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Résumeé

Les dérivés de porphyrines sont des macrocycles tétrapyrroliques
impligués dans de nombreux processus d’oxydoréduction. Ces composés
conduisent a de nombreuses applications, dont la Thérapie Photodynamique
(PDT), qui est une photochimiothérapie de certains cancers. Cette technique est
basée sur l'utilisation de photosensibilisants rendus cytotoxiques par traitement
lumineux en présence d’oxygene et connait un développement constant depuis
les travaux de Dougherty dans les années 1970. Actuellement utilisés en
clinique, il existe deux générations de dérivés de porphyrines anti-cancéreuses.
La 1°® génération, bien que relativement efficace, est actuellement remplacée
par des composés de 2°™ génération, plus actifs et entrainant moins d’effets
secondaires.

De nombreuses équipes dans le monde cherchent a synthétiser des
composés capables de reconnaitre spécifiguement et directement (par
adressage) ou indirectement (par vectorisation ou adressage) les cellules
cancéreuses. Ces composés sont dits de 3°™ génération. Nous avons orienté le
travail vers la synthése et I’évaluation biologique de composés tétrapyrroliques
associés a des agents de transport et/ou de reconnaissance tels que les sucres
ou certaines séquences peptidiques de type Arginine-Glycine-Aspartate (RGD).
Outre la modification des caractéristiques physico-chimiques du macrocycle initial
(amélioration de la solubilité, amphiphilie), ces motifs permettent une
reconnaissance spécifique des cellules cancéreuses, via les lectines pour les

motifs de type sucre et via les intégrines pour les motifs de type RGD.

Nous avons synthétisé des tétraphénylporphyrines glycosylées ou couplées
a des peptides et testé leurs propriétés physicochimiques. De plus, nous avons
mené une étude biologique in vitro de ces nouveaux photosensibilisants sur
plusieurs lignées cellulaires afin d’évaluer leur potentiel photocytotoxique. Dans
le cadre d'un programme européen Cost-Chemistry intitulé "New molecular
systems with therapeutic applications in photodynamic therapy of cancer and
microbial infections”, nous avons également étudié les propriétés photophysiques

de nombreux photosensibilisants synthétisés par une équipe roumaine.

Mots clefs : chlorines, in vitro, PDT, porphyrines, ciblage, synthése chimique
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Summary

Derived of porphyrins are tetrapyrrolic macrocycles involved in several
redox processes. These compounds are used for different biological applications,
like photodynamic therapy (PDT). PDT is a promising treatment of oncological
diseases, upon photo-activation with visible light and molecular oxygen which
became popular in the seventies with the first results on Photofrin® published by
Dougherty. Due to their poor efficacy these first generation compounds were
replaced by compounds of 2" generation, more effective and involving less side
effects.

Many teams in the world seek to synthesize compounds able to directly
recognize specifically and (by targeting) or indirectly (by vectorization) cancer
cells. These compounds are known as of 3™ generation. We are involved in the
synthesis and the biological evaluation of tetrapyrrolic compounds associated to
recognition and/or transport agents such as sugars or RGD-like peptide
sequences. In addition to the modification of the physicochemical characteristics
of the initial macrocycle (improvement of solubility, amphiphilicity) these
moieties allow a specific recognition of the cancerous cells, via the lectins for the
sugar moieties and via the integrins for the RGD type moieties. We synthesized
glycosylated tetraphenylporphyrins or coupled to peptides and tested their
physicochemical properties. Moreover, we undertook an in vitro biological study
of these new photosensitizers on several cell lines in order to evaluate their
therapeutic potential.

Within the framework of an European Cost-Chemistry program entitled
"New molecular systems with therapeutic applications in photodynamic therapy
of cancer and microbial infections”, we also studied the photophysical properties

of many photosensitizers synthesized by a Rumanian team.

Keywords : chlorin, in vitro, PDT, porphyrins, targeting, chemical synthesis
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Glossaire

3D : 3 dimensions

5-ALA : Acide 5-amino-lévulinique

5-FU : 5-fluoro-uracile

e : Coefficient d’absorption molaire

®'0, : Rendement quantique de formation d’oxygéne singulet
T : Durée de vie de |'état triplet

A549 : Cellules d’adénocarcinome pulmonaire humain
ADN : Acide Désoxyribonucléique

AMM : Autorisation de Mise sur le Marché

Apaf-1 : Apoptosi protease activating factor-1

bcl-2 : B-cell leukemia/lymphoma 2

BPD-MA : Dérivé monoacide de la benzoporphyrine

C : Concentration

CCD : Charge Coupled Device

cdk : Kinases cycline-dépendantes

CIS : Conversion Intersysteme

DCC : Dicyclohexyl carbodiimide

DDQ : 2,3-dichloro-5,6-dicyano-1,4-benzoquinone
DLso : Dose de lumiére induisant 50% de mort cellulaire
DMLA : Dégénérescence maculaire liée a I'age

DMSO : Diméthyl sulfoxyde

DO : Densité Optique

EMT6 : Cellules issues de tumeurs mammaires murines
Erbb : avian erythroblastic leukemia oncogene

FDA : Food and Drugs Administration

FEP : Fluorescence en Excitation Pulsée

FGF : Fibroblast Growth Factor

Fmoc : Groupement N-(9-fluorényl)méthoxycarbonyl
HCCA : Acide a-cyano-4-hydroxycinnamique

HF : Acide fluorohydrique

HpD : Dérivé de I'hématoporphyrine

HT29 : Cellules issues d’adénocarcinome colique humain

HUVEC : Cellules endothéliales issues de la veine de cordon ombilical humain
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ICsp : Concentration induisant 50% d’inhibition

IR : Infra Rouge

IRM : Imagerie par Résonance Magnétique

KDR : Récepteur du VEGF

kq : Constante de quenching

L : Longueur

LDL : Low Density Lipoprotein

LIMBS : Ligand-Associated Metal Binding Site

Log : logarithme

MACE : Mono-L-aspartylchlorine e6

MALDI : Matrix Assisted Laser Desorption Ionization
MEC : Matrice extracellulaire

MIDAS : Metal Ion-Dependent Adhesion Site
m-THPBC : Méso-tétrahydroxyphénylbactériochlorine
m-THPC : Méso-tétrahydroxyphénylchlorine
m-THPP : Méta-tétra-(hydroxyphényl)porphyrine
Myc ou v-myc : Myelocytomatosis viral oncogene
N.A. : Non Applicable

N.D. : Non Déterminé

Nd-YAG : Neodymium-doped yttrium aluminium garnet
Npe6 : Mono-L-aspartylchlorine e6

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

OPO : Oscillateur Optique Paramétrique

OsO, : Tétraoxyde d’osmium

p53 : phosphoprotéine de poids moléculaire 53 kDa
Pc : Phtalocyanine

PDGF : Platelet-Derived Growth Factor

PDT : Thérapie Photodynamique

PEX : un sous-produit de la dégradation d’une métalloprotéinase
pH : potentiel hydrogene

PpIX : Protoporphyrine IX

Ppm : Partie par million

PS : Photosensibilisant

p-TPPS4 : para-tétra-(sulfonatophényl)porphyrine
RGD : H-Arg-Gly-Asp-OH
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RMN : Résonance Magnétique Nucléaire
ROS : Reactive Oxygen Species

t-Boc : Groupement t-butyloxycarbonyl
TFA : Acide trifluoroacétique

TMPP : Tétra-méthoxyphényl-porphyrine
TNFo : Tumor Necrosis Factor

TNP : Tétra-naphtalo-porphyrine

TPP : Tétraphénylporphyrine

UV : Ultra Violet

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor
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Introduction Générale

Les dérivés de porphyrines sont des macrocycles tétrapyrroliques qui
constituent une classe essentielle de composés biologiques, surtout de par leur
implication dans de nombreux processus d’oxydoréduction. Ces dérivés sont
responsables, par exemple, de la fixation de I'oxygéne sur I'hémoglobine des
érythrocytes et sur la myoglobine, présente majoritairement dans les muscles.
Une famille de dérivés de porphyrines, dont la plus connue est certainement la
chlorophylle, est responsable de la photosynthése et donc, indirectement, des

conditions aérobies qui prédominent sur la terre.

Ces composés conduisent a de nombreuses applications, telles que leur
utilisation comme catalyseurs régio-sélectifs en chromatographie (d’ailleurs, le
mot chromatographie a été inventé par Tswett lors de la premiére séparation de
pigments végétaux colorés, dont la chlorophylle) ou en tant qu’agent de photo-
décomposition de Il'eau. Un autre domaine d’application des macrocycles
tétrapyrroliques est la Thérapie Photodynamique (PDT), qui est une
photochimiothérapie de certains cancers. Cette technique est basée sur
I'utilisation de photosensibilisants rendus cytotoxiques par traitement lumineux
en présence d'oxygene et connait un développement constant depuis les travaux
de Dougherty dans les années 1970. A ce jour, elle est également utilisée pour
soigner la dégénérescence maculaire liée a l'age (DMLA) et les myopies
pathologiques. Des traitements fondés sur ce méme principe sont en cours de
développement concernant les caries dentaires, certaines affections bactériennes

cutanées, ou encore le traitement de maladies cardiovasculaires.

Actuellement, il existe deux générations de dérivés de porphyrines anti-
cancéreuses. La 1°® génération regroupe le dérivé de I'hématoporphyrine (HpD)
et le porfimer sodique connu sous |‘appellation de Photophrin® qui est un
mélange complexe et mal défini de porphyrines naturelles. Ce dernier a obtenu
I'autorisation de mise sur le marché (AMM) en 1996. Bien que relativement
efficaces, ces composés de 1° génération sont actuellement remplacés par des
composés de 2°™¢ génération, plus actifs, de composition chimique bien définie et
entrainant moins d’effets secondaires, permettant un essor remarquable de la
PDT dans de nombreuses applications. Parmi ces composés, on pourra citer la

méso-tétrahydroxyphénylchlorine  (m-THPC ou Foscan®) ou encore Ila
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vertéporfine (Visudyne®), qui est la forme monoacide de la benzoporphyrine. La
premiere est utilisée pour traiter des cancers de petite taille de I'cesophage, du
poumon et du larynx. La seconde est uniquement utilisée dans le cadre de la
DMLA.

Le nombre restreint de composés utilisés en clinique explique que de
nombreuses équipes dans le monde cherchent a synthétiser des composés de
3®me génération capables de reconnaitre spécifiquement et directement (par
adressage) ou indirectement (par vectorisation) les cellules cancéreuses. En
effet, il est généralement accepté que, pour étre efficaces, les nouveaux
composés doivent posséder des motifs de reconnaissances spécifiques du type
cellulaire ou tissulaire visé. L'avenir de la lutte contre le cancer, en général, et de
la PDT, en particulier, passe donc obligatoirement par |'utilisation de composés
variés et adaptés a chaque cancer, voire, a chaque patient. Dans cette optique,
nous avons orienté le travail vers la synthése et |’évaluation biologique de
composés tétrapyrroliques associés a des agents de transport et/ou de
reconnaissance tels que les sucres ou certaines séquences peptidiques de type
Arginine-Glycine-Aspartate (RGD). Outre la modification des caractéristiques
physico-chimiques du macrocycle initial (amélioration de la solubilité,
amphiphilie), ces motifs devraient permettre une reconnaissance spécifique des
cellules cancéreuses, via les lectines pour les motifs de type sucre et via les
intégrines pour les motifs de type RGD. En effet, les lectines et les intégrines o,f3
sont surexprimées, a la fois dans certaines lignées cancéreuses, mais aussi au
niveau des cellules endothéliales impliquées dans la néo-vascularisation

tumorale, ce qui pourrait permettre d’obtenir une synergie de traitement.

