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Introduction générale






La thérapie photodynamique (PDT) est un traitement loco-régional pour des
applications en dermatologie, ophtalmologie et en cancérologie. Son principe est basé sur
I’association de 1’oxygene, de la lumiere et d’un photosensibilisateur (molécule photo-
activable) non toxique a [’obscurité. Aprés son activation par la lumiere, le
photosensibilisateur transfert son énergie a 1’oxygene moléculaire présent dans les tissus pour
former des espéces réactives de 1’oxygene (e.g. I’oxygene singulet). En oncologie, la PDT
conduit a la destruction directe des cellules tumorales, a 1’altération de la vascularisation
associée a la lésion traitée et a une réponse immunitaire. Malgré 1’efficacité de traitement
prouvée de la PDT en cancérologie, cette stratégie thérapeutique présente toutefois des
limites. Le manque de sélectivité cellulaire des photosensibilisateurs peut engendrer une
photosensibilisation cutanée et oculaire. De plus, la PDT s’affiche comme une modalité de
traitement des petites tumeurs localisées : la faible pénétration tissulaire de la lumiere ne
permet pas I’irradiation en superficie des grosses tumeurs. La premiere partie de ce manuscrit
de these traite des généralités de la PDT et introduit la notion de ciblage en PDT. Nous avons
d’ailleurs dédié un chapitre de livre au ciblage actif en PDT, publi¢ dans Advances in

photodynamic therapy Il de Hamblin et Mroz [1].

Le premier objectif de ce travail de thése a été d’améliorer la sélectivité vasculaire en
PDT par ciblage actif de la vascularisation tumorale. Ce travail est présenté dans la deuxiéme
partie de ce manuscrit. En favorisant 1’effet vasculaire en PDT, les tumeurs sont asphyxiées et
leur croissance tumorale est ralentie voire inhibée. Cette stratégie a ét€¢ mise en place par le
couplage d’une molécule d’adressage a un photosensibilisateur. L’approche précédemment
¢tudiée au laboratoire avait consisté a coupler un photosensibilisateur, la tétraphénylchlorine
(TPC), via un bras espaceur, a un heptapeptide (ATWLPPR) spécifique d’un récepteur au
VEGF, neuropiline-1 (NRP-1), surexprimé par les cellules endothéliales de phénotype
angiogénique. La tumeur en hypoxie promeut 1’angiogénése ; NRP-1 est alors surexprimé au
niveau des néo-vaisseaux tumoraux. Le conjugué ainsi synthétisé avait démontré son
efficacité in vitro et in vivo pour le ciblage vasculaire et 1’éradication tumorale en PDT.
Cependant, la partie peptidique du conjugué s’était révélée instable in vivo a 1’attaque
enzymatique des peptidases. En effet, les peptides revétent un intérét dans diverses thérapies
mais leur utilisation présente des limites du fait de leur dégradation dans 1’organisme. Nous
avons écrit une revue, publiée dans Expert Opinion on Drug Metabolism and Toxicology,
décrivant ce phénomene et les différentes stratégies employées par les chimistes pour

stabiliser les peptides in vivo [2]. Nous avons donc modifié le peptide ATWLPPR au niveau
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du site de clivage par les peptidases et nous avons synthétisé deux pseudopeptides (aATWLPPR
et Ay[CH,NH]TWLPPR) dont les études in vitro et de stabilité in vivo sont présentées dans

ce manuscrit et ont fait I’objet d’une publication dans le journal Biochemical Pharmacology

[3].

Dans la 3™ partie de ce manuscrit, nous avons donc appréhendé 1’intérét de coupler
le ruthénium a des photosensibilisateurs de type porphyrine et chlorine. Dans notre revue,
soumise au journal Current Medicinal Chemistry, nous rappelons 1’utilisation du ruthénium
comme molécule thérapeutique en oncologie et nous développons I’intérét de son couplage a
un photosensibilisateur. Les cellules tumorales en prolifération accrue surexpriment le
récepteur a la transferrine pour augmenter leur apport en fer. Or, aprés son injection par voie
intra-veineuse, le ruthénium a la capacité de se lier a la transferrine au niveau du site de
fixation du fer. Deux conjugués porphyrine-ruthénium [Ru(né-p-PriC6H4Me)(5-(3-pyridyl)-
10,15,20-triphenylporphyrin)Cl,, ou Rutl, et Ruy(n®-p-Pr'CeHsMe)s(5,10,15,20-tetra(3-
pyridyl)porphyrin)Clg, ou Rut4] ont été synthétisés, caractérisés et validés in vitro pour leur
efficacité en PDT, par I’équipe du Docteur Bruno Therrien, a I’Université de Neuchatel. Nous
avons ensuite ¢tudié¢ in vivo les potentialités thérapeutiques en PDT de ces deux conjugués et
un troisiéme, une chlorine conjuguée a quatre arénes de ruthénium [Rus(n’-p-
Pr'C¢HsMe)s(tetra-3-pyridylchlorine)Cls ou ChloRut], par une méthodologic de plan
d’expérience, sur un modele de souris nude xénogreffées en ectopique avec des cellules de

carcinome oral humain KB. Ces études sont également présentées dans ce manuscrit et ont

fait ’objet d’une publication dans Journal of Photochemistry and Photobiology B [4].

Une syntheése générale et les perspectives de recherche sont développées a la fin de

chacune des parties 2 et 3.
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PARTIE I : I. Thérapie Photodynamique

I. Thérapie Photodynamique

1. Principe

La thérapie photodynamique ou PDT (PhotoDynamic Therapy) est un mode de
traitement destiné a détruire des tissus par une réaction photochimique. De fagon générale, la
PDT utilise la combinaison d’une molécule photo-activable, le photosensibilisateur ou agent
photosensibilisant, d’une source de lumiere émettant dans le visible et d’oxygeéne moléculaire
(Oy). Ainsi, le degré de vascularisation tumorale influence énormément 1’efficacité de ce
mode de traitement puisqu’elle apporte les photosensibilisateurs et 1’0, nécessaires au
processus photodynamique. En oncologie clinique, le photosensibilisateur, non toxique a
I’obscurité, est administré par voie intraveineuse ou topique. Il est préférentiellement retenu
par les tissus néoplasiques. Cette spécificité de fixation est liée en partie a I’histopathologie du
tissu cancéreux, au phénotype tumoral et aux caractéristiques chimiques du
photosensibilisateur [5] (conf. PARTIE L, L. 3.). La lésion néoplasique est ensuite irradiée a
une longueur d’onde optimale pour I’activation du photosensibilisateur. Le délai entre
I’administration du compos¢ et D’irradiation du tissu cible est couramment dénommé
« intervalle drogue-lumiére » (IDL, drug-light interval) et correspond en général a la durée
nécessaire pour un tropisme optimal du photosensibilisateur en faveur des tissus cibles par

comparaison aux tissus sains [5] (Figure 1).

r\r . Quelques
p @ \ sain & oy heures &F
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A

ERADICATION tumorale) ACTION
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Activation des effecteurs Réactions de type I ot 11
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Figure 1 : Principe général de la thérapie photodynamique. Le photosensibilisateur est administré au patient par
voie topique ou i.v. Aprés un intervalle de temps de quelques heures a plusieurs jours, le photosensibilisateur se
localise préférentiellement au niveau du tissu tumoral. La tumeur est ensuite irradiée a la longueur d’onde
optimale. La molécule photo-activable engendre alors des réactions de photo-oxydation qui vont conduire a la
destruction des cellules tumorales et de ses vaisseaux sanguins et a ’activation d’une réponse immunitaire.
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L’activité photodynamique du photosensibilisateur est basée sur des principes
photophysiques induisant, dans un systéme biologique, des réactions de photo-oxydation de
type L et Il [5] (Figure 2). L’irradiation du photosensibilisateur induit une photo-activation de
ce dernier, définie par son changement d’état. Par absorption de la lumicre, le
photosensibilisateur acquicre de I’énergie et passe d’un état de repos singulet Sy a différents
¢tats singulets excités d’énergie supérieure S; et S,. La molécule excitée possede un exces
d’énergie. Le photosensibilisateur excité¢ va soit perdre rapidement cette énergie par
fluorescence ou par désactivation non radiative, soit passer a un état triplet excité ("PS;*), qui
se désactivera par phosphorescence ou bien sera responsable des phénomenes de
photosensibilisation (Figure 2). Le photosensibilisateur a 1’état triplet excité génére des

especes photo-actives a partir de deux voies de photo-oxydation cytotoxiques :

e La réaction de type L. Elle implique le transfert d’un électron ou d’un atome d’hydrogene
entre *PS,* et des substrats biologiques pour former des radicaux et des ions radicalaires

conduisant a la formation d’espéces réactives de 1’oxygeéne (ERO).

e La réaction de type I Elle implique un transfert d’énergie de *PS;* vers O, qui passe
alors a un état singulet excité ('0,*). Les réactions de type II sont prépondérantes lors du
processus de PDT [5]. 'O,* revient a son état fondamental par émission de luminescence
(1270 nm). Il possede une durée de vie trés courte (quelques ps dans 1’eau) et est treés
réactif, susceptible de réagir avec des substrats cellulaires situés dans 1’environnement
proche. Un grand nombre de substrats cellulaires tels que les acides aminés (cystéine,
histidine, tryptophane, tyrosine et méthionine), les nucléosides (principalement la
guanine) et les lipides insaturés peuvent réagir avec 'O,* [6, 7]. 'O,* peut également
réagir avec le photosensibilisateur a I’état fondamental pour former des produits
d’oxydation, dits photo-produits (phénomeéne de photoblanchiment ou de photo-
modification). Ce phénomene se caractérise par une extinction plus ou moins rapide de la

fluorescence du photosensibilisateur en imagerie.
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Figure 2 : Diagramme simplifi¢ schématique de Perrin-Jablonski et les types de réactions photochimiques
engendrées. Ce schéma représente les différents processus photophysiques intervenant aprés ’excitation d’une
molécule photo-activable (PS). En absorbant une énergie lumineuse, le photosensibilisateur passe de son état
singulet fondamental ('PS,) a un état singulet excité (‘PS;", 'PS, ...) correspondant a un état électronique
d’énergie supéricure. Par succession de conversions internes, le photosensibilisateur revient a 1’état excité de
plus bas niveau d’énergie ('PS;). A ce stade deux processus entrent en compétition avec le passage a 1’état
triplet excité du photosensibilisateur CPS,") : la désactivation non radiative (idéalement négligeable) et la
fluorescence (utile pour la détection et I’imagerie des tumeurs). Sinon, la conversion inter-systéme mene a la
formation de *PS,”, de durée de vie plus longue (quelques ps) que 1’état singulet (quelques ns), lui permettant de
générer des especes réactives de 1’oxygene, dont 1’oxygene singulet (type II), et d’interagir avec les substrats
biologiques (type I).

Comparé a celui de la radiothérapie, le rayonnement non ionisant de la PDT est de
moindre énergie et donc caractéris€ comme non mutagéne. De plus, la PDT présente une
certaine sélectivité pour les tissus tumoraux, résultant de la localisation de I’irradiation
lumineuse et du photosensibilisateur au niveau du tissu tumoral et de la faible durée de vie de
1’'0,. En revanche, certaines précautions doivent étre prises lors d’une PDT afin de limiter les
réactions de photosensibilisation : le malade doit éviter toute exposition au soleil ou aux
lumiceres fortes pendant des périodes plus ou moins longues en fonction de la molécule photo-

activable utilisée [8]. La PDT peut étre également un traitement fortement algique [9].
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2. Photosensibilisateurs

Les photosensibilisateurs utilisés en PDT sont des molécules photo-activables
capables d’absorber 1’énergie lumineuse afin de la transmettre au milieu extérieur local pour
former des especes réactives de 1’oxygene. Ils sont capables de détruire les cellules
environnantes via des mécanismes photochimiques décrits précédemment (Conf. PARTIE I,
I. 1.). 1l existe de nombreux photosensibilisateurs d’origine naturelle ou synthétique. Ceux
utilisés en PDT sont facilement différenciables selon leur origine tétrapyrrolique ou non-
tétrapyrrolique [10] (Figure 3 et 4) :

e les photosensibilisateurs non tétrapyrroliques (e.g. les psoralénes, le bleu de méthylene,
I’hypéricine),

e les photosensibilisateurs tétrapyrroliques, dont la structure est basée sur celle de la
porphyrine :
- de 1 génération : les molécules d’origine naturelle,
- de 2°™ génération : les molécules de synthése,

- de 3°™ génération : les molécules vectorisées.

Figure 3 : Structure chimique du noyau de base porphyrinique.

16



L1

Porphyrin Photosensitizers

I
| (e ) [Fosn |

o

1* Ganaration

Photosansitizes 27 Generation Photosensitizers

’
] ! b ! | |

(. X _ 7 &%
[ | (5] [ St | [“-:::':"*][ h:::’.-"-]{ }

lﬂfl'h'plgr-.lm Ta |||..-||| H'H-u ﬂl’ |r Bl
.lrul.-‘un. Arlil:q,l.ni'l -!-rqln:q:ulq
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La 1°™ génération de photosensibilisateurs regroupe I’hématoporphyrine et ses dérivés
(Hematoporphyrin Derivatives, HpD, commercialisés sous le nom de Photofrin®). L’HpD a
été extraite en 1961 par Lipson a partir de I’hémoglobine du sang par un traitement avec un
mélange d’acides sulfurique et acétique, suivi d’un traitement alcalin [11]. Il ne s’agit pas
d’un compos€¢ pur mais d’un mélange de monomeres et d’oligomeres (polymeres de
porphyrine reliés par des ponts ester, éther et carbone) qui peuvent étre partiellement séparés
par HPLC (High Performance Liquid Chromatography). L’HpD présente une faible sélectivité
pour les tissus cibles ainsi qu’une faible clairance [12] (Conf. PARTIE I, L. 6.). D’un point
de vue photophysique, I’HpD absorbe les photons dans le bleu et le vert, longueurs d’onde qui
pénetrent faiblement dans les tissus biologiques puisque absorbées principalement par la

mélanine et ’hémoglobine (Figure 5).

Hém oglobire
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Figure 5 : Illustration de 1’absorption et de la pénétration de la lumiére dans les tissus en fonction de
sa longueur d’onde. A, spectres d’absorption des principales molécules biologiques. B, profondeur de
pénétration de la lumiére dans un tissu en fonction de sa longueur d’onde (en nm).

L’utilisation de photosensibilisateurs de 17

génération présente donc des

inconvénients qui ont conduit a la définition du photosensibilisateur idéal, devant posséder les

caractéristiques chimiques, photophysiques et biologiques suivantes :

e pureté chimique, synthése reproductible et facile ;

e faible toxicité a 1I’obscurité ;

e coefficient d’extinction molaire élevé a des longueurs d’onde situées dans la fenétre
thérapeutique, c’est a dire dans la région rouge du spectre de la lumiére visible, voire dans

le proche IR (600-850 nm) afin de permettre une pénétration tissulaire et une absorption

de lumicre par le photosensibilisateur optimale (Figure 5);
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e bon rendement quantique de formation d’oxygene singulet. Pour cela, son rendement
quantique en *PS," doit étre élevé, et la durée de vie de °PS;” et sa valeur énergétique
doivent étre suffisantes pour permettre le transfert d’énergie vers ’O; ;

e solubilit¢ en milieu aqueux pour faciliter son administration systémique et éviter
I’agrégation entre molécules de photosensibilisateurs qui inhibe leur fluorescence,
I’accessibilité de 1’0, et la production d’'O, (phénoméne de quenching) [13] ;

e clairance élevée pour limiter dans le temps la photosensibilité cutanée et ophtalmique de
I’individu traité ;

e sélectivité élevée pour le tissu cible.

Afin de se rapprocher de ces caractéristiques « idéales », les photosensibilisateurs de
2™ génération ont été développés. Ces photosensibilisateurs sont principalement des dérivés
de chlorine, bactériochlorine ou phthalocyanine (Figure 4). Ce sont des composés purs avec
notamment une bande d’absorption se situant entre 650 et 800 nm.

Les photosensibilisateurs de 3™ génération sont des photosensibilisateurs de 2™

génération modifiés de maniere a cibler de facon passive (vectorisation) ou active (adressage)

les tissus cibles (Conf. PARTIE I, IL.).

3. Affinité des photosensibilisateurs pour les tissus tumoraux

Plusieurs phénomenes caractérisent 1’affinité ou le tropisme des photosensibilisateurs

pour le tissu tumoral (Figure 6):

e Pour proliférer rapidement, les cellules tumorales exigent un apport important en
cholestérol pour la biosynthése membranaire et de ce fait, surexpriment le récepteur aux
LDL (Low Density Lipoprotein) [14]. Les photosensibilisateurs hydrophobes se fixent aux
LDL et peuvent étre incorporés dans les cellules via des mécanismes d’endocytose LDL-
récepteurs dépendants [15, 16]. En 2008, Kascakova et al. ont montré une corrélation
entre le nombre de récepteurs aux LDL a la surface des cellules U87-MG et
I’incorporation cellulaire d’hypéricine en présence de LDL [17]. D’autres études ont
¢galement démontré 1’interaction de I”hypéricine et des LDL [16, 18].

e Les macrophages présents en grand nombre dans la zone tumorale phagocytent les

photosensibilisateurs, les piégeant a proximité de la tumeur [19, 20].
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e La vascularisation tumorale fenestrée (conf. PARTIE 11, L. 1.) et le drainage lymphatique
défectueux permettent une accumulation accrue des photosensibilisateurs dans le tissu
tumoral et une clairance tumorale moindre [20].

e On observe une augmentation de la synthése de collagéne et de lipides qui lient
respectivement les porphyrines et les photosensibilisateurs lipophiles [20].

e Les tumeurs présentent un pH extracellulaire plus acide que celui des tissus sains (pHyissu
tumoral cOMPris entre 6 et 7 versus pHiissy sain = 7,4). Ce phénomeéne résulte principalement
d’une glycolyse élevée. En condition hypoxique, la glycolyse favorise la synthése de
molécules de lactate, prises en charge par des transporteurs monocarboxylate qui
déchargent alors un proton dans le microenvironnement tumoral [20]. Or, a pH acide,
dépendamment de leur pKa, certains photosensibilisateurs sont non ionisés et présentent
un caractere lipophile et, de ce fait, interagissent plus facilement avec les phospholipides

membranaires des membranes cytoplasmiques [20, 21].

Figure 6 : Schéma des différences structurales entre le tissu sain et le tissu tumoral, pouvant illustrer
le ciblage passif des tumeurs par les photosensibilisateurs, d’aprés [20]. A, tissu sain : vascularisation
¢tanche, peu de macrophage et de fibre de collagéne, vascularisation lymphatique. B, tissu tumoral :
vascularisation fenestrée et anarchique, augmentation du nombre de macrophages et de molécules de
collagéne, absence de vaisseau lymphatique.

Cependant, méme si le caractere hydrophobe des photosensibilisateurs peut apparaitre
comme bénéfique pour une accumulation intra-tumorale, cette caractéristique
physicochimique a également pour conséquence 1’agrégation du photosensibilisateur et sa
capture par le systtme immunitaire non spécifique et le systeme réticulo-endothélial (SRE).
De plus, leur agrégation induit une diminution de leur fluorescence et de la formation d’'O,

[13].

20



PARTIE I : I. Thérapie Photodynamique

4. Systéme réticulo-endothélial

Le systeme réticulo-endothélial (SRE) est I’ancien terme désignant l'ensemble des
cellules phagocytaires, d'origine mésenchymateuse, présentes dans les différents tissus de
I’organisme. On distingue maintenant : les phagocytes issus des monocytes (macrophages
résidents des tissus conjonctifs, de la rate, des ganglions lymphatiques, des alvéoles
pulmonaires, du foie ou cellules de Kupffer) ; les cellules de soutien, a activité phagocytaire
tres faible (cellules réticulaires des organes hématopoiétiques, cellules endothéliales
vasculaires, et fibroblastes).

Le systeme réticulo-endothélial correspond donc a une partie du systéme immunitaire
en charge de 1’élimination des corps étrangers (particules ou bactéries) et des cellules
sanguines en fin de vie [22]. Au cours de leur transit, les corps indésirables sont opsonisés par
les protéines du complément ou opsonines. Les cellules phagocytaires possedent a leur
surface des récepteurs spécifiques des opsonines activées. Apres la reconnaissance des
opsonines, la membrane plasmique des cellules phagocytaires va s’invaginer de maniére a
encapsuler la particule dans une vésicule appelée phagosome. Celle-ci fusionne alors avec un
lysosome dont le contenu va dégrader la particule phagocytée. Les macrophages sont capables
d’ingérer et de digérer des antigénes (Ag) exogenes tels que des micro-organismes entiers ou
des particules insolubles.

Le SRE est composé¢ d’organes richement vascularisés, contenant de nombreuses
cellules phagocytaires [23], dont :

e Le foie. Il est fortement impliqué puisqu’une grande majorité des particules opsonisées
sont phagocytées par les macrophages y résidant : les cellules de Kupffer. Ces cellules,
qui se situent en contact avec la circulation sanguine au niveau des sinusoides du foie,
représentent la moitié de tous les macrophages du corps humain.

e La rate. Elle est spécialisée dans la filtration et la capture des Ag amenés par le sang. Les
Ag et les lymphocytes pénetrent dans la rate par 1’artere splénique. De plus, la pulpe rouge
splénique de la rate est constituée d’un réseau de sinus peuplés de macrophages capables

de phagocyter les Ag apportés par le sang.
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e Les ganglions lymphatiques. Ce sont des structures contenant un réseau réticulé rempli de
lymphocytes, de macrophages et de cellules dendritiques. Groupés aux jonctions des
vaisseaux lymphatiques, les ganglions sont la premiere structure lymphoide organisée a
rencontrer les Ag qui pénetrent dans les espaces tissulaires. Lorsque la lymphe passe a
travers un ganglion, un Ag particulaire, apporté par la lymphe, sera capté par le réseau de
cellules phagocytaires et de cellules dendritiques. L’architecture d’ensemble d’un
ganglion lymphatique permet la réalisation d’un microenvironnement idéal pour que les

lymphocytes puissent effectivement rencontrer les Ag captés et répondre.

5. Mécanismes de I’éradication tumorale post-PDT

La PDT peut induire une régression tumorale par I’action combinée de divers
mécanismes : un effet direct de destruction des cellules tumorales, et des effets indirects,
associant destruction des vaisseaux tumoraux (et régression consécutive de la tumeur par
asphyxie) a une réponse inflammatoire et immunitaire de 1’hote.

On estime qu’il est nécessaire d’avoir une combinaison de ces effets pour le contrdle
des tumeurs a long terme [5]. La prépondérance de 1’un ou I’autre de ces effets va dépendre
du type de tumeur, du photosensibilisateur (e.g. caractéristiques pharmacocinétiques,
localisation intratissulaire et intracellulaire) et des conditions de PDT utilisées [24].

Pour résumer, trois mécanismes contribuant a 1’éradication tumorale ont été identifiés
(Figure 7) :

e un effet direct de destruction des cellules tumorales par nécrose, apoptose, autophagie ou
sénescence ;

e un effet indirect par destruction de la vascularisation tumorale provoquant une privation
de la tumeur en nutriments et oxygene et par conséquent, I’irradication tumorale ;

e un effet indirect par une réponse inflammatoire et immunitaire de 1’hote.
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Figure 7 : Mécanismes de destruction tumorale associée a la PDT, adapté de [25]. Le traitement
photodynamique induit un stress oxydatif au niveau des cellules tumorales et des cellules endothéliales
vasculaires du tissu tumoral. Les dommages vasculaires ainsi engendrés conduisent a la destruction
vasculaire du tissu tumoral et ainsi a [’asphyxie de la tumeur. D’autre part, les Iésions directes induites
aux cellules tumorales provoquent la mort de ces cellules. La nécrose des cellules tumorales, mais
¢galement les dommages aux cellules endothéliales vasculaires, provoquent I’activation du systéme
immunitaire. Les macrophages activés sur le site tumoral phagocytent les débris cellulaires tumoraux
et présentent leurs antigénes aux cellules de I’immunité spécifique.
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a. Effets directs de la PDT

La PDT peut agir directement sur les cellules néoplasiques induisant plusieurs

processus biologiques possibles conduisant a la mort cellulaire en fonction du type cellulaire,

de

la dose de Ilumiére, notamment 1’irradiance, de la localisation cellulaire du

photosensibilisateur et de la concentration en O; [5, 24, 26].

24

La nécrose est un processus biologique se traduisant par une forme violente et rapide de
dégénération cellulaire classiquement caractérisée par le gonflement du cytoplasme, la
destruction des organites et la rupture de la membrane plasmique, conduisant au relargage
du contenu cellulaire et a une réaction inflammatoire tissulaire. Il s’agit d’une mort
cellulaire non génétiquement programmée. En PDT, la nécrose est induite par une forte
dose de photosensibilisateur et de lumiere [27]. Lavie et al. ont montré qu’une forte
irradiance en PDT inhibait I’apoptose en agissant sur les lamines nucléaires [27]. La
localisation du photosensibilisateur au niveau de la membrane plasmique induit des
photodommages membranaires caractéris€és par une photo-oxydation des phosphilipides
membranaires. Cette perte ainsi générée de I’intégrité membranaire conduit a la nécrose
de la cellule [28]. D’autres facteurs sont également importants pour la prévalence de la
nécrose dans les cellules traitées par PDT, tels que la mutation de la protéine pro-
apoptotique p53. Mikes et al. ont comparé la réponse post-PDT induite a I’hypéricine des
lignées cellulaires HelLa et HT-29 [29]. La nécrose prédomine dans la lignée HT-29,
exprimant une protéine p53 mutée. La lignée HeLa répond au traitement par I’induction
de I’apoptose. Malgré cette différence de réponse, les deux lignées cellulaires présentent
le méme niveau de réponse au traitement.

Contrairement a la nécrose, ’apoptose est une mort cellulaire dite génétiquement
programmée, caractérisée par un rétrécissement cellulaire et un bourgeonnement de la
membrane plasmique. La membrane plasmique et celle des organites maintiennent leur
intégrité. Les cellules se fragmentent en vésicules qui sont ensuite phagocytées par les
cellules du systeme immunitaire. Il n’y a donc pas de relargage du contenu cellulaire et de
réaction inflammatoire in vivo. L’initiation du processus apoptotique nécessite la
transcription de geénes spécifiques, 1’activation d’endonucléases qui vont fragmenter
I’ADN et I’activation de la voie des caspases. L’apoptose est déclenchée par des doses en
PDT moins élevées que pour la nécrose [24, 30]. L’apoptose peut étre induite par

plusieurs voies de signalisation intracellulaire en fonction de la colocalisation cellulaire du
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photosensibilisateur et des organites endommagés par les réactions de photo-oxydation
[26] (Figure 8). Le photosensibilisateur peut se localiser au niveau de la membrane
mitochondriale. Son activation conduit donc a la rupture de I’intégrit¢ membranaire
mitochondriale et donc au relargage dans le cytosol du cytochrome ¢ qui va activer
I’apoptosome et la procaspase 3 [31, 32]. Morris ef al. ont montré que la phtalocyanine 4
(Pc4) induisait des photodommages aux protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcel-xL,
contribuant ainsi a ’activation de 1’apoptose [33]. De nombreuses équipes ont montré la
relation entre la localisation des photosensibilisateurs au niveau du réticulum
endoplasmique (RE) et I’activation de I’apoptose par I’intermédiaire des mitochondries
[31, 34, 35]. Le stress photoinduit au niveau du RE conduit a la rupture de ’homéostasie

du Ca®" dans la cellule et 4 I’activation des voies de signalisation PERK et caspase 4 [34].
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Figure 8 : Schéma non exhaustif des différentes voies de signalisation intracellulaire conduisant a
I’apoptose aprés PDT, dépendemment de la localisation cellulaire des photosensibilisateurs, d’apres
[26]. En agissant au niveau de la membrane plasmique, la PDT active la protéine transmembranaire
Fas qui recrute alors la protéine cytosolique FADD et active la voie de la caspase 8 [36]. La caspase 8
clive les protéines anti-apoptotiques et active les protéines pro-apoptotiques pour induire le relargage
de cytochrome c de la mitochondrie. L’activation de photosensibilisateurs localisés dans la membrane
mitochondriale conduit & la perte du potentiel membranaire mitochondrial et ainsi au relargage du
cytochrome c. Le cytochrome c agit comme cofacteur de I’apoptosome, formé par les protéines Apaf-1
et caspase 9 et le nucléotide ATP, et qui participe a 1’activation de la voie apoptotique des caspases 3,
7 et 6. D’autre part, le stress oxydatif induit par PDT au niveau du réticulum endoplasmique induit la
libération de calcium qui augmente la perméabilité des pores de transition mitochondriaux [37]. De
plus, I’activation des photosensibilisateurs fixés a la protéine anti-apoptotique Bcl-2 induit la
dégradation de la protéine. Pour finir, la dégradation de la membrane lysosomale par PDT conduit a la
libération de cathepsines, protéases lysosomales qui vont activer la caspase 9. Les caspases activées
vont ensuite dégrader I’ADN et induire 1’apoptose cellulaire.
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e [L’autophagie est également un processus de mort cellulaire génétiquement programmée
mais contrairement a 1’apoptose, les organites sont rapidement dégradés, les éléments du
cytosquelette sont préservés et ’activation des caspases et la fragmentation de ’ADN
apparaissent plus tardivement pendant le processus. Durant le processus, ce sont les
autophagosomes qui phagocytent le cytoplasme de la cellule et le dégradent. Il n’y a donc
pas de réaction inflammatoire [38]. De nombreuses ¢tudes ont montré 1’engagement dans
le processus d’autophagie des cellules tumorales traitées par PDT [31, 32, 39].
L’autophagie a été décrite pour différents photosensibilisateurs et de nombreuses lignées
cellulaires. Les ERO contribuant a 1’activation du processus d’autophagie [40, 41], il n’est
donc pas étonnant d’observer ce processus de mort cellulaire aprés PDT.

e La sénescence cellulaire est définie comme un programme physiologique d’arrét du cycle
cellulaire induit par le raccourcissement des télomeres. Les cellules sont vivantes mais ne
se divisent plus. Le terme de sénescence accélérée est attribué aux cellules en arrét du
cycle cellulaire causé par un stress oxydatif [42] ou des lésions a I’ADN. De nombreuses
études ont montré un arrét du cycle cellulaire des cellules traitées par PDT [32, 43-46].
Cependant, les auteurs n’ont pas identifi¢ 1’activité du marqueur classique de la

sénescence : la B-galactosidase lysosomale.

La sensibilité¢ des cellules a la PDT varie en fonction du type cellulaire ; ainsi les
cellules lymphoides sont plus sensibles que les cellules épithéliales et les cellules d’origine
mésenchymateuse [47, 48]. Cette différence de sensibilité intrinséque est principalement due a
I’engagement des cellules dans diverses voies de signalisation intracellulaire qui activent ou
répriment la mort cellulaire [49], ainsi qu’aux différentes mutations rencontrées au niveau
génétique et métabolique [24]. Contrairement a de nombreux agents cytotoxiques, la PDT
induit la mort cellulaire a tous les stades du cycle cellulaire, et méme pendant ’arrét du cycle

[50].

b. Effets vasculaires induits par PDT

Les cellules endothéliales ne semblent pas intrinséquement plus sensibles a la PDT
que d’autres types cellulaires mais en revanche, elles sont exposées a des doses de
photosensibilisateur et d’O, plus conséquentes. Les effets vasculaires de la PDT sont

multiples :
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e Altération directe des cellules endothéliales. La PDT agit directement sur les cellules
endothéliales ciblées, de la méme manicre que sur les cellules tumorales, conduisant a la
mort cellulaire. L’altération des protéines du cytosquelette modifie la forme des cellules
endothéliales qui s‘arrondissent et se contractent [51]. L’interruption des jonctions
cellulaires qui en résulte conduit a une augmentation de la perméabilité vasculaire, et donc
a la fuite des ¢léments du sang hors des vaisseaux et a une diminution de la perfusion
tumorale. Un oedéme tissulaire est souvent observé [52].

e Thrombose. La mise a nue de la membrane basale associée a 1’altération de 1’endothélium
va induire D’activation du facteur tissulaire et la mise en place de la cascade de
coagulation. Au sein de notre équipe, Bechet ez al ont montré une induction immédiate
apres PDT de I’expression protéique du facteur tissulaire, corrélée a une consommation de
fibrinogene [52]. Il en résulte une réduction du diameétre luminal pour aboutir a une
thrombose et une stase vasculaire [53]. Thomas et al ont démontré une diminution du flux
sanguin tumoral post-PDT de 50% [54].

e Vasoconstriction. La PDT crée également une rupture de 1’équilibre entre facteurs
vasoconstricteurs et vasodilatateurs [5]. En effet, I’oxyde nitrique (NO) est un facteur
vasodilatateur, anticoagulant, permettant d’éviter la thrombose des vaisseaux tumoraux.
Son inhibition ou son relargage rompt 1’équilibre préexistant au sein des vaisseaux
tumoraux entre facteurs pro- et anti-coagulants [55].

L’occlusion vasculaire, engendrée par la thrombose et la vasoconstriction, induit la
privation des cellules tumorales en O, et nutriments et conduit a la destruction tumorale.

Le degré de réponse vasculaire demeure fortement dépendant des conditions de
traitement utilisées, en terme de dose de photosensibilisateur, d’IDL et de dose de lumiere
[56-58]. Plusieurs stratégies peuvent étre utilisées pour potentialiser cet effet vasculaire de la
PDT, soit en agissant sur le protocole de traitement, soit en utilisant des photosensibilisateurs
ayant un mode d’action dit vasculaire c’est a dire une forte clairance plasmatique [59] (Conf.

PARTIE II, I1I.).

c. Effets inflammatoires et immunitaires en PDT

La PDT induit une réponse immunitaire anti-tumorale a long terme. Le stress oxydatif
induit par PDT déclenche I’activation d’une variété de signaux de transduction conduisant a la

production de protéines de stress et de cytokines [5, 60]. Les réactions photochimiques de
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type I et II induites par I’irradiation du photosensibilisateur conduisent a une photo-oxydation
des lipides membranaires des cellules tumorales et des cellules endothéliales. Le relargage
massif par les tissus 1ésés de ces fragments lipidiques conduit au recrutement et a 1’activation
des cellules effectrices de I’inflammation [61]. Ces événements ainsi que les dommages
vasculaires et la libération de médiateurs de I’inflammation par les cellules nécrotiques
induisent le chimiotactisme des cellules de I'immunité spécifique et non spécifique. Les
cellules phagocytaires sont activées au niveau du site irradié afin d’éliminer les débris
cellulaires post-PDT. Ces phagocytes peuvent ensuite agir comme des cellules présentatrices
d’antigéne (CPA). Les épitopes présentés a leur surface, spécifiques de la tumeur, peuvent
étre reconnus par des lymphocytes T CD4+, conduisant a la génération de clones de
lymphocytes T cytotoxiques qui vont détruire spécifiquement les cellules porteuses de ces
épitopes. La réponse immunitaire qui s’en suit peut alors induire la destruction des cellules
tumorales restantes et la prévention de métastases par le développement d’une réponse

immunologique a mémoire [62, 63].

6. Applications cliniques en PDT

Les indications en dehors de la cancérologie concernent principalement la
dermatologie, I’ophtalmologie mais également le diagnostic [64]. Du fait de 1’utilisation d’une
lumiere peu pénétrante dans les tissus, la PDT est surtout appliquée actuellement pour des
tumeurs accessibles directement (tumeurs cutanées) ou par voie endoscopique (cesophage,
vessie), mais il est également possible de traiter des tumeurs solides (e.g. prostate, pancréas,
foie, cerveau) en insérant les fibres optiques en surface de la tumeur ou directement dans
celle-ci (PDT interstitielle). La PDT est actuellement utilisée en traitement curatif des cancers
superficiels a des stades précoces ou en traitement palliatif (aprés échec de la radiothérapie et
de la chirurgie). Un certain nombre de photosensibilisateurs sont actuellement en phase
d’essai clinique ou ont obtenu I’AMM (Autorisation de Mise sur le Marché) et/ou 1’agrément

de la FDA (Food and Drug Administration) (Tableau I).
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Tableau I : Les photosensibilisateurs ayant une AMM ou I’agrément de la FDA, d’aprés [65].

Photosensibilisateur

Nom commercial Aiexc (nm)

Indications

m-THPC Foscan"”
Verteporfin Visudyne”
HPPH
2-(1-hexyloxyethyl)-2- ®
divinylpyropheophorbide- Jhuibshis
o
Palladium- Tookad®
bacteriopheophorbide ooKa
5-ALA Levulan®
Acide méthyl-5- . ®
e Metvix
aminolévulinique
Acide benzyl-6- C®
s Benzvix
aminolévulinique
Acide hexyl-5- . ®
Hexvix

aminolévulinique

Lutex®, Lutrin®,
Optrin®, Antrin®

Lutetium(I1I)-texaphyrin
ou Motexafin-lutetium

SnEt2 ou éthiopurpurine Purlitine®,
d'éthyle d'étain (IV) Photrex®
NPe6, .mono—L—aspartyl Talapor fin®,
chlorin e6, talaporfin R
sodium Laserphyrin
BOPP, protoPorphyrme BOPP
borée
Phtalocyanine zinguée CGP55857
Phtalocyanine de silicone Pc4
Mélange de phtalocyanines ®
Photosense

sulfonées d'aluminium

Cancers de l'eesophage, de la prostate, du

652 , . R
pancréas, Tumeurs avancées de la téte et du cou
689 Carcinomes basocellulaire et squameux
665 Carcinome basocellulaire, cancers de
I'eesophage et cancer de la téte et du cou
763 Cancer de la prostate
Tumeurs de la peau, de la téte et du cou,
630 tumeurs gynécologiques et carcinome
basocellulaire
Photodétection des cancers du cerveau, de la
375-400 R .
téte et du cou, des reins
635 Carcinome basocellulaire
635 Tumeurs gastro-intestinales
375-400 Photodétection du cancer de la vessie
732 Cancers de la prostate, du col de 1'utérus, du
sein et du cerveau
659 Sarcome de Kaposi, cancers du sein et de la
prostate, carcinome basocellulaire
664 Tumeurs solides, cancer des poumons
630 Tumeurs cérébrales
670 Carcinome squameux
675 Lésions cutanées et subcutanées de diverses
tumeurs solides
Cancers de la peau, du sein, du poumon, du
675 larynx, du col de I'utérus, de la téte et du cou,

tumeur des yeux
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En France, cinq photosensibilisateurs possedent ’AMM :

Le Photofrin®, ou porfimer sodium, a obtenu I’AMM en 1996 pour traiter les rechutes de
cancer du poumon non a petites cellules et de I’cesophage [10]. Comme expliqué dans le
paragraphe I. 2., il s’agit d’un photosensibilisateur de 1°° génération composé d’un
mélange de monomere et d’oligomere de dérivés d’hématoporphyrine. Son temps de
demi-vie plasmatique dans I’organisme est élevé, causant une photosensibilité cutanée
pendant plusieurs semaines apres le traitement [66]. En PDT, en plus des effets directs
classiques, le Photofrin® induit également des dommages au niveau des cellules
endothéliales vasculaires conduisant a une hypoxie, une thrombose et donc la nécrose des
cellules tumorales par ischémie [67]. On observe également une inflammation locale
associée a une réponse immunitaire [10]. En plus des pathologies pour lesquelles il a
obtenu I’AMM, le Photofrin® est actif sur d’autres pathologies telles que le sarcome de
Kaposi, I’oesophage de Barrett et le psoriasis [68].

L’acide 5-aminolévulinique (ALA), commercialisé sous I’appellation Lévulan® (AMM en
2000) est principalement utilisé en dermatologie, en application locale suivie d’une
irradiation pour traiter le psoriasis ou les kératoses actiniques [10]. L’ALA est un
composé porphyrinique impliqué dans la biosyntheése de 1’héme. Apres métabolisation
dans les mitochondries, I’ALA est transformé en une molécule photo-active, la
protoporphyrine IX (PpIX), puis en héme. Selon son mode d’administration, I’'IDL est
compris entre 1h et 8h, et sa clairance plasmatique est rapide (48h). Le Levulan® induit
donc peu de photosensibilisation cutanée, en revanche la profondeur de nécrose tumorale
reste limitée a 1 mm et le traitement est considéré comme douloureux.

Le Metvix® a obtenu ’AMM en 2000 pour le traitement des kératoses actiniques et
carcinomes basocellulaires [10]. C’est un dérivé méthylé de I’ALA. Le Metvix® est
déméthylé par les estérases intracellulaires des cellules cibles pour former I’ALA. Le
cycle de PALA est ensuite entamé. Le Metvix” posséde donc les mémes propriétés
photophysiques et pharmacologiques que le Levulan®. Le Metvix® présente un caractere
plus lipophile, une meilleure sélectivité tumorale et induit une nécrose tumorale
légérement plus profonde que le Levulan® (> 2 mm) [10]. De plus, le traitement par

Metvix® est moins algique que celui au Levulan® [10].
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e La méso-(tétrahydroxyphényl)chlorine (m-THPC), commercialisée sous le nom Foscan®
(AMM en 2002) est utilisée pour le traitement des cancers de la téte et du cou [10, 69]. 1l
s’agit d’un dérivé de chlorine, pur. Le Foscan™ posséde un rendement quantique de
formation d’'0, élevé. De faibles concentrations de Foscan® et de lumiére sont suffisantes
pour son activité photodynamique. Le Foscan® agit directement sur les cellules tumorales
mais cause également des dommages vasculaires. La profondeur de nécrose des tumeurs
traitées avec le Foscan® peut atteindre 1 cm [70]. Une étude a montré une accumulation
sélective du Foscan® dans les cellules d’un implant orthotopique de tumeur cérébrale avec
un rapport tumeur/tissu sain de 100/1 [71].

e La verteporphine, un dérivé de type benzoporphyrine monoacide (BDP-MA)
commercialisé sous forme liposomale, sous le nom de Visudyne® (AMM en 2000), s’est
avérée tres efficace pour le traitement de la DMLA (dégénérescence maculaire liée a
I’age) dii a son haut potentiel d’accumulation dans les cellules endothéliales. Schmidt-
Erfurth et Hasan ont réalisé une revue tres intéressante sur les mécanismes d’action de la
verteporphine [59]. La verteporphine est un composé chimiquement stable avec un
rendement quantique de formation d’'0, élevé. Cette molécule absorbe énormément dans
les UVA et possede également un pic d’absorption entre 680 et 695 nm. Grace a sa nature
lipophile, la verteporphine se lie aux LDL. Les cellules endothéliales néoplasiques de la
rétine surexpriment le récepteur aux LDL pour assurer I’apport en lipides nécessaires a
leur croissance. La verteporphine est alors internalisée dans les cellules endothéliales
néoplasiques causant la DMLA. La verteporphine est trés rapidement éliminée de
I’organisme, réduisant ainsi le risque de photosensibilisation cutanée et oculaire [59]. En

effet, chez I’ Homme, son temps de demi-vie plasmatique est de 5 a 6h [10].
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II. Stratégies de ciblage en PDT

1. Ciblage passif

Le ciblage passif des photosensibilisateurs consiste a les vectoriser afin notamment
d’améliorer leur biodisponibilité et biodistribution tumorale, de s’affranchir de la
reconnaissance par le SRE, d’augmenter leur sélectivité tumorale et d’améliorer leur
solubilité. Le design nanométrique (< 100 nm) des vecteurs ainsi que leur nature amphiphile
peut rendre ces nanoobjets furtifs vis-a-vis du SRE [72, 73]. Cette furtivité permet de
diminuer la clairance plasmatique des photosensibilisateurs et conduit donc a une
modification des propriétés de transport des photosensibilisateurs vers le tissu tumoral.
Néanmoins, les nano-vecteurs peuvent ¢galement engendrer une accumulation significative
des composés photo-activables dans le tissu tumoral grace a I’effet EPR (Enhanced
Permeability and Retention) [74]. D une facon générale, les vecteurs facilitent 1’incorporation
des photosensibilisateurs au sein du tissu tumoral. En PDT, les principaux types de vecteurs
peuvant étre utilisés sont : les liposomes, les nanoparticules biodégradables et non-
biodégradables, les micelles et les dendrimeéres.

