, bien que plus économique et plusa@ap’a malheureusement pas
conduit aux résultats escomptés, la porphyrine maostituée ayant été obtenue avec des
rendements allant de 2 & 4,5%.
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En 1986, Lindsey a mis au point un protocole aipéd# la synthése de Rothemund
(146) et d'une observation de Gonsalvédq) qui consistait a remplacer I'acide propionique
par I'acide trifluoroacétique (TFA) en quantitéalgtique dans le dichlorométhane (DCM). Il
propose donc la synthése mésetétra-arylporphyrines a I'aide d’'un acide de Ledans le
DCM anhydre, sous un courant d'argon, la phase ydfation de [Iintermédiaire
porphyrinogéne étant assurée par une quinone DIQ [2,3-dichloro-5,6-dicyanoquinone).
Ce protocole a permis I'obtention de la TPP avecemadement de 46%.

L’avantage de cette méthode est qu'elle fonctioavec un rendement optimal pour
des solutions trés diluées, dans des conditioméragiment douces, ce qui permet I'utilisation
d'une plus grande variété d'aldéhydes, méme peblesta Cette méthode est également
utilisée pour la synthese de porphyrines asymésavec des rendements supérieurs a ceux
obtenus avec les méthodes précédentes. Ce protesbl®ujours tres largement employé
pour la synthése de porphyrines. Notre équipelibatidans la synthése de porphyrines
asymétriques dont le protocole exact sera détddlés la partie expérimentale. Dans cette
synthese, nous utilisons comme acide de Lewisfledroborate éthérate (BFOEL) (148) et

comme agent réducteur une autre quinong-deloranile (2,3,5,6-tétrachlorobenzoquinone).

Une autre stratégie consiste a former le macrodgttapyrrolique par I'intermédiaire
de deux entités dipyrrométhan@dgl9-15). Cette stratégie, développée au début des années
1960 par Woodward et MacDonald, consiste a foreedeux moitiés du cycle séparément et

de les assembler ensuite (figure 1-33).

AN 7 _ _
\ VN
(0] H H O
H + H
H H
N N
// \\

Figure 1-33 :Schéma de synthése de MacDonald et Woodward.

En préparant des dipyrrométhanes par la méthodendisey, un grand nombre de
synthons de base pour la porphyrine peut étre ¢188. La condensation des entités

dipyrrométhanes peut se faire par I'intermédiaieddehydes portant des groupements variés,
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cette méthode, dite « 2+2 », est donc particuliergradaptée pour la synthése de porphyrines

asymétriques (figure 1-34).

O R
0 L C/\@
H

R, R;
0 oxydation
0o, M
2 3+ Rz)J\H
H

Figure 1-34 :Schéma de synthése « 2+2 » d’une porphyrine asiguétr

R,

Suivant cette méthode, les porphyrines peuvent dmmporter autant de groupes
fonctionnels différents qu’il est possible de nmetsur les positions réso», tout en
simplifiant les étapes de purification. En effégvantage de cette méthode est la relative

simplicité des purifications a chaque étape, le lom@nale sous-produits étant moindre.

De fait, une stratégie « 3+1 » a également été lojgpée par condensation d’un

tripyrrane et d’'une entité pyrroliquéx3).

Une autre stratégie, enfin, consiste a constitnenayau tétrapyrrolique et d'y insérer
les groupements désirés aux positionméso». La réactivité des positionsméso» du

macrocycle permet en effet I’halogénation de cestipms et ainsi servir de support a des

réactions de type Suzuki (figure 1-33pb4, 155.
R, R, R,
N ~ R,CHO Suzuki
H H H
Rl Rl Rl

Figure 1-35 : Schéma de synthése d’'une porphyrine asymétriqudapar
méthode « 2+2 », suivie d’'une réaction de type Huzu

11.1.1.d. Exemples de porphyrines

67



La porphyrine la plus célébre est sans doute [héGette molécule, qualifiée a juste
titre de « pigment de la vie 156), est la molécule constitutive de I'hémoglobinegtgine
responsable du transport d’oxygene dans les omgasisdes vertébrés. L’héme est une
métalloporphyrine biosynthétisée en huit étapearéirm’un précurseur utilisé aujourd’hui en
PDT : l'acide aminolévulinique (ALA) 157). En effet, la biosynthése de I'heme fait
intervenir la condensation d'une glycine et du sudocCoA pour donner le 5-ALA, catalysé
par la 5-ALA synthase. Deux molécules de 5-ALA vgatr la suite se condenser en une
molécule de porphobilinogene (PBG), catalysé pab-lalLA déshydrase. Une cascade de
réactions enzymatiques va ensuite convertir quat@écules de PBG en un cycle
tétrapyrrolique, suivi de réactions de décarboxytatet d’oxydation afin de donner la
protoporphyrine 1X (PplIX). Cette PplIX, sous l'actiale la ferrochélatase, va former un
complexe métallique avec un ion ferreuxFeour produire I'héme. L’héme va par la suite
effectuer un contréle négatif sur la production HALA. Cette biosynthése est résumée

figure 1-36.

Uro décarboxvlase

PBG - : Urolll —
PBG désaminase —— Coprolll
3-ALA déshvdrase / Uro Cosvnthétase
5-ALA
Copro oxvdase
5-ALA
Proto IX
//
g ! //
------------------ He Ferrochélatase / Proto oxvdase
5-ALA synthétase €e -~ & PpIX / \
Fez+ { . /f
Glycine + Succinyl COA ’,/ | ( /
J 1 J | | /
J j : J |
; 7

Figure 1-36 : Biosynthése de I'héme. Urolll : uroporphyrinogené |
Coprolll : coproporphyrinogéene lll. Proto IX : proporphyrinogene IX.
Réf. : (157).

68



Ainsi, pour éviter la surproduction de porphyrirend I'organisme, la production de 5-
ALA est régulée par de nombreux mécanismes, doroutrdle négatif de 'héme. Or le 5-
ALA administré de maniére exogene arrive a satwercontrble négatif et induit une
augmentation temporaire des précurseurs de I'’hdorg,la PplX qui, sans la présence de fer
en son centre, garde ses proprietés de photodessibn et peut agir en tant que
photosensibilisateur (figure 1-37). L'accumulatide PplX s’observe majoritairement dans
les cellules néoplasiques, faisant de I'ALA-PDT traitement particulierement sélectif. Les

applications PDT de I'ALA seront traitées plus avdans ce manuscrit.

7 Z
0 N N
HZN/Y\/U\OH
o)
070 (7 OH 07 ™on ¥ OH

Figure 1-37 : De gauche a droite : structures chimiques du 5-Adlé\ Ja
PpIX et de I'heme.

De méme, 'hématoporphyrine et I'HpD sont des pgrimes extraites du sang (voir
figure 1-9). Le Photofrin® est un mélange de polggsésodique de I'HpD (figure 1-38).

Figure 1-38 : Structure chimique du Photofrin®.
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[1.1.2. Les chlorines et bactériochlorines

11.1.2.a. Structure

Les porphyrines peuvent subir deux réactions diuatéon. Deux pyrroles du
macrocycle porphyrinique peuvent étre réduits ssgigement ; la premiére réduction donne
une chlorine et la seconde donne une bactériodalfigure 1-39). Tous les macrocycles
respectent la régle de Huckel, a savoir qu'il faot2 électronst pour que la molécule soit

aromatique, or le trajet électronique le plus cocorhpte 18 électrons.

22 électrons 20 électrons 18 électrons «

Figure 1-39 : Structures chimiques des macrocycles porphyriniqDes
gauche a droite : porphyrine, chlorine et bactéhtarine.

Les chlorines (2,3-dihydroporphyrines) se distemgudonc des porphyrines par la
réduction d’'une double liaison périphérique etldastériochlorines par deux doubles liaisons
en vis-a-vis du macrocycle. Les bactériochlorinestdes doubles liaisons réduites sont sur
deux entités pyrroliques vicinales sont dites istdr@ochlorines.

A linstar des porphyrines, les chlorines et bdotdriorines sont des molécules
planes, pouvant accueillir un métal en leur cefit&s).

11.1.2.b. Caractéristigues photophysiques

La réduction du macrocycle apporte des changemémisortants dans les
caractéristiques photophysiques de la moléculechangement le plus important est au
niveau du spectre d’absorption. En effet, la ba@Qdeles chlorines et des bactériochlorines
possede un meilleur coefficient d’absorption melat peut également étre décalée vers les
grandes longueurs d'onde. Ces molécules constitag@mgi une classe intéressante de
molécules pour la PDT.
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La premiére réduction vient légerement transforlaespectre d’absorption : la bande
de Soret est moins intense et plus large et restgée vers 415 nm ; de plus, la bande Q
augmente d’intensité (figure 1-40). La fluorescereste toujours centrée vers 650 nm, mais
ne se compose que d’'une bande. La deuxiéme rédugtioaine un changement complet dans
le spectre d'absorption, la bande de Soret esadépldans I'ultra-violet et la bande Q la plus

intense se situe vers 760 nm (figure 1-40).

Absorption

400 500 600 700

7. (nm)

Figure 1-40 : Spectres d’absorption des composés tétrapyrroligiaas
I'éthanol. En violet: porphyrine; en rouge: chioe; en vert:
bactériochlorine.

Tout comme les porphyrines, les rendements quaediqie fluorescence et de

production d’oxygene singulet dépendent énormémesisubstituants sur les macrocycles.

L’inconvénient majeur de ces molécules est lewatiedment faible stabilité. En effet,
elles sont capables de s’oxyder a l'air (ou eneuilbxydant) et redonnent un cycle insaturé.
Les bactériochlorines sont connues pour étre degcmes particulierement peu stables ;
elles s’oxydent rapidement en chlorines, qui ellmas peuvent s’oxyder en porphyrines.
Des bactériochlorines stables ont été développéesampdification chimique des noyaux
pyrrolines pour garantir une meilleur stabilité d@snes réduites ; des groupements méthyles
peuvent étre introduits en position 2 et 3 des fimpiyrrolines pour bloquer la positioh59
(figure 1-41).
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Figure 1-41 : Structure chimique d’'une bactériochlorine stable.

11.1.2.c. Synthése

Les chlorines et bactériochlorines présentent téréhen PDT en raison de leur forte
absorbance dans les grandes longueurs d’ondeqjtlgufil n’existe aucune voie simple et
rapide de synthése totale fait que la principathn@ue de synthése consiste a réduire la
porphyrine correspondante. La réduction du maciegyarphyrinique est pourtant loin d’étre
aisée ; théoriqguement, les 11 doubles liaisonsydile csont toutes aussi susceptibles d’étre
réduites, mais la pratique montre que non. Sewdaines doubles liaisons vont étre réactives
a un agent réducteur donné, et il s'avere que dbooes des positionsméso» et 3-
pyrroliqgues sont les plus réactifs. De plus, degengg trop réducteurs, tels que ceux
correspondant a des hydrogénations catalytiquassepé conduire a la réduction totale du
cycle. D’autres tentatives de réduction (€électrotfues, photochimiques ou autr@s0)
ont aussi été testées, mais aucune n’a eu autapplaations que la réduction a l'aide d’un
diimide (161). Aujourd’hui, I'un des agents réducteurs pourskmthése de chlorines et
bactériochlorines les plus employés egidea-toluenesulfonylhydrazingg{TSH).

A cela vient s’ajouter la difficulté de la régiosélivité de la réaction. Mis a part des
stratégies de synthese orientant la réduction graceles facteurs électroniques ou
d’encombrement stérique (figure 1-4Q)62), il est trés compligué d'obtenir une seule
chlorine sans son isomére de position. Il est, gesrmémes raisons, tres difficile d’étre
sélectif dans le degré de réduction. Si la porpteypeut étre convertie en chlorine, la chlorine
peut I'étre aussi en bactériochlorine dans la méraetion ; ainsi, les réactions de synthése de
chlorines sont généralement composeées de deuxghase réduction de la porphyrine en un

mélange chlorine / bactériochlorine, puis une oxgmadouce de ce mélange pour convertir
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la bactériochlorine en chlorine, cette dernierentetaoins réactive que la bactériochlorine

pour une réaction d’oxydation. L'un des agents axyd les plus utilisés dans cette étape est

I’ o-chloranile.
N
0 H
1) p-TSH, ChCl,
+ o
H
/ N 3 \ 2) Zn(OAc),, MeOH
S x*n
CO,Me CO,Me
CO,Me

Figure 1-42 :Synthese sélective d’'une chlorine.

En 2007, Varamet al. ont développé une stratégie de synthése sélabtivahlorine
par réduction compléte d'une porphyrine asymétrigure bactériochlorine, utilisant 10
équivalents dep-TSH, puis suivie d’'une oxydation sélective @-¢hloranile, utilisant

'encombrement stérique de la molécule pour pemmethe bonne sélectivité (figure 1-42)

(154).

R
p-TSH (10 equ1valents) O o- ch101an11e Q
Q pyndme K,CO;, 100°C
R

Figure 1-42 :Synthése sélective de 5,10,20-triarylchlorine.

Une autre approche dans la synthése de chlorimesst® a utiliser la bonne réactivité
des carbones en positionrméso» pour fonctionnaliser la molécule. Cette mémeipa
développé une voie de synthese ou I'asymétrie dehllarine se fait par introduction d’'un

groupement par réaction de Suzuki en positiomégo» du cycle (figure 1-43)154).
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ArCHO 1) p-TSH, K,COy, pyridine, 100°C
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H 2) o-chloranile
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® ® ‘ ®
Br
Pd(PPh,),, Aryl-B(OH),
O R (FPhy)s, ArylBOR), Br + Br
Na,CO,, DMF, A
R R R

Figure 1-43 :Synthese « 2+2 » de 5,10,20-triarylechlorine.

Un autre agent oxydant peut étre employé pour axlgdeporphyrines : OsOCette
oxydation s’accompagne de I'addition de deux grouges hydroxyles sur les carborfiede
la chlorine (figure 1-44§163).

Figure 1-44 :Synthése de chlorine a I'aide d’OsO

Une autre méthode de production de chlorine petdis® par réaction de Diels-Alder
sur la PpIX-diméthyl estgl64). La PplX contient des motifs diénes sur ses cyéleet B
(figure 1-44), une réaction de cycloaddition [24dg type Diels-Alder conduit ainsi a la

formation d'une chlorine. La réaction de cette molé avec le diméthylacétylene
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dicarboxylate (DMAD) conduit a la formation de BMB, aussi connu sous le nom de
Visudyne (figure 1-45).

Figure 1-45 :Synthese de la BPDMA.

Cette molécule, trés intéressante pour ses préprighotophysiques en raison de sa
bande Q déplacée dans le roug&(Q) = 666 nm dans le méthanol), est utilisé dans le

traitement de la DMLA.

11.1.2.d. Exemples de chlorines et bactériochlogine

Une multitude de dérivés tétrapyrroliques existehiétat naturel, tant dans le systeme
photosynthétique que pour des applications enocmannues. La plupart de ces pigments sont
de bons photosensibilisateurs pour une applicaioRDT, mais le manque de voie simple et

efficace en synthése totale rend ces composésilgiffia utiliser.

La chlorine la plus connue a I'état naturel esthéorophylle (figure 1-46). Il existe
différents types de chlorophylles, mais les chlogdies a, b et ¢ sont les plus abondantes
dans la nature ; leur utilisation comme synthomase pour la conception d’autres chlorines a
fait I'objet de nombreuses études. L'un des phatsibdisateurs directement dérivé de la
chlorophylle est la phéophyting, molécule issue de la chlorophyle démétallée et

transestérifiée (figure 1-46).
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R =Me : Chlorophylle a
R=CHO : Chlorophylle 5

|||||

~

MeO,C
0

\
phytyl

Figure 1-46 : Structures chimiques des chlorophylles (a gaucheleda
phéophytine a (a droite).

D’autres composés de type chlorine, également sl structure de la chlorophylle,
existent et sont étudiés pour des applications [Bh ;Pparmi eux : le pyrophéophorbide
(165 et la chlorine g(166) (figure 1-47).

HO,C

Figure 1-47 : Structures chimiques du pyrophéophorbide a (a gajeh
de la chlorine e6 (a droite).

Les bactériochlorines naturelles se retrouvens dkas bactéries, d’ou leur ndd67).
La figure 1-48 montre la structure chimique d’uretériochlorine isolée dRhodobacter
capsulatusLe dérivé métallé, avec insertion d’'un palladiamcentre du cycle est utilisé en

PDT sous le nom de Tookad® (la forme soluble egttease Il pour le traitement du cancer

de la prostate).
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Figure 1-48: Structure chimique d'une bactériochlorine isolée de
Rhodobacter capsulatus.

11.1.3. Noyaux porphyriniques expansés ou dérivés

Dans le but d’élaborer de nouveaux photosensatdigs, des recherches se sont
tournées vers des isomeéres des porphyrines, solia@meant la structure du macrocycle, soit
en modifiant la nature chimique des éléments duanoye nombreuses molécules en ont
découlé, toutes plus ou moins utilisables en POaFmP ces molécules, certaines ont un fort

potentiel d’application en PDT.

11.1.3.a. Les purpurines et benzochlorines

Les purpurines et benzochlorines sont des dédeéa chlorine dans lesquels un cycle
vient fusionner avec le macrocycle porphyriniqueenne position aéso» etf-pyrrolique
(figure 1-49).

n=1: purpurine
n=2: benzochlorine

o

Figure 1-49 :Structure chimique des purpurines et benzochlorines

n
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Les purpurines ont été synthétisées pour la prenfiés en 1960 par Morgan et
Tertel (L68) ; ils ont élaboré une série de purpurines issleek chlorophylle et montré leur
potentielle application comme PS en PDT (figureOl-En effet, ces molécules perdent la
symétrie des porphyrines, ce qui entraine une nuadibn de leur spectre d’absorption ; la
bande Qdes purpurines non métallées se situe généralemeodr de 660 nm. L’insertion
d'un métal, tel que l'ion Sn(lV), déplace le spectfabsorption d’environ 20 nm vers le
rouge. Ces molécules sont aussi caractérisées rpaendement quantique d’état triplet

relativement éleve, ce qui les rend tres bons mtedws d’oxygene singul€i69).

R =Me ; R = CH,CH,

M =2H ; M = Sn(l,

EtO

Figure 1-50 : Structure chimique des purpurines synthétiséedvfgan
et al.

Les benzochlorines sont des molécules avec um @@ chainons fusionné au cycle
porphyrinique ; leur synthése se fait généralenzempartir d’'une chlorinemésesubstituée
(170. Morganet al. ont synthétisé une benzochlorine comprenant unetifmm iminium en
position «méso» (figure 1-51) ; cette modification entraine uioete absorption a 750 nm

(179).

| R=HiR=S0;
|

Figure 1-51: Structure chimique des benzochlorines synthétigées
Morgan et al.
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11.1.3.b. Les porphycenes

Les porphycenes sont des molécules tétrapyrrdigioat les ponts méthines ont été
modifiés L72) ; dans cette structure, chaque motif pyrroligeeli€ directement a un autre
pyrrole d’'un coté et li#ia deux carbones de l'autre (figure 1-52). Ces madés;isynthétisées
par Vogel en 1986 pour la premiere fois, sont isslian couplage de McMurry entre deux
bipyrroles bialdéhydes (figure 1-52).

AN =
N NHHN Z )
OHC . cgo Zn/CuClTiCl,
OHC CHO 0,
NHHN -
// \\ —

Figure 1-52 :Schéma de synthese d’'une porphycene.

La porphycéne non substituée est néanmoins pdigéatien raison de sa faible
solubilité dans les solvants usuels et de son mpekthabsorption semblable a celui de la
porphyrine, comprenant une bande d’absorption tarsuge relativement peu intense.

Nonell et al. ont synthétisé une tétraphénylporphycéene, dontchemctéristiques
photophysiques sont compatibles avec des utilisati®DT (173). Cette porphycéne a une
absorption maximum a 659 nm avec un rendement iguent’oxygene singulet proche de
0,25 dans I'éthanol.

11.1.3.c. Les phtalocyanines

Les phtalocyanines (Pc) ont une structure semiblabtelle de la porphyrine. Elles
sont composées de motifs isoindoliques reliés entrkepar des atomes d’azote (figure 1-53)
(174). L'extension de ces molécules s’appelle des raptyanines (NPc) et leur structure se
trouve changée uniquement par la présence d'unetidonnaphtaléne fusionné a chaque
motif isoindolique (figure 1-53).
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e
Mo

Figure 1-53: Structures chimiques d’'une phtalocyanine (a gauckie)
d’'une naphtalocyanine (a droite).

Elles sont souvent synthétisées sous forme delloptttalocyanines, comprenant en
leur centre un ion zinc, aluminium (Photosense®}iticium. L'inconvénient majeur de ces
molécules est leur tres mauvaise solubilité dansddvants usuels, et notamment dans 'eau.
Des dérivés hydrophiles, comme le Photosense®g¢t@nsynthétisés en fonctionnalisant les

motifs isoindoliques avec des groupementg SO

Les spectres d’absorption de ces molécules differmmpletement de leurs
homologues porphyriniques ; en effet, ils sont ci@r@gsés par une forte absorption dans le

rouge en raison de leur conjugaison étendue (fijt54).

Absorption

400 500 600 700 7.(nm)

Figure 1-54 : Spectre d’absorption caractéristique d’'une phtaknuiye
zinguée.
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[I.2. Les stratégies de ciblage en PDT

Depuis le développement du Photofrin®, les effddda recherche dans le domaine
des PS se sont tournés vers I'élaboration de Rfudeen plus performants, en répondant a un
cahier des charges multicriteres, concernant de®priptés physico-chimiques,
photophysiques ou biologiques. Les « caractérisiqdéales » d’'un PS pourraient se décliner

comme suit :

- Etre chimiquement pur et issu d’une synthese fatileproductible,
- Avoir un rendement quantique en oxygéene singuleefo EROs) important,

- Avoir une forte absorption dans la fenétre théréipaae, a savoir entre 600 nm
et 800 nm,

- S’accumuler préférentiellement dans les tissus tamq
- Ne pas étre toxique a I'obscurité,
- Avoir une structure amphiphile afin d’obtenir unenbe biodistribution,

- Avoir une formulation compatible avec un usage iglie (stabilité et

solubilité),
- Avoir une clairance plasmatique rapide, sans risgueir le patient.
A la suite du Photofrin®, beaucoup d’autres PSaimsi été synthétisés, se basant sur
les criteres énoncés ci-dessus comme base deoleception. Le Photofrin® est alors qualifié

de « PS de premiére génération » et des moléquiles,complexes, ont vu le jour sous la

dénomination « PS de seconde et troisieme géngsasio

1.2.1. Rappels sur les PS dé"lgénération

Les PS de premiére génération en PDT correspordEHpD puis, par la suite, au
Photofrin®. Ce sont ces photosensibilisateurs quipermis les premiers pas de la PDT et

dont I'historique a été développé en partie 1.2.
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Le Photofrin® a été le seul PS autorisé sur le héarentre 1993 et 2000 et reste
aujourd’hui le PS le plus utilisé en PDT malgré lasonvénients qu’il présente. Tout
d’abord, c’est un mélange de polyméres de porpbgrilbbes analyses par spectrométrie de
masse, puis par des techniques plus pousséespatréngue le Photofrin® est un mélange de
composeés allant du dimere a des oligoméres de menbmeres175-177). Les molécules
sont majoritairement liées entre elles par desdias éther et ester, mais des liaisgiases
positions «méso» ont aussi été détectéd3-179.

De plus, le Photofrin® est limité par son profilgoimacocinétique ; en effet, cette
molécule est mal éliminée du corps et son accuioulaans les tissus peut durer jusqu’a six
semaines 180), entrainant une photosensibilité cutanée imptetare patient traité avec le
Photofrin® est alors obligé de se protéger de taidue du soleil pendant cette période. Cet
inconvénient, bien que mineur comparé a ceux emgsnpar les chimiothérapies, limite
cependant son utilisation clinique. A cela s’ajoute limitation photophysique intrinséque, le
Photofrin® absorbe peu dans les grandes longuéonsiel: son absorption correspondant a

la bande @ & 630 nm, est relativement faib&sfnm= 3000 L.mol*.cni® dans I'éthanol).

Ces considérations ont mené, depuis les années 4980echerche et a I'élaboration
de nouveaux composés. Ces composeés, appelés camgeséeconde et de troisieme
générations, font I'objet de la suite de cetteipart

11.2.2. Les PS de 2"°génération et ciblage passif

Les travaux concernant I'élaboration des PS de elaingénération ont consisté a
synthétiser des molécules répondant plus précisemenahier des charges, précédemment
cité. Les efforts ont aussi porté sur les modatiesraitement PDT, en favorisant par exemple
une meilleure prise en compte de l'intervalle ded¢umiere (IDL), une excitation continue

ou fractionnée, ou encore en développant des pésafdxcitation biphotonique.

Les PS de seconde génération sont caractérisémeaccumulation passive dans les
tissus tumoraux, absorbant « mieux » que le Pho®fa des longueurs d’onde plus élevées.
Des PS hydrophiles ou lipophiles ont été développéi par modification chimique de la
structure des molécules, soit en jouant sur leumddation avec le développement de

systemes d’encapsulation comme des liposomes omidefies.
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11.2.2.a. La m-THPC, ou Foscan®

L’'un des PS de deuxieme génération ayant obtenMN¥Aen 2001 en France est la
métatétrahydroxyphénylchlorinem¢ THPC, ou Foscan®), commercialisée par le labomtoi
Biolitech Pharma LTI(figure 1-55). C’est une chlorine, caractérisée yorze bande (Qplus
intense & 652 NNEds2nm= 22000 L.mol*.cm* dans I'éthanol) ; de plus, sa structure chimique
comportant des groupements hydroxy rendndHPC plus soluble que son homologue
tétraphénylchlorine.

HO

Figure 1-55 : Structure chimique du Foscan®.

Cette molécule est employée dans le cas de traitesmpalliatifs de carcinomes
épidermoiques avancés de la téte et du cou lorkspidraitements dits conventionnels

(radiothérapie, chimiothérapie, chirurgie) ont aoho

Le Foscan® fait encore aujourd’hui I'objet de nopuses études afin d’améliorer sa
biodistribution, notamment grace a une encapsulatians des liposomes (Foslip), des

formulations PEGylées (FospedB(L—183, ou incorporé dans des nanopatrticules de silice.

[1.2.2.b. L’'ALA

L’ALA, dont il a été question en partie Il.1.1.dstaine prodrogue utilisée aujourd’hui
en PDT, dont la séléctivité pour les cellules nasigjues en a fait un candidat intéressant pour
les traitements dans les domaines de l'urolog®d)( la pneumologie 185 ou encore la
neurochirurgie 186). Néanmoins, 'ALA n’a recu 'AMM que pour des dmations en

dermatologie : le traitement PDT de la kératosmiagte (L87).
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L’ALA a été I'objet de nombreuses modificationsustiurales afin d’améliorer sa
pharmacocinétique. En effet, 'ALA, dans sa forme plus simple, est un composé
zwitterionique trés hydrosoluble, ce qui a des égnences néfastes sur sa biodistribution.
Afin d’étre distribué de maniére efficace dans deps, c'est-a-dire d’étre a la fois transporté
dans le sang et capable de traverser efficaceragemhémbranes des cellules, le médicament
doit avoir un équilibre entre hydrophilie et lipdldgn L’ALA a donc été un sujet d’étude
guant a sa fonctionnalisation, notamment les meoatifins concernant sa partie acide
carboxylique ; quelques dérivés de I'ALA synthé&isst leur coefficient de partage (log P)

sont montrés en figure 1-5657).

Plasma
Membrane

Log Poctanal ¢ Ho0

-1.0 oo 10
| I I I | 1

5-ALA H,.r’\,(\)\.—
Methyl ester H;N'/\n/\)kv’

Ethyl ester |#n |

Butyl ester | s

Pentyl ester |HN’

Benzyl ester H:N'Y\)kﬂ/@

Hexyl ester |,

Octyl ester | un

Figure 1-56 : Structures chimiques et coefficient de partage @gde
'ALA et de certains esters dérivés. Le comporteémesra-vis d’'une
membrane cellulaire est symbolisé a droite parftiehes. Réf. : (157).

Certains des esters de I'ALA ont recu 'AMM, c’dst cas par exemple du Metvix
(ester méthylique) pour le traitement des carciroinasocellulaires et de I'Hexvix (ester

hexylique) pour le traitement du cancer de la rate.

[1.2.2.c. Résumé des PS de seconde génération
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La liste des PS de deuxieme génération ayantuaeuAMM (ou en cours d’essais

cliniques) dans différents pays est donné en Tabled (188). Les formules chimiques de
certaines molécules sont données en figure 1-57.

Tableau 1-4 Liste des principaux PS en essais clinique ou priggle en

PDT (188).

Photosensibilisateur

m-THPC Foscan®
Vertéporphine Visudyne®
HPPH
2-(1-hexyloxyethyl)-2-divinyl RS
pyropheophorbide-alpha
Palladium-
bacteriapheophorbide Tookad®
Levulan®
Ac_ide [net_hyl-& Metvix®
aminolévulinique
chde b - Yl& Benzvix®
aminolévulinique
Acide hexyl-6- Hexvix®

aminolévulinique

Lutetium(ll)-texaphyrin
ou Motexafin-lutetium

Lutex®, Lutrin®,
Optrin®, Antrin®

SnEt2 ou éthiopurpurine

Purlitine®,
d’éthyle d’étain (IV)

Photrex®

Nom commercial Aeyc (M)

652

689

665

763

630

375-400

635

635

375-400

732

659

Indications

Cancers de I'cesophage, de la prostate
et du pancréas ;
tumeurs avanceées de la téte et du cou

Carcinome basocellulaire et squameux

Carcinome basocellulaire, cancers de
I'cesophage et cancer de la téte et du
cou

Cancer de la prostate

Tumeurs de la peau, de la téte et du
cou, tumeurs gynécologiques et
carcinome basocellulaire

Photodétection des cancers du
cerveau, de la téte et du cou, et des
reins

Carcinome basocellulaire
Tumeurs gastro-intestinales

Photodétection du cancer du rein

Cancer de la prostate, des cervicales,
du sein et du cerveau

Sarcome de Kaposi, cancer du sein,
carcinome basocellulaire, cancer de la
prostate

Tableau 1-4 (suite).

85



NPe6, mono-L-aspartyl

Talaporphin®,

664 Tumeurs solides, cancer des poumons

chlorin e6,_ta|aporf|n Laserphyrin®
sodium
SOIFI, protop AETTIIE BOPP 630 Tumeurs cérébrales
borée
Phtalocyanine zinguée CGP55857 670 Carcinome a cellules squameuses
Phtalocyanine de silicone Lésions cutanées et subcutanées de
Pc 4 675 . )
diverses tumeurs solides
Mélange de Cancers de la peau, du sein, du
phtalocyanines sulfonées poumon, du larynx, de la téte et du
d’aluminium Photosense® 675 cou, tumeurs des yeux et des
cervicales
Phtalocyanine zinguée CGP55857 670 Carcinome squameux
OCOCH,
/
O\/\O/\/O\/\o

HO

Vertéporphine

‘!i O

MeO

HOOC

Ethiopurpurine d'étain NPe6

= /
— N——%m

= \

/\/O\/\O/\/O

w

Lutétium (III) Texaphyrin

"OCH,OCH,
0

.....

HOOC

HPPH

Figure 1-57 : Structures chimiques de quelques PS ayant recu MAM

utilisés en PDT.
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11.2.3. Les PS de %" génération et ciblage actif

Les PS de troisieme génération different de larsgée génération par I'utilisation d’'un

module d’adressage ou d’'une formulation spécifiquiefavorise la sélectivité du PS.

Les modules d’'adressage peuvent étre de naturessdsy il peut s’agir de ligands
vecteurs ou de biomolécules servant de prodrogdiesiistingue deux catégories de ciblage
actif, dont il a déja été question précédemmentiblage actif direct, visant les cellules de la

tumeur, et le ciblage actif indirect, visant leg+waisseaux tumoraux.

11.2.3.a. Ciblage actif direct

Le ciblage actif direct utilise des vecteurs biatpgs ciblant directement les
récepteurs surexprimés a la surface des celluléstdeneur.

Parmi les stratégies les plus utilisées en PDGiblage des récepteurs aux cestrogenes
est particulierement intéressant en raison de sewexpression dans les cas de cancer du
cerveau, du sein et des ovaires89). Une premiére étude a consisté a coupler un
photosensibilisateur a I'cestradioa un bras espaceur (figure 1-57). Cette étude andhouie
ce conjugué montrait une meilleure internalisatidens les cellules surexprimant des

récepteurs a I'cestrogene que dans des cellulesssa8?).

OH

Figure 1-58 : Structure chimique du conjugué porphyrine-cestradiol

Une étude plus récente fait intervenir le phéopiderta, couplé a un motif

cestrogénique. ElI Akrat al. démontrent par microscopie confocale que le carguge
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localise préférentiellement dans les cellule turdesraet est accompagné d’une action

photodynamique sept fois supérieure comparé ddaclu PS seull@1).

Une autre stratégie consiste a cibler les réceptaufacide folique ; en effet, ce
récepteur est surexprimé de maniére importante tarsas des cancers, notamment de
I'ovaire, de 'utérus et du cervedli92). Notre équipe s’est intéressée a ce ciblage eledas
tumorales ; la thése de Julien Gravier (2004-2008B a consisté en la synthése et la

caractérisation d’'un conjugué chlorine — acideqgiadi (figure 1-58).

X=CouO

NH OH
K[N\ Sy
N7 N/)\NH

Figure 1-59 : Structure chimique des conjugués « m-THPC-likeaside
folique synthétisés par Julien Gravier.

Il a été démontré, chez la souris xénogreffée, rquatures apres injection, que
'accumulation des molécules était deux fois sugaég pour le conjugué que pour le PS seul ;
de plus, la sélectivité envers les cellules cans&E® était cing fois supérieure qu’envers les
cellules saines. Il a également été démontré gtie ceorporation se faisant effectivement
via le récepteur a I'acide folique, car si lors deiérience, de I'acide folique libre est ajouté,
une diminution de l'incorporation cellulaire estteldée (194, 195. Cette étude a été
poursuivie dans notre équipe avec la thése de ¥inderosini (2006-2010) qui a étudié la

vectorisation deuantum dotpar I'acide folique pour une application PDIOE).

Une autre voie de ciblage possible est d'utiliseslirexpression des récepteurs aux
sucres dans certaines cellules cancéreuses. Enle$féectines sont des protéines qui se lient
spécifiguement a certains types de carbohydratedord la surexpression a été démontrée

dans les cancers du foie, du sein, de la prostaie® poumons1Q7). Pour cela, des
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conjugués PS — sucres, appelés PS glycoconjugnesgté synthétisés entre autre par notre
équipe pendant la thése de Benoit Di Stasio (200392198). Cette étude s’est articulée
autour du couplage entre un photosensibilisatedestdérivés de la glucosamine, favorisant
leur incorporation dans des cellules cancéreusesgmport au PS seyl99 200. Des
tétraphénylporphyrines mono- et di-glucosylées siaigu’une tétraphénylchlorine mono-
glycosylée ont été testées sur une lignée celtuldgr carcinome humain HT29 et ont montré
une activité photodynamique sensiblement supéri@ueelle d’'une porphyrine seule (la
tétraphénylporphyrine).

Cette approche consistant en la condensation deessuet de macrocycles
tétrapyrroliques a été initiée par Maillaet al. en utilisant les fonctions hydroxyles en
«meso» des groupes aryles et phtalyles des porphyethgshtalocyanines respectivement
(figure 1-59) ROD). Les PS glycoconjugués synthétisés ont le meltiplantage d'étre

hydrophiles, non-ionisables et non agrégés enmaled’encombrement stérique des sucres.

Figure 1-60 : Structures chimiques des dérivés glycosylés deaungcies
tétrapyrroliques. Réf. : (201).

Par la suite, cette stratégie a été généralis&gualé photophysique et biologique de
dérivés tétra- et tri-glycosylés deraTHPC Q02-204) et de lam-THPP Q02 (figure 1-60).
Ces études ont démontré que les dérivés tri-glyésgyrésentent une plus grande activité
photodynamique que les composés parents ou qumh@sgués tétra-glycosylé2q2 205).
Les études visant a déterminer les effets de laoghnjugaison sur la photoactivité des

molécules ont révélé que les composes tri-glycgsptésentent une meilleure internalisation
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dans les cellules de carcinome humain HT29 enepgrice a un mécanisme d’endocytose
médié par des récepteurs avec une localisatioreneritfelle dans les mitochondrie20D).
L’activité photodynamique de ces composés a étairdegjuatre fois supérieure a celle de la
m-THPC seule.

RO

PS tétra-glvcolsvlés

Figure 1-61 : Structures chimiques des PS glycosylés synthépiaés
Maillard et al. Réf. : (202).

D’autres équipes encore travaillent sur cette gmigon, utilisant différents types de

sucres, comme le mannose ou le galact?8é+210).

Enfin, l'utilisation du métabolisme des cellulesncéreuses a beaucoup inspiré de
voies de ciblage. En effet, lors de son dévelopmema cellule va beaucoup attirer des
composeés type polyamine comme la spermine ou lavsg@e (211, 212. Des équipes
travaillent donc sur des conjugués PS — polyamintiésant la bonne incorporation de ces

composés pour générer un effet PDT.

11.2.3.b. Ciblage indirect actif

Cette stratégie consiste a utiliser de manieréveade micro-environnement des
néovaisseaux tumoraux afin de produire un effet Vddmme décrit précédemment. Cette
stratégie, initiée au laboratoire depuis 2005,@&suit encore aujourd’hui et vise a cibler les
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marqueurs spécifiques de I'angiogenése pour éradigunéo-vascularisation tumorale. Dans

ce domaine, trois cibles ont été choisies :

- Les intégrines.Les intégrines sont des récepteurs membranaippses a la
surface des cellules endothéliales activées lor$amgiogenese. |l existe de nombreuses
intégrines et elles ont un réle de régulation déarsgiogenése. Le tripeptide RGD est un
motif reconnu par les intégrines, il a de surcuni¢ grande affinité et une grande spécificité.
Notre équipe a démontré que le couplage entre onghprine et deux motifs RGD, I'un
cyclique, l'autre linéaire, améliorait fortemenadtivité PDTin vitro (128, 129 : la chlorine
lite au motif RGD linéaire est incorporée 98 foigspgue la chlorine seule, et celle liée au
motif RGD cyclique est incorporée 80 fois plus daechlorine seule dans des cellules
HUVEC surexprimant les intégrines3s.

- NRP-1. Le VEGF (de I'anglais/ascular Endothelial Growth Factpest une
protéine exprimée pendant la phase d’hypoxie tulaatest considéré comme le principal
régulateur de I'angiogenése, aussi bien physiolagigue tumoral. Les récepteurs du VEGF
sont donc des cibles potentielles pour la PDT. Pae® récepteurs, nous pouvons distinguer
les VEGFR (Récepteurs du VEGF) et les neuropiliness neuropilines sont des
glycoprotéines transmembranaires, jouant le rolecdeécepteur du VEGF. L'étude et
I'utilisation de ces récepteurs est une stratéglesée par notre équipe. Lors des théses de
Noémie Thomas, Loraine Tirand, Ezatul Kamarulzankiarre Couleaud et Denise Béchet,
'équipe a développé plusieurs composés ciblamédepteur neuropiline (NRP-1). Dans un
premier temps, un conjugué chlorine — peptide atéhétise et testé biologiquement (figure
1-62). Le peptide H-ATWLPPR-OH, spécifique du coagteur NRP-1, est lié a la TPC par
'intermédiaire d’'un bras espaceur de type acidénahexanoique (Ahx). Malgré de bons
résultats quant a son incorporation dans des esllehdothéliales et dans I'endothélium
tumoral de tumeurs cérébrales xénogreffées chsauss, il a été observé que sa stabifité

Vivo était altéréedf. theses Pierre Couleaud, Loraine Tirand et Nodin@nas).
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Figure 1-62 : Structure chimique du conjugué TPC-Ahx-ATWLPPR.

Pour pallier entre autre ce manque de stabiliégulpe a développé une stratégie
consistant a encapsuler le PS dans une nanoparteusilice, dont le cceur est en oxyde de
gadolinium pour une détection par IRM, dont la acef est composée de motifs PEG afin de
la rendre furtiven vivo, et de peptides ATWLPPR pour un ciblage actifréegpteurs NRP-1
(figure 1-63).

Couche de polysiloxane Maolécules hydrophiles

Photosensibilisateurs

Ceeurd’oxyde
de Gadolinium

Feptides

Figure 1-63 : Représentation de la nanoparticule développée udren
équipe. Tiré de la thése de Pierre Couleaud.

La thése en cours d’Aymeric Seve a pour but derd@gher la composition optimale

de cette nanoparticule.

- Les MMPs. Les métalloprotéinases matricielles (MMPS), présen
précédemment, ont été choisies comme sujet de éntde. Notre stratégie s’articule autour
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de la conception d’u”Rhotodynamic Molecular Beacd®MB), qui sera présenté en détail en
chapitres I, Il et IV, activé par les gélatinas&ette stratégie a déja été éprouvée par
I'équipe du professeur Zheng au Canada qui utllesstivité peptidase de la MMP-7 pour
cliver le peptide H-GPLGLARK-OH afin de séparer pimotosensibilisateur d’'un inhibiteur,
ou quencher d’état excité. Cette stratégie, détaillée plus tans cette thése, a été le point de
départ pour notre stratégie, initiée par Pierrel€md en 2008, puis poursuivie pendant cette

these.

Conclusion

La PDT demeure une modalité de traitement ant@@use prometteuse.
Contrairement aux méthodes « classiques » dertraite cette approche thérapeutique peut
se révéler extrémement sélective et améliorer Hitgude vie des patients. Pour cela, au
niveau de la Recherche, de grands efforts sontifoet continuent & étre fournis pour trouver
les conditions idéales de thérapie. Les PS dei@més génération sont des molécules a fort
potentiel, offrant de multiples applications etrapprochant le plus possible du « PS idéal ».
Notre équipe s’est tournée vers la VTP en raisorsale potentiel prometteur en tant que
thérapie anticancéreuse ; la connaissance de plydus pointue du micro-environnement

tumoral nous ameéne a élaborer des stratégies deplplus sélectives et efficaces.