Ce travail pluridisciplinaire n’‘aurait pu étre effectué sans |'étroite
collaboration entre le Département de Chimie Physique des Réactions au sein de
I’Ecole Nationale Supérieure des Industries Chimiques et le laboratoire de
Photobiologie en cancérologie du Centre Alexis Vautrin. Nous avons, dans un
premier temps, étudié I'impact de la glucosylation de la tétraphénylporphyrine et
tétraphénylchlorine sur leurs propriétés physico-chimiques et biologiques en
considérant la lignée cellulaire HT29 (lignée de carcinome colique humain). Dans
un deuxieme temps, et grace a l'expérience acquise, nous avons synthétisé des

tétraphénylchlorines couplées a des peptides contenant le motif RGD et, d’'une

10
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part, testé leurs propriétés physico-chimiques et d’autre part, mené une étude
biologique in vitro de ces nouveaux photosensibilisants en prenant deux lignées
cellulaires : Les cellules endothéliales de la veine ombilicale humaine (HUVEC)
qui surexprime les intégrines reconnaissant le motif RGD et la lignée EMT6, qui
n‘exprime pas ces intégrines afin d’évaluer un possible effet vasculaire de ces

photosensibilisants.

Par le fait que notre étude est associée a un programme européen Cost-
Chemistry intitulé “"New molecular systems with therapeutic applications in
photodynamic therapy of cancer and microbial infections”, nous avons étudié les
propriétés photophysiques de nombreux photosensibilisants synthétisés par
I’équipe roumaine du Dr R.M. Ion (en charge du programme), |'étude a été
effectuée a I'Université d’Amsterdam dans le cadre d'un échange Européen Marie

Curie.

11
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1 Le cancer

1.1 Introduction

Le cancer est une maladie caractérisée par la prolifération anormale et
anarchique des cellules d’un tissu ou d’un organe. En évoluant, ces cellules
acquierent généralement un pouvoir d’envahissement loco-régional, puis la
capacité de former des métastases a distance du foyer primaire, en utilisant les
systemes vasculaires et lymphatiques. On parle dans ce cas de tumeurs
malignes, par opposition aux tumeurs bénignes qui n’envahissent pas les tissus
voisins. Ce type de maladie a été relaté dans les premiers recueils médicaux
égyptiens, mésopotamiens ou encore indiens datant du troisieme millénaire
avant la naissance du Christ. Le terme « carcinos » a été utilisé pour la premiere

fois au 4°™ siécle avant notre ére par Hyppocrate [

De nos jours, la
cancérologie concentre son action sur deux fronts : le diagnostic précoce des
tumeurs et le développement de nouveaux traitements ciblés. En effet, le
diagnostic précoce permet ensuite de traiter efficacement les tumeurs, avec des
chances de guérison plus grandes. La mise au point de traitements ciblés
agissant spécifiquement au niveau des cellules tumorales pourrait augmenter

I'efficacité thérapeutique et la tolérance des médicaments actuels.

1.2 Données épidémiologiques

L'organisation mondiale de la santé (OMS) estime qu’il y a 10 millions de
nouveaux cas de cancer dans le monde chaque année et que 6 millions de
personnes en meurent. Des atteintes tres différentes sont observées selon le
sexe. Les hommes sont particulierement touchés par les cancers du poumon, de
la prostate, de I'estomac, suivis par le cancer du colon et du rectum, du foie, de
I';esophage et de la vessie (Figure 1). Les femmes, quant a elles, sont
essentiellement touchées par le cancer du sein et de I'utérus, suivis par ceux du
colon et du rectum, du poumon et de I'estomac (Figure 2) ?!, En France, les
études épidémiologiques dénombrent 150 000 déces par an pour 280 000
nouveaux cas (Figure 3) 31, De fait, le cancer apparait comme la premiére cause
de déces chez les hommes et la deuxiéme cause chez les femmes, juste derriere
les maladies cardio-vasculaires. On peut également noter I'augmentation rapide

de certains cancers, tels que les mélanomes, depuis 20 ans (Figure 4).

13
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[INCIDENCE_______ MORTALITE

Nombre de cas
Lévre, Bouche, Pharynx 12 950 [ 4341
(Esophage 4040 | | 3724
Estomac 4520 ] | 3131
Colon-Rectum oasr | | 8505
Foie 5014 N 6287
Pancréas 2701 | | 3728
Larynx 3865 ] ] 1968
Poumon B 22649
Mésothéliome 671 ] ] 852
Mélanome de la peau 3066 mi 704
Prostate | I 10004
Vessie ssss ([ B 3451
Rein 5306 1 2329
Systéme nerveux central 2697 ] ] 1724
Thyraide 821 ] 148
Lymph. malin non hodgk. 5527 N 2664
Maladie de Hodgkin 736 ] 131
Myélome multiple 1942 . I 1110
Leucémies 3609 |1 | 2548
Leucémies aigués 1408 [ ]| 1169
Leuc. lymph. chroniques 1160 ni 635
Total localisations 151 951 81802
Autres localisations 9074 10 509
Total cancers 161 025 92 31

Figure 1 : Incidence et taux de mortalité des différents types de cancer en

France chez I'homme en 2000 3

[INCIDENCE__________| MORTALITE

Nombre de cas
Lévre, Bouche, Pharynx 2398 | || 749
CEsophage 928 (1] Ti0
Estomac 2606 [ 1] 1938
Colon-Rectum [ 7468
Foie 962 in 1563
Pancréas 2186 B 3453
Larynx 361 1 166
Poumon 4501 [ N 4515
Mésothéliome 200 1 305
Mélanome de la peau 4165 I 660
Sein [ | 11637
Col de l'utérus 3387 | 1] 1004
Corps de |'utérus 5064 - . 1809
Ovaire asse [ 3508
Vessie 1785 [ 1] 1107
Rein 2987 [ 1] 1278
Systéme nerveux central 2602 [ 1] 1444
Thyroide 2890 - I 283
Lymph. malin non hodgk. 4381 [ B 2579
Maladie de Hodgkin 631 1l 89
Myélome multiple 1645 [ 1] 1144
Leucémies 2634 HBE 2147
Leucémies aigués 1183 l I 1062
Leuc. lymph. chroniques 1011 [ | 477
Total localisations 111756 51095
Autres localisations 5472 6639
Total cancers 117228 57 734

Figure 2 : Incidence et taux de mortalité des différents types de cancer en

France chez la femme en 2000 3
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[INCIDENCE _____________| MORTALITE

Nombre de cas
Lévre, Bouche, Pharynx 15 s8¢ [ 5 080
(Esophage 4968 | 1 | 4434
Estomac 7126 | 1 | 5069
Golon-Fectur T A 15973
Fole 5976 I 7 850
Pancréas 4887 I 7181
Larynx 4226 [ ] ] 2134
Poumon ] 27 164
Mésothéliome 871 (1] 1157
Mélanome de la peau 7231 I B 1364
Sein I—— 11637
Gol de l'utérus 3387 [ 1] 1004
Corps de I'utérus 5064 ] 1809
Ovaire 4 488 | 1 | 3508
prostate [T I DN 10004
Vessie 10771 T 4558
Rein 8203 [ T 1 3607
Systéme nerveux central 5299 “ - 3168
Thyrolde 3711 [ ] 431
Lymph. malin non hodgk. 9908 N 5243
Maladie de Hodgkin 1367 [ 1 220
Myélome multiple 3587 [ 1] 2254
Leucémies 6243 [ T ] 4695
Leucémies algués 25M . . 223
Leuc. lymph. chroniques 2171 . I 1112
Total localisations 263 707 132 897
Autres localisations 14 546 17 148
Total cancers 278 253 150 045

Figure 3 : Incidence et taux de mortalité globaux en France des différents types
de cancer en 2000 [
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Figure 4 : Evolution de l'incidence et de la mortalité des mélanomes en France
depuis 1980 P!
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1.3 La cancerogenese

Les cellules cancéreuses échappent aux mécanismes normaux de

différenciation et de régulation de la prolifération, tout en acquérant un pouvoir

de migration et d’envahissement des tissus sains. On peut distinguer trois phases

dans le processus de cancérogenése :

La transformation maligne d’une cellule saine et sa prolifération
(carcinogenese).
L’angiogenése et I'extention loco-régionale.

L'invasion ganglionnaire puis métastatique.

La cancérogenese impligue en général plusieurs altérations génétiques,

principalement au niveau des génes de régulation du cycle cellulaire. Ceux-ci

peuvent se classer en deux grandes familles :

Les oncogénes : ils peuvent coder pour des facteurs de croissance ou leurs
récepteurs (erbb par exemple), des facteurs de transcription (myc), des
protéines inductrices de I'apoptose (bcl-2) ou encore des protéines kinases
(raf). Leur expression est dominante et ils entrainent la perte du contréle

du cycle cellulaire.
Les genes suppresseurs de tumeurs : le plus connu de ces génes est p53,
qui est altéré dans 50% des cancers. Une double mutation est

généralement nécessaire a la perte de ces genes protecteurs.

Les six propriétés universelles acquises par les tumeurs malignes ont été

décrites par Hanahan et Weinberg comme suit (Figure 5) )

Le développement d‘une boucle d‘auto-stimulation: la stimulation
autocrine des cellules malignes conduit a la génération de signaux de
croissance mitogenes. De plus, la surexpression des récepteurs des
facteurs de croissance ou leur activation constitutive induit une réponse a

des taux de facteurs de croissance trés faibles.
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- L’insensibilité aux inhibiteurs de croissance : l'inactivation des mécanismes
de controle du cycle cellulaire (p53, inhibiteurs de cdk) ou des récepteurs

des signaux anti-prolifératifs favorisent la prolifération cellulaire.

- L'invasion tumorale et les métastases : la modification ou la perte de
glycoprotéines a la surface des cellules tumorales permet a la tumeur de
se répandre au niveau ganglionnaire puis de métastaser. Les propriétés de
migration des cellules tumorales sont dues a la fois a une surexpression de
molécules d’adhésion a la matrice extracellulaire (e.g. les intégrines) et a
la perte de molécules d’adhésion intercellulaires comme les cadhérines.
L'envahissement de la membrane basale ainsi que la pénétration dans les
systemes circulatoire et lymphatique sont dus a la libération d’enzymes
protéolytiques telles que la collagénase et les métalloprotéases. Le
développement des métastases est généralement associé a un tres

mauvais pronostic vital.

- Leur potentiel de réplication illimité : les cellules tumorales échappent au

phénomene de sénescence par la dérépression du gene de la télomérase.

- L'induction de la néo-angiogenese, processus clé de la progression
tumorale. Lorsque les tumeurs dépassent 2 mm, les nutriments et
I'oxygéne ne peuvent plus parvenir au centre de la tumeur par simple
diffusion !®). La tumeur passe alors d’une phase de croissance avasculaire
a la phase angiogénique par libération de stimuli pro-angiogéniques. Les
cellules cancéreuses augmentent la production de facteurs de croissance
comme le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) et les FGF 1 et 2
(Fibroblast Growth Factor), tout en diminuant I'activité d’inhibiteurs
comme linterféron B. Cela conduit a la formation de ramifications
vasculaires qui soutiennent la croissance tumorale. La néo-angiogenése
est une cause fondamentale de la malignité des tumeurs et donc une cible
thérapeutique de choix. Cette stratégie sera développée dans le chapitre

dédié a la néo-angiogenese.

- L'évitement de |'apoptose : dans les cellules normales, les effecteurs

apoptotiques regoivent en permanence des signaux de vie ou de mort
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provenant de I'espace extracellulaire grace a des interactions
ligands/récepteurs. En inactivant les récepteurs induisant la mort cellulaire
ou en émettant des facteurs de survie de maniere autocrine, les cellules
tumorales échappent a I'apoptose. Au niveau intracellulaire, les protéines
de la famille de Bcl-2 activent ou inhibent |I'apoptose en cas de stress
oxydatif, de lésion de I’ADN et de bien d’autres déreglements. On observe

tres souvent une dérégulation de ces protéines dans les cellules tumorales.

Evading ! Insensitivity to
apoptosis anti-growth signals

Sustained Tissue invasion
angiogenesis & metastasis

Figure 5 : Les six propriétés universelles acquises par les tumeurs malignes selon

Hanahan et Weinberg ¥

1.4 Méthodes utilisées pour le diagnostic et le traitement des

cancers

1.4.1 Le diagnostic

Les techniques utilisées de nos jours sont majoritairement des techniques

d'imagerie, toujours appuyées par un examen anatomo-pathologique.

- La radiographie utilise les rayons X en présence ou non d’agents

contrastants.
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- La tomographie et le scanner sont de plus en plus utilisés afin

d’obtenir une image en 3D de la tumeur.