Ces systemes vecteurs peuvent également étre utilisés dans le cadre de stratégie de
ciblage actif des cellules cibles. Il s’agit alors de fonctionnaliser les vecteurs par un

« systeme » d’adressage (conf PARTIE I, II. 2.).

a. Liposomes

Les liposomes sont des vésicules biocompatibles et biodégradables, composées de
phospholipides et de cholestérol organisés en monocouche ou bicouche lipidique, entourant
un cceur aqueux (Figure 9). Le cholestérol apporte la rigidité a la membrane lipidique en
réduisant sa perméabilité aux molécules encapsulées et en augmentant sa stabilité en présence
de fluides. En PDT, les liposomes sont utilisés comme vecteurs de molécules photo-activables
pour des administrations topique ou systémique. De facon schématique et simplifiée, la
formulation topique facilite la pénétration cutanée du photosensibilisateur. La formulation
systémique, quant a elle, permet d’encapsuler et de véhiculer les photosensibilisateurs dans

une structure les protégeant ainsi de leur métabolisme plasmatique.
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Figure 9 : Illustration schématique de nanostructures liposomales, d’apres [75]. Liposome : vésicule
de bicouche lipidique. Nanocell : nanoparticule contenue dans une vésicule de bicouche lipidique
couplée au polyéthyléne glycol (PEG). Niosome : vésicule de surfactants non ioniques et amphiphiles.
Sa capacité de pénétration transépidermique est améliorée par comparaison a celle des liposomes.
Transfersome : vésicule de bicouche lipidique rendue flexible par 1’ajout de phosphatidylcholine
éthanolique de germe de soja (SPC) et de détergents. Elle améliore la pénétration transépidermique de
la molécule thérapeutique. Virosome : vésicule formée a partir d’une enveloppe virale. Elle contient
les protéines virales de surface qui permettent ’adhésion de la vésicule aux récepteurs de la cellule
cible. Archaesome : vésicule liposomale contenant les lipide-éthers polaires d’Archaebactéries. Les
vésicules marquées par les antigénes bactériens sont rapidement phagocytées par les cellules du
systétme immunitaire et sont utilisées comme vaccins immunostimulants. Porphysome : vésicule
formée de phospholipides directement conjugués au pyrophéophorbide a. Ces pyro-lipides sont
capables de s’assembler en structure liposomale. La forte densité de photosensibilisateur induit leur
quenching de fluorescence. Apres leur irradiation, 1’énergie absorbée est rendue sous forme de
chaleur. Ethosome : vésicule de bicouche lipidique renfermant dans son cceur une forte concentration
en éthanol. L’éthanol possede la propriété d’améliorer la pénétration topique des liposomes [76].
Invasome : méme vésicule que 1I’éthosome mais contenant en plus des terpénes.
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En PDT, de nombreuses ¢tudes ont été réalisées pour établir 1’efficacité des liposomes
comme vecteurs de photosensibilisateurs. Récemment, Nombona et al. ont montré que la
phtalocyanine de zinc encapsulée dans des liposomes présentait in vitro une meilleure
efficacité photodynamique par comparaison a la forme libre ou encapsulée dans des
nanoparticules d’or [77]. Le Foslip® est la forme liposomale du Foscan®, facilitant son
administration par voie 1.v. Entre autres, une étude a montré une différence du temps de vie de
fluorescence entre le Foscan® et le Foslip® (6,6 ns versus 8,4 ns, respectivement), traduisant
une différence de localisation cellulaire [78]. Les liposomes sont capables d’incorporer les
photosensibilisateurs hydrophobes [79, 80]. Le cceur aqueux est également capable
d’encapsuler des molécules chargées, solubles dans 1’eau, telles que I’ALA et le bleu de
méthyleéne [81, 82].

Les caractéristiques physico-chimiques des liposomes, telles que la taille, la nature des
lipides, le ratio phospholipide/cholestérol [83, 84] et la charge de surface [85], vont influencer
la circulation des liposomes dans le sang, la capacité de relargage, la localisation
intracellulaire des photosensibilisateurs et donc ’efficacité thérapeutique en PDT [75].

Pour améliorer la pharmacocinétique et la distribution tumorale des liposomes, des
molécules de carbohydrate ou de polymeres hydrophiles peuvent étre greffées a leur surface,
telles que le polyéthyléne glycol (PEG) et le monosialoganglioside (GM;). Ces surfactants
permettent d’éviter la reconnaissance des liposomes par les macrophages du SRE et la capture
par ses organes constitutifs [86]. Ichikawa et al. ont montré une accumulation plus importante
de photosensibilisateurs dans la tumeur lorsque les liposomes étaient PEGylés comparés aux
liposomes non PEGylés [87]. Bovis et al. ont également montré I’avantage de la formulation
PEGylées du Foslip® sur la pharmacocinétique et I’efficacité photodynamique du Foscan®
[88].

Bien que la distribution tumorale des liposomes soit essentielle pour 1’efficacité par
PDT, le concept de libération du principe actif dans la cellule tumorale revét toute son
importance. Différents « systemes » ont été référencés, soit dans le microenvironnement
tumoral, soit dans la cellule tumorale apres internalisation du liposome [75, 89]:

e liposomes sensibles au pH, activés par le pH plus acide du microenvironnement tumoral
[90] ;

e liposomes fusionnant avec la membrane cellulaire par échange de lipides [91] ;

e liposomes sensibles aux enzymatiques, activés par des enzymes surexprimées au niveau

tumoral [92] ;
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e liposomes sensibles a la lumicre, activés lors de la PDT [93] ;

e liposomes sensibles a la chaleur, activés par thermothérapie [94] ;

e liposomes sensibles aux ultra-sons [95].

Ces systemes de relargage des photosensibilisateurs sont généralement sélectifs du site

tumoral.

Les systémes liposomaux présentent néanmoins I’inconvénient de pouvoir se fixer aux
lipoprotéines de haut poids moléculaire (High Density Lipoprotein, HDL) et d’échanger des
lipides, ce qui provoque leur désintégration. Le photosensibilisateur se retrouve ainsi libéré
dans le compartiment sanguin [84]. Deux phénomenes interviennent: I’échange de
phospholipides du liposome avec les apolipoprotéines des HDL, ou le passage des
phospholipides du liposome vers les HDL, sans perte d’apolipoprotéine [96]. L’intéraction
des liposomes avec les HDL dépend des parametres physicochimiques des liposomes (taille,

charge, fluidité) [97].

b. Nanoparticules

Comme notre équipe I’a suggéré dans un article de revue paru en 2008, en PDT il est
recevable de distinguer deux «types» de nanoparticules, les biodégradables et non

biodégradables [98, 99].

Les nanoparticules biodégradables sont constituées de polymeres qui ont la capacité
d’étre dégradés par hydrolyse ou par activité enzymatique dans un environnement biologique.
Les polymeres les plus utilisés sont 1’acide lactique, peu hydrophile, et I’acide glycolique, tres
hydrophile [Poly(lactic-co-glycolic acid) ou PLGA]. C’est le ratio acide lactique/acide
glycolique qui module la balance hydrophile-hydrophobe de la nanoparticule. Du fait de sa
biocompatibilité, le polymeére PLGA a été approuvé par la FDA (Food and Drug
Administration) et I’Agence Européenne de Médecine pour son utilisation dans de nombreux
systemes vecteurs de médicaments chez ’Homme. Danhier ef al. ont proposé une revue
compléte sur les nanoparticules de PLGA [100]. En PDT, un dérivé d’hypocrelline (SL052)
encapsulé dans une nanoparticule PLGA a montré une meilleure efficacité anti-tumorale que
le SLO52 encapsulé dans un liposome ou dans une nanoparticule de polyvinylpyrrolidone

(PVP) [101]. L’utilisation du bleu de méthyléne pour 1’éradication bactérienne de la plaque
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dentaire par PDT a mis en évidence ’efficacité¢ photodynamique de nanoparticules de PLGA
[102]. Cette étude a également mis en exergue l’effet de la charge de surface des
nanoparticules sur I’efficacité¢ de relargage du bleu de méthyleéne. En effet, les nanoparticules
de PLGA chargées positivement relarguent plus rapidement et en plus grande quantité le
photosensibilisateur encapsulé. McCarthy ef al. ont mis en évidence le quenching de la
tetraphenylporphyrine (TPP) par des nanoparticules de PLGA puis sa photoactivation apres
internalisation cellulaire [103]. De nombreuses autres études ont mis en évidence 1’efficacité
des nanoparticules de PLGA dans le transport de photosensibilisateurs en PDT [104-106].
Bourdon et al. ont étudié la biodistribution et la pharmacocinétique de la m-THPC encapsulée
dans des nanoparticules conventionnelles de polymeéres d’acide lactique (PLA) ou encapsulée
dans des nanoparticules stabilisées avec du PEG (PLA-PEG) ou du poloxamer 188 (polox
PLA) [107]. Une heure apres son administration par voie i.v. chez la souris, la m-THPC
encapsulée dans les PLA-PEG et polox PLA s’accumulaient en quantité moindre dans le foie
que la m-THPC encapsulée dans les PLA (4% et 58% d’accumulation pour les PLA-PEG et
polox PLA, respectivement, contre 100% d’accumulation pour les PLA). De plus,
I’accumulation tumorale de la m-THPC est plus rapide lorsque le photosensibilisateur est

encapsulé dans les nanoparticules stabilisées versus les naniparticules dites conventionnelles.

Les nanoparticules non biodégradables présentent, quant a elles, de nombreux
avantages [98]. Elles ne sont pas sensibles aux fluctuations usuelles de température et de pH.
Leur taille, leur forme, leur porosité et leur dispersion peuvent étre contrélées pendant leur
préparation. Ces nanoparticules sont résistances aux attaques microbiennes et enzymatiques.
Leur porosité (0,50 a 1,0 nm de diamétre) empéche la libération du photosensibilisateur mais
permet la diffusion d’O, et d’'O, a travers la matrice de la nanoparticule. Les nanoparticules
non biodégradables sont souvent utilisées comme des plateformes multifonctionnelles
composées de différentes entités pour le diagnostic par imagerie, la PDT, le ciblage actif et la
furtivit¢ du systetme (Figure 10) [108-110]. De ces plateformes nanométriques
multifonctionnelles, est apparu le terme « Theranostic» [111] qui définit un matériel

combinant le diagnostic et la thérapie [112, 113].
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Greffage covalent des PS

Agent de contraste
pour IRM

Figure 10 : Exemple de nanoplateforme multifonctionnelle pour la PDT suggérée par notre équipe,
d’apres [108]. Cette nanoparticule contient un cceur d’agent de contraste permettant d’estimer, par
I’intensité de réhaussement du signal IRM, I’IDL optimal, la localisation de la fibre optique et
I’extension réelle du volume tumoral. Les photosensibilisateurs sont conjugués par liaisons covalentes
a la matrice en polysiloxane non biodégradable pour éviter leur agrégation. Le greffage de polymeres
hydrophiles sur la matrice rend la nanoparticule furtive, en plus de sa petite taille, et permet le greffage
de molécules d’adressage telles que les peptides ou pseudopeptides pour le ciblage cellulaire.

Plusieurs types de polymeres peuvent composer le squelette des nanoparticules non
biodégradables. Tang et al. ont encapsulé du bleu de méthyléne dans des nanoparticules de
polyacrylamide, préservant la structure chimique de 1’agent photosensibilisant de 1’activité
des réductases [114]. Ces nanoparticules de polyacrylamide ont protégé le bleu de méthyléne
de sa modification chimique par des enzymes réductases in vitro. Cette équipe a également
démontré 1’efficacité anti-tumorale in vitro de ces nanoparticules aprés traitement
photodynamique, permettant de confirmer la diffusion de 10, et de 1’0, & travers la matrice
des nanoparticules de polyacrylamide. Dans notre équipe, Couleaud, Bechet et al. ont
développé et testé une nanoparticule en polysiloxane multifonctionnelle permettant a la fois
I’IRM de la tumeur et la PDT [108] (Figure 10). Le squelette en polysiloxane, non
biodégradable, lie de manic¢re covalente les molécules de chlorine. La nanoparticule est
recouverte d’un polymeére hydrophile (PEG) permettant sa furtivité et sa fonctionnalisation
par le peptide ligand de NRP-1. Les nano-objets optimisés sont affins pour NRP-1 et
conservent leur caractéristique photo-activable. Couleaud, Bechet ef al. ont validé 1’efficacité

photodynamique in vitro des nanoparticules fonctionnalisées. L’efficacité photodynamique in

38



PARTIE I : II. Stratégie de ciblage en PDT

vitro a été caractérisée par une DLsy de 3 et 5 J/em?, respectivement pour les nanoparticules
avec et sans peptides. Récemment, Gary-Bobo ef al. ont développé une nanoparticule de silice
meésoporeuse (diametre des pores compris entre 2 et 20 nm) contenant de la camptothecine et
une porphyrine [115]. Le photosensibilisateur a été covalemment lié a la silice, tandis que la
camptothecine a été « chargée » dans les pores de la nanoparticule. Les auteurs ont montré in
vitro que la nanoparticule était capable de libérer la camptothecine et d’assurer une efficacité
photocytotoxique. En effet, aprés PDT avec les nanoparticules contenant la porphyrine et la
camptothecine, le test de viabilité cellulaire a révélé 100% de mort cellulaire. Des
nanoparticules métalliques ont également été développées, telles que des nanoparticules d’or
[116] et des nanoparticules ferriques [117]. Ces nanoparticules métalliques ont été optimisées

pour du « theranostic » [118].

c. Micelles

Les micelles polymériques sont composées d’un cceur hydrophobe de divers nature :
polyester, poly(acides aminés), poly(meth)acrylate ou poly(acrylamide) et d’une couronne
généralement constituée de polymeres hydrophiles biocompatibles. Comparée a celle des
liposomes, leur taille est souvent réduite, leur permettant d’exploiter I’effet EPR et d’éviter la
reconnaissance par le SRE. De plus, les micelles sont décrites comme étant tres stables dans
les milieux aqueux [119]. Les micelles améliorent la solubilité des photosensibilisateurs, leur
dispersion et leur internalisation cellulaire. Tu ef al. ont montré une amélioration de la
phototoxicité in vitro lorsque la chlorine e6 était encapsulée dans un systéme micellaire de
calixaréne-PEG [120]. Récemment, Tsai ef al. ont réalisé une étude comparative de la
protoporphyrine IX (PpIX) seule, versus encapsulée dans des micelles sensibles au pH (g-
CIM) ou non (g-C) [121]. Ils ont d’abord observé une diminution de la cytotoxicité propre a
I’obscurité de la PpIX encapsulée dans les deux types de micelles par comparaison a la PpIX
seule. D’autre part, la localisation intracellulaire est apparue comme différente pour les deux
types de micelles : g-CIM est localisée dans les endosomes, ou le pH acide permet le
relargage de la PpIX qui se relocalise ensuite au niveau nucléaire. Dans le cas de g-C, la PpIX
n’est observée qu’au niveau des lysosomes. La biodistribution in vivo a, quant a elle, révélé
une augmentation du temps de résidence plasmatique de la PpIX. Enfin, I’efficacité anti-
tumorale est apparue augmentée avec 1’encapsulation de la PpIX dans les micelles. Cette

efficacité a été encore majorée avec les micelles sensibles au pH.
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d. Dendriméres

Les structures dendrimeriques ont également démontré un intérét dans 1’amélioration
de I’efficacité photodynamique [122, 123]. Ces vecteurs font partie d’une classe de polymeres
présentant une structure extrémement ordonnée, en forme d’arborescence. Ils posseédent une
symétrie parfaite, une taille nanométrique et une cavité interne pouvant « contenir » la
molécule d’intérét [124]. Leur surface est fonctionnalisable par des molécules d’adressage.
Les dendriméres sont des structures stables qui se comportent comme des micelles. Ils sont
utilisés pour vectoriser des molécules actives, pour fonctionnaliser des molécules
hydrophobes afin d’améliorer leur solubilité et d’éviter leur agrégation, mais également pour
fonctionnaliser d’autres nanostructures telles que les nanotubes [123]. Selon les polymeres
utilisés, les dendrimeres peuvent également permettre le quenching de photosensibilisateurs
[125]. Les dendrimeres représentent un systéme vecteur capable de libérer de maniere

spécifique et prolongée les photosensibilisateurs [126].
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2. Ciblage actif

Pour améliorer la sélectivité du photosensibilisateur vis-a-vis du tissu cible, différentes
molécules d’adressage ont été envisagées et conjugées, soit directement a la molécule photo-
activable, soit a des vecteurs. Nous avons rédigé ce chapitre de livre (page suivante)
intitulé Targeting strategies in photodynamic therapy for cancer treatment, publié¢ dans le
livre Advances in photodynamic therapy Il de Michael Hamblin et Pawel Mroz (Artech
House, 2012), qui collige les principales stratégies de ciblage actif en PDT.

Le ciblage actif par des molécules d’adressage améliore la sélectivité cellulaire
tumorale, I’incorporation cellulaire et la biodisponibilité tumorale des photosensibilisateurs.
Parmi les molécules d’adressage décrites dans la littérature, on retrouve des aptameres de
peptide ou d’oligonucléotide, des facteurs de croissance, des anticorps (Ac) ou fragments
d’Ac, des transferrines, des folates, des peptides, etc... Ces différentes molécules d’adressage
ont été choisies en fonction du phénotype de la lésion tumorale a traiter.

En PDT appliquée a I’oncologie, les stratégies de ciblage peuvent concerner la
vascularisation tumorale de phénype angiogénique ou les cellules néplasiques directement :

e Ncéovascularisation tumorale. Les principaux travaux concernent le ciblage des récepteurs
au facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF), au facteur tissulaire et au facteur
de coagulation VII, aux intégrines et aux métalloprotéinases matricielles.

e C(ellules tumorales. Le ciblage des cellules tumorales est axé principalement sur des
récepteurs (au facteur de croissance épidermique (EGF), aux LDL et cholestérol, aux
oestrogeénes, a l’acide folique, a la cholecystokinine A, a la gonadolibérine, aux

transferrines, aux oligosaccharides) ou des Ag spécifiques du type tumoral.
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Introduction

The selective targeted delivery of photosensitizers to diseased cells is one of the major
problems in PDT and is still a challenge to take up. One area of importance is the elaboration
of targeted photosensitizers. Targeted therapy is a new promising therapeutic strategy, created
to overcome growing problems of contemporary medicine, such as drug toxicity and drug
resistance. An emerging modality of this approach is targeted photodynamic therapy (TPDT)
with the main aim of improving delivery of photosensitizer to cancer tissue and at the same
time enhancing specificity and efficiency of PDT. Depending on the mechanism of targeting,
we can suggest to divide the strategies of TPDT into "passive", "active" and "activatable”,
where in the latter case the photosensitizer is activated only in the targetted tissue. In this
review, contemporary strategies of TPDT are desecribed, including new innovative concepts,

such ag targeting assisted by peptides and aptamers, multifunctional nanoplatforms with

navigation by magnetic field or "photodynamic molecular beacons" activatable by enzymes
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and nucleic acid. The imperative of introducing a new paradigm of PDT, focused on the
concepts of heterogeneity and dynamic state of tumor, is also called for.

In this sense, to overcome the drawbacks encountered in passive photosensitizer
targeting, an arsenal of targeting strategies have been recently developed, including
conjugated organic molecules as well as supramolecular carrier platforms like dendrimers,
micelles, liposomes and nanoparticles. Numerous interesting works have clearly demonstrated
that more specific drug targeting, cellular uptake and bioavailability can be achieved by
binding various ligands, known as targeting moieties, to the photosensitizers or to the surface
of the carrier platforms, such as peptides, growth factors, transferin, antibodies or antibody
fragments, oligonucleotide aptamers and small compounds such as folate. The rational of all
these strategies is taken from biologic and meolecular characteristics of tumor tissues. For
instance, aiterations or increased levels in receptor expression of specific celiuiar type occur
in diseased tissues.

These active-targeting approaches may be particularly useful for vascular-targeted
PDT (VTP). Indeed, VTP effects are mediated not only through direct killing of tumor cells
but also through indirect effects, involving both initiation of an immune response against
tumor cell antigens and destruction of the tumor vasculature.

This chapter will describe recent and significant advances and developments in strategies for
achieving selective enhanced photosensitizer concentration in neoplastic target tissue with the
emphasis on target specificity. Description is focused on the recent and significant published
articles describing the different targeting targeting strategy and references of related reviews

will be indicated.

1. Biodistribution and Natural Selectivity of Photosensitizers

PDT has inherent dual selectivity due to the control of light delivery and to some
extent selective photosensitizer accumulation in tumors. Biodistribution and cellular
incorporation of photosensitizers depend partly on the interactions between these molecules
and transport molecules in plasma. Most photosensitizers when injected into the blood
circulation behave as macromolecules either because they are bound to large protein
molecules or because they have formed intermolecular aggregates. It is thought that the
increased wvascular permeability to macromolecules typical of tumor neovasculature is
responsible for the preferential extravasation of the photosensitizer in tumors. In addition, it is

thought that tumors have poorly developed lymphatic drainage, and those macromolecules,
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which extravasate from the hyperpermeable tumor neovasculature, are retained in the
extravascular space. This means that therapeutic agents that gain interstitial access to the
tumor present higher retention times than normal tissues. The combination of leaky
vasculature and poor lymphatic drainage, which characterise tumor vasculature, result in the
so-called Enhanced Permeation and Retention (EPR) effect’. The effectiveness of PDT is
widely determined by the efficiency of the local generation of '0,, the degree of efficiency
and selectivity to which therapeutic concentrations of the photosensitizer is delivered to the

target site with minimal uptake by non-target cells and subsequent localized light irradiation.

II. Tumor Neovascularisation Targeting

The targeting of tumor vasculature has become a large area of focus for the
development of new cancer therapeutics. It is known that when a tumor grows, its need for
nutrients and oxygen increases, and thus the number and size of blood vessels increase
proportionately. This phenomena is angiogenesis. By attacking the growth of the
neovasculature, the size and the metastatic capabilities of tumors can be regulated. Tumor
neovasculature targeting appears as an approach of significant research interest for the
development of active photosensitizer delivery systems able to enhance selectivity and
efficiency of vascular PDT for cancer treatment. The main molecular targets explored in the
vascular-targeting PDT for cancer includes the vascular endothelial growth factor receptors
(VEGFRs such as neuropilin-1 (NRP-1)), receptor tissue factor (TF), a,p; integrins, and

matrix metalloproteinase (MMPs) activities.

A. Vascular Endothelial Growth Factor Receptors

Vascular endothelial growth factor (VEGF) is one of the most potent direct-acting
angiogenic proteins known. This growth factor is upregulated in the majority of neoplastic
cells, mainly as a response to hypoxia and many oncogens, and its overproduction is
correlated with high microvascular density and poor prognosis. The overexpression of VEGF
results in the upregulation of VEGFR-1 (also known as fins-like tyrosine kinase (flt-1)) and
VEGFR-2 (foetal liver kinase-1, flk-1 or KDR (kinase domain region)). VEGFR-2 is
generally believed to be the main receptor that mediates VEGF biological activities and plays
a major role in tumor-associated angiogenesis. It is highly expressed on endothelial cells in

tumor neovasculature. Therefore, VEGFR-2 is seen as an interesting molecular target for anti-
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angiogenic drug delivery, and specific targeting of VEGFR-2 could provide a promising
approach for selective and efficient photosensitizer delivery to tumor neovasculature.
Although targeting VEGFR-2 has been widely investigated for the selective delivery of
therapeutic drugs for conventional therapies such as radiotherapy, a limited number of papers
have been published for the selective delivery of photosensitizers. Renno et ¢l have showed
that PDT using verteporfin conjugated to a peptidic motif (ATWLPPR) known to bind
VEGFR-2 was more effective in causing choroidal neovascularization closure than untargeted
verteporfin. As expected targeted verteporfin also resulted in more selective treatment than
untargeted drug”. These studies suggest that targeting VEGFR-2 can be an effective approach
to confine sufficient doses of photosensitizers within the tumor neovasculature and thus
potentiate the wvascular photodynamic effect with minimal side effects. Our group
demonstrated in agreement with others™ that this peptide targeted NRP-1 and not KDR.
Although VEGFR-2 still a potential target to explore, the latter observations have then
attracted a great interest on the potential of NRP-1 as promising target for targeted vascular
PDT.

Neuropiling (NRP) have also been identified as receptors for the VEGF;¢s isoform.
The transmembrane protein NRP-1 has been described as a positive modulator of VEGFR-2
and is thereby a crucial inducer of angiogenesis. Neuropilins are expressed specifically in
tumor angiogenic vessels and some tumor cells, and promote tumor angiogenesis and
progression. Hence, targeting NRP-1 can lead to the selective vascular localization of
photosensitizers, and thus enhance the vascular photodynamic effects. The conjugation of a
photosensitizer (3-(4-carboxyphenyl)-10,15,20-triphenyl-chlorin (TPC)) to the heptapeptide
ATWLPPR has been described by our group. Our group evidenced iz vitro by competition
experiments in human umbilical vein endothelial cells (HUVEC)4 and in vive by
biodistribution studies in nude mice xenografted with U87 human malignant glioma cells that
a part of the accumulation of the conjugated photosensitizer (noticed TPC-Ahx-ATWLPPR)
was related to NRP-1-dependent mechanisms but also to non-specific mechanisms. Taking
advantage of RNA silencing techniques known as RNA interference, we have selectively
silenced NRP-1 expression in MDA-MB-231 breast cancer cells to provide the evidence for
the involvement of NRP-1 expression in the conjugate cellular uptake. We also observed in
vivo the vascular effect by measuring the tumor blood flow during PDT using both conjugated
and nonconjugated PS. The conjugate-mediated vascular targeted PD'T produced a selective
vascular effect, leading to vascular shutdown and tumor growth delay™. From the biological

mechanism point of view, the conjugate-mediated vascular effect implies the induction of
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tissue factor (TF) protein expression that may lead to the thrombogenic effect within the
vessel lumen. Nevertheless, affinity for NRP-1 remains low probably due to (i) intramolecular
interactions between chlorin and peptide, steric hindrance due to the TPC moiety, (i)
aggregation of the photosensitizer molecules, (7ii) low stability of the peptide moiety that,
may be due to sensitivity to circulating peptidases action. To improve our system,

multifunctional nanoparticles as photosensitizer carriers have been developed7.

B. Tissue Factor & coagulation factor VIl

Tissue factor ('TF) is a cell membrane-bound glycoprotein and a member of the class 2
cytokine receptor family. It is composed of a hydrophilic extracellular domain, a membrane-
spanning hydrophobic domain, and a cytoplasmic tail of 21 residues, including a non-
disulfide-linked cysteine. TF forms a high-affinity and specific complex with its endogenous
ligand, coagulation factor VII (FVII), as the initial step of the blood coagulation pathway
[Nemerson, 1988]. Accumulating evidence suggest that TF is aberrantly overexpressed by
angiogenic vascular endothelial cells and various tumor cells® but not on endothelial cells of
normal blood vessels. Several studies have generated promising results in inhibiting tumor
growth in animal models by targeting TF. Moreover, it has been suggested that VEGF protein
secreted by tumor cells induces endothelial cells in tumor vasculature to overexpress TF. All
the aforementioned characteristics suggest that TF can serve as specific therapeutic target for
targeted drug delivery directed at tumor angiogenesis. Accordingly, several methods have
been developed for selectively delivering drugs to TF-expressing tumor vasculature and
tumors using FVII as a drug carrier. An immunotherapy strategy for destroying the tumor
vasculature by targeting TF on tumor vascular endothelial cells with an immunoconjugate
(icon) molecule has been described. More recently, this group has described an approach
targeting TF on tumor cells and angiogenic vascular endothelial cells by FVII-targeted
verteporfin PDT for breast cancer in vifro and in vivo. Authors demonstrated that (i} FVII
protein could be conjugated with verteporfin without affecting its binding ability; i/} FVII-
targeted PDT could selectively affect TF-expressing cells and VEGF-stimulated angiogenic
human endothelial vein endothelial cells (HUVEC) but no side effect was observed on non-
TFR expressing unstimulated cells; (iii) fVII targeting enhanced the effect of verteporfin PDT
by three to four-folds; (v fVIl-targeted PDT induced significantly stronger levels of
apoptosis and necrosis than non-targeted PDT; and (v} FVII-targeted PDT had a significantly

stronger effect on inhibiting breast tumor growth in mice than non-targeted PDT [Hu et al
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2010]. Since receptor TF is expressed on many types of cancer cells and selectively on
angiogenic vascular endothelial cells, these findings suggest that FVII-targeted PDT could
have broad therapeutic applications. Cheng et al. demonstrated that in vivo administration of
FVII targeted PDT significantly inhibited or eliminated subcutaneous A549 and H460 tumor
xenografts in an athymic nude mouse model without any obvious side effects, concluding that
this targeting strategy could be effective and safe for the treatment of human lung cancer in

preclinical studies.

C. Integrin a.p;

The o,Ps-integrin is highly expressed on neovascular endothelial cells and is important
in the calcium-dependent signalling pathway, leading to endothelial cell migration. It is also
overexpressed in many tumor cellsbut also in actively proliferating endothelial cells and
around tumor tissues. Moreover, ayfs-integrin is an endothelial cell receptor for extracellular
matrix proteins harboring the RGD peptidic sequence. Therefore, a,p;-integrin is considered
as an attractive molecular target for antivascular therapies. In accordance with this, several
investigations have described the potential of such receptors in vascular-targeted PDT.
Chaleix et al. reported the solid-phase synthesis of four porphyring bearing the ofB;-integrin
ligand RGD (H-Arg-Gly-Asp-OH) tripeptide’. Three of the conjugates prepared displayed
photodynamic activity on the K562 leukaemia cell line to a degree comparable to that of
Photofrin II®. The authors later described the synthesis of a cyclic peptide containing the
RGD motif and adopting conformations showing an increased affinity for integrins. To
increase the selectivity of phthalocyanines, Allen ef al. have evaluated the use of viral
proteins to deliver the photosensitizer to the selected tissue'’. Adenoviruses cause illnesses
such as gastroenteritis, conjunctivitis and respiratory diseases. They have received a great deal
of attention as gene therapy vectors. Adenoviruses efficiently break the endosomes upon
infection in the cell and therefore, it was anticipated that adenovirus-photosensitizer dyads
would target the cell nucleus more quickly than free photosensitizer. This targeting of the
nuclear cell resulted in a 2.5 fold increase of the photodynamic activity of photosensitizer in
comparison with a cytoplasmic localization. Adenovirus penton base proteins contain the
RGD peptide sequence motif. Adenoviruses type 2 structural proteins; the hexon, penton
bases and fiber antigen were isolated and purified. The adenovirus tetrasulfonated aluminum
phthalocyanine derivatives were tested both in vitro and in vivo. The penton base conjugate

was the most efficient in vitro, as measured in two positive cell lines (A549. Hep2) expressing
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integrins'®. According to this study, it appears that adenoviral proteins can be used to target
tumor cells. Despite a non-optimal photodynamic activity, in vivo results were encouraging.
Nevertheless, tumor targeting using adenoviral protein vehicles may promote inflammation
and anti-protein cellular immunity, which could limit their usefulness.

Our group conjugated a  photosensitizer (5-(4-carboxyphenyl)-10,15,20-
triphenylchlorin or porphyrin) to the RGD motif as a common sequence“. We reported an
efficient solid-phase synthesis of a new family of peptidic photosensitizers with linear or
cyclic [RGDfK] RGD motif. Chlorins containing linear and constrained RGD motif were
incorporated up to 98- and 80-fold more, respectively, than the unconjugated photosensitizer
over a 24 h exposure in HUVEC overexpressing [,[1; integrin. Peptidic moiety also led to a
non-specific increased cellular uptake by murine mammary carcinoma cells (EMT-6), lacking
RGD binding receptors. The higher photodynamic efficiency was related to conjugates greater
cellular uptake. Survival measurements demonstrated that HUVEC were greatly sensitive to
conjugates-mediated photodynamic therapy. This study also showed that peptidic moiety was
obviously an interesting means to introduce such a balance between hydrophilicity and
hydrophobicity. More recently, we described the synthesis, characterization, fluorescence, and
singlet oxygen quantum vyields of tetraphenylporphyrin and tetraphenylchlorin coupled to
RGD type peptides. They reported that some of theses compounds are very promising for
potential PDT applications'®.

D. Matrix Metalloproteinases (MMPs)

Tumour-associated proteases are known to function at multiple steps of tumour
progression, affecting tumour establishment, growth, neovascularization, intravasation,
extravasation, and metastasis. Proteolytic degradation of the extracellular matrix (EMC) is
crucial for cancer development, invasion and metastasis, all of them associated with increased
activities of several different protease families''!. Numerous studies have documented
increased expression of proteases such as MMPs in many human malignant tissue types.
Thus, protease-sensitive macromolecular prodrugs have attracted interest for bio-responsive
drug delivery to disease sites with up-regulated proteolytic activities, and many strategies
emerged from protease targeting to convert inactive PDT prodrug into active drug when
activated in vivo'’. In fact, the tumor-associated proteases could act as activators of the

protease-mediated PDT agent.
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MMPs are tumor promoting enzyme playing an important role in angiogenesis'®'®

and thus are potential interesting target in PDT. Prodrugs activated by proteases are not recent
but applied to PDT, proteases become attractive biological triggers in drug development to
control 'O, production; many strategies emerged from protease targeting to convert
pharmacological inert prodrug into active pharmacophore when activated in vivo'”.

As most photosensitizers used in PDT are porphyrins derivatives that absorb light
energy and then transfer to oxygen or emitted fluorescence, it has been reported that 'O,
generation is closely correlated with fluorescent intensity of the photosensitizing agent. So,
when a photosensitizer is in a fluorescent quenched state, its ability to generate 'O5 is also
reduced. Molecular beacons are FRET-based target-activatable probes, offering control of
fluorescence emission in response to specific targets such as proteases, as a useful tool for in
vivo cancer imaging. By combining the two principles of FRET and PDT, Zheng et al
suggested a concept of photodynamic molecular beacon for controlling the photosensitizer’s
ability to generate 102, and thus, for controlling its PDT activity. They described the synthesis
and characterization of a MMP7-triggered photodynamic molecular beacon, using (i)
pyropheophorbide as the photosensitizer (PS) ; (il) black hole quencher 3 (Q) as a dual
fluorescence and 'O, quencher; and (iii) a short peptide sequence, GPLGLARK, as the
MMP7-cleavable linker. The photosensitizer and the quencher are attached to the opposite
end of the MMP7-specific cleavable peptide linker to keep them in close proximity, enabling
FRET and 'O, quenching to form inactive prodrug. Thus, the photosensitizer’s photoactivity
is silenced until the linker interacts with the target tumor-associated MMP7.

After validating the MMP7-triggered production of '0; in solution, the authors
demonstrated the MMP7-mediated photodynamic cytotoxicity in cancer cells. I vive studies

also revealed the MMP7-activated PDT eﬂicacylg.

III. PDT - Neoplastic Cells Targeting

This second part deals with photosensitizers covalently bound to different
biomolecules (sugars, steroid hormones, amino acids, proteins...), wia a direct coupling or
using linkers/spacers. These biomolecules, as targeting moieties are used to direct the
photosensitizing agents against neoplastic cells-associated specific antigens. The coupling of a
vector can either 7) modulate the amphiphilicity and enhance the solubility of these
compounds in biological media and prevent self-aggregation (passive targeting), or ii)

promote cellular recognition (active targeting), with the aim to increase the biological
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efficiency. Several of these targeting strategies offer the advantage of transporting the
photosensitizer across the cellular plasma membrane, resulting in intracellular accumulation
of the photosensitizers, which may allow for targeting photosensitive intracellular sites, and

thus improve photodynamic efficiency.

A. Epidermal Growth Factor (EGF)-receptors

The ligands that bind the EGF receptor (EGFR HER) include EGF, transforming
growth factor-o (TGFa), heparin-binding EGF-like growth factor, amphiregulin (AR),
betacellulin (BTC), epiregulin (EPR), and epigen. Each of the nature peptide growth factors is
characterized by a consensus sequence consisting of six spatially conserved cysteine residues.
This consensus sequence is known as the EGF motif and is crucial for binding members of the
HER receptor tyrosine kinase family. In addition to binding EGFR, HB-EGF, BTC, and EPR
are also reported to bind HER4. Since a high EGF receptors expression frequently
accompanies development of several tumor types such as squamous carcinomas, its natural
ligand EGF was an attractive candidate for the conception of drug targeting strategies. One
binding to its receptor, EGF is internalized in the cell through receptor-mediated endocytosis,
enabling the intracellular accumulation of photosensitizers. Based on this concept, EGFR
receptors provide an interesting approach for selective photosensitizer delivery to tumor
tissues.

Lutsenko et al. conjugated EGF with aluminum and cobalt disulfonated
phthalocyanines, the EGF:photosensitizer ratio being 1:1[Lutsenko et al. 1999]. EGF-
phthalocyanines exhibited a much higher photoactivity than their nonconjugated analogous.
The antitumor activity was also investigated in vivo on the growth of solid tumors (murine
melanoma cells line B16) implanted in mice. The administration of the conjugate strongly
increased mean life spans and mean survival time of animals bearing tumors whereas free
phthalocyanines described practically no effect on these parameters’.

Targeting the EGFR with antibody (Ab)-delivered photoactive molecules may serve as
a two-armed feedback-controlled approach: the photoactivatable compound together with
illumination may target and destroy the EGFR, and the fluorescent dye may allow the
progress of the treatment to be monitored. Soukos ef ol studied an anti-EGFR monoclonal
(m)Ab (C225) coupled to either the near-infrared fluorescent dye NN -di-carboxypentyl-
indodicarbocyanine-3,5°-disulfonic  acid (indocyanine Cy3.5) for detection or a

photochemically active dye (chlorin,g, Ce6) for therapy: (1) to determine whether the intra-
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venous injection of a conjugate between C2235 and the fluorescent dye indocyanine Cy3.5
could deliver sufficient amounts of the fluorophore into clinically unrecognizable early
premalignant lesions and, (2) to test the photodynamic effect of a conjugate between C225
and Ce6’'. Authors demonstrated that immunophotodiagnosis using C225-Cy3.5 conjugate
might have potential both as a diagnostic modality for oral precancer and as a surrogate
marker. As suggested, the use of a NIR emitting fluorophore as a label may be an alternative
to use radioisotopes, with consequent increased patient safety. To extend the analogy with
radioisotopes, the principle of using an anti-EGFR mAb to deliver photoactive molecules
applies equally well to therapeutic photosensitizers as to fluorophores, and furthermore,
immunophotodiagnosis can be used to assess response. HER2, also called human EGF
receptor-2, is highly upregulated target on tumor cell surfaces such as breast cancer. Bhatti et
al. described complex of multiple photosensitizers (verteporfin or pyropheophorbide-a) with
anti-HER2 single chain Fv (scFv). They demonstrated that the photoimmunoconjugates were
more potent than either free photosensitizer, effectively killing tumor cells in vitro and in
vivo. In vivo treatment with the photoimmunoconjugate comprising an anti-HER2 scFv with
about 8-10 molecules of the pyropheophorbide-a led to a significant tumor regressionn. Itis
important to note that the clearance of the immunoconjugate was still more rapid that free
pyropheophorbide-a, suggesting that the time from administration of scFv-pyropheophorbide-
a to exposure to laser light could be therapeutically attractive with very little danger of skin
photosensitivity.

Selbo et al. have explored the possible cell population inactivation by PCI
(photochemical internalization) of the EGFR-targeted protein toxin EGF-saponin23. A wide
range of anti-cancer drugs are substrates of the ATP-binding cassette transporter
ABCG2/CD338/BCRP/MXR, which is thought to play an important role in multi-drug
resistance (MDR) and protection of cancer stem cells against chemotherapeutics and PDT. In
this interesting study, the authors demonstrated that strong amphiphilic PCI-photosensitizers,
including a chlorine, a porphyrin and a phtalocyanine are not substrates of ABCG?2 using the
MATI1 cell line as a novel MDR model. As proof-of-concept, the authors also show that PCI
of targeting toxins is a highly potent strategy for the site-specific elimination of EGFR-
expressing MDR cells.
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B. Cholesterol and Low Density Lipoprotein (1.DL)

The steroid hormones are an interesting class of biomolecules to target
photosensitizers to cancer cells. In particular cholesterol is a vital component of eukaryotic
cell membranes and can be taken up quickly by cancer cells. It thus appears that the covalent
coupling of cholesterol to a molecule could favour its association with LLDL and increase its
photodynamic efficiency. Furthermore axial substitution of suitable central metals (Si, Ge, Al)
by cholesterol, which is a lipophilic and bulky ligand, could decrease phthalocyanine self-
aggregation (inhibition of the n-m-stacking by addition of steric hindrance on the sides of the
macrocycle) and increase the crossing of the lipophilic membrane. Photodynamic activities of
cholesterol-phthalocyanine derivatives were investigated on two pigmented melanoma cell
lines: M3Dau and SK-MEL-2**. M3Dau cells were of interest as they led to melanoma tumors
in nude mice, allowing further im vivo validations. SK-MEI -2 cells were also used in order to
elucidate whether the photocytotoxicity of the phthalocyanines could vary depending on the
pigmented melanoma cell line used. Segalla ef al. demonstrated that cholesterol-
phthalocvanine derivatives, injected systemically into mice bearing an intramuscularly
implanted MS-2 fibrosarcoma, was quantitatively transferred to serum lipoproteins and
localized into the tumor tissue. The selectivity of tumor targeting was similar to that observed
for other liposome-delivered phthalocyanines™. Another grafting of cholesterol was achieved
by Maree et al*®. The authors showed that unfortunately the conjugate was highly aggregated
at low concentrations. No biological evaluation was performed on this compound yet.

LDLs have been suggested to be able to play an important role in transport and release
of photosensitizers in tumor cells. A plethora of studies have showed that photosensitizers
such as phthalocyanine, Visudyne® and chlorin ¢6 mixed with LDL before administration led
to an increase in photodynamic efficiency’’. Zheng and co-workers prepared a delivery
system comprising a pyropheophorbide cholesterol oleate photosensitizer incorporated into
LDL with a modest photosensitizer payload. Interestingly, laser scanning confocal
microscopy studies demonstrated that such a LDI-based photosensitizer was internalized
exclusively by LDI. receptors overexpressing human hepatoblastoma G2 (HepG2) tumor
cells®™ To reduce the dose for more efficient cancer detection and treatment, Li et al.
designed a novel strategy to improve LDL’s photosensitizer payload using a silicon-
phthalocyanine as new NIR dyes. The choice of such compound was based mainly on the fact

that the central silicon atom of silicon-phthalocyanine allows axial coordination of two bulky
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ligands on each side of the phthalocyanine ring to prevent stack aggregation usually
encountered in solution for the planar molecular structure; since such aggregation is thought
to be the major limiting factor for achieving high probe/LLD1. payload. Confocal microscopy
studies demonstrated that the internalization of the conjugate by human HepG2 cells was still
mediated by LDL receptors pathway. Using clonogenic assay, the in vitro PDT response of
Hep(G2 cells revealed a significant enhanced efficacy of LDL receptors-targeted PDT”. More
recently, Song et al. described the preparation and characterization of the naphtathalocyanine
reconstituted LDI, nanoparticles as well as the in vitro and in vivo validation of the LDL
receptors-targeting of the conjugate to cancer cells and in mice bearing human HepG2 tumors.
A confocal microscopy study revealed that the photosensitizer reconstituted LDL
nanoparticles retain their LDL receptors-mediated uptake by cancer cells. Its preferential
uptake by tumor vs. normal tissue was also confirmed /7 vivo by non-invasive optical imaging

technique™.

C. Qestrogen Receptors

To improve the uptake of the phthalocyanine derivatives by receptor-rich endocrine
tumors, van Lier et al. reported the synthesis of phthalocyanine-oestradiol conjugates®, and
their photodynamic activities. Phthalocyanine-oestradiol conjugates were prepared with both
aliphatic and aromatic alkynyl spacers in order to modulate the overall amphiphilicity of the
molecule. The highest receptor binding affinities were observed with lipophilic conjugates
coupled viag a relatively long spacer while the sulfonated analogues showed little binding
affinities. Surprisingly, the most hydrophilic trisulfonated phthalocyanine-oestradiol described
the highest photocytotoxicity (EMT6 cells) comparable to those reported for the
nonconjugated phthalocyanine. The nature of the spacer did not seem to influence the
biological activity. Grafting of estrone, the biosynthetic precursor of oestradiol receptors
overexpressed by breast cancer cells, was achieved by Maree et al>>. From a photophysical
point of view, aggregation was prevented due to the presence of axial ligands in all
complexes. From the biological point of view, the octaoestrone phthalocyanine showed the
best promise for detection through fluorescence and for treatment since this complex has the

longest triplet lifetime.
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D. Nucleus and DNA

The cell nucleus is the most sensitive site, in contrast to cell membranes and other
cytoplasmic organelles. Therefore, creation of a molecule of 'O, in close proximity to the
cancer cell DNA would dramatically increase the odds of cell death whether by induction of
apoptosis or by necrosis. Efforts have therefore been made to enhance delivery of the
photosensitizer to the cell nucleus.

Different nuclear localization signal (NL.S) sequences, contained in targeting proteins,
have been tested to favour intranuclear delivery of photosensitizers into the target cells™.
Gariépy’s group has designed branched peptides that act as multitasking intracellular
vehicles®™. These vehicles incorporate eight identical peptide arms coding for two functional
domains, namely a pentalysine domain acting as a cytoplasmic transport sequence and the
simian virus SV40 large T antigen NLS which guide their nuclear uptake. These squid-like
intracellular vehicles are referred to as loligomers. By solid-phase synthesis, the coupling of
chlorin 6 (Ce6) to a nucleus-directed linear peptide (Ceb-peptide) or a branched peptide
(Ce6-loligomer) composed of eight identical arms, displaying the sequence of the Ce6-peptide
was achieved. The authors have shown that cellular distributions of the two conjugates into
radiation-induced fibrosarcoma cells (RIF-1) clearly differed. Nevertheless, an enhanced (1.5-
fold) nuclear localization was only significant for Ce6-loligomer, compared to Ce6-peptide.
With the goal to enhance the photodynamic activity of Ce6 by the directed delivery of
photosensitizers, Sobolev ef al. have also shown that photosensitizers can be successfully
redirected within cells by using cross-linked modular polypeptide transporters possessing: (i)
an internalizable ligand providing a cell-specific delivery; (i) a module enabling escape from
endosomes; (iii) a NLS conferring interaction with importins, the cellular proteins mediating
active translocation into the nucleus; (iv) and, a module allowing attachment of the
photosensitizer.

Rosenkranz and coworkers™ describe the design, production and characterization of
bacterially expressed modular recombinant transporters (MRT) for bacteriochlorin pg
comprising: (i) the a-melanocyte-stimulating hormone (MSH) as the internalizable ligand, (ii)
the optimized T-ag NLS, (iii) the Escherichia coli hemoglobin-like protein HMP as a carrier,
and (iv) an endosomolytic amphipathic peptide. The MRT delivered the PS into the nuclei of
murine melanoma cells and provided for several orders of magnitude greater cytotoxieity than

free PS.
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A large number of nucleobase porphyrins, which are of interest for nucleus targeting,
have also been described in the literature. Koval ef @/ have first reported in 2001 the synthesis
of oligonucleotide-phthalocvanines conjugates for specific DNA modifications in vitro and in
vivo for the development of sequence specific gene targeting reagents™. Due to the presence
of a phthalocyanine core and adenine substituent, these compounds present strong
intermolecular interactions, resulting in a poor solubility in common organic solvents and
unusual spectral features (observation of fluorescence emission despite strong aggregation).