L’objectif de cette thése s’inscrit donc dans datuité des efforts pour trouver une
modalité de traitement plus sélective et plus affic La conception et I'élaboration de
Molecular Beaconsest une alternative intéressante, tant par so@ coginal que par sa

pertinence.
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Chapitre Il : La régulation de I'oxygene singulet & 'utilisation de

Molecular Beacons

|. L’'oxygene sinqulet

L’oxygene moléculaire est un élément majeur surefeeprésentant environ 30% de
sa masse totale et 21% de son atmosphére. Segmemhotophysiques particuliéres font du
dioxygéne un acteur clé dans les mécanismes biplegj le fonctionnement de la PDT et la

beauté des ciels nocturnes des zones australes.

Comme nous l'avons vu précédemment, les processusptbtosensibilisation
impliqués en PDT font appel a I'action combinéend®S, de la lumiere & une longueur
d'onde appropriée, et de l'oxygene. Ce processitsirfiervenir des espéces réactives de
'oxygéne, aussi nommeées EROs, et en particulityfjene singulet. Ce dernier, en raison de
sa tres grande réactivité envers les substratediples notamment, est considéré comme
I'une des principales causes de l'effet PDT, snhiee les développements de nouveaux PS

pour la PDT se mesurent en majorité par leur cépagbroduire de I'oxygéne singulet.

Néanmoins, si la production d’espéces réactiveboaggeéne est un point central en
thérapie anticancéreuse, son contréle n’en est rpas;s important. Les recherches
médicamenteuses incluent de plus en plus le cibéhda sélectivité dans leurs stratégies,
faisant apparaitre les termes de « vecteur » cuptedrogue ». En effet, il est nécessaire de
savoir amener le médicament jusqu'a sa cible, @an diéclencher les effets toxiques a
'endroit désiré. D’ou le besoin, pour la PDT, amtroler la production des EROs. Ceci est le
rationnel de base qui méne vers la conceptionMidscular Beaconsque nous allons
présenter dans ce chapitre.

Dans cette partie, nous allons détailler les caratiques de I'oxygéne singulet, de sa

formation a son inhibition, ainsi que sa détectbsa photophysique.
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[.1. Introduction historique : oxygéne et thérapie

L'utilisation de I'oxygene singulet a des fins méales existe depuis des millénaires,
mais n'a réellement été démontré que depuis I€ Xi¥cle. En effet, le vitiligo est une
maladie caractérisée par une forte dépigmentat®mriadpeau, causée par la mort ou un
dysfonctionnement des mélanocytes ; les premiegsmantionnés remontent aux temps des
anciens égyptiens, jusqu’a notre ére ou de nomésepsrsonnes en sont encore atteintes.
Cette maladie a été décrite dans le livre sacriem@intharva Vedavers 1400 avant J.C.,
dont les auteurs préconisaient de prendre desegraiePsoralea corylifoliaet d’effectuer de
nombreuses expositions a la lumiére solaire pouguémir (1). Au XI° siécle de notre ére, un
traitement similaire a été proposé par Ibn El Bi@reconisant des expositions au soleil
répétées ainsi que la prise de grainegsnthi Majus une plante qui pousse abondamment
dans la vallée du Nill). Ce n’est qu'en 1911 que les psoralénes ontd&étifiés comme
principes actifs dans ces deux graines. En 1948/|d#y fut le premier médecin a traiter des
patients atteints du vitiligo avec des comprimés 8méthoxypsoraléne (Meladinine®)
(figure 2-1).

(0} O s)
p R=-H Psoraléne
A R =-OMe 8-méthoxypsoraléne

R

Figure 2-1 : En haut a gauche : Psoralea corylifolia. En hauti@ite :
Ammi Majus. En bas : structures chimiques de deoxgenes.

La « photochimiothérapie » n’évoluera plus jusqu'@é®74 et [lutilisation de
psoralénes en combinaison avec une irradiation WéAtraitement est dénommé PUVA et il
est décrit comme traitement efficace contre leipsi et le vitiligo 2).
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Le phénomeéne de photosensibilisation lui-méme henfa en lumiere, a proprement
parler, gu’a la fin du XIX siécle par Hermann von Tappeiner, comme énona@geénment
dans le chapitre B( 4), a la base de la premiére expérience de PDE) (

Les géophysiciens furent en fait les premiers aeléécet caractériser I'oxygéne
singulet dans la nature. En observant le spectie gan les aurores boréales, ils constatérent
gue les radiations émettaient une raie dans le erodg 630 nm, correspondant a la
désactivation de I'oxygene singuléﬂ&, lAg), dit dimolaire, en oxygene triplet. En 1934,
I'astrophysicien Herzberg, prix Nobel en 1971, déci une raie & 12 900 A dans le spectre

solaire infrarouge qu'il attribua & une forme egeitle I'oxygéne*O, (‘Ay) (7).

En 1927, les travaux du chimiste francais Malletnpeent de remarquer unetres
faible luminescence rouge fone€lors de la réaction entre I'anion hypochloritéOCet le
peroxyde d’hydrogene 4, (8). L'équation HO, + CIO - O, + H,O + CI fut proposée en
raison du dégagement de dioxygéne observé, marséb@uobservable, cette réaction devait
étre faite en faisant barboter du dichlore @ns le peroxyde d’hydrogene. L’équation s’écrit
donc HO,; + ChL - O, + 2 HCI. Plus tard, en 1963, Khan et Kasha reptifexpérience de
Mallet et en étudierent la luminescen®el(0). lls démontrerent la similitude spectroscopique
entre cette luminescence et celle observée darmuée atmosphére et prouvérent ainsi
'existence de la formation d’oxygéne singulet parsysteme chimique. Leurs travaux dans
le milieu des années 1960 montrérent J(mze(lAg) peut étre produit dans différentes réactions
chimiques et qu’il apparait en milieu aqueux de igr@n«fugace». lls reporterent : ka
chimiluminescence qui survient au cours de réastidioxydation de molécules organiques
est associée a l'excitation d'états métastables I'deygéne moléculaire, en systemes
peroxydés» (11).

Entre temps, de nombreuses études ont permis tétedde caractériser I'oxygene
singulet. Robert Mulliken, un des peres de la tieédes orbitales moléculaires, prix Nobel en
1966, montra qu’il existe deux formes excitées'oeygene moléculairel). En 1931, Hans
Kautsky (figure 2-2) démontra que la fluorescenedadtrypaflavine diminue lorsqu’elle est
irradiée en présence d'une quantité croissanteydé&mxe (3). Dans le méme systéme, il
remarqua que I&alachite Greendevient fluorescent lorsque la trypaflavine estdrée en
présence d’oxygene. Il en conclut que 'oxygenentrun processus concurrent de celui de

la fluorescence, qu'un transfert d’énergie doiteimenir entre le photosensibilisateur et
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'oxygéne, et que ce dernier revét un caracteralamny pour permettre adalachite Green

d’exprimer sa fluorescence.

Ol \O
H,N N NH,
| -
l

Figure 2-2: A gauche: Hans Tautsky. A droite: formule de la
trypaflavine.

Enfin, dans les années 1970, Christopher Footeiaéledrble que tient I'oxygéne
singulet dans les milieux biologiques. Il mit notaent en avant le réle protecteur fu
carotene dans les systemes pouvant générer deg&orysingulet, agissant en tant que
quencher a la fois du photosensibilisateur (dans les mmibiologiques : la chlorophylle) et

de I'oxygene singulet lui-mémé4, 15). Ceci sera discuté plus en détail dans la ph#tie

[.2. Photophysique

.2.1. Structure électronique de’0,

En 1840, Michael Faraday montra que I'oxygene moée est attiré par un aimant.
Cette constatation fut expliquée un siécle plud fzar Robert Mulliken, montrant que les
orbitales moléculaires de la molécule de dioxygeneapparaitre deux électrons appariés, lui
conférant des propriétés paramagnétiques (figude @6). Notons que la molécule est de
multiplicité de spin M = 3, soit un état fondamertgplet.
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Figure 2-3 : Orbitales moléculaires de la molécule de dioxygéne.

Robert Mulliken prédit I'existence de deux formesiges de I'oxygene moléculaire.

Ces formes ont été observées par J. Ellis et Hnéfemn 193317). Ces deux états singulets

métastables, car normalement interdits par legsé&dg conservation de spin, sont né&:%set

129, dont les énergies sont respectivement 22,4 koakin37,5 kcal/mol au-dessus du niveau

fondamental (figures 2-4 et 2-5). Il est a notee tjaxygene singulet peut également exister

sous forme de «dimere >35Ag, lAg,) (figure 2-6), méme s’il ne s’agit pas d’'un dimeie

proprement parler. Michael Kasha reporta qu’il b’pas besoin qu'un complexe se forme,

mais que deux molécules soient assez proches poum transfert d’électron soit possible

(18). La réaction peut s'écrire :

O, (lAg) + O (lAg) > '0, (lAg, lAg) 2> O (Szg) + O (329) +hv

ou I'énergie du photon émis est égale a la sommealeex énergies d’QlAg).
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Figure 2-4 : Structures électroniques des oxygenes tripletngiLset.

Ainsi, nous voyons que « I'oxygéne singulet » cgpand en réalité a plusieurs états
électroniques. Néanmoins, celui de géoméiria un temps de vie tres court (130 ns dans
CCly, alors que celui déﬁg est de 87 msl@)) et se désexcite quasi instantanément vers les
états de plus basse énergie, de sorte qu’il niirget pas ou peu dans la réactivité de

'oxygene.
1.2.2. Spectroscopie

La désexcitation de I'oxygéene singulet vers som fétadamental peut s’accompagner
de production de lumiére. Cette transition, quisiste a faire passer une molécule d’'un état
singulet a un état triplet, émet un photon de phosgscence. On parle alorsldeminescence

dechimiluminescengeu dephosphorescenage I'oxygene singulet.

Il est utile de rappeler dans un premier tempsmgiimolécule excitée peut retourner a
I'état fondamental de trois maniéres différentdgsexcitation sans radiatiogugenchingpar
le solvant, rotation interne...), transfert d’énergiane tierce moléculgenchingphysique)
ou luminescence. La luminescence est un processligtif qui consiste a céder I'énergie
excédentaire par émission d’'un photon dont I'érexgirrespond a la différence d’énergie

entre I'état excité et I'état fondamental. Aingil'énergie d'excitation de I'oxygéne singulet
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1Ag par rapport & I'état fondamental est d’environ42Rcal/mol, soit 94,3 kJ-mdl la

relaxation correspondante se situe a 1269 nm, ldapsoche infrarouge. Il en est de méme

avec les autres états excités : la transitign> 3, se trouve a 762 nm, la transition, 'Ag)

2> 329 se trouve vers 635 nm. On observe aussi dan®t@reple I'oxygene singulet la faible

émission de la transitiolty > *Ag & 1910 nm (figure 2-5).

Energie

0

Figure 2-5: Diagramme de Jablonski simplifié de l'oxygene (les
désactivations non-radiatives ne sont pas montréegjauche : énergies
d’excitation des états excités par rapport a I'élandamental. A droite :

AL 1A,
44,8 keal/mol

1910 nm

635 nm

762 nm
1269 nm

15t
37,5 keal/mol — |

1 Ag i
22,4 keal/mol

3y
P

b =)

longueurs d’onde de luminescence.

La durée de vie de I'oxygene singulb]sg( il ne sera d’ailleurs plus question que de lui

par la suite) va quant a elle dépendre de nombiairurs : nature du solvant, température,

guenchersprésents en solution... Tous ces parametres sorablesp d'interférer avec

I'oxygéne singulet, sa formation et son décliniffig 2-6).
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Quenching / Scavenging

0, 0,
\ / |
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Figure 2-6 : Voies de désactivation de I'oxygéne singulet. Quergther
physiqgue; S = substrat; nr = désactivation nomliative; P =
phosphorescence.

Les quenchingphysique et chimique de I'oxygene singlet seroaités plus tard dans
cette partie. La durée de vie « propre >§A@peut donc étre considérée comme étant fonction
de la température2Q) et du solvant, n’étant plus limitée que par saad#évation non-
radiative (nr) et radiative (phosphorescence).

Krasnovskyet al. (21) ont dressé une table des constantes de désamtivee
I'oxygene singulet dans différents solvants (fig@f&), montrant 'importance de la nature de
Ceux-Ci.
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FIGURE 2. Plot of ~In(k,) versus solvent class where &, is the psuedo first order rate constant for physical deactivation of singlet oxygen by solvent

molecules. ** Krasnovsky's value.

Figure 2-7 : Constante de pseudo premier ordre de la désacbinatie
I'oxygene singulet en fonction du type de solvRegf. : (21).

Observons que les solvants halogénés sont ceurmgiénéral, engendrent les durées
de vie de 'O, les plus grandes. A une méme famille, les solvaietstérés augmentent
également la durée de vie et le phénomene invetsebservé pour les solvants riches en
liaisons C-H et O-H. L’eau est I'un des solvantagiiequel la durée de vie i'j@g est la plus
faible, environ 2 ps, et tombe a quelques centailgesanosecondes en milieu biologique.

Quelques valeurs de durées de viéMesont données dans le tableau 2-1.

Tableau 2-1 :Durée de vie de I'oxygéne singulat’)(dans différents
solvants (22-24).

Solvant ™ (us) Solvant ™ (us)
Acétone 51 Eau ~2
Acétonitrile 75 Ether diéthylique 34
Benzéne gl Hexafluorobenzéne 3900
CHCI3 207 Hexane 30
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Tableau 2-1 (suite).

CCl,4 87000 Freon-113 99000

CS 34000 Méthanol 10

Chlorobenzene 45 Pyridine 16

Dioxane 27 Toluéne 29
|.3. Formation

L’oxygene singulet peut étre prodwia des réactions d'origines diverses. S’il a
d’abord été observé par les astrophysiciens dahsugée atmosphére, il a tres vite intéressé
les chimistes et biochimistes, rendant nécessaiéja, une collaboration entre
spectroscopistes, chimistes et biologistes.

1.3.1. Par réaction chimique

La production d’oxygene singulet de fagon chimiqueus I'avons vu plus tot, a été
décelée pour la premiere fois par Mallet lors ded&ction entre le peroxyde d’hydrogene et I’

ion hypochlorite ). Bien d’autres méthodes ont été découvertegauce

1.3.1.a. Conversion thermigue

Bien que peu favorable d’'un point de vue entropiquest possible de générer de
I'oxygéne singulet en chauffant un mélange oxygeipéet / acétylene dans I'obscurit2y).
Il est également possible de décomposer des eralopks aromatiques par chauffage

(figure 2-8).
R R
. + A,
R R

Figure 2-8: Production d'O, (*4,) a partir d’endopéroxydes
aromatiques.
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1.3.1.b. Décomposition du perchromate de potassium

Le perchromate de potassium peut aussi produire lumenescence d’oxygene

singuletvia sa réaction de réductiofq) :
4 CrQ* +2 HO > 4 CrQ” + 4 OH + 710, (*Ay)

1.3.1.c. Dismutation de I'anion peroxyde

La production d’oxygéne singulet par dismutationl'daion peroxyde a fait, et fait
toujours, l'objet d’'une grande polémique. Tout coemte avec le schéma réactionnel
d’Arneson @7): 2 O, + 2 H > H,0, + 'O, (*Ay). En 1987, Elias James Corey, Prix Nobel
trois ans plus tard, affirme avoir mis en évidem&eproduction d’oxygene singulet par
introduction d’eau dans une suspension de E®solvant aprotique8). Cette observation a
été réalisée par spectroscopie a 1268 nm. En % et Kasha observent également la
production d’'oxygene singulet par réaction de Halleiss qui consiste a mettre en contact
une solution de peroxyde d’hydrogene et une salud® superoxyde de potassium, solubilisé
par un éther couronne dans le €QR9). Toutefois, cette réaction a été démontrée
thermodynamiquement impossible par Martie¢al. (30). La polémique reste ouverte quant

a la faisabilité de cette réaction.

1.3.1.d. Génération par I'ozone

Cette réaction met en jeu 'ozong € divers substrats organiqued~+33). Elle est
néanmoins favorisée par la réaction avec des caispssufrés tels que la méthionine, la

cystéine et le glutathion.
R-S-H (ou R-S-Ch) + O3 > R-S(0)-H (ou R-S(O)-Ch) + 0, (*Ay)

1.3.2. Génération enzymatique in vivo

L’oxygene singulet peut également étre généré’patidn de différentes enzymas
vivo. Néanmoins, la complexité de ces milieux rend é&ection de I'oxygene singulet
extrémement compliqguée et de nombreuses polémitugdmentis ont concerné la capacité
de certaines enzymes a produire de I'oxygéne séhgul non. Au final, la preuve formelle,
non démentie, que de I'oxygene singulet est gépéréune action enzymatique concerne

relativement peu d’enzymes.

116



1.3.2.a. Activité de la lactoperoxydase

Kanofsky a montré que la production d’'oxygene sieig@tait possible grace au
systeme lactoperoxydase,®} et Br (34). La lactoperoxydase est une enzyme qui catalyse
'oxydation de diverses molécules, dites accepteper le peroxyde d’hydrogene. Les

réactions suivantes ont été proposées :
H.O, + Br > OBr + H,O (catalysée par I'enzyme)
OBr + H,0; > Hy0 + Br +10; (*Ay)

Cette expérience est venue conforter les hypoth@'gdien qui avaient également

observé une luminescence dans le systeme lactopiEee, HO, et CI (35).

1.3.2.b. Activité de la chloroperoxydase

La chloroperoxydase est également une enzyme @apabtransformer le peroxyde
d’hydrogéne en oxygéne singulet avec l'interventiban halogéne. Les réactions peuvent

S’écrire comme Suit :
H,O, + H" + X = HOX + H,O (catalysée par I'enzyme)
HOX + H,0, > H0 + H + X +10, (4

Cette production d’oxygéne singulet a été détetdeenéme année par Khan et
Kanofsky @6, 37).

1.3.2.c. Activité supposée d’autres enzymes

En dehors des deux enzymes citées ci-dessus, aksst difficile de citer des études
gui n'ont pas été remises en question quant adailptité de produire de I'oxygéne singulet
par action enzymatique. Il a été envisagé que lgéloperoxydases pouvaient produire de
I'oxygéne singulet pendant la phagocyto38-46). Il en est de méme concernant I'activité de
la catalase, enzyme transformant le peroxyde ddgéhe en eald{, 48). Mais ces études
ont été contestées et n’ont toujours pas fait himéé.

1.3.3. Par réaction photosensibilisée
Au cceur des mécanismes de photosensibilisatiorsédilen PDT, la génération

d’oxygeéne singulet par I'intermédiaire d’'une molkcdite « photosensible » nous intéresse

117



tout particulierement. Contrairement aux meéthodases avant, celle-ci fait intervenir

simultanément trois parametres : un photosensibdlis, de la lumiére et de I'oxygene.

1.3.3.a. A partir de I'état sinqulet du PS

L’oxygene singulet est un état excité dont I'énerge trouve a 22,4 kcal/mol au-
dessus de I'énergie de I'état fondamental tripiit.un photosensibilisateur a une telle
différence d’énergie entre son état singulet gildtj il est envisageable qu’'un transfert

d’énergie ait lieu vers I'oxygéne :
Equation (1) 'PS* +°0, &> 3PS* +10; (*4y)

Dans cette réaction, I'oxygene triplet est promusv&on état singulet par transfert

d’énergie ; I'enthalpie de cette opérationMidt= Er — Es + 22,4 kcal/mol.

Si cette réaction n'est pas possible d’'un pointvde énergétique, I'oxygene triplet
peut encore interférer avec I'état singulet exditéPS par le seul processus autorisé par la
multiplicité de spin : le quenching de(BS) pour donner soitPS) (on parle alors de

croisement inter systeme assiste) g{°PS) et de I'oxygene triplet :
Equation (2) 'PS* +°0, &> 3PS* +°0, (°%)
Equation (3) 'PS* +°0, > 'PS +°0, (°%)

Quelques hydrocarbures aromatiques polynucléamescapables d’effectuer ce CIS
assisté ou encore de se désactiver par simplsioallavec I'oxygene triplet : le naphtaléne, le
phénanthrene, le pérylene, I'anthracéne... Par exemmbur le 9,10-dicyanoanthracene,
100% du quenching de $ar Q conduit a la formation d’Q(lAg) (49, 50).

Néanmoins, cette méthode reste extrémement peuweinée|en raison du temps de vie
généralement trés court des états singulets. sufhotosensibilisateurs dont les étaterd
une durée de vie longue (plusieurs dizaines, \a@rgaine de nanosecondes) peuvent avoir un
mécanisme concurrent de la fluorescence et duernast intersysteme, et donc se faire
guenchemar Q. De telles molécules peuvent ainsi donner liees r@ndements quantiques
d’oxygéne singulet supérieurs a 1, soit gracegubdéion (1), soit a I'équation (2).
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1.3.3.b. A partir de I'état triplet du PS

La méthode la plus courante de produire 'oxygéngudet reste le transfert d’énergie
a partir de I'état triplet du PS vers I'oxygene. &fet, 'oxygene est bien connu pour étre un
qguencherd’états triplets en raison de leur durée de vigle. Le diagramme de Jablonski

simplifié (figure 2-9) présente les processus pbloysiques qui aménent & la formatiohQy’

r
j— ‘—E.— J—
= NN
=
t CIS
> (4] \-‘ > 1
A —— T} qnstqt
% d énergie
= D T] 14 ——
) m ] ,L—) — 8
= = o = =
= o o L
= 2 T ; 2
= v 2 g o
= = S z
= =} L
Z k= = =
E = 2 7
—~ <
= —
Ay - Z
3
- EA
SO ’ —E
Photosensibilisatenr 0,

Figure 2-9: Diagramme de Jablonski simplifi€ du processus de
sensibilisation de I'oxygéne.

Dans ce processus, la lumiére absorbée par le RSlalts un premier temps étre
acheminée vers l'état tripleia un croisement intersysteme, puis étre transmisexggeéne
par un transfert d’énergie. Le transfert ne se tpra si la différence d’énergie entre |'état
triplet et I'état fondamental du PS est d’au mo2254 kcal/mol, comme nous I'avons vu

précédemment.

Ceci nous améne a définir une caractéristique desopensibilisateurs : le rendement

guantique de production d’oxygéne singuiet, Il peut s’écrire comme suit :

P, = Molesd oxygenes.lngul_etformees, (Pendant le méme temps)
MolesdephotongEinstein)absorbées

Cette équation est sensible a plusieurs paramiglieegue la concentration d’oxygene

dans le milieu, la température, I'efficacité duisement intersysteme et ne rend pas compte
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des phénomenes tels que le croisement intersysiesisé, la génération d’oxygene par |'état
singulet et la présence dguenchersen solution (figure 2-10). Elle est néanmoins
frequemment utilisée, car facile a résoudre. Calesment quantique peut difficilement se

déterminer directement, mais il est aisé de lerdéter indirectement grace a une référence

dont le rendement quantique est connu dans unrgaizané.

0

CIS

PS + hve/——— 'PS* PSt——> 10,*

N S

nr (B

Produits Troduits

Figure 2-10: Schéma de différents processus de formation et de
désactivation d’'un PS. F = fluorescence ; P = phHusscence ; nr =
désactivation non-radiative ; Q = quencher physiq@» = dioxygéne ; S

= substrat. Réf. : (22).

Un autre parametre est quelquefois rencontré dafigdrature : I'efficacité de I'état
triplet vis-a-vis du transfert d’énergie,. Sl s’agit du pourcentage de quenching de I'état

triplet par I'oxygéne moléculaire qui conduira damation de'O, (1Ag).

Molesd'oxygénesinguletformées
Molesd'étatstripletsquenchégparl' oxygene

Une version simplifiée de la relation entbg et S, peut s’écrire sous la forme :

@A = @CISXSA
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Des valeurs de,nt été déterminées dans la littérature par liggdie Wilkinson49,
50) et d'autres equipes$, 52), mais d’'un point de vue pratique, les photosalisibeurs
sont le plus souvent caractérisés par leur rendeqemtique®, dans un solvant donné en

raison de sa plus grande facilité d’accés et diffiaulté d’acces de SetdP¢s.

[.4. Inhibition de I'oxygéne singulet

Dans cette partie, nous allons aborder les diftéeemaniéres dont 'oxygéne singulet
peut étre inhibé. Nous avons vu précédemment e&retites désactivations de I'oxygéne
singulet et avons discuté des processus radidtifomradiatifs. Il est maintenant question
d’étudier son inhibition par une tierce moléculegalément appeléguenching Nous
distinguons deux grands types:geenchingchimique et lequenchingphysique. Le premier
consiste en une réaction chimique sur un substesiant & une modification de la structure
moléculaire, alors que le deuxiéme consiste enranstert d’énergie, a linstar de sa

formation sensibilisée, vers une molécule capalalecepter I'énergie.

1.4.1. Quenching chimique

Le quenching chimique est basé sur la réactivitd'ale/géne singulet face a des
substrats insaturés, conjugués ou comportant désoaéomes. Les biomolécules font donc
partie de ces substrats, ce qui rend I'oxygeneusengi intéressant pour la PD%3) mais
aussi source de probleme pour la conservation litesrdas 64). Les principales cibles de

I'oxygéne singulet en milieu biologique sont :

les acides aminé$&%, 56),

- les bases nucléiques? 58),

- les lipides, les acides gre&9( 60),
- le cholestérolgl),

- Il'acide ascorbique6R, 63).
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Les conséquences de cette réactivité envers cemldoules sont de natures diverses :
destruction de certaines protéines, oxydation BN ou de 'ARN et surtout destruction des
membranes cellulaires.

La détection de I'oxygéne singulet, discutée plasiten partie 1.5, peut se faire
indirectement par l'utilisation de molécules utlig la réactivité de I'oxygéne singulet. La
présence de groupements sensible¥Da va entrainer une modification chimique de la

molécule (aussi appelée sonde) et ainsi pertudrecemportement spectroscopique.

I.4.1.a. Réaction de type Alder-éne

La réaction ene fait intervenir un alcéne en présatiun énophile qui vient attaquer
la double liaison. L'oxygéne singulet peut fairdice d’énophile et conduit a la formation
d’'un hydroperoxide allylique, comme illustré figu2ell. Dans le cas ou lI'oxygene singulet

est I'énophile, cette réaction s’appelle la réactie Schencked).

Figure 2-11 :Mécanisme de la réaction éne avec I'oxygéne sihgule

Cette addition sur les alcenes ne suit pas forcéleemeégles de Markovnikov mais est
trés sensible a 'encombrement stérique et auxilptess de créer des liaisons hydrogéne.
L’hydroperoxyde formé peut ensuite subir différenteansformations. Il peut par exemple se
réarranger, conduisant au clivage de la molécui¢teGéaction est appelée clivage de Hock
(figure 2-12).

T

_f + .
o (=0T, 0 0

0= s T,
AQ: j n :/() = )K + )J\H

Figure 2-12 :Mécanisme du clivage de Hock (65).

Ces réactions vont étre responsables de la dégmadd¢ nombreuses molécules

d’intérét biologique. C’est le cas par exemple Halestérol (figure 2-13).
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Figure 2-13 :Action de I'oxygéne singulet sur le cholestérol)(66

HO
0
OH

Ainsi, I'action de I'oxygene singulet sur le chdk®l peut mener a de nombreuses
transformations, de la « simple » addition menartydroperoxyde jusqu’au clivage du
cycle B. L’hydroperoxyde en position 5 peut en eféaibir un clivage de Hock avec
intervention d’'un proton. Cette réaction de clivage cholestérol peut également faire

intervenir 'ozone pour conduire a la formationshus-produit cholestérol céto-aldéhyde.

La réaction de Schenck se rencontre égalementi@tgptophane (figure 2-14).

O

Figure 2-14 :Action de I'oxygéne singulet sur le tryptophane) (67
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Citons eégalement 'action sur les acides grasgeésl’acide linoléique (Figure 2-15).

107

OH
0
J_)_\\/ZLC6H12COOH ﬂ
0-OH
ﬂ_ﬂCeHmCOOH J—/_\)_\LCGHQCOOH

Figure 2-15 :Action de I'oxygéne singulet sur I'acide linoléique

CgH,COOH

Notons que les hydroperoxydes allyliques d’acidelidonique et linoléique peuvent
également subir un clivage de Hock conduisantclgpure de ces molécules. Les fragments

issus du clivage sont deux aldéhydéf).(

Pour une étude plus approfondie des mécanismessgiabsibilités de cette réaction,
le lecteur est invité a lire les revues de Cleni@&n70).

[.4.1.b. Cycloaddition [2+2]

La cycloaddition [2+2] fait également intervenioxygéne singulet en présence d’'un

alcene, mais elle conduit a la formation d’'un diaxe (figure 2-16).

0.
O=0

s e

Figure 2-16 :Mécanismaeile la cycloaddition [2+2].

Cette réaction est généralement favorisée par diades de proton en position
allylique ou des effets électroniques ne favoriga® son départ. Le peroxyde formé peut par

la suite évoluer vers le clivage de la moléculet&ias acides aminés tels que I'histidine ou le
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tryptophane peuvent interagir avi®, pour donner de telles cycloadditions, comme itiist

figure 2-17.
€
N S
I g
N
1.
N
0 RETa (|)
N
FNWL( LN\J/YL()
+ Ny +
()\ ) NH-. NH-.
l (9] l
)
N H OH
. N .
():< NHJ: (:):< v
IToR \ N= N,
O '
HN . _ i
>=() + O+ ”Mo
HLN OH N, NH, NH,

Figure 2-17 : Action de I'oxygéne singulet sur I'histidine (enubaet le
tryptophane (en bas).
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La vitamine D, dont I'action est d’accélérer I'absorption duatain dans l'intestin,

peut également réagir avec I'oxygene singulet (6d2+18).

R R R
| e | |
O- ,
| T . (1) e o
= RN A
HO HO™ HO™

R=\/W

Figure 2-18 : Action de I'oxygene singulet sur la vitaming D

Cette cycloaddition se retrouve également dansdegssus de détection de I'oxygene
singulet lors de sa réaction avec la sotrdas-1-(2'méthoxyvinyl)pyrenettMVP) qui émet
de la chimiluminescence lorsqu’elle se décompos@yeanecarboxaldéhyde (figure 2-19),

ces sondes seront présentées en dastizb.

(OCH,
. C T
L.
O,
(1) — ) 1
g Jor U

(7.. =463 nm)

O~y
OCH,

e

Figure 2-19 :Action de I'oxygéne singulet sur la t-MVP.

[.4.1.c. Cycloaddition [4+2]

La cycloaddition [4+2] est aussi appelée réactierDicls-Alder. Elle met en jeu un

diéne et un diénophile, ce dernier pouvant étreyiene singulet (figure 2-20).
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Figure 2-20 :Mécanisme de la cycloaddition [4+2].

Cette réaction a été I'objet de nombreuses étudase trés largement appliquée a la
synthése de molécule§1). C'est le cas par exemple des endoperoxides gatalane,

notamment utilisés dans la production d’oxygénegudet par voie chimique, réaction
discutée en sectidrB.1.a.(figure 2-21).

R R
IO,)
4——}
A
1
R -0, R

Figure 2-21 : Synthése d’endoperoxide de naphtaléne et sa ditionta
par voie thermique.

Cette réactivité avec le cycle benzénique a bienapplications. La tyrosine réagit

avec I'oxygene singulet pour former un endoperoxy@ comme illustré figure 2-22.

LOH O
)]

O
| C | OH
o - @]
@ 7 (7) /
s NH, NH,
HO 3 O 3 O N OH
H

HO 3

T:) (|?) OH (li)
o o y
= O L
HO 3 HO 3 HO N,
OH

Figure 2-22 : Actionde I'oxygéne singulet sur la tyrosine.

Cette réaction se retrouve également dans le mosed’interaction de I'oxygéne
singulet avec 'ADN. La guanosine (dG) est la baseléique la plus facilement oxydée par

'oxygéne singulet (figure 2-23). La guanosine peaggir une premiére fois avec I'oxygene
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singulet pour former la 8-OH-dG, en équilibre al@@-oxo-dG. Remarquons que la 8-oxo-

dG étre réoxydée pour aboutir a la 4-OH-8-o0xo0-d8).(

O} [
N N \
NH = “KH
L . A
HOo— o MW o, Ho— NN N,
—I/ : q —_- (% o 2
CH OH
d(z — i -
H (2 )
)_< J\ HC }—</ J\
IO NI, -—— 0 NI,
L —_—

CI1 (OI1

(.,.):
ey
H( )]

. )H

Figure 2-23 : Action de I'oxygéne singulet sur la guanosine (eéG3ur la
8-o0x0-dG.

Notons toutefois que la guanosine peut a la tpiencherl’oxygene singulet de
maniéres physique (6,33Ms?) et chimique (1,4.70M™s™).

La réactivité du noyau benzénique, et en particléiecycle central de I'anthracene,
est utilisée pour la détection de I'oxygene singulie noyau est capable de capter 'oxygéne
singulet et de former un endoperoxyde de naphtaléeequi perturbe les propriétés

spectroscopiques du composé. Quelques exempled@amés en figure 2-24.
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Figure 2-24 :Quelques sondes utilisées pour détecter I'oxygamgiket.

Quelques autres réactions possibles avec I'oxygémgilet, tirees duiHandbook of
Synthetic Photochemitrgont données en exemple figure 2-25.

129



o 0
[ N
HN™ ™=
0 PR >,
739, H,N™ N7 N0

>95% R

N/

; QO < Diene+'0, — > 4 0
0] (0]
~100% / \ 74%
0

MeO
0-0

i/ /0
98% o)
MeO
90%

Figure 2-25: Quelques exemples de réactions de cycloadditior2][4+
Réf : Handbook of Synthetic Photochemitry, p. 353.

Notons que la réaction de Diels-Alder est égalemsenmise a la concurrence avec la
cycloaddition [2+2] et la réaction éne. C’est Is d& dienes cycliques, observé par Carpenter
et al. (74), illustré figure 2-26.

)
B — 6
(I)H
¢ O
~ g -

Figure 2-26 :Compétition entre réaction ene et la cycloaddifidn2].

La cycloaddition [2+4] peut aussi se produire ddes hétérocycliques de type furane
et benzofurane, pyrrole et indole, thiophénes,zthies, oxazoles, imidazole§(Q)... La
réactivité de I'oxygéne singulet sur les dérivésfdane a d’ailleurs été largement décrite
dans la revue de Tamsyn Montagratral. (75).
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1.4.1.d. Réactions avec des hétéroatomes

Un dernier type de réaction peut intervenir avexygene singulet, il s’agit des
réactions d’oxydation d’'un hétéroatome, ou encéeetions d’oxygénation, ou un atome tel
que le soufre, le sélénium, le phosphore, liridioml’azote passent a un degré d’oxydation
supérieur 70). Dans certains cas, cette réaction peut allepjas clivage de la molécule au

niveau de I'hétéroatome. L’exemple du soufre esnédigure 2-27 :

! ! ! I
/S\_ /S\, /S\ _k"_" - '
R™ “CH.R R™ SCH.R RN cpr o RTS-CHR
) ) 0
S 0.
R Y OH
Rl
’ HO S OH -
) R” 4 RAS0
SN g
l R
O l
; i
8] ; O
ko KNy A RS
R lo:
RSSR

Figure 2-27 : Schéma de réaction de I'oxygene singulet avec ioegter
(76).

Cette oxydation du soufre est observée en milielogique par I'oxydation des acides

aminés de type thiol (cystéine) ou thioéther (naétime), illustrée dans la figure 2-28.
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Figure 2-28 : Action de 'oxygene singulet sur les acides amswsres :
cystéine et méthionine.

Les amines forment un cas a part dans cette réactllya été bien établi que les
amines ont un fort potentiel deseavenger »vis-a-vis de I'oxygéne singulet, dont le

processus fait intervenir un transfert de chargmroe illustré figure 2-29.

, HO,
1o =0 0O
A\ = \ D _— N4 + H()\
N— = N/ N-CH N= )
R
NH 4+ RCHO

R

Figure 2-29 : Schéma de réaction de I'oxygene singulet sur unmeam

tertiaire (76).

1.4.2. Quenching physique
L’'oxygene singulet a donc un potentiel fortemenstdecteur sur la machinerie

biologique. Parce qu'’il est naturellement génigréivo (présence de photosensibilisateurs tels
gue la chlorophylle), la nature a développé des pum@s capables d’inhiber I'oxygéne

singulet d’'une autre maniére : garenchingphysique.

Le quenchingphysique est le transfert d’énergie de I'oxygéingudet vers une tierce
molécule, appelée accepteur, sans réaction chimigqugours en omettant les désactivations
qui peuvent avoir lieu ave'®©, 1Zg, le transfert d’énergie se fait de maniere noriatag par

collision avec la molécule inhibitrice (notée Qndason état fondamental (qu’on supposera
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étre singulet) et qui la dissipera généralements simume de chaleur. D’ou I'équation

suivante :
'0; ('8g) +'Q > %0, (%) +'Q*
1% 1
Q* 2> "Q + chaleur

Puisque cette réaction se rencontre souvent danprdeessus naturels de protection
de I'organisme, les principawguenchersi’origine naturelle seront présentés dans cettéepa

ainsi que quelqueguenchersd’origine synthétique.

1.4.2.a. Les caroténoides

Le quencherd’oxygene singulet le plus connu reste, pour desons historiques, &
carotene. Parce qu’ils sont des éléments extrémtemegportants dans la protection des
systemes biologiques, IB-carotene et ses analogues caroténoides ont faifel’ de
nombreuses études concernant leurs propriétésoydantes. Footeet al. ont été les
premiers & réaliser une étude compléte des mécasigequenchingde’O, par lef-caroténe
(15, 77-80). lls ont observé qu'’il agissait non seulementlautapacité du PS a produire de
I'oxygéne singulet eguenchanson état triplet, mais également sur 'oxygenanéme. En
effet, ils ont montré que le c[dcaroténe pouvait s’isomériser en trglsaroténe apres
transfert d’énergie avec I'oxygenedj (figure 2-30).

3,
SPS Oy

lCm'oténe\‘ '/ﬁ Carotene

Flaroténe — L all-trang »-B-caroténe

Figure 2-30 : Résumé des processus d’inhibition Gaaroténe décrits
par Foote et al. (79).

Les caroténoides sont des polyénes, généralemejuigo@s, divisés en deux grandes
familles : les caroténes (exclusivement des hydbaocas sans hétéroatome) et les
xanthophylles (hydrocarbures oxygénés). Il exiendmbreux caroténoides, environ 600
d’origine naturelle, que I'on retrouve principalemealans le régne végétall), et quelques
uns synthétisés dans le but d’améliorer les pragmidequenching Quelques structures sont
présentes figure 2-31.
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Figure 2-31 :Structures de quelques caroténoides naturels.

Le B-carotene est responsable de la couleur de nomimgtscet I€gumes, comme les
carottes, la citrouille, les tomates, etc. Il aggsh connu pour étre précurseur de la vitamine A.
La zéaxanthine est la xanthophylle la plus courdates la nature. Elle est souvent associée a
son isomere, la luthéine et sont les principauparsables de la couleur caractéristique des
paprikas, du mais et du safran. Ces deux molépuest également un réle important dans le
mécanisme de la vue car ils sont contenus dangtiaerde I'ceil, la zéaxanthine étant
principalement localisée au centre et la luthéirla périphérie. Elles servent notamment a

filtrer la lumiére bleue et les ultraviolets.

Les caroténoides constituent la plus importanteiliarde quenchersde I'oxygene

singulet, leur constante de quenchiggtant de I'ordre de 1OM™.s%en solution.

1.4.2.b. L'azide de sodium

L’un desquenchergpar mécanisme physique de I'oxygene singulet s pbnnu est
l'azide de sodium, de formule NaNIl a été employé dans de nombreuses études faisan
intervenir I'oxygéne singulet en raison de sa gélgé (82, 83). Sa constante dguenchinga
été estimée & environ A ™.s'dans I'eau2).

1.4.2.c. Les phénols

Les phénols sont des composés rencontrés dansnalerewx aliments en raison de

leurs propriétés anti-oxydantes. lls représentaatttes grande famille dont quelques uns sont
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présentés figure 2-32. Leurs propriétés vontsdavengingde radicaux a la réduction de

substrats oxydés et dépassent largement le siragte duguenchingphysique déo, 1Ag.

HO COOH
o
HCY

Acide cafféique

a-tocophérol

CH oy : on
HO O o I
= s N S 0
OH < :@ )
o HO
OH OH
Resveratrol Acide gallique  Sesamin Acide rosemarinique

Figure 2-32 :Structures de quelques phénols.

Parmi ces molécules, d*tocophérol est le plus abondant dans la natureset
'antioxydant principal des huiles végétal&l)( Footeet al, en 1970, démontrerent que le
mécanisme deguenchingde I'oxygene singulet par le tocophérol implique tvansfert de
charge 85). Néanmoins, il est lui aussi sujet a la compétéi entrequenchingphysique et
chimique B86). De nombreuses études ont été réalisées surtleenat 'abondance des

antioxydants d’origine polyphénolique dans difféemnplantes, épices ou frui&792).

1.4.2.d. Les flavonoides

Les flavonoides sont une sous-classe de la fahdtepolyphénols, on les rencontre
dans de nombreux fruits et légumes qui leur confeteur réle antioxydant9@). Les
flavonoides sont composés de deux cycles cond€AsésC) et d’'un cycle aromatique de

type phénoliqueR), ils sont aussi appelés dérivés de la bgppgrone (figure 2-33).
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Figure 2-33 :Structures de quelques flavonoides.

Il a été démontré que les propriétésgdenchingphysique des flavonoides vis-a-vis
de I'oxygene singulet sont dues au cyBleLa présence de groupements hydroxyles sur ce
cycle joue un réle important dans cette proprieééréactivité chimique est, quant a elle, due
a la présence de la double liaison sur le c@l@lite position 2-3) 94, 95). Les flavonoides
les plus actifs sont la quercétine, la catéchinka ehorine (structures montrées en figure 2-
33), mais leur constante deenchingest bien plus faible que celle des caroténoidesya
10° M*.st (96).