- L'échographie utilise la réflexion des ultrasons et est utilisée pour

I'exploration des organes profonds non creux.

- L'IRM (Imagerie par Résonance Magnétique) permet d’explorer les

organes mous riches en eau, comme le cerveau.

- La scintigraphie permet d’étudier des zones d’hyper- ou d’hypo-

fixation de substances radioactives injectées.

- Le Petscan (tomographie par émission de positons) est une
technique relativement récente permettant d’observer l'activité

métabolique tumorale via des métabolites radioactifs.

- L'endoscopie permet la visualisation de Iésions accessibles par une
fibre optique et le prélevement de biopsies. La recherche de
Iésions précoces peut étre effectuée grace a l'utilisation de sondes
fluorescentes, ce que l'on appelle le photodiagnostic, les biopsies

sont ensuite analysées en immunohistochimie.

1.4.2 Le traitement

De toutes les méthodes existantes, la plus ancienne est la chirurgie et
reste la plus efficace dans la majorité des cas. Toutefois, de meilleurs résultats

sont obtenus en y associant d’autres techniques.

1.4.2.1 La radiothérapie

La radiothérapie induit la mort des cellules tumorales a l'aide de
rayonnements ionisants qui entrainent des lésions de I’ADN. La source ionisante
peut étre externe ou interne. On parle alors de curiethérapie. Cette méthode est
surtout utilisée dans le cas de petites tumeurs et dans les cancers du sein, elle

limite l'irradiation des tissus environnants.
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1.4.2.2 La chimiothérapie

La chimiothérapie est basée sur |'utilisation de molécules capables de tuer
les cellules proliférantes. Les anti-métabolites, comme le 5-FU (5-fluoro-uracile),
inhibent la biosynthése des acides nucléiques en bloquant certaines étapes
essentielles. Les agents alkylants se lient par liaison covalente aux acides

nucléiques, inhibant la transcription et la division cellulaire.

Le plus connu des agents alkylants est le cis-platine. Les inhibiteurs de
topoisomérases, quant a eux, bloquent la fusion locale du double brin d’ADN lors
de la réplication et de la transcription. Les agents intercalants sont tous de la
famille des anthracyclines et leur structure plane permet une intercalation entre
les deux brins d’ADN. Les poisons du fuseau cellulaire, comme la vincristine,
inhibent la formation du fuseau mitotique et, donc, génent la répartition des

chromosomes dédoublés (Figure 6).

a) b)
MH-
I |
Fﬂ\NH
| An Cl——Pt——NH;
: |
Cl

Figure 6 : Structure des principales molécules utilisées en chimiothétapie :

Le 5-fluoro-uracile (a), le cis-platine (b), la vincristine (c)

Actuellement, les protocoles associent souvent différentes molécules afin
d’obtenir une additivité ou une synergie des effets. Malheureusement, ces
traitements sont peu sélectifs et I'on observe de nombreux et effets secondaires
tels que vomissements, douleurs intenses, perte des cheveux... Des phénomeénes
de résistance apparaissent également et limitent I'efficacité thérapeutique. Aussi,
de nombreux laboratoires travaillent actuellement a la mise au point de
composés ayant une activité ciblée. La lutte contre les cancers agressifs qui ont
la propriété de métastaser est également intense, de par le mauvais pronostic

vital de ces tumeurs.
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1.4.2.3 La thérapie photodynamique (PDT)

La thérapie photodynamique est une photochimiothérapie. Cette
technique, en plein essor, utilise une drogue, un photosensibilisant, qui va
induire un stress oxydatif |étal pour les cellules tumorales sous l'effet de
I'irradiation lumineuse. Elle ne posséde pas les inconvénients de la radiothérapie
(utilisation de radioisotopes) et de la chimiothérapie (manque de sélectivité), car
le traitement reste localisé. En revanche, le point faible de cette méthode, reste
I'utilisation de la lumiére et son faible degré de pénétration dans les tissus, ce qui
en limite I'application a des tumeurs de petite taille. Dans la partie suivante,

nous allons détailler cette technique.
2 La thérapie photodynamique

2.1 Principe de base

La PDT, encore appelée photochimiothérapie, est basée sur I'utilisation de
photosensibilisants, en général des dérivés de porphyrines, rendus cytotoxiques
par irradiation lumineuse en présence d’oxygene. Ces photosensibilisants ont
comme double spécificité de se fixer préférentiellement au niveau des tissus
néoplasiques et de n’étre toxiques qu’en présence de lumiere. Apres injection par
voie systémique et un délai allant de quelques minutes a plusieurs jours, les
photosensibilisants sont activés (passage a I’état triplet excité des molécules par
absorption photonique) !, généralement & l'aide d’un laser a une longueur
d'onde adéquate. Ils induisent des réactions oxydatives entrainant des
altérations cellulaires irréversibles au niveau des lipides membranaires, des
protéines ou encore des acides nucléiques induisant la mort cellulaire par nécrose

et/ou apoptose 7/ &,

2.2 Rappels historiques

Le peuple égyptien traitait, il y a plus de 3000 ans, des personnes
atteintes de vitiligo, une maladie de la peau, en appliquant des feuilles de persil
broyées sur la zone a traiter. Apreés exposition au soleil, ils obtenaient une
repigmentation de la zone traitée grace aux psoralénes présents dans cette

plante [,
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En 1900, Raab fut le premier a décrire |'effet photodynamique en
observant l'impact de I'exposition lumineuse sur des paramécies en présence
d’acridine orange [*%. Ce concept fut utilisé trois ans plus tard par son directeur
de thése, Tappeiner, qui traita des cancers de la peau a l'aide d’éosine et de
lumiére solaire M, Haussmann décrivit la premiére utilisation d’'un macrocycle
tétrapyrrolique, I'hématoporphyrine, en 1911 12!, Celui-ci démontra que le degré
de photosensibilisation de souris dépendait de la dose de photosensibilisant
administrée et de la dose de lumiére appliquée. En 1913, Meyer-Betz passa a
I’étude de ce composé sur I'homme, en s’injectant 200 mg d’hématoporphyrine
et en frélant la mort par cedéme 3, En 1924, Policard détecta une fluorescence
rouge lors de l'irradiation de tumeurs par une lampe ultraviolette et I'attribua a
I'accumulation de porphyrines endogénes dans les cellules cancéreuses [,
L'accumulation préférentielle de porphyrines dans les tumeurs fut décrite par
Auler et Banzer en 1942 sur un modéle tumoral de rat ', En 1948, Figge et
Weiland mirent en évidence I’émission de fluorescence de I’'hnématoporphyrine in
situ 1'%, Cette propriété fut utilisée treize ans plus tard, quand Lipson suggéra
d’utiliser un dérivé de I'hématoporphyrine (HpD) afin de détecter les tumeurs 71,
L'HpD est préparée en traitant I'hnématoporphyrine par un mélange d’acide

sulfurique et d’acide acétique, suivi d'une hydrolyse alcaline.

A partir des années 70, la thérapie photodynamique entre dans une
nouvelle ere, en prenant un réel essor, tant au niveau expérimental qu’au niveau
clinique. En effet, en 1975, Kelly et Snell traitent un carcinome de la vessie 8],
mais ce sont les travaux de Dougherty qui eurent le plus d'impact. En 1975, il
décrivit I'éradication totale de tumeurs mammaires murines % et, surtout, en
1978, la premiere série de patients traités par I'HpD a I'aide d’une lampe Xénon
[20] 1| utilisa ensuite une source laser, permettant une plus grande pénétration
de la lumiére dans les tissus et identifia également la fraction active de I'HpD en

1983 comme étant I'éther ou l'ester de dihématoporphyrine [,

La partie
« purifiée » de I'HpD est commercialisée sous le nom de Photofrin® et recoit
I'autorisation de mise sur le marché en 1996 en France, pour le traitement des
rechutes des cancers bronchiques et de |'cesophage. Depuis les années 70, la

thérapie photodynamique a été utilisée sur des milliers de patients et montre de
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bons résultats sur les tumeurs de petite taille de la peau, du poumon, de

I',esophage et de I'estomac.

Le nombre d’équipes scientifiques et de sociétés pharmaceutiques
développant de nouveaux photosensibilisants, ainsi que de nouvelles méthodes
d’irradiation ne cesse de croitre. Des sources lumineuses adaptées aux divers
usages cliniques et d'un colt réduit, en comparaison avec les sources lasers,
sont mises sur le marché. Conjointement, la recherche de photosensibilisants
d'une grande pureté, activés par la lumiere rouge, non toxiques a |'obscurité et
sélectifs, est tres dynamique et devrait apporter, d’ici quelques années, des

possibilités, jusqu’a présent inégalées, aux cliniciens et aux patients.

2.3 Meécanismes

La thérapie photodynamique ou photochimiothérapie est une technique a visée
thérapeutique originale. En effet, pour étre efficace, le traitement nécessite
I'action de trois agents : un photosensibilisant, la lumiere et l'oxygene. Le
photosensibilisant a la propriété de s’incorporer préférentiellement au niveau des
tissus cancéreux, en comparaison avec le tissu sain environnant. Ensuite, sous
I'action d’une lumiere de longueur d’onde appropriée, deux effets distincts sont

observés:

- Un effet thérapeutique : lorsque le photosensibilisant est incorporé dans
les cellules néoplasiques et activé par la lumiere, il peut engendrer des
réactions chimiques oxydatives qui vont conduire a la formation de
radicaux et d’espéces réactives de l'oxygene. Ces différentes espéces
entrainent des altérations cellulaires irréversibles, au niveau des
membranes, des acides nucléigues ou encore des protéines, ce qui conduit

a la nécrose du tissu.

- Un photodiagnostic : la majorité des photosensibilisants utilisés a la
propriété de fluorescer. Ainsi, |I'excitation d’un tissu, a priori sain, par une
lumiere de longueur d’onde appropriée, peut permettre de détecter les
zones de plus forte incorporation des photosensibilisants. Ces zones

peuvent étre des lésions cancéreuses ou pré-cancéreuses qui sont
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détectées avec une bonne sensibilité, parfois supérieure a d’autres

techniques.

L'utilisation de la Ilumiére comme source d’énergie en thérapie
photodynamique limite son application a des tumeurs de petite taille et
accessibles a la lumiere. Ce traitement nécessite également une infrastructure
médicale importante (source de lumiere, dosimétre, diffuseur) et est définie par
une posologie en photosensibilisant et par une fluence qui est I’énergie
lumineuse absorbée par une unité de surface du tissu. De plus, |'optimisation du
traitement nécessite une bonne compréhension des parameétres qui influent sur
le traitement tels que la température, la répartition du photosensibilisant (au
niveau tissulaire et intracellulaire), le pH ou encore le taux d’oxygene. Ces
parameétres vont dépendre de la nature des tissus visés et du photosensibilisant

utilisé par le clinicien.

2.3.1 Les processus photochimiques

Le photosensibilisant dans son état fondamental Sy passe au niveau excité
singulet S, par absorption d’'un photon d’énergie hv suffisante. En un temps trés
court, de 'ordre de 10™** secondes, il passe a I'état singulet S; par un processus
de conversion interne (relaxations électroniques et vibrationnelles
essentiellement).