No biological evaluation was performed.

Endosomolytic
sequence

P

v

Photosensitizer

Figure 1. Scheme of distinct modules conferring cell-specific targeting for photosensitizers. The
various sequence modules for cell surface binding and uptake (a ligand), an endosomolytic sequence,
and a NLS as well as the photosensitizer. are linked to the carrier molecule™

E. Folic Acid Receptor

The vitamin folic acid is a ligand able to target bioactive agents quite specifically to
folate receptor (FR)-positive cancer cells. The FR, which is a well-known cancer cell-
associated protein, can actively internalize bound folates via endocytosis. Folate receptors
exist in three major forms namely FR-a, FR-f and FR-y. The FR-a form is overexpressed by
many types of tumor cells, including ovarian, endometrial, colorectal, breast, lung, renal,
neuroendocrine carcinomas and brain metastases. Upon receptor interaction, the folic acid-
receptor complex is taken up by cells and moves into many organelles involved in endocytotic
trafficking, providing for cytosolic deposition. Proper synthesis procedures have been pointed
out to link folic acid to molecules in order to develop targeting delivery systems. It was
demonstrated that the glutamate y-carboxyl group modification does not induce significant
loss of folic acid affinity for the receptor. Moreover, due to its high stability, compatibility
with both organic and aqueous solvent, low-cost, non-immunogenic character, ability to

conjugate with a wide variety of molecules, and low molecular weight, folic acid has attracted
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wide attention as a targeting agent for tumor detection. Numerous examples that take
advantage of folic acid uptake to promote targeting and internalization include inorganic
nanoparticles, polymer nanoparticles, polymeric micelles, lipoprotein nanoparticles, tumor
mmaging agents, and dendrimers. For example, folic acid was recently covalently anchored on
the surface of gold nanorods with silane coupling agent. The resultant folic acid-conjugated
silica-modified gold nanorods show highly selective targeting, enhanced radiation therapy and
photo-thermal therapy effects on MGC803 gastric cancer cells, and also exhibited strong X-
ray attenuation for in vive X-ray and computed tomography (CT) imaging37.

Novel amphiphilic polysaccharide/photosensitizer conjugates synthesized by chemical
conjugation of heparin with pheophorbide a and FA were investigated. The anticoagulant
activity of heparin-PhA (HP) and folate-heparin-PhA (FHP) conjugates was significantly
decreased compared to that of heparin, thereby potentially reducing the hemorrhagic side
effects. HP and FHP nanoparticles exhibited marked phototoxicity on Hel.a cells and were
minimally dark-toxic without light treatment™.

Our group synthesized two new conjugates composed of folic acid coupled to 4-
carboxyphenylporphyrin via two short linkers that were different in nature but similar in size.
Both conjugated photosensitizers showed improved intracellular uptake in KB cells acting as
a positive control due to their overexpression of FR-a. Using a short PEG, 2,2°-
(ethylenedioxy)-bis-ethylamine, as spacer arm, our group demonstrated that the uptake of this
conjugate was on average 7-fold higher than tetraphenylporphyrin used as a reference and that
the cells were significantly more sensitive to folic acid-conjugated porphyrin-mediated PDT.
We also demonstrated that in vivo selectivity of meta tetra(hydroxyphenyl)chlorin (m-THPC)-
like photosensitizer conjugated to folic acid exhibited enhanced accumulation in KB tumors
in vivo compared to m-THPC, 4 hours after intra-venous injection”. Tumor-to-normal tissue
ratio exhibited a very interesting selectivity for the conjugate (5:1) in KB tumors. An aspect
that is important for folic-acid-mediated drug delivery concerns the rate of FR recycling
between the cell surface and its intracellular compartments. Accumulation of folate
conjugates in KB cells will depend upon not only the number and accessibility of FR on the
cell surfaces but also the time required for unoccupied receptors to recycle back to the cell
surface for additional conjugated QDs uptake. Using radioactive conjugates, Paulos ef al
found empty FR+ to unload their cargo and return to the cell surface in about 8 to 12 hours™’.
Using folic acid-linked drugs in a FR-targeting strategy could be considered as an efficient
method to improve selectivity of anti-cancer treatment, specifically to FR+ positive cancer

cells.
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Stefflova et al. prepared a construct (pyro-peptide-folate, PPF) consisting of three
compounds: (1) pyropheophorbide, (2) peptide as linker, (3) folate as targeting moiety“. They
observed a higher accumulation of PPF in KB cells compared to HT1080 used as negative
control, leading to a more effective photodynamic effect. The effect of folate was also
confirmed in vivo with an accumulation of PPF in KB tumors (KB versus HT1080 tumors
2.5:1). It was interesting to note that the short peptide used as spacer considerably improved

the delivery efficiency with a reduction (50-fold) in PPF uptake in liver and spleen.

F. Cholecystokinin A Receptor (CCK4)

A peptide hormone cholecystokinin CCK8 (H-Asp-Tyr-Met-Gly-Trp-Met- Asp-Phe-
NH,) is known to interact with CCK 4 a receptor that is overexpressed in some colonic, gastric
and brain cancers’>. De Luca e al. described the synthesis of 5,10,15-tris(2,6-
dichlorophenyl)-20-(4 carboxyphenyl)porphyrin (abbreviated PK) covalently bound to CCKS,
using a lysine residue as a spacer. A molecular dynamics analysis indicated that the
conformational characteristics of the CCK8/CCK, receptor-model complex and of the PK-
CCK8/ CCK, receptor-model complex were similar™. This evidence supported the
hypothesis that the introduction of the porphyrin-Lys moiety did not influence the mode of
ligand binding to the CCK, receptor model. A NMR conformation study of the PK-CCKS8
conjugaie was also carried oui in dimethyisuifoxide. No Nuciear Overhauser Eiieci
correlation between the porphyrin ring protons and the peptide chain of the molecule were
observed, indicating that the porphyrin macrocycle does not lie close to the peptide moiety of
PK-CCKS. The authors concluded that the presence of the porphyrin substituent at the N-
terminus of CCKS did not interfere with the conformation of the peptide residues supposed to
be involved in receptor binding. This study suggested that peptide-photodynamic drug
conjugates approach might be useful for targeting the tumor cells expressing CCK 4 receptor.
Cawston and Miller" reviewed the therapeutic potential of highly selective partial agonists
and allosteric modulators of the type 1 cholecystokinin receptor. These peptides could be

conjugated to PS to target cancer cells displaying overexpression of CCK receptor.
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G. Gonadotropin-releasing Hormone (GnRH) Receptors

Gonadotropin-releasing hormone (GnRH) is considered as a key integrator between
the nervous and the endocrine systems and plays a pivotal role in the regulation of the
reproductive system. Several studies revealed that GnRH and its receptors also play extra
pituitary roles in numerous normal and malignant cells or tissues (for review, see*’). Thus,
GnRH analogues, both agonists and antagonists, have attracted great interest because of their
potential application in the treatment of diseases such as prostate and breast cancers. Their
mechanism of action is believed to be related to gonadal steroid deprivation. This
phenomenon results from GnRH analogue action that leads to down-regulation of the GnRH
receptors (GnRH-R) and to desensitization of the pituitary gonadotropes. GnRH-R expression
was identified on different tumors (breast, ovarian, endometrial, prostate, renal, brain,
pancreatic, melanomas, non-Hodgkin’s lymphomas, etc), and the limited number of GnRH-R
in normal tissues provided a basis for the development of diagnostic and therapeutic
approaches of cancer. Rahimipour et al described the coupling of protoporphyrin IX to
peptides acting as GnRH agonists with the aim to selectively target GnRH-R that are
overexpressed in many prostate and breast cancers*®. Conjugates obtained exhibited binding
affinity for GnRH receptors, as assessed in viiro by displacement assays using '*I[D-
Lys6]GnRH as the radioligand. The affinity of the photosensitizer-peptide conjugates was
found to be lower than that of the corresponding peptide. Photodynamic activity was however
enhanced (about 1.5-fold) in GnRH expressing-pituitary gonadotrope aT3-1 cells, compared
to unconjugated protoporphyrin IX. The photodynamic activity of the conjugates was
attenuated by co-incubation with the parent peptide, indicating that phototoxicity was

receptor-mediated™.

H. Transferrin Receptors

As iron is an essential element for cell proliferation and metabolism, and because the
increased proliferative activity of malignant cells requires a higher iron supply, it is not
surprising that TfR is overexpressed on a variety of malignant cells compared to normal cells.
Indeed, the magnitude of TfR expression and turnover is proportional to the proliferative

activity of the tumor tissue, because a higher proliferation rate requires more iron. Therefore,
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the Tf-TfR system has been used in several formats to target photosensitizer molecules to
different types of malignant cells.

Gijsens et al. prepared a Tf conjugated polyethylene glycol (PEG)-liposome that
contains the photosensitizer aluminum phthalocyanine tetrasulfonate compound. The anti-
proliferative activity of the targeted liposomes was evaluated and compared to the native
photosensitizer and the non-targeted liposome on Hela tumor cells. After irradiation, the
conjugate was 10 times more photocytotoxic than free photosensitizer whereas the conjugated
liposome displayed no photocytotoxicity at all'”’. The high photocytotoxicity of targeted
liposome was shown to be the result of a high intracellular concentration in Hela cells, which
could be lowered dramatically by incubating the conjugate with a competing transferrin
concentration. Later, this group confirmed the seclective uptake of the targeted liposome in
human AY-27 transitional-cell carcinoma cells and in an orthotopic rat bladder tumor
model®. Biodistribution studies revealed that among rats bearing AY-27 cell-derived bladder
tumors, intravesical instillation with the targeted liposome resulted in a significant selective
accumulation in tumor tissue compared to surrounding healthy tissues (normal urothelium and
submucosa/muscle)48. More recently, Laptev ef al. demonstrated that bioconjugates composed
of Tf and haematoporphyrin photosensitizer, significantly improve the specificity and
efficiency of PDT for erythroleukemic cells™.

It has been showed that transferrin is responsible for the cellular accumulation of
metal-based drugs such as platinum and ruthenium complexes via transferrin receptor-
mediated endocytosis due to the fact that these metal-based drugs also bind to this blood
transporter Schmitt ef al. have coordinated arene ruthenium moieties to pyridylporphyrinsso.
They showed that ruthenium(Il) organometallic complexes enhance uptake of the porphyrin
by human melanoma cells and that these complexes remain intact following their uptake by
cells. Moreover, the organometallic fragments on the pyridylporphyrin ring do not modify the
photophysical properties of the photosensitizer. Using fluorescence microscopy, they studied
cellular compartimentation of their complexes and noted that they accumulate in cytoplasm of
the melanoma cells. Moreover, Lottner and co-workers’' developed an hematoporphyrine-
platinum(Il) conjugate and demonstrated that hematoporphyrin-platinum(Il) conjugate display

the same antiproliferative activity than cisplatin in J82 tumor cells.
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I Lectins Saccharide Receptors

A variety of carbohydrate-conjugated photosensitizers have been synthesized. Since
oligosaccharides play important roles in ¢ellular communication through saccharide-receptor
interactions which are usually specific and multivalent, their conjugation with a
photosensitizer can confer high selectivity and specificity’>. Among the carbohydrate-binding
proteins, galecting share a highly conserved domain with a high affinity for B-galactoside.
Pandey er al. in 2007 have synthesized a series of carbohydrate-photosensitizer conjugates
with different carbohydrate moieties, position of conjugation, types of linkers. The
comparative in vitro/in vivo studies using the RIF tumor cells and CH3 mice bearing RIF
tumors of the series of positional isomers showed a substantial difference in their
photosensitizing efficacy. The galectin-1 and -3 binding values for the carbohydrate
conjugates obtained by ELISA test showed higher affinity than the corresponding
nonconjugate purpurinimides™. D’Aurias ef al. in 2009 have reported that human galectin-1
can be characterized as a porphyrin-binding protein based on its tight interactions with Zn/Mn
and Au-porphyrins, indicating that galectin-1 may have potential as a delivery molecule to
target tumor cells™.

It was also reported that asialoglycoprotein (ASGP) receptors were abundantly
expressed in the surface of hepatoma cells and mammalian hepatocytes. Several studies
suggested that targeting could be accomplished through introduction of galactose residues,
which can bind specifically to the ASGP receptors on the cells. Wu ef al. in 2010 described
the synthesis of porphyrin and galactosyl conjugated micelles based on amphiphilic
copolymer incorporating galactosyl and porphyrin, and they evaluated their targeting and
PDT efficiency in HEp2 and HepG2 cells. Porphyrin and galactosyl conjugated polymer
micelles displayed higher targeting and photodynamic efficacy in HepG2 cells than in
receptor-negative Ilep2 cells™ DBrevet et al in 2009 synthesized mesoporous silica
nanoparticles combining covalent anchoring of the porphyrin to the mesoporous silica matrix
and targeting of cancer cells with mannose. These nano-objets presented higher in vitro
photo-efficiency in MDA-MB-231 through mannose-dependent endocytosis than non-
functionalized nanoparticles56.

Ferreira et al. in 2009 reported the design of synthetic DNA oligonucleotide aptamers
selected to bind specifically to O-glycan-peptide signatures of mucin glycoproteins which are

specifically expressed on the surface of a broad range of epithelial cancer cells. They showed
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that when conjugated to Ce6 and delivered to epithelial cancer cells, these DNA aptamers
displayed a significant enhancement (>500-fold increase) in toxicity upon light activation,
compared to the free drug and have not cvtotoxic effect on cell types lacking such O-glycan-
peptide signatures”. Ballut et al. reported that glycodendrimeric porphyrins interacted more
significantly with specific lectin, concavaline A, than the drug compound devoid of any
sugar’,

Poiroux ef al. recently covalently linked a porphyrin to a plant lectin (Morniga ),
known to recognize tumor-associated T and Tn antigens. The conjugation allowed a quick
uptake of photosensitizer by Tn-positive Jurkat leukemia cells and efficient photosensitizer-
induced phototoxicity. The conjugate strongly increased (x1000) the photosensitizer
phototoxicity towards leukemic Jurkat T cells and specifically purged tumor cells from a 1:1
mixture of Jurkat leukemia (Tn-positive) and healthy (Tn-negative) lymphocy‘[essg. The same
authors coupled others photosensitizers (TPPS, Al{(IIl}-phthalocyanin AlPcS(4), and chlorin
e6) to the protein. Conjugate including a single AlPcS4 per protein shows a strong
phototoxicity (LI{50) = 4 nM) when irradiated in the therapeutic window, it preferentially
kills cancerous lymphocytes, and the sugar binding specificity of the lectin part of the
molecule remains unaltered.

Hammerer et al. elaborated pi-conjugated porphyrin dimers and a triphenylamine
centered trimer bearing monoethyleneglycol-peracetylated a-mannose targeting moieties,

which were synthesized for application to two-photon absorption photodynamic therapyso.

J.  Tumor Specific Antigens - Targeting Antibodies

It is now widely accepted that neoplastic transformation generates new and specific
antigenic biomarkers not present on normal cells. A large amount of studies has proved the
effectiveness of anti-cancer PDT using mAb-conjugated photoactivatable molecules as drug
delivery systems into tumor tissues®. Using mAb as antigen-specific carriers for selective
delivery of photosensitizer to the tumor is also known as photoimmunotherapy. Such
approach combines phototoxicity of the photosensitizers with the selectivity of mAb directed
against tumor-associated antigens.

HERZ2 is a highly upregulated target receptor on tumor cell surfaces such as breast
cancer. To enhance photosensitizer immunoconjugate uptake by tumor cells, Savellano MD et
al. in 2005 suggested multiepitope HER2 targeting strategy. Anti-HER2 photosensitizer

immunoconjugates were produced via the conjugation of two mAb, HER50 and HER66, to

62



PARTIE I : II. Stratégie de ciblage en PDT

pyrophorbide-a. Uptake and phototoxicity experiments using human cancer cells revealed
selective uptake and potential photodynamic effect of the immunoconjugates on the HER2-
overexpressing target cells. Moreover, the multiepitope targeted photoimmunotherapy was
significantly more effective than single-epitope targeted photoimmunotherapy with a single
anti-HER2  photosensitizer ~ immunoconjugate™,  suggesting  that  multitargeted
photoimmunotherapy should also be useful against cancers that overexpress others antigenic
receptors.

Recently, Jankun Protein-based nanotechnology: antibody conjugated with
photosensitizer in targeted anticancer photoimmunotherapy, Int J Oncol, 2011] describes an
antibody directed against prostate-specific membrane antigen and conjugated with
hematoporphyrin (HP) to treat LnC AP human prostate cancer cells®. His results show clearly
that mAb/HP conjugates can deliver HP to tumor cells which would result in considerably
less HP in the circulation and, therefore, less delivery of HP to normal tissue, resulting in
fewer side effects.

Nevertheless, it has been observed, particularly 7» vive that the large size of the mAb
could limit the ability of the immunoconjugate to penetrate solid, deep-seated and poorly
vascularized tumors. To overcome this drawback, accumulating recent data suggested that an
alternative can be the use of a single chain (sc) Fv mAb fragments (scFv), which are both
more efficient at penetrating tumor tissues because of their smaller size and more effectively
cleared from the circulation because of the lack of the Fo domain®. Stancloudi and co-

workers described the development and characterization of an immunoconjugate comprising

that these conjugates had a selective photocytotoxic effect as showed by in vifro assays
against colorectal cell lines®’. As indicated in the section 3.1 of the present chapter, more
recently Bhatti ef al. described complex of multiple photosensitizer molecules (verteporfin or
pyropheophorbide-a)  with  anti-HER2  scFv  and  demonstrated  that  the
photoimmunoconjugates are more potent than either free photosensitizers, effectively killing
tumor cells in vitro and in vivoe™. Indeed, many evidences suggest that the
photoimmunoconjugates produced by coupling photosensitizers to recombinant mAb
fragments scFv can not only target specifically and destroy tumor cells, but it is possible to
load much more photosensitizing agents on an scFv than to the larger whole mAb®, and thus

increase the amount of delivered drug molecules in the tumor tissues.
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Conclusion

Selective delivery of therapeutic amounts of photosensitizers in diseased tissues is
recognized as an absolute requirement for efficient and safe PDT for the treatment of cancers.
This is also the challenge to extend the application of PDT for the treatment of a broad ranges
of tumor types, as such modality present many advantages over the conventional therapies.
For this goal, development in targeted PD'T continues to take advantage of the advances in the
characterization of molecular mechanisms of tumor development. A large number of specific
molecular targets have been identified and exploited in tumor targeting. Many
photosensitizing agents have been elaborated and evaluated through in vifre and in vivo
studies; however, only very few have reached clinical evaluation phases. Each of the handful
of photosensitizers has specific characteristics, but none includes all the properties of an ideal
photosensitizer. Although third-generation photosensitizers have been widely described for
selective targeting, very few have been evaluated for clinical applications as the in vivo
selectivity was not sufficiently high. Nanoparticles, as multifunctional platforms could
represent emerging photosensitizer carriers that show great promise for PDT. In bio-
nanotechnology, their development can overcome most of the shortcomings of classic

photosensitizers.
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PARTIE II
Ciblage de la vascularisation tumorale en

PDT






La premicere partie de ma these a été consacrée a ’amélioration du ciblage vasculaire
en PDT pour promouvoir la destruction des vaisseaux associés a la tumeur, et ainsi conduire a
I’asphyxie tumorale. Notre stratégie a nécessité 1’utilisation d’une molécule de nature

peptidique comme systéme d’adressage couplé a la chlorine.
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I. Vascularisation tumorale

La croissance tumorale est dépendante de la néovascularisation associée, ainsi le
passage de la phase latente a la phase agressive est sous controle direct de la
néovascularisation tumorale [127]. La formation du stroma tumoral s’accompagne de la
formation de nouveaux vaisseaux détournés au profit de la tumeur, afin de 1’alimenter en
nutriments, O, et autres oligoéléments nécessaires a sa croissance. La néovascularisation
tumorale, via son phénotype angiogénique et 1’architecture vasculaire qui en découle, se

présente comme une cible thérapeutique majeure pour I’éradication tumorale en PDT.

1. Morphologie et angiogenése de la vascularisation tumorale

L’architecture des vaisseaux sanguins tumoraux est différente de celle des capillaires
normaux (Figure 11). Elle est souvent anarchique et I’arborisation est irréguliere. Leurs
parois sont bordées de cellules endothéliales parfois fenétrées, reposant sur une membrane
basale souvent incompléte ou dissociée. Les péricytes, qui jouent un role important dans la
régulation du flux circulatoire, sont rares ou absents. Il en résulte une augmentation de la
perméabilité vasculaire et I’extravasation d’hématies. Enfin, les réseaux capillaires sont
dépourvus de sphincters pré-capillaires. Le flux sanguin est donc discontinu ; il peut s’arréter,
voire s’inverser. Malgré la formation de néovaisseaux, il est possible d’observer une hypoxie

et une nécrose intratumorale.

Figure 11 : Comparaison de la morphologie entre les vaisseaux sanguins normaux et tumoraux par
microscopie électronique a balayage, d’apres [128]. A, vasa vasorum de sinus carotidien de rat. Le
réseau vasculaire normal présente un agencement clair en artérioles, capillaires et veinules. B,
xénogreffe de tumeur humaine chez la souris nude. Le réseau vasculaire tumoral est désorganisé.
Artérioles, capillaires et veinules ne sont pas clairement identifiables.
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2. Angiogenése tumorale

L’angiogenése tumorale est définie comme la formation de nouveaux vaisseaux a
partir de vaisseaux préexistants sous 1’influence directe ou indirecte d’un foyer tumoral [129].
Ce sont les cellules tumorales elles-mémes qui produisent et sécrétent des facteurs diffusibles
capables de stimuler la croissance, la migration et la différenciation des cellules endothéliales.

A T’état physiologique, 1’angiogenese joue un rdle essentiel au cours de
I’embryogenese, mais également a 1’dge adulte lors par exemple des phénomeénes de
cicatrisation, de réparation tissulaire, de 1’adaptation musculaire a I’effort. A [’état
pathologique, I’angiogenese est impliquée dans de nombreuses maladies telles que la

dégénérescence maculaire liée a ’age (DMLA) [130] et le cancer.

En cancérologie, I’angiogenese tumorale est initiée par 1’état hypoxique de la tumeur.
En effet, la tumeur d’une taille inférieure 4 1-2 mm” est indépendante (tumeur in situ) et les
apports en O, et nutriments sont assurés par simple diffusion. Lorsque la tumeur augmente en
volume, 1’0, et les nutriments n’atteignent plus les cellules centrales. La tumeur entre alors
dans un état hypoxique. Ce stress déclenche la production et la sécrétion de facteurs pro-
angiogéniques (notamment le VEGF) par les cellules tumorales, entrainant la rupture de
I’équilibre entre facteurs anti-angiogéniques et facteurs pro-angiogéniques : c’est le switch
angiogénique [129, 131, 132]. La tumeur passe de la phase dormante ou avasculaire a la phase
vasculaire. Les néovaisseaux tumoraux assurent ’apport en O, et nutriments nécessaires a la
croissance tumorale et permettent I’évacuation des déchets issus de cette croissance ainsi que

la libération de métastases (Figure 12).
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Etape [: Sécrétion de facteurs pro-angiogéniques (VEGF,
Initiation FGFb) par les cellules tumorales, induite par I’hypoxie
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Figure 12 : L’angiogenése tumorale. Etapel : activation des cellules endothéliales vasculaires par le
VEGEF sécrété par les cellules tumorales. Etape 2 : détachement des péricytes et dégradation de la
lame basale. Etape 3: migration des cellules endothéliales vasculaires vers la tumeur par
chimiotactisme. Etape 4 : prolifération des cellules endothéliales vasculaires. Etape 5 : formation de
néovaisseaux, recrutement des composants de la paroi vasculaire par les cellules endothéliales.

Sans cette vascularisation, la tumeur stoppe sa croissance, voire s’asphyxie. C’est
pourquoi les nouvelles stratégies anti-tumorales visent a inhiber les processus d’angiogeneése

tumorale [133-135].

73



PARTIE II : I. Vascularisation tumorale

a. Initiation de ’angiogenése : la switch angiogénique

L’expression du facteur de croissance VEGF (vascular endothelial growth factor) est
absolument requise pour le switch angiogénique [131]. L’hypoxie est un des principaux
facteurs déclenchant la synthése du VEGF-A par les cellules tumorales [131, 134] (Figure
13). Ce processus implique le facteur de transcription HIF (hypoxia inductible factor) qui agit

au niveau du promoteur du géne codant le VEGF-A.

Protéasome

Normoxie
Cytoplasme

e
Hypoxie
._

Figure 13 : Activation de I’expression du VEGF-A par I’état hypoxique de la cellule, d’apres [136].
Une enzyme appelée prolyl-4-hydroxylase lie 1’O; et le fixe sur des résidus spécifiques de proline du
facteur de transcription HIF-la. Une autre protéine, appelée protéine de von Hippel-Lindau, lie
ensuite le HIF-1o oxydé. Le complexe ainsi formé est ensuite ubiquitinylé et dégradé dans le
protéasome. En hypoxie, HIF-1a n’est pas oxydé et se dimérise avec HIF-1B. Ce complexe est
transféré dans le noyau ou il peut agir comme facteur de transcription sur le promoteur cible.

Le VEGF ainsi sécrété par les cellules tumorales diffuse dans le microenvironnement
tumoral. En se liant aux récepteurs impliqués au niveau des cellules endothéliales, le VEGF
induit la libération d’oxyde nitrique (NO) ainsi qu’un changement de morphologie des
cellules endothéliales, induisant une vasodilatation des vaisseaux sanguins et une perte de
fonctionnalité des jonctions serrées [134]. Il s’en suit une fuite des composés plasmatiques
dont le fibrinogéne et autres facteurs de coagulation, et le dépot de fibrine dans 1’espace
extravasculaire qui transforme le stroma endothélial en environnement pro-angiogénique sur

lequel les cellules endothéliales activées pourront migrer [137].
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b. Bourgeonnement

Le bourgeonnement correspond a I’apparition de petites masses de cellules
endothéliales sur la face externe des vaisseaux sanguins préexistants situés a proximité du
foyer tumoral. En effet, les cellules endothéliales activées proliferent et donnent rapidement
naissance a plusieurs générations de cellules filles dont I’accumulation locale forme des
bourgeons endothéliaux.

Le plasminogeéne extravasé dans le milieu périvasculaire est transformé en plasmine
sous I’action des activateurs du plasminogene : 1'urokinase (uPA) et l'activateur tissulaire du
plasminogene (tPA). La plasmine active ensuite des métalloprotéinases (MMP, matrix
metalloproteinases), endopeptidases zinc-dépendantes sécrétées par les cellules tumorales,
stromales et endothéliales. Ces enzymes vont permettre la dégradation des composants de la
matrice extracellulaire (fibronectine, laminine, structures protéiques de protéoglycane) et de la
membrane basale. Les péricytes se détachent et les jonctions entre cellules endothéliales sont
altérées. Cette dégradation locale de la matrice extracellulaire (MEC) permet aux cellules
endothéliales de migrer. Le facteur de croissance FGFb, et certains isoformes du VEGF sont

alors libérés.

c. Migration

Les cellules endothéliales acquierent les propriétés nécessaires a leur migration dans la
matrice extracellulaire et migrent en direction de la source du stimulus angiogénique (la
tumeur) par chimiotactisme. Les principaux facteurs de croissance intervenant dans le
stimulus sont le FGFb et le VEGF [138]. La fixation de ces facteurs a leurs récepteurs
exprimés a la surface des cellules endothéliales entraine la sécrétion de protéines
extracellulaires par ces cellules telles que des protéases qui dégradent la MEC, et la
fibronectine et la tenascine qui facilitent la migration cellulaire [129]. Enfin, pour interagir
avec les protéines de leur nouvel environnement, les cellules endothéliales activées expriment
de nouveaux récepteurs de la MEC, notamment les ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-
1), les VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1), les sélectines E et P et les intégrines

(e.g. ouPs3, 0sPy), absentes des cellules endothéliales quiescentes.
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d. Remodelage vasculaire

Le remodelage vasculaire correspond a I’adaptation continue du réseau vasculaire aux
besoins du foyer tumoral. En permanence, au sein des réseaux vasculaires péritumoraux, des
capillaires disparaissent pendant que d’autres se développent rapidement, drainant a leur
profit I’essentiel du flux circulatoire sanguin. De plus, de nouveaux bourgeons capillaires
formés lors de phases successives de stimulation angiogénique fusionnent avec les capillaires
préexistants.

Au terme de la migration, les capillaires néoformés entrent dans une phase de
stabilisation qui aboutit a la réorganisation de la paroi vasculaire. La mise en place de la paroi
vasculaire est caractérisée par la formation d’une lame basale riche en laminine et en
collagene IV ainsi que par I’accolement de péricytes, résultant de la différenciation locale de

cellules mésenchymateuses non spécialisées.
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II. Facteur de croissance endothélial vasculaire

VEGF

La famille du VEGF (vascular endothelial growth factor) comprend 5 glycoprotéines
sécrétoires chez I’Homme : VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D et PIGF-1 (placenta
growth factor-1). VEGF-E et VEGF-F proviennent respectivement d’un virus et de venin de
serpent [134].

1. VEGF-A

Le VEGF-A a été la premiere glycoprotéine de la famille VEGF découverte en 1983
par Senger ef al. [139]. 1l lui donna le nom de VPF (vascular permeability factor) puisqu’il
¢tudia sa sécrétion par les cellules tumorales et son role dans la perméabilité vasculaire.

Le VEGF-A est une glycoprotéine homodimérique de 45 kDa, essentielle pour le
switch angiogénique. Le géne du VEGF-A est organisé en 8 exons séparés par 7 introns et se

situe sur le chromosome 6p21.3 (Figure 14).
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Figure 14 : Géne du VEGF-A et son épissage alternatif. L’épissage alternatif du géne codant le
VEGF-A aboutit a différents isoformes dont les principaux sont composés de 121, 165, 189 et 206
acides aminés (VEGF-A |y, VEGF-A g5, VEGF-A g9, VEGF-Ay, respectivement). Les VEGF-A g9 et
VEGF-A,ys sont séquestrés dans la MEC, ou ils sont stockés par liaison avec les protéoglycanes a
héparine et a héparane sulfate. Leur activation nécessite leur libération par des protéases telles que la
MMP-9 et la plasmine qui clivent la glycoprotéine en position C-terminale. Le VEGF-A,, est sécrété
sous forme libre dans le milieu extracellulaire puisqu’il ne posséde pas I’exon 6 responsable de la
liaison de la glycoprotéine a 1’héparine liée aux protéines de la MEC. Le VEGF-A 45 est 1’isoforme
prédominant et est surexprimé dans de nombreuses tumeurs solides. Il existe sous la forme libre et la
forme séquestrée dans la MEC. Tous les isoformes du VEGF-A sont capables de lier VEGFR-1 et
VEGFR-2. Seuls les isoformes 165, 189 et 206 sont capables de lier neuropiline-1.

2. Autres membres de la famille du VEGF

Le facteur de croissance placentaire ou PIGF (placenta growth factor) est, comme le
VEGF-A, une glycoprotéine homodimérique. Il a été découvert a I’origine dans le placenta
humain et partage environ 50% de similarité avec le VEGF-A 45 [140]. 1l reconnait VEGFR-
1, mais pas VEGFR-2 et -3 [141, 142]. L’isoforme PIGF-2 peut se lier a I’héparine et aux
récepteurs neuropiline-1 et neuropiline-2 [140]. Le PIGF peut entrer en compétition avec le
VEGF-A g5 pour la liaison a VEGFR-1 [143]. 1 joue un role dans certains états pathologiques

chez I’adulte comme la croissance tumorale ou encore 1’angiogenése [134].

78



PARTIE II : II. Facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF)

Le VEGF-B ou VRF (VEGF-related factor) est un ligand de VEGFR-1 et NRP-1 et
peut former un hétérodimere avec le VEGF-A [144].

Le VEGF-C est produit comme une protéine précurseur qui peut étre activée par des
protéines intracellulaires PC5 et PC7 (proprotein convertases) [144]. 11 se fixe a VEGFR-2 et
-3

La forme mature du VEGF-D se fixe a VEGFR-2 et -3. C’est un facteur mitogene des
cellules endothéliales, angiogéniques et lymphangiogéniques [145]. Les VEGF-C et —D
jouent un role essentiel durant I’embryogenése et la lymphangiogenése post-natale. Ils sont
¢galement impliqués dans la croissance de nouveaux vaisseaux sanguins, particulierement
durant les processus pathologiques tels que la croissance tumorale [134].

Le VEGF-E a été identifié¢ dans le génome du virus parapoxvirus Orf [134]. 1l s’agit
en fait d’un groupe de protéines, liant VEGFR-2, mais ne liant ni VEGFR-1, ni VEGFR-3.

Le VEGF-F a été isolé a partir du venin de serpent. Ses différents isoformes lient

VEGFR-1 et -2 avec des affinités différentes, mais ne lient pas VEGFR-3 et NRP-1.

3. Récepteurs au VEGF

a. Récepteurs a activité tyrosine kinase

Le VEGEF active I’angiogénése par I’intermédiaire de plusieurs récepteurs, dont trois
récepteurs a activité tyrosine kinase (RTK): VEGFR-1, VEGFR-2 et VEGFR-3 [134].
VEGFR-1 et VEGFR-2 ont été identifiés sur les cellules endothéliales vasculaires et jouent un
role dans I’angiogenese, alors que VEGFR-3 a ¢été identifié sur les cellules endothéliales
lymphatiques et joue un rdle dans la lymphangiogenese.

VEGFR-1 et VEGFR-2 présentent 44 % d’homologie entre-eux. Ils possédent une
partie extracellulaire composée de sept domaines homologues aux immunoglobulines (/g-
like), un domaine transmembranaire et un domaine intracellulaire a activit¢ TK. VEGFR-3
présente les mémes domaines intracellulaires et transmembranaires que VEGFR-1 et VEGFR-
2 mais son domaine extracellulaire est clivé par protéolyse au niveau du 5™ domaine Ig-like
et les fragments générés restent assemblés par un pont disulfure [146]. Tous les récepteurs

n’ont pas la méme affinité pour les différents membres de la famille du VEGF (Tableau II).
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Tableau II : Affinité des membres de la famille du VEGF pour leurs récepteurs (valeur des constantes
de dissociation K4 en mol.L™), d’apres [147].

VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3 NRP-1 NRP-2 Héparine
VEGF-A ;65 1,8.10M 1,3.10"°  +
VEGF-A 5 - - -
VEGF-A 45 1,0.10™" 0,7-7,7.10°"° - 7,010+
VEGF-A 3 + + +
VEGF-A + + +
PIGF-1 1,9.10™ ] - - -
PIGF-2 2,5.10"° + + +
VEGF-B47 11 110 + +
VEGF-B5q 107°-10 - - N N.D i
were -
- -10 -10 - + -
VEGF-C (clivé) 4.1.10 14.10
X)‘fgﬁ ;'s)eur) 1,6.10° 8.2.107 ;
- 3 3 - N -
VEGF-D (clivé) 5,6.10 2,0.10
A divers Selon
VEGF-E - 3,3.10™" - degrés selon N.D. :
. 1soforme
1soforme
Vammine
(VEGE-F1) - 4,1.10"° - - N.D. +
T{svVEGF 11 9 -8
(VEGF-F2) ~10 107-10 - - N.D. +
= -11 -9
Pm-VEGF 1,7.10 6,5.10 - - N.D. N.D.
(VEGF-F2)
Signification des abréviations : —, pas de liaison au récepteur ; +, une liaison au récepteur ; N.D., non
déterminé.
e VEGFR-1

Il lie les VEGF-A, VEGF-B et PIGF avec une forte affinité. Ce récepteur est essentiel
pour 1’angiogenese physiologique et embryologique. Les souris knock down pour VEGFR-1
meurent in utero [148]. Outre I’angiogenese, VEGFR-1 joue un réle dans 1’hématopoiese, en
induisant le recrutement des progéniteurs des cellules endothéliales, 1’augmentation de
I’adhésion des cellules NK (natural killer) et la migration des monocytes et macrophages.
VEGFR-1 peut s’homodimériser ou s’hétérodimériser avec VEGFR-2, induisant des signaux

de transduction différents [134, 149].
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e VEGFR-2
Il lie fortement le VEGF-A et avec moins d’affinité¢ les VEGF-C et VEGF-D.
VEGFR-2 est le principal récepteur du VEGF-A pour I’induction de 1’angiogenése. Il joue un
role dans la perméabilité vasculaire, la prolifération, I’invasion, la migration et la survie des
cellules endothéliales [134]. VEGFR-2 est ¢également essentiel dans le processus

d’embryogénése puisque les souris knock down pour VEGFR-2 meurent in utero. Comme

décrit pour VEGFR-1, VEGFR-2 peut s’homodimériser ou s’hétérodimériser avec VEGFR-1.

e VEGFR-3
VEGFR-3 lie uniquement les VEGF-C et VEGF-D. Ce récepteur joue un role dans la
vasculogenése embryologique et plus particuliecrement dans le développement
cardiovasculaire et le remodelage du réseau vasculaire primaire chez ’embryon [134]. Chez
I’adulte, VEGFR-3 n’est présent qu’au niveau des vaisseaux lymphatiques et joue un role

important dans la lymphangiogenese.

b. Neuropilines

La famille des neuropilines (NRP) compte deux membres, NRP-1 et NRP-2, eux-
mémes divisés en isoformes solubles ou non [150-152]. Les neuropilines sont des récepteurs
non a activité¢ TK, de 130 kDa. Leur structure comporte cinq domaines : trois domaines
extracellulaires (ala2, b1b2 et ¢) de 840 acides aminés, un domaine transmembranaire de 25

acides aminés et un domaine intracellulaire de 40 acides aminés (Figure 15).

81



PARTIE II : II. Facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF)

SENA-Z2

_..\.
Domaine
SEMA

ai

3

az ad

Domaine
extracellulaire

Iembrane
plasmique

Diomaine

intracellulaire I
L]

Figure 15 : Structure des neuropilines et leurs ligands, adapté de [153]. Le domaine extracellulaire des
protéines transmembranaires neuropilines posseéde un domaine ala2, responsable de la liaison aux
domaines SEMA, Ig-like et basique des sémaphorines 3, un domaine blb2 qui le une partie du
domaine basique des SEMA 3, le VEGF-A et I’héparine, et un domaine ¢ impliqué, avec le domaine
transmembranaire, dans la dimérisation de neuropiline. Le domaine cytoplasmique posséde un
domaine de liaison aux protéines a motif PDZ et est impliqué dans la migration des cellules
endothéliales [154].

Zite de liaison

au motif PDZ

Chacun des trois domaines extracellulaires lient différentes protéines membranaires et
extracellulaires pour 1’adhésion cellulaire et la régulation cellulaire. Le domaine ala2 est un
CUB domaine (Cl1r/Cls, uEGF, bmpl) qui présente une homologie de séquence avec les
protéines Clr et Cls du complément. Le CUB domaine contient quatre résidus cystéines qui
forment deux ponts disulfures. Les domaines ala2 et blb2 sont nécessaires a la liaison des
ligands : le domaine ala2 lie les sémaphorines de classe 3 (SEMA-3), le domaine b1b2 est
nécessaire a la liaison du VEGF et de I’héparine et participe également a la liaison du
domaine basique des SEMA-3 (Figure 15). Le domaine b1b2 est homologue aux facteurs de
coagulation V et VIII [155]. Le domaine ¢ est un domaine MAM, homologue aux MMP
méprines et a la partie N-terminale des récepteurs tyrosine phosphatase p. Le domaine c et le
domaine transmembranaire sont essentiels a 1’homodimérisation ou I’hétérodimérisation des
NRP. Le domaine cytoplasmique ne possede pas de motif kinase mais un motif de liaison aux
protéines a domaine PDZ, suggérant que la transduction du signal passe par I’interaction de

protéines a motif PDZ [156]. La protéine NIP est une protéine cytoplasmique de 40 kDa,
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possédant un domaine PDZ, et est associée au domaine intracellulaire de NRP-1 [157]. Une
¢tude suggere que cette protéine joue un role dans la migration des cellules endothéliales,
médiée par NRP-1 [157]. Cependant, méme si NRP-1 interagit directement avec des protéines
cytoplasmiques, le signal intracellulaire n’est transduit qu’aprés dimérisation avec d’autres
protéines transmembranaires telles que VEGFR dans le cas de la signalisation par le VEGF
pour I’angiogenese, et les plexines dans le cas de la signalisation par les SEMA-3 pour la
guidance axonale.

Sur les cellules endothéliales, NRP-1 peut former des complexes avec VEGFR-1 et
VEGFR-2 lorsqu’un ligand de la famille du VEGF, capable de se fixer a NRP-1, est présent
(Figure 16). Il se forme alors un complexe ternaire. La présence de NRP-1 accroit les effets
biologiques du VEGF-A médiés par VEGFR-2, en présentant le VEGF-A a son récepteur
pour augmenter leur taux de liaison, et en amplifiant le signal de transduction intracellulaire
qui mene a la migration des cellules endothéliales [154, 158-161]. Cependant, Murga et al.
ont montré I’implication de NRP-1 dans I’adhésion cellulaire endothéliale, de maniére

indépendante de VEFGR-2 et dépendante des intégrines [161].

NRP1

" «@t» VEGF  VEGFR2

Ex <

Cyt

Enhanced
signalling

Migration -

Figure 16 : Modé¢lisation du complexe formé entre NRP-1, VEGF-A s et VEGFR-2, d’apres [159].
Le domaine C-terminal du VEGF-A 45, codé par les exons 7 et 8 du geéne, lie NRP-1 par son domaine
blb2. De maniére concomitante, le domaine du VEGF-A 45 codé par I’exon 4 se fixe a VEGFR-2.
VEGFR-2 li¢ au VEGF-A ¢ forme un complexe avec neuropiline-1 et peut également se dimériser
avec un 2°™ complexe VEGFR-2/VEGF-A ¢s. La dimérisation de deux complexes VEGFR-2/VEGF-
Ai¢s amplifie le signal intracellulaire de migration cellulaire.
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Au niveau des cellules neuronales, les protéines transmembranaires de la famille des
plexines participent a la signalisation des SEMA-3 en se complexant a NRP-1. Par leur
domaine SEMA, les plexines se fixent au domaine ala2 de NRP-1, puis SEMA-3 lie NRP-1
[162] (Figure 17).

Class 3
semaphorin

Plexin

Figure 17 : Mécanisme de complexation entre la plexine, NRP-1 et SEMA-3, d’apres [162]. A, ily a
d’abord dimérisation entre les récepteurs plexine et NRP-1. B, puis SEMA 3 lie NRP-1.

Les NRP sont exprimées par de nombreux types cellulaires et particulieérement par les
cellules neuronales. Les animaux déficients en NRP-1 et NRP-2 montrent un trajet neuronal
anormal et des projections neuronales inappropriées [162]. Au niveau vasculaire, les NRP
sont exprimées par les cellules endothéliales vasculaires et lymphatiques et les cellules
musculaires lisses. L’expression de NRP-1 par les cellules endothéliales est augmentée par
I’activation du VEGF-A sur VEGFR-2 [163]. A I’état embryonnaire, les souris knock down
pour NRP-1 présentent une désorganisation vasculaire et une absence de réseau capillaire ;
elles meurent in utero. Les souris déficientes en NRP-2 montrent un développement artériel et
veineux normal mais leurs capillaires vasculaires et lymphatiques sont anormaux. Chez
I’adulte, les NRP jouent différents roles dans la néovascularisation : réle pro-angiogénique
apres fixation du VEGF et role anti-angiogénique apres fixation des SEMA-3 [164]. NRP-1
joue un rdle dans la migration et la prolifération des cellules endothéliales [158]. En effet,
I’addition d’Ac anti-NRP-1 a des cellules endothéliales de rétine bovine en culture inhibe

I’effet mitogene du VEGF-A 65 [163].
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III. Ciblage vasculaire en PDT

Le ciblage vasculaire par PDT appelé Vascular Targeted Photodynamic therapy
(VTP) consiste a détruire les vaisseaux sanguins tumoraux associ€s au tissu tumoral. Cette
stratégie présente de nombreux avantages par rapport au ciblage direct des cellules tumorales.
D’abord, les cellules endothéliales vasculaires sont exposées a doses suffisantes en
photosensibilisateur pour engendrer des dommages conséquents. De plus, les molécules d’O,,
nécessaires a la génération des réactions photochimiques, y sont disponibles en quantité
suffisante. Enfin, contrairement aux cellules tumorales dont les mutations font varier
I’expression des marqueurs moléculaires, les cellules endothéliales vasculaires présentent une

expression constante de ces marqueurs, rendant le ciblage plus efficace.

1. Ciblage vasculaire passif

Cette stratégie est basée sur I’accumulation du photosensibilisateur dans le
compartiment vasculaire. Trois parametres interviennent : les propriétés physicochimiques de
la molécule photo-activable, 1’IDL et le choix de I’irradiance. Les photosensibilisateurs
hydrophobes se lient aux lipoprotéines plasmatiques telles que les LDL. Les LDL
reconnaissent ensuite leurs récepteurs surexprimés a la surface des cellules endothéliales du
fait de leur prolifération accrue.

La diminution de I’'IDL peut favoriser également 1’effet vasculaire en PDT. En effet,
apres 1’injection du photosensibilisateur par voie i.v., celui-ci circule initialement au niveau
du compartiment vasculaire (plasma puis endothélium) et peut ensuite diffuser vers les
cellules tumorales. Par conséquent, une irradiation a un IDL court active le
photosensibilisateur dans le compartiment vasculaire et induit des dommages vasculaires. Un
des photosensibilisateurs les plus performants actuellement dans cette stratégie de ciblage
vasculaire passif est le palladium-bactériophéophorbide (Tookad®). La durée de demi-vie
plasmatique du Tookad® est d’environ 20 min [165]. Avec ces clairances plasmatiques tres
rapides, il est nécessaire d’irradier successivement la lésion a traiter aprés administration pour
induire une réponse vasculaire optimale [165-168]. Le Tookad® induit des dommages

vasculaires intenses avec des IDL de ’ordre 10 min, sur différents modéles animaux [169,
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170], et ces dommages sont réduits par 1’application d’IDL plus longs [169]. Le Tookad a
passé la phase III d’essai clinique avec succes pour le cancer de la prostate.