1.4.2.e. Les acides aminés et les protéines

Certains acides aminés possedent également la itgapbe quencher 'oxygéne
singulet de maniere physique ; c’est le cas dstittine, la méthionine et le tryptopharg¥
Pour le tryptophane, c’est son noyau indolique lguiconfére cette propriété, méme si sa

constante de quenchitkgreste relativement faible et est extrémement dégoeie du solvant,

136



de la température et du pHgj. Pour les mémes raisons, les molécules de tyjiigque ont
une certaine tendance a étre gasnchergphysique (et chimique) de I'oxygéne singu@)(

C’est le cas par exemple de la strychnit@dy.

1.4.2.f. Les indigoides

Les indigoides sont des chromophores comportank @etités mérocyanine liées
entre elles par des ponts polyéniqué®l). La molécule de base est I'indigo, mais des

structures plus élaborées ont été synthétiséda paite (figure 2-34).

X =NH, NCH,, S

Figure 2-34 :Structures de quelques indigoides.

Ces composés ont longtemps été utilisés comme arttordans le textile ou pour
d’autres applications, mais une étude de leursr@i@s photophysiques a révélé qu’ils étaient
de trés borguenchersd’oxygéne singulet, leuk; pouvant atteindre 2aM™.s* (96), c’est-a-

dire comparable aux caroténoides.

1.4.2.9. Cas particulier du DABCO

Le 1,4-diazabicyclo(2,2,2)octane, ou DABCO (fig@r85), est une molécule qui pose
probléme quant a son caracteregdencherde I'oxygéne singulet.

D

Figure 2-35 :Structure du DABCO.

S'il est fréquemment utilisé comnguencherphysique de0, A, (102 103), il est

également capable de produire I'effet inversefavorise I'action d€‘O, 1Ag sur l'acidea-
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cétocarboxylique 104), il stimule la luminescence d©, 1Ag pendant la décomposition de
certains hydroperoxyded @5, ainsi que celle déO, lAg dimolaire pendant la réaction de

Mallet (106). Il reste néanmoins connu et utilisé pour sepnétés deguencher

|.5. Détection

De par ses nombreuses applications dans les dosndénka biologie, de la chimie et
méme de la physique, il a toujours été importantsdeoir détecter I'oxygéne singulet.
L’oxygene triplet est un gaz incolore et inodoremés a part sa faible phosphorescence, il en
va de méme pour lI'oxygéne singulet. Néanmoins, mepriétés photophysiques et sa
réactivité chimique, vues précédemment, sont des lmarils pour les scientifiques afin de

savoir si de I'oxygene singulet est généré.
1.5.1. Mesure directe

Mallet avait écrit avoir vu «ne trés faible luminescence rouge fond8) que I'on a
attribuée a I'oxygéne singulet. En effet, 'oxygésiagulet'O, A, se désexcite vers son
niveau fondamentalO, 329 avec émission d'un photon de phosphorescence tont
spectroscopie a été discutée en partie 1.2.2. Getimescence, la principale, se détecte vers
1268 nm. Nous avons également vu qu’il existe démutémissions provenant de la
désexcitation de I'oxygéne singulet, mais leursnsttés sont si faibles qu’elles sont rarement

détectées.

La détection de I'oxygéne singulet est un outilispgnsable en PDT. En effet, la
recherche de nouveaux photosensibilisateurs, giresies nouvelles méthodes de contrdle de
leur phototoxicité, passe par la détection de IgBqye singulet. Il est donc indispensable de
savoir si de I'oxygeéne singulet a été générée @mbien ? ») a trois niveaux : en solution,
vitro etin vivo. De plus, la détection de I'oxygene singulet &la in vitro etin vivo permet
une approche dosimétrique de la question de lauptimh d*O,, question récurrente et qui

constitue I'un des principaux verrous de la théggotodynamique aujourd’hui.
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1.5.1.a. En solution

La détection du photon de phosphorescence émidapaglaxation de I'oxygene
singulet se fait par un détecteur proche-infrarodget les détails sont fournis dans la partie

expérimentale.

1.5.1.b. In vitro

La détection de I'oxygéne singulet a longtemps igtpossible d’'un point de vue
technique en raison de son temps de vie extrémeroent en milieu biologique (d’environ 2
us dans I'eaul07, 108), du fait que sa forte réactivité avec des salstbiologiques qui
réduit d’autant plus sa durée de vie, mais égalerdensa faible luminescence. Dans un
premier temps, il a été démontré que la détectotOd en milieu biologique est faisable en
changeant l'eau, #D, par de I'eau lourde, J0. En effet, la durée de vie des états excités de
'oxygéne sont beaucoup plus longs dans l'eau uythce a l'effet d'isotope présenté

précédemment, la durée de vie'@e allant jusqu’a 68 p<4).

Par ailleurs, les développements techniques daw®rgaine de la microscopie ont
permis une avancée considérable dans ce domaiégquipe du professeur Peter Ogilby, a
I'université d’Arhus au Danemark, est spécialiséagdla mesure de I'oxygéne singuilet
vitro. lls ont notamment démontré que la durée de vikodggéne singulet dans une cellule
est dépendante de la localisation de sa produc(i®9. En effet, la nature du
photosensibilisateur utilisé va directement infleer le lieu de la production d’oxygéene
singulet, et I'étude des temps de vie de I'oxyggingulet en fonction de sa localisation donne
une idée de I'hnétérogénéité d’'une celluléq).

L’équipe du professeur Brian Wilson, a I'Université Toronto au Canada, a, pour sa
part, réussi a mettre en ceuvre une instrumentatipable de détecter I'oxygene singutet
vitro dans un milieu biologique réel, c'est-a-dire sansplacer I'eau par de I'eau lourdEL(,
112). Ces expériences, realisées en utilisant la Rplec les lignées cellulaires AML5 et
P388, permettent aux auteurs de I'étude de corlerort cellulaire a la quantité d’oxygene
singulet produite, rendant leur systéme le preingrument dosimétrique en P vitro.
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1.5.1.c. In vivo

L’équipe du Pr Brian Wilson a utilisé ce méme systgour prouver la faisabilité de
la dosimétrie de I'oxygene singulet vitro etin vivo. Leur microscope est donc le premier
permettant une image 1 cm x 1 cm de répartitiori@eavec une résolution de 1 mm. Les
détails de l'instrumentation sont présentés damsgdablication {11).

|.5.2. Mesure indirecte

Les mesures indirectes de I'oxygéne singulet saséés sur I'utilisation de molécules
« relais » dont les propriétés photophysiques ebianger aprés action chimique W& ‘A,
sur la molécule. Ces molécules sont appeléesaedes chimiquest quelques unes ont été
présentées en partie 1.4.1. Notons toutefois que g ces sondes sont exclusivement
sensibles a I'oxygéne singulet, un artéfact coueahta transformation de ces molécules par

les espéces réactives de I'oxygene.

Une liste non exhaustive peut étre faite en reganupes sondes selon leurs trois

principaux modes de fonctionnement.

I.5.2.a. Sondes dont les propriétés d’absorptiorrierds avec la

formation d’oxygéne singulet

- acide 9,10-anthracenediyl-bis-(méthyléne)dimajaei(ADMDMA) (113
- acide 9,10-anthracenedipropionique disodique (APR.14)

- acide 9-anthracénepropionique (APA14 115

- ditaurate de bilirubine (BDTYX(6)

- 9,10-diphénylanthracéne (DPA)L(7)

- 1,3-diphénylisobenzofurane (DPBHR)LE)

- N,N-diméthyl-4-nitrosoaniline (RNO) en présendenidazole (L16)

1.5.2.b. Sondes dont les propriétés de fluoresceadent avec la

formation d’oxygéne singulet

- acide 9,10-anthracenedipropionique disodique (APR14, 118
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- 3'-p-(aminophényl)fluorescéine (APF) et B:¢hydroxyphényl)fluorescéine (HPF}19
- bis(2,2’-biphényléne) (BPE)Q0)

- 9,10-diméthylanthracéne (DMA)21)

- 9-[2-(3-carboxy-9,10-diméthyl)anthryl]-6-hydrox3H-xanthen-3-one (DMAX)121)

- 9-[2-(3-carboxy-9,10-diphényl)anthryl]-6-hydrodH-xanthen-3-one (DPAX1R1)

- 3,7-dihydro-6-[4[2[N’-(5-fluorescéinyl)thiouréidéthoxy]phényl]-2-méthylimidazo[1,2-
a]pyrazin-3-one (FCLA)122

- luminol (123
- trans-1-(2'méthoxyvinyl)pyrenettMVP) (124-126)
- Singlet Oxygen Sensor Green (SOSG) en solutiom\ato (127)

I.5.2.c. Sondes détectables par ESR/EPR

L'ESR est IElectron Spin Resonancet 'EPR est 'Electron Paramagnetic
Resonancel’oxygéne singulet peut étre détecté a l'aidecds deux méthodes grace au
radical nitroxide formé en utilisant la 2,2,6,6rééhéthyl-4-pipéridone (TEMP)1R28 129
montré figure 2-36.

0 O
1
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Figure 2-36 :Réaction de la TEMP avec I'oxygene singulet.
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Il. Généralités sur les Molecular Beacons

La recherche sur lemolecular beaconsst relativement récente. Les premieres
applications ont été tournées assez naturellemerst Kutilisation de chromophores pour
'imagerie et ce n'est que plus tard que le condepholecular beacomppliqué au traitement
a vu le jour. Ces composés sont alors appelelotodynamic Molecular Beacoms ou
encore «iller beacons». Le terme en lui-méme n’a pas encore eu le tetepgouver une
bonne adaptation en francais, une traduction hatwmet pour mot, donnerait « balise
moléculaire » ou encore « phare moléculaire phatadyque ». 8eacon »eut en effet dire
« phare », mais dans le sens d'une lumiére dornumasignal, une alarme, un guide dans le

noir.

Les molecular beaconsont des constructions moléculaires dont I'élafimmaet I'étude
nécessitent une réflexion pluridisciplinaire caeglsont a l'interface chimie / photophysique /
biologie. En effet, le rationnel de base qui a eond imaginer et élaborer ces molécules est
de pouvoir observer une cible biologique précis&cgra une modulation de fluorescence.
Grace a une connaissance de plus en plus pointubiodogie et un grand panel de
fluorophores, de nombreuses applications ont émergéntinuent encore. De la mesure de
distances a l'intérieur d’'une cellule a la locdiisa de protéines, lemolecular beacons

offrent un énorme éventail de possible qui sereutésdans cette partie.

[I.1. Présentation générale

[1.1.1. Principe structural

Les molecular beaconssont des constructions moléculaires caractérig@asun
changement de propriétés photophysiques apresatictivpar une cible biologique. Il est
classiqguement composé d’'un accepteur A et d’'un e@anb, reliés par un lien sensible a un
stimulus endogene. A I'état initial, 'accepteurletdonneur sont maintenus suffisamment
proches pour permettre un transfert d’énergiereti @mpécher les propriétés photophysiques
de D de s’exprimer (figure 2-37).
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hv Translert d energie

Figure 2-37 : Schéma simplifié d’'un molecular beacon, composd d'u
donneur et d’'un accepteur, a I'état initial.

En présence d'une cible biologique/thérapeutiqee,lién peut soit prendre une
conformation telle que A soit distant de D, soieétlivé pour séparer A de D, tout cela dans
le but de permettre la restauration des propriéstrales de D.

En imagerie, lesnolecular beaconsont composés d’'une paire de fluorophores. Sous
irradiation lumineuse dans la zone d’absorptiomdEénergie est transférée a A qui est donc
seul a fluorescer, mais en présence de la cibledique, le transfert d’énergie n’est plus
possible et D peut fluorescer. En thérapie, le mprimeipe peut étre appliqué en utilisant un
photosensibilisateur (PS) et wuencher(Q). On parle alors d@hotodynamic Molecular
Beacon En quenchant’état excité du PS, la production d’oxygéne siegest inhibée et le
PMB ne peut étre toxique, méme en présence de fleniies propriétés cytotoxiques du PS
sont ainsi restaurées apres activation en présgnée cible thérapeutique (figure 2-31). Les
PMB sont ainsi des « prodrogues photodynamiques dear activité n’est révélée que lors de

sa rencontre avec la biomolécule visée.

Dans la littérature, deux principaux types de s$tm&s ont été utilisés : la structure

linéaire et la structure en tige-boucle (ou épirsgteheveux).

La structure « linéaire » est présentée figure 2088 PS etjuencherde chaque cété
d’'un peptide ou d’un oligonucléotide. Cette struetua, le plus souvent, étre clivée afin de

séparer le PS de sgaencher

143



hv Transtert d’énergie hv

-

.

vAg M
30,
Res

Cible biologicque

Figure 2-38 : Cas général de I'activation d’'un PMB linéaire erépence
d’une cible thérapeutique.

La structure en épingle a cheveux vient de la &iraad’acides nucléiques, retrouvée
dans I'ARN par exemple, ou la partie centrale eshstituée de séquences de bases
complémentaires (figure 2-39). Apres hybridatianstructure en épingle a cheveux s’ouvre

et sépare le donneur de I'accepteur.
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Figure 2-39 :Cas général de I'activation d'un PMB en épingleréeeux
en présence d’'une cible thérapeutique.
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[1.1.2. Applications des molecular beacons

La spécificité d’'umrmolecular beacotient dans la séquence de son lien, c’est donc lui
qui va en diriger I'application. Les applicationgsdmnolecular beaconsont aujourd’hui
nombreuses et ne cessent de se diversifier, maimillongtemps été utilisés pour I'imagerie,
notamment de '’ADN et de 'ARN. Le premier modékerdolecular beacom été proposé par
Tyagi et Kramer en 199d.80).

1.1.2.a. Applications en imagerie

L’utilisation de molecular beacona considérablement changé le domaine de
« marquage de biomolécules ». De nombreuses étudegilisé I'’hybridation spécifique des
brins d’ADN ou d’ARN pour pouvoir observer I'évolah, la présence ou la localisation du
brin complémentaire ciblé, grace a dewlecular beaconsOn les retrouve dans les

applications suivantes :

- La PCR Polymerase Chain Reactipen temps réell30, 131), ou chaque nouveau
brin d’ADN ou d’ARN produit amplifie le signal duN#B.

- L’analyse génétique, notamment dans la détectididentification d’'une erreur dans
une séquence d’oligonucléotides. La trés grandeitgffentre la séquence deacon
et celle du brin ciblé rend la moindre erreur digtele (31-133).

- Les «DNA biosensors (134-137).

- Les interactions protéine — ADNL38). Heyduk et Heyduk ont utilisé cette technique
pour identifier la protéine p5389), impliquée dans le développement de nombreux

cancers.
- La détection de ’ARNN vivo (140-142).
- La détection d’enzymes.

Parmi ces enzymes, notre équipe s'intéresse torttcyd@grement a la famille
d’endopeptidases surexprimées pendant la néo-amgsg: les métalloprotéinases
matricielles (MMPs). Ces enzymes ont suscité liiéitées chercheurs depuis longtemps et
plusieurs équipes ont eu recours a lutilisation relecular beacongour étudier leur

localisation et leur implication dans les procedsiotogiques 143-147).
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L’équipe de Ralph Weissleder a été la premiereadise¥ I'imagerie des MMPs en
utilisant unbeacon (143 constitué d’'un squelette de polylysine sur legesi greffé un
peptide substrat des MMPs et un fluorophore (fig2#40). Le fluorophore utilisé est une
fluorescéine : la FITC (fluorescéine isothiocyahadtle peptide est substrat de la MMP-2 :
GPLGWRGKC, ou le site de reconnaissance est indiquéaigue et le site de clivage se situe
entre Gly et Val148).

Figure 2-40 :Schéma du molecular beacon ciblant les MMP-2 et MMP
Sur le squelette de polylysine est attaché le gepBPLGVRGKC (en
vert). Sur la lysine du peptide est greffé le fapitore FITC (en rouge).

Les fluorophores sont suffisamment proches les des autres pour s’ « auto-
guenchers, ce n'est qu'apres clivage du peptide par la MMBue les fluorophores sont

libérés et peuvent retrouver leur fluorescence.

Cette stratégie a été reprise en 2005 par Chéd) (utilisant cette fois le peptide
SGKPRQITA, substrat des MMP-2 et MMP-B40).

Par la suite, d’autres stratégies ont ciblé les MMilisant unmolecular beacon
Cy5.5 — PLGWRGK(BHQ-3)GG -R, ou le fluorophore est la Cyanine 5.5 (Cy5di)enché

146



par le Black Hole Quencher (BHQ-3) Rtreprésente une fonction particuliére a la stratégi
du chitosan immobilisé sur une surface pour « Killl» (147), une nanoparticulelb0), des
fonctions polyéthylene glycoll45 ou un RGD cyclique46). Notons néanmoins que le
peptide utilisé n'est pas spécifiqgue des MMP-2 8RA9, car il est aussi utilisé pour observer
la MMP-13 (45).

L’équipe du professeur Gang Zheng, de I'Universigé Toronto, a développé un
molecular beaconciblant la MMP-7. Cebeaconest composé d'un photosensibilisateur
(Pyropheophorbide-a) et d’'un quencher (BHQ-3) safiér un peptide substrat de la MMP-7 :
GPLGLARK. Le pyrophéophorbide pouvant fluorescer,RMB est donc a la fois utile pour
la détection de la MMP-7 et pour la destruction deltules tumorales. Son étudiante, Tracy
Liu, a d’ailleurs utilisé les capacités fluoresentle ce PMB pour la détection des métastases
dans la colonne vertébrale issues du cancer dyXelh Cebeaconpourra étre utilisé par la
suite pour détruire ces métastases et remplir sdleldonction. Notons toutefois que le

peptide est également clivé par les MMP-10 et MN2P-1

11.1.2.b. Applications en PDT

Les molecular beacongn PDT sont appelgshotodynamic molecular beacqnsu

encorekiller beacons Cette partie sera traitée en détail dans [@agie de ce chapitre.

I1.1.3. Avantages et inconvénients des moleculaabens pour la PDT

Les PMB ont comme avantage certain d’étre inaetifsdles zones non ciblées, c’est-
a-dire que contrairement aux autres médicamenliséstien PDT, I'exposition a la lumiéere
d’'un PMB non activé par « sa » biomolécule n'a awuetffet sur sa toxicité. En bref, un
patient traité par PDT utilisant un PMB ne devgas souffrir des maux de Meyer-Betz et

accepter la lumiere extérieure pendant et aprigaitement le traitement.

Cet avantage n’est bien entendu réel que pour uB RMiéal », c’est-a-dire ayant
100% dequenchingdans sa forme intégre et que la biomolécule wisést exprimée qu’'a
I'endroit ciblé. Une trop grande susceptibilité kien au moindre clivage (ou a la moindre

dénaturation) en ferait un PS de seconde génénatignement.

Quelles sont donc les principales qualités qu'urBRiMit posséder ? Par analogie, il
s’agirait des mémes qualités qu’'un bon photosdrssabeur doit posséder pour la PDT, c'est-

a-dire une bonne reproductibilité de synthése, pwwabsorber aux grandes longueurs d’onde
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pour éviter I'absorption des tissus, que son/sagsgtexcité(s) génerant I'oxygene singulet
aient une grande durée de vie (ou autrement ditddeet S importants), étre éliminé de
'organisme rapidement apres son action, étre $olulans les fluides corporels. Deux

caractéristiques se trouvent néanmoins changées :

- Un PMB ne doit étre toxigue ni en absence ni esgrée de lumiére, c'est-a-dire gu'il ne

doit pas posséder une toxicité en lui-méme, ni goadiation lumineuse,
- Avoir unlien le plus sélectif possible d’une cible donnée.

La toxicité en absence ou en présence de lumieérg directement de la capacité du

couple de fluorophores a transférer 100% de I'éeerg

Les cibles biologiques spécifiques des tumeursalawmes maladies) font I'objet de
nombreuses études et déja d’innombrables stratégiesu le jour ces dernieres années.
L’intérét principal des PMB est qu’il n’est photatque que dans la zone ciblée, c'est-a-dire
que sa sélectivité doit étre optimale. Le lien dMBR qui gére les composantes « ou » et
« comment » se fait I'activation du PS, tend dor&ra de plus en plus spécifique. Plus la

connaissance de la biologie tumorale sera impaighis la spécificité des PMB sera accrue.

[1.2. Principe photophysique

Pour la PDT, il y a différentes facons d’inhibeadtion de I'oxygene singulet sur les
tissus non ciblés : empécher sa formation guaenchingdu PS ou l'inhiber directement
(figure 2-41).
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Figure 2-41 : Schéma de la formation de I'oxygene singulet deiénan
sensibilisée et quenching des états excités. Fuerdscence; P =
phosphorescence ; nr = désactivation non-radiafiv® = quencher
physigue ; @= dioxygéne ; S = substrat.

L’inhibition directe, physique, de l'oxygene singulpeut étre effectuée par des
composeés tels que nous I'avons vu précédemmertte(par.2 du chapitre). Néanmoins, ces
composés ont souvent une double réactivité vissagil'oxygene, et s'il est trés intéressant
de pouvoirquencherlAg de maniére physique, il n'en est pas de mémeguenching
chimique. En effet, lguencherchimique réagira une seule fois avé® et, sitot dégradé, il
ne pourra plus assurer son réle d’accepteur psuita. Cette stratégie dequenchera usage
unique » ne peut donc pas étre utilisée pour un PRBplus, la probabilité dguenching
devient moindre si elle est seulement gérée pdacteur diffusionnel. En nguenchangue
'oxygene singulet, qui est uguenchingcollisionnel (voir ci-apres), seules les molécudes
0, qui rentrent en contact avecdeencherseront désactivées, ce qui serait un frein & son
efficacité. C’est pourquoi les PMB sont le pluswnt composés d’'un PS et de son inhibiteur

d’état excité.

Deux stratégies sont alors possiblegiencherl’état singulet ou I'état triplet du PS
(figure 2-42). Plus généralement, il s’agit d’emipércla formation d’un état triplet conduisant

a la formation d’oxygene singulet.
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Figure 2-42: Schéma de quenching des états excitées d'un

photosensibilisateur par un quencher physique.

Il existe deux grands modes de désactivation d'onmécule photophysiquement

active : lequenchingcollisionnel et le FRET.

[1.2.1. Le quenching collisionnel
Le transfert d’énergie paguenchingcollisionnel implique que le fluorophore (ou
photosensibilisateur) et sguenchersoient en contact pour permettre un échange. Gaao

est dU a un processus diffusionnel, on parle aeguenchingdynamique, ou a la formation

d’'un complexe, on parle alors daenchingstatique.

Le quenchingdynamique est illustré figure 2-43 ou le photogghsateur PS est
excité et se désexcite apres collision avequencherQ. Q se désexcite selon son propre

mode de désexcitation et les deux molécules reeigranleur état fondamental.

:PS:[: Q PSQ*

&‘ l Diésactivation de
hy hv

PS PS...Q
4?

Q

Figure 2-43 :Schéma du quenching dynamique.
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Le quenchingstatique, quant a lui, est défini par formationrdtomplexe, se formant
a l'état fondamental ou excité du PS, qui se désexde maniere généralement non
fluorescente. La figure 2-44 illustre le cas d'umplexe se formant a I'état excité.

Py — L psQ

hv /{ Iy
PS

S 7 PSQ

Q

l Non fluorescent

Figure 2-44 :Schéma du quenching statique formé a I'état exiite’S.

Une grande proximité est alors nécessaire poumaisee transfert d'énergie, elle est
sensible a tout ce qui peut limiter la diffusiamature du solvant, température, encombrement

stérique des molécules ou encore interaction deyeba
Le quenchingest « décrit » par I'équation de Stern-Volmer :

F
FO =1+ KD[Q] =1+ quO[Q]

ou ky et F sont les intensités observées (de fluorescpac exemple) sarguencheret en
présence dgquencherespectivement, iest la constante de Stern-Volmey Kk,To, ky est la
constante deguenchingbimoléculaire,1o la durée de vie du fluorophore en absence de

guenchetret [Q] la concentration equencher

Plusieurs mécanismes sont possibles pour ce typgueleching le quenchingpar

échange d’électron, ou mécanisme de Dexter, edtsfert d’électron photoinduit.

Dans le mécanisme de Dextds® 153), un électron est transféré de la LUMO du
donneur vers celle de I'accepteur, puis il y a dfart « compensatoire » de la HOMO de

I'accepteur vers la HOMO du donneur, comme illufigére 2-45.
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d’électron
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_ 0O O _ 0O 0O _ O O 0O
PS* Q PS QF

Figure 2-45 :Schéma du mécanisme concerté de Dexter.

Dans le transfert d’électron photoinduit (TEP),aamplexe se forme entre le donneur
et l'accepteur par échange d’'un électron pour for®P®Q (figure 2-46). Ce transfert de
charge peut retourner a I'état fondamental sanssom de photon, ou avec I'émission d’'un

photon da a I'exciplexe formd%3). Finalement, I'électron excédentaire retournelanneur

d’électron.
( PS+Q' )=I<
. 22w - L
TEP
hy / E—
_ 0 O _ 0 0O N _ 0 0O
pS* Q N QO

Figure 2-46 :Schéma du transfert d’électron photoinduit.

[1.2.2. Le quenching par FRET

Le Forster Resonance Energy Trans{&RET) est un transfert d’énergie a longue
distance entre un donneur et un accepteulg(mnchey. Cette théorie a été développée par
Jean Perrin, puis Theodor Forste54) dont il garde le nom. Ce processus est exclusmem
un transfert d’énergie, sans émission de photoimt&tvient a partir du moment ou le spectre
d’émission du donneur recoupe la zone d’absorgd®tiaccepteur, comme illustré figure 2-
47.
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Fluorescence
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Absorption
de I"accepteur

Fluorescence
Absorption

Figure 2-47 : Recouvrement spectral entre I'émission du donndur e
I'absorption de I'accepteur.

Le transfert est d0 a une interaction dipble — ldipdu I'énergie est transmise de
maniere non-radiative du donneur vers I'acceptaurdes distances pouvant aller de 10 a 100
A (figure 2-48). Ce transfert concerne les étatgudiets excités Sil ne sera donc question
gue de modulation de fluorescence pour la desoriptiu phénoméne, mais il concerne
également, de maniere indirecte, la productionati'&tplet et donc d’oxygene singulet (cf.
figures 2-34 et 2-35).

Q*

Transtert d”énergie

Figure 2-48 : Diagramme de Jablonski simplifié d'un transfertibégie
par résonance.
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La qualité du transfert est dépendante de plusigtsurs : le recouvrement spectral
JQA) entre le donneur et I'accepteur, le rendemenntmgize de fluorescence du donneur,

I'orientation relative des dip0les de transitiorieetiistance entre le donneur et I'accepteur.

D’un point de vue « distances », la constante alestert d’énergiekest donnée par :

ke (r)= i(%}

Tps

ou Tps est le temps de vie de fluorescence du donneuabsence d’accepteur,oRst la
distance de Forster, qui correspond a la distarlaguelle le transfert est efficace a 50%, et r
est la distance entre PS et Q. Il en découle qupadité du FRET dépend fortement de la
distance (). Si I'on défini I'efficacitén du transfert comme la fraction de photons absorbés

par le donneur et transférée a I'accepteur, cedtion peut étre définie comme :

ke _ Ry
1o k() Ry +r°

Cette équation montre la forte influence de laagiseé entre PS et Q, comme lillustre
la figure 2-49.

r=03R,
n=0.985

0.3 e

r=2R,
n=0015

<

(s

—_ g
ro —

/Ry

Figure 2-49: Dépendance de l'efficacité du transfert d’énergiar p
rapport a la distance.
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La constante de transfert d’énergie n’est pas @mopnt dépendante de la distance PS

— Q et peut également s’exprimer en fonction deamatres décrits plus haut. Celle-ci est

donnée par :
®,rc? ((900Q |n10))"°
Ke(r) = —=S FodA)eg(D)A%.d2
0= 2 e [ P
L6900 In10)®,gc?
dou, Ry == e i ! Fog(#)eg(W)A" .2

ou Pps est le rendement quantique de fluorescence duedioren absence d’accepteuyss le
temps de vie (8§ du donneur en absence d’accepteur, r la dist®&e Q, N le nombre
d’Avogadro et n lindice de réfraction du milieupd?) est lintensité de fluorescence
corrigée du donneur dans l'espakeAA avec lintensité totale (aire sous la courbe),
normalisée a l'unitéeg(A) est le coefficient d’extinction molaire de l'agteur Q a la
longueur d’ondeé\. Le termex? est un facteur représentant I'orientation relatiaes I'espace

des dip6les de transition du donneur et de I'aaaptisuellement défini comme valant 2/3.

Le terme en intégrale n’est en fait que le recomemt spectral 3| :
J(A) = j Fos(D)eo() A" dl
0

Ainsi, pour lesmolecular beacongonctionnant par FRET, les fluorophores seront

choisis en fonction de leurs longueurs d’onde d&smon et d’absorption.

[1.2.3. Choisir le bon couple de fluorophores

Le choix du couple de fluorophores est la questiemtrale pour des applications en

biochimie, et a plus forte raison en PDT.

Avant toutes choses, un couple de fluorophores timmtant par FRET ou par
guenchingcollisionnel n'aura pas les mémes propriétés.dsalution spatiale joue ici un role
déterminant. Nous l'avons dit précédemment, gigenching collisionnel implique une
« collision » (ou tout du moins une grande proxénientre le donneur et l'accepteur, alors
que le FRET se fait & des distances allant jusgj0@&A. Or, dans umolecular beaconla
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distance entre les fluorophores n’est pas toujouatrisée. Lequenchingpar contact sera
contr6lé par la diffusion, ou la formation de coexas, et n'est donc pas tres compatible avec
une structure rigide qui dicte la distance donreaccepteur. Le FRET, dong Bst de I'ordre

de plusieurs dizaines d’angstréoms, est beaucowpipdiqué dans ce cas-la (figure 2-50).

r(A)

Figure 2-50 : Schéma de comparaison entre l'efficacitédu FRET (en
rouge) et du quenching collisionnel (en bleu) ercfmn de la distance de
Qr et & par rapport au PS.

En imagerie, nous venons de le dire, le couple €onit accepteur est défini en
fonction de sa gamme spectrale. Lewlecular beaconsappligués a l'imagerie sont
généralement deux fluorophores émettant a des éamgud’onde bien distinctes afin de
pouvoir différencier aisément celui qui a atteiatble de celui qui ne I'a pas atteint. De
plus, le donneur doit absolument émettre dans fee aiabsorption de l'accepteur. Cela
suppose de grands déplacements de Stokes (pludieaimses de nanometres) a la fois de la

part du donneur que de la part de I'accepteur.

Pour la PDT, dont le but est d’inhiber la product@oxygéne singulet, il n’est donc
pas nécessaire que le PS fluoresce a I'état intdgmequenchernon fluorescent ou la
formation d’'un complexe (a I'état fondamental oucieX) peut étre utilisé en PDT.
Néanmoins, il est nécessaire que la grande majeitéenergie soit transmise auenchey
ce qui implique soit une distance de 10 & 100 Asdarcas du FRET, soit la formation de
complexes. En effet, de la qualité du transferndigie va dépendre la quantité d’oxygéne
singulet produite a I'état intégre, soit la toxéciiu beaconméme. L’équipe du professeur
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Gang Zheng, de I'Université de Toronto, a dans vempger temps développé un PMB
utilisant les propriétés dguenchingdu PS et de I'oxygéne singulet d’un dérivé carotée.

Le manque de stabilité de ce genre de composé d#mseaés a utiliser les quenchers d’état
singulet nomméslack Hole Quenchersu Dark QuenchersCette partie sera discutée dans

le chapitre 111
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[ll. Réqulation de la production d’oxygene sinqulen PDT

L’oxygéne singulet et les especes réactives deg/djéere jouent un rble primordial en
PDT. Quel que soit le mécanisme impliqué dansdteffhotodynamique d’un médicament
pour la PDT (type | / type Il), il est nécessaiee gbuvoir contrdler 'endroit de I'activation.
Pour cela, lesnolecular beaconsdécrits précédemment, sont de puissants outildeca

activation dépend d’une cible biologique la pluéafique possible.

e

De nombreuses stratégies d’activation de PS ondé@téloppées, utilisant toutes les
caractéristiques spécifiqgues d'une tumeur cancéreugH acide, néo-vascularisation,
surexpression de certains récepteurs, de certamegmes ou encore des transporteurs de
glucose. Tous ces facteurs peuvent entrer en cougms I'élaboration d'une stratégie
anticancéreuse ciblée, et peuvent étre utilisés tlabut de réguler la production d’oxygéene

singulet en PDT.

I11.1. Notre revue: Modulation of Photosensitization Proccesses for an

Improved Targeted Photodynamic Therapy Curr. Med. Chem., 2010

La régulation de la production d’oxygene singuleplajuée a la PDT a fait I'objet
d’'une revue écrite par notre équipe, publiée daunsent Medicinal Chemistrgn 2010 155).

Cette revue est disponible en annexe.

I11.2. Avancées récentes

[11.2.1. Régulation passive de I'oxygene singulet

I11.2.1.a. En utilisant le pH acide de la tumeur

Une équipe coréenne a reporté l'utilisation de t@sedont la tenue est dépendante
du pH, contenant des photosensibilisateurs pourutitisation en PDT 156). Ces travaux
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font suite a de précédentes études dans lesquelemicelle polymére MPEG poly-(acides
B—aminés) peut se décomposer en milieu acl&&, (158). Utilisant ce principe, la micelle a

été chargée avec un photosensibilisateur, la ppgbtyrine IX (PplX). Dans son état intégre,
les PS a lintérieur de la micelle s’agrégent, lramt la fluorescence et la production
d’oxygéne singulet. Suite a la dégradation de leettd, la PplX est relarguée dans le milieu

et peut retrouver ses propriétés photophysiqugsréi2-51).
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Figure 2-51: Schéma de la micelle polymére MPEG poly-(acides

p-aminés) chargée avec le photosensibilisateur (Ppluis sa
destruction en milieu acide.

Ces micelles, de 122 nm de diametre en moyennejropburcentage de relargage de
PplIX de 23% a pH = 7,3 pendant un jour. En miliewda (pH = 6,4), 60% de relargage est
observé en 6 h. Des testsvitro etin vivo ont permis d’observer une accumulation de PplIX
au niveau des cellules tumorales en raison degeluacide. Les tumeurs portées par des

souris ont été significativement endommagées auiites.

111.2.1.b. En contrblant I'agrégation et la désagegion du PS

Plusieurs équipes ont reporté l'utilisation de n@articules dégradables chargées avec
des photosensibilisateurs. Ces photosensibilisateomt couplés avec un polymere qui, en
milieu aqueux, forme une nanoparticule. Les PS, rmmpnés dans la nanoparticule,
s’agrégent et perdent leurs propriétés photophgsiglpres internalisation dans la cellule
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cancéreuse, la nanoparticule se dégrade et libere$, retrouvant ainsi leur phototoxicité et

leur fluorescence (figure 2-52). La sélectiviténétdue a I'effet EPR.

iy
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nanoparticule o/

vids

Figure 2-52: Schéma de la stratégie de désagrégation passive des
nanoparticules dégradables.

Une stratégie consiste en l'utilisation d’un polyméde glycol chitosane et de la PplIX
comme PS159. Ces molécules s’auto-assemblent dans I'eau foooner des nanoparticules
de 280 nm ou aucune formation d’oxygéne singulatété détectée (utilisation d’'une sonde
chimique : TADPA). Des testm vitro etin vivo ont été réalisés et les tumeurs portées par des
souris ont montré un fort taux de nécrose avec homne sélectivité pour les cellules

tumorales.

Une autre stratégie consiste en I'utilisation dholymere de sulfate de chondroitine
acétylée et de la chlorine e6 comme P&). Comme précédemment, ces molécules forment
une nanoparticule en milieu aqueux, de taille demv 140 nm. Les propriétés
photophysiques de la chlorine e6 sont ainsi intsk#ns la nanoparticule (utilisation d’'une
sonde chimique : le DMA) et retrouvent leur expi@sspres internalisation dans les cellules
cancéreuses. Des expériences ont été menéaso et in vivo pour la restauration de la
fluorescence dans les cellules cancéreuses efgéneade la tumeur, mais la cytotoxicité des
conjugués n'a été testée gmevitro (cellules HelLa), ou peu de différences dans l'affit®
PDT a été observé entre les nanopatrticules etdaich e6 libre.

[11.2.2. Régulation active de I'oxygéne singulet

L’équipe du professeur Gang Zheng a continué depoid® a développer sédler
beacons Sur le principe dwipper molecular beacoméveloppé par Chert al (161),

consistant en une structure en épingle a cheveex lavpaire pyrophéophorbide-a et BHQ-3,
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Lovell et al.ont amélioré la partiguencheret ont développé un « supggrenchens (figure 2-
53).

Figure 2-53 : Schéma du PMB « super quencher linéaire » dansldqu
PS est le Pyrophéophorbide-a, les quenchers somtBlck Berry
Quenchers (BBQ) phosphoramidites.

DesquenchergBlack Berry Quencher) peuvent étre mis de mariaegaire grace a
des liaisons phosphodiester. Cet assemblage pewnetacond’avoir une diminution de
fluorescence de 300 fois et une restauration dedghcence de pres de 90 fois. La production
d’oxygéne singulet dbeaconfermé est décrite comme inférieure au seuil deatién de leur

machine et réapparait environ 80 s apres introgiucte la cible.

Récemment, il a été reporté la synthese d’'un naunedecular beacontilisant une
structure en épingle a cheveux ciblant TARNm deslavivine (62). Deux PMB ont été
synthétisés dans cette étude, I'un comportant blwioce eéguenchégar le BHQ-3, I'autre
comportant deux entités chlorine eégsenchanmutuellement a I'état integre. La toxicité de
ces PMB a été testée sur la lignée cellulaire SK3BRI le PMB comportant les deux entités

chlorine e6 a montré la plus grande efficacité PDT.

Enfin, une étude trés récente utilise les propiégguenchingde nanoparticules d’or
pour inhiber la production d’oxygéene singulet géeepar le pyrophéophorbide 268). Ce
molecular beacomst activé par le clivage du peptide H-GPLGVRG-Gétjuence spécifiqgue
de la MMP-2 (figure 2-54).
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Figure 2-54 : Schéma du PMB utilisant le pyrophéophorbide a ghénc
par une nanoparticule d’or, liés par le peptide GPYRGK, substrat des
MMP-2 (site de clivage indiqué en italique).

Le PMB obtenu est caractérisé par une inhibitidicate de la fluorescenc&f =

0,004) et de la production d’'oxygene singul@, (= 0,0089) dans le PBS (la détection de
'oxygeéne singulet a été mesurée en présenc&aiesor Green Néanmoins, les auteurs
stipulent que de I'agrégation du photosensibilisate été observé dans le PBS. L'incubation
du PMB en présence de lignées cellulaires BT20xfmigmant pas MMP-2) et HT1080
(surexprimant MMP-2) a révélé une survie celluldireitro de 63% et 16% respectivement.
Les images de microscopie confocale révelent des phwe la fluorescence du
pyrophéophorbide est restaurée dans la lignéelaieitHT1080.
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Chapitre 1l : Vers la conception

d’'un nouveau PMB ciblant les
MMP -2 et MMP-9
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Chapitre 11l : Vers la conception d’un nouveau PMB ciblant les
MMP-2 et MMP-9

|. Stratégie de synthése

Un PMB est, comme il a été spécifié précédemmentposé de deux entités : une
partie photosensible et une partie inhibitriceiéed entre elles par une séquence peptidique
assurant une proximité spatiale. Comme base po&M®, nous avons décidé de cibler les
MMP-2 et MMP-9, qui sont des marqueurs importamt$ahgiogenese. Ce ciblage se fait par
utilisation d’un peptide substrat : H-GPLGIAGQ-Od#écrit par Mansouet al. en 2003. A ce
peptide est ajouté un résidu lysine@terminal afin de pouvoir greffer 'une des deuxits
(PS ouguenchey sur I'amine ere ; cette lysine ne devrait pas perturber la recssaace des
enzymes pour le peptide. En effet, de nombreuxmgswnt déja eu recours a cette technique

pour attacher leur molécule d’intérét (voir chagpitl).

La synthése de ce peptide est réalisée sur supplate afin d’assurer un rendement
optimal et minimiser les phases de purification.sti@mtégie adoptée pour la synthese est la
stratégie Fmoc sur résine Wang. Les détails dgrithése en phase solide sont donnés dans la

suite de ce chapitre.

Afin d’optimiser la synthése, nous avons coupl@hetosensibilisateur sur le peptide
en croissance en phase solide. En effet, les cgpeplan phase solide ont le double avantage
de présenter des rendements supérieurs a ceux ame piquide, ainsi que de récupérer
aisément la fraction n'ayant pas réagi. Le PS esté@gsur I'extrémitéN-terminale du peptide,

puis le conjugué est clivé afin de permettre léfgge duquencher(figure 3-1).
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Figure 3-1: Schéma de la stratégie de synthése pour la comcepti
PMB.

Les parties suivantes seront consacrées a la sgnth@ividuelle de chaque partie du
PMB et aux stratégies de couplage. Notre équipkerdisciplinaire, intervient dans le
processus de synthése et de caractérisation comie s

- Synthese des photosensibilisateurs : LRGP et LCPM.

- Synthese organique : LRGP et LCPM.

- Synthese peptidique : LCPM.

- Caractérisations photophysiques : LRGP.

- Caractérisations biologiques : CRAN/CAV.

- Synthése enzymatique et spectrométrie de massee hasolution: LRGP
(ENSAIA).
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[l. Détermination et synthése du photosensibilisate

L’équipe PDT de Nancy est spécialisée depuis 200 de ciblage de PS pour la
PDT. Les PS principalement développés sont deshgones et des chlorines asymétriques
carboxylées dérivant de la TPP. Le groupement aadsoxylique est nécessaire pour greffer
la molécule photosensible a I'unité d’adressagerésiacide folique, etc.), en I'occurrence les
peptides. L'utilisation d’une chlorine a été reterpour la partie photosensibilisante de ce

PMB en raison de ses capacités d’absorption a 6b8upérieures a celles des porphyrines.