Lorsque le photosensibilisant est a I'état S;, il peut revenir a I'état
fondamental Sy par émission de fluorescence, ou désactivation non radiative, ou
passer a |'état excité T; par conversion intersysteme (CIS) (Figure 7). La
conversion intersystéme, qui est une transition interdite, nécessite que le
photosensibilisant a I'état singulet S; ait une durée de vie suffisamment longue
afin d’'augmenter la probabilité d’inversion de spin électronique. Les porphyrines
et leurs dérivés possedent cette propriété et passent a I'état triplet avec,
généralement, un rendement élevé (de I'ordre de 50%). Dans ce cas, le retour a
I’état fondamental So est trés lent car il s’agit, a nouveau, d’une transition
interdite. La durée de vie de |'état triplet est par conséquent longue (de l'ordre
de la milliseconde) et permet au photosensibilisant soit de se désactiver par
phosphorescence soit de réagir avec d’autres molécules environnantes, suivant

deux types de réactions, dites de type I et de type II [22],
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Les photosensibilisants utilisés en photodiagnostic doivent avoir un bon
rendement quantique de fluorescence. A |'opposé, les composés, a Vvisée
thérapeutique, requierent un rendement quantique de formation de I'état triplet
élevé ainsi qu’un état triplet de durée de vie longue [?*), Ces processus sont

schématisés par le diagramme de Jablonski (Figure 7).
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Figure 7 : Diagramme de Jablonski

2.3.1.1 Les photoréactions de Type |

Le mécanisme dit de type I impligue un transfert d’électrons ou
d’hydrogéne entre le photosensibilisant a [|'état excité et des substrats
biologiques pour former des radicaux et des ions radicalaires, conduisant,

finalement, a la formation d’espéces réactives de I'oxygéne :

Transfert de proton : °PS* + RH S PSH* + R
Transfert d’électron : °PS* + RH  —> PS™" + RH*"

Les radicaux PSH' et PS ~ - ainsi formés peuvent alors réagir sur un
nouveau substrat RH ou sur I'oxygéne moléculaire a I'état fondamental triplet
(30,). Cette derniére réaction permet a la fois la formation d’agents oxydants

(ROS) tres toxiques pour la cellule et la régénération du photosensibilisant :

PSH +°0, —> PS + HO’
PS* +3%0, —> PS+0;"
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L'anion superoxyde peut conduire a la formation de radicaux hydroxyle OH
qui sont considérés comme les métabolites oxygénés les plus destructeurs au

niveau cellulaire.

2.3.1.2 Les photoréactions de Type Il

Ce mécanisme conduit & la production d’oxygéne singulet (*0,) via un
transfert de |'énergie d’excitation du photosensibilisant a I'état triplet vers

I'oxygene moléculaire (également a I’état fondamental triplet) :
PS +°0, —> PS +'0;

L'oxygéne singulet ne peut étre généré que par des photosensibilisants
dont la différence d’énergie entre I’état fondamental et I'état excité triplet est
supérieure a I'énergie nécessaire a I'oxygene pour passer a |'état singulet, soit 94
k] mol? %, L'oxygéne singulet posséde une durée de vie trés courte
(dépendante du solvant) mais est extrémement réactif. Cette réactivité nous
ameéne a penser que l'oxygene singulet réagit dans un environnement proche de
son lieu de formation [?®. Ainsi, son action cytotoxique dépend uniquement de sa
localisation intracellulaire. Les cibles de |I'oxygene singulet sont les protéines et
les membranes. Il peut également réagir avec le photosensibilisant, pour former

des photoproduits et on parle alors de photoblanchiment.

Il est admis que 'oxygéne singulet est I'agent toxique le plus important en
PDT bien qu'il reste difficilement quantifiable, via sa luminescence a 1,27 um,
dans les milieux biologiques *°l. Cela dit, I'effet photodynamique est constitué
par un ensemble de processus complexes qui vont induire l'inactivation des
constituants cellulaires et, par la suite, la mort cellulaire grace a la formation
d’espéces radicalaires (RO°) et d’espéces réactives de l'oxygéne (*0,, 0,%). La
destruction tumorale résulte de deux mécanismes d’action, cellulaires et

vasculaires, qui s’influencent mutuellement.
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2.3.2 Mécanismes directs : dommages cellulaires

La mort cellulaire peut intervenir selon deux processus trés différents, la

nécrose ou l'apoptose :

- La nécrose est observée lorsque les cellules sont exposées a des
dommages cellulaires importants, dus, par exemple, a une forte concentration du
photosensibilisant, a sa localisation membranaire ou encore a une dose de
lumiere élevée. La membrane cellulaire perd alors son intégrité, la cellule gonfle
et libére son contenu. La libération de molécules toxiques et d’enzymes

hydrolytiques induit alors une réaction inflammatoire 7],

- L'apoptose, ou mort cellulaire programmée, est un processus actif
ordonné 28! et étroitement contrdlé par des signaux intra et extra-cellulaires. Ces
signaux vont conduire a la condensation de la chromatine et a la formation de
bourgeons contenant tous les composants cellulaires. Ces vésicules sont ensuite
phagocytées par les cellules environnantes ou les monocytes. Il n’y a donc ni
réaction inflammatoire ni formation de tissu cicatriciel. Un stress oxydatif léger
sert de médiateur intracellulaire lors de I'apoptose. Il conduit a l'activation de
nucléases qui clivent I’ADN en fragments de 200 paires de bases. On observe
également la libération de cytochrome ¢ mitochondrial. Ce dernier peut se lier a
Apaf-1 (Apoptosis proteas-activating factor-1) qui active la procaspase 9 et
forme ainsi I'apoptosome. Cet apoptosome active les caspases 3 et 7 (Cystéine-
Aspartate-protéases) qui amplifient la dégradation des protéines cellulaires. La
localisation subcellulaire du photosensibilisant influence donc fortement le mode

de mort cellulaire et I'efficacité de la PDT [2°],

Les photosensibilisants hydrophobes  comme le Photofrin® [3% et
amphiphiles comme le Foscan® possédent une forte affinité pour les membranes
cellulaires et peuvent présenter une accumulation préférentielle au niveau de
certains organites tels que les mitochondries et lysosomes, produisant plutot un
effet apoptotique. Les photosensibilisants hydrophiles, tels que la chlorine e6
sont incorporés par endocytose et sont donc généralement retrouvés dans les

lysosomes.
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2.3.3 Mécanismes indirects : dommages vasculaires et immunitaires

La néo-angiogenese, c'est-a-dire la formation de nouveaux vaisseaux
sanguins, est essentielle au développement tumoral. La formation de ces néo-
vaisseaux est stimulée par des facteurs pro-angiogéniques (VEGF, bFGF...)
produits par les cellules tumorales. Ces néo-vaisseaux assurent le transport de
I'oxygene, des nutriments et I’évacuation des déchets du métabolisme tumoral
[31] IIs présentent un aspect chaotique trés différent du réseau vasculaire non
pathologique et sont tres fragiles et perméables, favorisant la dissémination
métastasique. La PDT peut induire une altération du systeme vasculaire et la

[32]

mort de la tumeur par ischémie via, par exemple, l'adressage de

photosensibilisants reconnaissant les cellules endothéliales vasculaires.

La PDT entraine généralement une réaction inflammatoire intense autour
des tissus nécrotiques. Celle-ci serait due a l'altération de I’endothélium 23], mais
surtout a la libération de lipides membranaires photooxydés 4, Une production
massive de cytokines chimiotactiques est également souvent associée au
traitement [3> 361, Ces cytokines induisent le recrutement et l'activation des

cellules effectrices de l'inflammation 371,
2.4 Les photosensibilisants

2.4.1 Le photosensibilisant idéal

Le photosensibilisant idéal doit étre un composé pur ou, s'il s'agit d’un
mélange, chimiquement parfaitement défini. Il doit étre non toxique en absence
de Ilumiere et doit posséder une forte sélectivité vis-a-vis des cellules
cancéreuses. Il doit absorber dans le domaine visible, si possible entre 630 et
750 nm. En effet, la profondeur de pénétration de la lumiére dans les tissus
humains est maximale a ces longueurs d’onde (Figure 8), due a la faible
absorption de I’'hnémoglobine et de I'oxyhémoglobine dns cette zone du spectre.
Au-dela de 800 nm, I'eau absorbe la lumiere et les composés sont beaucoup plus

sensibles a I'oxydation car ils sont hyper-conjugués.
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Figure 8 : Absorption de la lumiere par les tissus humains et |'eau

L'état triplet doit avoir une énergie supérieure a 94 kJ mol™* et doit, bien
entendu, induire la formation d’oxygene singulet avec un rendement quantique
élevé (®, = 0,3). De plus, la durée de vie a I'état triplet doit étre suffisamment

longue [38], Les porphyrines et leurs dérivés répondent a ces critéres.

2.4.2 Structure chimique

Les porphyrines (du grec porphura = pourpre) sont des dérivés de la
porphine qui est un macrocycle aromatique a 18 électrons =, dont les quatre
noyaux pyrroliques sont liés les uns aux autres par des ponts méthényles (=CH-)
(Figure 9).

Figure 9 : Structure de la porphine

Les porphyrines se différencient de la porphine par la présence de divers
substituants au niveau des pyrroles et/ou des ponts méthényles. On trouve des
porphyrines chez tous les étres vivants. Elles peuvent étre utilisées aussi bien
dans le métabolisme énergétique (chlorophylles), le métabolisme secondaire
(vitamine B12) que dans un rble de transport (associées a |I'hémoglobine)
(Figure 10).
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Figure 10 : Exemples de porphyrines naturelles

Ce sont des molécules qui sont liées a des cations (Mg**, Co**, Fe**) ou
sous forme de base libre. Le degré d’oxydation de ces ions métalliques est une
des caractéristiques déterminant le r6le physiologique des porphyrines (état
redox de la cellule). Lorsqu’une double liaison du cycle tétrapyrrolique est
réduite, on obtient une chlorine et lorsque deux doubles liaisons sont

hydrogénées, on parle de bactériochlorine ou d’isobactériochlorine (Figure 11).

Figure 11 : Les autres classes de porphyrines : Chlorine (a), Bactériochlorine (b)
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2.4.3 Caractérisation des porphyrines et de leurs dérivés

2.4.3.1 Spectroscopie UV-Visible

La coloration pourpre des porphyrines résulte de la conjugaison de leur
systeme d’électrons © hyperconjugué. Ces molécules possédent un spectre
d’absorption treés caractéristique. Classiqguement, on observe la présence d’une
forte bande d’absorption entre 390 et 430 nm (g > 100 000 L.molt.cm™) appelée
bande de Soret et de quatre bandes d’absorptions beaucoup plus faibles, qui se
trouvent dans une zone entre 480 et 700 nm, les bandes Q.

La position et l'intensité de ces bandes (notées de I a IV et d’énergie
décroissante) renseignent sur la substitution du macrocycle 3%, On distingue
ainsi quatre types de spectres majeurs, appelés : étio, rhodo, oxorhodo et phyllo
(Figure 12) [*Le type étio est majoritairement rencontré dans le cas de
porphyrines B-substituées. Le spectre de type rhodo est généralement observé
en présence de groupements riches en électrons n en position B-pyrrolique. La
présence de ces mémes groupements, toujours en position B-pyrrolique, mais
sur deux pyrroles opposés caractérise le type oxorhodo. Les méso-
arylporphyrines, quant a elles, sont des porphyrines qui portent un substituant

saturé et possedent, fréquemment, un spectre de type phyllo.
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Figure 12 : Profil des bandes Q pour les quatre principaux types de spectres

d’absorption de porphyrines bases libres
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Dans le cas des porphyrines protonées ou métallées, on observe toujours
la bande de Soret, mais le nombre de bandes Q est réduit a deux. Ces bandes

sont nommeées a et B, en partant des plus grandes longueurs d’onde (Figure 13).

L
o
p
b a
00 PN 500 g0 A} 500 600 A{nm)

(a) {b) {c)

Figure 13 : Bandes Q de spectre d’absorption d’octaéthylporphyrines
métallées par : Ni(II) (a), Zn(II) (b) et Cd(II) (c)

Inversement, la nature des substituants latéraux a peu d’effet sur les
intensités relatives des deux bandes, en comparaison avec l'effet produit par l'ion
central. En effet, la nature paramagnétique ou diamagnétique, modifie le rapport
des intensités des deux bandes. Un rapport o/f < 1 indique la présence d’un
métal diamagnétique facilement remplacé par deux protons, comme le cadmium
par exemple. Par contre, la présence d'un métal paramagnétique comme le
nickel ou encore le zinc, qui forme un complexe plan stable avec le macrocycle,

est indiqué par un rapport o/p > 1.