Le choix de I’irradiance (reflétant la vitesse a laquelle la lumicre est appliquée) semble
¢galement étre un parametre important pour générer un effet anti-vasculaire, mais son role est
moins clair que celui de I'IDL. Chez des animaux traités avec du Photofrin® (25 mg/kg), la
PDT avec un IDL de 24h et une irradiance de 75 mW/cm® entraine la modification du
diametre de la lumiére des artérioles et des veinules. Ces modifications histologiques ne sont

pas observées avec une irradiance de 50 mW/cm? [57].

2. Ciblage vasculaire actif

Cette stratégic est basée sur [’adressage des photosensibilisateurs vers les
néovaisseaux tumoraux grace a la fonctionnalisation par des molécules d’adressage (Conf.
PARTIE 1, II. 2.). Les photosensibilisateurs sont ainsi retenus dans le compartiment
vasculaire, voire incorporés aux cellules endothéliales, ce qui permet un effet vasculaire
sélectif. Les molécules d’adressage utilisées peuvent étre des peptides, des Ac ou d’autres
ligands reconnaissant spécifiquement des protéines surexprimées par les cellules endothéliales
vasculaires telles que les récepteurs au VEGF, les intégrines et le récepteur a la
thrombospondine-1 [1]. L’adressage de photosensibilisateurs pour le ciblage vasculaire en
PDT est une stratégie prometteuse pour les traitements de la DMLA et des tumeurs richement

vascularisées (e.g. prostate).

3. Ligands peptidiques en VTP

Notre équipe a choisi I’utilisation de ligands peptidiques pour 1’adressage sélectif des
photosensibilisateurs vers les cellules endothéliales vasculaires de phénotype angiogénique.
Les peptides sont des molécules de plusieurs acides aminés liés entre eux par des liaisons
amides. Leur taille est plus petite que celle des protéines, généralement inférieure a 50 acides
aminés. Contrairement aux protéines, les peptides ne possédent pas de structure
tridimensionnelle bien définie. Les peptides présentent de nombreux avantages a étre utilisés
pour ’adressage d’agents thérapeutiques tels que les photosensibilisateurs [171] (Tableau

).
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Tableau III : Avantages et inconvénients des peptides pour I’adressage d’agents thérapeutiques,
d’apres [171].

Avantages Inconvénients
Dégradation possible par les endo- et
exopeptidases
Ne traverse pas la barriere hémato-
encéphalique normale

Molécules de petite taille

Bonne perméabilité tissulaire

Non cytotoxiques Clairance trop rapide
Acces rapide au site tumoral

Traverse la barriere hémato-encéphalique
perturbée

Faible antigénicité
Synthese facile
Modification chimique facile
Liaison facile a un espaceur
Liaison facile a un chélateur
Marquage radioactif facile
Liaison haute affinité aux récepteurs

Clairance rapide
Agoniste pour leur récepteur
(internalisation)

De plus, ils peuvent étre couplés aux photosensibilisateurs hydrophobes pour
augmenter leur amphiphilie et ainsi améliorer leur solubilité dans les milieux aqueux [172].
Des peptides cationiques tels que des polylysines ou des polyarginines ont été greffés a des
photosensibilisateurs pour augmenter leur incorporation cellulaire, tirant profit des propriétés

anioniques des membranes plasmiques cellulaires [173].

Dans le cadre de la VTP, notre équipe a ¢tudié un peptide reconnaissant 1’intégrine
ayPs et un peptide reconnaissant NRP-1. L’intégrine o,f3 est un récepteur transmembranaire
hétérodimérique de nature glycoprotéique, surexprimé par de nombreux types cellulaires
tumoraux, mais également par les cellules endothéliales en prolifération dans les tissus
tumoraux. Le motif RGD (arginine-glycine-aspartate) reconnait spécifiquement cette intégrine
et a été utilisé pour cibler la vascularisation tumorale en PDT [174-176]. La séquence RGD
linéaire ou cyclique a été couplée a la chlorine ou a la porphyrine pour réaliser des tests in

vitro de sélectivité et d’efficacité photodynamique [175]. La présence de la séquence RGD sur

87



PARTIE II : III. Ciblage vasculaire en PDT

la chlorine ou la porphyrine a significativement amélioré I’incorporation cellulaire des
photosensibilisateurs. De plus, cette incorporation cellulaire s’est avérée sélective sur la lignée
cellulaire HUVEC (human umbilical vein endothelial cell) qui surexprime ’intégrine o3
comparée aux cellules EMT-6 (murine mammary carcinoma cells) de phénotype négatif pour
ayP3 [175]. Finalement, I’efficacité photodynamique in vitro a été significativement améliorée

par la présence du motif RGD cyclique couplé a la molécule photo-activable.

Pour le ciblage de NRP-1, notre équipe a décrit la conjugaison du peptide ATWLPPR
(alanine-thréonine-tryptophane-leucine-proline-proline-arginine) a la (5-(4-carboxyphényl)-
10,15,20-triphénylchlorine (TPC) par [D’intermédiaire d’un bras espaceur d’acide
aminohexanoique (Ahx) [177] (Figure 18).

Ahx
S
I

Figure 18: TPC [5-(4-carboxyphényl)-10,15,20-triphénylchlorine] (rouge) couplée au peptide
ATWLPPR (bleu) par I’intermédiaire d’un bras espaceur (acide hexanoique) (gris), conjugué noté
TPC-Ahx-ATWLPPR, d’aprés [177].

L’utilisation d’une bibliotheque d’épitopes a permis de mettre en évidence I’affinité de
I’heptapeptide ATWLPPR pour un Ac monoclonal anti-VEGF-A 45 [178]. Binetruy-Tournaire
et al. ont émis I’hypothése qu’ATWLPPR avait la possibilit¢ de se fixer a VEGFR-2 au
niveau de son site de liaison 8 VEGF-A 65 [178]. Quatre ans plus tard, Perret ef al. ont montré
Iaffinit¢ du peptide ATWLPPR marqué au “mTc (technétium 99 métastable) pour le
récepteur NRP-1 et non pas VEGFR-2 [179]. Nous avons également redéfini le caractére affin
du peptide pour NRP-1 et non VEGFR-2 et confirmé cette observation [177].
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Les premieres études concernant le conjugué TPC-Ahx-ATWLPPR ont d’abord
montré que les caractéristiques photophysiques de la TPC n’était pas modifiées par le
couplage au peptide [177]. In vitro, I’accumulation du conjugué¢ TPC-Ahx-ATWLPPR était
25 fois supérieure a celle de la TPC seule dans les cellules HUVEC qui surexpriment les
récepteurs NRP-1 et VEGFR-2. L’étude de I’efficacité photodynamique sur les cellules
HUVEC a montré une amélioration d’un facteur 10 de I’activité photodynamique du conjugué
comparée a celle de la TPC seule. De plus, I’incorporation cellulaire du conjugué est sélective
des cellules surexprimant NRP-1 [54].

Suite aux résultats prometteurs obtenus in vitro, 1’étude in vivo de TPC-Ahx-
ATWLPPR a été initiée sur un modele de gliome malin humain (lignée U87), xénogreffé en
ectopique chez la souris nude [54]. Dans des conditions optimales déterminées par une
méthodologie de plans d’expérience, I’efficacité photodynamique du conjugué a induit un
retard de croissance tumorale statistiquement significatif comparé au photosensibilisateur non
couplé. Le ciblage vasculaire du composé TPC-Ahx-ATWLPPR a été confirmé in vivo par
colocalisation du conjugué avec les cellules endothéliales tumorales [54]. Cette colocalisation
n’a pas été observée pour la TPC seule. L’efficacité anti-vasculaire du conjugué a été
caractérisée par une diminution du flux sanguin tumoral d’environ 50 % durant le traitement ;
une induction de 1’expression du facteur tissulaire suivie par la mise en place de la cascade de
coagulation ont été observées [54]. Les résultats pharmacocinétiques apres 1’injection de
TPC-Ahx-ATWLPPR par voie i.v., ont montré que le photosensibilisateur conjugué au
peptide se concentrait dans la tumeur a des taux bien supérieurs a ceux retrouvés dans la peau
[180]. Cependant 4h aprés 1’injection, la portion peptidique du conjugué a été retrouvée
dégradée dans le plasma, sous la forme TPC-Ahx-A [181]. Cette dégradation est trés rapide
(dans les deux heures) dans les organes du SRE.

L’identification du site de dégradation au niveau du peptide a permis d’envisager
I’élaboration a partir d’ATWLPPR de pseudopeptides biologiquement plus stables, sur

lesquels j’ai travaillé durant ma premiere année de these.

&9



90



PARTIE IT : IV. Intérét des peptides biologiquement plus stables

IV. Intérét des peptides biologiquement plus stables

L’article Stability of peptides and therapeutic success in cancer publié dans le journal
Expert Opinion on Drug Metabolism traite de la distribution et du métabolisme des peptides
ainsi que des stratégies employées pour éviter la dégradation peptidique dans I’organisme [2].
L’utilisation d’agents thérapeutiques d’origine peptidique présente des limites du fait :
e Du temps de demi-vie court du peptide dans I’organisme. Le peptide est rapidement
dégradé par les peptidases de 1’organisme.

e De leur flexibilité conformationnelle qui induit un manque de sélectivité¢ du peptide pour
ses cibles.

e De sa faible biodisponibilité. Les peptides sont généralement hydrophiles et ont peu
d’aptitude a traverser les barri¢res physiologiques.

Dans 'organisme, la barriére hémato-encéphalique (BHE) et la barriere intestinale
sont les principaux « obstacles » tissulaires impliqués dans la dégradation enzymatique des
peptides. La BHE contient de nombreuses enzymes responsables de la dégradation des
neurotransmetteurs et neuromodulateurs. De plus, elle représente une véritable barriere
physique au passage des molécules vers le cerveau. La bordure en brosse intestinale possede
¢galement de nombreuses enzymes dont le role est de dégrader les peptides en acides aminés
capables de traverser les cellules épithéliales intestinales par des transporteurs spécifiques. De
nombreux autres tissus de 1’organisme possédent les enzymes nécessaires a la dégradation
peptidique (foie, reins, rate, tumeur...).

Les endo- et exopeptidases impliquées dans la dégradation de peptides sont
spécifiques de substrats et particulierement de liaisons amides entre deux acides aminés
donnés. Cette connaissance a permis de développer des dérivés peptidiques biologiquement
plus stables, possédant des modifications chimiques stratégiquement introduites au niveau du
site identifié de clivage peptidique. Ces modifications permettent a la fois :

e de garder la séquence en acides aminés du peptide pour préserver sa reconnaissance par
ses transporteurs spécifiques et ses récepteurs ;

e de modifier chimiquement uniquement la liaison amide reconnue par les peptidases ;

e de rigidifier la conformation tridimensionnelle du peptide pour augmenter sa spécificité de
ciblage.

Plusieurs classes de dérivés peptidiques ont ainsi été développées et ont montré leur efficacité

et leur intérét thérapeutique.
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Stability of peptides and
therapeutic success in cancer

Marléne Pernot, Régis Vanderesse, Céline Frochot, Frangois Guillemin &
Muriel Barberi-Heyob'
T]\/T.zfﬁnzj/- University, Centre de Recherche en Automatique de Nancy, Centve Alexis Vautrin,

Brabuis, France

Introduction: Although naturally occurring peptides have been widely used as
drugs, their rapid in vive degradation by proteolysis and their interactions
at multiple receptors are part of the reason for the limitation of their
clinical applications.

Areas covered: This paper reviews peptide-metabolizing enzymes in the brain
and intestinal brush-border membranes, and discusses potential strategies to
improve biological activity, specificity and stability of peptides. The reader
will gain, via some examples, an appreciation of the challenges involved in
identifying peptides stability to improve their biological properties such
as selectivity.

Expert opinion: Due to the metabolic process, it is crucial to follow the bio-
distribution of a peptide drug and/or a peptidic moiety in order to improve
its biological properties such as selectivity. To these purposes, pseudopeptides
and peptidomimetics preserving the biclogical properties of native peptides
have been developed to increase their resistance to degradation and
elimination, bicavailability and selectivity to become good drug candidates.

Keywords: BBB, intestinal barrier, modified peptide, peptide, peptide stability,

peptide-metabolizing enzymes, structure-activity relationship
Expert Opin. Drug Metab. Toxicel (2011) 7(7):1-10

1. Introduction

During the last decade, proof of princip[e that peptides could be used suocessfully
for iz wive targeting of human cancers has been demonstrated. The challenge was
to identify simple molecules that have a potential to localize and treac human neo-
plasms. Peptides are molecules consisting of several amino acids linked together
through amide bonds. Peptides differ from proteins, which are also [ong chains of
amino acids, by‘ virtue of their size, the informal dividing line being at ~ 50 amino
acids in [ength. In contrast to proteins, peptides generally do not possess a well-
defined three-dimensional (3D} (terriary} structure n). Moreover, peptides not
only exist in natural form but also can be designed synthetically and modified. In
addition, the effective tissue penetration of short synthetic peptides, in combination
with their selective binding and internalizing capacity by cancer cells, make peptides
ideal candidates for the delivery of therapeutic agents (21. Peptides are usually rapidly
excreted from the body. This occurs through renal or hepatobiiiary excretion or
both, depending an the peptide and the type of strucrural modifications performed
an it. One of the main reasans for the increasing interest in peptides for anti-
cancer strategy is the possibility of receptor targeting, these receptors being often
overexpressed in many human cancers. Moreover, peptides have virtually no cyto-
toxicity and they are most often agonists for their targeted receptors, which confers
the internalization. However, despite their numerous advantages over other mole-
cules (e.g., antibodies and proteins), the main disadvantage of peptides is related
to their natural scructural conformation which makes them extremely sensitive to
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Article highlights.

« Numerous peptide-metabalizing enzymes have been
mainly identified in brain and other tissues such as
intestinal brush-barder membranes.

Transepithelial transpart of peptides have reported an
electrochemical gradient of H* playing a major role in
diftripeptide absarption across the apical membrane of
the intestinal cell.

The hrain-blood barrier expresses a plethora of enzymes
capable of metabolizing many neuromaodulators
including peptides.

It appears essential to determine the amino acids which
are respansible of the affinity and the activity.

Chemical maodifications of peptides introduced
strategically at potential enzymatic cleavage sites may
dramatically increase the in vivo stahility of drug
candidate peptides.

-

-

This hox summarizes key points contained in the article.

endo and exopeptidases present in most tissues (Table 1} [3]. It
is well known that, following their iz wws administration,
peptides are progressively cleared and/or metabolized into
active or inactive metabolites. Their rapid 7z vive degradation
by proteolysis and their interactions at multiple receptors are
patt of the reason for the [imitation of their clinical applica-
tions. A variety of proteases are present in human plasma,
inc[uding both exopcptidases and endopeptidases [4,5].
Numerous peptide-metabelizing
mainly identified in brain and other tissues such as intestinal
brush-border membranes. Except for the normal blood-brain
barrier (BBB), peptides are characterized by an interesting
permeability, leading to an easy and rapid access to the tamor
after systemic injection. However, peptides may be able to
penetrate through the BBB when the latter is disturbed, as
described for g[ioblastomas ). The diffcrcntial[y cxprcsscd

cell surface markers on endothelial cells in angiogenic vessels

ENZymes hélVC bCCIl

Of tumors are QllSO eXCE[Ierlt targﬂts. Thi.s artic[e reViCWS the
in wvive biodistribution and metabolism of various peptides
and potential strategles to lmprove their bio[ogical activity,

specificity and stability.

2. Distribution and metabolism

The main limiations generally actributed to therapeutic pep-
tides are: i) a short half-[ife because of their rapid degradation
by protealytic enzymes of the digestive system and blood
plasma and rapid removal from the circulation by the liver
{hepatic clearance} and kidneys (renal clearance), ii) high
conformational flexibility, resulting sometimes in a lack of
selectivity involving interactions with different receptors
or targets (poor specific biodistribution}, causing activation
of several targets and leading to side effects; eventual risk of
immunogenic effects, iii) low oral bioavailability and poor
ability to cross physiological bartiets because of their genetal
hydrophilicity. However, cell-penetrating peptides (CPPs)
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are highly charged pcptides and they are permeant, iHustrating
that hydrophiliciey is not always the problem for permeability.
The unifying feature among the most known CPPs is the
presence of several lysines or arginines within the individual
pcptidc motifs. Indeed, the high positive net chargc of CPPs
leads to an increased local peptide concentration at the
cellular membranes driven by electrostatic interactions [7.8].
Moreover, it seems that positive[y chatged peptides Cross
membranes because their positive charges interact with phos-
phates of lipid heads, then their hydrophobicity helps their
insertion in membranes at the conttary for negatively charged
peptides. Recent progress in the field has shown CPPs to be
effective for in vivs delivery with retained biological activicy
of the wide variety of bioactive cargoes [9].

Depending on the position of the cleaved peptide bond,
proteases ate referred to as exopeptidases or endopeptidases
(Figure 1}. Exopeptidases specifically cleave substrates at the
N-terminal or C-terminal termini of polypeptides, and there-
fore can be subdivided into aminopeptidases and carboxypep-
tidases. Endopeptidases (also called proteinases} break peptide
bonds in the middle of the molecule. They can be subclassi-
fied based on their catalytic mechanism, which is related to
the chemical group invelved in the process of hydrolysis.
There are ~ 560 human and 640 mouse proteases, which on
the basis of their catalytic mechanism, can be subdivided
into five distinct dasses: the aspartic-, cysteine-, threonine-,
serine- and metallo-proteinases.

In the body, the BBB and the intestinal barrier are the maost
important tissues involved in the enzymatic peptide degrada-
tion due to wild variety of enzymes present there. This part
of the review will discuss these tissues and the different
enzymes they possess, latter focusing on the processes of pep-
tide degradation undergoing in the whole-body tissues. After
intravenous (i.v.) injection, the peptide drug is a vehicle via
the blood to the BBB, which is the only barrier between the
whole body and the brain. BBB helps to maintain a constant
internal environment for the brain by regulating the passage
of substances between the general circulation and the brain
tissue. Its principal site is the endothelial cell layer of blood
capillaries supplying the brain. These cells have been shown
to be joined by tight junctions forming zena oceludens around
each cell, contrary to systemic capil[arics. This continuous
physical batrier prevents nonspecific intercellular transport.
Intracellular or transcellular transport is the principal route
in and out of the CNS. The BBB exhibits a low permeabilicy
to hydrophilic substances such as small ions that do not have
specific transport mechanisms [10]. Hydrophobic substances,
because of their high lipid solubility, can generally diffuse
freely across the barrier. The BBB appears to contain a battery
of enzymes capable of merabolizing many neurotransmitters
or neuromodulators including peptides. Some of these
enzymes are detailed in Table 2. Among them, amino-
peptidases, dipeptidyl peptidase IV (DPP IV) and peptidyl
dipeptidase A ate also found in the intestinal bartier as
described below.
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Table 1. Advantages and disadvantages of peptides.

Advantages Disadvantages

Small molecules Potentially degraded by endo
and/or exopeptidases

Do not cross a normal
blood-brain barrier

Too rapid clearance

Good tissue permeahility

Virtually no cytaotoxicity
Rapid access to the tumor site
Cross a disturbed
blooc-brain barrier

Low antigenicity

Easy to synthesize

Easy to modify chemically
Easy to link to spacer

Fasy to link to chelators
Easy to radiolabel
High-affinity receptar
hinding

Rapid clearance from

the hody

Agonists for their targeted
receptor {internalization;

It is well established that drugs targeting the brain should
cross the physical and the metabolic barrier which is the
BBB. Morphiceptin and endomorphins are the greater
studied peptide drugs targeting the brain n11.12). The most
important structural elements common for morphiceptin
and endomorphins ate a tetrapeptide sequence, an amide
group at the C terminus and a Pro residue in position 2.
Morphiceptin has been shown to elicit strong supraspinal
antinociception when given intracerebroventricularly. This
effect is not observed after peripheral administration due
to reladvely rapid degradation of morphiceptin. Morphi-
ceptin and endomorphins are good substrates for DPP IV
because of their Pro residues. They also satisfy the substrate
requirements of pro[ine—speciﬁc amino peptidases, such as
aminopeptidase P and aminopeptidase M.

The brush-border membrane-associated peptidases also
play a crucial role in the assimilation of peptides because these
enzymes are responsible for hydrolysis of large peptide frag-
ments in the intestinal [umen to yleld transportable amino
acids and small peptides. Per os, peptides first cross the stom-
ach and the gut into which enzymes and acidic pH make them
to be artacked. The first barrier to be passed in this way is the
intestinal epithelium. The intestinal mucosa also represents a
significant barrier to the oral delivery of peptides into the sys-
temic circulation. The barrier characteristic of intestinal
mucosa cells arises because of the tight intercellular junctions
and the abundance of peptidases associated with the brush-
border membrane and the cytoplasm which rapidly meta-
bolize peptides to their constituent amino acids n3s. The
peptidases of the brush-border membrane are numerous and
exhibir substrate specificities. To illustrate that, assimilation
of dietary peptides occurs in two steps: 1) hydrolysis of the

peptides by peptidases and ii} absorption of the hydrolytic
products via specific transport mechanisms. The intestinal sta-
bility of some peprides has been studied using the Caco-2 cells
monolayer. This maodel allows differendating the two sides of
the intestinal barrier: the apical (AP} side in the lumen, and
the basolateral (BL) side. This cell monolayer is a model for
both a metabolic and a physical barrier to the transcellular
transport of peptides. DSIP (H-Trp-Ala-Gly-Gly-Asp-Ala-
Ser-Gly-Glu-OH}, an endogenous nonapeptide reported to
be useful in the treacment of insomnia, pain and the symp-
toms of withdrawal from alcohel and opiates, Is known to
permeate the BBB both #n vitro and #n vive. It is degraded
in Caco-2 cells by aminopeptidases, DPP IV and even pep-
tdyl dipeptidase A 114), the major and minor metabolites
being Trp and Trp-Ala, respectively. These enzymes are
expressed at higher levels on the AP side than on the BL
side of the Caco-2 cell monolayer. The DPP IV enzyme plays
an important role in the gut. Morita e 2/ 0151, using in vive
intestinal perfusion methods, have demonstrated that DPP
IV was the major enzyme responsible for the hydrolysis of
the proline-containing tetrapeptide Leu-Pro-Gly-Gly in the
rat jejunum. Tiruppathi et af. n3) found that the ability to
hydrolyze and absorb peptides of X-Pro-Y type i wivo is
greatly reduced in DPP IV-negative animals, they conclu-
ded that DPP IV plays a functional role in the intestinal
assimilation of proline-containing peprides 13).

Numerous studies on the metabolism and transepithelial
transport of peptides have also reported an electrochemical
gradient of H" playing a major role in di/tripeptide absorp-
tion across the apical membrane of the intestinal cells [16-18].
For example, an H'/dipepdde cotransport system is impli-
cated in the transepithelial transport of small peptides whereas
Na* gradient is generally involved in cotransport across mem-
branes ng]. However, it is not cleariy established that the same
mechanism happens in the basolateral side of the epithelium.
Inui er al. 17 hypothesized thac the basolateral cransport
of cepi’iradine in the Caco-2 cells may be mediated by a
temperature-dependent system. In their study, Thwaites
et al. 116 concluded that under optimal conditions for dipep—
tide transport, Gly-Sar (Sar for Sarcosine or AN-methyl-
glycine) flux was associated with H* flow across both apical
and basolateral membranes. Therefore, the energy source for
dipeptide accumulation/transport consists of the pH gradient
and the transmembrane electrical potental difference. More-
over, it is established that the epithelial transporters display
substrate specificity. Tamura ez af. [19] demonstrated that the
substitution of a D-amino acid, or more, into the tripeptide
{H-Val-Val-Val-OH) lowers the affinity of the molecule for
the apical oligotransporter(s), depending on the location of
the D-amino acid in the molecule. They have also reported
that the tripeptide L-isomer showed very low or no intra-
cellular accumulation due to their metabolic lability, whereas
the p-Val-L-Val-L-Val, which interacts with the apica[ o[igo‘
peptide transporter(s} strongly and is metabolically stable in
Caco-2 cell system, showed significant cellular accumulation.
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FProteases

'

v

Endopeptidases

v

v

Exopeptidases

Intracellular

v - v

Aspartic Cysteine Threcnine
proteinases proteinases proteinases

Extracellular

v v

Serine
proteinases

Metalloproteinases

Figure 1. Summary of different proteases.

Table 2. Blood-brain barrier enzymes responsible for peptide degradation.

Enzymes Activities

Ref.

Aminopeptidase M

Cleaves either the Tfirst or the second peptide bond of peptide chains to release [29]

the N-terminal amino acid or dipeptide
When the N-terminal hydrophobic residue is followed by a Pro, the two amino acids [30]
may he released as an intact dipeptide

Aminopeptidase A
Carboxypeptidase Y
carboxy| group

Cleaves only N-terminal acidic amino acids, i.e. Asp and Glu [29]
Accepts a broad spectrum of substrates and does not require a free C-terminal [31]

Exhibits preference for peptides containing hydrophaobic C-terminal amino acid [32]

residues {except Pro)

The C-terminal amide group underwent hydrolysis to vield a free acid; then, [31]
the second step cleavage of the C-terminal amino acid took place

ACE = peptidyl dipeptidase Hydrolyses dipeptides sequentially from the C-terminal of an oligopeptide [28]
Displays endopeptidase activity [33]
Endopeptidase 24.11 = Has broad substrate specificity, deaving on the amino side of hydrophobic residues [28]

neutral endopeptidase =
enkephalinase

DPP IV Removes N-terminal dipeptides from peptide substrates, primarily those with a [28,31]
penultimate prolyl residue, provided that the third residue is not Pro, and with
little regard for the identity of the N-terminal residue
Also accepts peptides with an Ala residue at position 7 as substrate [>g]
Requires a trans configuration at the nan-scissile X-Pro position of its substrates, [34]
in addition to & protonated N terminus

Proteinase A Cleaves small peptide acids or amides at only one site [31]

ACE: Angiotensin-converting enzyme; DPP IV, Dipeptidy| peptidase IV,

Passive diffusion allowing passage berween cells is also
observed in the transepithelial transport of peptides. This
transport way depends on the size and the charge of the pep-
tide. Some junction complexes are negatively charged, so a
negatively charged peptdde should be less able to permeate
than neutral and positively charged peptide (191.

Peptide metabolism also occurs in tissues other than the
BBB and the intestinal barrier. Tt is indeed well known thar,
following ## vive administradon, a drug is progressively
cleared and/or metabolized into active or inactive metabolires.
Some organs such as liver, Sp[een and kidncys participate
essentially in this process. These organs are parts of the
reticuloendothelial system. Because of this metabolic process,
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it is very important to study the furure of a drug, and specially
a peptide drug, in the whole body as peptide moieties are
particularly sensitive to endo and exopeptidases present in
most tissues. Unfortunately, very few studies describe the
in vive stability of synthetic peptides and conjugated peptides.
Our group synthesized a new peptide-conjugated photo-
sensitizer {photosensitizer-ATWLPPR) having affinity for
endothelial cells of the tumor neovasculature by targeting
the vascular endothelial growth factor (VEGF:gs) receptor,
neuropilin-1 (NRP-1} po1. The metabolic study of this com-
pound revealed the appearance of a metabolic product
photoscnsitizcr-A in the plasma after iv. Injectdon [21].
However, the C terminus arginine of the ATWLPPR peptide
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has been shown to be essential for the affinity of NRP-1 [22.
Therefore, the degradation of the peptidic moiety of the
molecule would impair the selectivity of the conjugare and
would both allow it to accumulate in normal tissues, where
the activated photosensitizer could exert non-desirable effect
and decrease the amount of photosensitizer delivered to tar-
geted discased tissues. After having discarding any role of
the plasma peptidases in the degradation phenornenon, we
studied the tissue distribution and pharmacokinetics of the
conjugate in glioma-bearing nude mice 123. Following i.v.
injection, our results showed an accumulation of the
photosensitizer-ATWLPPR in the highly perfused tssues
such as [iver, sp[een and kidneys, which accumulate higher
levels of this conjugate than the peripheral tissues like skin
and muscle. Tn the organs of the reticuloendothelial systefn,
photosensitizer-ATWLPPR was rapidly degraded, and the
major part of the hydrolysis of the peptide bond between
the Ala and Thr residues occurred in the liver. Some degrada-
tion also occurred quite rapidly in the tamor, less than in
metabolic organs but more than in plasma. The degradation
product was then released into the bloodstream.

3. Strategies to improve peptide biological
activity, spedcificity and stability

It is now well established that peptide stability depends on the
primary and secondary structure of the peptide itself. How-
ever, these structures are also involved in the bio[ogical
potency, selectivicy and the membrane barrier permeability
of peptides. Consequently, it appears crucial to obtain struc-
tural data and to identify the portion(s) of the molecule
responsible for the biological activities. A number of structur-
e—activity reladonship studies have been carried out on pepd-
des with different techniques 124-30]. These structure—activity
relationship investigations enabled successful development of
efficacious therapeutic candidate peptides (Figure 2).

To identify peptide conformation, various techniques
have been suggested such as circular dichroism (CD)
spectral analyses 4251, NMR 426, and compurational
evaluation [27]. Figure 3 illustrates the different steps c[assical[y
followed for determining the conformation of free peptides
and bound peptides. CD spectroscopy measutes differences
in the absorption of left-handed polarized light versus right-
handed polarized light which arise due to intrinsic asymmetry
of the peptide. The absence of regular structure results in zero
CD intensity, while an ordered structure results in a spectrum
which can contain both positive and negarive signals. Even
mote important is that a secondary structure will also impart
a distinct CD to its respective molecules. ¢-Helix, [-sheet,
and random coil structures each give rise to a characteristic
shape and magnitude of CD spectrum. Like all spectroscapic
techniques, the CD signal reflects an average of the
entire molecular population. In general, after initial CD
studies, a standard strategy Is followed using homonuclear
two-dimensional “H NMR techniques. COSY (COttelation

SpectroscopY} experiments allow the determination of the
connectivity of a molecule by determining which protons
are spin-spin coupled. TOCSY (TOtal Correlation Spectros-
copY} creates correlations berween all protons within a given
spin system (lLe., cach amino acid), but not with protons of
other tesidues. This is extremely useful for identifying protons
of amino acids. NOESY differs from COSY or TOCSY in the
respect that Nuclear Overhauser Effect (NOE) is observed
through space, not through bonds. Thus, all aroms thar are
in proximity to each other give a NOE. Furthermore, the
distance can be derived from the observed NOEs, so that
the precise, 3D structure of the molecule can be reconstructed
(Figure 4}. TRansferred Nuclear Overhauser Enhancement
SpectroscopyY (TR-NOESY) is usually suggested to analyze
conformations of peptides bound to protein receptors by
molecular modeling. Another computational tol is the
docking which predicts the preferred orientation of one
molecule to a second when bound to each other to form a
stable complex 1.

After the sequence idendfication and the conformatonal
studies of the peptide, it is important to determine the essential
amino acids, which ate responsible for the affinity and the
activity. These studies are accomplished by characterizing
the #z vitre and in vive pharmacological effects of i} analogs
truncated sequentially at the N and C termini, ii} analogs
systematically modified with single Ala substitudons (Ala
scanning}, and iii) analogs modified with D-amino acid sub-
stitutions (p-amino acid scanning). Site-directed modification
through single-point Ala or D-amino acid substitutions is a
useful way to determine the contribution of each side chain
of a peptide. This way determines the role of each amino
acid and of their conformational impact [2829. Once the
important amino acids identified, it should be possible to
enhance the biological potency of a specific compound by
increasing binding energy at these positions. This information
may allow improving the peptide stability by modifying its
Sequence VVithOut Chﬂnging thf_‘, Side Chain Of the eSSential
amino acids and the general conformational structure neces-
sary for the potency. Another primordial point is to identify
the amide bond(s) responsible for the peptide degradation (z0).
The identification of potentiai cieavage site in the peptide
sequence is a requirement for the rational design of chemical
modifications to improve enzymatic stability. One technique
is to administrate the peptide i w7vo to a rodent and to study
its bioavailability in different organs such as plasma, liver,
Lidneys, spleen and skin. A better and more commonly used
experimental system is incubation of the drug candidate
in vitre with different dssue homogenates and membrane
preparations as well as with plasma and serum. The degrada-
tian products can be monitored by HPLC and identified by
mattix-assisted [aser desorption ionization time-of-flight
{MALDY-TOF) mass spectroscopy. Then, the amide bond
cleaved could be chemically modified to improve the peptide
stabi[ity. Using this approach, our group examined the
in witro and in vive stability of photosensitizer coupled to
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ldenlification of peplide conformalion

i

Structure—activity relationship studies

« Identification of the chemical groups ezsantial for biological activities
« Identification of the amide bonds responsible or the peptide degradation

i

Peplide structureimedificalion

» modified peplides
* pseudopeplides
* peptidomimetics

i

Stlability and biological aclivity studies

Figure 2. Structure-activity relationship investigations to
develop efficacious therapeutic candidate peptides.

ATWLPPR (photosensitizer-ATWLPPR} by HPLC and
MALDI-TOF mass spectrometry [21.23. We identified the
major site of degradation between A and T amino acids.
Photosensitizer-A was identified as the main metabolic prod-
uct and biodistribution associated with pharmacokinetics stud-
ies suggested that its appearance in plasma mainly resulted
from the degradation of the peptidic moiety into organs of
the reticuloendothelial system. According to in vitre cell cul-
ture expetiments, photosensitizer-ATWLPPR was also signifi-
cantly degraded after incorporation in human umbilical vein
endothelial cells (HUVECs}, mainly into photosensitizer-
A and, to a lesser extent, into photosensitizer-AT and photo-
sensitizer-ATWLPP. The conjugate was mostly [ocalized into
[ysosomes and, when HUVEC were treated with the lysosomal
enzymes inhibitor, a significant decrease in the peptide
degradation was measured [21].

To develop a peptide as a therapeutic agent, its biological
effect, pharmacokinetic profile and low immunogenicity are
crucial parameters. Therefore, various chemical strategies
have been developed to increase their 77z vivo plasma residence
time. In fact, from a model pepride of interest, it is often
necessary to optimize its chemical structure to obtain a com-
pound that can be used therapeudically, even for parental
administration. Chemical modifications of peptides intro-
duced strategically at potential enzymatic cleavage sites may
dramatically increase the in wiwvs stability of drug candidate
peptides (3. Furthermore, peptides are flexible biopolymers,
the structure and conformation of which are strongly influ-
enced by the nature of constituent amino acids and also the
biochemical environment in which they exist. However, this
high conformartional flexibility presents a potential problem
in generating therapeutics and biclogical probes since a
peptide must attain a certain conformation in order to
bind to its bio[ogicai target, be it a receptor or an enzyme.
Therefore, the pre-organization of peptide shape, via the
introduction of a structural motif that imparts conformational

98

restriction, can enhance binding and hence therapeutic poten-
tial. An entropic advantage is also introduced by such a pre-
organization into a known biologically active conformation.
Adessi and Soto 3] classified the peptide derivatives into three
main groups according to the importance of the chemical
modifications to the original sequence, going from relatively
conservative substitutions to more drastic modifications
{(Table 3).

The desigh of amide surrogates as pseudopeptide links pro-
vides the opportunity of modulating separately the backbone
and the side chains in peptide ana[ogs, and thus of adapting
the conformation of the backbone with retention of the side
chains which may be essential for bicactivity. These deriva-
tives can be considered as peptides in chemical naware. This
group includes a wide varlety of chemical meodifications:
N and C termini modifications, cyclization, alkylation of
amide nitrogen, side-chain modifications and chirality
changes. The potential use of irreversible synthetic inhibitors
{covalently bound} such as peptide chloromethyl ketones or
peptide aldehydes, peptide boronic acids has been Widely
applied in the treatment of several diseases such as AIDS or
theumaroid arthritis. The reduced flexibility of the cyclic
structures often would further insight into the development
of optimized conformations for receptor targeting. Intracellu-
lar protein—protein interactions that govern many biological
pathways are frequently mediated by c-helical structures of
protein; however, the use of short peptides leads to a loss of
secondary structure, such as o-helical structure. Short pepti-
des also are easily degraded by protealysis and have difficulty
in intact cells penettation. Stapled peptides are synthetically
[ocked, or ‘stapied’, into an ¢-helical shape with an optimized
cross-linking chemistry to mimic the structure found at the
interface of many protein—protein interactions [321. These
stapled peptide drugs may endow with unique properties,
inc[uding cfficient cell penetration, high afﬁnity binding to
large target protein surfaces, and also excellent stability and
pharmacokinetic properties within the body. To synthesize
the stapled peptide. unnatural amino acids containing olefin
groups (e.g., (8)-0-(2"-pentenyljalanine} were introduced
with separations of three or six residues to ensure that the sta-
ple was on one side of the helix (substitution pesitions 7 and
i+ 4) or ( and 7 + 7) amino acids within the pepride. The
peptide was exposed to ruthenium catalyzed cross-linking
conditions to promote olefin metathesis. CD) studies may
confirm that the stapled peptides showed increase in helical
content compared with the unstapled. This strategy was
successfully used for developing different potent peptide
inhibitors such as hydracarbon double-stapling of natural
peptide HIV-1 inhibitor and improving its bioavailability 33,
as well as for design of i-helical stapled peptides and develop-
ment of potent inhibitors of o-helical protein—protein
interfaces [34-3¢). Hydrocarbon stapling may provide a useful
strategy in researching experimental and therapeutic modu-
ladon of protein—protein interactions as well as in i vivo
The pseudopeptides contain

pharmacokinerics  studies.
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Natural peptide

)

Gharacterization by:
1) LC-MS (molecular weight determination)

2) Sequencing by Edman degradation (amine acids composition)

!

Determining minimal active sequence 4——» Chemical synthesis

e T ol

Comparison of biological activities

}

Conformational analysis of the free peptide by

1) CD (helix, sheet, random coil}

2) 'H NMR (COSY for spin—spin coupled protons)

(TOCSY for determining the residues)
(NOESY for long distance correlations)

3) Molecular medeling under NMR constraints (from NOESY)

!

3D structure

’ of free peptide

Conformational analysis of the bound peptide to the protein by
1) NMR {TR-NOESY) and molecular modeling under NMR constraints (from TR-NOESY)

2} Docking

}

3D structure of bound peptide

Figure 3. Classical spectroscopic techniques used to elaborate new peptides.

Figure 4. Summary of homonuclear two-dimensional (2D) 'H
NMR techniques.

COSY: Correlation spectroscopy; NOESY: Muclear overhauser effect spectros-
copy; TOCSY: Total correlation spectroscopy.

] modified amide bonds consisting in the replacement of some
chemical groups. Pseudopeptide is one of the most important
lead structures. Their chemical nature is partially a peptide.
The definidon of pseudopeptides comprises amide bond sur-
rogates, pcptoids, azapeptidcs and azatides. Various pscudo—
peptides could be prepared either based on the structures or
based on the action mechanisms. The use of non-hydrolyzable

amide isosteres is an established approach o overcome one of
the major drawbacks in the use of peptides as therapeutic
agents, namc[y, their rapid dcgradation by pcptidascs. Among
these peptidc bond rep[accmen(s, one of the simplest is the
reduced Peptide bond (CH_NH}, which has been v-’idely
and successfully used in the design of metabolically stable
agonists or antagonists of natural peptides, or enzyme
inhibitors [37.38].

For example, our group suggested the synthesis of two
modified peptides @TWLPPR where a is (RAla, Ay
[CH>,NH]TWLPPR, where the amide bond between A and
T residues was replaced by a -CH;NH- bond} to circumvent
the degradation of the peptide moiety ATWLPPR [3s. We
validated the chemical identity and the photophysical charac-
teristics of these new conjugates and demeonstrated by
competitive binding experiments that these pseudopeptides
and conjugates described an affinity for the targeted receptor
NRP-1. Taking advantage of RNA silencing techniques, we
have selectively silenced NRP-1 expression to provide the evi-
dence for the involvement of NRP-1 expression in the conju-
gate cellular uptake. Peptide-conjugated photosensitizer
allowed a selective accumulation into cells. In mice, no
degradation was observed in plasma in wrws 4 h after iv.
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Table 3. Different types of peptide derivatives or surrogates classified according to degree of modification.

Names Examples Targets Applications Ref.
Modified peptides
End modification Boranic acid {Bortezomib 265 prateasame Multiple myeloma [7]
or Velcade®)
CMK HLE Rheumatoid arthritis [8]
Cyclization Cyclo{RGDFK) Integrin o,ps Cancer [9,10]
Chirality changet(s) N-terminal sequence of HIV-1 gpd1 HIV-1 capside protein AlDS [11]
N-alkylation IAB5p analogous marphiceptin Glycoprotein Alzheimer's disease [12]
and endomorphin analogous p-Cpioid receptor mediated analgesia [13,14]
Psetidopeptides
Reduced peptide ATWLPPR NRP-1 and NRP-2 Cancer [15]
Val-Asn-Phe analogous B-Secretase (BACE-1) Alzheimer’s disease [16]
Retro-inverso peptide Prosaptide Prosapasin receptor CNS disorders [17,18]
RGKLVFFGR analogous B-Amyloid protein Alzheimer’s disease [19]
Azapeptide BMS-232637 HIV-1 protease AIDS [20]
Hydroxyethylamino Ritanavir, indinavir, nelfinavir HIV-1 protease AIDS [21]
Peptidomimetics
Cyclic imide Bestatin analogous APN/CD13 Cancer [22]
Lactams nYLKTKF analogous STAT3 Cancer [23]
B-Turn-like inducer [24]
v-Turn-like inducer [25]

APN: Aminopeptidase; CMK: Chloromethyl ketone; HLE: Human leukocyte elastase; NRP: Neuropilin, STAT: Signal transducer and activator of transcription.

injection by MALDI-TOF mass spectrometry. This study
drew attention to this potential problem with peptides,
especially in the case of targeting strategies, and provided
useful information for the future design of more stable
molecules [38].

In peptoids, the side chain that is attached to the ¢-carbon
in peptide structute is ‘switched’ by one position to the amide
nitrogen. Azapeptides and azatides are molecules in which one
or more ¢-catbon atoms are replaced by nitrogen atoms. The
peptidomimetics, which are small molecules designed to
convert the information contained in peptides into small
non-peptide compounds. These surrogates can induce confor-
mational restrictions as 3- or y-turn-like secondary structures
mimic compounds with conformationally constrained tem-
plates. R_ipka and Rich 139) classified the peptide mimetics
into three types. The first one is structure that mimics the
local topography about an amide bond. The type 2 mimetic
is a small non-pepridic molecule that binds to a peptide recep-
tor. The last one represents the ideal in peptide mimerics in
that they possess novel templates which, through appearing
unrelated to the originai peptides, contain the necessary
groups positioned on a novel non-peptidic scaffold to serve
as topographical mimetics.

4. Expert opinion

In general, cancer chemotherapy is accompanied by strong
and acquired drug resistance, and therapeutic agent de[ivery
systems that may selectively deliver the drugs to the target
tumor ate always awaited. Current efforts are focusing on
developing therapeutic agents capab[e of speciﬁcally targeting
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cancer cells and also tumor-associated microenvironments.
Recently, vascular targeting strategies have become a focus
of interest. Indeed, targeting of a tumor angiogenic vascula-
tute appears as a promising cancer treatment since these ves-
sels have properties different from these of the pre-existing
systemic vasculature. Furthermore, tumor anglogenic vascula-
ture is thought to be an ideal site for a drug delivery system.
Peptide metabolism occurs in different tissues, including the
BBB and the intestinal barrier. Following i vsvo administra-
tion, the peptide is progressively cleared and/or metabolized
into active or inactive metabolites. Due to this metabolic
pracess, it is crucial to follow the biodistribution of a peptide
drug and/or a peptidic moiety in order to improve its
biological properties such as selectivity.

One recognized strategy for improving the therapeutic effec-
tiveness of conventional chemotherapeutics is to encapsulate
the therapeutic agents into targeting cartiers [40). Targets of
the peptides are not only brain tamors and the gastrointestinal
tract but also the kidneys, the lungs, the vascular system, etc.
Ome of the main reasons for the increasing interest for peptides
in cancer is the possibiiity of feceptor targeting, because the
peptide receptors are often overexpressed in cancers, in com-
parison with their expression in normal tissue adjacent
and/or its normal tissue origin. They can be used as targeting
agents or as molecular targets in two ways, binding sites for
radioligands and rargets mediating functional responses [40).
Our strategy using peptides in the field of photodynamic
therapy aims to favor the vascular effect by targeting
tumor-associated vascularization, using as we saw peptides,
pseudopeptides and more recentdy peptide-functionalized
nanopartidles. We designed multifunctional nanoparticles
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consisting of a surface-localized tumor vasculature targeting
peptides and encapsulated photodynamic therapy and imaging
agents. These nanoparticles functionalized with ATWLPPR
peptide bound to the NRP-1 targeted receptor [41]. But, we
also previously evidenced that the ATWLPPR peptide moiety
was mainly concentrated in organs of the reticulo-endothelial
system, [eading to Its in pive degradation [21]. Interestingly,
using functionalized nanoparticles eliminated by renal
excretion will hence overcome this degradation process.
However, proteases are of a potendal interest because of
their unique ability to deave selectively amide bonds in pepti-
des. Proteases have long been considered as ideal therapeuric
targets Iin many disease indications, involving excessive
proteolysis, including cancer. Tumor-associated proteases are

known to function at rnu[tiple steps of tumor progression,
affecting tumor establishment, growth, neovascularization,
intravasation, extravasation and metastasis. For example,
proteolytic degtradation of the extracellular matrix appears
crucial for cancer development, invasion and metastasis, all
of them associated with increased activities of several different
protease families [42435). Protease-sensitive prodrugs have
attracted interest for bio-responsive drug delivery to sites
with up-regulated proteolytic activities [44.
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V. Validation de I’intérét des pseudopeptides

Notre article expérimental Photodynamic therapy targeting neuropilin-1: Interest of
pseudopeptides with improved stability properties publié dans Biochemical Pharmacology
nous a permis de valider I'intérét du couplage de la TPC avec des pseudopeptides
biologiquement plus stables par substitution a ATWLPPR initialement utilisé dans notre

approche en VTP (conf. PARTIE II, III. 3.) [3].