Dans une these précédente, Julien Gravigra(synthétisé un conjugué chlorine —
acide folique, dans lequel la chlorine est un dede lam-THPC. Cette molécule, ditem
THPCHike », ou « pseudo-Foscan », est un analogue asyoettis Foscan® comportant une
fonction acide carboxyliqgue comme point d’ancragdalpartie vecteur de la molécule. Cette
molécule est trés intéressante car le Foscan® msP% caractérisé par un rendement
quantique de production d’oxygéne singulet impdri@, = 0,7 dans I'éthanol), il a recu
'AMM et est trés largement utilisé en PDT cliniq(@-5), comme il a été précisé dans le
chapitre I. De plus, la présence de ses fonctigdsoltyles confere a lax THPC un caractere

plus hydrophile que son analogue TPC.

Ces deux molécules ont donc été retenues pour cEne partie photoactivable du

PMB (figure 3-2).
HO

0 0

& . O W

OH OH

J e

Figure 3-2 : Structures chimiques de la TPC (a gauche) et duwdgmse
Foscan (a droite).

OH
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[I.1. Synthese de la TPC

La stratégie de notre équipe concernant la syntdesphotosensibilisateurs est de
synthétiser la porphyrine dans un premier temps ga la réduire en chlorine. Par cette
méthode, nous obtenons un mélange d’isoméres deredd d( aux deux positions possibles
pour la réduction (figure 3-3). Néanmoins, ces desameéres possedent les mémes

caractéristiques photophysiqué&s €t seront toujours utilisés en mélange dans ila sie ce
travail.

Figure 3-3: Structures chimiques des isomeres de la TPC
monocarboxylée.

[I.1.1. Synthése de la porphyrine

La synthese de la porphyrine monocarboxylée, nBf€©0OH, se fait par la méthode
de Lindsey qui consiste a faire réagir quatre éiaits de pyrrole avec un équivalent de 4-
carboxybenzaldéhyde et trois équivalents de beébhgtte, dans le DCM et en présence de
BFs-éthérate. L'intermédiaire porphyrinogéne est ersoxydé en porphyrine par action d’'un
agent oxydant, le-chloranile (figure 3-4).

Le mélange est filtré une premiere fois sur delieesafin d’éliminer les goudrons et
autres polymeéres du pyrrole formés pendant la iggggbuis le filtrat est purifié par colonnes
chromatographiques sur gel de silice jusqu’a obard’un produit pur. Les rendements de
cette synthese sont variables en raison des nos#gx@ertes possibles pendant les phases de

purification, mais la porphyrine est obtenue en emme avec 7% de rendement.
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Figure 3-4: Schéma de synthése de la 5-(-carboxyphényl)-1@415,2
triphénylporphyrine (FCOOH).

[1.1.2. Synthése de la chlorine

La synthése de la chlorine monocarboxylée, not€00OH, se fait par la méthode de
Whitlock : la porphyrine, anhydre, est réduite @de depara-toluenesulfonylhydrazinep{
TSH), en présence de,BO; a reflux de la pyridine et sous atmosphere inefte
laboratoire, nous réduisons complétement la poimplyren bactériochlorine avec 30
équivalents de-TSH, puis réoxydons la bactériochlorine en chierpar ajouts progressifs
d’o-chloranile (figure 3-5). Les ajouts @el'SH se font en plusieurs fois ; chaque heure,sapré
analyse du brut réactionnel en spectrométrie U\bMs des réactifs frais et du solvent sont
ajoutés. La derniéere étape de réoxydation estatélicar il s’agit de s’arréter au premier état
d’oxydation de la bactériochlorine et de ne pasdexyune chlorine en porphyrine. C’est
pourquoi les ajouts se font progressivement, pa gleantités de I'ordre de quelques
milligrammes, toutes les 15 min, et un controle Wsible est effectué avant chaque ajout. La
réaction est immédiatement stoppée lorsque le epébt-visible correspond a celui de la
chlorine seule par ajout d’eau qui solubilise-¢hloranile et ainsi évite toute réduction

ultérieure.
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-TSH, py11d1ne K,CO,

-

> o-chloranile

Figure 3-5: Schéma de synthése de la 5-(-carboxyphényl)-1@415,2
triphénylchlorine (ZCOOH).

La purification de la chlorine se fait par colontfeomatographique sur gel de silice
ou par HPLC préparative (conditions données danmitie expérimentale). Cette derniére
méthode permet de visualiser les deux isomeregrajgortion équivalente, de la chlorine
grace a un suivi en temps réel du spectre d'alisor@t de la fluorescence en sortie de

colonne et ainsi de séparer I'éventuel résidu adphpaine formé.

Cette étape donne également des rendements varigBleéralement autour de 40%.
Néanmoins, certaines syntheses de chlorine ontéloes rendements supérieurs a 90%.
L’explication des variations des rendements del®g# n’'a pas encore été trouvée, mais nous
pouvons conjecturer que des pertes intervienneatdes traitements apres la réoxydation a
I'aide d’o-chloranile, ainsi qu’'une réoxydation partielle ldechlorine en porphyrine peut se
produire avant I'étape de purification. De plustiteederniére étape de synthése est tres
sensible a la présence de I'humidité, ainsi qu'ajualité des solvants et des réactifs, et
nécessite des précautions particuliéres pour gades conditions parfaitement anhydres.
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[I.2. Caractérisations photophysiques

Les propriétés photophysiques pour chaque échamtifont déterminées dans
'éthanol a 25°C. Les instruments utilisés pour teesures sont détaillés dans la partie

expérimentale.
11.2.1. Propriétés photophysiques de la@®OOH

[1.2.1.a. Propriétés d’absorption {S2 Si<2)

Le spectre d’absorption de la@®OOH est de typéthia Il est caractérisé par une
bande de Soret fine et intense a 415 nm, ainspguguatre bandes Q (deux (& 2 ) et
deux Q (S 2 $)) de moindre intensité entre 512 nm et 650 nnu(éd3-6). Les valeurs des

coefficients d’extinction molaire pour chaque bande sont données dans le tableau 3-1
056
05 J
04 4

03

0,2 1

0,1 4

250 350 450 550 650 750

-0,1
A{nm)

Figure 3-6 : Spectre UV-visible de la;ROOH dans I'éthanol.
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Les coefficients d’extinction molaire sont calcuggace a la formule de Beer-Lambert

Q) :
(1) AQ) =¢l.c

oU A est I'absorbance a une longueur d’onde donnée (saite),£ le coefficient d’extinction

molaire (en mol.l*.cm?), | la longueur du trajet optique (en cm)cela concentration de la
molécule étudiée (en moli).

Les composés sont analysés & faible concentrétien’ordre de 10 mol.LY) en

raison du coefficient d’absorption molaire élevdalbande de Soret (tableau 3-1).

Tableau 3-1 :Coefficients d’absorption molaire des différentendbes
d’absorption de la -COOH dans I'éthanol.

Bande d’absorption A (hm) & (L.mol.cm®)
Bande de Soret 415 187000
Qv 512 9000
Qun 545 4500
Qi 588 3000
Q 650 1500

11.2.1.b. Propriétés d’émission de fluorescence

Le spectre d’émission de fluorescence deifaQ®OH est obtenu par excitation sur sa
bande de Soret a 415 nm. Il se compose d’'une ddnavide dont la plus intense se trouve a

650 nm et la moins intense a 720 nm (figure 3-8BtteCdouble bande est caractéristique du

spectre de fluorescence des méso-tétraphénylpangisyr
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Figure 3-7 : Spectre d’émission de fluorescence de {€®OH dans
I'éthanol (Aexc= 415 nm).

Le spectre de fluorescence permet de calculemigeraent quantique de fluorescence
grace a l'utilisation d’'une référence dont le reméat quantique est connu. L’équation (2)
permet ainsi de déterminer ce rendement quantiqugiksant comme référence la TPP dans

le toluene, dont les propriétés d’émission sonthces 7).

2

LA | N

(2) q)f :q)fo'l_ A n
o 0

Cette équation, déja présentée au chapitre I, daitc intervenir le rendement
guantique, l'intensité de fluorescence, I'absonptéi I'indice de réfraction du solvant de la
référence (signalée avec un « 0 ») et de I'écHantd analyser. La référence utilisée est la
TPP, dont le rendement quantique de fluorescesicdec0,11 dans le toluene ; les intensités
de fluorescence sont prises comme étant l'aire tEBisourbes des spectres obtenus et les
indices de réfraction sont gy = 1,360 et Ruene= 1,496.

Nous obtenons®r = 0,14 + 0,02

Ce rendement quantique de fluorescence est prachelld de la TPP utilisée comme
référence en raison de leur analogie structurale.
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Le temps de vie de fluorescence est mesuré par TG&I'anglaisTime Correlated
Single Photon Countingutilisant un laser a 408 nm pour I'excitatioruetfiltre passe-haut a
650 nm afin de ne récupérer que les photons dedsom de fluorescence. Le spectre est

montré en figure 3-8 ; le déclin est monoexponéetiéa valeur trouvée est d®,0 £ 0,5 ns

10000 -

1000 1

Intensité
g

0 10 26 30 46 56 66
t (ns)

Figure 3-8 : Spectre de temps de vie de fluorescence de;GOPH
obtenu par TCPSPC dans I'éthandl{.= 408 nm).

Cette valeur est classique des photosensibilisatdeirtype porphyrinique, les temps
de vie de fluorescence étant généralement de €atdra dizaine de nanseconde. Le détail de

linstrumentation de TCSPC est abordé en parti€exentale.

11.2.1.c. Formation d’'oxygéne sinqulet

La formation d’oxygéne singulet est détectée paegistrement de sa luminescence,
dont le maximum est vers 1275 nm, par un détegahe-infrarouge, apres excitation a 415

nm. Le spectre obtenu est montré en figure 3-9.
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Figure 3-9 : Spectre de luminescence de I'oxygene singulet grpdula
P;COOH dans I'éthanolAexc = 415 nm).

De la méme maniére, nous pouvons calculer un reanequantique de production
d’'oxygéne singulet par comparaison avec une référefette référence est le rose de
Bengale dans I'éthanol, dont le rendement quantitpuproduction d’oxygene singulet est de
0,69 + 0,05 8).

Nous obtenons®, = 0,50+ 0,05.
11.2.2. Propriétés photophysiques de la@OOH

11.2.2.a. Propriétés d’absorption

Le spectre d’absorption de la chlorine est égalemamactérisé par une bande de Soret
vers 415 nm dans I'éthanol, ainsi que quatre bafdestre 512 nm et 650 nm (figure 3-10).
Néanmoins, par rapport a la porphyrine, la band8atet est dédoublée, plus large et moins
intense, et la bande, Qest beaucoup plus. Les coefficients d’extinctioolaires de chaque

bande sont donnés dans le tableau 3-2.
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Figure 3-10 : Spectre d’absorption de laCOOH dans I'éthanol.

Tableau 3-2 :Coefficients d’absorption molaire des différentemdbes
d’absorption de la @COOH dans I'éthanol.

Bande d’absorption A (hm) & (L.mol*.cm™)
Bande de Soret 415 85000
Qv 512 9800
Qun 545 6500
Qu 588 5000
Q 650 21000

11.2.2.b. Propriétés d’émission de fluorescence

Le spectre d’émission de fluorescence est simiicelui de la porphyrine, la seule

différence est la disparition de la bande moineriaé située a 720 nm (figure 3-11).
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Figure 3-11 : Spectre d’émission de fluorescence de |{&@OH dans
I'éthanol (Aexc= 415 nm).

Le rendement quantique de fluorescence e8t2i2+ 0,02dans I'éthanol.

Le déclin de fluorescence de IgGDOH dans I'éthanol est mesuré de la méme
maniére que précédemment, le déclin est égalemenbenponentiel et le temps de vie
obtenu est d8,1+ 0,5ns (figure 3-12).
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Figure 3-12 :Déclin de fluorescence de la@OOH obtenu par TCPSPC
dans I'éthanol fexc = 415 nm).
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11.2.2.c. Formation d'oxygéne singulet

Le spectre de luminescence de l'oxygeéne singulét eesegistré comme décrit

précédemment. Le spectre obtenu est montré erefRydi3.
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Figure 3-13 : Spectre de luminescence de I'oxygene singulet grpdu
la C;,COOH dans I'éthanolAgyxc = 415 nm).

De la méme maniére, nous pouvons calculer un reanequantique de production

d’oxygéne singulet, la valeur calculée étanfd#+ 0,05

Cette valeur nous indique gue ce type de compdggadsitement adapté a des
applications en PDT en raison de son rendementtiquanen production d’oxygéne

singulet éleve.

[1.3. Synthese du pseudo-Foscan

L’autre chlorine envisagée est le pseudo-Foscant bo stratégie de synthése est
identique a celle retenue pour 1aGDOH. Par commodité, nous appellerons la porphyrine
P,COOH et la chlorine &£O0H.
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11.3.1. Synthése de laJZOO0H

La voie de synthese de [aGOOH, issue de la thése de Julien Gra8griasse par la
protection des groupements hydroxyles présentiesyhényles. La protection utilisée est un
groupe méthyle dont les conditions de déproted®mnévelent étre compliquées. L'utilisation
de PhS; en présence d'un hydrure (Caghést en effet préconiség( 11). Cette déprotection

se fait dans la NMP, a 200°C, avec un rendemef0éle

Afin de rendre cette étape moins contraignante ftede réaction, €limination de la

NMP, utilisation de Calj, nous avons testé d’autres groupements protectegure 3-14).

1) BF,.OEt,, DCM
{ \B +
2) p- chloramle

Figure 3-14 :Schéma de synthese de CPOH protégée.

Le protocole de synthése est le méme que poumkhése de la€OOH, a savoir la
synthese de Lindsey dans un grand volume de DCNitdisation d’'un acide de Lewis, le
BFs-éthérate.

[1.3.1.a. Sans groupement protecteur (R = H)

La synthese a été réalisée sans groupement pruatéBte H), mais des problemes de
solubilité ont été observés assez rapidement ;fimt, ée 3-hydroxybenzaldéhyde est un
produit trés hydrophile et donc relativement pelulsle dans le DCM. Une solubilisation
préalable dans le DMF a été nécessaire. Malgré, delgoroduit, s'il est forme, est
extrémement difficile a purifier. La présence dasigroupements —OH libres sur la molécule

augmente son affinité avec la silice.

Dans la littérature, une réaction similaire a éérile par Gucet al. (12), qui utilise
les réactifs sans groupement protecteur, de I'gmidpionique afin de produire e THPP, et
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aucune purification sur colonne de silice. Nousravadopté ce protocole. Le mélange est
chauffé a reflux de l'acide propionique (140°C). it réactionnel est ensuite traité avec de
I'éthanol absolu pour recristaliser la porphyrindagssé toute la nuit a -5°C ; une huile noire

est obtenue.

Comme pour la méthode de Lindsey, nous observoesnuutitude de taches en

CCM. Le protocole a été abandonné.

[1.3.1.b. Avec un groupement acétyle (R = Ac)

Ce groupement protecteur est bien connu des piarsctie fonctions hydroxyles en

raison de sa déprotection aisée a I'aide d’une fzalske.

Le 3-acétyloxybenzaldéhyde est un produit commerti réaction a été effectueé
dans les conditions classiques de la synthéserksdy et I'élimination des goudrons n’'a pas
présenté de difficulté particuliere. Néanmoins, wgrande quantité de sous-produits est

observée sans aucune trace de la porphyrine désirée

En effet, la présence d’'un autre groupement calbgmgut potentiellement entrer en

compétition avec la fonction aldéhyde pour la carption de I'acide de Lewis.

11.3.1.c. Avec un groupement triméthylsilane (RMS)

Cette fonction est également un bon groupemenegeir des fonctions —OH, sa

déprotection est aisée en présence d’un ion fleorur

Le produit n’étant pas commercial, il a dO étretbgtisé en faisant réagir du TMSCI
sur le 3-hydroxybenzaldéhyde en présence d’'imidaziZins le DMF. Néanmoins, cette
réaction semble peu favorable et l'intermédiair@ pas pu étre obtenu de maniere simple et

rapide. Cette voie de synthése a donc été abandonné

[1.3.1.d. Avec un groupement méthyle (R = Me)

Cette voie a donc été retenue pour étre celle @gplpour cette synthése (figure 3-
15). Le 3-méthoxybenzaldéhyde est mis a réagir ensonditions de la synthése de Lindsey
et la porphyrine #OMe):;COOH est obtenue avec un rendement d’environ 15%.
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Figure 3-15 :Schéma de synthése de KCPOH.

Les groupements méthyles sont éliminés en utiliBég$, en présence d’'un hydrure a
reflux dans la NMP. Le mécanisme de cette réadadnintervenir la formation de Ph®ar
action de I'hydrure sur la liaison disulfure etagie de PhSsur le méthyle, libérant la
fonction hydroxylate. Le produit est ensuite isgitéce des extractions et des lavages puis une
colonne chromatographique DCM/acétone. Le rendendmt cette étape en produit
entierement déméthylé est de 70% a 80%, et le nemlieglobal de synthése de IzC®OH

est extrémement faible : 4% en moyenne.

11.3.2. Synthése de la £COOH

La réduction de Whitlock sur cette molécule estedfiée avec les conditions
opératoires identiques a celles pour I EOOH. Néanmoins, cette étape reste délicate car la
porphyrine obtenue est d’autant plus soluble dé&weul; or la synthese de Whitlock est

sensible a 'humidité et peut devenir trés aléatoir

188



Les nombreuses tentatives de synthese de cetteut®lént malheureusement toutes
échouées. En raison du manque de fiabilité de mdhége du pseudo-Foscan, nous avons
décidé d’abandonner l'utilisation de cette molécetiele poursuivre le travail de thése sans
perdre plus de temps, en nous consacrant exclusivena la GQCOOH comme

photosensibilisateur pour notre PMB.
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[ll. Synthése du conjugué PS-peptide

[1l.1. Synthese du peptide

[11.1.1. Généralités sur les peptides et protéines

Les peptides et protéines jouent un rble imporides de nombreux processus
biologiques, notamment en tant qu’hormones, neamstnetteurs, neuromodulateurs... C’est
pourquoi, cette famille de molécules bioactivesréspnte un enjeu important au niveau
chimique, biologique et surtout pharmaceutique tddes médicaments d’origine peptidique
sont d’ailleurs disponibles sur le marché : linsal (traitement du diabéte), la calcitonine
(traitement de l'ostéoporose), la vasopressindtdireent de I'hypertension artérielle), la
Thyrotropin-Releasing Hormongraitement de I'hypothyroidie)... D’autres proté&ndites "
de structure " forment la trame de tous les tiskusorps (kératine, élastase...). En général,
on parle de protéine lorsque la chaine contientgtamd nombre d’acides aminés, et de
peptide pour des assemblages de petite taille. Himie peptidique a un énorme champ
d’applications dans le domaine des sciences deelanotamment en ce qui concerne les
molécules bioactives et les médicaments.

Les peptides sont des enchainements d’acides amalés entre eux par une liaison
amide, aussi appelée liaison peptidique (figure6B-Un acide aminé est une molécule
comprenant un carbone central tétraédrique (carbipae principe en configuratioD ou L)
relié a une fonction acide carboxylique, une famttmine et une chaine latérale, R (figure 3-
16). Il existe 20 acides aminés naturels, ditsgnoigéniques différentiés par la nature de ce
groupement R qui confére a chacun leur spécifiettdeur conformation. La liaison du
carbone carbonyle avec l'azote dans la liaisonigigpe (1,33 A) est plus courte que la
liaison simple C-N mais plus longue qu'une liaistmuble C=N classique. Le caractére
partiellement double de la liaison peptidique erhpéa rotation autour de la liaison C-N. En
conséquence, le groupe peptidique est confiné ulamdan. Il existe cependant une liberté de

rotation autour des liaisonsy€C et N-Gy.
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N OH
H N
O g H O

Figure 3-16 : Structures chimigues d'un acide aminé (a gauche) en
représentation de Cram et d'un dipeptide (a droitmportant des
chaines latérales et R.

La liste des acides aminés naturels est donndig@me 3-17. A chaque acide aminé
est attribué un code monolettre ou trilettre. Airlsis peptides sont définis comme des
enchainements d’acides aminés représentés pdetgarou leur diminutif. La nomenclature
prend également en compte le sens du peptidg, iégesenté avec I'extrémitkéterminale a
gauche et I'extrémit€-terminale a droite.
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Figure 3-17 : Structure chimique des acides aminés naturels.

Les liaisons peptidiques se font par réaction datfenction amine d’un premier acide
aminé et la fonction acide d’'un second. Dans laneatces réactions sont catalysées par des
enzymes. Au laboratoire, la fonction acide estvéetipar un groupe partant, comme le NHS
(N-hydroxysuccinimide), HBTU (hexafluorophosphate de-benzotriazoleN,N,N’,N*-
tétraméthyluronium) ou le HATU (hexafluorophosphatéazabenzotriazol&d,N,N’,N*-
tétraméthyluronium). L’agent activant utilisé queus avons retenu est le HBTU, le

mécanisme réactionnel associé a la synthése ppmieist décrit en figure 3-18.
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Figure 3-18 :Schéma réactionnel de synthese peptidique utiliddBiTU
comme agent de couplage.

Les acides aminés sont ainsi mis a réagir lesaues les autres par activation de la
partie acide carboxylique et couplage avec la foncamine de l'autre acide aminé. Pour
éviter que les mémes acides aminés ne réagisseatarx, la partie aminée qui n'est pas
destinée a réagir est protégée. De méme, les chhidgales potentiellement réactives sont
protégées afin d’éviter la formation de produitscs®laires non désirés. Il existe de nombreux
groupements protecteurs afin d’éviter toute déptme non voulue lors d’'une réaction

peptidique (figure 3-19). On parle alors d’orthoglité des protections.

Les difféerentes protections difféerent donc par lewade de déprotection, une liste des
principaux groupes protecteurs est donnée tabledulL®s amines sont protégédsa des
fonctions carbazate alors que les acides carbaxggigpeuvent étre protégés par des esters ou

des fonctions particuliéres.
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Figure 3-19 : Schéma de synthése peptidique faisant intervenaaiche
aminé comportant une protection latérale & une protection du N-
terminal GR. L’acide est activé par un agent activateur (Act).

Les peptides a longue chaine peuvent ensuitepierrsur eux-mémes et adopter des
structures 3D particulieres, a l'aide de liaisogdrbgene ou d’autres interactions faibles. Ces
repliements sont appelés structures secondaiess prbtéines vont elles aussi se replier en
structures particulieres, appelées structuresabers. Ces structures secondaires et tertiaires
sont également responsables de la reconnaissaded attivité biologique de ces molécules.

Tableau 3-3 :Structure chimique, nom et condition de déprotecties

principaux groupements protecteurs utilisés entss¢ peptidique.

Structure chimique et nom Fonction concernée Déprotection

9-Fluorenylméthoxycarbonyle (Fmoc)

0.0 NH2 Base
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Tert-Butyloxycarbonyle (Boc)

O NH, Acide
Ao

Trityle (Trt)

O COOH
Acide
O

Benzyloxycarbonyle (Z)
Ha
NH, catalytique

0
OJ\AJ .
©/\ Acide fort

Allyloxycarbonyle (Alloc)

o) NH; Pd(PPh)4

2,2,4,6,7-
pentamethyldihydrobenzofurane-5-sulfonyle (Pbf

1) NH-» Acide fort
I
0 S=

o

l11.1.2. La synthése peptidique sur phase solide

La synthese peptidique a connu un essor consiééraEc les travaux de Bruce
Merrifield (13), qui lui ont valu le Prix Nobel en 1984. La syésle supportée sur phase solide
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est basée sur l'utilisation de billes de polystgreinsolubles dans le solvant de réaction, sur
lesquels des réactifs sont fixés de maniére coial€ette méthode permet de simplifier les
étapes de purification puisqu’il s'agit dans ce dadiltrer les billes de résine, éliminant ainsi

les réactifs n"ayant pas réagi. Les phases de éasagt donc aussi simplifiées.

L'utilisation de la phase solide dépasse de leircddre de la synthese peptidique
uniqguement ; a la fin des années 70, Frechet ehdfeont transposé avec succes cette
méthode a la synthése de petites molécules, dsdigrharides et méme de porphyrine$-(
17). Néanmoins, la synthese de peptides reste uniderdapplication majeur pour la phase
solide, notamment en raison de la répétabilitérdastions et la possible automatisation des
machines. Ainsi, apres avoir défini sa stratégiesgigthese et la séquence d’acides aminés
constituant le peptide, des peptides relativemengid peuvent étre synthétisés de maniéere
automatique en peu de temps.

Le principe de la SPPS (Synthése Peptidique sasd’Bolide, ou en anglaBolid-
Phase Peptide Synthesest illustré figure 3-20.

Agita?ion Evacuation du solvant
Réactif+ Solvan Réaction Lavage
'\ Purification

U
s &

Figure 3-20: Schéma de synthése supportée sur phase solide. 1:
Introduction des réactifs en excés et du solvantles billes de résine
préchargées en réactif de base. 2 : Réaction. BmiEation du solvant et
lavage de la phase solide.

Poubelle\(
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La synthese de peptides suit le méme protocateacide aminé protégeé est préchargé
sur la résine, le plus souvent par son extré@itérminale, puis il est déprotégé et mis a
réagir avec un autre acide aminé en exces, préabapt activé. Aprés réaction, le solvant
contenant les réactifs n'ayant pas réagi est éémires billes de résine sont ensuite lavées
pour éliminer les réactifs libres toujours poteligiment présents dans le milieu réactionnel.
Le dipeptide sur la phase solide va de nouveaud&peotégé pour initier le second cycle de
I'élongation, comme illustré dans la figure 3-2loréque la séquence d’acides aminés est
complete, le peptide est entierement déprotégkvétae la résine (figure 3-21).

s Protection N-terminale
‘ Protection chaine latérale

i Agenl aclivateur Résine

—
LN a4
Résine

Déprotection

A

H,N —|
Résine

Résine

Deéprotection totale

H.N w@@* COOH

Figure 3-21 :Schéma général de SPPS d’un tripeptide.

Les peptides synthétisés sur phase solide pewanporter jusqu’a une quinzaine
d’acides aminés environ. Les rendements a chagpe éependent de la nature de la liaison,
de I'enchainement des acides aminés. Pour la satbde peptides longs, les stratégies
classiques de synthése peptidique peuvent intervansavoir synthétiser un peptidea
plusieurs fragments.
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Au LCPM, nous disposons d'un synthétiseur de peptientierement automatique
Multiprep INTAVIS, ou la programmation nous pernaet régler le nombre d’équivalents de

chaque acide aminé, le temps de réaction, les \eduda ringage, etc.

[11.1.3. Synthése du peptide GPLGIAGQK
Le peptide que nous avons choisi de synthétiseHeGIPLGIAGQK-OH ; il est

synthétisé sur phase solide Wang en utilisant traggie Fmoc. Les acides aminés protégeés,

utilisés pour la synthése, sont :

Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-lle-OFmoc-Ala-OH, Fmoc-
GIn(Trt)-OH et Fmoc-Lys(Boc)-(Résine Wang). La figu3-22 montre leurs structures

chimiques.

g, o ok

Nﬁ\r

0
Fmoce-Gly-OH * Fmoc-Pro-OH Fmoc-Leu-OH Fmoc-Gln( Trt)-OH

W, Gy ‘r'{

Fmoc-Ala-OH Fmoc-lle-OH
Fmoc-Lyvs(Boc)-Wang

Figure 3-22 : Structures chimiques des acides aminés utilisés fmou
synthéese du peptide H-GPLGIAGQK-OH.

Les protections des acides aminés sont orthogorales la stratégie employée. En
effet, le trityle se déprotege avec un acide fouéd(généralement 1% de TFA dans le DCM)
et le Boc se déprotége avec 25 a 50% de TFA ddb€M. Elles ne seront donc pas enlevées
durant la synthése. Le peptide ne sera déprotégament que pendant la phase de clivage
de la résine (100% TFA).
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Le protocole expérimental est le suivant :

La Fmoc-lysine, dont la chaine latérale est blogqo&eun Boc, est préchargée sur
résine Wang (clivable avec 100% de TFA). Cetteneésiommerciale est introduite dans un
réacteur de phase solide. Les billes de résineram@s a gonfler en utilisant du DCM, puis

sont lavées en utilisant du DMF et du DCM.

Le Fmoc est enlevé en utilisant un mélange pip&eidiDMF (20% volumique), la
résine est lavée puis le premier acide aminé, l@agline, préalablement activée par du
HBTU, est introduite en exces avec dé&idMéthylmorpholine (NMM) dans le DMF. Ensuite,
la résine est lavée plusieurs fois avec du DCMpithanol et du DMF afin d’éliminer les
produits adsorbés dans la résine.

Une étape decapping consistant a faire réagir de I'anhydride acéticue les
fonctions NH n'ayant pas réagi, est réalisée. Cette étape éxstsmaire, car elle permet

d’éviter que d’autres peptides incomplets ne sdembés (délétion).

En fin de séquence, la protection Fmoc finale kstidée pour ne laisser sur la phase
solide que le peptide H-GPLGIAGQ(Trt)K(Boc)-(RésWang).

Lors d'une these précédente au laboratoire, iléaoéservé que la premiere glycine
introduite se couplait avec beaucoup de difficult€stte observation a pu étre faite par
prélevements de résine a chaque étape et testingétogue au TNBSA (acide
trinitrobenzenesulfonique). Cette délétion estéavien adoptant un protocole particulier : six
couplages successifs permettent d’avoir un rendemmgtimal. Une partie de la résine est
prélevée en fin de processus, le peptide est dévéa résine et analysé en spectrométrie de

masse afin de vérifier sa structure chimique.

Le protocole détaillé se trouve dans la publicatiarchapitre IV.
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[11.2. Synthese et caractérisation du conjugué « RBeptide »

[11.2.1. Synthése du conjugué

Le conjugué, noté TPC-peptide pour désigner le leggpentre la ¢COOH et H-
GPLGIAGQK-OH, est synthétisé en deux étapes: atitim du photosensibilisateur et

couplage sur phase solide.

111.2.1.a. Activation du photosensibilisateur

La C,COOH est activée par un groupembrydroxysuccinimide (NHS), a l'aide de
dicyclohexylcarboxydiimide (DCC), présenté danfidare 3-23.

Figure 3-23 :Schéma de synthése de I'activation de {@QOH

Cette molécule est obtenue avec un rendement de 70%

111.2.1.b. Couplage au peptide

Le photosensibilisateur activé est mis a réagircdeepeptide immobilisé sur phase
solide, en présence de DIEA dans le DCM. Les bilesésine sont mises a agiter une nuit
afin d’obtenir le conjugué immobilisé sur phasedml(figure 3-24). Ensuite, le peptide est
clivé de sa résine a l'aide de TFA (pur) pendarBQRltette étape a aussi comme effet de
déprotéger les chaines latérales des acides aprioi&gés, puis le produit obtenu est purifié

par HPLC en phase inverse.
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Figure 3-24 :Schéma de synthese du conjugué TPC-peptide.

Le conjugué est purifié par HPLC préparative, salorene Gg, utilisant un gradient
acétonitrile/eau [75:25] (0,1% TFA) jusqu’a 100 tacdérile en 15 min, puis isocratique en
acétonitrile pendant 15 min. Le conjugué posseddeumps de rétention de 16 min, sous
forme de double pic caractéristique di au deuroiggineres de la chlorine.

Comme mode de détection HPLC, nous utilisons ueatiétr a barrette de diode
permettant de visualiser en direct le spectre Wbleé du composé, ainsi qu’'un détecteur de

fluorescenceXNexc = 415 NmAem = 650 nm).

Notons que dans les mémes conditions de purificabi®LC, la TPC seule est
détectée au bout de 10 min, prouvant que le peppgerte une hydrophobie supplémentaire

au conjugue.

Le conjugué est analysé par spectrométrie de magses purification, le rendement

global de synthese peptidique et de couplage dtopénsibilisateur est de 40%.
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[11.2.2. Caractérisations photophysiques du conjugu

Afin de vérifier que les propriétés photophysigdeda TPC ne sont pas modifiées par
'ajout du peptide, les mesures d’absorption derfgscence et de production d’oxygene
singulet ont été réalisées. Ces mesures sont edlmntafin de vérifier que la partie
photoactivable du PMB conserve ses propriétés piwitpes.

Les mesures d’absorption, de fluorescence et deuption d’oxygéne singulet
montrent que les propriétés de la TPC restent lémes apres couplage du peptide. Les

valeurs sont reportées dans le tableau 3-4.

Tableau 3-4 :Comparaison des propriétés photophysiques de la &PC
du conjugué TPC-peptide.

I TPC TPC-peptide
Bande d’absorptiof A (hm) & (L.molt.cm?) | A (hm) & (L.molt.cm?)
Bande de Soret 415 85000 415 85000
Absorption Qv 512 9800 512 9800
Qui 545 6500 545 6500
Qi 588 5000 588 5000
Q 650 21000 650 21000
Fluorescence O 0,23+0,02 0,23 +0,02
Te(ns) 9,1+0,5 9,1+0,5
Production
d'oxygéne ®y 0,70 £ 0,05 0,70 0,05
singulet
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V. Choix et synthése du quencher

Le quencherest un élément important du PMB, c’est lui quiuassle rble de
protecteur des tissus sains. Il en existe de nambet les principaux ont été présentés dans
le chapitre Il ; cette partie est donc destinéa @gtermination du meilleuenchera utiliser

pour un PMB.

IV.1. Choix du quencher

IV.1.1. Les quenchers testés

La nature est un grand réservoir de molécules piglement et photophysiquement
actives, nous avons donc sélectionné des moléopateselles, connues pour leurs propriétés
d’inhibition d’états excités. Par ailleurs, la pightion de Jon Lovell portant sur I'utilisation
de Black Hole Quenchersomme inhibiteurs d’états excités des PS pourutitisation dans
un PMB a également retenu notre attentit®).(En plus de ces molécules, nous avons aussi
décidé de tester lguencherpréconisé dans cette publication pour une teilesation : le
BlackBerry Quenche50 (BBQ650).

Les molécules retenues sont donc :

- Des composeés phénoliques.
- Des flavonoides.

- Un caroténoide.

- Le BBQG650.

Le choix des molécules doit également prendre enpt® une donnée structurale :
elles doivent comporter une fonction acide carbioxp, ou étre facilement fonctionnalisables
pour pouvoir étre accrochées au peptide. De cebii@ih que l€3-carotene soit une molécule
extrémement efficace en ce qui concerne l'inhibitite I'oxygéne singulet, I'utilisation d’'un
dérivé comportant une fonction acide carboxyliquété choisie. La molécule utilisée par

Gustet al. (19, 20) pour les études de transfert d’énergie entrepamphyrine et une entité
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caroténoide est une molécule asymétrique, compoutaa fonction acide benzoique a une

extrémité (figure 3-25).

Les flavonoides choisis sont les deux flavonoidesnas pour étre les meilleurs
antioxydants de leur famille : la catéchine etuamgétine 21-24). Méme s'’ils ne comportent

pas de fonction —COOH, ils sont néanmoins facildrfmrctionnalisables2b, 26).
Différents phénols et polyphénols ont été choisioaction de leur disponibilité&p).

La figure 3-25 présente les structures chimiquesna@écules retenues.

OH
i OH
OH
OH O OH
Quercetine Catéchine
0 0 0
HO
~~""0H MeOWUH MeO " "OH
HO HO HO
OMe
Acide Caftéique Acide Ferrulique Acide Cinnamique
0 0
HO ol on
HO MeO
OH OMe

Acide Gallique  Acide Vératrique

7 -apo-7"-(4-carboxvphénvl)-p-carotene
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BlackBerry Ouencher 630

Figure 3-25 : Structures chimigues des molécules testées powgskss
de quenching.

IV.1.2. Les tests de quenching

IV.1.2.a. Protocole expérimental

Les tests sont effectués directement en solutians dles cellules en quartz quatre
faces placées dans un Fluorolog 3 thermostaté @.2%¢ PS (la TPC) est solubilisée dans
I'éthanol & une concentration de 6,5’1fnhol.L™" afin d’obtenir une solution avec une
absorbance de 0,2 a la longueur d’onde d’excitatibgyc = 650 nm. Lesquencherssont

introduits directement en solution a hauteur d&3imol.L'! environ chacun.

Les mesures de production d’oxygéne singulet p&PIa sont réalisées en présence et
en absence dguencheyen solution.

IV.1.2.b. Résultats

La production normalisée d’oxygéne singulet pafP& en présence dgaencheren

solution est représentée en figure 3-26.

205



Flavonoides Composés de type phénoliquie
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de I’oxvgenesingulet
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Figure 3-26 : Tests de quenching en solution entre la TPC etréifites
molécules. Blanc: TPC seule en solution. Mesurtiscteées dans
I'éthanol & 25°C. [Quenchers] = Tdmol.L™.

Ces résultats nous montrent que les composés deghgnolique « simple ».€. non
flavonoide) ont peu, voire pas d’effet sur la quénd’oxygéne singulet émis par la TPC ; en
revanche, les flavonoides semblent avoir un effietld formation d’oxygéne singulet. La
figure 3-27 décrit I'évolution de la production dimene singulet émis par la TPC en fonction
de la quantité de flavonoides dans le milieu. Npogvons observer qu’une concentration
croissante de flavonoides influence de maniéreifgigtive la production d0,, les valeurs
de luminescence étant diminuées de 80% dans leeclscatéchine et de 40% dans le cas de

la quercétine.
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Figure 3-27 : Evolution de la production d’oxygéne singulet encton
de la concentration en flavonoide dans le milien.h&ut : le quencher est
la catéchine ; en bas : le quencher est la quenestMesures effectuées
dans I'éthanol a 25°C. Concentrations de flavonsiden bleu : 0 mol.L
1 en vert: 1.1 mol.L*; en rouge : 2.18 mol.L* ; en marron : 3.10
*mol.L*; en violet : 4.1G mol.L™.

Lesquenchergrésentant les meilleurs résultats sont le caoidénet le BBQ650. En
effet, les spectres de luminescence de I'oxygengugt permettent d’observer une nette
diminution de la production d’oxygene singulet (fig 3-28) : 53% dans le cas du BBQ650 et
57% dans le cas du caroténoide.
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Figure 3-28 : Spectres de production d’oxygéne singulet de la BRC
absence de quencher (en bleu) et en présence daelgre(en rouge). A
gauche : caroténoide. A droite: BBQ650. Mesurefecaiées dans
I'éthanol a 25°C.

IV.1.3. Conclusion

Lesquenchersie type phénolique ne donnent pas de résultasfassaints quant a leur
capacité d’inhiber la production d’oxygene singudénéré par la TPC. lls ne peuvent donc
étre envisagés pour la suite de ce travail. Legoflaides, quant a eux, induisent une
diminution dans la détection '@, a concentration élevée en solution. Néanmoins, ces
composés sont connus pour inhibelOp de maniére physique et chimique, et il est
relativement compliqué a ce stade de deéterminepriportion de chaque mécanisme
intervenant dans l'inhibition. Des études en duiléevie de I'oxygene singulet pourraient
nous permettre de quantifier cette proportion, naaisegard de la grande différence entre le
taux d'inhibition des flavonoides et de celui duat@noide ou du BBQ650, une telle

investigation n’est pas nécessaire.

En effet, le caroténoide et le BBQ650 montrent aoivité deux fois supérieure a
celle des flavonoides ; ils sont donc retenus @t utilisés comme candidajsenchergde

notre PMB.

Etant donné la meilleure capacité d’inhibition @uaténoide, ainsi que son utilisation
dans les précédents travaux sur les PMB de I'éqdip@rofesseur Zheng, précédemment

cités, nous avons décidé de consacrer nos effedssgnthése et a son couplage au PMB.
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IV.2. Synthese du caroténoide

La synthese du caroténoide a été décrite dantdeature par Gustt al. (20) et se

compose de trois étapes de synthése. La rétrosmést présentée en figure 3-29.

ﬂRéactiom de Wittig

O
O
&\)\V\)\\\WH + Q)L OMe
(Ph) ;P
ﬂ P(Ph);

0]

OMe
Br

Figure 3-29 :Rétrosynthése du caroténoide.

IV.2.1. Synthése du bromure de 4-carbométhoxybeimpténylphosphonium

Ce précurseur est obtenu par substitution nucléoplei la triphénylphosphine sur le

composé bromeé dans le toluene (figure 3-30).

O O
P(Ph), -
OMe " . Br OMe
Br toluéne, A (Ph)3PJr

Figure 3-30 : Synthese du 4-carbométhoxybenzyltriphénylphosphmoniu
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Cette réaction se fait avec un rendement de 81% mirification procede par simple

filtration, car le sel formé est insoluble dansdiiéne.

IV.2.2. Réaction de Wittig — Synthése du 7’-apo{4-carbométhoxyphényl)-

[-carotene

Cette réaction fait intervenir le sel de triphémgpphonium et un aldéhyde en
présence de méthanoate (figure 3-31). La réactatésoule dans le DMSO a 80°C pendant
24h.

O O O

OMe MeONa OMe OMe
_ - _
(Ph);P (Ph)3P\ - (Ph)SP\C_

OMe f}h
'\\\\\\\\\ +0=P\—Ph

Ph

Figure 3-31 : Synthese du 7’-apo-7’-(4-carbométhoxyphémarotene
et mécanisme de formation.

Le produit final est obtenu aprés recristallisatitams un mélange DCM/MeOH, avec

un rendement de 85%.
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IV.2.3. Saponification — Synthése du 7’-apo-7’-(&®oxyphényl)B-carotene
Cette réaction se fait dans les conditions de Higation de Guset al, a savoir dans

une solution aqueuse de potasse a 10%, avec coms@vant un méelange THF/MeOH. La

réaction est agitée a température ambiante pendarjpburnée (figure 3-32).

KOH (10%)
THF/MeOH 0

Figure 3-32 :Saponification de I'ester méthylique de caroténoide

Le produit obtenu est une huile qui est difficilee@ristalliser. De nombreux solvants
de recristallisation ont été testés, et les résutihtenus sont peu satisfaisants. En effet, nous
obtenons un mélange d’huile et de cristaux contediéérents produits de dégradation qui ne

permet pas d’isoler le produit entierement.