Les chlorines, qui, rappelons-le, different uniguement des porphyrines par
réduction d’une double liaison, arborent également des bandes d’absorption
semblables a celles des porphyrines, exceptée la bande Q; qui est beaucoup plus
intense (Figure 14). Les chlorines ont donc un grand attrait pour les cliniciens,

pour des raisons évidentes de dose de lumiere absorbable dans le rouge.
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Figure 14 : Spectre UV-visible caractéristique d’une chlorine

L'intensité de la bande Q; des bactériochlorines est encore plus élevée. De
plus, la bande Q: est tres souvent décalée vers le rouge, aux alentours de
720 nm. Bien que ces propriétés soient attrayantes, ces composés sont tres

photolabiles, aussi bien in vitro ! qu’in vivo ¥, ce qui en réduit leur intérét.

2.4.3.2 Spectroscopie d’émission de fluorescence

En plus d’un spectre d’absorption caractéristique, les porphyrines ont des
propriétés d’émission lumineuse au-dela de 600 nm. Comme nous |'avons déja
vu, cette propriété permet la détection des zones de plus forte accumulation de
photosensibilisants. Le photodiagnostic est un outil de dépistage précoce des
tumeurs, a condition de mettre en place de puissantes méthodes de détection et
d’amplification du signal ). Nous observons deux pics de fluorescence. La
premiere bande se situe entre 620 et 700 nm avec un maximum vers 650 nm et
la seconde, d’intensité plus faible, entre 700 et 750 nm avec un maximum vers
720 nm (Figure 15). Cette région d’émission, située dans le rouge lointain, se
situe dans une fenétre optique ou les tissus biologiques absorbent peu et facilite
I'observation de la localisation intracellulaire des photosensibilisants par

microscopie confocale.
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Figure 15 : Spectres d’absorption et de fluorescence typiques d’une porphyrine

2.4.3.3La microscopie confocale, principe et appareil utilisé

Nous avons utilisé la microscopie confocale a balayage laser en mode
fluorescence afin d’étudier la localisation intracellulaire des photosensibilisants.
Cette technique représente une avancée technologique majeure dans l'imagerie
biologique. La lumiere d’excitation émise par la source laser passe par un
diaphragme (« pinhole ») d’excitation qui réduit la source a un point lumineux.
La source laser et la raie utilisée sont sélectionnées en fonction des longueurs
d’onde choisies pour I'expérimentation. Le faisceau lumineux passe ensuite par
un miroir dichroique qui réfléchit la lumiére d’excitation vers I'échantillon, en la
focalisant en un seul plan focal. Les fluorochromes excités émettent a leur tour
de la fluorescence, qui atteindra l'objectif via un pinhole d’émission. Grace a ce
second diaphragme, seule la lumiere provenant du plan focal sera envoyée vers
le photomultiplicateur ou la caméra CCD du détecteur. L'image de I’échantillon
est construite point par point par balayage en X et en Y a l'aide de miroirs
galvanométriques. Le déplacement selon l'axe Z est réalisé grace a une
surplatine piézo-électrique qui permet d’obtenir une série de coupes optiques
empilables (Figure 16). Malgré ces qualités indéniables, |'observation de cellules
vivantes en microscopie confocale pose quelques problémes. En effet, la
puissance laser entraine une photodégradation rapide des fluorophores ainsi que
I'apparition de photodommages cellulaires. Pour cette raison, la majorité des

spécimens sont fixés et montés sur lame. La manipulation de cellules vivantes en
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présence de photosensibilisants toxiques requiert donc la maitrise de nombreux
parametres (concentration, puissance laser, durée d’incubation, toxicité...). Ces
études ont été réalisées sur le microscope confocal Leica sp2 du service
d'imagerie cellulaire de 'UMR CNRS 7563 de la Faculté de Médecine de Nancy

(POle Bioingénierie, Nancy).

| Objectif

Plan focal "!‘ - 3 Echamtilon

Figure 16 : Principe de la microscopie confocale

2.4.3.4 Spectroscopie de masse

Les porphyrines sont des molécules peu volatiles et de haut poids
moléculaire. A ce jour, la méthode la plus satisfaisante pour leur étude en
spectrométrie de masse est la technique MALDI (Matrix Assisted Laser
Desorption Ionization). Cette méthode douce permet de confirmer la structure et
la masse molaire des porphyrines et, éventuellement, de fragmenter ces

dernieres ou encore d’observer la perte de groupements périphériques.

Brievement, Le composé a étudier est mélangé avec une molécule en
exces servant de matrice. Cette molécule est généralement |'acide «-cyano-4-
hydroxycinnamique (HCCA), mais une large gamme de molécules existe sur le
marché, selon les porphyrines que l'on souhaite étudier et les sources lasers

disponibles 4, La matrice est ensuite adsorbée sur un support métallique puis
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irradiée a l'aide d’un laser pulsé dont la longueur d’onde correspond a une bande
d’absorption de la matrice créant ainsi le phénoméne de désorption/ionisation.
Une petite partie de I’énergie créée au niveau du spot laser va étre récupérée par
le composé a analyser, provocant son éjection sous forme intacte mais ionisée
(Figure 17).
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Figure 17 : Principe de la technique MALDI

2.4.3.5 Résonance magnétique nucléaire (RMN)

Les macrocycles porphyriniques fournissent des spectres de résonance
magnétique nucléaire du proton treés caractéristiques. Brievement, le champ
magnétique (imposé par |I'appareil) crée un courant qui induit un important céne
d’anisotropie magnétique dont l'axe est perpendiculaire au plan du macrocycle
(Figure 18). La RMN consiste a faire passer le moment magnétique nucléaire du
niveau de plus basse énergie a celui de plus haute énergie par absorption d’un
rayonnement magnétique. L’application classique de la RMN concerne la
détermination de structures moléculaires qui seront décrite avec la stéréochimie
exacte. Ainsi, les protons a l'intérieur de ce cone sont dits « blindés », alors que
les protons situés a |'extérieur, dans le plan de la molécule, sont fortement

« déblindés ». Le spectre RMN est alors étendu sur une large zone de plus de 15

ppm.
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Dans le cas de porphyrines méso-substituées, les substituants affectent
davantage les déplacements chimiques des protons du macrocycle que dans le
cas de porphyrines B-substituées. Il y a un blindage des protons périphériques et
un déblindage des protons internes dus a une diminution du courant de cycle.
Dans le cas des chlorines, on observe une modification de l'allure du spectre. En
effet, I'absence d’'une double liaison conduit a I'apparition de signaux plus blindés

(0 < 5 ppm) correspondant aux protons du noyau pyrrolique réduit.
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Figure 18 : Cone d’anisotropie magnétique d’une porphyrine

2.5 Meéthode de synthese des porphyrines

On distingue deux grandes catégories de substitutions des porphyrines.
Les porphyrines substituées sur les positions B-pyrroliques, qui s'apparentent aux
porphyrines naturelles et les porphyrines substituées sur les positions méso.
Dans ce travail, nous nous sommes exclusivement intéressés aux porphyrines de

type méso.

2.5.1 Les méso-porphyrines

De nombreuses stratégies de synthése ont été mises au point depuis plus

de 70 ans. On peut les classer en quatre grandes catégories.

2.5.1.1 La méthode de Rothemund

En 1935, Rothemund décrit la synthése de la premiére porphyrine

symétrique substituée en position méso **), 11 obtient de la méso-
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tétraméthylporphyrine en faisant réagir, sous atmosphére inerte, de
I'acétaldéhyde et du pyrrole dans le méthanol a diverses températures. Il
synthétise ensuite de nombreuses porphyrines portant comme substituants des
groupes propyl, butyl et phényl en utilisant les aldéhydes correspondants. Ces
synthéses se caractérisent toutes par des rendements tres faibles. En 1941,
Rothemund obtient un rendement de 5% lors de la synthése de la méso-
tétraphénylporphyrine en faisant réagir du pyrrole et du benzaldéhyde dans de la

pyrridine dans une ampoule scellée chauffée & 220°C (Figure 19) 18],

CHO

Figure 19 : Méthode de Rothemund appliquée a la synthese de la méso-

tétraphénylporphyrine

Ce type de composé présentant un fort intérét, de nombreuses équipes ont
ensuite cherché a en améliorer le rendement de synthese. Calvin et coll. ont
obtenu un rendement de 11% en ajoutant de l'acétate de zinc dans le milieu
réactionnel utilisé par Rothemund obtenant, par [I'occasion, de Ila

méso-tétraphénylporphyrine métallée par du zinc [*7].

Adler et Longo ont mis au point une méthode de condensation d’aldéhyde
et de pyrrole en 1967 8, La méthode consiste a condenser le benzaldéhyde et
le pyrrole dans de l'acide propionique porté a reflux. Cette technique permet
d’obtenir un rendement de synthése de la méso-tétraphénylporphyrine de I'ordre
de 20%, mais également Ila synthese de nombreuses autres

méso-tétraarylporphyrines symétriques.

La possibilité d’utiliser ce type de synthése pour développer des méso-
arylporphyrines non symétriques a été décrite par Little en 1975 %, Cette
méthode, dite des « aldéhydes mixtes », est similaire a celle d’Adler et Longo,

mais cette fois-ci, deux aldéhydes différents sont condensés avec du pyrrole
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dans de l'acide propionique a reflux (Figure 20). En fonction des proportions
stoechiométriques utilisées, il est possible d’obtenir des porphyrines substituées
par deux, trois ou quatre groupements identiques. L’inconvénient majeur de
cette méthode est la présence de nombreuses réactions de polymérisation qui

rendent la purification difficile.

{/ \E Oz ~H OggrH  CoHCOOH, air
4+ n I +  (4-n) I e
N
H

Ry Ra reflux, 20 min

Figure 20 : Méthode dite des aldéhydes mixtes

Finalement, cinquante ans aprés la description de la premiére synthese de
méso-porphyrine, une méthode de synthése réellement douce et a température
ambiante a été décrite par Rocha-Gonsalvés et Pereira %), L’année suivante,
Lindsey décrit la synthese d'un grand nombre de méso-tétraalkylporphyrines
(Figure 21) 54,

BF30Et,
t —_— -
CHsCls, 25°C

HO

porphyrinegene

Figure 21 : Méthode de Lindsey

Depuis, la méthode porte son nom. La condensation du pyrrole et de
I'aldéhyde est réalisée par catalyse acide (BF;OEt, ou acide trifluoroacétique)

sous atmospheére inerte. La molécule ainsi obtenue est le porphyrinogéne, un
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cycle tétrapyrrolique non conjugué. La conversion en porphyrine est réalisée
dans un second temps, a l'aide d’'un oxydant tel que le p-chloranil ou le DDQ
(2,3-dichloro-5,6-dicyano-1,4-benzoquinone). Le rendement de la réaction est
significativement amélioré et atteint 46% pour la méso-tétraphénylporphyrine.
Bien que compliquées a maitriser, les conditions douces de cette réaction
permettent I'utilisation d’aldéhydes peu stables. Cette méthode a également été

adaptée pour la synthése de porphyrines asymétriques >/,

2.5.1.2 La synthése « 2+2 »

Cette approche, développée par Fisher en 1940 *3! consiste a condenser
des unités dipyrrométhanes pendant plusieurs heures dans de I'acide succinique
(Figure 22).

Rz Ry R
RE Rz
MNH HM
oHC o . 50a60%
x X
MNH HM
Ry Rz
Rz Ry Rz
X= H, CO.H, CO-R Ry = alkyle, aryle

Rz= H, alkyle

Figure 22 : Synthese 2 + 2

Woodward et MacDonald, dans les années 60 °* %1 ont condensé du 5,5'-
diformyldipyrrométhane avec des dipyrrométhanes 5,5 non substitués et ont
obtenu une seule porphyrine, avec un rendement de l'ordre de 50%. Il est
intéressant de remarquer que cette méthode meéne a la formation d'un
intermédiaire porphyrinogene qui doit étre ensuite réduit a I'aide d’une quinone.
Cette stratégie a ensuite été trés étudiée et améliorée par Lindsey [*® afin
d’éviter les problemes d’isomérisation tout en conservant de bons rendements.

Dans nos travaux, nous avons utilisé la méthode décrite par Little en 1975 4],
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Brievement, nous avons condensé 4 équivalents de pyrrole avec 3 équivalents de

benzaldéhyde et 1 équivalent de carboxybenzaldéhyde dans I'acide propionique.