Apres avoir caractérisé la dégradation de la séquence peptidique ATWLPPR entre le
résidu alanine et thréonine, en collaboration avec I’équipe du Dr Régis Vanderesse (LCPM,
Nancy) nous avons synthétisé deux pseudopeptides :

e aTWLPPR dans lequel le résidu L-alanine a été remplacé par un résidu D-alanine ;
e AyY[CH,NH]TWLPPR présentant une liaison amide réduite entre les résidus alanine et
thréonine.

Ces peptides ont été conjugués a la TPC par 'intermédiaire du méme bras espaceur
qu’a Dl’initial aboutissant respectivement aux conjugués TPC-Ahx-aTWLPPR et TPC-Ahx-
AY[CH,NH]TWLPPR.

Ces deux conjugués ont présenté¢ les mémes propriétés photophysiques que le
conjugué¢ non modifi¢é TPC-Ahx-ATWLPPR : les bandes Q et bande de Soret étaient
caractéristiques de la chlorine. Les rendements quantiques de formation d’'O, et de
fluorescence étaient similaires a ceux de la TPC seule.

Les nouveaux conjugués ont présenté une capacité de fixation au récepteur NRP-1,
surexprimé¢ dans les cellules endothéliales angiogéniques, et non pas au récepteur VEGFR-2,
comme nous le pensions initialement. Cependant, nous avons constaté que le caractere affin
du peptide pour NRP-1 demeure diminué suite au couplage avec le photosensibilisateur. Cette
diminution peut résulter soit des interactions intramoléculaires entre 1’entité peptidique et le
groupement photo-activable, soit de I’encombrement stérique de la structure tétrapyrrolique
du groupement photo-activable, limitant ainsi la reconnaissance par le récepteur.

L’affinité des conjugués pour NRP-1 a eu pour conséquence une trés nette

amélioration de I’incorporation de la TPC par les cellules humaines de cancer mammaire
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MDA-MB-231 surexprimant ce récepteur. Nous avons également constaté que I’augmentation
de I’incorporation des conjugués pouvait en partie résulter de phénomenes non spécifiques.
Afin de définir plus précisément la part d’incorporation intracellulaire provenant de
mécanismes spécifiques par rapport a celle issue de mécanismes non spécifiques, nous avons
compar¢ ce degré d’incoporation entre des cellules surexprimant NRP-1 (e.g. cellules MDA-
MB-231) et ces mémes cellules traitées par ARN interférence. Apres avoir confirmé le knock
down de NRP-1 par Western Blot et par RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction), nous avons mis en évidence une diminution significative de I’incorporation
cellulaire des conjugués pour la lignée MDA-MB-231 knock down comparée a la lignée wild
type (de phénotype sauvage), confirmant I’implication de NRP-1 dans I’incorporation. Les 3
conjugué¢s TPC-Ahx-ATWLPPR, TPC-Ahx-aTWLPPR et TPC-Ahx-Ay[CH,NH]TWLPPR
ont présenté des taux d’incorporation cellulaire comparables.

Afin, I’étude de stabilité in vivo chez la souris nude a révélé la dégradation des
peptides ATWLPPR et aTWLPPR entre les résidus alanine et thréonine, 4 heures apres
I’injection par voie 1.v. En revanche, le pseudopeptide Ay[CH,NH]TWLPPR est resté stable

4 heures apres I’injection par voie i.v.
Les résultats prometteurs obtenus avec les pseudopeptides, et particulierement

AY[CH,NH]TWLPPR, montrent leur intérét en thérapie. Ces pseudopeptides stables in vivo

pourront par la suite fonctionnaliser des nanoparticules multifonctionnelles pour la PDT.
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The general strategy developed aims to favor the vascular effect of photodynamic therapy by targeting
tumor vasculature. Since angiogenic endothelial cells represent an interesting target to potentiate this
vascular effect, we previously described the conjugation of a photosensitizer to a peptide targeting
neuropilins (NRPs) over-expressed specially in tumor angiogenic vessels and we recently characterized
the mechanism of photosensitization-induced thrombogenic events. Nevertheless, in glioma-bearing
nude mice, we demonstrated that the peptide moiety was degraded to various rates according to time
after intravenous administration. In this study, new peptidases-resistant pseudopeptides were tested,
demonstrating a molecular affinity for NRP-1 and NRP-2 recombinant chimeric proteins and devoid of
affinity for VEGF receptor type 1 (Flt-1). To argue the involvernent of NRP-1, MDA-MB-231 breast cancer
cells were used, strongly over-expressing NRP-1 receptor. We evidenced a statistically significant
decrease of the different peptides-conjugated photosensitizers uptake after RNA interference-mediated
silencing of NRP-1. Peptides-conjugated photosensitizers allowed a selective accumulation into cells. In
mice, no degradation was observed in plasma in vivo 4 h after intravenous injection by MALDI-TOF mass
spectrometry. This study draws attention to this potential problem with peptides, especially in the case
of targeting strategies, and provides useful information for the future design of more stable molecules.
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1. Introduction

The selectivity of photodynamic therapy (PDT)} as an anti-
cancer treatment relies on the local generation of cytotoxic
reactive oxygen species in the tumor tissue, due to both
preferential uptake of the photosensitizer by malignant tissue
and subsequent localized light irradiation. Indeed, the photosen-
sitizer, at the concentrations used for PDT, 1s non-toxic in the dark
and becomes photocytotoxic only when light at an appropriate
wavelength is applied. However, the tumor tissue selectivity
remains limited, as photosensitizers also tend to accumulate in
normal tissue. This selectivity can be improved by using third
generation photosensitizers, which consist of photosensitizers to
which a tumor-targeting moiety is attached [1]. Among the tumor-
targeting molecules, peptides are receiving increasing interest in
the field of PDT. Indeed, the effective tissue penetration of short
synthetic peptides, in combination with their selective binding and
internalizing capacity by cancer cells, make peptides ideal
candidates for the delivery of therapeutic agents such as
photosensitizers [2].
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Destruction of the neovasculature of tumors by PDT is thought
to play a major part in the destruction of some vascularized tumors
[3-5]. In order to potentiate the vascular effect of PDT, receptors
specifically located on angiogenic endothelial cells, such as
receptors to vascular endothelial growth factor (VEGF), can be
used as molecular targets. We have previously described the
conjugation of a photosensitizer (53-{4-carboxyphenyl}-10,15,20-
triphenyl-chlorin, TPC}, via a spacer (6-aminohexanoic acid, Ahx),
to a heptapeptide (ATWLPPR), specific for the VEGF recepter
neuropilin-1 (NRP-1), and reported the in vifro and in vivo efficacy
of this new peptide-conjugated photosensitizer (referred to
hereafter as TPC-Ahx-ATWLPPR) [6,7].

Despite their advantages as targeting agents, the main
disadvantage of peptidesis related to their structural conformation
which makes them extremely sensitive to peptidases [8]. They
often display low stability in biological fluids, which limits their
use in vivoe. Photosensitizer moiety of TPC-Ahx-ATWLPPR is
responsible for the photocytotoxic activity of the conjugate, while
the peptidic part is responsible for its selectivity. Degradation of
the peptidic moiety of the conjugate would impair its selectivity,
and would both allow it to accumulate in normal tissues, where the
activated photosensitizer could exert non-desirable photocyto-
toxicity, and decrease the amount of photosensitizer delivered to
targeted tumor tissues. We previously examined the in vivo
stability of TPC-Ahx-ATWLPPR by high performance liquid
chromatography (HPLC) and matrix assisted laser desorption
ionisation-time-of-flight (MALDI-TOF) mass spectrometry. TPC-
Ahx-ATWLPPR was stable in vitro in plasma but, following
intravenous injection (i.v.} in nude mice, was degraded to various
rates and TPC-Ahx-A was identified as the main metabolic product
[9,10]. The use of peptidases-resistant pseudopeptides would
increase further its stability in vivo without loss of affinity [11-13].
We identified the major site of degradation between A and T amino
acids, leading us to suggest the synthesis of two modified peptides
{aTWLPPR where a is (R)Ala, A CH;NH]TWLPPR, where the amide
bond between A and T residues is replaced by a -CH,NH- bond,
Fig. 1A). In the current study, we validate the chemical identity and
the photophysical characteristics of these new conjugates and
propose to demonstrate by competitive binding experiments that
these pseudopeptides and conjugates describe an affinity for NRPs.
Taking advantage of RNA silencing techniques known as RNA
interference (RNAi}, we have selectively silenced NRP-1 expression
in MDA-MB-231 breast cancer cells to provide the evidence for the
involvement of NRP-1 expression in conjugated photosensitizer
cellular uptake. We also studied in vivo stability of the conjugated
pseudopeptides by MALDI-TOF mass spectrometry.

2. Materials and methods

2.1. Synthesis of ATWLPPR, aTWLPPR and AlfCH:NH[TWLPPR and
purification

Unless otherwise stated, reagents were purchased from
chemical companies and used without prior purification. Reagent
grade solvents were used as received. 5-{4-carboxyphenyl)-
10,15,20-triphenyl-chlorin {(TPC} was purchased from Porphyrin
Systems (Liibeck, Germany). Fmoc-Arg{ Pbf)-Wang, Fmoc-aminoa-
cids, and Fmoc-aminohexanoic acid were from Senn Chemicals
International (Dielsdorf, Switzerland) or Merck Novabiochem
(Latifelfingen Switzerland). Thin-layer chromatography (TLC)
was carried out on Merck silica gel 60 F254 plates (Merck Chimie
S.AS., Fontenay Sous Bois, France) and developed with the
appropriate solvents. The TLC spots were visualized either by
UV light or by heating plates sprayed with a solution of
phosphemelybdic acid (5% ethanelic selution}. Chromatography
column was carried out on Merck silica gel (40-63 pum; 230-400
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mesh ASTMW ). ATWLPPR, aTWLPPR and AyfCHaNH|TWLPPR were
synthesized on a multichannel peptide synthesizer [14], or a fully
automated ResPepXLl synthesizer (INTAVIS AG, Kbln, Germany}
according to a classical Fmoc/tBu solid-phase methodclogy. The
side chains of arginine, tryptophan, and threonine were respec-
tively protected by Pbf, Boc and tBu groups. The linker was
introduced like an amino acid with Fmeoc-Ahx-OH. Double
coupling was perfermed using a 3-fold excess of N-Fmoc-amino
acid (except during the photosensitizer coupling stage: 2-fold
excess and single coupling) and activation reagents 2-(1H-
benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyl-uronium tetrafluoreborate
(TBTU) (3 equiv.), 1-hydroxybenzotriazele (HOBt) (3 equiv.) and
NN-diisopropylethylamine (DIEA) (9 equiv.) in dimethylforma-
mide (DMF). The reduced peptide was synthesized by condensa-
tion of 3 equiv. Fmoc-Leu-H, previously described in [15] on the N-
terminus of growing peptide in DMF in the presence of 3 equiv.
NaBH3CN and some drops of AcOH overnight. The cleavage was
realized by a 2 h treatment with TFA{H,O/TIS (92.5:2.5:5) mixture.
Peptides were purified by reverse phase high performance liquid
chromatography (RP-HPLC) on a (18 preparative column
(150 x 21.2 mm, Pursuit Varian) using a 0.1% (v/v} TFA-water/
acetonitrile gradient, monitored by absorbance at 280 nm on a
SPD-10A UV-visible detector (Shimadzu, France). Both compounds
were lyophilized and kept in aliquots at —20 “C.

2.2, Synthesis of peptides-conjugated chlorin-type photosensitizer
and purification

TPC was coupled to the N-terminus of the Ahx on the resin via
its NHS ester. TPC-NHS was prepared in the dark under a nitrogen
atmosphere by action of N-hydroxysuccinimide (1 equiv.) and
dicyclohexylcarbodiimide (DCC) (1 equiv.) on TPC (1 equiv.} in
CHaCls for 4 h at room temperature. The solvent was evaporated
and the crude material was purified by column chromatography
using EtOH/CH,Cl,: 4/96 (v/v) as the eluent. The fractions were
tested by TLC and the pure compound was isolated as a purple
solid (73%). During the photosensitizer coupling stage, light
exposure was minimized by sealing the reaction vessel in
aluminum foil to limit the occurrence of unwanted side reactions.
Astandard cleavage with trifluorcacetic acid (TFA) and scavengers
afferded the crude peptides-conjugated photosensitizers. Purifi-
cation was made by reverse phase-high performance liquid
chromatography (RP-HPLC) on a C18 semi-preparative column
(250 x 10 mm 1.D., Apolle, Alltech, Lokeren, Belgium ) usinga 0.1%
(wfv) TFA—water{methancl gradient, monitored by absorbance at
280 nm on a SPD-10A UV-visible detector (Shimadzu, France).
Both compounds were lyophilized and kept in the darkin aliquots
at -20°C.

2.3. Chemical characterization. MALDI-TOF mass spectrometry
anatysis

Five microliters of a 2,5-dihydroxybenzoic acid solution
(150 mg/ml in water/acetonitrile, 1:1, v/v} was mixed with 1 ul
of sample and spotted on the stainless steel MALDI targets. The
solvent was evaporated before insertion in the source. Analyses
were performed on a Bruker Reflex IV time-of-flight mass
spectrometer (Bruker-Daltonic, Bremen, Germany) equipped with
the SCOUT 384 probe ion source. The system used a pulsed
nitrogen laser (337 nm, model VSL-337ND, Laser Science Inc.,
Boston, MA) with a maximal energy of 400 pJ/pulse. Positive ion
spectra were acquired with an acceleration veltage of 20 kV and
reflector voltage of 23 kV in the 0-2000 Da m/z range. The detector
signals were amplified and transferred to the Flex Control software
3.0 (Bruker-Daltonic). Spectra were processed with the Flex
Analysis software 3.0 (Bruker-Daltenic). External calibration of
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Fig. 1. Chemical structures of the peptides and photophysical characteristics of the conjugates. Chemical structures of the heptapeptide (ATWLPPR) and new pseudopeptides
(aTWLPPR and Ass[ CH,NH]|TWLPPR) (A). Absorption spectra of TPC-Ahx-ATWLPPR (black), TPC-Ahx-aTWLPPR (red) and TPC-Ahx-Ads[ CH,NH|TWLPPR (green) in ethancl (B).
Fluerescence quanturn yields (@y,,) and singlet oxygen quantum yields (@, ) of these three peptides-conjugated photosensitizers (C). MALDI-TOF MS spectrum of TPC-Ahx-
ATWLPPR, TPC-Ahx-aTWLPPR and TPC-Ahx-Ads[CH,NH]TWLPPR (D). (For interpretation of the references te color in this figure legend, the reader is referred to the web
version of the article.)
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MALDI mass spectra was carried out using sodic and potassic
distribution of PEG 600 and PEG 1500 mixtures.

2.4. Photophysical properties

Absorption spectra were recorded on a Perkin-Elmer UV-visible
spectrophotometer (Lambda 2, Courtaboeuf, France}. Flucrescence
spectra were recorded on a SPEX Fluorolog-3 spectroflucrimeter
(Jobin Yvon, Longjumeau, France), equipped with a thermostated
cell compartment {25°C}, using a 450W Xenon lamp. The
flucrescence quantum yields (&) in ethancl and quantum yields
of singlet oxysen production {®{'0,)}} were determined as
described previously [16].

2.5. Binding of peptides and peptides-conjugated TPC fo recombinant
NRP-1, NRP-2 and Flt-1 proteins

NRP-1, NRP-2 and Flt-1 were obtained from R&D Systems (Lille,
France}, as recombinant chimeric proteins. The surface of Maxisorp
microplates (Dutscher} was coated with either NRP-1 (2 p.g/mL),
NRP-2 (5 pg/fmL} or Flt-1 (2 g/mL) in PBS, overnight at room
temperature. The plates were blocked with PBS containing 0.5%
bovine serum albumin (blocking buffer) during 1 h at 37 °C, to
prevent non-specific interactions. Binding of the photosensitizer to
NRP-1 was assessed using 5 ng/mlL of biotinylated VEGF 55 (R&D
Systems) in blecking buffer containing 2 pg/mlL heparin. Biotiny-
lated VEGF,45 was added to the coated wells, in competition, or
not, with an excess of peptides-conjugated TPC or TPC or
unlabelled VEGF,55 (R&D Systems}, as a positive control. In the
case of photosensitizers, 0.5% Tween-20 was added to the blocking
buffer in order to allow for its selubilization. After a 2-h incubation
at room temperature, the plates were washed and the amount of
bound biotinylated VEGF, 45 stained with streptavidin horseradish
peroxidase conjugate {R&D Systems) and assayed. After 20 min at
room temperature, reaction was stopped by the addition of Stop
Solution (R&D Systems). Optical densities were measured at
450 nm. Results were expressed as relative absorbance tc wells
containing only blocking buffer. Three wells per condition were
used.

2.6. Cell lines and culture

For in vitro experiments, MDA-MB-231 human breast cancer
cells were purchased from American Type Culture Collection
(ALCC, Manassas, VA, UsA). Cells were maintained in minimum
essential medium supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS}, 1% antibioticfantimitotic solution. They were cultured in
75 cm? flasks and incubated in 5% C0,/95% humidified air at 37 °C.
Cell culture materials were purchased from Costar (Dutscher,
Brumath, France}. All other chemicals were purchased from Sigma
{Saint Quentin Fallavier, France}, unless otherwise stated.

2.7. NRP-1-siRNA vector and stable transfection

RNA silencing technique known as RNA interference {RNAi} was
used. Small interfering RNA (siRNA)} oligonucleotides were
obtained from Eurogentec in a purified and annealed duplex form.
The sequences targeting the human NRP-1 gene are: 5'-
GAGAGGTCCTGAATGTTCC-3' (sense) and 5-GGAACATTCAG-
GACCTCTCC-3' (antisense). Scrambled siRNA with the following
sequence: 5 -UUAAACUUCAGCCCAGUGA-3' (sense} and 5
CAGUAAACGCCGUCUUAUA-3 (antisense) was used as the control.
SiRNA transfection experiments were carried out using jetSi-ENDO
transfecticn reagent with 100 nM siRNA, according to the
manufacturer’s instructions (Eurogentec). Double strand DNA
oligonucleotide encoding the effective siRNA in the knockdown of
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NRP-1 was synthesized with a loop sequence TTCAAGAGA and a
RNA pol IIl terminator sequence consisting of a 6 poly T. This
double strand DNA oligonucleotide was cloned imto the RNAi-
ready pSIREN vector (BD Biosciences Clontech} between the BamHI
and EcoRI restriction sites with the U6 promoter. This vector
contains a puromycin resistance gene for the selection of stable
transfectants. A unique Xbal restriction site was placed down-
stream of the terminator sequence for restriction digest analysis (o
confirm the presence of the clened insert. Four micrograms of
PSIREN{UG/NRP-1-siRNA vector, or pSIREN{UG/scrambled-siRNA
vector or pSIREN/U6 empty vector were used for stable transfec-
tion of MDA-MB-231 cells with TransPEl transfection reagent,
according to the manufacturer's instructions (Eurogentec). The
MDA-MB-231 clones were selected with 0.5 pg/mL of puromycin
for 3 weeks. Single colonies were isolated and then screened for
levels of the expression of NRP-1 protein by reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR} and Western blot analyses.
Five days before the experiments, the cells were placed into
complete medium without puromycin supplement.

2.8, Proteins extraction and immunoblotting

Cells (MDA-MB-231 clones) were collected by scraping, washed
with ice-cold phosphate buffered saline (PBS) and treated with
lysis buffer, containing 10 mM Tris-HCI {pH 7.4), 1% CHAPS {3-[(3-
cholamidopropyl}dimethylammonio]-1-propanesulfonate), 2 mM
ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) and 1 mM phenyl-
methylsulphonyl flucride (PMSF} for 30 min on ice, and further
centrifuged at 15000 x g for 20min at 4°C. Total protein
concentration was determined using the DC Protein Assay (Bio-
Rad, Marnes-la Coquette, France), according to the manufacturer’s
instructions. Protein samples (25 g) were heated to 95 °C for
7 min in the presence of 5% 2-mercaptoethanol, chilled on ice and
separated on a 7.5% denaturing polyacrylamide gel, followed by
electrophoretic transfer to polyvinylidene difluoride membranes.
Membranes were blocked with 5% (w/v) non-fat dry milk in Tris-
buffered saline containing 0.1% {(vjv} Tween-20 (TBST), overnight
at 4°C. Membranes were then incubated for 1 h with polyclonal
anti-NRP-1 {sc-7239, Santa Cruz Biotechnology, Tebu, Le Perray en
Yvelines, France), diluted 1: 200 in 5% (wjv) non-fat dry milk in
TBST. After several washes, the blots were incubated with
secondary anti-goat antibody linked to horseradish peroxidase
{Donkey Anti-goat IgG,-HRP sc-2020, Santa Cruz, 1:2000). Bound
antibody was detected using the ECL detection system (Amersham
Biosciences, Ursay, France) and visualized by autoradicgraphy. 1o
ensure equal leading of proteins, blots were subsequently stripped
and probed with a polyclonal anti-tubulin (sc-9104, Santa Cruz
Biotechnology}, using the procedure described above.

2.9. RNA isolation and RT-PCR analysis

Isolation of total RNA was performed using TRIzol Reagent
(Invitrogen). cDNA synthesis was perfomed with 1 jug of total RNA
in a reaction volume of 20 WL containing 4 L of BioRad reaction
mixture 5x and 1 wlL of BioRad Iscript reverse transcriptase (Iscript
cDNA synthesis kit BioRad } and incubated 5 min at 25 °C, 30 min at
45 °C and 5 min at 75 °C in a thermocycler eppendorf. Each sample
was then stored at —20°C.

PCR reaction were performed with 2 pl of the reaction cDNA
mixture in a volume of 20 pL containing 50 M of each 5'- and 3'-
primers, 1.6 L ANTP 2.5 nM (Kit In vitrogen dNTP Set}, 2 L Buffer
10x,0.6 pL MgCl, 50 mM and finally 0.2 L of Tag DNA polymerase
(KitIn vitrogen TagDNA pol). The primer sequences were as follows:
NRP-1, 5-ATGGAGAGGGGGCTGCCG-3' (sense), 5'-CTA TCG CGC
TGT CGG TGT A-3' {antisense} [6]; GAPDH, 5-TGGGGAAGGT-
GAAGGTCGGA-3' (sense) and 5'-GGATCTCGCTGCTGGAAGA-3 (an-
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tisense) [17]. Tubes were incubated for amplification for 15 min at
95 °C, 1 min at 55 °C and 1 min at 72 °C for cycle 1 {Thermocycler
Eppendorf}. For Cycle 2-29: 30 sat 95 °C, 1 min at 55 °C and 1 min at
72 °C.Forcycle30: 30 sat95°C, 1 min at55°Cand 19 min at 72 °C.
GAPDH and NRP-1 products were analyzed using 1% agarose gel
electrophoresis with 1 g mL™" ethidium bromide. Quantifications
were performed by UV transillumination using Gel Doc EQ(BicRad).

2.10. Photosensitizers cellular uptake and selectivity

Cells were seeded in 96 wells plate (2 x 10* cells/well). Two
plates per cell line were prepared. After 3 days, medium containing
TPC or peptides-conjugated photosensitizers (5 M) was added for
different times, ranging from 2 to 24 h. We previously evaluated
the in vitro dark cytotoxicity of TPC and TPC-Ahx-ATWLPPR for
concentrations ranging from 0.05 toe 50 pM and demonstrated that
in the absence of light exposure with either photoactive compound
yielded a surviving cell fraction higher than 85% for concentrations
up to 5.00 M [7]. Two plates per cell line were used, the first one
to evaluate cellular viability using a 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl}-
2,5-diphenyl tetrazolium bromide {MTT) assay, the second plate
for intracellular incorporation. For photosensitizers cellular
uptake, the plate was centrifuged (1200 x g; 5 min), medium
was then removed and cells were re-suspended in ethanol.
Photosensitizers were extracted by a 10 min-sonication (Branson
1200, Roucaire Instruments Scientifiques, Les Ulis, France). Cell
debris were removed by centrifugation (3500 x g; 15 min).
Fluorescence (recorded at 652 nm following excitation at
415 nm} was measured on a flx-Xenius spectrofluorimeter (SAFAS,
Monaco).

The intracellular uptake of TPC and peptides-conjugated TPC by
MDA-MB-231 was visualized by fluorescence microscopy. Briefly,
cells were cultured in Slideflasks {(Nunc, Polylabo, Strasbourg,
France) during 3 days, followed by incubation with TPC or the
different peptide-conjugated TPCs (5 pM) during 3 h. After
washing, fluorescence microscopy was performed with an upright
epifluorescence microscope (AX70 Provis, Olympus, Rungis,
France), equipped with a 100 W mercury vapor lamp, using a
filter set consisting of a 400-440 nm band pass excitation filter,
associated with a 570 nm dichroic mirror and a 590-nm-leng pass
filter. Neutral density filters were used in crder to reduce
photobleaching phenomenon. Flucrescence images were recorded
using a x40 objective during a strictly controlled integration time.
The same conditions (light intensity, cbjective, and integration
time)} were used for all photesensitizers, to allow comparison.

2.11. Preparation of samples for MALD!-TOF mass spectrometry
analyses

Stock solutions in dimethylsulfoxide (2 mM) were used. The
photosensitizers were diluted in polyethylene glycol (PEG) 400/
ethanelfwater (30:20:50, v/vfv) to the concentration required for
intravenous (i.v) injection to mice (200 uL{25 g body weight).
Female athymic Foxn1 nude mice {nu/nu) were used for this study
{Harlan, Gannat, France}. Animal care and studies were performed
according to the European convention for the protection of
Vertebrate Animals used for Experimental and other Scientific
Purposes, EU directives and The Law on Statute on Animal
Experiments in France. Mice (6-7/cage} were maintained in
standard cages in isolators. Animals were housed with 12-h
light/dark cycle at 22-24 °C and 50% humidity, and they were
administered with food and water ad libitum. They were
anesthetized using an intraperitoneal injection of a mixture of
ketamine (Ketalar®, Panpharma, Fougéres, France) and xylazine
{Rompun®, Bayer Pharma, Puteaux, France) at a dose of 60 mgjkg
and 8 mg/kg, respectively. Extraction of the conjugates from

plasma was carried out as previously described [10]. The procedure
involved solvent precipitation using methanol combined with
dimethyl sulfoxide (5/0.1, vjv). Using the response surface
methodology, an optimal PDT condition was previously selected
to model effects and interactions of photosensitizer dose and light
dose in nude mice [6]. In order to explore the stability of the
conjugates, we used the optimized photosensitizer dose 2.80 mg/
ke (1.75 pmel/kg) for each conjugated photosensitizer injected to
the mice via the tail vein.

2,12, Statistical analysis

Unless otherwise indicated, all the data are mean values + s.d.
calculated from at least three independent experiments. Mann—
Whitney [/ test was used to test for the significant level between
independent variables. The level of significance was set to p < 0.05.

3. Results
3.1. Chemical structure and photophysical characteristics

ATWLPPR, aTWLPPR and A{:[CH;NH]|TWLPPR and the corre-
sponding conjugated photosensitizers TPC-Ahx-ATWLPPR, TPC-
Ahx-aTWLPPR and TPC-Ahx-Ay:[CH,NH|TWLPPR were obtained
with a final purity greater than 95%, as assessed by analytical RP-
HPLC. In the case of conjugates, two isomers, corresponding to the
reduction of a double bond on either opposing side of the
tetrapyrrolic macrocycle could be observed by analytical RP-HPLC.
These isomers arise from the asymmetrical character of the
molecule. In our study, coupling using solid phase synthesis
allowed site-specific conjugation of the chlorin to the amino-
terminus of the peptides in a one to one ratio. This site of
attachment on the peptides was chosen for simplicity reasons
during synthesis and, more importantly, because the arginine at
the carboxy-terminus of the peptide has been shown to be
essential for activity [18]. A linker (Ahx) was used to attach the
peptide to the photosensitizer, in order to ensure relative
individualization of the two moieties of the molecule, and thus
to preserve the attractive photophysical characteristics of the
photosensitizer TPC and the specificity of peptides for receptors.
Identities of TPC-Ahx-ATWLPPR, TPC-Ahx-aTWLPFR and TPC-Ahx-
AU[CH,;NH|TWLPPR were confirmed by MALDI-TOF mass spec-
trometry (Fig. 1). The absorption spectra of the conjugates were
typical of chlorin derivatives, with the Q; band having the highest
molar extinction coefficient among the four Q bands. Conjugation
with the different peptides did not induce significant variations in
flucrescence and singlet oxygen quantum yields compared to TPC

(Fg. 1)
3.2. Molecular affinity of peptides and conjugated photosensitizers

The molecular affinities of the different compounds for NRP-1,
NRP-2 and Flt-1 have been estimated using binding tests. As
VEGF,g5 binding to its receptors is heparin dependent, the
competitive binding experiments were always carried out in the
presence of heparin (2 pg/mL). Peptides and conjugated photo-
sensitizers bound to recombinant NRP-1 and NRP-2 chimeric
proteins but were devoid of affinity for VEGF receptor type 1 (Flt-1)
(Fig. 2A-C). Indeed, ATWLPPR, aTWLPPR and AY[[CH,NH]TWLFPR
failed to displace the binding of biotinylated VEGF;55 to Ft-1
(Fig. 2C). Binding of biotinylated VEGF,45 to NRP-1 was displaced
by ATWLPPR, aTWLPPR and AJ[CH,NH|TWLPPR in a concentra-
tion-dependent manner {ICso =7, 8 and 9 M, respectively) and in
a comparable manner, binding to NRP-2 was also displaced by
ATWLPPR, aTWLPPR and AY[CH;NH]TWLPPR {ICsq=13, 13 and
22 uM, respectively) (Fig. 2D, left column). TPC-Ahx-ATWLPPR,
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Fig. 2. Binding of peptides and peptides-conjugated TPC to recombinant NRP-1, NRP-2 and Flt-1 proteins (2, 5.and 2 pg/mlL, respectively). Biotinylated VEGF, g5 fixation on
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n=3. "p< 0.05 vs. control. (D} Binding of biotinylated VEGF (5 ng/mL; 110 pM) to NRP-1 and NRP-2 in the presence of 2 pg/mL heparin was evaluated when increasing
concentrations of competitors (data points show the mean + s.d, n=3). Binding of ATWLPPR, aTWLPPR and A{s[CH,NH]TWLPPR to NRP-1 and NRP-2 (left column) and
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TPC-Ahx-aTWLPPR and TPC-Ahx-A[CH,NH|TWLPPR showed
affinity for NRP-1 (1Csq=213, 269 and 277 pM, respectively),
and NRP-2 (IC50 =203, 197 and 122 M, respectively) although to
a lesser extent than non-conjugated peptides.

3.3. Intracellular uptake of TPC-Ahx-ATWLPPR, TPC-Ahx-aTWLPPR
and TPC-Ahx-A[CHoNH|TWLPPR

For the conjugates TPC-Ahx-ATWLPPR, TPC-Ahx-aTWLPPR and
TPC-Ahx-Ay[ CH,NH]TWLPPR, the intracellular uptake was exam-
ined in the dark, at a non-cytotoxic concentration of 5.0 M. TPC
was used as a reference. Figz. 3A shows that the conjugates
accumulated up to around 20 times more in NRP-1-expressing
wild type MDA-MB-231 (Wt) cells than TPC. Because these
enhanced accumulations of the conjugated photosensitizers,
compared to TPC, could reflect intracellular uptake but also
binding te the membrane without internalization, fluorescence
microscopy experiments were undertaken to visualize intracellu-
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lar uptake. The cells exhibited very intense and diffuse intracellular
flucrescence following incubation with TPC-Ahx-ATWLPFPR, TPC-
Ahx-aTWLPPR and TPC-Ahx-Ai CHoNH|TWLPPR, compared to TPC
used at the same concentration (Fig. 3B). This flucrescence
emission appeared mainly localized in the cytoplasmic compart-
ment with no detectable nuclear staining.

3.4 NRP-1 knockdown and cellular selectivity

To precise the role of NRP-1 receptor in the cellular uptake of
the conjugated photosensitizers, we applied RNA interference
{RNAi} technology to knockdown the overexpression of NRP-1
protein in the Wt cells. SiRNA, targeting a sequence of NRP-1
mRNA, was transfected inte the Wt cells and the NRP-1 protein
level was analyzed by immunoblotting. SiRNA was able to decrease
the protein expression of NRP-1 in knockdown MDA-MB-231 cells
compared to the parent cells (Wt} and the stably transfected cells
with a scrambled siRNA sequence (scrambled) which were used as
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contrel (Fig. 3C). The selected clone exhibited approximately 1.6-
fold lower NRP-1 protein expression than the control Wt No
significant difference was ohserved between MDA-MB-231 Wt
cells and MDA-MB-231 cells transfected with the scrambled siRNA
(Fig. 3C). The decrease in protein expression was also associated
with a decrease in the level of mRNA in NRP-1 siRNA knockdown
cells which display a 1.5-fold decrease in NRP-1 relative expression
ratio (RER; Fig. 3D).

NEP-1 knockdown leads to decrease in TPC-Ahx-ATWLPPR,
TPC-Ahx-aTWLPPR and TPC-Ahx-AY[CH;NH]|TWLPPR cellular
uptakes (Fig. 4). A statistically significant decrease of different
conjugated photosensitizers cellular uptakes after RNA interfer-
ence-mediated silencing of NRP-1 was evidenced after 2 and 6 h of
contact (Fig. 4). The three conjugates displayed a similar uptake
rate which increased in function of time.

3.5. In vivo plasma stability
The in vivo stability of the peptides-conjugated photosensitizers

has been estimated in nude mice plasma at 1 and 4h post-
injection, by mass spectrometry analyses. Four hours after

injection, we identified a predominant metabolic product as
resulting from the enzymatic cleavage of the peptide bond
between the alanyl and threonyl residues of TPC-Ahx-ATWLPPR
and TPC-Ahx-aTWLPPR. This main degradation product (TPC-Ahx-
A} was detected in plasma from 4 h post-injection. For TPC-Ahx-
aTWLPPR, a second degradation site has been also identified into
the pseudopeptide moiety between threcnine and tryptophan
amine acids (Fig. 5). No degradation product of TPC-Ahx-
AU[CH;NH|TWLPPR could be observed in vivo in plasma up to
4 h after intravenous injection (Fig. 5).

4. Discussion

One of the main disadvantages of peptides is their high
sensitivity to proteclysis which could limit their use in vivo [8]. In
our strategy, peptides are selected as targeting moiety. Indeed, the
photodynamic properties of the conjugated photcsensitizers are
brought by the photosensitizer moiety, while selectivity is due to
the presence of the peptide. Thus, a degradation of the peptidic
moiety is detrimental to selectivity. The ATWLPPR peptide has
already been used in several in vitro and in vive studies [19-22],
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but, to the best of our knowledge, none had reported on its
instability. We previously investigated the in vivo instability of
TPC-Ahx-ATWLPPR following i.v. injection into mice; a significant
degradation of the peptide was evidenced in plasma from 4 h post
injection. This was not really surprising, a variety of proteases are
present in human plasma, including both exopeptidases and
endopeptidases [23,24]. We have also characterized the main
metaholic product as being TPC-Ahx-A [10]. This metabelite has
lost any selectivity for angiogenic endothelial cells since the
arginyl residue at the C-terminus of the ATWLPPR peptide hasbeen
shown to be essential for affinity against NRP-1 [18]. In this study,
we evidenced that selection of peptidases-resistant pseudopep-
tides can improve the peptide stability in vivo without loss of its
affinity. This approach implied the generation of modified peptides
with improved stability properties, through e.g. the use of p-amino
acids and reduced peptide bonds [8].

For this aim, two optimized pseudopeptides (aTWLPPR and
AUI[CH2NH|TWLPPR) were studied. We validated the chemical
identities of the new conjugated photosensitizers by MALDI-TOF
mass spectrometry. Their absorption specira were typical of chlerin
derivatives, and the conjugation with the different peptides
{ATWILPPR, aTWLPPR or AY[CH,NH|TWLPPR} did not induce
significant variations in photophysical properties, flucrescence
and singlet oxygen quantum yields.

Affinity for NRP-1 and NRP-2 decreased following coupling to
chlorin. Indeed, TPC-Ahx-ATWLPFR, TPC-Ahx-aTWLPPR and TPC-
Ahx-Ayi[CH,NH|TWLPPR showed affinity for both NRPs but to a
lesser extent than non-conjugated peptides. Reasons for this may
include intramolecular interactions between TPC and peptides,
and steric hindrance due to the TPC moiety. The linker was used as
a spacer to couple the photoactivable compound to peptides, in
order to individualize these two moieties. We previously
demonstrated that the conjugation with Ahx alone did not
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interfere with ATWLPPR binding on NRP-1 [7]. Nevertheless, the
presence of a spacer brings flexibility to the molecule, and its
length, as well as the nature of the molecule attached to it, may
impact on receptor affinity [25,26]. We did not test the influence of
varying spacer length on receptoers affinity however in ancther
approach, evaluating new peptides targeting NRP-1, some
molecular affinity tests were performed with three different
spacers {Ahx), polyethylene glycol (PEG)9 (1-amino-3,6-dioxacc-
tanoic acid), and PEG18 (1-amine-9-aza-3,6,12,15-tetraoxa-10-
on-heptadecanoic acid} linked up TPC and new peptides {unpub-
lished results). We evidenced that the spacer length and its nature
did not influence the affinity results but led to an increase of
solubility with the PEG moieties as linkers. In another previous
worlk, folic acid was conjugated to 4-carboxyphenylporphyrin via
two short linkers, that were different in nature but similar in size
|27]. Both conjugated pheotosensitizers showed improved intracel-
lular uptake in human cropharyngeal epidermoid carcinoma KB
cells, compared to the unconjugated photosensitizer. ATWILPPR
has alsc been shown to bind NRP-2 [21]. Interestingly, new
pseudopeptides (aTWIPPR or Ay[CH,NH|TWLPPR) exhibited
comparable affinities for NRP-1 or NRP-2 compared to the affinity
of the reference peptide ATWLPPR.

We evidenced an increase of these conjugates cellular uptake
(whatever the conjugated peptide ATWLPPR, aTWLPPR or
AU[CH;NH]TWLPPR) compared to chlorin alone and a statistically
significant decrease of the conjugated photosensitizers uptake
after RNA interference-mediated silencing of NRP-1. Indeed, taking
advantage of RNA silencing techniques known as RNAi, we have
selectively silenced NRP-1 expression in MDA-MB-231 breast
cancer cells to provide the evidence for the involvement of NRP-1
expression in TPC-Ahx-ATWIPPR, TPC-Ahx-aTWLPPR and TPC-
Ahx-Al[CHaNH ]| TWLPPR cellular uptakes. The decrease in NRP-1
protein expression in knockdown MDA-MB-231 cells was associ-
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Fig. 5. MALDI-TOF mass spectrum of TPC-Ahx-ATWLPPR (A), TPC-Ahx-aTWLPPR (B) and TPC-Ahx-AY[CH,NHITWLPPR (C) in nude mice plasma 4 hours after i.v. injection

(5.6 mg/mL; 3.5 pmolfkg).

ated with a decrease in the level of transcript. The significant
decrease of the conjugated photosensitizers uptake after RNAi-
mediated silencing of NRP-1 confirms the involvement of NRP-1 in
the conjugates cellular accumulation.

I wrder W eaplure e stability uf TPC-Ala-ATWLPPR, TPC-Alix-
aTWLPPR and TPC-Ahx-AU[CH2NH|TWLPPR in vivo, conjugates
stability were determined in plasma at different times following i.v.
injection into mice. As observed for TPC-Ahx-ATWLPPR, the
pseudopeptides-conjugated photosensitizers were stable in plasma
for at least 1 hour. Whereas TPC-Ahx-ATWLPPR and TPC-Ahx-
aTWLPPR were degraded 4 h post-injection, no degradation was
observed in plasma for TPC-Ahx-AifCH,NH]TWLPPR. This result
provides essential information for the choice of A[CH,NH|TWLPPR
as an interesting candidate to improve the in vivo stability of
conjugated photosensitizers.

The present study draws attention to this potential problem
using peptides, especially in the case of targeting strategies and
these promising results lead us to suggest for instance, the
elaboration of multifunctional nanoparticles functionalized by
these pseudopeptides for the photosensitizers delivery.
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VI. Synthése générale et perspectives

La sélectivité en PDT repose sur le tropisme tumoral des photosensibilisateurs et
I’irradiation limitée a la zone tumorale. Mais cette sélectivité demeure relative et parfois
controversée. Le ciblage de cellules spécifiques par les photosensibilisateurs s’affiche comme
un challenge essentiel pour I’essor de la PDT.

Pour assurer un ciblage sélectif des cellules, les photosensibilisateurs peuvent étre
couplés de manicre covalente a des molécules d’adressage de différentes natures, en fonction
de la cible moléculaire visée [1]. Deux stratégies de ciblage sont généralement décrites en
PDT oncologique : le ciblage des cellules tumorales pour conduire a I’éradication directe des
cellules néoplasiques constitutives du tissu tumoral et le ciblage vasculaire pour générer
I’asphyxie tissulaire.

Notre stratégie de ciblage de la vascularisation en VTP repose sur la connaissance des
marqueurs moléculaires surexprimés par les cellules endothéliales vasculaires présentes dans
le tissu tumoral et leur adressage par le photosensibilisateur. NRP-1 est surexprimé par ces
cellules et entre en compétition avec VEGFR-2 pour la liaison a VEGF-A;¢s, principal
médiateur de [D’angiogeneése tumorale [163]. Nos recherches sur 1’efficacité de ciblage
vasculaire en VTP ont confirmé I’intérét thérapeutique du peptide ATWLPPR, affin pour
NRP-1 et ont montré une efficacité anti-tumorale améliorée du photosensibilisateur couplé au
peptide par comparaison au photosensibilisateur non fonctionnalisé [54, 177, 180, 181]. En
revanche, les études de stabilité in vivo ont montré une dégradation rapide de la portion
peptidique dans les organes du SRE [181]. En effet, I'utilisation d’agents thérapeutiques
peptidiques présente des limites du fait de leur dégradation possible par les peptidases de
I’organisme, leur faible capacité a traverser les barrieres physiologiques et leur manque de
sélectivité pour leurs cibles [2].

De nombreuses équipes ont réflechi a modifier la structure chimique des peptides sans
altérer leur sélectivité moléculaire et ont ainsi développé des dérivés peptidiques
biologiquement plus stables et conservant leur efficacité du point de vue thérapeutique [3,
182-184].

Dans le cadre de notre stratégie de ciblage de NRP-1, le peptide initial ATWLPPR a
été « stabilisé » contre les attaques enzymatiques par la modification chimique de la liaison
amide entre les résidus alanine et thréonine [3]. Les deux pseudopeptides ainsi formés

(aTWLPPR et Ay[CH,NH]TWLPPR) ont été caractérisés et étudiés in vitro. L’affinité
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moléculaire des pseudopeptides pour NRP-1 s’est révélée équivalente a celle du peptide
initial. Cependant, leur couplage a la chlorine a réduit environ d’un facteur 10 leur affinité
pour le récepteur. Les études in vitro sur les cellules humaines de cancer mammaire MDA-
MB-231 surexprimant NRP-1 et les mémes cellules réprimées pour NRP-1 ont confirmé la
sélectivité cellulaire des nouveaux conjugués pour les cellules surexprimant NRP-1, et
I’implication de NRP-1 dans leur incorporation cellulaire. Les études de stabilité in vivo n’ont
validé qu’un seul des deux pseudopeptides, AY[CH,NH]TWLPPR, comme étant résistant au

clivage enzymatique.

Les pseudopeptides ont montré leur intérét pour de multiples utilisations en thérapie et
particuliérement pour 1’adressage de photosensibilisateurs, vectoris€s ou non, en PDT.
D’autres peptides plus affins vis-a-vis de NRP-1 sont actuellement étudiés (Collaboration
Régis Vandersse, thése d’Ezatul Ezleen Kamarulzaman). Une méthode de modélisation
moléculaire (docking) a permis le design de peptides sur la base des exons 7 et § du VEGF-A.
Les peptides ont ensuite été synthétisés et sélectionnés par test ELISA (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay) avant d’étre greffés a un photosensibilisateur pour évaluer leur
stabilité in vivo.