De plus, son état a moitié huileux ne permet pasuwisager une étape supplémentaire
d’activation a laN-hydroxysuccinimide (NHS), comme pour la TPC. Undre méthode
d’activationin situ et de couplage a une amine libre (comme l'utilisatie DCC en présence
de DMAP) est peu conseillée en raison de la pré&sdhme fonction acide e@-terminal du
peptide.

IV.3. Conclusion

Les tests dguenchingréalisés en solution révelent que les deux medleandidats
sont le caroténoide et l@ark quencherBBQ650. Les PMB synthétisés avec ces deux
inhibiteurs présenteraient un mode d’inhibitionf@iént. Le caroténoide est connu pour

inhiber d’'une part I'état triplet des photosenssaiteurs, et d’autre part I'oxygéne singulet,
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signifiant que le PMB garderait ses propriétéslderéscence. Le BBQ650, quant a lui, est un
black hole quenchercatégorie de molécules connues pour agir par FREEC les PS,
signifiant que le PMB perdrait ses capacités derélscence.

V. Couplage enzymatique

Etant donné les difficultés de recristalisationadmoténoide portant la fonction acide
carboxyligue, son couplage a la lysine du peptideese étre compromis par voie classique,
c'est-a-dire activation de la fonction acide paester activé. Une alternative originale a cette
synthese chimique consisterait a synthétiser t'estethylique puis a utiliser le potentiel
catalytigue des enzymes hydrolytigues en milielaoigue pour le coupler au peptide. En
effet, I'exploitation des propriétés de spécificite de sélectivité de ces enzymes devrait
permettre de synthétiser le dérivé peptidique ¢cheisune seule étape et en limitant le risque
de formation de produits secondaires, facilitansiaia purification ultérieure de la molécule

ciblée.

Afin de synthétiser de tels dérivés peptidiques etude préliminaire au LRGP a

permis de déterminer les conditions de syntheskad®n amide par voie enzymatique, en
particulier par réaction d’acylation. Les fonctiopstentiellement acylables sur un peptide
sont des fonctions hydroxyles et / ou amines. Afétudier la réactivité de ces fonctions ainsi
gue la sélectivité enzymatique de la lipase BCamdida antarcticammobilisée, les travaux
se sont focalisés, dans un premier temps, sur wiécole modele possédant une fonction
hydroxyle et une fonction amine primaire (le 6-amiithexanol). Les résultats obtenus ont
permis de préciser la spécificité de la lipase ECdadida antarcticavis-a-vis de la\- et O-
acylation, ainsi que les performances de ces mectilans différents milieux tels que des
solvants organiques, des milieux fondus, des legiidniques et le COsupercritique Z7).
Un modele cinétique a été établi, basé sur un nigro@renzymatique de type bi bi ping-pong
séquencé, auquel a été couplée la désactivatiobiahatalyseur au cours du procédé de
synthese. La fiabilité de ce modele a été validae gifférents rapports molaires en substrats
(28). Cette etude a permis de déterminer les conditibacylation d’'un dipeptide Lys-Ser par

I'acide oléique. Il a été notamment montré queélectivité et la performance de la réaction
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d’acylation de ce dipeptide étaient influencées fmarréactivite de ses groupements
fonctionnels et de sa solubilité dans le milieuctié@mnel. En milieu organique, un seul
produit réactionnel est obtenu et son identifigatipar spectrométrie de masse par
fragmentation et par RMN mono et bi-dimensionnalieonfirmé qu’il s’agissait diN-€ oléyl
Lys-Ser. Dans d’autres milieux réactionnels, tele gilieu fondu ou liquide ionique de type
[Bmim]*[PFs]’, la sélectivité est identigue mais le taux de ewssion du dipeptide a
'équilibre est supérieur et les vitesses initiatis réaction sont beaucoup plus élevées,
probablement lié a la meilleure solubilité du difiég dans ces milieux réactionne2y.

Ces travaux nous ont permis d’envisager le coaplig caroténoide a la lysine du
peptidevia une liaison amide afin d’avoir une meilleure digdbien milieuin vivo. Deux
enzymes ont été sélectionnées comme étant de bodglats pour cette réaction : la lipase B
de Candida antarcticaet Pseudomonas cepadia0, 31). La formation de liaisons amides par
ces deux enzymes est favorisée dans le cas oadtdo amine est présentée a une fonction
ester méthylique32, 33), c’est pourquoi nous allons utiliser I'ester mgidue du caroténoide
pour tenter ce couplage. De plus, ces enzymes intiséds sont décrites pour travailler avec
un rendement optimum dans des solvants comme lahgp@none ou le MB,, solvants peu

compatibles avec I'utilisation de caroténoid@$) (

Cette partie va donc se diviser en deux étudesixau solvant le mieux adapté a la
manipulation de notre caroténoide, puis tests dplage enzymatique.

V.1. Détermination du solvant de réaction

Les lipases immobilisées sont efficaces dans debreum solvants de réaction, tels

que :

la cyclohexanone,

- le M,B.,

I'acétonitrile,

I'acétone.
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Or des solvants comme la cyclohexanone sont copowsdégrader les caroténoides.
Afin de veérifier la stabilité de notre composé daes différents solvants, des mesures de
stabilité sont effectuées sur I'ester méthyliquecdroténoide (Car-COOMe) dans les solvants

a 65°C. La stabilité relative est mesurée qualgaient par CCM pendant 3 jours.

Les solutions de caroténoide sont préparées a thimel sont chauffées a 65°C. Le
caroténoide est soluble dans la cyclohexanoneétbae et I'acétonitrile, alors qu’il est
insoluble dans le MB,. Aprés 24 h, nous observons que la solution darydlohexanone a
perdu sa couleur et est devenue limpide ; cettergdgon vient confirmer que ce solvant

n’est pas compatible avec I'utilisation de caroiées.

Une légére dégradation est également observée @islr dans le MB, aprés 3 jours.
L’acétone et I'acétonitrile ont finalement été rate pour effectuer cette synthese, solvants
dans lesquels lguencherest stable et qui ont déja été utilisés commeemiliréactionnels

pour les enzymes choisies.

V.2. Réactions de couplage enzymatique

La réaction envisagée étant le couplage entre urCC&@Me et la fonction latérale
amine libre de la lysine, dernier acide aminé dptide H-GPLGIAGQK-OH, nous avons
décidé de ne pas employer le peptide en entier deaigaliser les essais avec la lysine seule.
Pour ce faire, la lysine est protégéeMeterminal par un groupement Boc afin d’augmenter

son caractere apolaire et ainsi étre plus procHéyldrophobie du peptide (figure 3-33).
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NHBoc

Candida Antartica
ou

Acétonitrilesacétone
Pseudomonias Cepacia

O

OH
NHBoc

Figure 3-33 : Réaction de synthese enzymatique entre I'esteryiipth
du caroténoide et la Boc-Lys-OH.

Les réactions se font dans des petits réactewsres, chauffés a 50°C et agités, avec

les solvants comme indiqué dans le tableau 3-5.

Tableau 3-5 :Conditions opératoires pour la synthese enzymatique

N°  m (Boc-Lys-OH) m (Car-COOMe) Enzymget masse Solvant
(mg) (mg) d’enzyme en mg)

1 2,5 4.9 Candida antarctica Acétonitrile (1 mL)
(30,4) Acétone (0,2 mL)

2 2,7 4.9 Candida antarctica Acétone (1 mL)
(21,3)

3 2,5 4.9 Candida antarctica Acétonitrile (0,5 mL)
(21,1) Acétone (0,5 mL)

4 2,5 5,0 Pseudomonas cepacia Acétone (1 mL)
(20,3)

5 2,6 4.9 Pseudomonas cepacia Acétonitrile (0,5 mL)
(20,3) Acétone (0,5 mL)

La réaction est suivie par CCM avec comme solvaiution : butanol/acide
acétique/eau [60:20:20].
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Le caroténoide migre sur la plaqgue CCM avec unadppontal (Rf) de 0,80 mais
aucune autre tache ne peut étre détectée en CC¥irdyglation & la ninhydrine a été faite
apres 3 jours de réaction, sans résultat. Il sawmiblgue la réaction n’ait pas lieu dans ces
conditions, ou alors qu’elle ne soit pas décelaBj@es 4 jours de réaction, les différentes
expériences sont analysées en LC-MS, mais il Sagee le caroténoide n’est pas stable dans
les conditions de la spectrométrie de masse ;fety &f longue chaine carbonée conjuguée se
fragmente en présence d’acide fort.

V.3. Conclusions sur I'emploi du caroténoide commeuencher

Il semblerait que le couplage enzymatique entigaleténoide et la lysine ne soit pas
favorable dans les conditions testées ou que éssatde dégradation du caroténoide soit plus
rapide que celle de la synthése. Des travaux @osnts ont montré que d’autres enzymes
telles que des acyltransférases pouvaient permatsgnthése de dérivés acylés de peptides
en milieu aqueux3b). D’autres études sont en cours pour identifigpuatfier des enzymes
adaptées a ladN-acylation en milieu aqueux, en particulier des ravacylases chez des
microorganismes comm@treptomyces ambofacieri3es réactions d’acylation de molécules
sensibles seront alors envisageables, dans destionadolus douces, sans solvant ou en
guantité réduite.

Ainsi, il a été observé que le produit est d’'unangte instabilité, tant dans les solvants
de synthése utilisés que dans son utilisation digotihe au laboratoire. En effet, des coupures
ont été observées en spectrométrie de masse ledig chaine conjuguée du caroténoide.
Cette molécule s’avere étre tres sensible en présdiacides (le TFA est utilisé dans les
purifications HPLC, dans les solvants de MS et @eMS, etc.), ainsi qu’a I'air libre. Ces
contraintes font qu’en dépit de ses trés bonneitésiaequencher il est un fort mauvais
candidat pour une utilisation en PDT. Parallélemetus avons appris que I'équipe du
professeur Zheng de Toronto, qui utilisait le canofde dans ses premiers essais, a été

contrainte d’arréter son utilisation pour les mémasons.
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Nous avons donc décidé de mettre un terme a $atibn de dérivés caroténoides et
de nous consacrer a I'auqeencherayant démontré de bonnes propriétégjuenchingde la
TPC : le BBQ650.

Dans la suite de cette thése, nous allons déerisgrithése des PMB utilisant la TPC
comme PS, le BBQ650 comnmuencher liés via le peptide H-GPLGIAGQK-OH et le
peptide H-PLGLK-OH, décrit précédemment dans lepitha Il. Différents PMB seront
synthétisés pour observer la relation entre ladist PSjuencheret I'effet PDT.
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Chapitre IV : Elaboration et caractérisation photophysique et

biologique d’'une nouvelle famille de PMB

|. Introduction

Dans le chapitre précédent, nous avons décidé ldkervées parametres suivants pour
la conception de notre PMB :

- Le peptide H-GPLGIAGQK-OH comme peptide vecteur.
- Latétraphénylchlorine monocarboxylée comme phaotsibdisateur.
- Le BBQ650 commeuencher

La synthése de ce composé se déroule en quatresétap synthése et activation du
photosensibilisateur, 2) synthese peptidique sas@tsolide, 3) couplage du PS sur phase
solide et 4) clivage du conjugué de la phase satdmuplage avec le BBQ650 en solution.
La purification par HPLC permet d'obtenir des comg® suffisamment purs pour étre

compatibles avec des expériences biologiques ite.

D’un point de vue photophysique, les propriétéscduple de fluorophores TPC et
BBQ650 n'ont jamais été décrites. Les études mempaesLovell et al. révélent que le
mécanisme de transfert d’énergie ayant lieu eetigyfophéophorbide a (une chlorine) et le
BBQ650 est de type FRET. Ce mécanisme permet uribition efficace de la formation
d’état triplet de la chlorine et donc de productidioxygene singulet. Nous avons vu
préecédemment que le BBQ650 permettait en effetrdéender la quantité d’oxygene singulet
produite par la TPC en solution, mais des étudas ppprofondies sont nécessaires pour

déterminer le mécanisme et son efficacité.

Dans ce chapitre, il sera question de I'étude pitotsique en détail du couple de
fluorophores concernant les caractéristiques dusteat d’énergie. Puis, dans un deuxieme
temps, il sera question de I'élaboration des PMiiltants. Plusieurs PMB ont été synthétisés
dans le but d’étudier la qualité du transfert digme en fonction de la distance entre les
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fluorophores ; pour cela, des bras espaceurs dérafifes tailles ont été ajoutés entre le
peptide et le PS. Un PMB supplémentaire, de pltisepmille, a été synthétisé afin d’étudier
I'effet de ce transfert d’énergie avec une distgmas courte. Le peptide H-PLGL-OH est une
séquence connue pour étre substrat d'un grand modeoMMPs ; le composé TPC-PLGLK-
BBQ a donc été élaboré et ses propriétés photapigsiet biologiques ont été comparées a
celles des autres PMB. De plus, cette séquencadjpp@ étant connue pour étre bien
reconnue par un grand nombre de protéases, ce RMBervir de « témoin ».

Toutes ces études ont fait I'objet d’'une publicatiaccéptée dans le jourr@lrrent
Medicinal Chemistry(2012), qui compose le corps de ce chapitre. Laudson et la

conclusion sont traduites de I'anglais et sont é&sren fin de ce chapitre.
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ABSTRACT

Angiogenesis is a key step in the tumoral progoesprocess. It is characterized by an over-
expression of a number of matrix metalloproteinaggbP). Among these MMPs,
gelatinases (MMP-2 and MMP-9) are known to playigcal role in tumor angiogenesis and
the growth of many cancers. Photodynamic MolecBleacons (PMB) can be designed for
cancer treatment by associating a chlorin-like pbensitizer and a black hole quencher
linked by a gelatinase substrate peptide with the @ silencing photosensitizer toxicity in
non-targeted cells and restore its toxicity onlgumrounding gelatinases. This article provides
a report on the synthesis and photophysical anchbimical studies of new families of PMB,
using tetraphenylchlorin and a black hole quen@sea donor-acceptor pair, and an MMP
specific sequence (H-Gly-Pro-Leu-Gly-lle-Ala-Gly+Lys-OH or H-Pro-Leu-Gly-Leu-OH)
to keep them in close proximity. Different spaceese used to evaluate the influence of the
distance between the photosensitizer and the geerwhthe photophysical properties and
enzymatic activation of the PMB. Time-resolved quleng experiments were performed and
FRET energy transfer could be observed. Photosssrsit triplet state band in transient
absorption disappears in PMB. However, even if ddifiP-2 and MMP-9 were found to
efficiently cleave the peptide alone, no cleavage wbserved for all PMB. Further studies
would be required to assess the ability of the PddBstructs to retain the sensitivity of the

peptide linker to be cleaved by matrix metallopirtdses.

INTRODUCTION

Photodynamic Therapy (PDT) is an emerging non-itweagechnique for the treatment of a
variety of cancer tumors, involving the light aetion of a photoactivatable molecule called a
photosensitizer in the presence of oxyger?f. After light irradiation of the photosensitizer,
the energy from the excited photosensitizer cartr@esferred to surrounding molecules,
allowing the generation of reactive oxygen spe¢R®S) including singlet oxygen'@,),
which is believed to be the major cytotoxic agehtd). Thus, delivering the photosensitizer
into the cancer-associated cells means the tunmobeapecifically destroyed.

Increase in protease expression and activity haea beported in many human cancérs).
Tumor-associated proteases are known to functiomwdtiple steps of tumor progression,
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affecting tumor establishment, growth, neovasceddion, intravasation, extravasation, and
metastasis. Moreover, proteolytic degradation efaRtracellular matrix is crucial for cancer
development, invasion and metastasis, all of theso@ated with increased activities of
several different protease familie§, @). Reports have shown that several proteasas (
cathepsins and MMP-2 and -9) are up-regulated inyngancer types9¢11) and potentially,
these tumor-associated proteases could act asitaetof the protease-mediated PDT agent.

Certain strategies have emerged aimed at enhaR&gselectivity and efficiency and have
mainly been based on active or passive canceragtisessing. Among the existing strategies,
targeting and destroying the neo-vasculature oforsnby PDT is thought to be promising.
Indeed, by the destruction of the neo-vesselssityaply the tumor with life-sustaining oxygen
and nutriments12), vascular targeted photodynamic therapy (VTP) lead to the death of
vascularized tumorsl18-20). Regulation of ROS production is thus the keypste PDT
selectivity and recent works have tended to inaeéasyeted versus non-targeted cells damage
(21).

Matrix metalloproteinases (MMP) are known to beresgpressed in many different kinds of
cancer because of their major implication in neseudarization of tumorsl(, 22, 23).
Among MMPs, the MMP-2 and MMP-9 gelatinases arehlyigexpressed for their role in
extracellular matrixdegradation Z4). Gelatinases are able to recognize and cleavefigpe
peptidic sequences and have already been usedofinugs activation?, 25, 26).

In our concept study phase, we designed a Photadgridolecular Beacon (PMB), made to
silence the photoactive properties of photosemsgiaintil the tissue target. If no damage
occurs before reaching its target, selective dglii®increased and non-triggered cells killing
are limited. Molecular beacons are target-actiViatpbobes based on energy transfer allowing
fluorescence emission arl®, production in response to a specific cancer targeth as
tumor-associated endopeptidases. The photosensgiassociated with@uencher leading to
an energy transfer and th, quenching and kept in close proximity by using atiotc
link. The peptide, specifically cleaved by a certgipe of protease, releases the two moieties
which enables photoactivity to be restored. Theettgwment of “on/off” switchable probes
for cancer imaging using fluorescence resonanceggné&ansfer (FRET) activatable
fluorescent pairs has been well described in lkiteeaon the subjec2{), but surprisingly
only few molecular beacons for treatment purpose® been designed. Zheegal. reported

on the first family of PMB using Pyropheophorbidaral carotenoid or Black Hole Quencher
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3 (BHQ3) as the donor/acceptor pair, targetingedéint substrate28-34). Only one type of
photosensitizer (pyropheophorbide) was used fdyoelting PMB for photodynamic therapy
applications with two types of quencher (caroteramd BHQ-3). Zheng’s team used different
types of peptides (GDEVDGSGK, GPLGLARK, TSGPNQEQK)phospholipid 85) for the
linker. In this latest study, the specificity offfdrent phospholipases was modulated by the
insertion of spacers ¢C;,) between Pyropheophorbide and the lipid backb®he. study
showed that the {zspacered Pyroz-PtdEtn-BHQ demonstrated a remarkable selectiaty f
phospholipase A (PLA;) and the best relative PLARLC sensitivity, significantly
outperforming previously known probes. To our kneage this is the only paper describing
the use of different spacers in self-quenching taots and no studies have been made
concerning the photophysical properties.

Zheng and al. synthesized 29) MMP-7 triggered PMB with pyro as the PS, blackeho
quencher as a dual fluorecence a@d quencher and a short peptide GPLGLARK as the
MMP-7 cleavage linker. Indeed, MMP-7 belongs to nihatins family and has been a
particularly important target because of its epi#thaorigin ans its high expression in
pancreatic, colon, breast and nonsmall-cell lungcea We chose MMP-2 and MMP-9 since
in cancer research, much interest has been dexextedtly to a gelatinase subgroup of MMPs
that include MMP-2 (gelatinase A, type IV collageepand MMP-9 (gelatinase B, type IV
collagenase). This is partly because of their gt degrade type IV collagen and because of
their assumed important role in cellular invasiBnnumerous studies, expression of MMP-2
has been shown to be related to invasive phenappemetastatic potential of tumor cells
(36, 37). Moreover, based on impressive preclinical staidiich showed an important role
for MMPs in cancer, the pharmaceutical industrycessfully developed several synthetic
MMP inhibitors that could be readily administerethlty to patients with cancer (lung,
pancreas, prostate, stomach, bre&8) 39). Even if the role of MMPs in early stage cancer
versusinitiation of metastasis and growth at secondatgssremains to be more clearly
defined, MMP-2 and -9 capacity to degrade the erthalar matrix, resulting ine.g.
migration of endothelial cells, is known to playr@e in angiogenesis, tumor growth and
metastasis.

This study provides a report on the synthesis, gytotsical properties and biological
evaluation of a new family of PMB, triggering neesgels proteases. Our constructs aimed at
using MMP-2 and MMP-9 peptidase activity to reletds® photosensitizer from its quencher
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using the specific peptide sequence H-Gly-Pro-LégHiB-Ala-Gly-GIn-Lys-OH (40-44).
The photophysical properties of the photosensitizguencher pairi.g. tetraphenylchlorin
and a Black Hole Quencher: BBQ650) were investjateing different lengths of peptides

and spacers to determine the type and efficientlgeo€nergy transfer which occurred.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals Peptide synthesis chemicals were purchased frarchMNovabiochem. Other

chemicals were purchased from Sigma-Aldrich, Noe&Biem, Accros, Merck, Invitrogen.
BBQ650-NHS ester was purchased from Berry & AsdesigDexter, USA). HPLC solvent
was purchased from Sigma-Aldrich and spectroscsplieent from Carlo Erba. MMP-2 pro-
enzyme and the active MMP-9 were purchased fronbiGehiem® (Darmstadt, Germany).
The Mca-Pro-Leu-Gly-Leu-Dpa-Ala-Arg-NH(7-Methoxycoumarin-4-yl)acetyl-PLGL-N-3-

(2,4-Dinitrophenyl)-L-2,3-diaminopropionyl-AR-Nifi fluorogenic peptide substrate was
purchased from R&D Systems (Abingdon, United Kingdlo

Chemistry

Synthesis of photosensitizers

Synthesis of 5-(4-carboxyphenyl)-10,15,20-triphenyl porphyrin Q) and
tetraphenylporphyrin(2): 4-carboxybenzaldehyde (238 mg; 2.5 mmol) anghiedistillated
pyrrole (0.69 mL; 10 mmol) and benzaldehyde (0.18 5 mmol) were dissolved in 700
mL dichloromethane and stirred for 15 minutes iroand bottom flask isolated from light
and under inert atmosphere. Trifluoroborate eteef@f;.OEL, 185 plL) was then added and
the solution was stirred for another 2 hours. Tpamloranil (1.845 g; 7.5 mmol) was added
and the solution stirred for 2 hours at dichloramaee reflux. The solution was filtered off on
siica and the crude mixture was purified by two lucon chromatographies
(dichloromethane/ethanol [97:3] and dichlorometiaoetone [95:5]) to give first
tetraphenylporphyrin2 (320 mg; 0.52 mmol; 20%) as a purple solids (R 0.9
(dichloromethane/ethanol [97:3])) and then 5-(4scayphenyl)-10,15,20-triphenyl porphyrin
1 (115 mg; 0.175 mmol; 7%) as a purple solid £M.4 (dichloromethane/ethanol [97:3]}):(
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'H NMR (300 MHz, CDCJ): & (ppm) -2.61 (s, 2 H); 7.72 (s, 9 H); 8.21 (m, 6 B)37 (d, 4
H, J = 8.2 Hz); 8.80 (m, 8 H). MS (ESt/zcalculated 658.7, found 659.6 [M+H]?2): *H

NMR (300 MHz, CDCY): & (ppm) -2.79 (s, 2 H); 7.75 (d, 4 H); 7.89 (m, 8 B)28 (m, 8 H);
8.84 (m, 8 H). MS (ESljn/zcalculated 614.7, found 615.8 [M+H]

Synthesis of 5-(4-carboxyphenyl)-10,15,20-triphei2ll,23-H chlorin (TPC, 3): 1 (200 mg;
0.30 mmol), KCO; (1.26 g; 9 mmol) an@-toluenesulfonylhydrazide (1.70 g; 9 mmol) were
dissolved in freshly distillated pyridine (20 mLpdastirred at pyridine reflux (110°C) in a
round bottom flask isolated from light and undeertnatmosphere. New starting materials
were added every hour until the analysis of UVhlesispectra revealed the complete
formation of bacteriochlorin (appearance of an gitsan peak at 730 nm). Then, 50 mL ethyl
acetate and 50 mL water were added and the mixtagestirred for one hour at 80°C. After
cooling at room temperature, the two layers wepgaissed, the organic layer was washed
with HCI (0.1 M) until the aqueous layer turneddiciand then washed with 2 25 mL
water. The organic layer was dried over MgSfidtered and concentrated. The red solid was
dissolved in 30 mL dry toluene, and stirred in daek in an inert atmospher@chloranil was
slowly added and UV-visible spectra were recordedrye 15 minutes to monitor chlorin
formation. Then 30 mL water was added, the layesevgeparated and the organic layer was
washed with 3< 25 mL NaOH (0.1 M), 3< 25 mL NaCQ; (0.1 M) and 3x 25 mL water,
then filtered and concentrated. The crude prodas purified by HPLC (preparative reverse
phase HPLC Varian ProStar PrepStar 218, preparatitenn C18 (5um, 250 21.2 mm,
Varian Pursuit). Detection device: fluorescenceadietr ProStar 363\ {x. = 415 nmAem =
650 nm) and diode bar ProStar 335 using a acetemitater [75:25] to acetonitrile 100%
gradient in 15 minutes, followed by 15 minutes sddratic acetonitrile. R= 10 minutes.
Yield in 3 (79 mg, 0.12 mmol, 40%JHNMR (300 MHz, CDC}): & (ppm) -1.56 (s, 1 H); -
1.46 (s, 1 H); 4.10 (s, 4 H); 7.62 (s, 9 H); 8.824 H); 8.34 (m, 4 H); 8.84 (m, 6 H). MS
(ESI) m/zcalculated 660.7, found 661.7 [M+H]

Synthesis of 5-(4-carboxyphenyl succinimide est&f)15,20-triphenyl-21,23-H chlorir{4):
3 (70 mg; 0.11 mmol), dicyclohexylcarboxydiimide (24mg; 0.12 mmol) andN-
hydroxysuccinimidine (13.8 mg; 0.12 mmol) were dlgsd in 10 mL dichloromethane and

stirred at room temperature for 4 hours in a robatlom flask isolated from light and under
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inert atmosphere. The crude mixture was concewtraded purified by column
chromatography (dichloromethane/ethanol [97:3]yitee a red solid (R= 0.9; 65 mg; 0.086
mmol; 78%).*H NMR (300 MHz, CDCY): 3 (ppm) -1.56 (s, 1 H); -1.46 (s, 1 H); 2.93 (s, 4
H); 4.10 (s, 4 H); 7.63 (s, 9 H); 8.01 (s, 6 HB8B(m, 4 H); 8.42 (m, 6 H). MS (ESi)/z
calculated 757.8, found 758.9 [M+H]

Synthesis of 5-(4-aminophenyl)-10,15,20-triphenydrphyrin (5): 2 (200 mg; 0.30 mmol)
was dissolved in 10 mL TFA in a round bottom flasklated from light and under inert
atmosphere. NaNQ44 mg; 0.6 mmol) was added carefully, the mixtweaes allowed to stir
for 3 minutes and then poured into 200 mL of colater. The mono-nitrated product was
extracted with 6< 25 mL DCM, the solvent was removed and the comgouas purified on
column chromatography (dichloromethane/hexane{8pto give a purple solid (R 0.61;
103 mg; 0.16 mmol; 62%JH NMR (300 MHz, CDCJ): & (ppm) -2.76 (s, 2 H); 7.79 (s, 9 H);
8.21 (s, 6 H); 8.70 (m, 4 H); 8.86 (m, 6 H). MS (EB/z calculated 659.7, found 660.6
[M+H] ™.

The product was then dissolved in 10 mL HCI 37% agdrously stirred. Slowly, Sng(240
mg; 1.2 mmol) was added and the reaction was dtiilwe another 90 minutes. The crude
mixture was poured into 100 mL of cold water and®@; was slowly added until no more
CO, was produced. Extraction with dichloromethanelwigar aqueous phase was done and
solvent removal gave a crude product, which waswaltl to be purified by column
chromatography (dichloromethane) to give a purplelgR: = 0.8; 62 mg; 0.1 mmol; 62%).
'H NMR (300 MHz, CDCY): & (ppm) -2.74 (s, 2 H); 4.07 (s, 2 H); 7.69 (s, 9 81}3 (s, 6 H);
8.76 (m, 6 H); 8.86 (d, 4 H, J = 4.8 Hz). MS (EBWgcalculated 629.7, found 630.8 [M+H]

Synthesis of 5-[[(4-phenylcarbamoyl)methoxy]-acetarid]-10,15,20-triphenyl porphyrin
(6): Aminoporphyrin5 (143 mg, 0.23 mmol) was dissolved in 2 mL DMF inoand bottom
flask isolated from light and under inert atmosghdbiglycolic anhydride (100 mg, 0.86
mmol) was then added and the solution was stirtedo@m temperature overnight. The
reaction mixture was diluted in 10 mL CHCAnd hexane was added until precipitation
occurred. The precipitate was filtered off and vemktith water to remove residual anhydride
and then dried wunder vacuum and purified on colunchromatography
(dichloromethane/ethanol [97:3]) to give a purpdids(R; = 0.8; 102 mg; 0.16 mmol; 70%).
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'H NMR (300 MHz, CDCY): & (ppm) -2.91 (s, 2 H); 4.22 (s, 2 H); 4.34 (s, 2 HB2 (s, 9 H);
8.22 (m, 6 H); 8.70 (m, 4 H); 8.82 (m, 6 H); 11.) 1H). MS (ESIm/z calculated 745.8,
found 746.8 [M+H].

Synthesis of 5-[[(4-phenylcarbamoyl)methoxy]-acetiacid]-10,15,20-triphenyl-21,23-H
chlorin (TPC-DGA,7): Same procedure &was followedusing6 (122 mg; 0.63 mmol)yp-
toluenesulfonylhydrazine (950 mg; 5.1 mmol) angCR; (1.5 g; 10.8 mmol). The product
was purified by HPLC using methanol/water [75:26]nmethanol 100% gradient in 15 min,
followed by 15 minutes of isocratic methanol fld®; = 12 min) giving pure/ (51 mg, 0.12
mmol, 41%).*H NMR (300 MHz, CDCJ): & (ppm) -1.53 and -1.54 (s, 2 H); 3.87 (s, 4H);
4.14 (s, 2 H); 4.16 (s, 2 H); 7.72 (s, 9 H); 8.&2 6 H); 8.29 (m, 4 H); 8.55 (m, 6 H); 10.21
(s, 1H). MS (ESIm/zcalculated 747.8, found 748.9 [M+H]

Conjugate photosensitizer-peptide synthesis

Synthesis of TPC-GPLGIAGQK-OH8a): The side chains of glutamine and lysine were
respectively protected by trityl (Trt) andl-tert-butyloxy carbonyl (Boc) groups. H-
GPLGIAGQK- and the peptide conjugated photoseresitiZPC-GPLGIAGQK- were
synthesized on a multichannel peptide synthesamording to a classical Fmoc/tBu solid
phase methodology, using Fmoc-Lys(Boc)-Wang ré3guble coupling was performed using
a 3-fold excess dN-Fmoc-amino acid (except during the first glycirmipling stage: 2-fold
excess and six times coupling) and activation netsge2-(1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethyl-uronium hexafluorophosphate (HBTU) (8)el1-hydroxybenzotriazole (HOBt)
(3 eq.) and\,N-diisopropylethylamine (DIEA) (9 eq.) in dimethyifoamide (DMF).

On a 0.033 mmol scale, final Fmoc protection wasawed and TPC-NHS (65 mg; 0.086
mmol) was then added with triethylamine (1 mL) inchoromethane. During the
photosensitizer coupling stage, light exposure mvasmized by sealing the reaction vessel in
aluminium foil to limit the occurrence of unwantsde reactions. The SPPS reactor was
shaken for 15 hours and the resin was washed WwitR,NDMF and dichloromethane. The red
resin was dried under vacuum and then cleaved U$tAg2 mL) for 2 hours and 30 minutes.
The acidic green resin was filtered, washed witbtlagr 1 mL TFA and N-methylpyrrolidone

(NMP) and dichloromethane. The filtrate was drietler vacuum and lyophilisated. The
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crude product was further purified by preparativieLl@ using acetonitrile/water (0.1% TFA)
[75:25] to 100% acetonitrile gradient in 15 minytedlowed by isocratic acetonitrile for 15
minutes. R= 16 minutes. Pure product was isolated as a ogeer (51 mg; 0.034 mmoaol,
40%).*"H NMR (300 MHz, DMSO g): 3 (ppm) -1.58 and -1.56 (s, 2 H); 0.77-0.90 (m, 9 H);
1.17-2.27 (m, 32 H); 2.72 (s, 2 H); 3.71 (m, 3 #P7-4.70 (m, 6 H); 4.14 (s, 4 H); 6.71 and
7.28 (s, 2 H); 7.70-8.56 (m, 9 H); 7.73 (s, 9 HPB(s, 6 H); 8.31 (m, 4 H); 8.58 (m, 6 H).
MS (ESl)m/zcalculated 1482.7, found 1483.5 [M+H]

Synthesis of TPC-DGA-GPLGIAGQK-OH9a): the peptide H-GPLGIAGQ(Trt)K(Boc)
coupled on the Wang resin was synthesized as 8edcpreviously on a 0.033 mmol scale.
After resin swelling with dichloromethane and reraloof the solvent, a solution @f(21 mg;
0.028 mmol), HATU (35 mg; 0.092 mmol) and DIEA (@rl) in DMF was added and stirred
overnight. The same procedure as for compdmaas used. R= 6 minutes. Pure product
was isolated as a red powder (28 mg; 0.018 mmd&)653H NMR (300 MHz, DMSO ¢):

0 (ppm) -1.58 (s, 2 H); 0.80-0.87 (m, 9 H); 1.22-1(89 26 H); 2.10 (m, 6 H); 2.72 (s, 2 H);
3.72 (m, 3 H); 3.80-4.37 (m, 6 H); 4.12 (s, 4 HR2(s, 2 H); 6.76 and 7.2 (s, 2 H); 7.72-8.55
(m, 9 H); 7.76 (s, 9 H); 8.03 (s, 6 H); 8.29 (mH% 8.56 (m, 6 H). MS (ESlin/zcalculated
1569.8, found 785.3 [M+2HT.

Synthesis of TPC-PEGGPLGIAGQK-OH (10a): the peptide H-GPLGIAGQ(Trt)K(Boc)
was synthesized as described previously on a ¥88| scale. Then, after resin swelling
with dichloromethane and removal of the solvergplaition of Fmoc-@0c-OH (Fmoc-PEG
COOH) (26.1 mg; 0.068 mmol), HATU (27.4 mg; 0.07&hot) and DIEA (0.1 mL) in DMF
was added and stirred overnight. The resin was e&dswith NMP, DMF and
dichloromethane. Fmoc deprotection was undergomg ysperidine/DMF [60:40]. The resin
was washed and dried aidd28 mg; 0.042 mmol), HATU (27 mg; 0.071 mmol) antEA
(0.1 mL) in DMF were added and stirred overnighte Bame procedure as for compo8ad
was used. R= 4 minutes. Pure product was isolated as a redlpo(14 mg; 0,009 mmol;
26%)."H NMR (300 MHz, DMSO ¢): & (ppm) -1.59 (s, 2 H); 0.79-0.93 (m, 9 H); 1.17-1.97
(m, 26 H); 2.12 (m, 6 H); 2.73 (s, 2 H); 3.05 (B 3.46 (s, 2 H); 3.68 (m, 3 H); 3.73-4.13
(m, 6 H); 4.13 (s, 4 H); 6.76 and 6.79 (s, 2 HY,2¢8.59 (m, 36 H). MS (ES/zcalculated
1627.9, found 814.7 [M+2HT.
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Synthesis of TPC-PLGLK-OH114d): the peptide Fmoc-PLGLK(Boc)-OH was synthesized
by automatic SPPS using the same procedure; cordpb@®0 mg; 0,079 mmol) was then
added using DIEA (0.1 mL) in dichloromethane. THPS reactor was shaken overnight and
the resin was washed with NMP, DMF and dichlororapth The same procedure as for
compound8a was used. R= 12 minutes. Pure product was isolated as a oadier (16 mg;
0,014 mmol; 42%)*H NMR (300 MHz, DMSO g): 3 (ppm) -1.52 and -1.57 (s, 2 H); 0.73-
0.87 (m, 12 H); 1.41-2.85 (m, 12 H); 2.30 (m, 2 B&)70 (m, 2 H); 2.90 (m, 2 H); 3.61 (m, 2
H); 3.8-4.70 (m, 6 H); 4.14 (s, 4 H); 7.70-8.61 @9, H). MS (ESI)m/z calculated 1169.4,
found 1170.2 [M+H].

Molecular Beacons synthesis

Synthesis of compound®b, 9b, 10b and 11bin a round bottom flask isolated from light and
under inert atmosphere, the adequate conjugatedigasived in 2 mL DMF and 3 mL
carbonate buffer pH = 9.3 and the solution wasestifor 15 minutes. Commercially available
BBQ650-NHS ester (25 mg; 0.035 mmol) was added ptetad with another 2 mL DMF and
the solution was stirred from several days at 36R€action was monitored by analytical
HPLC (conditions as follow). Quenching of the buffeas carried out using 2 mL HCL (0.5
M) and the solution was concentrated. Purificati@s done by HPLC:

8b: From8a (50 mg; 0.033 mmol). The same purification progedas for compounfla was
used. The pure product was isolated as a greenfldugler (R = 16 min; 34 mg; 0.017
mmol; 48%). MS (ESIn/zcalculated 2081.37, found 1041.42 [M+3H]

9b: From9a (27 mg; 0.016 mmol). The same purification progedas for compounfla was
used. The pure product was isolated as a greenfldugler (R = 11 min; 17 mg; 0.008
mmol; 51%). MS (ESIn/zcalculated 2168.45, found 1085.37 [M+3H]

10b: From 10a (13 mg; 0.009 mmol). The same purification progedas for compoun8a
was used. The pure product was isolated as a dtaergowder (R= 8 min; 12.5 mg; 0.006
mmol; 62%). MS (ESIn/zcalculated 2226.53, found 1114.42 [M+3H]

11b: From1la (15 mg; 0.014 mmol). The same purification procedas for compoun8a
was used. The pure product was isolated as a gtaergowder (R= 10 min; 16 mg; 0,009
mmol; 65%). MS (ESI)m/z calculated 1768.06, found 1768.75 [M+Hhnd 885.00
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[M+2H] %,

Photophysical properties

Absorption spectra were recorded on a Perkin-Elthembda EZ 210) double beam UV-
visible spectrophotometer. Fluorescence spectrae wecorded on a Horiba Jobin Yvon
Fluorolog-3 (FL3-222) spectrofluorimeter equippedth a 450 W Xenon lamp, a
thermostated cell compartment (25°C), a R928 (HAMXNBU Japan) UV-visible
photomultiplicateur and a liquid nitrogen-cooledskAs infrared detector (DSS-16A020L
Electro-Optical System Inc, Phoenixville, PA, USAhe excitation spectrometer is a SPEX
double grating monochromator (1200 grating/mm da380 nm). The fluorescence was
measured by the UV-Visible detector through a SREXble grating monochromator (1200
grating/mm blazed 500 nm). The singlet oxygen petidn was measured by the IR detector
through a SPEX double grating monochromator (6@Qimgyg/mm blazed 1 pm). All spectra
were recorded using 4 optical faces quartz cellsorEscence quantum yield® were
determined using a tetraphenyl porphyrin (TPP)tsmtun toluene as a fluorescence standard
(d; = 0.11 @5)). Rose Bengal was chosen as a reference solthamks to its highO,
production quantum vyield in ethandb{ = 0.68 @6)). The absorbance value at the excitation
wavelength (415 nm) of both the reference and éinepée solutions were set to around 0.2.

The quantum yield of fluorescence is determinedkbdo equation (1):

where®d; anddx,, I and },, DO and DQ, n and g are the quantum yields, the intensities, the
absorbances and the refraction indices of the saar of the reference respectively.

The quantum yield of singlet oxygen productionaesesimined thanks to equation (2):
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I DO,

Iy DO
@

ba= ¢

where®, and®,,, | and |, DO and DQ are the luminescence quantum yields of singlet
oxygen, the luminescence intensities, the absodsant the sample and of the reference

respectively.

Time-resolved experiments were performed usingefaitation: a pulsed laser diode LDH-
P-C-405 coupled with a drivePDL 800-D (both PicoQuant GmbH, Berlin, Germany)
emitting at 408 nm (FWHM < 70 ps, 1 MHz) and anlamahe photodiode SPCM-AQR-15
(EG & G, Vaudreuil CANADA) coupled with a 650 nm # nm)_interferencéong-wave
pass filter as detection system. The acquisiti®iesy was a PicoHarp 300 module with a 4
channels router PHR-800 (both PicoQuant GmbH, Befiermany). Various fluorescence
decays were recorded using the single photon auymtiethod (4 optical faces quartz cells
for pure products in ethanol and triangular quedits for FRET experiments in DMF). Data
was collected up to 1000 counts accumulated inmtBgimum channel and analyzed using
Time Correlated Single Photon Counting (TCSPC)veafé Fluofit (PicoQuant GmbH,
Berlin, Germany) based on iterative reconvoluti@mg a Levensberg-Marquandt algoritm,
enabling the obtention of multi-exponential prdilémainly one or two exponentials in our

cases).

The theoretical calculation of Forster radius carcérried out using the following equation:

Ry = 0.0021(*n @] (1))/° (3)

where R is the Férster radius expressed in Rfris the orientation factor, taken as 243)( n
is the refraction index of ethanol, taken as 1.3884is the fluorescence quantum yield of the
donor (TPC). The overlap integral J is describefbbews:
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J=J, Fpo(eaA*.dr  (4)

where (}) is the emission spectra of TP£(A) is the extinction coefficient of the acceptor

(BBQ) in Mt.cm™ and is the wavelength in nm.