2.5.1.3 L’arylation de la porphine

Trés récemment, Shi et Wheelhouse ont obtenu, avec des rendements
allant jusqu’a 70%, une série de tétraarylporphyrines symétriques par méso-
arylation de la porphine commerciale (Figure 23) P}, Cette méthode, permettant
de limiter l'utilisation d’aldéhydes colteux, reste difficilement applicable a la
synthése de porphyrines asymétriques, car elle engendre la formation d’un

mélange de porphyrines.

Ar

Ar

] MgBit,-OEt,, Et;N, CH,Cl,, 60°C
i} CHyCONHEr, CHCl,, 0°C Ar=
ji) AFB(OH),, Pd(PPh.),, Na,CO,, PhCH,, MeOH, 70°C

_ i
) HC|
@ I

Ar=

Figure 23 : Arylation de la porphine

2.5.1.4 La synthése sur support solide

2.5.1.4.1 Historique

La chimie de base de la synthése peptidique décrite par Emil Fisher au
19°™ siécle fournit les méthodes pour I'activation des groupes carboxyliques et
pour la conjugaison et I’élimination des groupes protecteurs qui empéchent les
réactions secondaires indésirables. En 1963, Bruce Merrifield révolutionne la
synthése peptidique en développant une technique de syntheése sur support

[58]

solide pour laquelle il recoit le prix Nobel en 1984 Cette technique,
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automatisable, est a l'origine de la renaissance de la chimie des peptides. Les
réalisations les plus spectaculaires de la technique de Merrifield ont été la
synthese des chaines A et B de l'insuline et celle de la ribonucléase pancréatique.
Depuis, de nombreuses améliorations ont réduit le temps de synthése et

augmenté, de maniére significative, les rendements.

2.5.1.4.2 Principe général

Nous allons dresser un bref résumé des réactions nécessaires a la
syntheése d’un peptide de n‘importe quelle longueur (Figure 24). 1 :

- Bloquer les groupements amino-terminaux de l'acide aminé A et de l'acide
aminé B avec, par exemple, un groupement t-butyloxycarbonyl (t-Boc) ou
N-(9-fluorényl)méthoxycarbonyl (Fmoc). Cela conduit a la formation de t-
Fmoc-A et t-Fmoc-B.

- Activer le groupement carboxylique de t-Fmoc-B au moyen du dicyclohexyl
carbodiimide (DCC).

- Faire réagir le groupement carboxylique de |'acide aminé A avec une
résine de polystyréne préalablement activée.

- Enlever le groupement protecteur de t-Fmoc-A par |'acide trifluoroacétique
(TFA) a température ambiante.

- Condenser le groupement carboxylique activé de t-Fmoc-B avec le groupe
amino libre de A déprotégé.

- Enlever le groupement protecteur Fmoc de B avec le TFA.

- Libérer le dipeptide A-B formé de la résine en le traitant, par exemple, par

I’acide fluorohydrique (HF) dans le dichlorométhane.

Bien entendu, pour notre étude, ce protocol général a été modifié par
notre équipe, afin de l'appliquer aux conditions particulieres de synthése sur
support solide impliquant des photosensibilisants. Cela sera décrit en détails dans

la troisieme partie de ce travail.
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Figure 24 : Synthése peptidique sur support solide

Remarques : Il existe de nombreux types de résines et de groupements
protecteurs dans le commerce, permettant d’utiliser différentes conditions de
syntheése. De plus, certaines étapes, telles que la fixation de I'acide aminé a la
résine peuvent étre omises du fait de I'existence de résines commerciales pré-
greffées. Il faut ajouter a cette description que plusieurs cycles de lavages sont

effectués entre chaque étape.

2.5.1.4.3 Avantages de la syntheése sur support solide

La synthése sur support solide présente de nombreux avantages et
inconvénients (colt plus élevé, utilisation de tests colorimétriques), tout comme
la synthése en solution. Cependant la syntheése sur support solide présente

beaucoup d’avantages :
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- Les traitements compliqués de purification en solution sont
remplacés par de simples lavages en phase supportée.
- La réaction peut étre compléete grace a l'utilisation d’un exces de
réactifs. Elle peut également étre accélérée dans certains cas.
- Les procédures sont facilement automatisables.
On peut malgré tout citer quatre avantages de la synthése en solution :
- Elle ne requiert pas d'étape de greffage et de clivage de support
supplémentaire.
- Il est inutile de s’intéresser a la stabilité de la liaison d’ancrage.
- Les conditions de synthese utilisées sont classiques et ne
nécessitent pas d’adaptation.
- Le passage a des quantités plus importantes est plus aisément
réalisable.
Il est possible de combiner synthése sur support solide et synthése en solution

dans une séquence réactionnelle.

2.5.1.4.4 Synthése de porphyrine sur support solide

Afin de limiter les étapes de purification, Svirskaya et Leznoff ont décrit la
synthese de la 5-hydroxyphényl-10,15,20-tritolylporphyrine sur support solide
(591, Aprés fixation de I'hydroxybenzaldéhyde sur une résine polystyréne, le
support est mis en contact avec du pyrrole et le para-benzaldéhyde dans I'acide
propionique a reflux. Bien que les étapes de purification s’en trouvent simplifiées,
cette méthode donne de trés faibles rendements (5% maximum). Récemment, la
synthése de porphyrines asymétriques via la synthése de MacDonald a été

adaptée a la synthése sur support solide, sans obtenir de meilleurs rendements
[60]

2.5.2 Les porphyrines B-substituées

Ce type de porphyrine n’a pas été utilisé dans cette étude, donc seul un

bref descriptif des principales méthodes de synthese sera exposé.

2.5.2.1 La condensation d’unités monopyrroliques

Cette voie est surtout utilisée lorsque les substituants des positions p sont
identiques. Classiquement, il s’agit de réaliser la tétramérisation de pyrroles en

présence de composés assurant la formation de ponts méthines (figure 25).
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Treibs et Haberle ont décrit la synthése de |'octaméthylporphyrine en utilisant
cette méthode [®, 1| est actuellement possible de synthétiser des porphyrines
symétriques isomériquement pures possédant deux types de substituants
différents 162,

Me Et
Et  Et Me  Me Me— 7" T Sy Bt
N N
Me,NCH;~ -~ ~CH.NMe, ¥ H™ "~ —
H H AN

Figure 25 : Synthése de la tétraéthyl-tétraméthylporphyrine

2.5.2.2La synthese « 2+2 »

Fisher a décrit la synthese de nombreuses porphyrines B-substituées a

[63]

partir de dipyrrométhénes bromés . Cette technique est délaissée depuis

1960, date de la description de la technique 2+2 par MacDonald et Woodward.

2.5.2.3La synthése « 3+1 »

Un tripyrrane, non substitué au niveau des positions 1 et 14, est condensé
avec un 2,5-diformylpyrrole. Cette méthode permet d’obtenir des porphyrines B-
substituées monofonctionnalisées ou difonctionnalisées sur le méme pyrrole
(Figure 26) 164,

KMeDOC
ﬁ ,ﬁ_‘L I
HOOC N N N COOH
H H H 1]'I'FA.|'EH2CI! COOMe
2) BN
+ g
3]00@
OHC &
CHO
N
H

Figure 26 : Exemple de syntheése par la méthode 3 + 1
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2.6 Methode de synthese des chlorines

Les chlorines représentent une avancée importante en ce qui concerne
I'amélioration des propriétés photophysiques des macrocycles tétrapyrroliques.
En effet, la recherche d’un photosensibilisant idéal passe par I'amélioration de
I'absorption dans le rouge. Une méthode simple consiste a hydrogéner une des
doubles liaisons d’'une porphyrine, ce qui entraine un fort effet hyperchrome au
niveau de la bande Q;.

En 1940, Fisher et Eckoldt ont décrit la réduction d’octa-alkylporphyrines
par le tétraoxyde d’osmium (0s0,), formant ainsi la chlorine correspondante [©I,
Whitlock a mis au point une technique utilisant le para-toluénesulfonylhydrazine
(6] La porphyrine est, dans un premier temps, oxydée en bactériochlorine &
I'aide de para-toluenesulfonylhydrazine, puis une double liaison est régénérée a

I'aide de chloranil (Figure 27).

i\ o
PMECeHsSOANHNH,
KoCOwpyridine, A métrabydroxyphénylchlonne

NaHa] < (mTHRC) [NaHg] o-chloranil

H

mEratydrosgphamyl pomiyrine
(m-THPP)

mEtratydrosyphenylbacténochlonne
(mTHFBC)

Figure 27 : Un exemple de synthése de chlorine : Synthése de la méso-

tétrahydroxyphénylchlorine (m-THPC)
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2.7 Les photosensibilisants de 1°° génération

Bien que la PDT ne soit pas une thérapeutique récente, la recherche de
nouveaux photosensibilisants est trés active, car en France seuls deux composés
ont actuellement ’AMM. Ces composés sont le Photofrin®, un photosensibilisant
complexe de 1°° génération, et le Foscan® un photosensibilisant de 2°™

génération.

Le photofrin® est la version purifiée et enrichie en oligoméres de
I'hnématoporphyrine dérivée (Figure 28). L’'hématoporphyrine dérivée (HpD) est
un mélange complexe de monomeres et d'oligomeéres liés par des ponts éther,
ester ou carbone-carbone d’hématoporphyrine, de

(671 Son

monohydroxyéthylvinyldeutéroporphyrine et de protoporphyrine
obtention se fait par acétylation du dihydrochlorhydrate d’hématoporphyrine
avec un mélange acide sulfurique 5% / acide acétique, suivi d’'une neutralisation

en milieu alcalin 6%,

HC,

i ', 2:R,, R, = CH{OACICH,
5% HzSO4/AcOH

15 min, t* ambiante

1R, Ry = CH{OACICHs, CHIOH)CH
4R, Ry= CHIOH)CHy, CHIOACICH;

QOH OOH

COOH

MNalH 0,1 M
t* ambiante 5: Ry, Ry = CHy=CHs, CH{OAC)CHy
6 Ry, By = CH{OAC)CHs, CHa=CHy
7Ry, Ry = CHs=CHs, CHIOH)CH;
Photofrin I1I® Chromatographie HpD B: R, Ra = CH(OH)CHs, CHa=CHa
sur gel d'exclusion 8:R,, R, = CHy=CH,

Figure 28 : Méthode de synthése du Photofrin II®

Les oligomeres ont été identifiés comme étant les seuls a avoir une activité

antitumorale significative (Figure 29) %],
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Dihématoporphyrine ester

Figure 29 : Les deux oligomeéres actifs de la fraction purifiée de I'HpD

Ce produit est disponible pour les études cliniques %!, C’est le premier
photosensibilisant ayant obtenu I’AMM (en 1993 au Japon, 1996 aux USA et en
Europe). Bien qu'efficace, la photofrin® présente certaines limites et effets
indésirables :

- C’est un composé complexe, mal défini. La variabilité des lots rend les

études pharmaceutiques ainsi que les traitements ardus.

- La bande Q; possede un maximum a 630 nm et son ccefficient

d’extinction molaire est médiocre.

- L'accumulation préférentielle du photofrin® dans I'épiderme et sa lente

élimination de l'organisme sont a l'origine d’une forte photosensibilité
cutanée. Le port de vétements de protection et de lunettes de soleil est

conseillé durant au moins deux mois apres le traitement.

Ces limites ont amené les chercheurs a synthétiser de nouvelles molécules, dites

de 2°™® génération, et dénuées de ces inconvénients.
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2.8 Les photosensibilisants de 2°™ génération

Les composés de 2°™ génération ont été développés de maniére a se
rapprocher le plus possible du photosensibilisant idéal. Ce sont des composés
chimiquement purs et activés par des longueurs d’onde entre 600 et 800 nm, la
fenétre de transparence optique des tissus et de la peau en particulier 1,
Rappelons que cette propriété permet une augmentation de la profondeur de
pénétration de la lumiere dans le tissu. Ils sont faiblement toxiques en absence
de lumiere et sont rapidement éliminés des tissus sains, limitant ainsi la période

de photosensibilisation cutanée.

2.8.1 Les porphyrines

Parmi les porphyrines de 2°™ génération, deux composés ont été
particulierement étudiés : la méta-tétra-(hydroxyphényl)porphyrine (Figure 30),

ou m-THPP et la para-tétra-(sulfonatophényl)porphyrine ou p-TPPS4.