Notre stratégie a permis d’améliorer la sélectivité vasculaire de la chlorine, mais
I’utilisation de photosensibilisateurs hydrophobes reste un verrou en PDT. En effet, le
caractére hydrophobe des molécules photo-activables utilisées en PDT induit leur agrégation
et donc leur reconnaissance par le SRE. Dans le cadre de notre stratégie, le SRE a largement
contribué a la dégradation enzymatique de la portion peptidique de notre molécule photo-
activable [180]. Des améliorations ont été¢ apportées par notre équipe de recherche pour
réduire les phénomenes d’agrégation de la TPC. Des nanoparticules multifonctionnelles a
caractere furtif et vectrices de la TPC ont été élaborées [108, 185]. Leur petite taille (5 a 20
nm) et leurs propriétés physiques originales font des nanoparticules des outils adaptés en
PDT. La perspective de ce travail sur les pseudopeptides serait de les coupler aux
nanoparticules, dans un ratio peptide/nanoparticule qui ne destabiliserait pas I’affinité des

pseudopeptides pour NRP-1.
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La deuxieme partie de ma these a été consacrée au couplage de la cytotoxicité du
ruthénium avec la phototoxicité de la PDT. Nous avons ainsi utilisé des complexes
porphyrine-ruthénium et chlorine-ruthénium en PDT. Ces études ont été menées in vivo, par
une méthodologie de plan d’expérience, sur un modele de souris nude xénogreffées en

ectopique avec des cellules de carcinome oral humain KB.
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I. Agents alkylants & base de métal

L’ere des médicaments anti-tumoraux a base de métal a commenceé avec la découverte
en 1969 du cisplatine, complexe de platine II [Pt(Il)], par Barnett Rosenberg [186] (Figure
19).
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Figure 19 : Structure chimique des complexes de Pt(Il) cisplatine (A), carboplatine (B),
oxaliplatine (C).

Le mécanisme d’action anti-tumoral des complexes métalliques est basé sur leur
capacité a engager un processus redox [187]. En effet, les molécules cytotoxiques a base de
métal sont des substances a potentiel redox élevé qui interférent avec la balance redox
intracellulaire, induisant ainsi la production d’ERO (Figure 20). Les cellules tumorales
possedent un milieu intracellulaire et extracellulaire réducteur, comparé a celui des cellules
saines, résultant d’une activité métabolique élevée et donc d’un environnement hypoxique
[20]. La stratégie cytotoxique anti-tumorale via les métaux tire profit des conditions
réductrices des cellules tumorales en induisant I’interaction avec la balance redox et
I’activation par réduction des complexes métalliques spécifiquement au niveau des cellules
tumorales [187].

Les ERO causent alors des dommages cellulaires et moléculaires importants :

e coupure double brin de I’ADN ;

e cupture de I’intégrité membranaire des mitochondries ;

e péroxydation lipidique conduisant a une perturbation membranaire ;

e oxydation des résidus cystéine induisant une modification de la structure secondaire des

protéines.
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Figure 20 : Principaux mécanismes d’action des complexes métalliques anti-tumoraux et leurs
interactions avec les voies du stress oxydatif et de la balance redox intracellulaire, d’aprés [187]. Les
différents complexes métalliques ciblent différents sites cellulaires. Le platine (Pt) et I’or (Au)
agissent principalement au niveau nucléaire, mitochondrial et cytoplasmique pour interagir avec la
thioredoxine (Trx) et le glutathion (GSH). Le ruthénium (Ru) et 1’arsenic (As) interagissent
également avec ces deux protéines impliquées dans I’homéostasie redox cellulaire. Un déréglement de
cette balance conduit a la formation et a I’accumulation d’ERO (ROS) dans le cytoplasme. Les
complexes a base de cobalt (Co), cuivre (Cu), vanadium (V), Ru, As et Pt produisent directement des
ROS, augmentant le stress oxydatif dans le cytoplasme. L’accumulation de ROS dans le cytoplasme
conduit a la péroxydation lipidique, a I’oxydation protéique et a 1’activation de facteurs de
transcription sensibles au stress tels que p53, Nrf-2, Nf-kB, AP-1 et CHOP qui provoquent 1’apoptose
ou l’arrét du cycle cellulaire. De plus, les ROS agissent au niveau mitochondrial pour inhiber le
potentiel membranaire et induire la libération de cytochrome c (cyt ¢), capable d’activer la voie des
caspases. Au niveau du réticulum endoplasmique (ER), les ROS conduisent a la destructuration des
protéines. Le stress oxydatif du ER induit la libération de calcium (Ca*") qui augmente la perméabilité
des pores membranaires mitochondriaux. TPx: thioredoxine peroxydase. GPx: glutathion
peroxydase. GR : glutathion réductase. SOD : superoxyde dismutase.
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De nombreux agents de chimiothérapie organiques s’inactivent dans 1’environnement
hypoxique des cellules tumorales [187]. Au contraire, les complexes métalliques s’activent et
leur état réduit permet, en plus de la production d’ERO, leur interaction avec les biomolécules
telles que le glutathion et 1’acide ascorbique, I’ADN et les lipides membranaires des organites

cellulaires [187].

Le cisplatine est un des agents de chimiothérapie les plus utilisés pour le traitement de
nombreuses cibles tumorales [188]. Seul ou en association avec d’autres molécules ou modes
de traitement, le cisplatine est utilisé pour le traitement du cancer des testicules, des ovaires,
de la vessie, du col de I’utérus, de la téte et du cou et du poumon. Des analogues au cisplatine
ont également été synthétisés et validés cliniquement : le carboplatine et 1’oxaliplatine
(Figure 20). Ces complexes présentent les mémes mécanismes d’action que le cisplatine
[189].

Cependant, ces complexes a base de Pt(Il) induisent de nombreux effets secondaires
dans I’organisme, tels qu’une néphrotoxicité, une ototoxicité et une neurotoxicité [190-192].
Nausées, vomissements et alopécies sont également largement observés chez les patients
traités par cisplatine. De plus, Defficacité thérapeutique du cisplatine est limitée par
I’apparition d’une résistance au traitement [193].

Ces lourds inconvénients ont amené les chimistes et biologistes a synthétiser des
complexes a base d’autres métaux que le cisplatine, induisant moins d’effets secondaires mais
possédant les mémes propriétés anti-tumorales. Ont ainsi été utilisés le ruthénium (Ru), I’or,
I’arsenic, le cuivre, le vanadium, le rhodium, le cobalt, le manganese, le gallium et le titane
[194-197]. Certains de ces complexes présentent une meilleure activité anti-tumorale que le
cisplatine, y compris sur les tumeurs qui y sont résistantes, et moins d’effets secondaires [190,

198].
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1. Les complexes ruthénium-polypyridyl

Le ruthénium (Ru) est un cation bivalent dont la structure électronique lui permet de
chélater 6 atomes. Les complexes ruthénium-polypyridyl possédent des propriétés
d’absorption trés intéressantes pour la PDT, notamment la possibilité d’étre excité en bi-
photon. Les complexes ruthénium-polypyridyl absorbent fortement a 450 nm et émettent a
620 nm dans ’eau. Apreés [’absorption d’énergie photonique, on distingue 4 types de
transitions ¢€lectroniques entre les orbitales moléculaires des complexes ruthénium-
polypyridyl (Figure 21) [199] :

e Les transitions Ligand-Ligand (LL). Elles correspondent a une transition électronique
entre deux orbitales des ligands. Elles nécessitent I’apport d’un haut niveau d’énergie
(irradiation dans I’UV).

e Les transitions Metal Centered (MC). Elles correspondent a une transition électronique
entre deux orbitales du métal. Elles nécessitent 1’apport d’énergie de bas niveau.

e Les transitions Metal-to-Ligand Charge Transfer (MLCT). Elles correspondent a une
transition électronique d’une orbital du métal vers une orbitale du ligand. Elles nécessitent
I’apport d’énergie de niveau moyen (irradiation dans le visible).

e Les transitions Ligand-to-Metal Charge Transfer (LMCT). Elles correspondent a une
transition électronique d’une orbitale du ligand vers une orbitale du métal. Elles

nécessitent également I’apport d’énergie de niveau moyen.

Figure 21 : Transitions électroniques au sein d’un complexe ruthénium-polypyridyl apreés excitation
photonique, d’apres [199]. MC : Metal Centered. LMCT : Ligand-to-Metal Charge Transfer. MLCT :
Metal-to-Ligand Charge Transfer. L-L : Ligand-Ligand transition. Les fléches montantes traduisent le
niveau d’énergie nécessaire pour la transition correspondante.
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Ce phénomene de transition électronique résulte de la structure octraédrique des
complexes ruthénium-polypyridyl.

Les propriétés photophysiques des transitions MLCT présentent un intérét en biologie,
notamment pour I’imagerie, le dosage de IO, et la PDT. Les transitions de charge entre métal
et ligand au sein d’un complexe ruthénium-polypyridyl sont également utilisées pour des

applications photovoltaiques [200, 201].

Les complexes ruthénium-polypyridyl, a I’état fondamental, excités par la lumiére
passent a 1’état excité '"MLCT pui sont convertis en état excité triplet "MLCT par conversion

intersysteme (Figure 22).
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Figure 22 : Diagramme de Jablonski des complexes ruthénium-polypyridyl, d’aprés [199]. La fléche
violette entre 1’état excité 'MLCT et ’état excité "MLCT représente la conversion intersystéme. La
fleche montante verte représente 1’absorption d’un photon. Les fleches descendantes oranges
représentent les conversions internes. Les fleches descendantes bleus et rouges les désactivations
radiatives et non radiatives des états excités 'MLCT et "MLCT.
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L’état "MLCT posséde une durée de vie longue et contribue donc a une production
élevée d’'O, par transfert d’énergie a 1'O,. En effet, le complexe Ru(bipyridyl); présente un
rendement quantique de formation d’'0, de 0,86 dans le méthanol [202]. L’état MLCT est
désactivé soit par phosphorescence, soit par transfert de charge au ligand, puis a 1’0, pour la

production d’'O, (Figure 23).

1()2

Transfert
d’énergie
triplet-triplet
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Figure 23 : Formation d’'O, aprés excitation photonique de complexes ruthénium-polypyridyl, adapté
de [203].

Les propriétés photophysiques des complexes a base de ruthénium peuvent E&tre
modulées en fonction des ligands du ruthénium (structure et rigidité du complexe) [203]. Les
propriétés d’absorption a deux photons des complexes ruthénium-polypyridyl permettent leur
utilisation pour des applications dans le proche IR [204, 205]. Dans cette optique, Boca et al.
ont synthétisé un complexe ruthénium(I)(5-fluoréne-1,10-phénanthroline, fonctionnalisé par
du triéthylene glycol (TEG) dans le but d’améliorer la solubilit¢ du complexe et sa
perméabilité¢ membranaire [204]. Le complexe a été internalisé dans les cellules de gliome
F98, mais le ciblage nucléaire n’a pas été observé. Le complexe a présenté une phototoxicité
apres irradiation mono-photonique des cellules et une phototoxicité accrue apres 1’irradiation

bi-photonique.

La production élevée d’'O, et les applications biphotoniques des complexes
ruthénium-polypyridyl présentent un grand intérét en PDT. Ainsi pour cette thérapie, le

ruthénium peut étre conjugué a des arénes, des photosensibilisateurs et des composés

polypyridyl.
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2. Intérét des complexes a base de ruthénium pour potentialiser 1’efficacité

en PDT

La revue Ruthenium : potential interest in targeting strategies for photodynamic
therapy, soumise dans Current Medicinal Chemistry, explicite dans une premiere partie le
devenir et le mécanisme d’action du Ru depuis son administration systémique jusqu’aux
effets cytotoxiques engendrés. En deuxiéme partie, ’intérét de son couplage a un
photosensibilisateur est discuté et argumenté.

Le Ru s’affiche indéniablement comme une molécule d’intérét thérapeutique en
oncologie. Le Ru posséde deux caractéristiques expliquant sa relative sélectivité pour les
tissus néoplasiques :

e Le Ru(Ill) est transporté dans le sang par les transferrines plasmatiques. Les cellules
tumorales, en prolifération accrue, surexpriment a leur surface les récepteurs a la
transferrine pour s’assurer un apport élevé en fer.

e Apres son incorporation, le Ru(Ill) est activé par réduction en Ru(Ill) dans
I’environnement hypoxique tumoral. Seul le Ru(II) est réactif avec les biomolécules de la
balance redox de la cellule (glutathion, acide ascorbique), les lipides membranaires et les
acides nucléiques.

Une particularité trés intéressante des complexes Ru liés a I’ADN est leur capacité a
produire de 1'O, aprés activation par la lumiére. Cette propriété se rapproche de celle des
molécules photoactivables. Cette revue discute 1’intérét de combiner Ru et
photosensibilisateur pour une activation commune par la lumiére et ainsi une éradication

tumorale plus efficace.

Le couplage de complexes Ru(Ill) aux photosensibilisateurs présente plusieurs
intéréts :
e améliorer le caractere amphiphile des photosensibilisateurs et donc leur solubilité en
milieu aqueux ;
e amcéliorer la sélectivité tumorale par le transport spécifique des complexes Ru(III) par les
transferrines ;
e combiner la cytotoxicité¢ du Ru et la phototoxicité des photosensibilisateurs pour aboutir a

un effet synergique.
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Récemment, des photosensibilisateurs ont été couplés a des complexes Ru(IIl) ou
Pt(II). De nombreuses études ont montré une augmentation de 1’incorporation tumorale et une

amélioration de I’efficacité anti-tumorale a 1’issue d’un tel couplage.
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Abstract

For the last ten years, photodynamic therapy applied to cancer treatment, has been coupled to
chemotherapy using metal-based drugs, such as platinum or ruthenium. Ruthenium-based
drugs display less cytotoxic effects than platinum-based drugs while their high cytostatic and
cytotoxic activities against some cancers have been widely described. /n vivo, ruthenium
complexes bind to blood protein, leading to a preferential uptake by tumor tissues moreover,
these complexes are selectively activated by reduction reactions into tumor cells cytoplasm,
making them interesting targeting units for other therapeutic agents such as photosensitizers.
Coordinated to photosensitizers, ruthenium complexes display an antitumor activity and a
carrier role. The complex mode of action of ruthenium will be also summarized in this review
and advantages of combining ruthenium compounds with photosensitizer agents will be

discussed.

Keywords: Activation-by-reduction hypothesis, anti-cancer targeted drug, combined

phototherapy, DNA binding, photodynamic therapy, plasmatic transport, ruthenium.

128



PARTIE III : I. Agents alkylants a base de métal

Abbreviations

Bip biphenyl

cAMP adénosine monophosphate

CMP cytosine monophosphate

Cym p-cymene

DNA desoxyribonucleotidic acid

GMP guanosine monophosphate

GSH glutathione

hTf human transferrin

HSA human serum albumine

Im imidazole

IMP inosine monophosphate

Ind indazole

KP1019 indazolium [trans-RuCly(1H-indazole);]
NADH nicotinamide adénine dinucléotide
NAMI-A imidazolium [trans-RuCl(1H-1imidazole)(dimethyl sulfoxide-S)]
NO nitric oxide

0, singlet oxygen

PDT photodynamic therapy

Pt platinum

RNA ribonucleotidic acid

ROS reactive oxygen species

Ru ruthenium

RAPTA (arene)-1,3,5-triaza-7-phosphaadamantane
Tf transferrin

TR transferrin receptor

T™MP thymidine monophosphate
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Introduction

Combined therapies to treat serious diseases have become a standard method to improve
efficiency of the treatment. In cancer treatment, a combination of different classes of
chemotherapeutic agents or a combination of chemotherapeutics with radiation is now a
common form of treatment. In this purpose, photodynamic therapy moelecules have been
coupled to chemotherapy agents such as platinum. However, despite the success of cisplatin
in the clinic [1], platinum-based drugs are far from being perfect, they show a general toxicity
and resistance mechanisms are often encounter. Recently, ruthenium became an attractive
alternative to platinum, since ruthenium compounds are known to display less general toxicity
than their platinum counterparts [2], primarily due to their iron detoxification paths inside the
body [3-5]. Moreover, ruthenium-containing drugs are not sensitive to resistance mechanisms
[3, 6] and exhibit interesting biological properties [3, 4, 7, 8]. They have been shown to act as
cytostatic and cytotoxic drugs on colorectal tumor cells both in vitro and in vivo [9-11].
Among other tumors they display high activity against colorectal carcinomas [7, 12], lung

carcinoma [8]. However, their propertics strongly depend on the nature of their coordinated

ligands [13-16] (see Fig. (1)).
R R, R' = functional group

X, Y, Z=ligands

AN - monodentate,
\ k bidentate,
LT . or tridentate

Fig. (1). General structure of ruthenium complexes.
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Among ruthemum complexes, two compounds have successtully completed phase T clinical
trials, namely, NAMI-A (imidazolium [trans-RuCla{l H-imidazole)(dimethyl sulfoxide-S)]),
and KP1019 {indazolium [trans-RuCls(l H-indazole)a] {(see Fig. (2)). Many studies on their
mode of action and on structure-activity relationships were performed; however, many
aspects of the tumor-inhibiting action displayed by Ru complexes are still unknown. These
two octahedral Ru(Ill) complexes are structurally similar, and surpnsingly exhibit a
completely different mode of action. Briefly, KP1019 shows significant antineoplastic
activity against a wide number of preelinical tumor models, incuding cisplatin resistant
colorectal tumors and some primary explanted human tumors, and it has been found to be
almost devoid of side-effects [17, 18]. Interestingly, serum protein uptake seems to play an
important role in the owerall mode of action of KP1019 as many studies support the
transferrin-transport hypothesis: KP109 was found to interact specifically wath apotransferrin
[17-19]. On the other hand, NAMI-A is non cytotoxic and failed the usual sereens for
anticancer agents [20], but has a high and selective inhibitory effect on turnor metastasis in all
solid tumeors on which it has been tested. The mode of action of NAMI-A seems to combine
an anti-angiogenic effect with interactions with the extracellular matrix and cell surface [19,

21].

CH3_|-

HN, 2 N o\J...--t:H3
i 7" "NH T H
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| 2% 40
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NH
KP1019 NAMI-A

Fig. (2). NAMI-A (imidazolium [trans-RuCls(l H-imidazole)(dimethyl sulfoxide-3)]), and
KP1019 {indazolium [trans-RuCly(l H-indazole);] chemieal structures.
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Ruthenium compounds are arguably the best candidates to replace platinum in cancer
treatment. Their ability to mimic the behaviour of iron, by binding to proteins in the blood
compartment, makes them ideally suited to metal-based drug design. In this context, it is not
surprising that ruthenium complexes and photosensitizer scaffolds were combined to
elaborate conjugated photosensitizers for PDT.

This review aims to describe the different mode of action of ruthenium compounds, despite
the large number of ligands and their different behaviours. The advantage of combining

photosensitizer with ruthenium moieties will be also discussed.

Ruthenium-based compounds in the organism. Plasmatic proteins binding of ruthenium

Therapeutic ruthenium compounds are usually administrated intravenously. Therefore, what
happens when these therapeutic metallic molecules enter the bloodstream? As many metallic
elements in a cationic form, they have a general tendency to interact with biological
molecules. Numerous drugs are known to bind to plasma proteins when entering the
bloodstream [22. 23]. The extent and nature of these interactions have a profound effect on
the distribution of the drug into other compartments, and on its therapeutics as well as its toxic
effect. To understand these interactions, it is important to know the concentrations of the
relevant blood components. The blood plasma containsg 90% of water, the rest being dissolved
substances such as proteins (albumin, transferrin, fibrinogen), glucose, sodium chloride,
anions (carbonate, phosphate), amino acids, hormones, vitamins, urea, efc. [22]. Table (A)
lists the relevant bioligands with their respective concentrations in human plasma. Albumin
and transferrin are the most important proteins in the plasma. but albumin is 17-fold more
concentrated than transferrin. Because of these high concentrations (630 uM and 37 puM,
respectively), these proteins play an important role in the efficiency of transport of metal ions
or complexes in the bloodstream. Human serum albumin (HSA) is a globular protein,
consisting of a single polypeptide chain of 385 amino acids and it has an average half-life of
19 days [24]. It has many important physiclogical functions, such as acting as a solubilising
agent for long chain fatty acids and as transport vehicle for bivalent cations (Cu®’, Ni*", Ca®"
and Zn™") in the blood [24]. HSA is also characterized by its high capacity to bind a large
variety of drugs (e.g. warfarin) [23]. Because of the high concentration of HSA in serum, the
prevailing role of this protein in drug pharmacokinetics and pharmacodynamics is crucial. The
design of new drugs should take into account their binding affinity to HSA to optimize their
pharmacokinetic behaviour. HSA possesses two main drug-binding sites, site I and site II,

which are localised at sub domains IIA and IIIA, respectively [25]. Furthermore, strong
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binding of the drugs to HSA may prevent their metabolic clearance and thus may increase
their lifetime [25]. HSA is one of the most common nonspecific binding proteins, being the
most important nonspecific transporter protein in the circulatory system [23]. It is known to
accumulate in malignant and inflamed tissues and its clearance from tumor tissue is reduced
due to missing or defective lymphatic drainage system [24]. As an alternative to drug
targeting, passive tumor targeting conjugating a therapeutic compound with albumin is an
attractive approach to improve the selectivity and the overall pharmacokinetic profile of

metallodrugs [24, 26].

Table (A). Concentration of major components of blood
of healthy human subjects which may act as ligands
towards Ru-centres, according to ref. [22].

Cl ca 100mM
Carbonate 25 mM
Glycine (Gly) 23 mM
Lactate 1.51 mM
Phosphate 1.1 mM
HSA 630 uM
Citrate 99uM
Histidine (His) 77 UM
Ascorbate ca. 60 uM
hTf 37 um
Cysteine (Cys) 33uM
Glutathicne (GSH) ca. 1-5 uM

Abbreviations: hTf, human Transferrin; HSA, Human Serum Albumine.
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Another crucial plasmatic protein in drug transport mechanism is transferrin (Tf). Unlike
HSA, Tf possesses a receptor (IfR), which expression on the tumor-cell surface is
upregulated, partly due to an increased requirement for iron in rapidly growing cells [27].
This property makes this protein the most important specific transporter in the circulatory
system. Furthermore, only around 30% of the circulating proteins are occupied with iron, so it
is a potential binder for other metal ions in the body [22]. Using Tf is a particularly promising
strategy for the specific transport of drugs to tumor site and into the cells though the
transferrin receptor pathway, to avoid side effects. Human transferrin (hTf) [28] is a single-
chain non-heme glycoprotein with 679 amino acids folded into two structurally similar lobes
connected by a short peptide [29]. Each lobe contains one specific hydrophilic deep cleft
bearing a binding site for iron [29]. The “binding pockets™ in both lobes consist of two
tyrosines, one aspartic acid and one histidine [29]. The protein undergoes conformational
changes upon iron binding, changing from an “opened” to a “closed-form” whether iron-free
or iron-loaded. The closed-form is essential for selective recognition by TfR [29] . In the
presence of carbonate, the protein binds strongly Fe®™ ions. The presence of carbonate in the
active site is essential for Fe’ -transferrin binding to receptor [29]. Only diferric transferrin
(Fe%-hTf) is tightly bound by the TfR located on the cell surface and is taken up into an
endosome, where iron is released [29]. Besides Fe’, hTf can bind strongly to a range of other
metal ions, and the fact that many heterometal-h Tf complexes are still recognized by the TfR
makes this approach quite attractive [30].

Since both albumin and Tf play important roles in the distribution and transport of different
compounds, it is essential to know their interactions with ruthenium complexes. These
interactions have been widely studied during the last twenty years.

Keppler et al, described anticancer ruthenium(IIl) complexes with N-heterocycles, and
among these, the complexes with the ligands mmidazole (ru-1m) and mdazole (ru-ind) were the
most promising for cancer treatment [31]. First, they showed that binding of ru-ind to
apotransferrin proceeds through the formation of two intermediates which bind rapidly to the
protein [32, 33]. This reaction takes place only in the presence of bicarbonate. Without
bicarbonate in the buffer there is no formation of intermediates and no binding to
apotransferrin. However, the authors noted that protein binding of ru-im takes place without
the formation of intermediates [32, 33]. Moreover, they also showed that the preferred
binding sites for the Ru(Ill) complexes are at histidine (His) residues of the protein,

presumably following the loss of one or more of the chloride ligands [33]. In the case of ru-
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ind, binding to apotransferrin occurs specifically at His 253 in the open cleft of the N-terminal
of the protein whereas ru-im binds apotransferrin at both iron binding sites, His 253 and His
397, as well as other non-specific sites where histidines are exposed on the protein surface
[33]. In 2000, they demonstrated that the binding of Ru(Ill) complexes on HSA changed the
protein conformation [34]. Indeed, the decrease in the a-helical content was related to the
molar ratio Ru/HSA. An excess of ruthenium complex increases the disordered structure
content in the protein. This conformational change is more effective whon HSA binds Ru-im
complex than Ru-ind complex [34]. The interaction between HSA and Ru(Ill) complexes
induces a decrease in the binding amounts of heme and bilirubine on HSA [34]. Moreover,
they studied the cellular uptake of KP1019, mediated by transferrin [35]. They compared the
cellular incorporation of free KP1019, apotransferrin-bound KP1019 and Fe(Ill)-transferrin-
bound KP1019. There was a statistically significant increase in cellular accumulation of
KP1019 when bound to Fe(IIl)-transferrin compared to the other complexes [35]. This result
suggests that iron binding plays a major role in obtaining a protein conformation which
favours recognition by the transferrin receptors on the cell surface.

The role of serum protein binding is crucial for the bioavailability of some ruthenium
compounds, preventing hydrolytic process and precipitation at pH 7.4. An equilibrium seems
to exist between the Ru-hTf bound and Ru-HSA bound forms, and it was also suggested that
albumin could act as an in vive ruthenium storage while h'Tf would play a primary role for the

active transport into the cells through the transferrin receptor pathway [18].

“Activation-by-reduction” hypothesis

Recently, Pessoa and Tomaz [22] reviewed the transport of therapeutic vanadium and
ruthenium complexes by blood plasma components. In a general way, it is important to know
that Ru(IIl) is the predominant oxidation state in physiological conditions, while Ru(Il) is
accessible in the presence of biological reducing agents [36], and Ru(IV) can also be formed
by oxidation with O, and H,O,.

Ruthenium(IIl) complexes in aqueous media exhibit an aquation reaction depending on pH,
temperature and buffer system [14, 22, 37-43]. Aquation consists of a ligand substitution on
the metal centre by one water molecule, with the concomitant release of the leaving group.
The water molecule is weakly bonded or more strongly as a ligand to form the “aqua™
complex, which is an electrophilic ion usually more reactive than the parent complex [38, 41].
Because of the “activation-by-reduction” hypothesis, an understanding of the mechanism of

ruthenium reduction is necessary to design new metal-based drugs. It was shown that the
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cytotoxicity efficiency of ruthenium compounds depends on their redox potential and that the
nature of the ligand has important effects on the complex redox potential [14]. Ru(IIl) and
Ru(IV) complexes maintain their ligand environment geometry while Ru(Il) complexes
display a different geometry, making them more reactive to target biomolecules [36]. It have
also been established that a more reducibility of ruthenium complexes reflects a high
reactivity toward nucleophilic biomolecules [14]. Effectively, the Ru(Il) species are generally
less inert, have a higher propensity for ligand exchange reactions and may therefore interact
with target molecules more rapidly [14]. Jakupec et al [14] experimented ruthenium
compounds with different reduction potential to study their cellular uptake and their in vitro
antitumor potency. The hydrophilic anionic complexes cellular uptake is inversely correlated
with the charge of the complexes. The uptake of the cationic complexes is higher than that of
the anionic complexes and the neutral complex is taken up to a much higher extent than the
other complexes. However, the antitumor potency increases with the reduction potential of the
compounds. Moreover, a recent study demonstrated that the Ru(Ill) complex KP1019
accumulated in cells in a much better extent than others ruthenium compounds [44].

The reduction can oceur in the blood plasma where ascorbic acid is the most relevant reducing
agent, but this process might be prevented by fast protein binding. In the cells, glutathione as
well as single-electron-transfer proteins in the presence of NADH are capable of reducing
Ru(IIl). Glutathione (GSH), a cystein-containing tripeptide, is involved in the reduction of
some Pt(IV) and Ru(Ill) complexes to the active Pt(II) and Ru(Il) species [22, 36, 45]. It was
evidenced that Ru(Il) complexes coordinate to [.-cystein residue in aqueous solution [39] and

that addition of GSH in a solution buffer containing KP1019 and GMP (Guanosine
10Phogphate) nucleotide nearly doubled the decrease of free GMP [36]. GSH usually
scavenges and sequesters heavy metal ions by coordinating them through its sulthydryl, thus
inhibiting their binding to proteins and nucleic acids. Nevertheless, in some cases, GSH
reduces metal ions, such as Pt(IV) anticancer drugs, to species that coordinate or otherwise
react with DNA [45]. Moreover, the reduction process can take place without reducing agents
in the hypoxic tumor tissue where its rapid growth leads to a more reductive and acidic

environment in consequence of an insufficient formation of new blood wvessels and

concomitant low oxvgen and nutrient supply.
The influence of different parameters, such as pH, compounds concentration and buffer

system, on the behaviour of ruthenium complexes has been widely studied. Wang and co-

workers [39] showed that [-cystein amino acid residue binding to Ru(III) strongly depends on
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pH and the molar ratio between Ru(IIl) and [.-cystein. The formation of Ru-cystein adducts
were detected only when the pH was below 5. Above 35, the hydrolysis product of Ru(IIl)
became dominant, and up to neutral pH , more L-cystein were oxidized to cystine, and less
bound to ruthenium. Schulga et al, [36] demonstrated that the reduction rate of KP1019
depends on the system buffer, the pH and the molar ratio between Ru(IIl) complex and GSH.
When changing from unbuffered to buffered solution, the complete reduction of KP1019 was
improved. However, the authors did not find any pH dependency of the Ru(Ill) complex but

could observe an increase in reducing strength of the reducing agents with increasing pH.

This “Activation-by-reduction” should be favoured in the hypoxic and slightly acidic
microenvironment found in insufficiently supplied regions of solid tumors. Although it soon
became obvious that the activity profile of ruthenium complexes and their mode of action
differ substantially from those of classical anticancer metal drugs such as cisplatin and
carboplatin, knowledge about the mechanisms by which they exert antineoplastic effects is
still fragmentary. By analogy with platinum complexes, DNA has been assumed to be the
critical target site, but ruthenium interaction with DNA has therefore been subject to limited
investigations. Following exposure of tumor cells to KP1019, DNA interstrand cross-links
and DNA-protein cross-links have been detected. It was also demonstrated that ruthenium
complexes act by induction of apoptosis [46-48]. In colorectal tumor cells (SW480), KP1019
mduced mitochondria depolarization, activation of caspase 3 and decreased the expression of
the anti-apoptotic gene bcl; [46]. Mutation of p33 did not prevent cell loss induced by these

ruthenium-indazolium complexes [46]. KP1019 induced oxidative stress and DNA damage in

cells T48]. Moreover

added to treated cells [48]. Ruthenium-based drugs have also been shown to induce the

activity of components of the endoplasmic reticulum stress pathway [3].

Binding partners for ruthenium-based metallodrugs

Ruthenium drugs have been shown to bind to nucleotides, DNA and RNA in vitro in cell-free
medium [40, 43, 49-52], adduct formation proceeds more slowly compared to cisplatin [33].
For example, Groessl and co-workers [53] showed that NAMI-A was more reactive towards
the double-stranded oligonucleotides than the other ruthenium-based compounds RAPTA-T
and KP1019 and the platinum-derivative compounds oxaliplatin and carboplatin. However,

NAMI-A remains less reactive towards DNA than cisplatin. They also demonstrated that
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guanine is the preferred binding partner for both platinum and ruthenium-based metallodrugs,
even if other bases are present in large excess. Adenine and thymine could also serve as a
binding partner for the ruthenium compounds. The binding of ruthenium-based metallodrugs
to nucleobases were widely studied such as the binding of Ru(II) to guanine N7 atom [1, 40,
49]. First, the Ru(ll) complex undergoes hydrolysis in water to give the reactive aqua
complex Ru-OH,, followed by rapid reaction with the 5°-phosphate of 5°-GMP, and then a
slow displacement of bound phosphate by N7 [40]. No phosphate intermediates were detected
for ¢cGMP. Ru(Il) binds to N7 and N1 of inosine and phosphate-bound intermediates are
formed with 5°-IMP (Inosine MonoPhosphate). 5°-CMP (Cytosine MonoPhosphate) and 5°-
TMP (Thymidine MonoPhosphate) form 5’-phosphate and N3 adducts with Ru(Il). A reaction
is observed between Ru(Il) and cAMP (Adénosine MonoPhosphate cyclique) or adenosine,
and only a 5’-phosphate binding is formed with 5’-AMP [40]. The reactivity of the various
binding sites of nucleobases towards Ru(Il) at neutral pH decrease in the order G(N7) >
T(N3) > C(N3) > A(N7, N1) [37]. However, the mode of interaction with DNA varies
depending on the structure of both DNA and ruthenium complex [49]. Ruthenium complexes
can adapt to a DNA environment by simple arene rotation [49]. In their study, Gossens and
co-workers [49] showed that their frams-reactant adduct is less stable than the cis adduct. In
highly flexible single-stranded DNA, the N7 atom of guanine constitutes the main target for
Ru(Il) [49]. The DNA-Ru interactions induce conformational changes in DNA such as intra-
strand cross-linking, inter-strands cross-linking, protein cross-linking, or intercalation.
Frithauf and Zeller described these interactions, demonstrating that ruthenium compounds
induce much less DNA cross-links than cisplatin, and the major part of these cross-links
concern proteins [50]. It have been also showed that ruthenium complexes, at high
concentration, are able to intercalate into DNA [51].

Because of the low nuclear targeting [44, 47, 53] and the high anti-tumor efficiency of
ruthenium compounds, it have been hypothesized that DNA is not the main ruthenium-based
drugs target [52]. It have been established that ruthenium compounds bind to amino acids
such as cystein-, histidine- and methionine-residues [39, 42]. This capacity to bind amino
acids allows ruthenium complexes to bind to extra- and intra-cellular proteins. Heffeter et al.,
[44] found that ruthenium compounds bind to cytosolic proteins with molecular weight up to
700 kDa. This fraction probably contains mainly polymeric proteins (e.g. cytoskeleton
components) or large protein complexes (e.g. ribosomes, proteins from the respiratory chain).
Ruthenium complexes are also known to bind to cytochrome ¢, which contains two accessible

histidine residues, His26 and His33 [42].
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Photoactivated cleavage of DNA by ruthenium complexes

Some ruthenium complexes can act as luminescence markers of DNA and photocleave the
DNA backbone by sensitization of singlet oxygen ('O;) [54, 55] thanks to their octahedral
geometry [54-57]. Most of these complexes are coordinated with symmetric aromatic ligands
such as polypyridyl derivatives. Photoactivation of ruthenium complexes happens only when
coordinated with DNA [54, 55, 57]. Moreover, it has been shown that the maximum
luminescence wavelength shifts according to coordination of Ru{Il) complexes to polyA-
polvT or polyC-polyG oligomers [54].

This ruthenium complexes feature is quite identical as these of photosensitizer used for PDT

[58].

Ruthenium-conjugated photosensitizer for PDT

The selectivity of PDT as an anti-cancer treatment relies on the local generation of cytotoxic
reactive oxygen species (ROS) in the tumor tissue, due to both preferential uptake of the
photosensitizer by malignant tissue and subsequent localized light irradiation [58]. Indeed, the
photosensitizer, at the concentrations used for PDT, is non-toxic in the dark and becomes
photocytotoxic only when light at an appropriate wavelength is applied [38]. The targeted
delivery of photosensitizers to specific cells is a major problem in PDT of cancer, and one
area of importance is photosensitizer targeting. In this sense, an arsenal of targeting
approaches has been described in the literature [59]. To improve tumor cells selectivity,
photosensitizer can be coupled to a tumor targeting moiety such as peptide [60-65], folic acid
[66], sugar [67] via a direct coupling or using linkers/spacers. The coupling of a vector can
either (i) modulate the amphiphilicity and/or enhance the solubility of these compounds in
biological media and prevent self-aggregation (passive targeting), or (ii) promote cellular
recognition {active targeting), with the aim to increase the biological efficiency. Several of
these targeting strategies offer the advantage of transporting the photosensitizer molecule
across the cell membrane, resulting in intracellular accumulation of the photoactivable
compound, which may allow for targeting photosensitive intracellular sites, and thus
improving photodynamic efficiency. To improve their cellular uptake and photocytotoxicity,
photosensitizers can also be coupled to chemotherapeutic agents. Complexes of
photosensitizers coordinated to ruthenium complexes have been designed and tested in vitro
[68-70]. These complexes indeed aim to (i) combine the cytotoxicity of ruthenium with the

photodynamic activity of photosensitizers, (77) improve tumor selectivity cellular uptake of
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photosensitizers thanks to the specific transport of ruthenium to tumor cells by transferrin,
(iii) increase hydrophilicity of photosensitizers according to ruthenium ligands, (iii7) combine
activation of photosensitizer and ruthenium-induced photocleavage of DNA by irradiation of
the tumor (see Fig. (3)). Herein, specific tumor irradiation induces selective DNA

photocleavage.

IRRADIATION

Fig. (3). Photosensitizers (PS) conjugated to ruthenium (Ru) complexes: an hypothesis for
DNA cleavage in PDT. Thanks to ruthenium, PS conjugated to ruthenium enters into nucleus

and binds to DNA. After irradiation, activated PS and ruthenium contribute to synthesis of

10,, implicated in DNA clivage.
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In this purpose, our group has coordinated arene ruthenium moieties to pyridylporphyrins [68,
69]. They showed that ruthenium(Il) organometallic complexes enhance uptake of the
porphyrin by human melanoma cells and that these complexes remain intact following their
uptake by cells [69]. Moreover, the organometallic fragments on the pyridylporphyrin ring did
not modify the photophysical properties of the photosensitizer: phototoxicity of their
ruthenium complexes appeared at 5 Jiem? of light exposure (A = 652 nm, fluence rate 20
mW/em2) [69]. Using fluorescence microscopy, they studied cellular compartimentation of
their complexes and noted that they accumulated in cytoplasm of the melanoma cells but
neither in the nucleus nor in the lysosomes [69]. To optimize their compounds structures, they
synthesized a series of arene ruthenium porphyrin compounds containing either one or four
arene ruthenium units coordinated to 4-pyridylporphyrin or 3-pyridylporphyrin
photosensitizeer derivatives [68]. Photodynamic studies revealed that the nature of the
pyridylporphyrin isomer is more important than the degree of substitution of the tetrapyrrole
ring. 3-pyridyl photosensitizers were more photosensitizing than 4-pyridyl photosensitizers at
an equivalent degree of substitution. Moreover, the tetranuclear complexes presented a very
different pattern of accumulation in the cytoplasm depending on the particular isomer of
tetrapyridylporphyrin. Recently, other porphyrin-ruthenium conjugates studies have been
reviewed [15].

Lottner et al., [71] developed an hematoporphyrin-platinum(Il) conjugate and demonstrated
that hematoporphyrin-platinum(Il) conjugate display the same antiproliferative activity than
cisplatin in J82 tumor cells. The hematoporphyrin-platinum conjugates showed a cytotoxic
activity in the dark resulting from the platinum moiety of the complexes, more in cancer cells
than in healthy urothelial cells. The reference substance cisplatin damaged healthy urothelial

cells to the same extent as J82 tumor cells.

In PDT, hypoxia during light irradiation can lead to poorer tumor response, due to oxygen
concentration decrease and thus 'O, concentration decrease. One way to improve PDT would
be to use nitric oxide (NO) to enhance tumor microvascularisation [58, 72]. Thus ruthenium
nitrosyl phthalocyanine complex were synthesized and photochemical and photophysical
properties of the complex have been performed [73]. The authors demonstrated that the
synergistic effect of NO and 'O, produced by the photosensitizer complex exerts considerably

beneficial effects in terms of cell viability decrease.

141



PARTIE III : I. Agents alkylants a base de métal

Conclusion

The reported examples in this review illustrate how the metal and its ligand can modify the
biological activity of the metal-based drugs. The specific transport of ruthenium to tumor cells
by transferrin and its specific activation by reduction in tumor cells explain the fact that this
metal compound is an interesting therapeutic agent inducing few side effects. When combined
to a photosensitizer, ruthenium complexes act as tumor cells carrier and help the
photosensitizer to enter into the cells. Moreover, the light irradiation of the tumor for PDT
treatment could selectively activate ruthenium complex conjugated to the photosensitizer for
DNA photocleavage.

With appropriate ligands chemistry on ruthenium and photosensitizer with appropriate
photophysical features, combination of chemotherapy and PDT could display a promising

future for cancer treatment.
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II. Couplage de la porphyrine au ruthénium

Dans le but d’associer la phototoxicité¢ de la PDT et la cytotoxicité des complexes de
ruthénium, le Dr Frédéric Schmitt, en collaboration avec 1’équipe du Dr Bruno Therrien a
I’Université de Neuchatel en Suisse, a synthétisé, caractérisé et étudi¢ in vitro plusieurs
conjugués porphyrine-Ru, porphyrine-osmium, porphyrine-iridium et porphyrine-rhodium
[206-208]. En microscopie a fluorescence, les complexes porphyrine-Ru ont montré une
accumulation cytoplasmique dans les cellules de mélanome humain Me300, les cellules du
cancer du col de 'utérus HelLa et les cellules de carcinome ovarien A2780 et Ovcar. Ces
complexes n’ont pas été co-marqués avec le noyau, les lysosomes et les mitochondries.
Aucune fragmentation nucléaire n’a été observée, suggérant 1’absence d’apoptose cellulaire.
Les complexes porphyrine-Ru étudiés par Schmitt et al. ont montré une cytotoxicité et une
phototoxicité élevées dans différentes lignées cellulaires de cancer humain : Me300, HeLa, A
2780, Ovcar [206-208].

Les complexes porphyrine-Ru mono- ou tétranucléaires couplés a la 4-
pyridylporphyrine (4-pp) ou a la 3-pyridylporphyrine (3-pp) ont montré un intérét particulier
in vitro [207] (Figure 24).

A S n O

C D

Figure 24 : Complexes porphyrine-Ru mono- ou tétranucléaires couplés a la 4-pyridylporphyrine (4-
pp) ou a la 3-pyridylporphyrine (3-pp). Le groupement R représente I’aréne p-cymene, de formule n’-
p-Pr'CiH,Me. A, Ru(n’-p-Pr'CsHy;Me)(5-(4-pyridyl)-10,15,20-triphenylporphyrin)Cl,. B, Ru(n’-p-
Pr'CsH,Me)(5-(3-pyridyl)-10,15,20-triphenylporphyrin)Cl,.  C,  Ruy(n’-p-Pr'CsHsMe)s(5,10,15,20-
tetra(3-pyridyl)porphyrin)Cls. D, Ruy(n’-p-Pr'CsH,Me)4(5,10,15,20-tetra(4-pyridyl)porphyrin)Cls.
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La comparaison de leur efficacité photodynamique a permis de mettre en évidence une
relation entre la structure des groupements pyridyl et ’activité phototoxique des complexes.
Les composés possédant le complexe Ru en position 3-pp présentent une efficacité
photodynamique nettement améliorée par comparaison a celle des composés dont le complexe
Ru est situé en position 4-pp (Tableau IV). De plus, la présence de 4 complexes Ru sur le
composé augmente son activité cytotoxique par rapport aux composés ne possédant qu’un

complexe Ru.

Tableau IV : Efficacité¢ photodynamique des différents complexes porphyrine-Ru étudiés par Schmitt
F et al. [207].

Composés DLsg 1Csg

Ru(n’-p-Pr'C¢HyMe)(5-(4-pyridyl)-10,15,20-
PR pyReY 10 J/em® | > 100 uM
triphenylporphyrin)Cl,

Ru(n’-p-Pr'C¢HsMe)(5-(3-pyridyl)-10,15,20-
, , 2,5J/em* | >100uM
triphenylporphyrin)Cl,

Ruy(m®-p-Pr'CsHyMe)4(5,10,15,20-tetra(3-pyridyl)porphyrin)Clg | < 0,5 J/em® 20 uM

Ruy(n®-p-Pr'CeHsMe)4(5,10,15,20-tetra(4-pyridyl)porphyrin)Clg | 6 J/em® 10 uM

Abbréviations : DLs,, dose 1étale de lumiére induisant 50 % de mort cellulaire ; ICs,, concentration
nécessaire pour inhiber 50 % de la croissance cellulaire.

Une partie de mon travail de thése a été consacré a 1’étude in vivo des composés 3-pp
[Ru(n6—p-PriC6H4Me)(5-(3-pyridyl)—10,15,20-triphenylporphyrin) Cl, ou Rutl, et Ruy(n’-p-
PriC6H4Me)4(5,10,15,20-tetra(3-pyridyl)porphyrin) Clg, ou Rut4]. Les objectifs recherchés
dtaient :

e sélectionner le composé le plus efficace en PDT parmi Rutl et Rut4 ;
e déterminer les conditions optimales de traitement pour le composé sélectionné ;
e valider I’efficacité anti-tumorale du composé sélectionné avec les conditions optimales de

traitement.
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1. Sélection du conjugué le plus efficace

Dans la publication expérimentale suivante, publiée dans Journal of Photochemistry
and Photobiology B, nous décrivons 1’étude menée in vivo sur un modele de cellules de
carcinome épidermoide oral humain (KB) xénogreffées en ectopique chez la souris nude. La
particularité et 1’originalité de cette approche expérimentale a été I’'utilisation d’un plan
d’expérience pour la sélection du composé efficace [4].