The nanosecond transient absorption setup was lmsedpulsed solid state Nd:Yag laser
(Surelite 11-10, Continuum, Santa Clara, USA) opieaat 10 Hz. After amplification, the
output frequency was doubled and then tripled. Tdsgr can provide nanosecond pulses at
355 nm with an energy of about 160 mJ which camused to pump an optical parametric
oscillator (SL OPO, Continuum, Santa Clara, USAanbisecond pulses were then delivered
with a tunable wavelength from 410 to 2200 nm amerg@y input reduced to about 6-7 mJ to
excite the sample. The transient absorption armlygstem (LKS 60, AppliedPhotophysics,
UK) used a 150 W pulsed xenon arc lamp, a Czermpdrumonochromator and a 5-stage
based photomultiplier (1P28). The instrument respowas about 20 ns using a transient
digitizer (Infiniuum, Agilent). The observation wealength is indicated in each case.
Experiments were performed in acetonitrile underAi or O, bubbling. The absorbance of

the dyes was adjusted to values between 0.3-@fder to prevent self quenching effects.
The fluorescence and triplet state quenching walaitated using Stern-Volmer’s equation:

%":%=1+K[Q]=1+kq’fa[f9]

(5)

wheret, andt stand for the lifetimes of the excited state ia #iosence and in the presence of
quencher, respectively, K is the Stern-Volmer ghéng constant, kis the bimolecular
guenching constant andQ] the quencher concentration. In the case of ststatg
fluorescence experiments, the Stern-Volmer quegchonstant can be determined frog F

and F which stand for the fluorescence intensiteshe absence and in the presence of

guencher, respectively.
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Incubation studies with recombinant active MMP-2 /MMP-9

Before enzymatic cleavage assay, the enzyme acwfitboth MMP-2 and MMP-9 was
confirmed by their ability to cleave the fluorogemieptide substrate (7-Methoxycoumarin-4-
yhacetyl-PLGL-N-3-(2,4-Dinitrophenyl)-L-2,3-diamapropionyl-AR-NH [Mca-PLGL-Dpa-
AR-NH;] (R&D Systems) 89) used as positive control substrate. The PMB camgs8b,

9b, 10b, 11b and theGPLGIAGQK peptide were dissolved in dimethylsulfoxyde anenth
diluted in the assay buffer (50 mM Tris, 10 mM CaQl50 mM NacCl, 0.05% Brij 35, pH
7.5). The ability of the H-GPLGIAGQK-OH peptide ker to be cleaved was analyzed first.
The peptide samples at 10 or 50 uM were incubatétbut or with 1.5 or 1.2 nM«\V) of
active MMP-2 and MMP-9, respectively, for 1 andduis at 37°C. The incubation products
were analyzed by Liquid Chromatography coupled tghHResolution Mass Spectrometry
(LC-HRMS) using a Bruker micrOTO-Q system (Brukerallonik GmbH, Bremen,
Germany). The same incubation conditions were #ppiied to compounds 8b, 9b, 10b and
11b. After each incubation period, the fluorescencehaf incubation products samples was
assessed by fluorescence spectroscopy with araganitvavelength of 415 nm and emission
between 450 and 800 nm.

RESULTS

Synthetic strategy

The aim of this study was to synthesize a familyPbbtodynamic Molecular Beacons (figure

1) using MMP-2 and MMP-9 substrate peptide ~-GPLGI}AG, described by Mansowt al.

[31], using different lengths of spacer betweenphetosensitizer and the first amino acid.

236



0o MH,

o ol o o}
MNH NH NH NH
i (Nj\nf NH’\r( NHJ\’T ‘)kNH OH
R—MNH
. © ol o} 0

HN—FR*
GPLGIAGOK
() ) O
RY . o
e 2"'” 1- AN : uuuuu - ;J.;L A e - (P
= };):.\ n-;: ~—/>_€\ \=/_§:1 »r%_(‘"} Nt \,L 1;_\-—’/’_4{%/\0 o
R & :
H 8a 9a 10a
8b Oh 10h

Figure 1: Conjugates and molecular beacons synthesized.
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As our “control” molecular beacon, we chose theofigenic peptide substrate containing
PLGL sequence, described by Knigtital. (26, 48). Synthesis was basically performed in
three steps as shown in figure 2 namely: 1) Phatteer synthesis; 2) Coupling to the

peptide on solid phase and cleavage; 3) Couplinga@uencher BBQ NHS-ester in solution.

237



1. Deprotection

FmocHN. u/ \Lj 2. Elenzation Peptlde J)/ \Iij\/ \/@/
f ’

R
P
NHEac NHBG..
&
Actrvation ]
By,
X N= -COOH: 3
L INHO(O)CH,OCH,COOH: 7

a
N e

NHBoc

“
\'\ S
Y / \/ ]J\ BB(-NHS a
e
g b

Figure 2: General procedure for PMB synthesis.

A variety of photosensitizers deriving from tetrapllchlorin monocarboxylic acid (TPC)
were synthesized by a commonly used method preyialescribed by our tean#9), using
successively Lindsey metho®&Q) to produce porphyrirl and Witlock reduction51) to
obtain the chlorir8 (figure 3).
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(a) BR.OE%, DCM, p-chloranil, 4h,(1) 7%, (2) 20%; (b)p-TSH, pyridine, KCO;, 60%; (c)o-chloranil, AcOEt,
40%; (d) DCC, NHS, DCM, 78%; (e) NaNOTFA, 3 min, 70%; (f) SnG] HCI, 1 h, 60%; (g) diglycolic
anhydrid, DMF, 15h, 70%.

Figure 3: Synthesis of photosensitizers.

First, a complete reduction of porphyrin and chioimto bacteriochlorin was carried out,
using 30 equivalents gitoluenesulfonyhydrazide under pyridine reflux. Baiochlorin was
then slowly converted into chlorin by carefully auglan oxidizing agento¢chloranil). The
reaction could be easily monitored by checking Wible spectra after each addition. Those
reactions gave variable yields ranging from 30% 9@%. The conjugates were then
synthesized by SPPS; successful synthesis of Frhe&4@-Leu-Gly-lle-Ala-Gly-GIn(Trt)-
Lys(Boc)-Wang Resin (for later compounfls, 9a and 10a) and Fmoc-Pro-Leu-Gly-Leu-
Lys(Boc)-Wang Resin (for later compoufitia) were achieved by classical peptide synthesis
on solid phase using Fmoc strategy and a six-tcoapling of first glycine residue.
Compounds8a and 11a were obtained by coupling NHS-activated photosaesi 4) on
deprotectedN-terminus peptide in its solid phase, followed bgleavage from the resin using
TFA, also allowing complete side-chains deprotectioyure 2).
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Compound9a was obtained by synthesizing first porphy8iusing Vicenteet al procedure
(52), and then Whitlock reduction to give Coupling of7 on peptide was performed with
good yields using the HATU coupling reageh@a was obtained after peptide synthesis,
addition during the solid phase of {2-[Fmoc-ethoeyfhoxy}-acetic acid, noted Fmoc-NH-
PEG-COOH (where 9 refers to the number of atoms ofcthein), and theB, using HATU
as coupling reagent for both.

For the synthesis of Photodynamic Molecular Beaddigsire 2), TPC-peptide conjugates
were dissolved in a DMF/carbonate buffer (pH 9.8tare allowing a coupling in a solution
of commercially available BBQ650-NHS ester on paptiysine eNH,, as described in
literature in the field of studyb@). The compounds were purified by reverse phasespative
HPLC using both UV-visible and fluorescence detewi

Photophysical properties

Photosensitizer derivates

As shown in figure 4, no significant change wasenbsd between TPC and its derivates: UV-
visible spectra remained unchanged with a maximamesponding to the Soret band at 415
nm € = 85 000 M-.cm?) and an intense @and at 650 nme(= 21 000 M'.cm*) in ethanol
(figure 4a). Fluorescence emission and singlet emygroduction were similar. For all
compounds, fluorescence lifetimes were 9.1 ns, estimated fluorescence and singlet
oxygen quantum vyields were 0.3 and 0.7 respectiyiiyires 4a, 4b and 4c). Transient
absorption spectra were detected at 440 — 450 nichvidhtypical for the triplet state of such

chlorins as shown in figure 481%).
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Figure 4: Photophysical properties of conjugates. (A) UVdvisiabsorption (full line) and
fluorescence emission spectra (dash Ime, = 415 nm) of3 (purple), 8a (dark blue),9a

(red), 10a (white blue) andl1a (green) in ethanol. (B) Fluorescence decay inretha =
408 nm. (C) Singlet oxygen luminescence spectretfianol,A_ = 415 nm. (D) Transient
absorption in ethanoh_ =415 nm.

The quenching of the photosensitizers’ tripletestay oxygen was investigated using time-
resolved transient absorption. Figure 5 shows teeegl shape of all photosensitizers’

transient absorption decays.

241



A B l
|

3.00E-02 “ ‘\
| ‘”‘J\ 152002 l‘J o )
.i” [02]= 2.1 mmcliL h | 102]= 0 mmaliL

. 'lu |~‘|M,\|" —[02] = 10 1 mmol/L z ||w "U”
Z "Ml 2 (1L {
" : W'
= ) }{ b { l‘ il ‘

1.00E-02 il' '.ﬁ-\*'j'w.,_‘d 1 ‘ 5.000:03. ‘ .l'l ',J I‘ll I

Shory i ﬁll"|f“r AT i | HM"\“ [ 'A ol I
i ] i T A f h
R W% o 1*} m.\‘;ﬂ:ﬁ %i', " ‘LI.‘ rﬁ%% I ‘Ni | l I\ ) 7 ] I"i |\ | _ | | 1 J | U ‘ |I\| J lw‘
! 2! I \ Lk 1l \ 1O0F-06  -1.00E-04 { “ 1.07:-04 [||zloa- ma l! \| | 5 0IE-04
-1.00E-02 -5.000-03 -
c t{s) .
2000 .
:_ 1a -
1000
T
0 ,//)
4 H 12
[0:] {mmol/L)

Figure 5: (A) Time-resolved transient absorption &k monitored at 450 nm in ethanol
saturated in oxygen (red line) and under atmosplpegassure (blue line)_ = 415 nm. (B)
Time-resolved transient absorption 8 monitored at 450 nm in ethanol saturated with
argon),A_ .= 415 nm. (C) Stern-Volmer plots of conjugateplét state quenched by oxygen

in ethanol.

As expected, triplet state lifetime depends on exygoncentration in the media; the observed
triplet lifetimes of TPC and TPC-peptide were amd ns in an oxygen saturated solution
([O2] = 10.1 mmol/L [45]), 240 ns in a solution undamaspheric pressure (jp= 2.1
mmol/L (54)) and 110 ps in an oxygen free solution. The Stmer plots (figure 5¢) were
linear and calculated oxygen quenching consteqnés were around 1.& 10° M™.s", which
indicates that the quenching observed was duebimalecular diffusion-controlled process.

All values are summarized in table 1.
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Table 1. Summary of photosensitizers’ conjugates photophysiroperties in ethanof.
Oxygen saturated solution, §O= 10.1 mmol/L." Solution under atmospheric pressure;] [©
2.1 mmol/L.¢ Argon saturated solution, fp= 0 mmol/L.

3 415 630 .23 9.1 070 S 4 238 105 1.97
8a 415 630 0.23 9.1 070 56.8 240 120 L.75
9a 415 630 027 9.7 (.68 33.0 240 109 1.87
10a 415 630 .24 9.1 (.70 543 223 90 1.84
11a 413 630 .23 9.1 .70 59.7 256 103 1.67

FRET experiments

To determine if FRET could be involved in the emnertgansfer process between the
photosensitizer and BBQ, the fluorescence quencleiffigiency was investigated using
compound8a and BBQ in DMF solution. As shown in figure 6a, @BJV-visible spectrum
shows a good level of spectral overlap with TP@rscence emission spectrum.

The spectral overlap of the pair TPC/BBQ was calculated using equaf®)rand estimated
to be:J = 4.9x10" M .cm*.nnt". The Férster radius was calculated using equd@pmand
we found R = 54 nm.

Experiments in time-resolved fluorescence specti@gcusing8a and BBQ in solution
showed linear Stern-Volmer plots (figure 6b) anguanching constarit; geg = 4.3 X 10" M

! ' indicating that the energy transfer is limitedebgliffusion process.
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Figure 6: (A) Spectral overlap oBa emission (red lineA_ = 415 nm) and BBQ650
absorption (blue line) in ethanol. (B) Quenchingafby BBQ in DMF solutionA_ = 408
nm,A__ = 650 nm, in ethanol.

PMB

The presence of the quencher can be directly detemt UV-visible spectra by adding BBQ
spectrum onto the TPC spectrum. The light shifthef Soret band was observed leading to a
maximum at 418 nm, as shown in figure 7a, reprasgrthe general shape of all PMB.
Efficient quenching of fluorescence intensity amiis quantum yield was observed with
values decreasing by 90% for all PMBb( 9b, 10b and 11b) as compared to the
corresponding photosensitizer derivat8g, Oa, 10a and 11a respectively) (figures 7b, 7c,
7d). However, fluorescence decay was found to saaeuble decay corresponding to both
guenched construct and residual photosensitizeiesgion, decay time being respectively of
2 ns and 9.1 ns (figure 7b).

Photosensitizers’ triplet state band in transidrgogption A = 440 — 450 nm) disappears in
PMB.
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Generation of singlet oxygen dramatically decreagedntum yields were observed fr@pp
= 0to®d, = 0.06 (Table 2).
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Table2. Summary of molecular beacons’ photophysical progerh ethanol.

3 413 030 0.23 9.1 070

8b 415 031 004 53 .06 91
9b 419 031 Ay By 017 i
10b 419 032 4 53 008 o
11b 419 632 .02 91 (.00 100

Enzymatic cleavage

As shown in figures 8-%o0th MMP-2 and MMP-9 was found to efficiently cleatheH-
GPLGIAGQK-OH peptide. Following the 2 hour inculmetiof the peptide at 50 uM with
active MMP-2 or MMP-9, a significant reduction et mass spectrometry peak intensity of
the native peptide at 8.3-8.9 minutes was obseawelda new distinct mass spectrometry peak
was detected at 9.2-9.8 minutes. The new peakagisgla mass of 343 corresponding to the
cleaved tetrapeptide H-GPLG-OH (Figures 8-9). SiB&Q650 efficiently quenches TPC
fluorescence in the intact PMB molecules, we testdthd out whether active MMP-2 and/or
MMP-9 were able to specifically cleave the peptid&ers in the different PMB constructs
(8b, 9b, 10b and 11b) and to restore the fluorescence. However, noeasw of the
fluorescence intensity f@b, 9b, 10b and11b compounds was observed after incubation with
MMP-2 or MM-9 (data not shown), suggesting that asigavage occurred. Additional
incubation conditions were tested (see supplemgntaterial) but no restoration of the
fluorescence intensity was observed for any coostru
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DISCUSSION

The control of singlet oxygen production is a kégpsfor PDT applications, and protease-
mediated activatable probes are of great intef@steral studies involving photosensitizer
aggregation as quenching process were realizeddigsWder teanbpb-57) and Lange team
(58-60). Zheng et al developed the first photosensitizer-quencher andyme-active
targeting probes28-34) where a photosensitizer was linked to a quencfeera disease
targeted biomolecule. Recently, phospholipasesatatile probes comprising different spacer
lengths between pyropheophorbide-a and BHQ3 warthegized and their biological activity
reported 85).

The aim of this study was to synthesize a familyRNMB using peptidase activity of
gelatinases MMP-2 and MMP-9, with a substrate peptH-GPLGIAGQK-OH, first
described by Mansouet al. (40) and to evaluate the influence of the length ef lihker on
the photophysical properties and enzymatic cleavagmsitivity. The peptide H-
GPLGIAGQK-OH has been used as gelatinases subdtnattrug release by many studies
(41-44). As a *“control” molecular beacon, we chose H-PLGH peptide sequence,
described by Knighet al. (48), known to be cleaved by numerous MMPs and othatepses
(26, 43). Since gelatinases are normally over-expressethénneo-vasculature of many
cancers such as malignant gliom&4)( the use of PMB could provide another way of
controlling toxic species generation in order teyant non targeted cells destruction.

An ideal PMB should be composed of a photosensitizih a high singlet oxygen production
that can be efficiently quenched. Zheng’s team ydebphorbide-a as a photosensitizer. This
is a chlorophyll analogue with a long wavelengtt567 nm which is also an efficieh®,
producer with a quantum yield > 50%28]. Our team specializes in the synthesis of poiiphyr
and chlorin and therefore we decided to use a naybogylic tetraphenyl chlorin6@). The
choice of photosensitizer was made because ofigts $inglet oxygen quantum vyield value
(0.69 in ethanol) and its absorption in the redt pdrthe spectrum (650 nmpJ). The
guenching of singlet oxygen is of major interestha construction of such compounds so the
Black Berry quencher , previously analyzed by Lbwtlal. (31), was chosen for its good
(high) quenching properties. The synthesis of dkifié PMB comprising several spacers was
carried out along with those made up of a shortigego illustrate the relationship between
the distance of the acceptor/donor pairs and quegatfficiencies. Different spacers were
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tested in order to change the length between tis¢ dimino acid of the peptide and the
photosensitizer, and to establish a structure/eezguoiivity relationship. The spacers were
also chosen according to their hydrophilic prostti

PMBs were obtained with poor overall yields duehbiat porphyrin asymmetry and variable
yields of chlorin synthesis. The Lindsey reaction jorphyrins was preferred to other routes
because of its easy one-step procedure althouglea deal of purification was required.
Nevertheless, TPC was found to be characterizealdnod singlet oxygen quantum yiefbia(

= 0.69) and a strong absorption in the red pathefspectrum, which is important from the
photodynamic therapy standpoint.

As expected, compoundsOa and 10b with the PEG spacer were found to be more
hydrophilic (R = 4 and 8 min) than with a short spac@a, (9b; 6 and 11 min) and than
compounds with no spacetlg 11b; 12 and 10 minutesa, 8b; 14 and 16 min) (table 3).
Increasingly less accessibility to tlsdlH, of lysine was observed proportionally to water
solubility. Indeed, compoundb and11b, were synthesized within 24 hours fr@aandlla
respectively, wherea8b was synthesized within a week and the reactiore twh 10b
exceeded a monthH NMR showed a temperature-dependant massif ielasoton domain
(4 — 7 ppm) which may indicate that water can bgedaby the molecule. Special peptide

conformation may be involved in this reactivityuss

Table 3.Retention times of compoun@s8a, 9a, 10a 113 8b, 9b, 10b, 11bin HPLC using
[75:25] acetonitrile/water (0.1% TFA) to 100% acetonitrgeadient in 15 min, and then
isocratic acetonitrile for 15 minutes.

3 10

8a 14 8b 16
9a O 9b 11
10a 4 10b 8
11a 12 11b 10

From a photophysical point of view, our investigas showed that the coupling of peptides
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to TPC did not modify its photophysical properties, its fluorescence antD, quantum
yields. As illustrated in Table 1, fluorescence mjuan yield and lifetime of produc&and?7
were unchanged after functionalization (compoudaQa, 10aand11q). If we compareBa
and11a no significant changes can be observed, meahatghe type of peptide linked does
not influence the photophysical properties of TRIOreover, the same analysis can be made
for 8a, 9a and 10a meaning that the size of the spacer does noteinfle the photophysical
properties of TPC. Similar observations were madecerning the triplet state of those
chlorins. The band at 440 — 450 nm in transienbigii®n remained the same and the
guenching of this triplet state by oxygen to pragsmglet oxygen was still controlled by a
diffusion process, as can be deduced fromkghe constants. TPC and its derivates thus was
found to have a high Inter System Crossing rate angood singlet oxygen formation
efficiency which was not disturbed by the preseoica peptide moiety sinde, o» constants
were around 2 10° M1.s®. Singlet oxygen production was thus found to behanged®,

= 0.7 for all compounds.

To determine whether the FRET energy transfer mooecurred in our system, quenching
experiments were performed in solution with comgb8a and increasing amounts of BBQ.
Although there are few studies describing energyndfer processes involving black hole
guenchers, Lovelkt al. investigated the FRET efficiency between a pyropherbide-a
(Pyro) and several black hole quench&®4.(In this study, the quenchers were attacheddo th
photosensitizer using a lysine linker. Forsterirdtliorescence and singlet oxygen quenching
rates were calculated, showing that quenchers bimgpin the red part of the spectrum were
the most efficient. Those Pyro-quenchers, linkegetoer by a simple lysine, resulted in 95%
to 99% of fluorescence quenching and 91% to 99%imglet oxygen quenching. Among
them, Black Berry Quencher 650 (BBQ650) showediqderly good properties, quenching
99% of Pyro fluorescence and 97% of Pyro produatiosinglet oxygen.

On the basis of this study, the photophysical priogee of the tetraphenylchlorin and BBQ650
pair was investigated. BBQ650 was found to haveadrabsorption spectra with a maximum
in ethanol at 596 nm, which presents an overlap WRC fluorescence emission, as shown in
figure 6a. Using equations (2) and (3), the spkcivarlapJ was calculated to be 4:210"
M™cmt.nm' and the Férster radiusoR 54 nm. This appears large enough for a spatial
separation that, in our case, was that of a 9 aragids long peptide and a 9 atoms long

polyethylene glycol moiety. Given that peptide falgl can bring both ends closer, we thus
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conclude that PMB constructs can have an effickaergy transfer.

Due to the strong BBQ absorption at 415 nm (wawgleof excitation), it was not possible to
carry out a FRET experiment in fluorescence intgress most of the light is absorbed directly
by the high concentration of BBQ. Time-resolved rgieng experiments were then
performed in the DMF solution and the Stern-Volmpkats are shown in figure 6b. From the
value of quenching constant K and the fluorescelifeéme the bimolecular quenching
constantk, seo = 4.3 ¥ 10'° M™.s* can be calculated. This is the value expectedHer
diffusion-controlled bimolecular rate constant be¢éw TPC and BBQ.

As expected, photophysical properties of conjugades 9b 10b, 11b showed great
differences with their homologue&a, 93 10a 1la after coupling of BBQ650. Dramatic
decreases of fluorescence and singlet oxygen quantields, as well as fluorescence
lifetimes were observed in accordance with quergch@uenching rate values were between
77 and 100%, indicating that a singlet-singlet gparansfer occurs between chlorin and
BBQ650. This result was confirmed by transient apison measurements. Indeed, the triplet
state band at 440 — 450 nm previously observedP@ Wisappears in PMB. Values for all
PMB are shown in table 2. If we compare the resultained with 8b (peptide
GPLGIAGQK) and11b (peptide GLGLK), it seems that the shortest peptehgth induces
better fluorescence arf®, quenching, respectively 91% and 100%. Compow@itgshort
spacer) and.0b (long spacer) present the |€&% quenching respectively 77% and 88%. The
introduction of a spacer does not seem to indudeninution of*O, quenching. This might
be due to an increase of the flexibility of the ewlles which prevents close proximity of the
photosensitizer and BBQ650. Further modeling wid barried out in order to better
understand this phenomenon.

Fluorescence lifetimes showed complex fluorescelecays. A first short decay was observed
in the range 1 to 2 ns corresponding to the comgleenched construct (diffusion controlled
reaction or long distance energy transfer, etcd ansecond mono-exponential decay
corresponding to the long-lived fluorescence of fitke TPC alone. “Double” decays were
observed for compoundb (peptide GPLGIAGQK, no spacer) ahtlb (peptide GLGLK, no
spacer), while compoundSb (peptide GPLGIAGQK, small spacer) aridDb (peptide
GPLGIAGQK, long spacer) showed very little signaimitude of quenched construct. Since
compound$®b and10b had additional spacers compared to compo@hdsnd11lb, it can be
hypothesized that the longer the spacer, the Iaeggge transfer that occurs. This can be
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observed by both static spectroscopy (fluorescepemtum yields are lower f@&b and10b
than for8b and11b) and fluorescence decays (more residual TPC esipresbserved). The
presence of a long lifetime may hide the real digjnked with the quenching process and the
signal processing associated is not able to ropwdiininate this component in order to
calculate the “pure” decay of the fluorophore. Workthis point is in progress along with a
simulation of the reaction kinetics (to be publidghe

We investigated whether active MMP-2 and/or MMP-8rev able first to cleave peptide
linkers in the different PMB constructs and secgndb restore the fluorescence of the
conjugated photosensitizer. Although, as expedbeth active enzymes efficiently cleaved
the free GPLGIAGQK peptide, no cleavage was medstoe compoundsb, 9b, 10b and
11b (figure 10). Different incubation times and subraoncentrations were tested using
MMP-2 and MMP-9 active enzymes, but unfortunatety restoration of the fluorescence

intensity was observed whatever the incubation itomd.

MMP-2
Compound % fluorescence| % 'O, MMP-9
quenching quenching | cleavage
GPLGIAGQX | - - yes
Ve .
4’.‘:# GPLGIAGQK b 83 91 no
| \i
Vo« ;
<@ V\/| GPLGIAGQK ]. 70 T 8o
» y 4
v ik .J "
"“‘PW GPLGIAGQK b & 3 e
F
\ Vo
< - '
’?‘L PLGLK () 91 100 1o

;?«" 5-(4-carboxyphenyl), 10,15 20-tripheny] chlorin

@BBQGS0

Figure 10: summary of the photophysical and biochemical sidi
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A cleavage test was also performed with compdenfuencher-free construct) to determine
whether cleavage was prevented by the photosesrsitizolecule or by the quencher
compound. No cleavage was evidenced with MMP-Zhasved by HPLC analysis (data not
shown). This lack of recognition could hypothetigdle explained by a constrained peptide
conformation in the PMB constructs or at least a-natural peptide conformation due to the
presence of TPC since the free H-GPLGIAGQK-OH plpis efficiently cleaved by both
MMP-2 and MMP-9. Although different lengths of tHmker were tested in different
constructs in the absence or presence of the gaemdthout any response towards MMP-2
and MMP-9, the problem may come from a steric lande being too high because of the
TPC molecule itself. We could also speculate thatgeptide substrate in the PMB constructs
adopts a conformation adapted for interaction owith non-catalytic domains of the
gelatinases, thus impeding their enzymatic cleavageractions with cell surface integral
membrane proteins (CD44yp/af1l/ap2 integrins and Ku protein,...) can occur through the
gelatinases active site but algi@ their non-catalytic domain known as exosite orsifoic
region, such as hemopexin-like C-terminal doma6#).( The non-enzymatic, signal
transduction roles of surface-bound gelatinasegy. (MMP-2 and MMP-9) and their
subsequent effects on cell survival, migration andiogenesis were recently reportéd,
65). Moreover, beside control of MMPs’ enzymatic waityi recent study described the
conjugation of gelatinase-binding peptides, idesdifby phage display, to liposome by
covalent peptide-PEG-PE anchor creating an efficiargeted drug delivery vehicl&®).
Kratz et al. used a maleimide moiety right after the first ghgcto attach a doxorubicid)
and Teradaet al. functionalized this same glycine with a PEAZ)( in both cases cleavage of
—GPLGIAGQ- occurred. It must also be rememberedt éhaymatic cleavage activity in the
buffer solution may be significantly different wheompared to biologic tissues. Jang and
Choi (2012) recently demonstrated enzymatic acdtwmat of pyropheophorbide-a
photosensitizer-conjugated gold nanorod, linkecough a GPLGVRG MMP-2 specific
sequence, after incubation with MMP-2-positive H8QCcells(67). Targeting MMPs was
also recently used for several targeted drug dslivepproaches 6@, 69). Singh and
colleagues reported the synthesis of bovine serlioanman nanoparticles stabilized with
coatings formed using peptide domains of varyingsgeity to MMP-2. It was found that
cleavage domain type influenced the release ofrtbael drug from the nanoparticlegsy.

In Zheng’s work, no spacer has been added betweephotosensitizer and the peptide. They
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could observed an effectivkD, quenching (94%) as well as a cleavage by MMP-T tha
restored the quenché®,. Unfortunately, we could not observe any cleavayeur peptide
by MMP-2 and MMP-9. We used a related quencher (BEX) and the peptides are of similar
size (8 or 9 amino acids). Different explanationsld be envisaged:

- conformational structure of the two peptides affedint and in our case, prevent the

photosensitizer and the quencher to be in closerpity,

- phenyl groups of the chlorin bring a steric hinadr@an

Further modelling will be carried out in order tetter understand this phenomenon. Other

peptides and photosensitizers could also be used.

CONCLUSION

New photodynamic molecular beacons were developexthieve multi-level control diO,
production by targeting over-expressed matrix ngabteinases activity in malignant tissues
in order to provide a higher degree of PDT seld@gtiihese PMBs were based on a chlorin
singlet excited state quenched by a Black Berryngher when the two moieties are
connected through peptide sequences specific ttatget enzymes. Two peptides have been
chosen: GPLGIAGQK, used as gelatinases substratdrdig release, and PLGLK as control
peptide, known to be cleaved by numerous MMPs dher@roteases. Two different lengths
were selected for the spacers. In total, 4 PMBswsgnthesized. We demonstrated that both
fluorescence intensity antD, production were efficiently quenched in the natR¥IBs.
Quenching rate values were between 77 and 100 %aiitly that a singlet-singlet energy
transfer occurs between the chlorin and BBQ650. iftr@duction of a spacer, whichever
length, does not seem to induce a diminution’®§ quenching; this maybe due to an
increased flexibility of the molecules. To datdstis the first distance-related photophysical
study concerning PMB and more specifically gelaesatargeted probes involving TPC and
BBQ650. Whereas MMP-2 and MMP-9 efficiently cleave@BLGIAGQK peptide as revealed
by LC-HRMS, none of the elaborated PMBs were cldalg these enzymes, which was
probably due to a constrained peptide conformatidghe PMB constructs. Further modelling
should be carried out in order to achieve a beftelerstanding of the phenomena. In the near
future we plan to elaborate new PMBs with otherstpsensitizers and/or peptides linkage to

help understand the structure/function relationsiiigMP-2 and MMP-9.
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Discussion

Les références citées sont celles incluses dapslhcation.

Introduction

Le contrdle de la production d’oxygéne singuletuast étape essentielle pour des applications
en PDT, et les constructions moléculaires activapler des protéases représentent un grand
intérét. Plusieurs études faisant intervenir I'ggtéon des PS comme processus d’inhibition
ont été realisées par les équipes de Weissl&8eb7) et de Lange58-60). Zhenget al. ont
développé le premier conjugué photosensibilisate@ncher activé par ciblage actif de
protéases 28-34) ou un photosensibilisateur est covalamment liégnaguencher viaune
biomolécule spécifique d’'une maladie. Récemmers, @mstructions moléculaires activées
par des phospholipases, comprenant différentedegdaitie bras espaceurs entre le
pyrophéophorbide-a et le BHQ3 ont été synthétieédsur activité biologique a été reportée
(35).

Le but de cette étude est de synthétiser une farddl PMBs utilisant l'activité
peptidase des gélatinases MMP-2 et MMP-9 avec peigee substrat H-GPLGIAGQ-OH,
décrit pour la premiere fois par Mansairal (31) et d’évaluer I'influence de la taille du lien
sur les propriétés photophysiques et biologiquespé€ptide a été par la suite utilisé dans de
nombreux travaux de relargage de principe actif—44). Comme molecular beacon
« témoin », nous avons choisi la séquence pepeditplPLGL-OH, décrite par Knigtdt al.
(48), connue pour étre clivée par de nombreuses MHdiRs| que d’autres protéase6,(43).
Puisque les gélatinases sont normalement surexgsind@ns la néo-vascularisation de
plusieurs cancers tel que le gliome mabd)( I'utilisation d’'un PMB pourrait permettre un
contrble supplémentaire quant a la génération desp toxiques afin d’éviter la destruction

de cellules saines non ciblées.

Un PMB idéal devrait étre composé d'un photosehis#éieur caractérisé par une
production d’oxygene singulet élevée, initialemantiibée par unquencher L'équipe du
professeur Zheng utilisait le pyrophéophorbide-mmm@ photosensibilisateur, qui est un
analogue de la chlorophylle, caractérisé par usergtion a 667 nm et qui est un producteur
efficace d’'oxygene singulet avec un rendement ggaatsupérieur a 50928). Notre équipe
est spécialisée dans la synthése de porphyrinds ehlorines, c’est pourquoi nous avons
décidé d'utiliser la tétraphénylchlorine monocarfiée 62). Le choix de ce
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photosensibilisateur vient de son rendement quaatilg production d’oxygéne singulet élevé
(0,70 dans I'éthanol) et de son absorption dapsitte rouge du spectre (650 nré). Parce
gue I'inhibition de I'oxygéne singulet a une imprte majeure dans un tel type de composé,
le BlackBerry Quenchemprécédemment reporté par Lovetlal. (31), a été choisi pour ses
bonnes qualités dguenching La synthése de plusieurs PMB, comprenant diftésetailles
d’espaceurs, a été réalisée, ainsi que la syntiése PMB comprenant une séquence
peptidique courte, afin d’illustrer la relation entla distance donneur/accepteur et ses
conséquences sur la qualité gluenching Les espaceurs ont été choisis en fonctions ds leu

propriétés hydrophiles.

Stratégie synthétique
Les PMB ont été obtenus avec de faibles rendenggoigux, d’'une part a cause de

I'asymétrie des porphyrines de par la préssenceedseule fonction carbonyle, et d’autre part
a cause des rendements variables d’obtention deirodd. La synthése de Lindsey pour
obtenir les porphyrines a été préférée aux autossvde synthése pour sa simplicité de
réaction, bien que de nombreuses purificationsnsaiécessaires. Néanmoins, la TPC est
caractérisée par un rendement quantique de produdtoxygéene singulet importan®f =

0,70 dans I'éthanol) et une forte absorption dangdrtie rouge du spectre, ce qui peut

s’avérer important d’un point de vue des applicstien PDT.

Comme attendu, les composE3a et 10b, avec des bras espaceurs RESBnt plus
hydrophiles (t= 4 et 8 min respectivement) que les composés @@e@spaceurs plus courts
(9aet9b: 6 et 11 min), ou que les autres composés sassdspaceurda 11b: 12 et 10
min. 8a, 8b; 14 et 16 min) (tableau 4-1).
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Tableau 4-1 :Temps de rétention des composés 3, 8a, 9a, 10a314.14b,
10b, 11b par HPLC utilisant le gradient [75:25] doéitrile/eau (0,1%

TFA) a 100% acétonitrile en 15 min, puis isocragcacétonitrile pendant

15 min.
3 1)
8a 14 8h 16
9a 6 9b 11
10a 4 10b 8
11a 12 11b 10

Parallelement a la solubilité dans I'eau, il a ébservé que la fonctioeNH, de la
lysine est de moins en moins accessible. En ééfetcomposé8b et 11b ont été synthétisés
en 24 h a partir des compos@sa et 11a respectivement, alors que le comp@&pa été
synthétisé en une semaine et que le temps deaéattticomposé&0b a dépassé le mois. Les
études eriH RMN de ces deux derniéres molécules (non montaeanontré un domaine de
protons labiles (entre 4 et 7 ppm) dépendant dentgpérature, ce qui pourrait indiquer que de
'eau se fasse piéger dans les molécules. Une cuoafmn spéciale du peptide pourrait donc
étre impliquée dans ces problémes de réactivité.

Propriétés photophysiques
D’un point de vue photophysique, nos études onttréague le couplage du peptide
au PS ne modifie en rien les propriétés photopligsigie ce dernier. Comme illustré dans le
table 1 (voir publication), le rendement quantigleefluorescence et de production d’oxygéne
singulet, ainsi que le temps de vie de fluoresceastnt inchangés apres fonctionnalisation

(composésa, 9a, 10aet11a).
Si I'on compare8a et 11a aucun changement significatif ne peut étre olgserv
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signifiant que le type de lien peptidique utilisenfluence pas les propriétés photophysiques
de la TPC. De plus, la méme observation peut &ite fivec les compos&s, 9a et 103
signifiant que la taille du bras espaceur n’'infleepas non plus les propriétés photophysiques
de la TPC.

Une observation similaire peut étre faite concetriiatat triplet de ces chlorines : la
bande a 440 — 450 nm en absorption transitoires lastnéme et lguenchingde cet état
triplet par I'oxygéne pour formé, est toujours limité par un processus diffusionoeinme
nous pouvons le déduire de la valeur des constagtgsLes dérivés de la TPC ont donc un
Croisement Inter Systeme (CIS) important et unenboeifficacité de production d’oxygéne
singulet, et ce dernier n'est en rien perturbé lpaprésence d'un peptide, puisque les
constanteg, o2 sont de I'ordre de X 10° M™.s™. La production d'O; reste donc inchangée,

®, de I'ordre de 0,7 pour tous les composeés.

Dans le but de déterminer si le FRET est le prareds transfert d’énergie ayant lieu
dans notre systeme, des tests en solution ongéli&és, en utilisant la TPC et une quantité
croissante de BBQ650. Méme si peu de d’études ddurites dans la littérature concernant
les processus de transfert d’énergie ayant liea Bsblack hole quencherdovell et al. ont
étudié l'efficacité de FRET entre le pyrophéophdeba (Pyro) et plusieurs autrelack hole
guencherg26). Dans cette étude, lgsienchersont attachés au R& une lysine ; les rayons
de Forster, lequenchingde la fluorescence et la production d’oxygéne wgtgont été
calculés. Dans ces conjugués Pyro-quenchers, séparéune simple lysine, 95% a 99%
d’inhibition de la fluorescence a été observé, iamse 91% a 99% d'inhibition de la
production d’oxygene singulet. Parmi eux, le BBQ®&5thontré des propriétés daenching
particulierement intéressantes (99% d’inhibition lde fluorescence et 97% d’inhibition
d''0,). Sur la base de cette étude, les propriétés physigues de la paire TPC/BBQ650 ont
été étudiées. Le BBQ650 a un large spectre d’abearpvec un maximum a 596 nm dans
I'éthanol qui présente un recouvrement spectrat déenission de fluorescence de la TPC

(Aem = 650 nm), comme illustré dans la figure 4-3(A).

En utilisant les équations (2) et (3), le recouveatrspectrall a été calculéd = 4.9
x10" M™t.cmt.nn et le rayon de ForsteroR= 54 nm. Ce rayon de Forster, & premiére

approche, semble assez grand dans notre cas. &nleffdistance séparant le donneur de
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'accepteur est, au plus long, une séquence pgpgdde neuf acides aminés et un bras
espaceur polyéthylene glycol de neuf atomes. Ds, ploe possible structure secondaire du
peptide pourrait rapprocher les deux extrémitésmptant un meilleur transfert d’énergie
dans le PMB.

En raison de la forte absorption du BBQ650 a lglmur d’'onde d’excitation de la
TPC (415 nm), les mesures de FRET en intensitdudbeecence ne sont pas possibles, la
plupart de la lumiére étant directement absorbédéepagrandes concentrations de BBQ. Nous
avons donc opté pour des expérienceguinchingde fluorescence en temps résolu dans la
DMF (en raison de la faible solubilité du BBQ ddéshanol). La droite de Stern-Volmer est
montrée en figure 6b. Les valeurs de la constaatguénchingK et du temps de vie de la
TPC nous permettent de calculer la constantgudachingoimoléculaire k; geqo= 4,3 X 10'°

M™.s?. Cette valeur est celle attendue pour un procassigsiement contrdlé par la diffusion.

Comme attendu, les propriétés photophysiques depigués8b, 9b, 10b et 11b
montrent des grandes différences avec leurs homes®p, 9a, 10a et 11a aprés couplage
avec le BBQ650. Une diminution importante dansrégglements quantiques de fluorescence
et de production d'oxygene singulet est observéesi aque dans le temps de vie de
fluorescence des composés couplés au BBQ650. Dearsadequenchingentre 77% et
100% ont été observées pour tous les composés yatears indiquent qu’'un transfert
d’énergie important a lieu entre les états singdéta chlorine et du BBQ. Ce résultat a été
confirmé par les mesures en absorption transitdaebande a 440 — 450 nm, précédemment
observée pour la TPC et ses dérivés a disparu l@sn®MB. Les valeurs des mesures

photophysiques pour tous les PMB sont montrées ldaableau 2.

Si nous comparons les résultats obtenus 8bgpeptide GPLGIAGQK) et avetlb
(peptide PLGLK), il semble que la plus petite willle peptide induise une meilleure
inhibition de la fluorescence et de la productidoxggene singulet (respectivement de 91%
et 100%). Les compos&b (bras espaceur court) £0b (bras espaceur long) présentent le
moins dequenchingde'O,, respectivement 77% et 88%. Il semblerait donclipteoduction
d’'un bras espaceur induise une diminution dansmcité a inhiber 'oxygéne singulet qui
doit étre due a une augmentation de la flexibd#éé molécules qui ne permet pas une grande
proximité entre la TPC et le BBQ650. Des analysesnibdélisation vont étre faites afin de

mieux comprendre ce phénomene.
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Les temps de vie de fluorescence montrent desndéde fluorescence complexes.
Deux déclins sont observés : un premier déclinftcalenviron 1 a 2 ns, correspondant au
PMB (réaction contrélée par la diffusion ou tramsfénergie a longue distance, etc.) et un
second déclin mono-exponentiel correspondant Budaiefscence longue de la TPC seule. Les
« doubles » déclins sont nettement observés psucdeposésb (peptide GPLGIAGQK,
sans bras espaceur) Jdtb (peptide PLGLK, sans bras espaceur), alors quedegposé®b
(peptide GPLGIAGQK, avec bras espaceur court)Cdt (peptide GPLGIAGQK, avec bras
espaceur long) montrent peu d’amplitude quant gunasidu PMB. Puisque ces derniers
composeés contiennent un bras espaceur en plugmaort aux composés plus coudd et
11b), nous pouvons avancer I'hypothese que moins alesfiert d’énergie a lieu dans les
composés les plus longs. Cette hypothése peutvétitée a la fois par la spectroscopie
statique (les rendements quantiques de fluorescanteplus faibles powgb et 10b que pour
8b et 11b) et par analyse des déclins de fluorescence (paxgpression résiduelle de la TPC
est observée). La présence d'un signal long, peati€sue de la présence d'impuretés, peut
avoir pour effet de masquer le « vrai » signalalié processus dguenching le systéme de
traitement des données ne permet pas encore devipafficacement s’affranchir de la
présence de ce déclin résiduel, trop importanterapéche l'accés au déclin du PMB.
Néanmoins, ces études sont toujours en cours are@ssociation, une simulation des

réactions cinétiques.