(a)

p-TPPS, B

Figure 30 : Structures de la m-THPP (a) et de la p-TPPS4 (b)

Les groupements latéraux greffés aux porphyrines les rendent plus
solubles en milieu aqueux et augmentent leur capacité a absorber dans le rouge.
L'isomere méta de la tétra-hydroxyphénylporphyrine est décrit comme plus actif,

in vitro, que les isoméres ortho et para "%,
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2.8.2 Les chlorines et les bactériochlorines

Ces composés sont issus, respectivement, de la simple ou de la double
réduction de liaison(s) présente(s) sur le noyau tétrapyrrolique des porphyrines
correspondantes. Les chlorines font partie des photosensibilisants les plus actifs.
Les plus connues sont la méso-tétra(hydroxyphényl)chlorine, appellée m-THPC

ou Foscan® et la chlorine e6 et ses dérivés.

2.8.2.1La m-THPC

Egalement appelée témoporphyne, elle a été développée par la société
Scotia Pharmaceuticals sous le nom de Foscan® car cet isomére a été identifié
comme étant le plus actif des trois tétrahydroxyphénylchlorines possibles (Figure
31) 73,

La m-THPC fait 'objet d’essais cliniques pour le traitement des tumeurs
des voies aérodigestives supérieures, de |'cesophage, des bronches et de
I'estomac. Grace a sa forte absorption a 650 nm, sa grande pureté et un
rendement de formation en oxygene singulet élevé, cette molécule est utilisée a
de tres faibles doses (de drogue et de lumiéere). Bien que le phénoméne de
photosensibilisation cutanée soit restreint par |'utilisation de faibles doses,
I'utilisation du Foscan® entraine généralement I'apparition d’un tissu nécrotique

important et douloureux au niveau de la zone traitée.

Figure 31 : Structure de la m-THPC
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2.8.2.2La chlorine e6

La chlorine e6, ou phytochlorine, est un dérivé hydrophile de la
chlorophylle a (Figure 32). L'hydrophilie de la molécule varie en fonction du pH

du fait de la présence de groupements carboxyliques.

H4

Figure 32 : Structure de la chlorine e6
La pureté de la molécule, son rendement quantique de formation en
oxygene singulet élevé (de l'ordre de 0,8) et sa forte absorption a 660 nm en
font un photosensibilisant relativement efficace. Ainsi, la chlorine e6 a été
conjuguée a de nombreux composés. La Npe6 ou MACE ou encore mono-L-

aspartylchlorine e6 est une des chlorines dérivées de la chlorine e6 (Figure 33).

COOH

CO0H

Figure 33 : Structure de la mono-L-aspartylchlorine e6
Cette chlorine posséde une sélectivité variable pour les tumeurs, en fonction des

concentrations utilisées "4, Ce composé est éliminé rapidement des tissus et est

testé afin de détruire la néovascularisation, par exemple au niveau de la rétine.
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2.8.3 L’acide 5-amino-lévulinique (5-ALA)

Ce composé, commercialisé sous le nom de Levulan® par la société DUSA
Pharmaceuticals, n’est pas un photosensibilisant proprement dit, mais est en fait

un précurseur dans la biosynthése de I’'héme (Figure 34) [,

Protoporphyrine IX

Figure 34 : Structures de l'acide 5-amino-lévulinique et de la protoporphyrine IX

Lors de cette synthése, le taux de Protoporphyrine IX (PpIX) est régulé
afin d’éviter les problemes d’autophotosensibilisation. L'étape limitante est la
synthése du 5-ALA a partir du succinyl-CoA et de la glycine. Il existe un systéme

de rétro-contr6le qui limite la formation du 5-ALA (Figure 35).

52



Etat de |I'art — Objectifs du travail

[

ﬂ"f\@ﬂ ~ HH /.\g/\/m
HN.

e ALA
Parphobilinogen Dehydratased ALA
ALAS
PBG Dpanmtiras e Glveine + Suecinyl-Coa
Cytosol Mitochondria

HydrooymethyIbilane

Non-erzymatice LIPG I Cospmthase

Pratohemne & (Ferroprotoporphymn D)

Ureporphyrinagen | £ helatase
4 ;
Uroparphyrinegen 111
PG
Iroparphynen | Decarborylase’

L
Coproporphyrinogen 1 Coproponphyminogen I

4 l

Caproporphyrin [ Coproporpénrin 11

Frodoparghyrisogen [N

CPG Oxidlases

Figure 35 : Schéma de biosynthése de I'heme

Ainsi, si I'on introduit des quantités importantes de 5-ALA exogéne par
voie topique dans les cellules tumorales, on observe la rapide transformation de
ce dernier en PpIX. L'administration de 5-ALA par voie intraveineuse est aussi
possible et n’entraine qu’une photosensibilisation cutanée de 24 heures,

I'excédent de PpIX étant métabolisé rapidement en heme et en bilirubine. Le
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Metvix® ou méthyl ester de I’ALA présente une meilleure sélectivité tumorale et
diffuse moins dans les tissus sains. Il est commercialisé par la société PhotoCure

et son efficacité contre les carcinomes basocellulaires est actuellement testée 78!,

2.8.4 Les dérivés de la benzoporphyrine (BPD-MA)

Le dérivé monoacide de la benzoporphyrine a été développé par QLT et
commercialisé sous le nom de Visudyne® (Figure 36). En 1990, Richter décrit la
synthése de dérivés de la benzoporphyrine (BPD) & partir de la PpIX 77, De tous
les composés étudiés, le dérivé monoacide (BPD-MA) montre la plus forte
phototoxicité. Cette chlorine relativement hydrophobe présente une forte bande
d’absorption a 690 nm et possede un bon rendement de formation d’état triplet.
Elle s'accumule rapidement dans les tissus tumoraux, ce qui permet d’irradier
environ 30 minutes aprés injection. Elle est également rapidement éliminée par
voie hépatique et la photosensibilisation de la peau dure généralement moins

d’‘une semaine.

Figure 36 : Structure du dérivé monoacide de la benzoporphyrine

Ce composé est essentiellement utilisé dans le traitement de Ila
dégénérescence maculaire liée a I'age (DMLA). Cette maladie de la rétine, qui
peut mener a la cécité, atteint principalement les personnes agées 78, La DMLA
est caractérisée par la prolifération de vaisseaux sanguins anormaux sous la
rétine, ce qui entraine l'apparition d’une tache centrale dans le champ visuel.
L'admistration intraveineuse de la visudyne® suivi d’un traitement laser permet
de détruire sélectivement les cellules endothéliales des néocapillaires. En
général, plus aucune croissance des néovaisseaux n’est constatée apres cing ou

six traitements.
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2.8.5 Les phtalocyanines et les naphthalocyanines

Les phtalocyanines (Pcs) sont des porphyrines de synthese
(tétrabenzo[5,10,15,20] tétraazaporphyrines), qui n’existent que sous forme de
traces a I’état naturel. Il s’agit de macrocycles aromatiques plans de 18 électrons
n comprenant 4 groupements indoles liés en position 1-3 par des ponts azones :
macrocycle tétraazaisoindole. La remarquable délocalisation bidimensionnelle des
électrons n sur ces macrocycles conduit a une augmentation drastique de
I'absorption de ces composés a des longueurs d’onde oscillant entre 700 et 800
nm 1791,

Elles sont trés peu toxiques a l'obscurité, présentent une forte sélectivité
tumorale et des propriétés photocytotoxiques intéressantes. Elles peuvent étre
chélatées par de nombreux ions métalligues comme l'aluminium et le zinc qui
augmentent leur photocytotoxicité % ®1 | a phtalocyanine chloroaluminium
sulfonée (Figure 37) est un des rares photosensibilisants a étre tres soluble dans
I’eau. Ce composé conduit a des dommages vasculaires importants au niveau de
la tumeur in vivo 82,

4H

2
N -—ri_ o
5

S0H

HO

Figure 37 : Un exemple de phtalocyanine : la phtalocyanine chloroaluminium

tétrasulfonée

2.8.6 La texaphyrine de luténium

Le Lutrin® est également trés soluble dans l'eau. La texaphyrine de
luthénium (Figure 38) possede une trés forte spécificité vis-a-vis des tissus

tumoraux ainsi qu’une large bande d’absorption centrée a 732 nm.
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Ce photosensibilisant, élaboré a I'Université du Texas %], est actuellement
en phase II d’essai clinigue pour le traitement du cancer du sein et des
mélanomes. Il ressemble a une porphyrine dont un des pyrroles a été substitué

par un noyau phényl.

R = O-{CHyCHyO)s-CHy

Figure 38 : La texaphyrine de luthénium

2.8.7 Les purpurines

Bien que les purpurines soient connues depuis les années 40 comme des
produits de dégradation de la chlorophylle, la synthése de purpurine n‘a été
décrite pour la premiére fois qu’en 1960. Les travaux de Morgan et Metel ont
ensuite mené a |'étude de I|'étiopurpurine d’étain, dont le nom commercial est
Purlytin® (Figure 39) 34,

Figure 39 : Structure de I'étiopurpurine d’étain

Sa longueur d’onde d’absorption est proche de 650 nm et il est évalué

pour la photothérapie de la néovascularisation cornéenne. Bien qu’induisant une
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photosensibilisation cutanée assez longue, ce composé se localise au niveau
mitochondrial et provoque une réponse intéressante car majoritairement

apoptotique (8%,

2.9 Les photosensibilisants de 3°™ génération

Bien qu’arborant d‘indéniables qualités, les photosensibilisants cités
précédemment ne manifestent pas de réelle sélectivité tumorale. Pour pallier ce
probleme, ces composés sont véhiculés dans, par exemple, des liposomes afin de

[8¢]  L'adressage moléculaire est une autre

les vectoriser vers leurs cibles
méthode dans laquelle des composés cytotoxiques sont greffés a des acides

aminés, des protéines, des polymeéres, des sucres ou encore des anticorps.

Cette derniere stratégie consiste a réaliser un ciblage tumoral direct afin
d’agir le plus efficacement possible au niveau tumoral et de diminuer les doses
de photosensibilisant a injecter en ciblant directement les tissus visés 871, Bien
que les anticorps aient été largement utilisés dans un premier temps, le nombre
d’altérations cellulaires découvertes ces dernieres années permet d’envisager de
nouvelles cibles. Outre l'augmentation du taux d’incorporation par les tissus
visés, les sites de localisation intracellulaire sont également cruciaux et

dépendent du vecteur utilisé.

La vectorisation, ou adressage, permet d‘augmenter le taux
d'incorporation dans les tissus visés et également de diminuer les effets
secondaires dus a lincorporation des photosensibilisants de premiere et
deuxieme génération dans les tissus sains, dont la peau. Outre les facilités de
synthése, de purification et wune bonne stabilité des interactions
photosensibilisant/ligand, cette démarche permet une forte incorporation
intracellulaire des photosensibilisants ainsi qu‘un ciblage des organites

(881 Dans la suite de ce chapitre, nous allons énumérer quelques

intracellulaires
stratégies développées en PDT, avant de nous intéresser plus particulierement a

celles mises en place au sein de notre équipe.

Les protéines sériques sont majoritairement responsables du transport des

[89, 90, 91, 92]

photosensibilisants injectés Les composés les plus hydrophiles

s’associent a I'albumine alors que les composés plus hydrophobes ont tendance a
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s’associer aux LDL (Low Density Lipoprotein). Ces protéines se fixant a des
récepteurs, elles peuvent permettre une augmentation du taux intracellulaire du

photosensibilisant.