En effet, les modalités de traitement PDT in vifro ne peuvent pas étre transposées aux
modeles in vivo de tumeurs. In vivo, il existe une hétérogénéité spatiale des principaux acteurs
de la PDT [209] : dose de photosensibilisateur, lumiére et oxygene ; hétérogénéité que 1’on ne
retrouve pas in vitro du fait de la culture en monocouche des cellules. Les différents degrés de
vascularisation des différentes zones de la tumeur induisent une répartition non homogene des
photosensibilisateurs et de 1’O,. De plus, les propriétés optiques du tissu tumoral varient dans
les différentes zones de la tumeur, ne permettant pas une pénétration homogene de la lumicre
dans le tissu tumoral. Ce phénomene est amplifié par la présence de fluorophores endogenes.
Outre les variations spatiales, il existe également des variations temporelles des 3 acteurs
durant le traitement. Les ERO générés peuvent détruire le photosensibilisateur
(photoblanchiment), les dommages causés aux tissus induisent des variations de leurs
propriétés optiques et la concentration en O, peut diminuer du fait de sa consommation
photochimique et de la destruction des vaisseaux sanguins tumoraux. /n vivo, les doses
optimales de PDT dépendent donc d’une part du type tumoral et de la sensibilité intrinseque
des cellules de la tumeur et d’autre part des 3 facteurs impliqués en PDT. Cependant, ces
facteurs interagissent ensemble, comme le traduit la formule mathématique de la dose
photodynamique efficace :

Dose photodynamique = [PS] x ¢ x tx gx [302] X (I)A(IOZ)
ou, [PS] est la quantit¢ de photosensibilisateur dans le tissu (mol/L), ¢ est I’irradiance
lumineuse (W/cm?), t est le temps d’irradiation (s), € est le coefficient d’extinction molaire du
photosensibilisateur a la longueur d’onde d’irradiation (L/mol/cm), [O,] est le concentration
en oxygéne moléculaire dans le tissu (mol/L) et ®A('0,) est le rendement quantique de

formation d’oxygene singulet. ® x t représente la fluence lumineuse (J/cm?).
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Ces interactions rendent la détermination des conditions optimales de PDT non
linéaires et multivariables, ne permettant pas d’appliquer une simple escalade de doses. Ainsi,
plusieurs méthodes peuvent étre employées pour optimiser les parametres nécessaires au
traitement :

e Tester I’effet de toutes les combinaisons possibles de parameétre sur la réponse tumorale.
Cependant, cette méthode est chronophage et coliteuse en animaux ;

e Faire varier les valeurs d’un seul parameétre et fixer les valeurs des autres parameétres
(approche «un facteur a la fois »). Cependant, cette méthode ne tient pas compte des
interactions entre les différents parameétres lors du traitement ;

e Appliquer la méthodologie de plan d’expérience [210-212]. 1 s’agit d’une méthode
mathématique et empirique qui explore I’'impact des différents parametres et leurs
interactions sur la réponse tumorale. Elle permet de faire varier les paramétres
simultanément et de réduire le nombre d’animaux utilisés.

Les plans d’expériences sont bien connus des chercheurs dans les domaines de
I’agroalimentaire, de la chimie et des thérapies anti-cancéreuses autres que la PDT [213].

Pour réaliser une PDT, 4 paramétres doivent étre étudiés et optimisés :

la dose de photosensibilisateur administrée, en mg/kg, qui influe sur la biodistribution

tumorale du photosensibilisateur ;

e [I'IDL, en heure, qui représente l’intervalle de temps entre 1’administration du
photosensibilisateur et le début de la phase d’irradiation et détermine ainsi la répartition
du photosensibilisateur entre les cellules tumorales, les cellules saines et les vaisseaux
sanguins ;

e la fluence lumineuse, en J/cm’, qui traduit la densité surfacique de lumiére (photons)
apportée au cours du traitement ;

e [lirradiance lumineuse, en mW/cm?, qui représente la densité de puissance du rayon
appliqué a la zone a traiter.

En plus de ces 4 paramétres, nous avons introduit dans notre étude deux autres
facteurs permettant de tester les effets additifs du ruthénium et ceux de la structure du
complexe (mono- ou tétranucléaires). Nous avons réalis€ un plan d’expérience dit de
« screening » des six facteurs pour évaluer I’importance et I’impact de chacun dans la réponse
tumorale. Le modele mathématique utilisé a permis d’estimer les effets additifs des 6 facteurs

étudiés sur la réponse tumorale, c’est a dire sur le taux de croissance du diameétre tumorale
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(IDGR, Intrinsic Diameter Growth Rate), exprimé en mm/jour [210]. L’IDGR est une
nouvelle expression statistique de la croissance tumorale, utilisée comme variable de réponse
dans les plans d’expérience [210, 211]. Il est déterminé mathématiquement a partir des
valeurs des volumes tumoraux par le logiciel Matlab®. L’IGDR apporte des informations sur
la cinétique de croissance tumorale. Son analyse est plus simple que celui du volume tumoral
et surtout il représente une variance plus faible que la statistique classique (TGD) fondée sur

le volume tumoral (Figure 25).

4 Volume (mm?) 4 Diameter (mm)

A

DCGR=a
IDGR = /D

Time (day)

tp 1 Time (day)

Figure 25 : Représentations graphiques de suivi de croissance tumorale. A, volume en mm’ = f(temps
en jours) montre I’évolution non linéaire du volume au cours du temps. B, diametre en mm = f(temps
en jours) montre I’évolution linéaire du diametre au cours du temps. L’IDGR est calculé a partir de la
pente (a) de la partie linéaire de la courbe divisée par le diamétre initial.

Dans notre étude, le plan d’expérience a mis en évidence I’'importance d’une part du
composé Rut4 et d’autre part de I’'IDL 24h sur I’efficacité anti-tumorale en PDT. Des études
de biodistribution non invasives par spectrofluorimétrie fibrée ainsi que des approches
pharmacocinétiques invasives ont été réalisées sur notre modele de tumeur chez la souris
nude. La distribution tumorale de Rut4 est maximumale de 24h a 96h et diminue
considérablement deux semaines aprés I’injection par voie i.v. du composé. Au contraire, la
distribution tumorale de Rutl apparait comme plus lente et atteint son maximum 48h apres
I’injection par voie i.v. du composé. Le temps de demi-vie plasmatique de Rut4 est de 58h. En
effet, le ruthénium est largement retrouvé dans les organes du SRE des 3h apreés I’injection
par voie i.v. En revanche, Rut4 ne traverse pas la BHE. Des études de colocalisation nucléaire
ont été réalisées par microscopie a épifluorescence sur les cellules KB et n’ont pas confirmé le
ciblage nucléaire ni de Rutl, ni de Rut4. Les images de microscopie ont toutefois montré une
accumulation cytoplasmique des deux composés, par comparaison au photosensibilisateur
seul, avec une intensité de fluorescence similaire pour les deux conjugués. Ce travail original
illustre I’intérét de 'utilisation d’une méthodologie de plan d’expérience pour 1’optimisation

de condition de traitement présentant de nombreux facteurs interagissant entre eux.
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Abbreviations

DLL drug-light interval; NMR, nuclear magnetic resonance; IDGR, intrinsic diameter growth
rate; ICP-MS, inductively coupled plasma mass spectrometry; C, concentration; FR, fluence
rate; F, fluence; @, quantique field; pp, phenylporphyrin; Rut, ruthenium; PMP, mono-3-pp;
PTP, tetra-3-pp; Ru(nG-p-PriC6H4Me)(PMP)Clg, Rutl; RU4(11G-p-PriC6H4Me)4(PTP)C13, Rut4;
10, singlet  oxygen; TPP,  tetraphenylporphyrin; DAPI,  4’,6’-diamino-2-
phenylindolylhydrochloride; NAMI-A, trans-RuCly(1H-imidazole)(dimethyl sulfoxide-S);
KP1019, trans-RuCly(1H-indazole),; MRT, mean residence time; Kel, elimination constant;

Ti2, half-life.
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Abstract

Two arene ruthenium porphyrin compounds showing interesting photodynamic activity in
vitro, [Ru('ns-p-PriCGH4Me)(PMP)C12] (PMP=5-(3-pyridy1)-10,15,20-triphenylporphyrin) and
[RU4(T'|6-p-PI‘iC6H4Me)4(PTP)Cl8] (PTP=5,10,15,20-tetra(3-pyridyl)porphyrin) coined Rutl
and Rut4 respectively, have been evaluated in vivo. Porphyrins alone and the arene ruthenium
porphyrin derivatives (Rutl and Rut4) showed comparable spectroscopic and photophysical
properties. The in vivo study consisted in selecting the optimal arene ruthenium porphyrin
photosensitizer by using an original experimental design approach on mice bearing an ectopic
human oral carcinoma xenograft. The model of experimental design demonstrated to be well
suited to the empirical model-building of photodynamic therapy (PDT) response. Arene
ruthenium porphyrins concentration and fluence level demonstrated no statistically significant
influence on the tumor growth. On the contrary, the presence of ruthenium groups improved
the in vive photodynamic efficiency. By optical fiber fluorimetry, we demonstrated that both
compounds exhibited enhanced accumulation in KB tumors from 24 h to 96 h post-
intravenous injection. These experiments were completed by inductively coupled plasma mass
spectrometry quantification of ruthenium in different organs including tumor tissue. Despite a
statistically significant in vivo photodynamic efficiency for Rut4, cellular localization in
human oral carcinoma KB cells using fluorescence microscopy demonstrated that both

conjugates Rutl and Rut4 accumulated only in cytoplasm of KB cells but not in the nucleus.

Keywords: Combined phototherapy, Ruthenium, Porphyrin, Human oral carcinoma-bearing

nude mice, Experimental design approach.
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1. Introduction

The targeted delivery of photosensitizers to defined cells is a major problem in
photodynamic therapy (PDT), and one area of importance is photosensitizer targeting. In this
sense, an arsenal of targeting approaches has been described in the literature [1]. In this view,
photosensitizers can be covalently bound to different biomolecules such as sugars, steroid
hormones, amino acids, proteins via a direct coupling or using linkers/spacers.

To improve their cellular uptake and photocytotoxicities, photosensitizers can also be coupled
to chemotherapeutic agents. Photosensitizers coordinated to platinum derivatives such as
cisplatin or oxaliplatin were designed and tested in vitro to promote global cytotoxic effects
[2-4]. These complexes indeed aim to comhine the cvtotoxicity of platinum with the
photodynamic activity of porphyrins, leading to an additive genotoxic effect to PDT [2, 3, 5,
6]. Platinum-based drugs are among the most active anticancer agents [7]. However, cisplatin
clinical usefulness has frequently been limited by severe adverse effects, such as
nephrotoxicity, gastrointestinal toxicity and ototoxicity. Oxaliplatin, another platinum-based
drug, has consistently demonstrated antitumor efficiency in vitre with acquired cisplatin
resistance cells and appears to be also active in tumor types that are intrinsically resistant to
cisplatin and carboplatin [7]. However, the limitation of oxaliplatin-based treatments is
mainly the neurotoxicity [8]. Using other metal-based compounds is very appealing to
overcome the drawbacks associated with cisplatin and/or oxaliplatin [9, 10]. This motivated
us to develop new compounds using a less cytotoxic metal conjugated to a photosensitizer
[11-14]. Ruthenium appears to be an aftractive alternative to platinum, since ruthenium
compounds are known to display less general cytotoxicity than their platinum counterparts
[15], and are also able to interact with DNA and proteins [10]. Conjugation of ruthenium to a
photosensitizer could be suggested to improve the cellular uptake and the DNA localization of
the photosensitizer, thanks to the specific transport of ruthenium to tumor cells by transferrin
[16] and the DNA binding properties of ruthenium compounds [17]. Schmitt ef al. have
improved cellular uptake of porphyvrin by conjugation with ruthenium compounds [11].
Ruthenium-based drugs display reduced side effects than platinum derivatives [11, 18]. Using
diruthenium tetracarbonyl structure as the organometallic agent and backbone of the
complexes, our group also demonstrated that these organometallic porphyrin complexes
exhibited photocytotoxicities in vitro in several human cancer cell lines: HelLa cervix, A2780
and Ovcar ovarian, A549 pulmonary, Me300 melanoma, PC3 and LnCap prostate, KB head
and neck, MCF7 and MDA-MB231 breast or HT29 colon cancer cells [19]. To combine the
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cytotoxicity of ruthenium with the photodynamic efficiency of porphyrin, a series of
mononuclear and tetranuclear arene ruthenium porphyrin complexes has been recently
prepared [12]. Two derivatives, the mononuclear complex [Ru(n6-p-PriC6H4Me)(PMP)C12]
(PMP=5-(3-pyridyl)-10.15,20-triphenylporphyrin) (Rutl) and the tetranuclear complex
[Ru4(n6-p-Pri06H4Me)4(PTP)C13] (PTP=5,10,15,20-tetra(3-pyridyl)porphyrin) (Rutd) (see
Figure 1), revealed a photodynamic efficiency in vitro on Me300 human melanoma cells
[12]. However, PDT is as effective as conventional therapies for the treatment of early
squamous c¢ell cancers of the head and neck; Of 518 patients treated with Cis, T1, or T2
cancers of the oral cavity, larynx, pharynx, and nasopharynx, 462 (89.1%) obtained a
complete clinical response after one PDT treatment [20]. KB c¢ell line being a human
squamous cell carcinoma cell line (human oropharyngeal cancer cell line) in vivo testing was
required to confirm the real potential of using arene ruthenium porphyrin photosensitizers as
PDT agents for head and neck cancer. However, PD'T modalities applied in vitro cannot be
easily adapted and transposed in vivo.

The research question addressed in this paper deals with the optimization of the in vivo PDT
modalities with newly-developed photosensitizing agents. The optimization of PDT
modalities in vivo must take into account numerous phenomena, regarding one or several of
the three main factors involved (i.e. photosensitizer concentration in the tumor tissue, light
and oxygen). Moreover, photosensitizer concentration within the tumor displays spatial
heterogeneity (i.e. center vs. periphery, vasculature vs. tumor cells). Light penetration through
tissues depends on their specific optical properties and molecular oxygen concentration is
heterogeneous within the tumor, due to differences in vascularization and oxygen supply. To

ore firthor all theco factaore can
SIS JUNLNCr, an UIese 1aclers can

alse vary during PDT. In this context, the
optimal PDT dose required is dependent on the cancer type and the intrinsic sensitivity of
targeted cells. These difficulties make the determination of the in vive PDT modalities a
nonlinear and multivariable optimization problem, and a successful dosimetry strategy has to
take into consideration these particular aspects of the problem. In practice, the four factors
that are usually considered are the administrated photosensitizer dose, the time interval
between photosensitizer administration and light irradiation usually called drug-light interval
(DLI), the fluence and the fluence rate. The determination of the optimal PD'T dosimetry can
be expressed as the optimal choice of these four factors. A first method would be to test all the
factor combinations, which would require a large number of animals and be very time-

consuming. Another method would be a step-by-step approach, wherein each factor is varied

while the other ones are fixed to an arbitrary value. Nevertheless, because of the interactions

159



PARTIE III : II. Couplage de la porphyrine au ruthénium

between factors, this method can provide biased results. In this study. the main aim was to
determine which one of the two arene ruthenium porphyrin complexes (Rutl or Rut4) leaded
to the best in vivo photodynamic activity on nude mice xenografted ectopically with a human
head and neck carcinoma cell line human model. In addition, biodistribution and
pharmacokinetic studies have been performed by two complementary approaches, either by a
non-invasive technique with a fiber spectrofluorimeter corresponding to the porphyrin levels
or by quantification wvia inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS),
corresponding to the ruthenium levels in plasma and tumor. The optical fiber
spectrofluorimeter was used to follow the fluorescence accumulation of the mononuclear
complex by fluorescence spectroscopy in real-time in tumors-bearing nude mice.

Fluorescence microscopy experiments were also undertaken to visualize and to compare

intracellular uptake and nuclei localization between Rutl and Rut4.
2. Experimental
2.1. Photosensitizer

Photosensitizers [Ru(n6-p-PriC6H4Me)(PMP)Clg] (PMP = 5-(3-pyridyl)-10,15,20-
triphenylporphyrin) and [Ru4(n6-p-PriC6H4Me)4(PTP)Clg] (PTP = 5,10,15,20-tetra(3-
pyridvl)porphyrin) called Rutl and Rutd4, were synthesized and purified as described
previously [12].

2.2. Photophysical Studies

Absorption spectra were recorded on a Perkin-Elmer (Lambda 2, Courtaboeuf, France)
UV-visible spectrophotometer. Fluorescence data were recorded on a Fluorolog-3
spectrofluorimeter F222 (Jobin Yvon, Longjumeau, France) equipped with a thermostatted
cell compartment (25°C) using a 450 W xenon lamp. The OF values were determined by the
equation: OF (sample) (&' sample/ F ref)(AretiAsample)(msample 2/nref 2)OF(ref), where F,
A4, and n are the measured fluorescence (area under the emission peak), the absorbance at the
excitation wavelength, and the refractive index of the solvent, respectively.
Tetraphenylporphyrin (TPP) in toluene was used as reference compound [@f(ref) 0.11] [21].
Determination of singlet oxygen quantum yield ®('O,): Excitation occurred with a Xe-are,

the light was separated in a Fluorolog-3 spectrofluorimeter F222, 0.22 um double
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monochromator. The detection at 1270 nm was done through a PTI S/N 1365
monochromator, and the emission was monitored by a liquid nitrogen-cooled Ge-detector

model (EO-817L, North Coast Scientific Co).

2.3. Animals and Tumor Model

Female no consanguine nude mice (nuw/nu) were used for this study (Janvier, St
Berthevin, France). Animal care and studies were performed in accordance with the European
convention for the protection of vertebrate animals used for experimental and other scientific
purposes, EU directives, and the statutory law on animal experiments in France. Mice (6 to
7/cage) were maintained in standard cages in isolators. Animals were housed 12-hour/dark
cyeles at 22 to 24°C and 50% humidity and were given food and water ad [libifum. The mice
were used for tumor implantation when they were 7 to 9 weeks old (20-25 g). The model of
human oral carcinoma was obtained using KB cells, as described previously for the first

experimental design [21].

2.4. PDT treatment of fumors

All compounds were dissolved in polyethylene glycol (PEG) 400-ethanol-water
(30/20/50, v/v/v), at the dose indicated by the experimental matrix. The different doses were
injected into the mice via the tail vein. Irradiation of tumors was carried out at 514 nm, using
an argon laser (model 3758; Spectra-Physics, Les Ulis, France). Light was delivered through
an optical fiber (HCG type: SEDI Fibres Optiques, Courcouronnes, France) and a light
distributor (Frontal Diffuser FDI; Medlight SA, Ecublens, Switzerland) which provided a
perfectly homogeneous illumination of the spot and illuminated the tumor surface over a 2-
cm-diameter beam spot. The incident fluence rate on the tumors was evaluated using an
optical power meter (model SP407; SpectraPhysics). Following PDT, tumor volume (}) was
calculated using the formula:

7 = (length * width®)/2
Measurements were carried out over 2 months or until tumors reached a size of 1 cm’, at

which time mice were sacrificed by cervical dislocation.
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2.5. Fiber spectrofluorimeter

Rutl and Rut4 compounds at the concentrations of 1.75 umol’kg (according to the
values of the experimental design) were injected into mice via the tail vein when the tumors
reached 60 mm”. The optical fiber was held on the tumors in direct contact with the skin. The
measurements were performed at 3, 24, 48 and 96 hours after Rut4 or Rutl injection.
Fluorescence measurements of mice were performed with an optical fiber spectrofluorimeter
built in our laboratory. The excitation source used was a laser module (Laser 2000, Aexc 410
nm, AA 3 nm) and an output power of 300 gW. The optical probe was an optical fiber bundle
composed of three fibers, one (550 um core) for excitation light delivery, one (200 zm core)
for fluorescence, and one for the backscattered light collection. A long pass filter (Oriel
435FG 03-25) with a 97% transmittance at 500 nm was used on the emission path. The
spectrometer used (USB 2000-Ocean Optics) was connected to a computer and a dedicated
software. For fluorescence measurements, the distal end of the probe was placed in gentle
contact with the tissue areca. To evaluate measurement variations, three spectra were
performed per site with an accumulation time of 0.5-1 s and then averaged. The three sites
were analyzed for each tissue. Standard errors (S.E.) were only calculated for intra tissue

variations. Three animals for each condition were tested.

2.6. Biodistribution

When tumors reached a volume of 60 mm’, Ru4 (1.8 umol/kg) dissolved in PEG 400-
ethanol-water (30/20/50, v/v/v) was injected into mice vig the tail vein. The mice were
subsequently kept in the dark. After 3, 24, 48 and 96 hours, 1 and 2 wecks mice were
anesthetized by intraperitoneal injection of ketamine (Ketalar®, Panpharma, Fougéres, France)
at 60 mg/kg and xylazine (Rompun®, Bayer Pharma, Puteaux, France) at 80 mg/kg. Blood
samples were collected in heparinized tubes by cardiac puncture, and centrifuged at 1500 g
for 15 min at 4°C. Mice were sacrificed by cervical dislocation and the tumor and organs
(skin, muscle, liver, kidneys, spleen and brain) were carefully excised, rinsed with saline
buffer and blotted dry. At least three animals were used per time point. All samples were
protected from light. Plasma, tumor and organs samples were weighted and kept at -80°C in

polypropylene tubes, until ICP-MS analysis.
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2.7. Inductively coupled plasma-mass spectrometry of ruthemium in tissue and plasma

samples after microwave digestion.

Tissue samples were cut with the aid of a ceramic knife. Approx. 20 mg of sample
were weighed into pre-cleaned glass vials. Then 0.3 mL ultrapure double sub-boiled HNO;
conc. and 0.1 mL ultrapure HyO, (VWR) were added. After 5 minutes reaction time 0.05 mL
ultrapure sub-boiled HCI conc. was added, the vessels were closed and digested employing
closed vessel microwave digestion (Microwave 3000, Anton Paar) with Rotor 64MGS (64
positions) applying the digestion program as follows: 1400 W/15 minutes (2 minutes ramp),
1200 W/15 minutes, 0 W/15 minutes. After the digestion the samples were quantitatively
transferred into a pre-cleaned polyethylene tube and filled to approximately 5 g using
ultrapure sub-boiled water. The solutions were stored at 4°C until measurement. Ruthenium
analysis was carried out at m/z 101 on an Elan 6100 DRC II ICP-MS (Perkin-Elmer-Sciex,
Ontario, Canada) combined with a PFA-ST microflow nebulizer (ESL, Omaha, NE, USA) and
a cyclonic spray chamber (PE Sciex). Quantification was performed with external calibration
(internal standardization with Indium) in a working range of 0.1 to 20.0 ng.L"". The limit of
detection of Ru (ug kg’ wet weight) was 1 and 0.3 for the first and second sample set,

respectively.

2.8. Visualization of cytoplasm localization by epifluorescence microscopy

Exponentially growing KB were plated at 10° cells per well in Labtek-II® 1-
chambered coverslips (Dutscher, Brumath, France). After a 48-h attachment and growth
period at 37°C, the cells were incubated with Rutl or Rutd compounds (10 uM) for 24 h in
the dark. Nuclei were stained with 4°,6°-diamino-2-phenylindolylhydrochloride (DAPIL; 0.25
mg/l, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) in phosphate-buffered saline. After washing,
fluorescence microscopy was performed with an upright epifluorescence microscope (AX70
Provis, Olympus, Rungis, France), equipped with a 100 W mercury vapor lamp. Rutl and
Rutd were observed using a filter set consisting of a 460-490 nm band pass excitation filter,
associated with a 505 nm dichroic mirror and a 510-350 nm band pass emission filter. Nuclei
were observed uing a filter set consisting of a 330-385 nm band pass excitation filter,
associated with a 400 nm dichroic mirror and a 420-460 nm band pass emission filter. Neutral
density filters were used in order to reduce photobleaching phenomenon. Fluorescence images

were recorded using a x100 immersion objective during a strictly controlled integration time.
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The same conditions (light intensity, objective, integration time) were used for both

conjugates, to allow comparison.

2.9. Design of Experiments for selecting active factors

The mathematical model used to estimate the factor effects on the IDGR (intrinsic
diameter growth rate) response [22] is
Y = b0 + b1A* (X1A) + b2A* (X2A) + b3A* (X3A) + b4A* (X4A) + bSA* (X5A) + b6A*

(X6A) + b6B* (X6B) + E

where Y is the response variable (IDGR), XiA denotes the A-level of the i" factor and E is a
centered Gaussian random variable describing the experimental repeatability. biA is a model
coefficient that quantifies the effect on the response of the factor Xi when it switches from
level ‘ref” to A. b0 corresponds the reference response, i.e. the mean response when the
factors take their reference level. The estimation of the model coefficients and their statistical
significance were supported by an analysis of variance (ANOVA) and Student’s t-tests
computed by the Nemrod-W® software. The level of significance was set to p < 0.05.

In Bastogne et al., [23]. a new statistical model of tumor growth was suggested to
improve the robustness and accuracy of the therapeutic effect evaluation. In in vive growth
inhibition studies, the most commonly used characteristics of tumor growth are tumor growth
delay (TGD) and tumor volume T/C value [24]. TGD and T/C are both based on a local event,
either the time instant associated with the quadrupling of the tumor volume or the relative
tumor volume at a given time point after treatment, respectively. Accordingly, these two
characteristics only give quantitative information about the tumor growth at an event point but
provide no information about the global behavior of the tumor after this event. We have
shown the linearity of tumor responses when the analyzed response is the equivalent volume
diameter instead of the tumor volume [23]. The equivalent volume diameter corresponds to
the diameter of a fictitious spherical tumor whose volume is equal to the measured volume of
the real (non-spherical) tumor. From these results, they have proposed in [22] a new tumor
growth statistics: [IDGR which characterizes the steady-state effects of anti-cancer treatments.
This statistics is the ratio of the diameter growth rate (slope of the tumor diameter response

[mm/day]) with the spherical equivalent diameter [mm] at the treatment beginning,.
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3. Results
3.1. Spectroscopic characterization and photophysical properties

The  synthesis  of  [Ru(n®-p-Pr'CeHyMe)PMP)Cl;]  and  [Rug(n®-p-
PriC6H4Me)4(PTP)Clg], Rutl and Rut4 (Fig. 1A), respectively has been previously described
[12]. In addition to the mononuclear and tetranuclear arene ruthenium complexes, the arene
ruthenium complex without a porphyrinic ligand [Ru(n6-p-PriC5H4Me)(pyridine)Clg] [24]. as
well as the non-coordinated porphyrins (PMP) and (PTP) have been used as controls. The
absorption spectra of all porphyrinic compounds show the characteristic Soret and Q-bands
(Fig. 1B). Moreover, these four compounds displayed a low fluorescence quantum yield and a
much higher singlet oxygen quantum yield (Fig. 1C). Conjugation to ruthenium units in
complexes Rutl and Rut4 did not induce significant variations in fluorescence and singlet
oxygen quantum yields of the porphyrin ligands. However, a low decrease in singlet oxygen
quantum vield value was observed (0.71 versus 0.57) when PTP is coordinated to four arene

ruthenium units.
3.2. Design of Experiments

The main goal was to test additive and/or synergistic effects of six biological factors
on the treatment response, noted Y, that corresponds to the to the intrinsic diameter growth
rate (IDGR) precisely defined in the literature [22]. The six factors to be tested are noted X1
to X6 and are presented in Table 1. Each factor can take two values, denoted by the symbols
(-} and (+) (Tables 2 and 3), that were selected according to treatment modalities. As
previously validated for another conjugated-photosensitizer [22], limits of the experimental
domain concering light doses to be explored were defined as follows: fluence rate € [50-
125] mW/em?, Fluence € [10-150] J/em®. The ranges of fluence and fluence rate values were
selected according to the literature and photosensitizer doses were chosen in a range
commonly used with other photosensitizers from 0.44 tol.75 umol/kg [25-27]. According to
the values of X5 and X6, four different therapeutic compounds were tested on mice bearing
an ectopic human oral carcinoma xenograft. Table 3 presents the complete experimental
design composed of 12 treatments repeated six times each, and the mean IDGR values for

each modality. Optimizing PDT responses consisted in minimizing IDGR wvalues. As
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illustrated by treatment modality number 9, minimizing IDGR values required selecting a low
Rut4 concentration associated with a high DLI (Table 3). The mathematical model used to
estimate additive and synergistic effects is defined in Table 2 and each effect is measured by a
coefficient in the model and the estimated values of these coefficients are given in Table 4.
These results show the lack of synergistic effects between factors (X1;X2), (X2;X4) and
(X5;X6) but it emphasizes significant (significance level: p < @.1) additive effects of four
factors: X1, X3, X5 and X6 as illustrated in Figure 2 in which each bar corresponds to the
value of the associated effect on the IDGR. If the latter is negative, it leads to a decrease of
IDGR value and an increase if it is positive. The red bar associated with the model coefficient
b1 shows that the most suited value for DLI is 24 h. It is also shown that a reduced value of
fluence rate (50 mW/cmz) leads to a more efficient photodynamic efficiency (Fig. 2). Results
also stress that the chosen values of the photosensitizer concentration (X2) and the fluence
level (X4) have no statistically significant influence on IDGR values. Mainly, coefficients b5
and b6 indicate a significant influence of the presence of ruthenium groups and PTP on the
IDGR decrease, resulting in Rut4 compound. For the 12 treatment modalities, time-dependent
tumor growth curves were represented (Fig. 3a), completed by a Kaplan-Meier curve
corresponding to the three experimental conditions using Rut4 and considering the percentage
of tumors not having reached 7 times their initial volume at the end point. The results argue
that conditions of experiment number 9 (DLI 24 h, 0.44 pmol Rutd/kg, fluence rate 50

mW/cm® and fluence 10 J/em®) lead to a tumor growth stabilization until 30 days and more.

3.3. In vivo biodistribution

An optical fiber spectrofluorimeter was used to follow the fluorescence accumulation
of the compounds by fluorescence spectroscopy in real-time in tumor-bearing nude mice.
Bourdon et al. have demonstrated that in situ fluorescence measurements with an optical fiber
fluorimetry system and concentration data determined by HPLC after extraction were in broad
agreement, indicating that this noninvasive technique is sufficiently sensitive and can be used
to follow the distribution of fluorescent drugs [28]. Fluorescence emission spectra were also
recorded in normal epithelial tissue (skin) on healthy paw for each mouse using the same
conditions. Spectra were normalized relative to the tissue autofluorescence. Each spectrum
was a mean fluorescence spectrum calculated from three spectra measured at different points
of the tissue (data not shown). The box plots show a highest fluorescence level into tumor

tissue 48 h and 24 h after intra-venous injection for Rutl and Rut4, respectively (Fig. 4).
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Interestingly, for Rut4 compound, 96 h after intravenous injection, we measured
approximately 2-fold lower fluorescence intensity than at 24 h. However, at that late time,
fluorescence accumulation data are not dispersed.

In order to explore Rut4 biodistribution in healthy tissues, the concentration of
ruthenium was determined via ICP-MS at m/z 101 into different organs (brain, skin, muscle,
liver, kidney and spleen) from at least three mice at six different times. Following intravenous
injection, the study shows an accumulation of Rut4 in the highly perfused tissues such as
liver, spleen and kidney, which accumulate higher levels of Rut4 than the peripheral tissues
such as skin and muscle (Fig. 5). As expected, ruthenium concentrations in tumor were the
highest from 24 h to 96 h and significantly decreased until 2 weeks. Ruthenium rates in liver,
kidney and spleen were higher than in tumor, probably due to the reticuloendothelial system
elimination. No ruthenium concentration was obtained in brain, indicating that Rut4
compound do not cross the blood-brain barrier. Using a noncompartimental analysis, plasma
pharmacokinetic parameters validated a relatively slow elimination from the blood
compartment (Fig. 5). Moreover, Rut4 accumulated at high levels in the tumor, with 1.4% and
1.5% of the injected dose per gram of tumor tissue at 24 h and 48 h after injection,

respectively. Then, tumor levels of Rut4 appeared to decline steadily from 96 h to 336 h (Fig.
5.

3.4. Intracellular localization

Because an enhanced accumulation of the compounds could reflect intracellular
uptake but also binding to the membrane without internalization, fluorescence microscopy
experiments were undertaken to visualize intracellular uptake and nuclei localization. Nuclei
localization in KB cells following incubation with Rutl or Rut4 derivatives (10 pM, 24 h)
was studied using DAPI by epifluorescence microscopy. The cells exhibit very intense and
diffuse intracellular fluorescence following incubation with both conjugates used at the same
molar concentration (Fig. 6). This fluorescence emission appeared restricted to the

cytoplasmic compartment with no detectable nuclear staining.
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4. Discussion

To improve the cellular uptake of photosensitizers and their photocytotoxicity, they can be
coupled to chemotherapeutic agents. Photosensitizers coordinated to ruthenium moieties have
been tested i vitro [0, 11, 12]. These complexes indeed aim to (7) combine the cytotoxicity of
ruthenium with the photodynamic activity of photosensitizers, (i) improve tumor selectivity
and cellular uptake of photosensitisers thanks to the specific transport of ruthenium to tumor
cells by transferrin, (ii/) increase hydrophilicity of photosensitizers according to ruthenium
ligands, and (ii/i) combine activation of photosensitizer and ruthenium-induced photocleavage
of DNA by irradiation of the tumor. In this purpose, our group have coordinated arene
ruthenium moieties to pyridylporphyrins and showed that ruthenium(Il) organometallic
complexes remained intact following their uptake by cells [11, 12]. Then, we synthesized and
studied in vivo arene ruthenium porphyrin compounds containing either one (Rutl) or four
(Rut4) arene ruthenium units coordinated to 3-pyridylporphyrin photosensitizer derivatives
(PMP and PTP, respectively). All photoactivatable compounds presented comparable
spectroscopic properties. The electron-withdrawing character of the pyridyl groups in the
3-pyridyvlporphyrin derivatives was higher than those previously described in the
4-pyridylporphyrin analogues [12]. Previous studies have demonstrated that the nature of the
pyridvlporphyrin isomer (3-pyridyl versus 4-pyridyl) was more important than the degree of
substitution of the tetrapyrrole ring, thus with similar spectroscopic properties, 3-pyridiyl
photosensitizers showed a better photodynamic efficiency in wvitro than 4-pyridyl
photosensitizers at an equivalent degree of substitution [12].

This in vivo study consisted in selecting the optimal arene ruthenium porphyrin
photosensitizer by using an original experimental design approach on mice bearing an ectopic
human oral carcinoma xenograft. As opposed to chemotherapy, where the main factor to be
determined is the drug dose, by a classical dose escalation methodology, PDT is not only
linked to a molecule but is a complex technique wherein several factors (photoactive
compound, light dose and oxygen) interact with each other’s. In this case, the statistical
design of experiments is a relevant modeling methodology able to significantly reduce the
experimental cost by a rational selection of the most appropriate experiments to be carried
out. Moreover, no theoretical knowledge about the physical and chemical phenomena,
occurring during PDT, was required. The empirical optimization approach of the PDT,

proposed herein, does not substitute itself to im sifu dosimetry for which three possible
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approaches to the dosimetry problem are described: (i) direct dosimetry, in which '0, is
measured [29]; (ii) explicit dosimetry, in which the three interconnected wvariables (light,
oxygen and photosensitizer) are measured and the production of 10, is estimated; (iii1) implicit
dosimetry, in which a surrogate for 'O, generation is deduced. Experimental design could be
suggested such as a “nominal dosimetry” when light doses quantities and photosensitizer
doses are not known. We limited our study to the factors the most widely considered. But, this
experimental design could be also suggested to optimize other factors that could act on PDT
outcome, e.g. formulation of the photosensitizer, mode of administration (e.g. intravenous,
intraperitoneal, intratumoral) or light wavelength. We first demonstrated that a reduced value
of fluence rate (50 vs 125 mW/em?) leads to a more efficient photodynamic efficiency.
Effectively, high fluence rates have been shown to reduce intratumor oxygen levels and thus,
hypoxia during light irradiation can lead to poorer tumor response [30].

As a second result of the experimental design study, we showed that the best treatment
compound was obtained with the Rut4 conjugate containing four arene ruthenium groups
coordinated to PTP. But, despite a statistically significant in vive photodynamic efficiency for
Rut4 compared to Rutl, cellular localization in human oral carcinoma KB cells using
fluorescence microscopy demonstrated that both conjugates Rutl and Rut4 accumulated only
in eyvtoplasm of KB cells but neither in the nucleus. With regard to their modes of action,
ruthenium complexes have been assumed to target DNA comparable to platinum drugs and
the DNA-binding properties of ruthenium compounds have been studied extensively mainly
under cell-free conditions. However, although ruthenium has been detected in nueclei and
bound to extracted DNA of cells after drug treatment, there is increasing evidence that the
anticancer activity of some ruthenium compounds such as KP1019 and NAMI-A but also of
some arene truthenium complexes is not based on DNA damage [31-35]. Moreover,
intracellular localization of photosensitizers in vivo may be strongly influenced by their
complexation with blood proteins [36]. Indeed, experiments in which different
photosensitizers were incubated with serum in vifro demonstrated that practically all
photosensitizers can bind to a range of blood proteins, albeit with differing atfinities. Upon
administration into the bloodstream, most photosensitizers associate with various serum
proteins including both high and low density lipoproteins (LLDLs) and albumin [37]. LDLs are
believed to be important in the transportation of hydrophobic photosensitizers. Alpha 2-
macroglobulin/LLDL receptors are widely found in cells of various types, with LDL uptake
being most pronounced in adrenals, liver and spleen [36]. Ruthenium compounds were also

characterized by a high affinity to serum proteins, which appeared crucial for drug
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accumulation into the tumor tissue and to be responsible for the minor adverse effects
observed in clinical trials with KP1019 [38]. The ligand set in ruthenium complexes is
determinant for their therapeutic activity. Ruthenium complexes can bind to both transferrin
and albumin when incubated with each protein alone in buffer conditions simulating
physiological media [18]. However, in the blood serum they exhibit a preference for albumin
[39] but transferrin specifically transports ruthenium to tumor cells thanks to the recognition
of transferrin by transferrin receptors, highly expressed on tumor cells surface.
Pharmacokinetic and biodistribution studies have traditionally been used to select DLI.
However, numerous studies have since shown that shorter DLI may lead to higher efficiency
[40], which means that these studies may not always lead to the best choice of DLI [26]. In
our case, we demonstrated that both complexes exhibited enhanced accumulation in KB
tumors from 3 h to 96 h post-intravenous injection and the experimental design approach
validated that the most suited value for DLI was not a short interval. Jones et al. reported the
effects of PDT on tumor cells isolated from Foscan®-containing tumors compared to the
effects of the tumor in vivo [25]. The authors demonstrated that tumor concentration rose
quickly in the first 24 h and the maximum level in the tumor was about 0.55% of injected dose
(0.3 mg/kg) at 24 h and after 48 h the concentration of Foscan® in the tumor declined rapidly.
On the contrary, Rut4 accumulated slowly in the tumor tissue but at relevant levels which
could reach 1.45% and 1.50% of injected dose (3 mg/kg) per gram of tumor tissue, 24 h and
48 h after injection, respectively followed by a very slow decline as at 96 h post-injection, the
concentration in the tumor reached 1.40% of injected dose. Tumor pharmacokinetic
parameters validated a relatively slow elimination of Rutd compound (e.g. a biological half-
life of 26.9 h), suggesting that intratumoral distribution of the conjugate could be less relevant
for therapeutic efficacy than the total accumulation of the photosensitizer in the tumor tissue.
Rut4 accumulated to high levels into organs of the reticuloendothelial system, corresponding
also to rapidly perfused tissues (i.e. liver, spleen). This is in agreement with its hydrophobic
character, like other lipophilic photosensitizers, e.g. Foscan® [25] or Photofrin® [41]. Brown
et al. [42], using a dose of 2 mg Photofrin®/kg in patients, calculated a circulating-drug
terminal half-life of 19 days. Bellnier ef al., reported measurable amounts of Photofrin® in
human serum to approximately 1 vear following injection of two different Photofrin® doses
[41]. In this study, we calculated a circulating-'"'Ru half-life of 58.0 h.

The research question addressed in this paper deals with the optimization of the in vive PDT
modalities with ruthenium complexes. The usual methods are to test, either all the

combinations of factors, which requires a large number of mice, or a step-by-step approach

170



PARTIE III : II. Couplage de la porphyrine au ruthénium

wherein each factor is varied while the other ones are fixed. Nevertheless, because of the
interactions between the factors involved in PDT, this approach remains unsatisfactory. An
original approach was suggested in this study, based on an experimental design dosimetry.
This is an alternative empirical approach that brings two main benefits for the optimization of
in vivo PDT modalities: (1) no prior knowledge about photophysical or photochemical
parameters is required and (2) the experimental cost is minimized. The three factors, fluence,
fluence rate and photosensitizer dose, were simultaneously varied. The in vivo validation
results confirmed relevance of the optimal conditions provided by the proposed empirical
approach, mainly demonstrating that the best PDT compound was obtained with the Rut4

conjugate containing four arene ruthenium groups coordinated to PTP.
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Legends

Fig. 1. Molecular structure of (a) Rutl [Ru(n6-p-PriC6H4Me)(PMP)Clz] and Rut4 [Rus(n’-p-
PricsH4Me)4(PTP)Clg] complexes. Absorption spectra of (b) PMP (dark blue line), PTP (blue
line), Rutl (vellow line) and Rut4 (pink line). (¢) UV-visible maximum absorption and molar
extinction coefficients |[A (s x 103‘M1‘cm'1)] determined in ethanol. Fluorescence quantum

yields at 421 nm (@) in methanol and singlet oxygen quantum vields (®'0») in ethanol.

Fig. 2. Effects of each X factor on IDGR. Each bar corresponds to bi values, which is a model
coefficient that quantifies the effect of each X factor on IDGR values when it switches from
level ‘ref” (low values) to high values. Each effect is measured by a bi coefficient in the
model and the estimated values of these coefficients are given in Table 4.The significant
factors appear in red and orange colors. If the b value is negative it leads to a decrease of
IDGR values (a decrease of tumor growth) and an increase of IDGR values if b value is
positive. These results emphasizes significant (significance level: p < 0.7) additive effects of
four factors: X1, X3, X5 and X6. n=4 mice per treatment modality. X1, DLI (drug light
interval); X2, concentration; X3, Fluence rate; X4, Fluence; X35, Ruthenium presence or not;

X6, PMP or PTP compound. Mean + S.D.

Fig. 3. Time-dependent tumor growth curves after PDT. (a) Tumor growth curves for
each experiment (see Table 3 for treatment modalities). (b) Kaplan-Meyer curves of
experiments 7 (in red), 8 (in blue), and 9 (in green) using Rut4 as photosensitizer. n=4 mice

per treatment modality.

Fig. 4. Fluorescence intensity of (a) Rutl and (b) Rut4 in tumor-bearing nude mice with a
dose of 1.75 umol/kg using an optical fiber spectrofluorimeter at different times post-intra

venous injection. n=3

Fig. 5. Pharmacokinetic analysis. (a) Biodistribution into different tissues with a dose of 1.75
umol/kg of Rutd at 3h, 24h, 48h, 96h, 1 week and 2 weeks post-injection. (b) Ruthenium
concentration, as a percentage of the injected dose per g of tumor (white circle) or per ml of
plasma (black square), expressed as a function of time after an intra-venous injection with
1.75 umol’kg (3 mgkg) of Rutd (data points show the mean = S.D., n=3). (¢) Plasma

pharmacokinetic parameters calculated using a non-compartmental method: The plasma or
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tumor concentrations of Rut4 at time zero were estimated by extrapolation of the log
concentration vs time graph back to zero. The area under the concentration vs time graph
(AUCQC) was calculated from time zero to the last time point (7(336)) by the trapezoidal rule.
The area under the (concentration x time) vs time curve (AUMC) was calculated from time
zero to T(last) by the trapezoidal rule and T(last) to infinity as Area=C(last)/(¥)’. Mean
residence time MRT=AUMC/AUC. Half-life 71,=MRT x In(2). Elimination rate
constant &g =1/MRT.

Fig. 6. Visualization of cellular uptake of Rutl and Rutd (in red, kexe = 460-490 nm, ke =
510-5350 nm) and nuclear staining (in blue, ke = 330-385 nm, hen = 420-460 nm) by
fluorescence microscopy for KB cells exposed for 24 h to Rutl (a) and Rut4 (b), both at 10
uM.
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Figure 6.
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Table 1. Biological factors of the experimental experiment.

Notation Factor | Unit [Nblevels Levels
- +
X1 Drug-light interval h 2 3 24
X2 PS Concentration |imol/Kg 2 0.44 1.75
X3 Fluence rate  |mW/cm? 2 50 125
X4 Fluence Jiem? 2 10 150
X5 Ruthenium 2 No Rut. | with Rut.
X6 Photosensitizer 2 PMP PTP

Table 2. Mathematical model associated with the experiment design chosen and
implemented in this study. Each model coefficient, presented below is used to measure the
additive effects and some interactions between the six biological factors listed in Table 1.

Y= bO+b1*(X1)+b2*(X2) + b3 * (X3) + bd * (X4) + b5 * (X5) + b6 * (X6)
+ b12 * (X1*X2) + b24 * (X2*X4) + b56 * (X5*X6) + E

Coeff. Description

b0 mean response

b1 additive effect of X1 when it varies from level (-) to level (+)
b2 additive effect of X2 when it varies from level (-) to level (+)
b3 additive effect of X3 when it varies from level (-) to level (+)
b4 additive effect of X4 when it varies from level (-) to level (+)
b5 additive effect of X5 when it varies from level (-) to level (+)
b6 additive effect of X6 when it varies from level (-) to level (+)

b12  |[synergistic effect of the interaction between X1 and X2
b24  |synergistic effect of the interaction between X2 and X4
b56 |synergistic effect of the interaction between X5 and X6
E random additive error on the response
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Table 3. Experimental design & treatment modalities. This experimental setup is based on
an Hadamard structure with only 12 distinct experiments instead of 72 for a full factorial
design.

Drug- Fluence Elighas Compound: Light Mean

(Jiom?)