Caractérisation biochimique

Nous avons étudié la capacité des MMP-2 et/ou MM&:ves a cliver les liens
peptidiqgues dans les différents PMB, puis leur cagaa restaurer la fluorescence du PS.
Méme si, comme attendu, les enzymes actives clieepéptide libre H-GPLGIAGQK-OH,
aucun clivage n’a été mesuré pour les comp@&®s9b, 10b et 11b. Différents temps
d’'incubation et de concentrations d’enzymes onttéséés avec les MMP-2 et -9 activées,
mais malheureusement aucune restauration de foesres n'a été observée, quelles que
soient les conditions. La méme expérience a étisééaavec le composa pour savoir si ce
manqgue de réactivité est di a la présence du phibdlisateur ou dwguencher Aucun
clivage n'a été observé lorsque ce composé a étdbénavec la MMP-2 activée. Le suivi de
cette réaction a été fait par HPLC analytiqgue (é@snnon communiquées) et les profils
chromatographiques sont identiques avec ou sansermqmé d’enzyme. Ce manque de

reconnaissance peut étre hypothétiguement exppguéne conformation forcée du peptide
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dans la construction moléculaire du PMB, ou toutthins une conformation non naturelle
due a la présence de la TPC. En effet, le pepitide H-GPLGIAGQK-OH est, quant a lui,
effectivement clivé par les MMP-2 et 9, alors ge conjugué TPC-GPLGIAGQK-OH
(composéBa) ne I'est pas. Le peptide libre est clivé entrgligine et I'isoleucine, relarguant
les peptides H-GPLG-OH et H-IAGQK-OH, comme dédens la littérature3().

Puisque les métalloprotéinases matricielles sostemelopeptidases zinc-dépendantes
et que leur domaine catalytique contient un iofi Zasponsable des propriétés de clivage des
MMPs (65), nous pouvons émettre I'hypothése que la chlosmédie a cet ion. En effet, les
composeés tétrapyrroliques sont de bons ligandsiares métalliques, généralement portant
une charge +2 ou +4, il se pourrait alors qu’urteraction ait lieu entre la TPC et le zinc du
domaine catalytique des gélatinases. Si une tefleothese s’avérait exacte, l'activité
peptidase des MMPs devrait étre affectée par Isepiee de TPC libre en solution, empéchant

ainsi le clivage de substrats normalement reconnus.

Afin de vérifier cette hypothése, 10 uM d’un suastrontrdle fluorogénique a été
incubé avec la MMP-2 activée en présence ou ennabsde TPC libre en solution.
L'échantillon témoin est un substrat controle deR&ystems (Mca-PLGL-Dpa-AR-NH
ou le fluorophore (Mca) est lié a un inhibiteur ftleorescence (Dpayia le peptide substrat
des MMPs : H-PLGL-OH. La fluorescence est déteaae 350 nm et 600 nm apres
irradiation aAexc = 320 nm. 5 min aprés incubation, la fluoresceathcsubstrat contrdle a été
restaurée en présence et en absence de TPC, indaneméme s'il y a interaction entre la
TPC et la gélatinase, elle n’a aucun effet supsegriétés de clivage.

Bien que différentes tailles de bras espaceurst ad¢h testés dans différentes
constructions moléculaires, en présence ou en ebsiguenchey sans réeponse des MMP-2
et -9, le probléme viendrait d’'un trop grand encoenient stérique da a la molécule de TPC
elle-méme. Nous pouvons aussi spéculer que ledmeptibstrat dans les PMB adopte une
conformation adapté pour une intéraction seulena@et le domaine non catalytique des
gélatinases, empéchant ainsi leur clivage enzymati@es interactions avec des protéines
membranaires sur la surface des cellules (CD4dgiimesoV p/apl/ap2 et protéine Ku,...)
peuvent également arriver a travers le site aetif gélatinases mais aus& leur domaine
non catalytique, connu pour étre une région exasiteallostérique, tel que le domaife

terminal du domaine kemopexin-like> (64). Les rbles de transduction de signal, non
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enzymatique, des gélatinases liées a la surfadeuet effets sur la survie cellulaire ont été

récemment reporté$4, 65).

Kratz et al. utilisent une entité maléimide directement supremiere glycine afin d'y
attacher la doxorubicinetl), et Teradeet al. fonctionnalisent cette méme glycine avec un
motif PEG @2). Dans les deux cas, le peptide -GPLGIAGQ- a lété par les MMP-2. Il est
aussi important de souligner que l'activité de afjg enzymatique en milieu tampon est
sensiblement différente de celle dans les tisswdodigues. Jang et Choi (2012) ont
récemment démontré [Iactivation enzymatique du d'umanorod dor avec le
pyrophéophorbide-a comme PS, liées par la séquemgidmue —GPLGVRG-, apres
incubation avec les cellules HT1080, exprimant MRIR67). Les MMPs ont égalment
récemment été utilisées dans différentes stratédgesiblage médicamenteusess,(69).
Singhet al ont reporté la syntheses de nanoparticules densatbumine bovin, stabilisées
avec un enrobage utilisant des domaines de peplelegnsibilité variante a la MMP-2. Il a
été démontré que le type de domaine de clivageienfiait la libération de la molécule
d’intérét de la nanoparticul&9).

Dans les travaux de Zheng, aucun bras espaceeétaouté entre le PS et le peptide.
Le quenching déO, pouvait étre observé (94%), ainsi que la rest@urate la génération de
0, aprés clivage de MMP-7. Malheureusement, nousoms\pas pu observer de clivage de
notre peptide par MMP-2 ou MMP-9. Nous avons wdilisiquencherde la méme famille
(BBQ650) et les peptides sont de tailles similai(8sa 9 acides aminés). Différentes

explications peuvent étre avancées :

- la conformation structurale des deux peptides dfdrente, et dans notre cas elle
empéche le PS et le quencher d’étre proches,

- les groupements phényles de la chlorine apporteenaombrement stérique.

Des modellisations vont étre faites afin de mieormprendre ce phénomeéne. D’autres

peptides et d’autres PS peuvent également étreastil
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Conclusion

En conclusion, de nouveauXhotodynamic Molecular Beacormt été développés
afin de permettre le contréle de la production gggne singulet par ciblage des
métalloprotéinases matricielles, protéases sunegms dans les tissus malins afin d’obtenir
un plus grand degré de sélectivité PDT. Ces PMB lsases sur l'inhibition de I'état singulet
excité d’'une chlorine par ublack hole quencherle BlackBerry Quencher (BBQ650). Ces
deux entités sont reliées I'une a I'awtia des peptides substrats, spécifiques de ces enzymes

Dans cette étude, deux peptides ont été choidFl GFAGQK, utilisé comme peptide
substrat des gélatinases pour le ciblage, et PL&Mme peptide control, connu pour étre
clivé par les MMPs et de nombreuses autres praéddeux tailles différentes de bras
espaceurs ont été sélectionnées. En total, 4 PMB&té synthétisés.

Nous avons démontré que la fluorescence et la ptiotdud’oxygéne singulet sont
effectivement inhibées dans la construction mokicel Les taux deuenchingsont entre
77% et 100%, indiquant qu'un transfert d’énergiggsiet-singulet a lieu entre la chlorine et
le BBQ650. Lintroduction d’'un bras espaceur, qué&g soit la longueur, ne semble pas
induire une diminution dans lguenchingde 'O,; ceci est certainement di & une flexibilité
accrue des molécules. A ce jour, ceci est la pren@tude sur l'influence de la distance dans
des PMBs, ou plus spécifiquement : des construstimnléculaires ciblant les gélatinases
utilisant le couple de fluorophores TPC et BBQ6Alrs que les MMP-2 et 9 clivent le
peptide substrat H-GPLGIAGQK-OH, comme notre étpde LC-HRMS le prouve, aucun
des PMBs synthétisés ne sont activés par ces eszyreei est certainement di a une
conformation peptidique forcée. Nous devons néansprendre en compte le fait que les
clivages enzymatiques réalisés dans des tamponssigmificativement différents que ceux
réalisés en milieu biologiqgue. Des modelisationst gwévues pour mieux comprendre ce

phénomene.

Il est prévu, dans un futur proche, d’élaborer a@eiveaux PMBs avec d’autres
photosensibilisateurs et/ou de nouveaux liens giepies, afin de comprendre la relation
structure-activité des gélatinases.
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Conclusions et perspectives

Avec I'objectif du développement d’'une stratégiéiGancéreuse evlascular Targeted
Photodynamic Therap\cette thése est la premiére étude de I'équipe &ONancy utilisant
un Photodynamic Molecular Beacohes travaux réalisés nous ont permis de défihis p
précisément les entités constitutives d’'un PMB siamue les propriétés photophysiques,
physico-chimiques et biologiques attendues pourtale construction moléculaire. Il s’agit
ici du premier PMB ciblant les gélatinases utilisanonjointement la paire de fluorophores
tétraphénylchlorine monocarboxylique eblack hole quenchdBBQ650. Bien que I'objectif
final de ce projet, a savoir I'utilisation biologig de la molécule pour le traitement du cancer,
n'a pu étre atteint, de nombreuses hypotheses nséiqgaes ont été soulevées, permettant

ainsi de poursuivre I'étude sur une solide baseotaissance dans ce domaine.

Dans un premier temps, la définition de la ciblérépeutique a un réle prédominant.
L’emploi des gélatinases, les MMP-2 et -9 commetgases activatrices du PMB semble
représenter une stratégie compatible avec un gramdbre de cancers. Le tableau 1-2
(chapitre 1) donne un apergu de la représentatilégt gélatinases dans les différents cancers.
De plus, les gélatinases étant certainement les 8 mieux caractérisées, bon nombre de
séquences peptidiques, substrats de ces enzymegenpetre trouvées dans la littérature.
Dans le cadre de cette thése, nous nous sommesdielsment concentrés sur la séquence H-
GPLGIAGQ-OH, décrite par Mansoet al, ainsi que sur la séquence H-PLGL-OH, substrat
non spécifique des gélatinases. Néanmoins, noussapo remarquer que I'emploi de ces
peptides en présence de la tétraphénylchlorine eengitait pas la reconnaissance
enzymatique, il semble que la présence de la clda@mpéche le clivage par les gélatinases.
En effet, la séquence peptidique H-GPLGIAGQK-OHIsest reconnue et clivée par les
MMP-2 et 9, les études menées en HR-LCMS confirneeptivage entre les résidus glycine
et isoleucine, mais lintroduction du macrocycle nifuile cette reconnaissance. Des

hypothéses avancées, nous avons démontré que :
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- L'introduction de chlorine libre en solution ne odga en rien les propriétés
peptidase des MMPs ; le zinc du site actif destig@ses n'est donc pas complexé
par la chlorine.

- L’encombrement stérique du photosensibilisateureenvies premiers acides
aminés n’'est pas la cause du manque de reconnzessam effet, les PMB
comprenant différentes tailles de bras espaceursgtérsynthétisés et aucun n’est
clivé par les protéases. De plus, le PMB «témoiocomprenant la séquence

peptidiqgue H-PLGLK-OH, n’est pas clivé non plus.

Ces expériences menent a penser que c'est la peesdun photosensibilisateur
employé, la tétraphénylchlorine, qui est resporesalal I'absence de clivage observé. Dans
des études précédentes, la méme séquence peptidigpeéeclivee par les MMP-2, prouvant
gu’une fonctionnalisation de ce peptide est possith présence des groupements phényle de
la chlorine est sans doute a mettre en cause. tDdestcomplémentaires visant a changer la

nature du PS et/ou la séquence peptidique sontalengisager pour vérifier cette hypothése.

Nous pouvons également souligner la complexité @dmipulation du peptide en
fonction du caractére hydrophile des bras espacemEoyés, ainsi que sa réactivité. En
effet, plus le bras espaceur est hydrophile, musoimposé est proche d’'une huile contenant
des traces d’eau, observées par RMN du protorustl@ réactivité deNH, de la lysine est
faible envers les acides carboxyliques activés.i @eat étre expliqué par le fait que la
tétraphénylchlorine monocarboxylique et le peptlde&GPLGIAGQK-OH sont tous deux
relativement hydrophobes et que la présence d'onpgment hydrophile puisse favoriser
'emprisonnement de molécules d’eau. Ceci auraitcddes répercussions sur la structure
secondaire du peptide lors de la réaction en soludvec lequencher. la lysine, seul acide
aminé polaire de cette séquence, étant d’autanhgmaccessible que le bras espaceur est

hydrophile, d’ou les temps de réactions observésaat aller jusqu’a plusieurs semaines.

Dans un deuxieme temps, la connaissance précisprdpeétés photophysiques du
couple de fluorophores employé est fondamentale poa application dans un PMB. Nos
études ont démontré que la TPC est un photosasatkilr caractérisé par un rendement de
production d’oxygene singulet élev@A = 0,7 dans I'éthanol) qui est effectivement inhilag

la présence du BBQ650. Les expériences réaliséepattroscopie résolue dans le temps

270



(fluorescence et absorption transitoire) ont démgoqtie I'inhibition est due a un mécanisme
de FRET. Le BBQ650 permet un transfert d’énergid’@at singulet excité de la chlorine

vers son état singulet, suivi d’'une désactivation-radiative puisque n’'ont été observées ni
fluorescence, ni formation d’état triplet du BBQ6%Ieci a pour conséquence une inhibition

de la fluorescence et de la production d’oxygenguget du PS.

Le couplage entre le PS et les difféerents group&sm@@eptides et bras espaceurs) n’a
aucune incidence sur ses propriétés photophysigeesgs les propriétés physico-chimiques
sont affectées. En effet, les rendements quantigieesfluorescence et de production
d’'oxygéne singulet sont toujours de 0,3 et de 8spectivement dans I'éthanol, mais nous
avons observé une trés nette différence dans éetéae hydrophile des composés, avec des

temps de rétention par HPLC nettement différerdseya I'ajout des bras espaceurs.

Nous avons également démontré que le transferedj@au sein d’'un PMB est aussi
bien assuré aux petites (quatre acides aminésiixjgimndes distances (neuf acides aminés et
un bras espaceur de neuf atomes). Dans sa struntagge, le PMB a une diminution du
rendement quantique de production d’'oxygéne sitguaerapport a la chlorine seule de 77%
a 100%. Néanmoins, nous avons observé que la ullitransfert d’énergie est dépendante
de la distance entre le PS etdeencher caractéristique des transferts d’énergie de type
FRET, les PMBs produisant le moins d’oxygene siegéatant ceux qui comportent le lien le
plus court. Des analyses plus poussées concemdrditement des déclins de fluorescence
des PMB restent encore a faire. En effet, nous atservé des déclins complexes pour les
molécules les plus longues; ces déclins semblémt éomposés d'une partie courte
« appartenant » au PMB et d’'une autre partie cporeant a I'expression de la chlorine
seule. Un traitement des données permettant dieasiahir completement de I'expression de
la chlorine dans le déclin obtenu permettrait unantification supplémentaire et plus précise
de la qualité du transfert d’énergie.

Cette étude a donc permis de prouver la faisallbtéassociation entre la TPC et le
BBQ650 comme couple donneur/accepteur pour des icaiphs en thérapie
photodynamique, la chlorine étant un PS caractgpaéun ®, élevé et le BBQ650 un
guencherefficace, inhibant totalement la production d'ozpg singulet a des distances

relativement courtes. Néanmoins, la stratégie ddage adoptée, visant a utiliser les
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gélatinases pour dégrader le lien peptidique unises deux fluorophores, n’a pas abouti ;
ceci est certainement di a la présence du PSeuftisur des études futures, il est & envisager
d’étudier le comportement biologique d’un PMB wgtiint d’autres PSs, comme la chlorine e6
ou le pyrophéophorbide, PSs utilisés par de nombgeoupes impliqués dans la PDT. Ceci
permettrait de plus de s’affranchir du facteur tant dans cette stratégie de synthese : la
guantité de PS. La chlorine monocarboxylique esth&tisée avec des rendements variables
et relativement faibles, ce qui est un frein aabd&ration de nombreux PMB en quantité
suffisante pour les analyses spectroscopiquesokigiues. Une modulation dans la nature
du lien peptidique est aussi a envisager afin derqio jouer sur les caractéristiques de vitesse
de clivage enzymatique, hydrophilie et réactivieél'dmine de la chaine latérale de la lysine
envers lequencher En effet, cette derniéere étape est égalementiabeucc’est elle qui
détermine le rendement final de la molécule. Lialééive envisagée dans cette these, a savoir
de permettre un couplage enzymatique entcpuncheret le résidu lysine ajouté au peptide,
permettrait une stratégie originale et potentielaimtres efficace et sélective. Un couplage
préalable entre lguencheret la lysine permettrait, aprés greffage sur dissstde résine, une

synthese entiere sur support solide.

La recherche vers de nouveaguenchersest également une tache importante ; des
composés faciles d’acces et efficaces représenteimtérét considérable pour les PMB ou
pour toute autre application visant a inhiber lesppétés photophysiques des PS. La nature
présente un énorme réservoir de molécules a &giantioxydantes ou acceptrices d’énergie.
Cette étude a permis un premier pas dans ce vastmige, mais des recherches plus
poussées pourraient conduire a I'élaboration deepd®Sfuenchergplus efficaces en terme

de transfert d’énergie et ainsi plus adaptées aelo@pement de nouveaux PMB.
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Annexes : Matériels, méthodes,

publication

Matériel

Produits chimigues

Les solvants et les réactifs ont été achetés ciffézemts fournisseurs (Novabiochem,
Accros, Merck, Invitrogen, SpectraPor, Carlo E®gma Aldrich).

Les solvants de qualité HPLC viennent de chez Sigwdaich et les solvants de

gualité spectroscopique proviennent de chez Calbla.E
Le BBQ650 a été acheté chez Berry & Associates.

Pour la chlorine, tous les réactifs et les solvaotst préalablement distillés : pyrrole,
benzaldehyde, pyridine, DCM.

Svynthése peptidigue sur support solide

Les synthéses de peptide sur support solide onefé¢étuées au LCPM sur un
synthétiseur automatique ResPepXL (Intavis AG)teatégie Fmoc.
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Propriétés photophysigues

Spectroscopie statique

Les spectres d’absorption ont été enregistrés suspectrophotométre UV-visible
Perkin-Elmer (Lambda 2). Les spectres de fluoreszeont été enregistrés sur un
spectrofluorimeétre SPEX Fluorolog-3 (Jobin-Yvonmjuéeé d’'un compartiment thermostaté a
25°C et d'une lampe Xénon 450 W. Tous les specinegté réalisés en utilisant des cuves en
guartz a quatre faces. Les rendements quantiquéaaitescence®r) ont été déterminés en

utilisant la tétraphénylporphyrine (TPP) comme méfiée o = 0,11 dans le toluéne).

Pour la détermination directe du rendement quaetige production d’oxygéene
singulet (P,) : I'excitation est produite par une lampe a agcxdnon basse pression (450 W)
et la détection a 1270 nm a été effectuée a I'dida monochromateur double réseau PTI
S/N 1565 et d’'un détecteur IR InGaAs, refroidi azbte liquide. Le Rose de Bengal a été
choisi comme référence en raison de son rendemganitique de production d’oxygene

singulet important dans I'éthanol (0,68).

La valeur de I'absorbance des échantillons a lguear d’'onde d’excitation est fixée

autour de 0,2 et les rendements quantiques santlésalgrace a I'équation suivante :

2
(D — (Dref x A’ef x I x n
A I ef nref

r

ou «® »est le rendement quantique, « A » I'absorbance, kihtensité de fluorescence ou
de luminescence de I'oxygene singulet et « n xdida de réfaction du solvant utilisé. « ref »

renvoie a la référence utilisée.

Spectroscopie dynamique

Les expériences réalisées en temps résolu ont ffgétuges en utilisant comme

systeme d’excitation une diode laser pulsée LDH-#36 (PicoQuant Gmbh) couplée a un
274



driver PDL 800-D (PicoQuant Gmbh) émettant a 408 nm (FWKMO ps, 1 MHz) et un
systeme de détection composée d'une photodiodeatarmhe SPCM-AQR-15 (H&)
couplée a un filtre interférentiel a 650 nm (+10)nire systeme d’acquisition est un module
PicoHarp 300 avec umuter 4 canaux PHR-800. Les déclins de fluorescenceesuegistrés
en utilisant la méthode de comptage de photon enigas données sont collectées jusqu’a
1000 coups dans le canal maximum, puis elles spalysees en utilisant le logiciel de
comptage de photon unique corrélé dans le tempSKPTC pour I'anglaiFime Correlated
Single Photon Countind-luoFit, basé sur une reconvolution itérativéisdnt I'algorithme de
Levensberg-Marquandt, permettant d’obtenir desilgrofulti-exponentiels (souvent un ou

deux dans notre cas).

Les expériences sont réalisées dans I'éthanol degcuves en quartz 4 faces pour les
produits purs et dans la DMF avec des cuves triairgs pour les expériences de FRET.

Les calculs théoriques de rayon de Forster ontéélésés en utilisant I'équation :

R, =0002{k’n"“®, J(1))s

ol « R » est le rayon de Forsterk&» est le facteur d’orientation pris & 2/3, « n plasdice
de réfraction de I'éthanol, pris a 1,3594 ebx» est le rendement quantique de fluorescence

du donneur. L'intégrale de recouvrement « J » alsuéee selon I'équation :
J = [Fo(A)ea(A)A*dA
0

ou «kp(A) » est I'emission de fluorescence du donneuea(X) » est le coefficient

d’extinction molaire de I'accepteur eA«> est la longueur d’onde.

L’instrumentation de l'absorption transitoire naeoonde est basée sur un laser
Nd:Yag solide (Surelite 11-10, Continuum) foncti@m a 10 Hz. Apres amplification, la
fréquence en sortie est doublée et triplée. Ce [ameat fournir des pulsations nanosecondes a
355 nm avec une énergie d’environ 160 mJ qui peatidilisée pour pomper un oscillateur
paramétrique optique (SL OPO, Continuum). Les pialsa nanoseconde sont alors délivrées
a une longueur modulable de 410 nm a 2200 nm eénerie réduite d’environ 6-7 mJ pour

exciter I'’échantillon.
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Le systeme d’analyse d’absorption transitoire (L& AppliedPhotophysics) utilise
une lampe a arc de xénon 150 W, un monochromatepern@-Turner et un
photomultiplicateur 5 étages (1P28). La réponséimigtrument est d’environ 20 ns utilisant
un enregistreurdigitizer) transitoire (Infinuum, Agilent). La longueur d’de d’observation
est indiguée dans chaque cas. Les expériencegéaisees dans I'éthanol sous bullement
d’air, d’argon ou de dioxygene. La valeur de I'alpgion des échantillons est ajusté entre 0,3
et 0,5 afin de s’affranchir des effets d’agfoenching

Linhibition de la fluorescence et de I'état tepldes molécules est calculée en utilisant
'équation de Stern-Volmer :

L_F
T F

=1+K[Q]=1+k,7,[Q]

ou «Tp» et «1 » sont les temps de vie des états excités resppwnt en absence et en
présence d’inhibiteur, « K » est la constantequenchingde Stern-Volmer, «g» est la

constante de quenching bimoléculaire et « [Q] slaesbncentration en inhibiteur. Dans le cas
des expériences en mesure de fluorescence staticfge; et « F » sont les intensités de

fluorescence respectivement en absence et en peed@mhibiteur.

Analyses

Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (R

Les spectres RMN ont été effectués a I'aide d’'unkBr 300 MHz par Olivier Fabre

du LCPM, au service commun de RMN.
Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les plaques CCM qui ont été employées sont a gsllide 60 F254 (Merck Chimie
S.A.S)).
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Purification par chromatographie liquide haute performance (HPLC)

Les séparations par HPLC ont été effectuées suHBRW& préparative Varian ProStar
PrepStar 218 en phase inverse, colonag &£um, 250 x 21,2 mm, (Varian Pursuit). La
détection est assurée a la fois par un détectefluai®scence ProStar 363 et une barrette de
diode ProStar 335.

Analyse par HPLC couplée a la spectrométrie de masgLC-MS)

Les analyses LC-MS ont été faites au LCPM par NwehiAchard a I'aide d'un
systeme Shimadzu composé d’un module de chromatioigriquide haute-performance LC-
20AB, un module 241 de détection par barrette ddedSPD-M20A et d’un spectrometre de
masse LCMS 2010-EV. La source d’ionisation emploggteune source ESElectron Spray

lonization).
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Méthodes

Synthese chimigue (les synthéses des photosensibilisateurs, des

conjugqués et des PMBs sont décrits dans la puimicht

Synthése du caroténoide

Synthése du Bromure de 4-carbométhoxybenzyl-tripfi@hosphonium :

O

Br OMe
+
(Ph);P

Dans un tricol inerté sous;Mt surmonté d’un réfrigérant, 2,06 g de métimromo-
p-toluate (8,74 mmol) et 2,30 g de triphénylphosph(i®,74 mmol) sont dilués dans 100 mL
de toluene sec et porté a reflux durant 2 h. Api@goir laissé refroidir, le mélange
réactionnel est filtré sur fritté sous vide en lavavec du toluéne et on récupére un solide
blanc. Le produit est obtenu avec 62% de rendemidnRMN (300 MHz, CDG)) : 5(ppm)
3,90 (s, 3H,CH, 5,71 (d, 2 H, CH), 7,20-8,00 (m, 4 H, K,).

Synthése du 7’-Apo-7’-(4-carbométhoxyphényfearotene :

Dans un tricol inerté sous,Net équipé d'un réfrigérant, on place 1 g de 8'-8po

caroténal (2,4 mmol), 50 mL de DMSO, 1,4 g de brmmde 4-carbométhoxybenzyl-
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triphénylphosphonium (2,9 mmol) et 0,17 de NaOM@& (@mol). La suspension est chauffée
a 80°C sous N Apres 16 h, une quantité supplémentaire de bremde 4-
carbométhoxybenzyl-triphénylphosphonium (1,18 @, &ymol) et de NaOMe (0,13 g, 2,4
mmol) sont ajoutés et le mélange réactionnel estadweau agité a 80°C pendant 16 h. Le
mélange réactionnel est jeté dans 800 mL de diétingt. La phase organique est lavée 6 fois
avec 150 mL d’eau pour enlever le DMSO, puis séshiéd1gSQ, concentrée sous vide pour
fournir le produit pur sous forme d’'une poudre géerouge apres recristallisation dans un
mélange DCM/méthanol. Le produit est obtenu avecemement de 85%H_RMN (300
MHz, CDCB) : &(ppm) 1,03 (s, 6 H, C¥), 1,10-1,80 (m, 6 H, C}), 1,72 (s, 3 H, Ch), 1,98

(s, 9 H, CH), 2,06 (s, 3 H, Ck, 6,10-7,00 (m, 14 H, }hy), 7,05 et 8,05 (d, 4 H, ).

Synthese du 7’-Apo-7’-(4-carboxyf-carotene

Dans un réacteur de Schlenk inerté sousaN’'abri de la lumiére, 110 mg de I'ester
précédemment synthétisé (0,2 mmol) est dissous HamsL d’'un mélange THF/MeOH 3:1.
2 mL d’'une solution aqueuse de KOH 10% sont ajoetds mélange réactionnel est placé et
agité pendant 18 h a température ambiante. 10 onh félange chloroforme/eau (pH 1-2) est
ajouté. La phase aqueuse est extraite au chlorefarsgu’a extraction compléte du caroténe.
Les phases organiques combinées sont séchées £@;Mt) concentrées sous vide pour
fournir le produit pur sous forme d’'une poudre buge orangée-rouge apres recristallisation

dans un mélange DCM/éther de pétrole.

En raison de son caractére huileux, il n'est pdssib de calculer un rendement de

synthese, ni d’effectuer une RMN.
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Synthese de couplage enzymatique :

Dans un microréacteur muni d’un capuchon et iseléadumiére, de la Boc-Lys-OH,
du 7’-Apo-7’-(4-carbométhoxyphényf}-caroténe et I'enzyme immobilisée sur bille denési
sont introduits et dissous dans un solvant (acétbioa acetonitrile). Les quantités de chaque

réactif sont indiquées dans le tableau au chalpitre

Le mélange est agité a 50°C a l'aide d’'un barreagmétique. Des échantillons sont
prélevés chaque jour pendant une semaine et anaylséfois par CCM avec comme solvant
d’élution : butanol/acide acétique/eau [60:20:20par MS électrospray. Aprés 4 jours, les

échantillons sont étudiés par CCM et réveélés anlayarine.

Aucun produit de réaction n’est détecté par cehous.

Propriétés biologigues

Avant chaque étude de clivage enzymatique, la pryrae MMP-2 a été activée avec
du 4-aminophénylmercuric acéta(@MPA) pendant 3h a 37°C, et l'activité enzymagqiles
MMP-2 et 9 a été confirmée au préalable par lepaci#é a cliver le substrat fluorogénique
(7-Méthoxycoumarin-4-yl)acétyl-PLGL-N-3-(2,4-Dinitphényl)-L-2,3-diaminopropionyl-
AR-NH; [Mca-PLGL-Dpa-AR-NH] selon les recommandations du fournisseur (R&D
Systems). Le tampon utilisé pour ces tests de gdiveontient 50 mM de Tris, 10 mM de
CaCb, 150 mM de NaCl, 0,05% de Brij 35, pH 5,5 et afété a travers une membrane de
0,2 um de pores. Pour les études d'incubatiorgdegpposésa, 8b, 9b, 10b et11b (se référer
a la publication pour la notation), ainsi que Igtme H-GPLGIAGQK-OH ont d’abord été

dissous dans le DMSO, puis dilués dans le tampon.

Etudes de l'incubation des échantillons 8b, 9b, 1akb et H-GPLGIAGQK-OH
Pour chaque composé, 10 ou 50 uM de I'échantillétéancubé avec ou sans 1,5 nM
de MMP-2 activée\(v) pendant une ou deux heures a 37°C. De la mémeraat0 ou 50
MM des échantillon8b, 10b, 11b ou H-GPLGIAGQK-OH a été incubé avec ou sans 1,2 nM
de MMP-2 activée\(.v) pendant une ou deux heures a 37°C. De plus,0Ou5100 uM de
I'échantillon 8b a été incubé avec ou sans une concentration étbvddMP-2 activée (10
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nM) pour 1 h, 1 h 30 min, 2 h, 4 h ou 8 h a 37°Q0 uM de I'échantillorilOb a également
été incubé avec des concentrations croissantesviie-8activée (1,5, 3, 6, 12, 20 ou 40 nM)
pour une ou deux heures a 37°C. Aprés chaque gédtidcubation, la fluorescence de la
solution contenant les compos&bk, 9b, 10b ou 11b a été vérifiée par spectroscopie de
fluorescence a une longueur d’'onde d’excitatiod e nm et d’émission entre 415 nm et 800
nm. La chromatographie liquide couplée a la specbpie de masse haute résolution (LC-
HRMS) a été effectuée avec un systéme Bruker mit@@ruker Daltonik GmbH, Bremen,
Allemagne) pour lI'analyse du peptide H-GPLGIAGQK-Qd¥A solution et les produits de

clivage respectifs.

Etudes de l'incubation de 8a avec la MMP-2 activée

50 ou 100 pM du composta (100 pL) a été incubé en présence ou en absence de
nM de MMP-2 activéev) pendant 1 h, 1,5 h, 2 h, 5h ou 16 h a 37°C. Ajechaemps
d’incubation, un échantillon de 50 pL a été analyaedétection de fluorescence en utilisant
une HPLC en phase inverse par élution isocratigae méthanol/eau (95:5) a 1 mL/min.
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ABSTRACT

Photodynamic therapy (PDT) is a cancer treatmerdatity involving the combination of
light, a photosensitizer (PS) and molecular oxygehjch results in the production of
cytotoxic reactive oxygen species (ROS). Singlgigex (O.) is one of the most important of
these ROS. Because the lifetime and diffusiodt@f is very limited, a controllable singlet
oxygen generation with high selectivity and localian would lead to more efficient and
reliable PDT. The lack of selective accumulationtted PS within tumour tissue is a major
problem in PDT. Targeted PDT would offer the adeget to enhance photodynamic
efficiency by directly targeting diseased cellstissues. Many attempts have been made to
either selectively deliver light to diseased tissoe increase the uptake of the photoactive
compounds by the target cells. The review will syrthe literature regarding the multi-level
control of 'O, production for PDT applications. The mechanismsR@S formation are
described. The different strategies leading toetzg formation ofO, are developed. Some
activatable PDT agents have been based on enemggfdér between PS by control of the
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aggregation/disaggregation. The concept of molecdleacon based on quenching—
dequenching upon protease cleavage is capableeofsprcontrol ofO, by responding to
specific cancer-associated biomarkers.

1. INTRODUCTION

Photodynamic therapy (PDT) is an innovative mogdbrt the treatment of localized tumours
as an alternative or adjuvant to classical thempgich as radiotherapy, surgery and
chemotherapy; several non-oncological applicatemesalso emerging for the treatment of a
variety of dermatological, ophthalmic, cardiovasecuhnd infective diseases [1]. PDT relies
on the selective uptake of a photosensitizing maéem a tumour relative to the surrounding
normal parenchyma followed by exposure to the gmute wavelength of light to activate
the PS [2]. When activated by light irradiationg tRS interacts with molecular oxygen to
produce various reactive oxygen species (ROS)dbsatroy the cells. Among these ROS, a
cytotoxic, short-lived species known as singlet gery {O,) represents the primary
photochemical active factor in PDT [1]. The lifeinof 'O, in the cytoplasm is very low
(1.10" s) and limits its diffusion range in cellular mad{around 20 nm) [3]. As a
consequence, the intracellular localization of &determines the site of damage. Moreover,
it has been demonstrated that 102 luminescenadated to treatment responsevitro and

in vivo [4-6]. These results suggest that by controlling tfhotosensitized production of
oxygen, the selectivity of the damage will be immd and thus, the eradication of the tumour
more accurate.

It is important to make a real distinction betwesglective accumulation and selective
retention. Indeed, the tumour site localizing apitif the PS with the faster pharmacokinetics
is probably due to selective accumulation in thedur tissue, while the localization of PS
with slower acting pharmacokinetics is more likdlye to selective retention. In the selective
accumulation model it is thought that the increagastular permeability to macromolecules
typical of tumour neovasculature is chiefly respblesfor the preferential extravasation of
the PS. The selective retention of PS in tumourldees the subject of much discussion and
speculation. One is that tumours have poorly dewexlolymphatic drainage, and that
macromolecules, which extravasate from the hyperpable tumour neovasculature, are

retained in the extravascular space. Another ireslthe macrophages, which infiltrate solid
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tumours to varying extents. Another theory suggestat the low pH commonly found in
tumours has the effect of trapping some of the raoi®S, which are ionized at normal
physiological pH [7]. When the tumour grows beydhd limits of simple oxygen diffusion,
an intratumoural hypoxic state is generated. Tlyhiscose is partially metabolised by an
anaerobic pathway with formation of lactic acid @his rejected by the cells. The interstitial
liquid in tumours is therefore more acidic thanniormal tissues, with a difference that can
attain 0.6 pH [8].Via acid-base balance, the lipophilic characteristid?&f with carboxylic
groups such as Photofrin® is increased, improvimgrtincorporation in tumour cells by
diffusion through the cytoplasmic membrane [9]. Hwer, this passive targeting allows only
a limited selectivity for PS accumulation. Activardeting of markers over-expressed by
tumour cells themselves [10] represents an obviopsovement. Several new strategies have
emerged to improve the performances of PDT agewctading conjugation with monoclonal
antibodies [11, 12], epidermal growth factor [1f3¢ptides [14], carbohydrates [15, 16], folic
acid [17, 18] or hydrophilic polymers for selectidelivery of the agents into tumour tissues.
Targeting strategies improving PS selectivity fombur vasculature is also of great interest. A
first approach has been used by Kurohahal. [19] and suppressed tumour growth more
efficiently than conventional PDT. The second médthavolves the use of “vascular-
targeting” agents that aim at destroying the neavasure already formed, and which have to
be distinguished from anti-angiogenic agents actingthe angiogenic process itself. One
targeting strategy links a type Il receptor to wéac endothelial growth factor and its
coreceptor neuropilin-1 (NRP-1) [20-23]. It is knowthat endothelial cells that make up the
tumoural neo-vascularisation, as well as certaimceeous cells, overexpress integaops.
This transmembranar glycoprotein can link itselptoteins of the extracellular matvia the
tripeptide H-Arg-Gly-Asp-OH. Synthesizing PS withese linear or cyclic motifs has also
been considered [24, 25].

The second approach to increase the selectivityeizontrol of light delivery into the tissue.
It proves to be especially challenging in certalimical scenarios (e.g. cancer in pelvic,
abdominal or thoracic cavities) and can lead tosmmrable secondary damage of healthy
tissue structures within the irradiated area. Ttkcjous use of advanced optical fibers is of
great interest and researches are under way ononew as well as applicators for cavities
such as uterus and the oesophagus. For exampledifiesers with thin outer diameter and

long length [26] or new flexible luminous textilesing plastic optical fibers as a light
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distributor for complex surface topologies [27] bBabeen recently proposed. Another
relatively recent development is two-photon PDT][ZBhe PS in its ground state, after
exposure to a short pulse of near-infrared light absorb simultaneously two photons. The
advantages are that in the part of the spectruergthre less absorption of the tissue, and
scattering, leading to a better penetration ofligjig. Moreover the quadratic dependence of
the two-photon absorption probability leads to atish confinement of the PDT effect [29]
Two-photon activation of a number of photodynangeras has been reported, including m-
THPC [30, 31], 5-ALA [32], Photofrin® and visudyng83]. Porphyrins are centro-
symmetrical molecules and have low two-photon giismr cross sections. This is especially
true for PpIX (10 GM) and benzoporphyrin (50 GM¥]3For that reason, some teams
develop new PS with higher two-photon absorptiassrsections (see for example [35-40]).
Experimentsin vivo have been performed [33, 41, 42]. A recent revi@scdbed all the
recent advances in two-photon PDT [43].

Passive and active targeting strategies have biemmsto enhance the specific delivery of PS
to the site of disease. Nevertheless, limited tunsmlectivity of PDT agents has remained
major obstacles. None of these strategies hasoldidet development of a clinically relevant
compound and controlling the PS ability to prodi©g or others ROS is still a challenge. In
the current review, we describe the different stgegs that could lead to a precise control of
'0, formation. In a first part, the mechanisms of R@@mation, energy transfer and
guenching will be resumed. In a second part, wedescribe the different strategies that have
been used to contrdD, formation: Activatable PDT agents have been dewsldpat respond
to pH and to nanoparticle delivery as well as basednergy transfer between PS by the
control of the aggregation/disaggregation trouglk tmse of specific cancer-associated

biomarkers.

1. ROS, ENERGY TRANFER AND QUENCHING
1.1 Photosensitization mechanisms

1.1.1 Light-induced generation of active species

An overview of the photophysical and photochemmatnts arising upon of absorption of
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light by a photosensitizer (PS) is depicted in Fig.
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Fig. (1). Jablonki diagram for ROS generation (VR: Vibratiomelaxation; IC: internal

conversion; ISC: intersystem crossing)

The left part of the figure known as the Jablordikigram is not specific to PS. With few
exceptions, the lower energy state - the grouni# staf organic molecules is a singlet state
(So) characterized by a multiplicity of 1, i.e. withalance of all the electronic spins. The
electrons are paired in the orbitals of lowest gnetJpon absorption of a photon of
appropriate wavelength, the molecule is excitedheut change of multiplicity, to some
vibrational level of one of the higher energy s$af8, S, ...). Vibrational relaxation (VR)
and internal conversion (IC) within 1®to 10" s lead the molecule to the first excited singlet
state (9). This state possesses a longer lifetime, of tleroof 10° s for the molecules
considered in this review. It can deactivate toghmund state by IC or through the emission
of fluorescence. All these processes do not invakange in multiplicity and are “spin
allowed”. Another type of excited states is comstit! by triplet states. They are characterized
by an overall spin of 1 (multiplicity of 3), twoedtrons in different orbitals possessing the
same spin. Transitions from the ground stateo3riplet states are “spin forbidden”. The same
should be true for excited singlet states, buttegcsinglet and triplet states may possess
isoenergetic levels. Then, triplet states can hmuladed from the corresponding singlet states
with a certain probability owing to spin-orbit cdimyg. For PS, this intersystem crossing

(ISC) process is prominent and the quantum yietdHe first excited triplet state (). which
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ultimately results from ISC, IC and VR, usually gas between 0.7 and 0.9 in solution. The
first excited triplet state lifetime is much longaan that of S1. In deoxygenated solutions, it
can reach 16— 10° s when not quenched.

Due to its relatively long lifetime, the;Tstate can be at the origin of various chemical
reactions. In type | processes, the PS underg@esr@h or hydrogen atom transfer to (or
abstraction from) biomolecules (or eventually exages molecules) in its vicinity leading to
a radical pair. Depending on the direction of thehange, the PS is either reduced or
oxidized and the biomolecule oxidized or reducexyg@n may intervene in a second step by
combining with radicals to form reactive oxyradgdt can be also reduced by the PS radical
anion to the superoxide anion, OAlternatively, in type Il reactions, the PS tdpkransfers

its energy to molecular oxygen, to form excit@. This process is spin-allowed because the
molecular oxygen ground state is a triplet. Digdectron transfer from the, Btate to oxygen
leading to the superoxide anion and the PS radatbn may also occur. Based on the fact
that oxygen is primarily involved, this reactionshaeen ranked among type Il processes [44]
although it appears preferable to consider it Bgea | process and keep the type Il definition
for energy transfer [45]. It is worth noting thateegy transfer processes are characterized by
an unique property: the PS returns to its grouatésind is able to collect light again. Oxygen
being involved in most of these processes, the comterm “reactive oxygen species (ROS)”
is generally retained for all the species formadmust be pointed out that in type Il
mechanism, oxygen intervenes in the initial steplevits action is delayed in type I
mechanism. As a consequence these processes Hésrendi requirements on oxygen
concentration. When oxygen concentration is lowepibtosensitization may switch from
type Il to type | mechanisms [46].

1.1.2 Energy consideration

Energy requirements for these two types of mechaghould be also considered. The lower
excited statéAg of 'O, is 94 kJ/mole above that of the ground state, vhimresponds to the
characteristic weak emission of this species aDX##. As a minimum, the energy of the PS
triplet state (k) should match this value in order to allow enetigysfer [47]. As shown in
Fig. (1), energy is lost upon ISC and VR, whichegia lower limit to the energy of the S
state, i.e. the higher limit for the wavelengthtlod last absorption band in the red. This limit
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has been estimated to be around 800-850 nm fazldéisses of PS used in PDT. In the lowest
energy excited state, one electron of the high@umed molecular orbital (HOMO) is
promoted to the lowest unoccupied molecular oriflteIMO). A lower energy is required to
drive this electron to the zero energy level, whitakes the excited PS more reducing. In the
reverse way, the vacancy in the HOMO created byettwtation makes it possible to gain
more energy when an electron is added to this arbiaking the PS more oxidizing. The
redox potentials (§ of the excited state can be calculated from tireesponding values for
the ground state (P) and the energy of the firsited state. Considering the triplet state, we

have:

Eo (*T4/P?) = B (P/P°) + Ey, for the PS acting as an oxidizing agent
Eo (*T/P%) = K& (P/P?) — Er, for the PS acting as a reducing agegtaid | are expressed

in volt and eV/mol. The oxidation is more pertinémbiological damages [48].

The expression of H*T1/P°) as the sum of &P/P°) and & suggests that molecules with
absorption less shifted to the red would be bditpe | PS. Hence, the higher wavelength

limit for type Il and type | processes is likelylte significantly different.
1.1.3 Biological targets

Various biological components can be the targéOef Attack of unsaturated fatty acids is a
major cause of biological membrane degradation .[A&rious amino acids including
histidine, tryptophan, methionine, cysteine aralizdd by'O, leading to protein damages as
reviewed elsewhere [50]. Among nucleic acid bagesnine is the most reactive [51]. For
oxidative type | mechanisms, the potential EOy(PF) should be higher than the one-electron
oxidation potential of the target. However, thectem could be driven to some extend by
further reactions of the oxidized target, whichegvsome flexibility to this rule. As expected,
the reactivity of amino acids and nucleic basesglmted to redox potential differences, which
constitute the driving force of the reaction. Hoeewsome steric or/and electrostatic effects
could come into play in agreement with the fact #actron exchange involves close contact
between the PS and its target [52].
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1.1.4 ROS lifetime and photodamage quantum yields

As pointed out in the introduction, tH6, lifetime and diffusion through the space is very
limited in a biological environment. In addition ¢hemical reaction with various substrates,
0, can be physically deactivated through vibraticc@ipling involving adjacent molecules
[53]. Hence, the effective photodamage quantundgigb4] (proportion of photodamages per
absorbed photon) are low even in the absence offgpguencher as discussed below. Energy
dissipation also occurs in type | mechanism throelgictron back transfer. A quantum yield
as low as 18 was determined for damages to guanines in expetimeith a PS conjugated
to an oligonucleotide targeted to a complementargiaic strand [55]. Hopefully, these low
guantum vyields are balanced by the ability of tiset® undergo many excitation cycles. The
superoxide anion produced as mentioned above daaterthe formation of several oxidative
species such as,B8, and the hydroxyl radical OHvia the Haber-Weiss reaction. The OH
radical is the most reactive ROS. The overall meigma of photosensitization is discussed in
a comprehensive review by Ochsner [56].

1.1.5 Modulation of the generation of ROS

One can figure out from Fig. (1) that the generattd ROS can be modulated in several
ways. As there is little possibility to modulateetbroduction of ROS to upper values, the
objective is more their reduction except at thedumocus. First, the PS excited states can be
physically quenched. This process can be due taggB8gation or through conjugation of the
PS with an energy acceptor molecule. This choiocsisl for type | or Il mechanisms. The
specific deactivation of ROS is more difficult tchéeve. Indeed, the process should not
involve chemical degradation of the quencher ireotd take into account the possibility for
the PS to undergo many excitation cycles. An elegatution to this problem is found by
coupling PS with carotenoids, which not only quetieh PS excited states but also physically
quench*O, with a very high efficiency [57]. The various s&gies developed to quench ROS
and to allow their production in the specific eoviment of tumours are detailed in the

following.

1.2 Quenchers
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Several quenchers are described in the literammeng them, carotenoids and black-hole
guenchers are the most widely used in PDT. Caratenwere the very first ones to be
described according to their wide range of apgbeatn the nature; they play an important
role in biological systems. Carotenoids can be fbas pro-vitamin A, antioxidant in animals
and as a pigment and photoprotective agent in timogynthetic system of plants [58, 59].
Indeed, chlorophyll is among the most effective s#terers for dye-sensitized
photooxygenations of organic substrates. Photostictiorganisms, however, are protected
from the lethal effects of their own chlorophyll marotenoids; mutants lacking certain
carotenoids are readily killed by light and oxygearotenoids also protect organisms against
the effects of exogenous PS such as methylene Bheemechanism of this protective action
has not been established, although it is known daabtenes quench triplet sensitizers
efficiently [60]. These important biofunctions chge rationally adapted to PDT considering
the ability of carotenoids to quench the tripleatstof many porphyrin-based molecules
(chlorophyll for instance), inhibiting the produmti of harmful'O, and to directly scavenge
'0,, protecting the photosynthetic apparatus [61, B&bility to absorb light around 500 nm
and to transfer this excitation energy to the dapbryll or quench the chlorophyll
fluorescence (depending on the energy of the dimgtes of chlorophyll and that particular
carotenoid) [63] makes it remarkable for its praitat function ; it also acts as antioxidants,
guenching radical species that could potentialpctavith various biomolecules [58]. Both
the number of conjugated double bonds in carotenfid], and the PS-carotenoid distance
dictate the ability of carotenoid to quench thpléi state of the PS, scaveri@®, and quench
PS fluorescence [63] and can therefore be fineetdoe different purposes. Carotenoids are
therefore perfect candidates for a biocompatibke efficient quencher of P8, production
and this concept was already explored using a@aoad analogue covalently boundn®se
tetraphenyl-substituted porphyrins [65]. Considgrihat PS singlet state quenching (also
called fluorescence quenching) has an influencsigiet oxygen production due to the fact
that triplet state results from Internal Conversi@ee above) from singlet state of one
molecule, one can assume that luminescence cafidoted. Further studies have been done
by Lovell et al [66] showing that there is a relevant correlatimiween fluorescence and
luminescence quenching. Thus some fluorescencechaenhave been used to inhibit singlet
oxygen generation, particularly “Black Hole QuenciBé (BHQ3) which showed the best
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efficiency.

Other compounds have been studied for their phggipal properties, and can be eitfiép
scavengers via chemical quenching) such as natural antioxidantxoftherols [67],
thioredoxin [68]), synthetic antioxidants (e.g. Mg conjugated stilbene quinones,
azomethine dyes, amines like DABCO (1,4-diazabamjyP.2]octane) and lidocaine [69], or
physical quenchersvig physical quenching) such as metal complexes (owttoth the Ni
() chelates are the best quenchers, but not bpedible [70]). Using the chemical
quenching properties of scavengers, some ROS ari@orchemical probes have been
developed in order to monitor the production ofsihaactive species. Such probes react
chemically with oxidative species which affectsithghotophysical properties that can be
monitored. For example, disodium 9,10-anthracenmegdipnic acid (ADPA) [71] and 9,10
anthracenediyl-bis-(methylene)dimalonic acid (ABDI¥2] are water-soluble anthracenes
used as chemical probes to meast®g production by photosensitization. By monitoring
changes in fluorescence spectra of those chemiocalep,'O, produced can be quantified.
Another way to monitofO, production is the use of the mix N,N dimethyl-4rosoaniline
(RNO) and imidazole that behave as a specific cbamirap of 'O, [73]. 1,3
diphenylisobenzofuran (DPBF) is also a chemicabprtor oxidative species production but
is not specific tdO,. Indeed, Ohyashiket al. showed that @ also reacts with DPBF [74]
but with 'O, produced chemically as well [75]. We can also aitommercial chemical probe

for YO, Singlet Oxygen Sensor Green Reagent sold byrtgen.

2 REGULATION OF SINGLET OXYGEN GENERATION

2.1 Passive targeting of the singlet oxygen formain

The biological activity of prodrugs for passive gating drug delivery depends on the
anatomical characteristics of tumour tissues antherphysicochemical properties of the drug
conjugate in biological systems. Some works haveduthe biological environment of
tumours to passively target PDT agents, i.e. withasing the tumour-specific protease

activity.

2.1.1 Using the acidic pH of the tumour
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The lower pH of the interstitial fluid of tumours likely to play a role in the passive retention
of some PS, as those bearing carboxylic chaingelahdthe interstitial fluid of tumours cancer
cells have an acidic pH (6.5 — 6.8) whereas theaegtlular pH of healthy cells have is
slightly alkaline [76-81]. Lower pH brings on theutralisation of these chains favouring
their interactions with lipid membranes. By usingembrane models systems, it was
demonstrated that a pH gradient mimicking that tbhatween the extracellular space and the
intracellular value for tumour cells strongly a@eltes the transfer from the lipid hemi leaflet
facing the acidic phase to the other hemi leaf8&, [83]. Consistent data obtained with
carboxylic PS on cultured cells [82, 84] and ansnf85] have confirmed this effect.
Activatable PDT agents have been developed thgionesto pH. McDonnelket al. [76]
described a series of supramolecular photonic peertac agent analogues with pH-responsive
amine receptors that could prodd@ in response to one exogenous stimulus (light)arel
endogenous stimulus e.g. the microenvironment p#l (B)). In solution, all the compounds
presented a significant enhancl@, generation in acidic conditions. Moreover, tH@,
generation can be switched off by removing the acildstrate. In MRC5-SV40 transformed
fibroblast cell line, one of the compounds has aif maximal inhibitory concentration
(EC50) value as low as 5.8 nM.

Fig. (2). Schematic diagram of pH-mediated PDT strategy.

2.1.2 Controlling of the aggregation/disaggregatiarfi the PS

It has been shown that aggregation changes thepinsical properties of porphyrin,

chlorin and phthalocyanine PS. Indeed, aggregadimortens the triplet-state lifetime and
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decreases the singlet oxygen quantum yield bypdtisig energy through internal conversion
[86-90]. This property has been used by differeairts to target singlet oxygen formation:
aggregated PS are non toxic and become phototden neleased in their monomeric form.
McCarthy et al. [91] showed that some aggregated PS loaded in dpiadable
nanoparticles are stable and non-phototoxic upatesyic administration. Upon cellular
internalization, the PS is released from the nartmb@ and becomes highly phototoxic. They
hypothesized that nanopatrticles could be designetich a manner that the excited states of
the PS would be quenched and thus be used asieatacie PDT nanoagent with improved
therapeutic properties. For their study, they used different PS, a chlorinmese
tetraphenylporpholactol and a porphymnmesetetraphenylporphyrin which are encapsulated
in 50:50 poly(lactic-co-glycolic) and polylactic ids nanoparticles. The UV-vis absorption
spectra (Soret band splitting in two) of the twifedent nanoparticles indicate the presence of
aggregates within the particles. The intensityhef luorescence emission from the PS within
the nanoparticle is significantly lower than thatits free state, as is expected for aggregates.
Only mesetetraphenylporpholactol loaded nanoparticles, wilispersed in acetone or 0.5%
lipid solution, showed an increasing fluorescerthigg to the release of non-aggregated PS.
They do not observed this for nanoparticles coimgimesetetraphenylporphyrin, due to the
polarity difference of those two PS. Over the tiomarse of the experiment (360 min), the
fluorescence intensity increased 8-fold, correspundio the release of 20% of the
encapsulatethesetetraphenylporpholactol. This specific lipid-indutrelease ahese- 16 -
tetraphenylporpholactol was also observed when l@iblgstoma, B16 melanoma, and BT
breast carcinoma cells were incubated with nanmiest containing mese
tetraphenylporpholactol. This fact was confirmedfloprescence microscopy, showing clear
intracellular accumulation of those nanoparticlgsesumably in lysosomes [92]. The
photodynamic efficacy ofmesetetraphenylporpholactol nanoparticles ([NPs] =i\) in
cells irradiated after incubation for 16 h was canegl to that of cells that were treated under
the same conditions immediately prior to irradiatiorhe phototoxicity caused by the
noninternalized nanoparticles is minimal (9% ce#lath), in contrast to the effect of
internalized nanoparticles (95% cell death). Aseexed, no effect was observed whease
tetraphenylporphyrin nanoparticles were incubatéti wells for 16 h. This work shows that
cellular mechanisms can control photodynamic effeslevertheless, the main drawback is
that the degradation of the polymeric shell is spécific of cancer cells or other targeted
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cells.
Other teams have developed smart and complex metethat can be activated in the

presence of enzymes that are specific to cancks; a@nour medium or metastatic activity.

2.1.3 PS-PS quenching and proteases—active targetin

Proteases are responsible for enzymatic cleavageemide bonds [93], which is a
basic requirement for completion of diverse biotadjiprocesses. Examples of contributions
made by proteases can be found in the processipgectirsors related to the synthesis of
collagen, immune functions, development and apaptdse proteolytic activity of proteases
must be controlled to avoid inappropriate degraaatf proteins. Imbalance in regulation of
proteolytic activity was described in a wide ramgjediseases, including cancer, rheumatoid
arthritis and osteoarthritis [94].

Proteases selectively hydrolyze a peptide bond polgpeptide. Depending on the
position of the peptide bond, proteases are rafetweas exopeptidases or endopeptidases
(Figure 3). Exopeptidases specifically cleave gabst at the amino-terminal or carboxyl-
terminal termini of polypeptides, and therefore t@nsubdivided into aminopeptidases and
carboxypeptidases. Endopeptidases (also calleckipasies) break peptide bonds in the
middle of the molecule. They can be subclassifi@seld on their catalytic mechanism, which
is related to the chemical group involved in theogess of hydrolysis. There are
approximately 560 human and 640 mouse proteasashwbn the basis of their catalytic
mechanism, can be subdivided into five distincesds: the aspartic-, cysteine-, threonine-,
serine- and metallo- proteinases (Fig. (3)) [95pt@ases have long been considered ideal
therapeutic targets in many disease indicationsl#invg excessive proteolysis, including
cancer. Indeed, increases in protease expressiractivity have been reported in many

human cancers [96-98].

Proteases

Endopeptidases Exopeptidases
Intracellular Extracellular
Aspartic Cysteine Threonine Serine Metalloproteinases

proteinases proteinases  proteinases

proteinases
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Fig. (3). Summary of different proteases.

Moreover, tumour-associated proteases are knowfurtction at multiple steps of
tumour progression, affecting tumour establishmergrowth, neovascularization,
intravasation, extravasation, and metastasis. thdgaroteolytic degradation of the
extracellular matrix is crucial for cancer develant invasion and metastasis, all of them
associated with increased activities of severdeiht protease families [96, 99]. Prior
reports have shown that several proteaseg. €athepsins and matrix metalloproteinases,
MMPs) are up-regulated in many cancer types [1()-Hhd potentially, these tumour-
associated proteases could act as activators girtihease-mediated PDT agent.

Of particular interest in this context is the egafiular serine proteinase, urokinase
plasminogen activator (uPA), which generates plasfnom the extracellular zymogen
plasminogen [103]. Besides facilitating cancer amligration and invasion through the
extracellular matrix by plasmin activation, uPAa|garticipates in directed tissue remodeling
processes like angiogenesis, stimulation of fikasblproliferation or extracellular matrix
protein synthesis. Overexpression of uPA has beand in a number of epithelial cancers
including breast [104, 105], colon [106], prostHte7], ovarian [108] or cervical carcinomas
[109]. In this context, uPA as well as other preg=ahave raised interest not only as targets
for small molecule inhibitors [110] but were alstentified as candidates for controlled drug
deliveryin vivo, by exploiting their increased activity for thde@se of anticancer agents or
cytotoxins from protease-sensitive prodrugs inbisif111].

Fibroblast activation protein (FAP), which is alcgirface glycoprotein belonging to
the serine proteinase family, is a protease highlyressed on cancer-associated fibroblasts
(over 90%) of human epithelial carcinomas but nohormal fibroblasts, normal tissues, and
cancer cells. FAP exhibits both gelatinase andagelhase activities capable of degrading
gelatin and unwound or denatured type | collagspeetively [112-114].

MMPs are tumour promoting enzyme playing an impurtale in angiogenesis [115-
117] and thus are potential interesting targetDi AMMPs are well known for their ability to
cleave components of the extracellular matrix, thety also cleave other proteinases, latent
growth factors and growth factor binding proteichiemotactic molecules, cell surface
receptors and cell-cell adhesion molecules. Theyckssified into at least five main groups
according to their substrate specificity, primaryrusture and cellular localization
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(collagenases, gelatinases, stromelysins, the lysitis and membrane-type MMPs). MMPs
are also regulated by tissue inhibitors of metabtioginases (TIMPSs). It is likely that distinct

MMPs play a role at different stages of tumour demament; a growing number of studies
provide strong evidence that MMP-2 (gelatinase-AJ MMP-9 play important roles in the

process of tumour growth and angiogenesis, makiegtinteresting targets to trigger tumour
environment. In addition, gelatinases are respdmdir the final degradation of collagens
after initial cleavage by collagenases.

Consequently, protease-sensitive macromoleculadrpgs have attracted interest for
bio-responsive drug delivery to sites with up-reged proteolytic activities. Among them,
proteases are of a great interest because of uh&ue ability to cleave selectively amide
bonds in peptides. Prodrugs activated by proteasesnot recent but applied to PDT,
proteases become attractive biological triggeidriry development to contr&D, production;
many strategies emerged from protease targetimgpnwert pharmacological inert prodrug
into active pharmacophore when activatediivo [118]. Before being an interesting field in
PDT, protease activity has been used for bio-in@fid9-121].

Based on the observation that aggregated PS exhihiced'O, generation, Choét
al. [122] coupled multiple chlorin e6 (Ce6) PS ontoiadegradable poly-lysine grafted with
monomethoxy-polyethylene glycol to induce aggreaand self-quenching (Fig. (4)) while
still representing a biocompatible agent with fanadle tumour accumulating properties
[123]. This concept of Polymeric PS Prodrugs (PEB)ined as « first-generation » PPP was
first developed by Tungt al.[124, 125] for then vivoimaging of tumours.
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Fig. (4). Schematic representation of PPP architecture.

Fluorescence antD, generation are quenched due to energy transfeebatCe6 PS.
Following proteolytic cleavage of the peptide bamhkd, released Ceb6 regains its fluorescent
properties andO, generation on light excitation. The pdlytysine conjugate showed an
86% decrease in fluorescence compared with thaieefCe6. This homopolymer is a known
substrate for cysteine protease [123]. Thereftwe cbnjugate was tested cathepsins B, L, and
S, at pH 5.0. Among these three proteases, cath8psiduced the highest fluorescence. The
addition of cathepsin B inhibitor CA-074 [126] colegely inhibited fluorescence recovery on
cathepsin B addition.

A poly-D-lysine-based conjugate with similar substitutiatia was also prepared and
tested under identical conditions. Similar fluoesste quenching effect (86% quenching) was
observed with thé-backbone; however, no noticeable fluorescence/atain occurred on
cathepsin B addition. The above results thus coaftr that proteolytic degradation is indeed
the primary mechanism of fluorescence activation.

'0, generation of the. and D conjugates was subsequently assayed using similar
cathepsin B incubation experiments. In the nattages'O, generation of the-conjugate was
only 13% compared with that of free Ce6 at the samecentrations. In the absence of
cathepsin B, the buffer containing theconjugates remained quenched. On cathepsin B

treatment,'O, generation increased up to 79%, a 6-fold increAsewith the fluorescence
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experiment, inhibitory effects were observed wikie tcathepsin B inhibitor CA-074. As
expected, addition of cathepsin B to tBeconjugate showed no enhancement'®
generation. These results support the hypothesis rtht only fluorescence but al$®,
generation can be quenched and selectively recdwamespecific protease treatments. The
protease-mediated PDT strategy was examinedvo using a xenographic tumour model.
HT1080 cell line was selected for the animal stbeégause of its high-expressing level of
cathepsin B. Only the combination of protease-dimjvkel -conjugate and light illumination
resulted in reduced tumour growth rates.

In 2007, Campet al. studied the parameters dictating PPP quenchiogvation and
solubility using a simpler model system of « figgneration » PPP [127]. These first-
generation PPP can be assembled by directly tathéne PS to a poll-Lysine via epsilon
amide functions (see Fig. (4)), thus providing ange model to study the basic
physicochemical parameters and quenchdtigation phenomena of such macromolecular
entities. The coupling of varying amounts of phewpide a-NHS ester to Polylysine
provided conjugates with an estimated average 6f 12, 18, 24 and 30 PS units per polymer
chain. The activation of first generation PPP imreslbackbone degradation (type A cleavage,
Fig. (4)).

Fluorescence quenching becomes highly efficientieP loaded with 18 PS or more
guenching efficiency 99.2%). Unfortunately, due to limited water solitfi conjugates with
higher than 30 PS per chain could not be testedyrgatic trypsin digestion of the PLL
backbone was used to activate the PPP in aqueadia fjpdosphate buffered saline) and the
fluorescence intensity of the PPP and trypsin mé&tmonitored over time. Thus, the
activation of PPP carrying 12 PS per chain gavéiiteest activation increase, corresponding
to a value of 19. Although higher PS loading leidscreasingly better quenching of the PPP
in its native state, enzymatic digestion becomegnassively more difficult as the key lysine
side chains of PLL required for enzyme recognitaond cleavage have been extensively
modified. The photodynamic activity of the conjugmtdecreased with increasing number of
PS on the polymer chain. They tried to increasewheer solubility by tethering PEG or
highly hydrophilic and charged moieties such 1-mgethicotinic acid or 24,N,N
trimethylammonium) ethanoic acid. Indeed, modiimat of the polymer conjugate by
tethering either one of these two small moietigsugh the respective carboxylic functions

did not reduce but increased quenching efficientythe corresponding PPP; although,
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surprisingly, only the moiety derived from 1-methigbtinic acid increased water solubility
of the conjugate. The PPP carrying 18 PS unitscpaim and 101 units of 1-methylnicotinic
acid salt (100% loaded) was completely resistar@nzmymatic degradation by trypsin. Thus,
this small moiety can be used to modify the polyfoetwo purposes, namely to (i) increase
water solubility of the conjugate and (ii) protabe backbone from unspecific enzymatic
degradation.

These results were used by the same group andOinh ZZabrielet al introduced the
concept of second generation PPP [128]. In thesdrpgs, multiple PS units are tethered to a
polymeric backboneria protease cleavable peptide linkers. Photoactivityhe produg is
efficiently impaired due to intramolecular interacis between the neighbouring PS units.
These initially non-photoactive compounds becomertscent and phototoxic after specific
enzymatic cleavage of the peptide linkers and spes# release of the PS moieties. The
main difference between these two architecturethas activation of first generation PPP
involves backbone degradation (type A cleavage, (Big, while that of the second generation

involves site-specific cleavage of the peptidikérs (type B cleavage, Fig. (5)).
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Fig. (5).Principle of probe activation and schematic striectu
They chose the peptidic sequence GTPRSAG derivath IBALATPRSAAVST, a
well-known substrate for trypsin and chymotrypsjf29]. Trypsin-sensitive PPPs were

assembled by chemoselective conjugation of @terminal carboxylic function of the
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pheophorbide-peptide conjugates to the poly-lybiaekbone. The remaining free side chains
of the backbone were capped by reaction with 1-gheitotinic acid NHS ester to yield the
final conjugates. Covalent coupling of different@mts of pheophorbide-peptide moieties to
€-NH2 functions of the polymer resulted in PPPsyag 6, 18, and 30 PS per polymer chain.
Photodynamic response and fluorescence emissioreaser with increasing loading to a
similar extent as for first-generation conjugatBeptide linker imparted selectivity of PS
activation was demonstrated by assaying PPP cleaw&t different trypsin-like proteases.
They showed the relative increase in fluorescenoesson afterin vitro digestion with
trypsin, elastase, and thrombin. Furthermore, psaanediated fluorescence activation was
prevented by inhibiting trypsin activity wigkraminobenzamidine. Dark and phototoxicity of
the PPP carrying 30 PS units per chain were evaduah a human T-24 bladder epithelium
cancer cell line. Within the studied concentratrange, neither the activated PPP nor the
nonactivated PPP showed significant dark toxi¢ttgwever, upon white light irradiation, the
activated PPP showed a significantly higher phadoity than the nonactivated one in the
3.5-6.5 uM concentration range. The subcellulaaliaation of the PPP in its active and
inactive forms within T24+ cells was visualized tgnfocal fluorescence microscopy. Cells
treated with the activated PPP appeared brightigréscent when compared to those treated
with the non activated PPP.

Recently, the same research team studied the desigthesis anth vitro evaluation
of Urokinase-plasminogen-activator (uPA) sensitp@ymeric PS prodrugs [130]. In this
study, they developed uPA-sensitive polymeric P&Hargs using an established minimal
substrate serine-glycine-arginine-serine-alanirféclwvis reported to be cleaved by uPA [131].
The cellular activation studies on the two uPA-essing cell lines, DU-145 and PC-3,
showed prodrug activation in a time-dependent margng a panel of protease inhibitors,
the involvement of the different proteolytic enzysweas elucidated. Amiloride inhibition of
prodrug activation was more important after rekiivshort incubation times (up to 8 h),
which is related to the mainly extra-cellular ormi@ane-bound localization of uPA.

PS-PS quenching and proteases—active targetindnenayinherent advantages in PDT
since selectivity can be three-fold: (1) the usepofymer conjugates allows for passive
targeting by the enhanced permeability and retargitect, (2) proteolytic activation enables
for active targeting of metabolic differences, &)hanced PS penetration is modulated by

enzymatic digestion.
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2.2 PS-quencher energy transfer and enzyme-activargeting

The silencing of PS can be achieved either by Rffeggtion (vide supra) or by PS-
guencher association. In both cases, energy trafniefa one moiety to one other is involved.
However, the promising PS-quencher conjugates ageeculiar know-how due to either: 1)
the synthesis of auto-structurated molecules (Withestablishment of a close PS/quencher
neighbouringvia a linker) or 2) the formation of a complex withrartsient “squatter” which
will bind and neutralize the PS until its bioloditarget.

Among the linkers described in the literature, dhes which demonstrated the highest
efficiency are the openable and cleavable linkEig. 6).

openable linker cleavable linker
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Fig. (6). PS-Quencher with openable or cleavable linker.

2.1.1 openable linkers

Openable linkers are designed in order to keefPthand théO, quencher as close as
possible until its biological target; then both etes are expected to be separated using the

better affinity of the linker moiety towards thégggered molecule. The linker keeps its entire
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integrity but is bound to the targeted moleculeahiallows the restoration &0, generation.
Oligonucleotide strands competition

Clo et al..[132] have developed a DNA sequence-controlled ma@ff switchable
0, sensitizer. In this approach, the PS and a querarieekept in close contact in the “off
state” by DNA-programmed assembly. They developedotecular beacon based on DNA
strands competition. To switch the PS “on”, its etpiwas released after hybridization of the
other strand with a more complementary strand. P& pyropheophorbide-a (PS) was
attached to the*Send of a 15-mer nucleotide sequence, whereas @# dquencher, Black
Hole Quencher 3, was linked at th&-éhd of a complementary 21-mer DNA sequence.
Hybridization of those two oligonucleotide sequentmgether led to close proximity between
the PS and the quencher, allowing good energyfearsirning the'O, production off.*O,
production was switched on again by the additioa tfarget” DNA sequence that is capable
of forming a more stable 21-mer duplex betweentdnget and Q—DNA, breaking out the PS—
DNA/Q-DNA duplex (Fig. (7)). The competitive stran@ll-mer oligonucleotide sequence,
exact complementary sequence than the Q-DNA stread,release the PS-DNA moiety,
allowing a restoration of the dye activity. Up 698 of ‘O, luminescence was recovered after

addition of complementary DNA sequence.
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Fig. (7). DNA sequence-controlled on-off switchable PS.

Chen et al. reported anothelO, production regulation probe using the binding
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properties of oligonucleotides [133]. They desigreedumour specific mRNA-triggered
control of 'O, production containing a single-stranded oligonaiitee linker that forms a
stem-loop structure (hairpin) in which the sequensean antisense oligonucleotide
complementary to a target mRNA (Fig. (8)). The rat@onformation of hairpin stem from
complementary base pairs sequences from the sameeut®at each end, allowing the strand
to form a double helix that ends in an unpaireglddsing this stem-loop intramolecular base
pairing, both ends are allowed to be close to edlclr; when a PS and a quencher are linked
to each terminus, efficient quenching is thus etg@ecOnce the loop sequence of the hairpin
hybridizes with target complementary nucleic adidinfolds to restore the fluorescence; thus
by targeting cancer specific mRNA, the probe is paged to be cancer-triggered

photodynamic molecular beacon.
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Fig. (8). A Tumour mRNA-triggered photodynamic molecular hmacbased on

oligonucleotides hairpin control 40, production.

In this strategy, they designed a prototype mRNAtpmolecular beacon usirgraf -
1 mRNA as the trigger, which is a well known amise therapeutic target due to its role in
the activation of mitogen activated protein kingmghways and malignant transformation

[134]. The Z-O-methyl RNA backbone was selected because of gis affinity for RNA, its
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faster hybridization, high nuclease resistance goad stability against RNase H digestion
upon hybridization [135, 136 pyropheophorbide (Pyro) and a carotenoid wergchttd to
each end of the nucleotidic sequence. This pair presiously used by Zhenet al. for ‘O,
guenching/activation [137]. 5-mer stem sequences weed to optimize the balance between
the rate of target hybridization and the hybridmaispecificity.

They demonstrated that both specific and efficativation were relevant with PDT
application. Indeed, the hairpin-Molecular Beacas Bhown maximum activation only with
specific antisens oligonucleotide sequence and fiorescence restoration with RNA and a
1-basepair mismatch. Moreové®), luminescence was quenched at 93% and restored¥at 6
upon activation, which is in accordance with PDduieements for a molecular beacon. After
in vitro studies studies on MDA-MB-231 cells, it was shoWwatttheir construct has a good
cellular uptake and a quite good PDT efficacy (38&l viability with 5 J.crif light
exposure).

Zhu et al. [138] have designed a new kind ', production probe by linking non-
covalently a ssDNA aptamer — PS moiety with a snghlled carbon nanotubes (SWNT).
SWNT have been used as efficient fluorescence dniregp@robes [139-145] and Ztei al.
supposed they could be god®, quenchers. Meanwhile, interactions of SWNTs with
biomolecules, such as proteins and DNA, have be&nsively studied and applied to
biosensing and as intracellular transporters. Tingcates SWNTs may also protect DNA
probes from digestion by nuclease. This notion isery further support by the recent
demonstration that single-stranded DNA interacta-cavalently with SWNTs such that
ssDNA wrap onto the SWNT surface by meansrdtacking interactions. Aptamers are
synthetic DNA/RNA probes that can recognize andlimeir targets with high affinity and
specificity [146, 147]. Thrombin aptamers have begdely investigated for the past decade.
Specifically, R-thrombin is a trypsin-like seringopease that has many effects in the
coagulation cascade and relates to a multitudeisdades. For these reasons, human R-
thrombin (Tmb) aptamer was chosen as the modekprohstruct.

The aptamer coupled to a chlorin e6 was able téoper'O, production upon PS
irradiation. Due to thetstacking between the aptamer and SWNT, the ertemggfer occurs
between the PS and the SWNT, leading to 9803% quenching. DNA aptamers are good
linkers to biological targets; they can bind biosmlles so strongly than thestacking

occurring between the SWNT and the photodynamibetareaks off, releasing the chlorin
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from the'O, quencher. This was illustrated by the Ce6 fluazase which increased up to 20-
fold after the addition of 2.0M thrombin. 'O, production was restored when the construct
probe was put in presence of thrombin and therdimtad at Ce6 maximum absorption
wavelength (404nm). The high specificity of aptasn@ward one biological target, and the

guenching efficiency of the probe are many qualitemake out a relevant PDT agent.

Aptamer

Target

Fig. (9).Carbon nanotube DNA sensor

Thrombin aptamers have been widely investigatedhempast decade. Specifically, R-
thrombin is a trypsin-like serine protease thatmasy effects in the coagulation cascade and
relates to a multitude of diseases. For these nsagmman R-thrombin (Tmb) aptamer was

chosen as the model probe construct.

2.1.2 Cleavable linkers

Contrarily to openable linkers, those linkers areeal to be cleaved to release its two
moieties. Using the peculiar tumour biological syss, cleavable linkers trigger some
specific cancer proteases to re-activate the mtalebeaconO, regulation by quenching can

then be triggered in order to separate physich#ytivo arms containing the two moieties.

Caspase-3 : proof of concept

In 2004, Cheret al.[137] combined the two concepts of type-Il photastration and
molecular beacons to design a photosensitizingdre@eS-beacon) comprising a disease-
specific linker, a PS, and ¥, quencher. No photosensitization occurs until tinelr

interacts with a specific target molecule, suchaatimour-specific enzyme. As proof of
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concept of this approach, they designed a protemgered PS-beacon; this molecule
consists of a short peptide sequence specificaacdispase-3 that is over-expressed in cancer
cells. A PS and 30, quencher/scavenger (Q) are conjugated to the @ppesds of this
sequence. In proximity of the PS, the carotenoida® quenchO, generation through PS
triplet-state energy transfer and/@, scavenging. They hypothesized that, in the presefic
tumour-specific enzyme, the substrate sequencel tmutleaved and PS and Q could separate
so that the PS could be photoactivated (Fig. (10)).
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Fig. (10).Caspase-3-triggered photosensitizing moleculardyeac

They built a model conjugate made of a cleavablepase-3 substrate, the
pyropheophorbide and a carotenoid. GDEVDGSGK waseh as the peptide sequence, for
which there is a well-established assay for th@a&ses-3-specific fluorogenic substrate [148].
The conjugate (called PPC for pyro-peptide-cardtensee Fig. (10)) was then tested for
caspase-3 cleavage using HPLC. Addition of casBaséearly induced cleavage, as

demonstrated by the diminishing PPC and the ris®yb and carotenoid residues. The
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cleavage was proved to be caspase-3-specific mg usicaspase-3-specific inhibitor (Ac-
DEVD-CHO) that completely blocked the enzyme atyi\li48. To test this concep), was
measured directly in solutions of PPC alone, PP&ubated with caspase-3, and PPC
incubated with caspase-3 plus a caspase-3 inhib#ymo-peptide alone (PP), without the
carotenoid moiety, was used as a positive con@akpase-3 and its inhibitor have no effect
on the'O, production of PP, and PPC itself has 8-fold f&sproduction than the PP. Thus,
the'O, quenching in PPC is due to the presence of caistelloreover, addition of caspase-
3 to the PPC (molar ratio 1:60; incubation time) tesulted in a 4-fold increase i@, signal,

an effect that was completely prevented by cointiabavith the caspase-3 inhibitor.

MMP-7

Zhenget al. [149, 150] have reported a photodynamic molecutacbn triggering
matrix metalloproteinase-7 (MMP-¥)a the peptide GPLGLARK. The expression of MMP-7
has been shown to correlate with the malignantntiaeof various tumors and can also
influence tumor progression by regulating invasi@md angiogenesis [151].Using
pyropheophorbide as a PS and BHQ-3 &©.aquencher, they developed a MMP-7 specific
photodynamic molecular beacon to control harmfulleoalar oxygen within the direct
environment of the tumour (Fig. (11)).
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Fig. (11).MMP7-triggered photosensitizing molecular beacon

BHQ-3, as a fluorescence quencher, is an effet@gejuencher [66] and show a good
capacity to switch the PS off in the absence of MRMH he peptide sequence allows a tight
conformation of Pyro and BHQ-3 for an efficient quking efficiency. They report a 18-
folds 102 luminescence decrease when comparedytbealne and the entire PMB - 34 -
construct, and then a restoration of the fluoreseeand the 102 after activation by targeted
MMP-7. In vitro tests were performed on KB cells, over expressiénPvWw (MMP7+), and
BT20 cells (MMP7-) as a control. The effectivenedsthe strategy was monitored by
confocal microscopy showing that after cleavage \MWIP-7, the Pyro fragment was
internalized in the cells within or nearby mitockaa. Considering the fact that the latter is
considered as an effective target for PDT, this MKRiggering probe has been tested on
mice in vivo. Their studies showed good activity of the corgtihwy reducing the tumots
size and until complete regression with no signgegfrowth. Recently, Cheat al. have
reported the concept of a new PMB based on bothltefaleceptor driving to accumulate
within cancer cells and the ability of PMB to betieated in presence of MMPs. This

construct should benefit the advantages of botHdlae molecule which acts as a delivery
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vehicle, and the ability of photodynamic beaconbdaaytotoxic only within the targeted area
[150]. Fibroblast activation proteinLo et al. [152] have reported the synthesis of a
photodynamic molecular beacon involving a fibroblastivation protein substrate molecule.
The probe, constructed around the basic compongnis protease mediated molecular
beacon, is able to generate 102 selectively in F8Rtaining cells throughout a PS
(pyropheophorbid a), quenched by BHQv& a peptide linker: TSGPNQEQK, specific
fibroblast activation protein substrate, with theawage site between Proline and Asparagine.

The final conjugate has been tesieditro andin vivoto validate the concept (Fig. (12)).
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Fig. (12).Photodynamic molecular beacon triggered by fibretsdativation protein.

Covalent linkage of Pyro and its quencher, BHQe3uited in a 98% quenching 6,
generation, demonstrating the good ability of BH@3quench both fluorescence and PS
triplet state.In vitro and in vivo trials have been made, monitoring the restoratibn o
fluorescence to insure good peptide cleavage. Aftersfection of murine FAP in human
embryonic kidney cells (HEK293), which were chosenthe study because of their modest

tumour growth rate and their ability to readily eags transfected mammalian proteins, and
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24h of incubation, approximately 70% of FAP-PPB whksved giving a strong fluorescence
signal. This result was confirmed vivo, with nude mice bearing HEKmFAP tumours and a
nude mouse bearing HT29 tumour (colorectal candeestoration of fluorescence was
observed in both cases, suggesting restoratid®gbroduction, but no evidence was shown
to monitor the tumour decay.

To summarize this strategy of cleavable linkersnesdinkers bound to different pairs
of PS-quencher have been tried, triggering diffetargets (Table 1). Quenching efficiency
and quality of luminescence restoration are imprgirom beacon to beacon, showing the

effectiveness of such strategy.

Table 1.Summary of the strategies involving cleavable Iiske

Decrease
] Target g Increase of ] In
PS Quencher Peptide in "0, . In vitro . Reference
protease ) luminescence vivo
production
) Caspase- b
Pyro | Carotenoid GDEVDGSGK 3 8 folds 4 folds Yes no
Pyro BHQ-3 GPLGLARK MMP-7 15 folds 12 folds KB cell yes ¢
Pyro BHQ-3 | TTSGPNQEQK FAP 98% 200 folds HEK2p3 yes ¢

2 not specified” ref137:° ref149;° ref152
3 CONCLUSION

PDT is a modality of cancer and other diseasedniea that is already used in
clinics. The efficiency of such technique lies te high reactivity ofO, and ROS towards
biological tissues, but nowadays the only medicalésved for clinical treatments are based
on passive accumulation within desired area. Thestadevelopments to increase PDT
efficiency are focused on improving the selectittityvards targeted cells compared to non-
targeted cells. Substantial effort has been pu the development of PS which describe
better tumour specificity, using ligands as delivgivehicles to bind specific receptors.

Another strategy to increase selectivity consistsdntrolling’O, formation. Because
PS just need light irradiation to be toxic, the cfety of those medicines is to be first
inactivated by photophysical processes and thectigated by endogenous stimuli proper to

tumoural medium.
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This review was focused on the different strategm@ployed to silence photodynamic
effects of PS within non-targeted cells. Re-acioraprocesses were also discussed depending
on the quenching mode and the biological targetagffegation and energy transfer through
acceptor moiety are the two main ways to perforis #ilencing, inducing the design of
different chemical constructs such as nanoparticiesymeric structure and molecular
beacons. Exploiting the particularity of each dssgdheir biochemical arsenal can be an ideal
trigger for a very selective delivering strategy.

Deeper and deeper knowledge in chemistry, photaghwsid tumour biology allow us
to imagine that newer concepts of molecular bugdiwill allow a total control of where and

when the photodynamic effect will be provided.

ABBREVIATIONS

ABDM = 9,10 anthracenediyl-bis-(methylene)dimaloaaid
ADPA = Disodium 9,10-anthracenedipropionic acid
AS-ON = Antisense Oligonucleotide
BHQ-3 = Black Hole Quencher
Ce6 = Chlorin e6
DABCO = 1,4-diazabicyclo[2,2,2]octane
DNA = Deoxyribonucleic Acid
DPBF = 1,3-diphenylisobenzofuran
EC50 = Effective Concentration causing death of 5%ells
FAP = Fibroblast Activation Protein
FRET = FoOrster Resonance Energy Transfer
GM = Goeppert-Mayer
HOMO = Highest Occupied Molecular Orbital
HPLC = High Performance Liquid Chromatography
IC = Internal Conversion
ISC = Intersystem Crossing
LUMO = Lowest Unoccupied Molecular Orbital
MMP = Matrix Metalloproteinase
m-RNA = Messenger Ribonucleic Acid
m-THPC = meta-Tetrahydroxyphenyl Chlorin
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NP(s) = Nanopatrticle(s)

NRP-1 = Neuropilin-1

PDT = Photodynamic Therapy

PEG = Polyethylene Glycol

PLL = Poly-L-Lysine

PMB = Photodynamic Molecular Beacon
PP = Pyro-Peptide

PPC = Pyro-Peptide-Carotenoid

PpIX = Protoporphyrin IX

PPP = Polymeric PS Prodrug

PS = Photosensitizer

Pyro = Pyropheophorbide a

Q = Quencher

RNO =N,N-dimethyl-4-nitrosoaniline
ROS = Reactive Oxygen Species

STPA = Supramolecular Photonic Pherapeutic Agent
SWNT = Single-Walled Nanotube

TEMP = 2,2,6,6-tetraethyl-4-piperidone
TIMPs = Tissue Inhibitors of Metalloproteinases
Tmb = R-thrombin

uPA = Urokinase Plasminogen Activator
UV-vis = Ultra-Violet Visible

VR = Vibrational Relaxation
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