) Time of
concentration power | irradiation IDGR
{(Lmolikg) fiber response

output
X1 X3 X4 X2-X5-X6 (mw) (min) Y

light rate
interval (mW/omz)

30 Rut1:1.75 157 50 min

Rut1:1.75 392 1 min 20

Rut1:0.44 392 1 min 20

PMP: 0.44 157 50 min

PMP:1.75 392 1 min 20

PMP: 0.44 157 3 min 20

Rut4: 1.75 392 20 min

Rut4: 0.44 157 50 min

Rut4: 0.44 157 3 min 20

FTP: 0.44 392 20 min

PTP:1.75 157 50 min

FTP:1.75 392 1 min 20

Table 4. Estimates of the model coefficients and
their significance

Coeff. Values S.D. Signif. %
b0 0.455
b1 -0.090 2.21
b2 0.005 89
b3 0.077 6
b4 0.041
b5 -0.063 79
b6 -0.067 8.8
b1-2 -0.008
b2-4 -0.018
b5-6 -0.002

{*%): p<0.05 {*): p<0.1
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2. Détermination des conditions optimales de traitement pour Rut4

a. Matériel et méthodes

e Animaux et modele tumoral

Des souris nude (nu/nu) femelles, non consanguines ont été utilisées pour cette étude
(Janvier, St Berthevin, France). Les conditions de 1’étude, I’hébergement et les soins aux
animaux ont été réalisés en accord avec la convention européenne pour la protection des
animaux vertébrés, les directives européennes et les lois francaises sur 1’expérimentation
animale. Les animaux ont €té manipulés des 1’age de 9 semaines. Pour entretenir les tumeurs
in vivo, les souris ont regu une injection en sous-cutanée dans 1’aine de cellules de carcinome
oral humain KB. Lorsque les tumeurs ont atteint un volume de 500mm’, les souris ont été
anesthésiées par injection intra-péritonéale d’'un mélange de 60mg/kg de kétamine (Kétalar®™,
Panpharma, Fougéres, France) et de 80mg/kg de xylazine (Rompun®, Bayer Pharma, Puteaux,
France), puis euthanasiées par dislocation cervicale. Les tumeurs ont été extraites, coupées en

3 . . . . .
morceaux de 1 mm” de volume et réimplantées en sous-cutanée dans I’aine d’autres souris.

e Traitement photodynamique des tumeurs

Le composé Rut4 a été dissout dans un mélange de polyéthyléne glycol (PEG) 400,
éthanol 96° et eau (30/20/50, v/v/v) aux concentrations indiquées dans la matrice
expérimentale. Le composé a été injecté par voie i.v. dans une des veines de la queue. Les
tumeurs ont été irradiées a la longueur d’onde de 514 nm par un laser a 1’argon (model 375B;
Spectra-Physics, Les Ulis, France). La lumicre a été délivrée par une fibre optique (HCG type;
SEDI Fibres Optiques, Courcouronnes, France) et un diffuseur de lumiére plan (Frontal
Diffuser FDI; Medlight SA, Ecublens, Suisse) permettant un spot de lumi¢re homogeéne sur
une surface de 2 cm de diametre. La puissance en sortie de fibre a été évaluée a I’aide d’un
puissancemetre optique (model SP407; SpectraPhysics). Apres PDT, le volume tumoral a été
calculé selon la formule :

V = (longueur x largeur?) / 2

Les mesures ont été réalisées durant 2 mois ou bien jusqu’a ce que la tumeur atteigne
un volume éthique de 1000 mm’. Les souris ont ensuite été sacrifiées par dislocation

cervicale.
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e Planification d’expériences et analyses statistiques

Le mod¢le mathématique suivant a été utilisé pour estimer la présence ou non d’un
effet synergique entre les 3 facteurs d’impact en PDT, dose de photosensibilisateur, fluence et
irradiance (Tableau IX) sur la réponse tumorale, c’est a dire sur le taux de croissance
tumorale estimé par 1‘'IDGR [210] :
Y= b0+bl*XIl+b2*X2+b3* X3+ bl-1* (X1*X1) + b2-2 * (X2*X2) + b3-3 *
(X3*X3) +bl-2 * (X1*X2) + bl-3 * (X1*X3) + b2-3 * (X2*X3)
Y est la variable de réponse (IDGR), Xi représente le i™ facteur et bi le coefficient qui
quantifie D’effet des différents facteurs Xi sur la réponse tumorale lorsque ces facteurs
prennent une valeur définie par leurs 3 niveaux. b0 correspond a la réponse de référence, i.e.
la réponse obtenue lorsque les différents facteurs prennent leur valeur de niveau de référence.
Les coefficients du modele et leur significativité statistique ont été évalués par analyse de la

variance (ANOVA) et par le test T de Student, a I’aide du logiciel Nemrod-W®. Le niveau de

rrrrrr

b. Résultats et discussion

Le plan d’expérience utilis€é dans la partie III, II. 1. a permis d’effectuer un
« screening », considéré comme un plan exploratoire, des différents facteurs d’impact sur la
réponse Y afin d’extraire ceux qui apparaissaient comme les plus influents. Le modele
mathématique utilisé avait pour but d’étudier I’effet additif des 6 facteurs sur la réponse
tumorale (sans interaction), permettant ainsi de limiter le nombre d’expériences réalisées.
Nous en avons déduit I'importance des facteurs Rut4 et IDL sur la réponse tumorale au
traitement photodynamique. L’¢étude du facteur IDL a été approfondie grace a des études de
biodistribution et des données en pharmacocinétique. Le délai retenu, car le plus favorable a
une accumulation tumorale, a été fixé a 24 heures apres l’injection par voie i.v. Afin
d’optimiser les conditions de traitement photodynamique (dose de photosensibilisateur,
fluence et irradiance), nous avons utilis€¢ un plan d’expérience basé sur un modéle
quadratique, nous permettant d’évaluer ’interaction entre ces 3 facteurs.
En adéquation avec les résultats de biodistribution, ’IDL a été fixé a 24 heures tandis que
I’influence des trois facteurs (dose de Rut4 injectée, fluence et irradiance) a été étudiée en

suivant le domaine expérimental défini dans le tableau V.
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Tableau V : Domaine expérimental pour I’optimisation de Rut4.

Facteurs Unité Centre Pas de variation
U1 Concentration en PS pmol/kg 1,15 0,65
u2 Fluence Jiem? 80 70
u3 Irradiance mW/cm? 100 50

Chaque facteur peut prendre trois valeurs, définies par une valeur centrale et son pas

de variation (+/-). La réalisation de ce plan d’expérience a partir de ces trois facteurs

correspond a 15 conditions de traitement, testées sur 5 souris chacune (Tableau VI). Le

compos¢ Rut4 présente un coefficient d’extinction molaire le plus élevé a 514 nm [4].

Tableau VI : Plan d’expérience et modalités de traitement pour I’optimisation de Rut4.

NExp Concentration en PS Fluence Irradiance thjljtsi:e:jlcgberg d‘i:;:g:gt?on
pmol/kg Jiem? mW/cm? mWw

1 0.5 10 50 157 3 min 20
2 1.8 10 50 157 3 min 20
3 0.5 150 50 157 50 min
4 1.8 150 50 157 50 min
5 0.5 10 150 471 1 min 07
6 1.8 10 150 471 1 min 07
7 0.5 150 150 471 16 min 40
8 1.8 150 150 471 16 min 40
9 0.5 80 100 314 13 min 20
10 1.8 80 100 314 13 min 20
11 1.15 10 100 314 1 min 40
12 1.15 150 100 314 25 min
13 1.15 80 50 157 26 min 40
14 1.15 80 150 471 8 min 53
15 1.15 80 100 314 13 min 20

L’analyse statistique des résultats (Tableau VII) met en évidence un

effet

statistiquement significative de 1’interaction entre les facteurs dose de Rut4 et fluence sur le

retard de croissance tumorale (p = 0,01). L’irradiance seule ou en association avec les autres

facteurs testés ne montre aucun effet significatif sur la réponse tumorale post-PDT.
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Tableau VII : Résultats de I’étude statistique du plan d’expérience pour 1’optimisation de Rut4.

|Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

CPS 1 0.00146 0.001464 0.1199 0.731357

F 1 0.00967 0.009672 0.7924 0.380018

I 1 0.00955 0.009548 0.7822 0.383053

CPS:F 1 0.09390 0.093896 7.6926 0.009173 *E
CPS:I 1 0.00146 0.001464 0.1199 0.731357

F:l 1 0.00581 0.005808 0.4758 0.495286
CPS:F:l 1 0.00350 0.003497 0.2865 0.596179
Residuals 32 0.39059 0.012206

Signification des codes: [**], p=0,01.

L’analyse ANOVA de I’interaction des facteurs concentration en Rut4 et fluence en
fonction de leurs différentes valeurs, a mis en évidence un effet synergique sur le retard de
croissance tumorale entre une concentration forte en Rut4 (1,8 pmol/kg) et une fluence faible
(10 ou 80 J/cm?®) (p=0,01) (Figure 26). L’association de ces facteurs, fixés a ces valeurs, fait
significativement diminuer I’IDGR. Ces deux conditions de traitement ont été retenues pour

tester notre modéle.

mean of IDGR
0.40 0.42 0.44 0.46 0.48
| \ \ | \
I Ll
]
I
IS}

0.38
|

0.36
|

0.5 1.15 1.8

CPs

Figure 26 : Représentation graphique de la synergie entre concentration en Rut4 et fluence. Les
valeurs de concentration en Rut4 testées sont 0,5, 1,15 et 1,8 umol/kg. Les valeurs de fluence testées
sont 10, 80 et 150 J/cm®. IDL 24h. Aexe = 514 nm. N = 5 souris.
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Cette relation inverse entre concentration forte en Rut4 (1,8 umol/kg) et une fluence
faible (10 J/cm?) ne correspond pas aux résultats caractéristiques d’une dose photodynamique
efficace, dont I’équation est la suivante :

Dose photodynamique = [PS] x ¢ x tx € X [302] X (I)A(IOZ)
ou, [PS] est la quantité¢ de photosensibilisateur dans le tissu (mol/L), ¢ est I’irradiance
lumineuse (W/cm?), t est le temps d’irradiation (s), € est le coefficient d’extinction molaire du
photosensibilisateur a la longueur d’onde d’irradiation (L/mol/cm), [O,] est le concentration
en oxygéne moléculaire dans le tissu (mol/L) et ®A('0,) est le rendement quantique de
formation d’oxygene singulet. ® x t représente la fluence lumineuse (J/cm?).

De plus, de nombreuses études ont démontré [’effet synergique positif entre
concentration en photosensibilisateur et fluence élevée, ou inversement, sur la réponse

tumorale [210, 212, 214-216].

Dans cette étude, trois valeurs d’irradiance ont été étudiées : 50, 100 et 150 mW/cm?.
Dans les facteurs étudiés, I’irradiance n’affecte pas de fagon significative la réponse tumorale
post-PDT en dépit de la valeur étudiée (50, 100 ou 150 mW/cm?). Dans notre premiére étude
[4], la valeur élevée d’irradiance (125 mW/cm?®) avait pour effet d’augmenter
significativement I’'IDGR (perte d’efficacité de la PDT) par comparaison a la valeur de
référence de 50 mW/cm®. Une irradiance élevée a un effet délétére sur le retard de croissance
tumoral induit en PDT [210, 217]. En effet, une irradiance élevée (forte puissance) induit une
consommation photochimique accrue et rapide en oxygene moléculaire [217]. Nos résultats

parus dans Journal of Photochemistry and Photobiology B confirment cette observation [4].

Pour la validation du modéle avec Rut4, I’irradiance a été fixée a 80 mW/cm?, la dose

de Rut4 et la fluence ont été fixées a 1,8 pmol/kg et 10 J/cm?, respectivement.
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3. Efficacité anti-tumorale du composé Rut4 avec les conditions optimales de

traitement

a. Matériel et méthodes

e Animaux et modeéle tumoral

Les animaux et le modele tumoral utilisés demeurent les mémes que précédemment

(Conf. PARTIE III, II. 2.).

e Traitement photodynamique des tumeurs

L’irradiation tumorale suit également le méme protocole que celui utilisé

précédemment (Conf. PARTIE III, II. 2.).

e Analyse statistique

L’analyse statistique a été réalisée en appliquant le Log-rank test, a 1’aide du logiciel

StatView" (SAS Institute Inc, Cary, NC, USA).

b. Résultats et discussion

Nous avons étudié 1’efficacité du composé Rut4 en PDT sur un modele de souris nude
xénogreffées en ectopique avec les cellules KB. Nous avons utilisé les parameétres optimaux
fixés précédemment pour le composé Rut4 (Conf. PARTIE III, II. 2.) : concentration en
Rut4 de 1,8 pmol/kg, fluence de 10 J/em® et irradiance de 80 mW/cm®”. Une longueur d’onde
de 514 nm a été utilisée pour I’irradiation des tumeurs sous-cutanées. En accord avec les
¢tudes de biodistribution et de pharmacocinétique, nous avons gardé I’'IDL de 24 heures [4].
Les résultats d’efficacité anti-tumorale du composé Rut4 en PDT sont donnés sous la
représentation graphique de Kaplan-Meyer. Il n’y a pas de différence significative d’efficacité

entre les groupes IDL 24h et témoins (Figure 27).
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Figure 27 : Représentation de Kaplan-Meyer de la croissance tumorale des tumeurs KB aprés PDT
avec Rut4 (bleu, n = 16 souris) par comparaison au groupe témoin (rouge, n = 9 souris). Dose de
Rut4 : 1,8 umol/kg, IDL : 24h, fluence : 10 J/em?, irradiance : 80 mW/cm®. Log-rank test : p = 0,300.

Pour une pénétration optimale de la lumiere dans les tissus, la longueur d’onde
d’irradiation doit se situer dans les longueurs d’onde proches de I'IR (Figure 5). La
porphyrine contrairement aux chlorines, présente un coefficient d’extinction molaire dans le
rouge faible (g5 nm = 1,0 .10° M'.cm™, dans I’éthanol) ([4], Figure 1). Or nous avons vu
dans le chapitre 1. 2. de la Partie I que la mélanine et I’hémoglobine absorbaient les photons a
cette longueur d’onde, peu favorable au traitement photodynamique pour des Iésions
supérieures a 2 voire 3 mm (Figure 5). A cette longueur d’onde, la tetra-3-pyridylchlorine
présente une valeur de coefficient d’extinction molaire plus favorable de 11,6.10° M™'.cm™.
Nous avons donc choisi de tester ce conjugué en remplacant la porphyrine par une chlorine

avec 4 arénes ruthénium (ChloRut).
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III. Couplage de la chlorine au ruthénium

1. Détermination des conditions optimales de traitement pour ChloRut

a. Matériel et méthodes

e Synthése chimique de ChloRut

Le photosensibilisateur Rus(n’-p-Pr'C¢HsMe)s(tetra-3-pyridylchlorine)Cls, nommé
ChloRut, a été synthétisé et purifié comme décrit dans la référence [218]. La chlorine a été
achetée chez Frontier Scientific Europe (Carnforth, Angleterre). Ce travail a été réalisé par

I’équipe du Docteur Bruno Therrien, a I’Université de Neuchatel.

e (Caractéristiques photophysiques

Les mesures des spectres d’absorption et de fluorescence ont été réalisées
respectivement avec un spectrophotometre double faisceau UV-visible Perkin-Elmer (Lambda
EZ 210, Courtaboeuf, France) et un spectrofluorimetre Fluorolog FL3-222 (Horiba Jobin
Yvon, Longjumeau, France) équipé d’une lampe a arc xénon de 450 W, d’un compartiment
thermostaté (25°C), d’un photomultiplicateur UV-visible R928 (HAMAMATSU, Japon) et
d’un détecteur IR InGaAs refroidi a ’azote liquide (DSS-16A020L Electro-Optical System
Inc, Phoenixville, PA, USA). Le faisceau d’excitation est séparé par un monochromateur
double réseau SPEX (1200 traits/mm blasé a 330 nm). La fluorescence a été mesurée par le
détecteur UV-Visible via le monochromateur d’émission double réseau SPEX (1200
traits/mm blasé a 500 nm). La production d’oxygene singulet a été mesurée par le détecteur
IR via le monochromateur d’émission double réseau SPEX (600 traits/mm blasé¢ a 1 um).
Tous les spectres ont été mesurés en utilisant des cuves quartz a 4 faces. Les rendements
quantiques de fluorescence ont été déterminés en utilisant comme référence une solution de
tétraphenyl porphyrine (TPP) dans le toluéne (®f= 0,11 [219]). Les rendements quantiques de
production d’oxygene singulet ont été déterminés en utilisant comme référence une solution
de rose de Bengale dans 1’éthanol (®, = 0.68 [220]). Les valeurs d’absorption a la longueur
d’onde d’excitation (415 nm) des références et des échantillons ont été ajustées a environ 0,2.

Le rendement quantique en fluorescence a été déterminé par 1’équation :

Os= Ogo x (It/ Ip) x (DO, / DO) x (n / n)’
ou @f et Dy, Iy et Iy, DO et DO,, n et n, sont les rendements quantiques, les intensités de

fluorescence, les densités optiques, les indices de réfraction de I’échantillon et de la référence,
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respectivement.

Le rendement quantique de production d’oxygene singulet a été déterminé par
I’équation : ®p = Dy x (I/ L) x (DO, / DO)
ou @y et Oy, 1 et I,, DO et DO, sont les rendements quantiques de production d’oxygene
singulet, les intensités de production d’oxygene singulet et les densités optiques de
I’échantillon et de la référence, respectivement.

Tout ce travail a été réalis¢ au LRGP en collaboration avec 1’équipe du Dr. Céline

Frochot et 1’aide de Philippe Arnoux.

e Animaux et modele tumoral

Les animaux et le modele tumoral utilisés demeurent les mémes que précédemment

(Conf. PARTIE III, II. 2.).

e Traitement photodynamique des tumeurs
Le protocole d’irradiation reste comparable a celui utilisé précédemment (Conf.
PARTIE III, II. 2.) avec une longueur d’onde fixée a 652 nm grace a une diode laser

(CeramOptec, GmbH, Bonn, Germany).

e Planification d’expériences et analyses statistiques

Le modele mathématique utilisé pour cette étude est le méme que celui utilisé
précédemment (Conf. PARTIE III, II. 2.). Il a eu pour but d’optimiser les conditions
optimales de traitement photodynamique pour les facteurs DLI, concentration en

photosensibilisateur et fluence (Tableau VIII).

b. Résultats et discussion

e (Caractérisation photophysique

La synthése du composé Ru4(n6—p—PriC6H4Me)4(tetra—3—pyridylchlorine)Clg, ou
ChloRut, a été décrite dans la référence [218] (Figure 28 A). Les spectres d’absorption des
composés ChloRut et Chlo (tetra-3-pyridylchlorine) se caractérisent par une bande QI plus
intense comparée a celle des porphyrines ([4], Figure 1) (Figure 28 B). Les valeurs des

rendements quantiques de fluorescence sont relativement élevées comparées a celles de Rut4
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(0,05) et leur rendement quantique de formation d’'O, se rapproche de celui de Rut4 (0,57)
(Figure 28 C). Le couplage des 4 arénes ruthénium n’a donc pas modifié les valeurs des

rendements quantiques de fluorescence et d’'O5 de la chlorine.

A
B
0.35 - Bande
de Soret Chlo
37 — ChloRut
,qé* 0.25 - \‘
E 02l [
o
2 015
[
A
0.1 1
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0.05 7 QI QI
04— : :
400 450 500 550 600 650 700 750
Longueurs d’onde (nm)
C
Rendement Rendement quantique
Fluorescence ) .
Composés Amax (nm) (€)™€ o (o)™ quantique de d’oxygéne singulet
max nm ’
fluorescence [Df] [D('0,)]
420 (69,1)
ChloRut 650 0,33 0,62
652 (19,9)
420 (78,3)
Chlo 650 0,34 0,54
652 (11,6)

a. Les spectres d’absorption et de fluorescence ont été mesurés dans I’EtOH
b. Le spectre de fluorescence a €té¢ mesuré apres une excitation a 415 nm

. . . . ., -1 -1
c. Les coefficients d’extinction molaires (g) sont exprimés en 10> M'cm

Figure 28 : A, structure moléculaire de ChloRut, Ru(n’-p-Pr'CsH Me),(tetra-3-pyridylchlorine)Cls.
B, spectres d’absorption de ChloRut (bleu) et Chlo (orange). C, Spectres d’absorption et de
fluorescence (Amax présentées) ont été mesurés dans I’éthanol. Les rendements quantiques de
fluorescence a 416 nm [®¢] et d”'O, [®('0,)]ont également été mesurés dans 1’éthanol.
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e Plan d’expérience

Nous avons utilis€ un modele quadratique ayant pour but de définir 1’effet de synergie
entre les facteurs fluence, dose de photosensibilisateur et DLI. Ainsi, nous avons étudié
I’influence de ces trois facteurs : fluence, concentration en ChloRut et DLI, respectivement

notés U1, U2, U3 dans le tableau VIII. Nous avons gard¢ une irradiance de 80 mW/cm?.

Tableau VIII : Domaine expérimental pour I’optimisation de ChloRut.

Facteur Unité Centre Pas de variation
U1 Fluence Jicm? 80 70
U2 Concentration en PS pmol/kg 1,1 0,9
U3 DLI h 60 36

Chaque facteur peut prendre trois valeurs, définies par une valeur centrale et son pas
de variation (+/-). L’élaboration d’un plan d’expérience a partir de ces facteurs a fait
apparaitre 13 conditions de traitement pour estimer les valeurs de synergie significatives sur la
réponse tumorale et 4 conditions de traitement pour valider les valeurs obtenues dans les
conditions d’estimation du modé¢le (Tableau IX). Trois souris ont été utilisées par condition,

mise a part la condition 13, qui est la condition au centre des valeurs testées, répétée 10 fois.

Tableau IX : Plan d’expérience et modalités de traitement pour I’optimisation de ChloRut.
Concentration

NExp Nombre de répétition Fluence en PS DLI
Jiem? pmol/kg h
1 3 150 1,1 56
2 3 10 1,1 56
3 3 115 2 56
4 3 45 0,2 56
5 3 115 0,2 56
6 3 45 2 56 S
7 3 115 14 96 £
8 3 45 0,8 24 @
9 3 115 0,8 24
10 3 80 1,7 24
11 3 45 14 96
12 3 80 0,5 96
13 10 80 1,1 56
14 3 51 0,9 50 S
15 3 109 0,9 50 §
16 3 80 1,6 50 =
17 3 80 1,1 78 >
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Le tableau X représente les modalités de traitement du plan d’expérience et les
valeurs moyennes d’IDGR pour chacune des conditions. Une représentation classique de

courbe de croissance tumorale est présentée Figure 29.

Tableau X : Valeurs des différents parametres de traitement avec ChloRut et la valeur moyenne de
leur IDGR.

Fluence |Concentration| P, . shee Tps IDGE
(J'emb) {(pmollcg) {mW) irradiation | Y (mmf)

3lirun 15 04093

2rmn 05

L7

22min 42
1t 40

1 Aitruin 40

On observe un effet significatif de la concentration en ChloRut sur la réponse tumorale

au traitement (coeff. b2-2, Tableau XI).

Tableau XI : Significativité des coefficients des différents facteurs d’optimisation de ChloRut et leurs

interactions

Nom  Coefficient Ecart-Type  Signif. %

b0 16.36 0.79 <0.01 *%**

bl 1.25 0.90 17.3

b2 0.05 0.79 95.3

b3 -0.34 0.73 63.8
bl-1 0.21 1.54 89
b2-2 3.78 1.15 0.185 **
b3-3 0.80 0.98 41.9
bl-2 -0.40 1.84 83.1
bl-3 0.84 1.93 66.7
b2-3 0.77 1.67 64.8

Signification des codes: [**], p = 0,01
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La réponse tumorale a la PDT est améliorée avec de faibles et de fortes concentrations
en ChloRut. Toutefois, le comportement des modéles est trés mal reproduit (r* < 0,5). La

représentation classique des courbes de suivi de croissance tumorale illustre trés bien ce

comportement proche entre les différentes conditions (Figure 26).
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Figure 29 : Suivi post-PDT de la croissance tumorale pour chaque condition d’irradiation avec
ChloRut. Volume tumoral (mm”) en fonction du nombre de jours post-irradiation. N = 10 souris pour
la condition 13, n = 3 souris pour les autres conditions.

La variabilité en terme d’efficacité entre les 17 conditions de traitement testées est tres
faible. Il faut donc rester prudent sur les conclusions issues de cette analyse. Le tableau de
significativité des coefficients des différents facteurs et leurs interactions (Tableau XI) montre
cependant une influence significative de la concentration (p = 0,01). Sa valeur positive sous-
entend qu’une augmentation du retard de croissance (diminution de I’'IDGR) pourrait étre
obtenue avec une augmentation supplémentaire de la concentration de ChloRut. Les autres
parametres fluence et IDL ne dénotent aucune influence sur la réponse tumorale post-PDT.

Pour tester 1’efficacité du composé ChloRut en PDT, nous avons donc fix¢ la fluence a
100 J/em® et 'IDL & 72 heures. L’irradiance a été maintenue a 80 mW/cm® Suite aux
résultats obtenus via de plan exploratoire, la concentration en ChloRut a été augmentée a 4

pmol/kg.
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2. Efficacité anti-tumorale du composé ChloRut avec les conditions

optimales de traitement

a. Matériel et méthodes

e Animaux et modele tumoral

Les animaux et le modéle tumoral utilisés ici restent les mémes que précédemment

(Conf. PARTIE III, II. 2.).

e Traitement par PDT des tumeurs

Le protocole de traitement photodynamique est identique a celui utilisé précédemment

(Conf. PARTIE III, II. 2.).

e Biodistribution tumorale par spectrofluorimétrie fibrée

Les composés ChloRut et Chlo ont été injectés a la concentration de 1,75 pmol/kg par
voie 1.v. chez la souris nude xénogreffée en ectopique avec des cellules KB. Durant les
mesures, la fibre optique a été maintenue en contact direct avec la peau de la souris, au niveau
de la tumeur. Les mesures ont été réalisées 3, 24, 48, 96 heures et 1 semaine apres I’injection
des composés. La fluorescence a été mesurée avec un spectrofluorimeétre fibré construit au
laboratoire. La tumeur a été excitée par un laser (Laser 2000, Acxc 410 nm, AX 3 nm) a une
puissance en sortie de fibre de 300 mW. La fibre optique est composée de 3 fibres : une pour
I’excitation (coeur de 550 um), une pour collecter la fluorescence émise par les
photosensibilisateurs (coeur de 200 pm) et une pour collecter la réctrodiffusion. L’émission de
fluorescence est filtrée par un filtre a 500 nm. Le spectrofluorimetre (USB 2000-Ocean
Optics) était connecté a un ordinateur avec un logiciel dédié a I’appareil. Pour évaluer les
variations de mesure, 3 spectres ont été enregistrés par site avec un temps d’accumulation de
0,5 a 1 seconde. Ces spectres ont ensuite €t¢é moyennés. Des spectres ont également été
mesurés sur la patte contro-latérale saine et ont été¢ déduits des valeurs obtenues pour les
tumeurs. L’erreur standard (S.E.) a été calculée pour les variations intra-tissulaires. 3 animaux

par condition ont été testés.
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e Localisation cellulaire in vitro par microscopie confocale

La localisation intracellulaire de ChloRut et Chlo a été étudiée avec un microscope
confocal a laser Leica SP2-AOBS (Leica Microsystems, Wetzla, Germany) équipé¢ d’un
objectif x63 a immersion dans I’eau, a ouverture numérique de 1,2. Les organites cellulaires
ont ét¢ marqués avec des marqueurs fluorescents spécifiques: LysoTracker (NUMBER,
Invitrogen, Saint Aubin, France) a 0,2 uM pour les lysosomes, MitoTracker (NUMBER,
Invitrogen) a 0,5 uM pour les mitochondries et DiOCq (3,3’°-dihexyloxacarbocyanine iodide,
NUMBER, Invitrogen) a lug/ml pour le réticulum endoplasmique. Le marquage des
organites a été précédemment décrit [181]. Apres 48h de croissance sur une lame Labteck-II
(Dutscher, Brumath, France), les cellules KB ont été incubées 24h avec 10 uM de ChloRut ou
Chlo, puis rincées 3 fois au PBS. Les cellules ont ensuite été incubées avec les différents
marqueurs d’organite a la concentration et au temps d’incubation qui leur sont propres. Puis
les cellules ont été rincées 3 fois au PBS. Les photosensibilisateurs et les marqueurs
d’organite ont été excités avec le laser a la longueur d’onde de 488 nm. L’émission de la
fluorescence des photosensibilisateurs a été récupérée dans la bande passante 630-670 nm. La
fluorescence des marqueurs d’organite a été récupérée dans la bande passante 505-545 nm.
Un pinhole de 60,85 pm a été utilisé et les images ont été enregistrées avec 1024 x 1024
pixels. Les mesures de fluorescence des photosensibilisateurs et des marqueurs ont été
réalisées en mode séquentiel.

L’analyse des images de fluorescence a permis le calcul du coefficient de Pearson.
e Analyse statistique

L’analyse statistique a été réalisée en appliquant le Log-rank test, a 1’aide du logiciel

StatView" (SAS Institute Inc, Cary, NC, USA).
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b. Résultats et discussion

e Biodistribution in vivo

L’étude de biodistribution par spectrofluorimétrie fibrée a permis de comparer la
distribution tumorale des composés ChloRut et Chlo par détection de fluorescence au niveau
de la tumeur. Les composés ont été injectés par voie i.v. a la concentration de 1,75 pmol/kg.
L’intensité médiane de fluorescence du composé Chlo dans la tumeur augmente jusqu’a une
semaine post-injection (Figure 30). En revanche, cette intensité médiane de fluorescence dans

la tumeur atteint un maximum a 96h pour le composé ChloRut.
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Figure 30 : Cinétique de I’intensité de fluorescence centrée réduite des composés Chlo (a
gauche) et ChloRut (a droite) injectés chez la souris nude par voie i.v. a la dose de 1,75
umol/kg. N = 3 souris.

La dispersition des résultats pour le conjugué est importante et, ce quelque soit le délai
post-injection, ne permet pas d’observer une significativité¢ d’accumulation entre les différents
temps. Cependant, nous pouvons noter une phase d’élimination donc de clairance tumorale
des 1 semaine pour le conjugué par comparaison a la chlorine dont le taux de fluorescence
continue a augmenter 1 semaine post-injetion. Des résultats comparables ont été observés
avec les conjugués Rutl et Rut4 [4]. La fixation du ruthénium aux transferrines plasmatiques
et son transport vers les cellules tumorales pourrait influencer 1’accumulation rapide du

composé ChloRut dans le tissu tumoral [221-223].
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e Localisation subcellulaire des composés ChloRut et Chlo

Nous avons comparé la localisation cellulaire des composés Chlo et ChloRut dans les
cellules KB en culture. La colocalisation avec les marqueurs des organites lysosomes,
mitochondries et réticulum endoplasmique a été étudiée. Les composés Chlo et ChloRut ne
présente pas de profil distinct de localisation au niveau des lysosomes et des mitochondries
(Figure 31 A), en revanche, au niveau du réticulum endoplasmique, le composé ChloRut est

deux fois plus concentré que le composé Chlo (Figure 31 B et figure 32).
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Figure 31 : Etude comparative de la localisation intracellulaire des composés Chlo et ChloRut au
niveau des lysosomes (lyso, A), des mitochondries (mito, A) et du réticulum endoplasmique (reti, B).
Ces boites a moustache représentent le coefficient de Pearson pour chaque condition. Les cellules KB
ont été mises en contact 24h avec 10 uM de composé Chlo ou ChloRut. Aexc = 488 nm, Aem
photosensibilisateurs = 030-670 NM, Aem grganites = 505-545 nm. Objectif x63. Image de 1024 x 1024 pixels.
Pinhole de 60,85 um.
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Figure 32 : Image de micorscopie confocale évaluant la colocalisation cellulaire des composés Chlo et
ChloRut (bleu) au niveau du réticulum-endoplasmique en utilisant un marqueur d’organite (rouge). La
colocalisation des composés dans 1’organite se caractérise par une fluorescence violette. Cellules KB
incubées 24h avec 10 uM de Chlo (A) et de ChloRut (B). Aexc = 488 nm, Aem ppotosensibilisateurs = 030-
670 nm, Aem ,¢gicutum-endoplasmique = 905-545 nm. Objectif x63. Image de 1024 x 1024 pixels. Pinhole
de 60,85 um.
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e Efficacité du composé ChloRut

Nous avons étudié 1’efficacité anti-tumorale du composé ChloRut en PDT avec les
conditions extraites (fluence de 100J/cm?, irradiance de 80 mW/cm?, IDL de 72h et
concentration en ChloRut de 4 pmol/kg) par comparaison a la chlorine seule (Chlo), au
ruthénium seul [Ru(n®p-Pr'C¢HsMe)Cly(pyridine), nommé Rut] et au groupe témoin sans

traitement (Figure 33).
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Figure 33 : Représentation de Kaplan-Meyer évaluant I’efficacité anti-tumorale du composé ChloRut
dans les conditions de traitement retenues du plan d’expérience et des approches expérimentales
exploratoires précédentes (IDL 72h, fluence de 100 J/cm?, irradiance de 80 mW/cm®, concentration en
ChloRut de 4 pmol/kg). Quatre groupes sont représentés : ChloRut (n = 13 souris), Chlo (n = 11
souris), Rut pour ruthénium (n = 11 souris), Témoin (n = 5 souris). Les valeurs de p de chaque groupe
sont calculées par comparaison au groupe témoin.

Pour comparer ’efficacité de la PDT avec ChloRut a celle de la PDT avec Chlo ou
Rut, nous avons tracé les courbes de survie de Kaplan-Meier (Figure 33) en utilisant, comme
parametre de fin d’étude, le temps nécessaire pour que le volume tumoral soit multiplié par 10
par rapport au volume tumoral au moment du traitement. Les analyses statistiques ont montré
un retard de croissance tumorale statistiquement significatif des groupes traités avec les
composés ChloRut, Chlo et Rut (p = 0,0113; 0,0352 et 0,051 ; respectivement) par
comparaison au groupe témoin sans traitement. La localisation intracellulaire du composé
ChloRut a démontré un tropisme particulier pour le réticulum endoplasmique. Or un stress
oxydatif au niveau de cet organite joue un role dans I’induction de I’apoptose et la

cytotoxicité des agents alkylants a base de métal [31, 34, 35, 187].
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IV. Synthése générale et perspectives

En cancérologie, dans le cas de bithérapie, la PDT peut-étre associée a d’autres
stratégies thérapeutiques et apparaitre complémentaire (e.g. durant la chirurgie sur les berges
d’exérese) pour améliorer 1’éradication tumorale et I’efficacité du traitement. Néanmoins, un
des facteurs limitant bien connu de ce traitement demeure la faible pénétration de la lumicre
dans les tissus. Méme si de nouvelles stratégies de photo-activation sont étudiées (e.g.
excitation en bi-photons, up-conversion), les approches expérimentales sont souvent
restreintes a I’in vitro [204, 224-226].

En couplant une molécule photo-activale avec un agent alkylant, nous avons envisagé
de combiner D’action cytotoxique du ruthénium a I’efficacité photodynamique de la
porphyrine ou de la chlorine. En effet, les divers complexes de ruthénium s’affichent
actuellement comme des molécules d’intérét thérapeutique potentielles en oncologie. Les
molécules NAMI-A et KP1019 ont d’ailleurs réussi avec succés 1’étude clinique de phase I
[227-229]. KP1019 présente une activité anti-néoplasique élevée in vivo, tandis que NAMI-A
présente un intérét dans I’inhibition des métastases et de I’angiogenése [230-233]. Dans le
cadre d’une approche par chimiothérapie, d’autres complexes de ruthénium sont en voie de
développement [234-236].

De fagon générale, les complexes de ruthénium affichent les mémes propriétés anti-
tumorales que le premier agent alkylant a base de métal largement utilis€ en oncologie : le
cisplatine. Ces complexes sont trés connus pour leur activité nucléasique (ils coupent I’ADN)
in vitro. Mais leur mode d’action est trés diversifié [237, 238]. Certains d’entre eux
interagissent avec I’ADN, et particuliérement la guanine, et provoquent son photoclivage ou
la formation de photoadduits [239-242].

L’avantage de I'utilisation des complexes de ruthénium, décrit dans la littérature et
¢tayé dans notre revue Ruthenium : potential interest in targeting strategies for photodynamic
therapy, repose sur des effets secondaires moindres comparés a ceux du cisplatine du fait
notamment de leur sélectivité tumorale élevée. En effet, le ruthénium a la capacité a se lier
aux transferrines plasmatiques au niveau de leur site de liaison au fer [222, 223]. Les cellules
tumorales surexpriment le récepteur a la transferrine pour augmenter leur apport en fer
nécessaire a leur croissance rapide et anarchique. Les complexes de Ru(Ill), transportés par
les transferrines jusqu’aux cellules tumorales, sont spécifiquement activés dans le cytoplasme

hypoxique des cellules tumorales, par réduction en Ru(Il) hautement réactif avec les
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biomolécules et les membranes plasmiques [237, 243, 244]. Le ciblage nucléaire de certains
complexes de ruthénium a été décrit dans la littérature, méme si le taux d’incorporation
nucléaire de ces complexes demeure trés faible (< 1%) [245, 246]. Enfin, 1’état triplet
transitoire "MCLT des complexes Ru(Il)polypyridyl aprés leur irradiation 4 450 nm permet le
transfert de charge du métal vers les ligands, alors capables de produire de 'O, a partir 4’0,

[202, 203, 247].

Les complexes porphyrine-1 aréne Ru (Rutl) et porphyrine-4 arénes Ru (Rut4) étudiés
dans ce travail de these, ont été synthétisés, caractérisés chimiquement et évalués pour leur
efficacité photodynamique in vitro par 1’équipe du Dr Bruno Therrien a I’Université de
Neuchatel [206, 207]. Ces complexes, a la concentration de 5 uM, se sont révélés
phototoxiques (DLsy < 0,5 J/em” pour Rut4 et 2,5 J/cm® pour Rutl) aprés 24h de contact avec
les cellules de mélanome humain Me300 et une irradiation a 652 nm, a 20 mW/cm® [207].
D’autre part, il a été¢ démontré que le nombre d’aréne ruthénium et leur position sur les cycles
pyridyl influencaient 1’efficacité in vitro de ces composés. Ces résultats prometteurs nous ont
conduits et encouragés a I’évaluation pré-clinique in vivo de leur efficacité en PDT [4]. Ainsi,
les composés Rutl et Rut4 ont donc été sélectionnés. Un premier plan de « screening » a
permis de sélectionner le composé Rut4 comme le conjugué le plus efficace en PDT avec une
irradiation a 514 nm. Un IDL d’au moins 24h et une faible irradiance ont ¢été¢ définis comme
des facteurs influents. Les conditions optimales d’irradiation du composé Rut4 ont ensuite été
évaluées et testées par un plan d’expérience utilisant un modele quadratique, révélant 1’effet
synergique entre une concentration élevée en Rut4 et une fluence faible. Pour améliorer la
pénétration de la lumiere dans les tissus, la chlorine a été substituée a la porphyrine dans le
conjugué couplé a 4 arénes Ru (ChloRut). Le rendement quantique de formation d’'0, de ce
conjugué s’est révélé aussi bon que celui du composé Rut4, et le composé ChloRut a montré
sont efficacité in vivo pour la PDT. Les cinétiques de biodistribution comparative entre
ChloRut et chlorine seule par spectrofluorimétrie fibrée, ont démontré une accumulation
tumorale plus rapide du conjugué. D’autre part, nous avons €galement mis en évidence une
colocalisation du conjugué ChloRut pour le réticulum endoplasmique contrairement a la

chlorine seule.

Néanmoins, dans [’objectif d’approfondir I'impact de I'IDL sur D’efficacité de
traitement, il serait tres pertinent d’évaluer la localisation tissulaire versus vasculaire en intra-

tumoral de ce conjugué car les taux plasmatiques circulants mesurés pour le Rut4 au temps
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court post-injection étaient plus de 3 fois plus €lévés que dans le tissu tumoral. De plus, la
pharmacocinétique réalisée sur Rut4 a montré la capture importante du composé par les
organes du SRE et la peau, traduisant son manque de sélectivité¢ tumorale. Dans le but
d’améliorer cette sélectivité tumorale et de réduire leur reconnaissance par le SRE, nous
pourrions envisager de vectoriser nos conjugués dans une nanoparticule non biodégradable,
fonctionnalisée par des molécules d’adressage, déja étudiées par notre groupe [108, 110].

Enfin, les études de biodistribution de ChloRut par spectrofluorimétrie fibrée ont
démontré la présence de chlorine dans la tumeur, et les études de pharmacocinétique
classiques ont, quant a elles, montré la présence de ruthénium dans la tumeur. Méme si nous
pouvons émettre le postulat d’une corrélation de la localisation tumorale de ces deux
composés, nous ne pouvons certifier de leur stabilité in vivo. Il serait alors nécessaire
d’évaluer la stabilité in vivo du composé ChloRut.

L’application d’une irradiation fractionnée en PDT permet la réoxygénation des tissus
pour une production d’'O, améliorée [248]. Comme nous avons démontré I’intérét d’utiliser
une faible irradiance, 1’approche traitement en temps-réel par suivi du photoblanchiement
représente une perspective de premier plan.

Méme si notre compos¢ ChloRut a montré son intérét dans le cadre de notre stratégie,
il serait intéressant de modifier le complexe de ruthénium utilisé dans nos composés par
d’autres complexes trés producteurs d’'O,, tels que le Ru(bipyridyl); dont le rendement

quantique de formation d’'0, s’éléve a 0,86 dans le méthanol [202].
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Amélioration de Pefficacité en thérapie photodynamique par couplage du
photosensibilisateur a des molécules actives

Pour améliorer la sélectivité cellulaire tumorale et/ou I’efficacité anti-tumorale de la thérapie
photodynamique (PDT), des molécules actives (peptides, pseudopeptides, agent alkylant) ont été conjuguces a la
molécule photo-activable.

Dans une 1% partie, 1’effet vasculaire de la PDT a été favorisé par le ciblage de la vascularisation
tumorale de phénotype angiogénique. Un photosensibilisateur de type chlorine a été couplé a un peptide ligand
de neuropiline-1 (NRP-1) et a montré son efficacité anti-tumorale in vitro et in vivo en PDT. Cependant, la partie
peptidique s’est avérée instable in vivo. Des pseudopeptides modifiés au niveau du site de clivage du peptide
initial ont été synthétisés et testés in vitro, conjugués ou non a la chlorine. L’incorporation cellulaire de la
chlorine a été améliorée aprés son couplage aux pseudopeptides. Une technique d’ARN interférence, visant a
éteindre 1’expression de NRP-1 dans les cellules MDA-MB-231, surexprimant NRP-1, a mis en évidence
I’incorporation cellulaire récepteur-dépendante des conjugués et leur sélectivité cellulaire. Les pseudopeptides et
conjugugs se sont révélés affins pour NRP-1 et plus stables in vivo. ‘

Le ruthénium (Ru) s’affiche comme une molécule d’intérét thérapeutique en oncologie. Dans une 2°™
partie, nous avons appréhendé I’intérét in vivo de coupler cet agent alkylant a des photosensibilisateurs de type
porphyrine et chlorine. Les études d’efficacité in vivo sur un modele de souris nude xénogreffées en ectopique
avec des cellules de carcinome oral humain KB, ont ét¢ menées par une méthodologie de plans d’expérience.
Deux conjugués [Ru(n’-p-Pr'C¢H Me)(5-(3-pyridyl)-10,15,20-triphenylporphyrin)Cl,, ou Rutl, et Ruy(n’-p-
Pr'CsHyMe)4(5,10,15,20-tetra(3-pyridyl)porphyrin)Cls, ou Rut4] efficaces in vitro ont été comparés in vivo. Le
composé Rut4 est apparu comme le plus efficace. Des études de biodistribution par spectrofluorimétrie fibrée et
de pharmacocinétique classique ont montré un intervalle drogue-lumiére optimal de 24h. Néanmoins, malgré
I’optimisation des modalités thérapeutiques, le couplage du Ru avec une molécule photo-activable (porphyrine
ou chlorine) n’a pas conduit a une efficacité anti-tumorale significative in vivo.

Mots clef : Thérapie photodynamique; ciblage ; neuropiline-1; ruthénium; planification d’expérience in vivo.

Photodynamic therapy efficiency improvement by coupling the photosensitizer with
active molecules

To improve tumor cells selectivity and/or photodynamic therapy (PDT) anti-tumor efficiency, active
molecules (peptides, pseudopeptides, alkylating agents) have been conjugated to the photo-activable molecule.

In a first part, vascular effect of PDT has been promoted by targeting the tumor vasculature with
angiogenic phenotype. A chlorine-type photosensitizer have been coupled to a neuropilin-1 (NRP-1)-targeting
peptide and has shown its in vitro and in vivo anti-tumor efficiency for PDT. However, the peptidic sequence has
been degraded in vivo. Clivage site-modified pseudopeptides have been synthesized and tested in vitro,
conjugated to TPC or not. Chlorine cellular uptake has been improved after coupling with pseudopeptides. A
technique of RNA interference-mediated silencing of NRP-1 in MDA-MB-231, over-expressing NRP-1, has
highlighted the receptor-dependent uptake of the conjugates and their cellular selectivity. Pseudopeptides and
conjugates have shown their NRP-1 affinity and their in vivo stability.

Ruthenium (Ru) is considered as an interest therapeutic molecule in oncology. In a second part, we
have studied the in vivo interest of coupling an alkylating agent with porphyrine and chlorine-type
photosensitizers. The in vivo efficiency studies on nude mice xenografted ectopically with KB cells have been
carried using experimental design approach. Two in vitro efficient conjugates [Ru(n’-p-Pr'C¢H,Me)(5-(3-
pyridyl)-10,15,20-triphenylporphyrin)Cl,, or Rutl, and Ru4(r|6—p—Pr‘C6H4Me)4(5 ,10,15,20-tetra(3-
pyridyl)porphyrin)Clg, or Rut4] have been compared in vivo. Rut4 conjugate has appeared to be more efficient
than Rutl. Biodistribution studies using fiber spectrofluorimeter and classic pharmacokinetic studies have shown
an optimal drug-light interval of 24h. However, after PDT parameters optimization, the Ru coupling with a
photo-activable molecule (porphyrin or chlorine) hasn’t shown any significant in vivo anti-tumor efficiency.

Keywords: Photodynamic therapy; vascular targeting; neuropilin-1; ruthenium; in vivo experimental planning.
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