Grace a sa structure flexible, I'albumine peut fixer de maniére covalente,
ou non, de nombreux composés endogenes ou exogenes avec une forte affinité
[93] Les premiéres études ont été menées sur la ZnPc couplée de maniére non
covalente a I'albumine, ce qui entrainait une redistribution vers les HDL °*. Pour
limiter ce phénomeéne, de nombreux photosensibilisants ont été couplés de
maniére covalente a I'albumine. Mise a part pour la chlorine e6 °), les résultats
étaient moins bons pour les composés liés a I'albumine en comparaison avec la

molécule libre °°,

De toutes les lipoprotéines, les LDL sont connues pour jouer un role trés
important dans le transport de médicaments vers les cellules tumorales et
endothéliales en raison d’une sur-expression des récepteurs aux LDL. C’est donc
un vecteur idéal pour les photosensibilisants les plus hydrophobes, comme la
ZnPc 71, mais également pour des molécules amphiphiles (Hpd). Les résultats
obtenus dépendent fortement de I'impact de la liaison du photosensibilisant sur
la structure des LDL et donc de leur reconnaissance par les récepteurs aux LDL.
De part ce fait, les photosensibilisants couplés par liaisons non covalentes ont
montré une plus grande efficacité photodynamique. L’activité photodynamique
des composés dépend également fortement de leur taux d’incorporation dans les
LDL. Celui-ci peut-étre considérablement augmenté par la présence de longues

[98]

chaines lipidiques Autre avantage des LDL : elles favorisent le ciblage

intracellulaire des lysosomes 1°°1,

La transferrine est la protéine qui assure la majorité du transport du fer
dans l'organisme et les cellules se divisant rapidement sur-expriment les

récepteurs de la transferrine et ce taux peut étre corrélé a I'agressivité tumorale

[100] | "Hpd et la chlorine e6 ont été lides de maniére covalente a la transferrine

tout en conservant les propriétés structurales essentielles a la reconnaissance de

[96]

cette derniere par son récepteur ***’, en donnant des résultats concluants.
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Les stéroides sont également des ligands intéressants pour leur role vital
dans les cellules a prolifération rapide. Des photosensibilisants couplés a des
dérivés de cholestérol ont ainsi été synthétisés afin de maximiser leurs
interactions avec les LDL 1% 1921 De plus, les caractéristiques physicochimiques
de ces composés, comme leur bon rendement de formation d’oxygéne singulet et
leur amphiphilie, permettant une forte incorporation intracellulaire, en font de
bons candidats pour la PDT. A cela, on peut rajouter la fixation de ces composés
aux récepteurs intracellulaire des stéroides qui permet de cibler directement le
noyau via leurs séquences de translocation.

De nombreux essais ont été menés dans cette direction, avec comme
soucis majeur, la perte de la spécificité de reconnaissance des stéroides pour
leurs récepteurs 1931, Cette baisse d’affinité est dépendante du site de fixation

e [104, 105, 106, 107]. Ces

aux stéroides et peut étre, dans une certaine mesure, limité
études n‘ont pas pu démontrer de corrélation entre le taux d’incorporation

intracellulaire des photosensibilisants et leur efficacité photodynamique %8I,

L'EGF (Epithelial Growth Factor) est également un adresseur potentiel car
ce polypeptide posséde un récepteur sur-exprimé par certains cancers ovariens.
L'efficacité de plusieurs photosensibilisants couplés a I'EGF étant jusqu’a 100 fois
celle du composé non greffé 1% de gros efforts ont été menés dans cette

direction en utilisant, par exemple, des bras espaceurs 119,

Un autre ligand souvent cité est l'insuline. Ce ligand permet d’endocyter
les photosensibilisants et le couplage semble peu affecter la reconnaissance de
I'insuline par son récepteur. D’autres équipes ont travaillé sur l'utilisation de
vecteurs spécifiques de sites cellulaires comme les séquences NLS (Nuclear
Localization sequence) qui, en visant I'’ADN nucléaire, permet d’augmenter

I'efficacité photodynamique de la chlorine e6 d’un facteur 1000 1%,

Actuellement, les principales stratégies utilisées sont le greffage de
substituants osidiques, reconnus par des récepteurs de type lectines, le greffage
de peptides reconnus spécifiquement par certains récepteurs cellulaires
surexprimés par les cellules tumorales et/ou impliquée dans la néo-angiogénese
tumorale. Avant de développer ces deux points, il est intéressant de s’intéresser

a la sélectivité de tous les photosensibilisants pour les tumeurs.
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Le principe de la PDT repose sur une affinité relative du photosensibilisant
pour la tumeur vis-a-vis du tissu sain. Cette affinité relative peut s’expliquer par
des facteurs physiologiques propres aux tumeurs. En effet, le pH tumoral est
souvent plus faible que celui des tissus environnants, ce qui pourrait entrainer
une rétention du photosensibilisant ionisé ', En outre, I'accumulation des
photosensibilisants hydrophobes peut s’expliquer par la présence de gouttelettes
lipidiques en plus grande quantité dans les tumeurs. De plus, les cellules
tumorales ont des capacités accrues de pinocytose et de phagocytose des
porphyrines, car leur métabolisme est accéléré en raison de leur vitesse de
prolifération rapide. La prolifération tumorale induit également une biosynthése
membranaire accélérée, et donc, une surexpression des récepteurs aux LDL, des
transporteurs bien connus de photosensibilisants in vivo, comme nous l|'avons

déja vu 1131,

2.9.1 La vectorisation par des groupements osidiques

Les lectines sont des glycoprotéines membranaires surexprimées par les
cellules tumorales, qui reconnaissent spécifiquement les groupements osidiques

[114, 1151 " Des études ont montré que le couplage d’une porphyrine avec un

[113] o

groupement osidique augmentait leur durée de vie plasmatique
engendrait une sélectivité de rétention envers certaines tumeurs [*'¢!, De plus, la
modulation du nombre de groupements glycosylés permet de controler

I'hydrophobie de ces nouvelles molécules 117 118 119]

. En plus du ciblage et des
modifications des propriétés physicochimiques, la glucoconjugaison entraine une
augmentation de l'activité photodynamique par rapport aux molécules meres
[120] " |es composés possédant un nombre impair de motifs glycosylés étant

souvent les plus actifs 121,

2.9.1.1 Porphyrines O-glycoconjuguées

[1221 3 été préparée par

La premiere génération de glucoporphyrines
condensation d'hélicine (produit naturel issu de |'‘écorce de saule) acétylé
ou de 0-B-D-2,3,5,6-tétraacétyl-O-glucosyloxy-2-benzaldéhyde, benzaldéhyde
glycosylé naturel, avec le pyrrole, soit selon la méthode de Treibs et Haberlé 8%,

soit selon Van der Made et al [*?3! (Figure 40).
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Figure 40 : Porphyrine glycoconjuguées a partir de I'hélicine

De méme, les porphyrines glycoconjuguées en position ortho, méta ou
para des groupes phényles ['?*! sont obtenues par condensation de différents
benzaldéhydes glycosylés de pyrrole par la méthode décrite par Lindsey [12°
(Figure 41).

Peracétyl-p-D-
/ saccharide

Peracétyl$-D-
saccharide
Peracétyl-p-D-
saccharice Peracétyl-f-D-
saccharide

Figure 41 : Structure des porphyrines glycoconjuguées selon Lindsey [1%°]

Par condensation de pyrrole avec un benzaldéhyde glycosylé et un
aldéhyde non glycosylé selon Lindsey, il est possible d'obtenir des porphyrines
partiellement glycosylées et ainsi de contréler I'hydrophilie de la molécule aprés

déprotection des peracétylsaccharides 18 2¢1 (Figure 42).
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Figure 42 : Exemples de porphyrines multi glycoconjuguées

2.9.1.2Porphyrine-espaceur-0O- et S-glycoconjuguées

Dans le but de simplifier la synthese des porphyrines glycoconjuguées et
de donner une plus grande flexibilité aux saccharides pouvant favoriser de
possibles interactions avec des récepteurs membranaires des cellules tumorales,
des sucres ont été fixés aux méso-phényles, par un bras espaceur, a partir d'un

précurseur unique 21,

La synthése des porphyrines glycoconjuguées mixtes requiert la
condensation d'un aldéhyde glycosylé, de benzaldéhyde et de pyrrole, dans les
conditions de Lindsey. Ces conditions conduisent a la formation de six composés

fastidieux a séparer et a purifier (Figure 43).

HO i
[CHz)q
BR=H A
HO
OH ‘

Figure 43 : Exemples de porphyrines glycosylées via un bras espaceur

Little 1?71 a décrit la condensation selon Williamson de bromo-alkanes sur
des méso-(hydroxyphényl) porphyrines. Cette méthode permet de préparer les

porphyrines a-mannosylées, impossibles a obtenir sans groupe espaceur.

2.9.1.3Synthese des chlorines glycoconjuguées

Les méso-5,10,15,20-tétra(aryl) chlorines posseédant un spectre optique
identique a celui du Foscan® [*'%) sont préparées par réduction sélective d'une

double liaison pB-pyrrolique du cceur tétrapyrrolique, par le 4-toluene-
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sulfonohydrazide, générateur de diimide, selon la méthode de Whitlock % 18]
(Figure 44).

H
c}" H

Figure 44 : Exemple de méso-aryl chlorines glycoconjuguées

Afin de pallier a l'oxydation rapide des méso-5,10,15,20-tétra(aryl)
chlorines, des benzochlorines glycoconjuguées, moins sensibles a I'oxydation, ont

également été synthétisées (Figure 45).

OH H

H H

OH OH

Figure 45 : Structure d'une benzochlorine glycoconjuguée

Le macrocycle est stabilisé sur I'un des pyrroles par la présence d'un
groupe gem-diéthylé et d'un cycle "benzo" condensé. Cette molécule est issue du
complexe de nickel(II) de la 5-méso-(paraméthoxyphényl)-octaéthylporphyrine
aprés une substitution nucléophile par la 3-(diméthylamino) acroléine et, en

présence d'acide trifluoroacétique, le groupement 2"-formylvinyl se cyclise 1?1,

2.9.1.4 Azaporphyrines glycoconjuguées

L'exaltation de I'absorption dans le rouge d'un macrocycle tétrapyrrolique
peut étre obtenue par substitution d'un pont méso par un atome d'azote 2! en

monoazaporphyrines avec un rendement de 8-9%. La monoazaporphyrine est
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glycosylée par un sucre a-bromo-peracétylé en présence de triéthylamine (Figure
46).

Figure 46 : Exemples d’azaporphyrines

Des porphyrines analogues sont obtenues par cyclisation de
dipyrrométhane et du 1,9-diformyl-2,3,7,8-tétraéthyldipyrrométhane selon Mac
Donald 3% ou cyclisation du biladiéne en présence de formaldéhyde et d'acide
bromhydrique dans le méthanol, suivie d'une glycosylation et d’'une déprotection

par le glucose ou le maltose (Figure 47).

R = §-D-GiuooEs f = $-D-Maltosa

Figure 47 : Exemple d’azaporphyrines glycoconjuguées

Dans la partie suivante, nous allons nous intéresser aux substances anti-

angiogéniques et a leur couplage avec des photosensibilisants.

2.9.2 Les substances anti-angiogéniques et la stratégie de couplage via
RGD pour cibler I'intégrine a3
Goldman a décrit la néovascularisation tumorale pour la premiére fois en
1907 31, Ce n’est que bien plus tard, au début des années 70, qu'elle a été
désignée comme cible thérapeutique pour le traitement du cancer 3% 1331, En

2004, I’Avastatine®, un anticorps monoclonal dirigé contre le VEGF, est le

premier médicament a recevoir I’AMM aux Etats-Unis.
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2.9.2.1 La néo-angiogenese tumorale

2.9.2.1.1 Mécanisme de formation des vaisseaux sanguins

L'angiogénese, définie comme l'initiation et le contrdle de la croissance des
vaisseaux sanguins, est une cible potentielle intéressante. C’est un processus de
croissance et de réorganisation du réseau vasculaire pré-existant par la
production de nouvelles ramifications nécessistant plusieurs étapes [13%

(Figure 48).

A Membrane basale B
Cellules endothéliales
;L I Tumeur
Facteurs
angiogeniques
C D

Figure 48 : Les principales étapes de la formation des vaisseaux sanguins
tumoraux. (A) Relargage des facteurs pro-angiogéniques et activation des
cellules endothéliales des vaisseaux sanguins, (B) Dégradation de la membrane
basale du vaisseau par les enzymes protéolytiques, (C) Migration et prolifération
des cellules endothéliales en direction de la source de la tumeur,

(D) Régénération de la membrane basale

2.9.2.1.2 Dérégulation de I’équilibre entre les facteurs pro- et
anti-angiogéniques
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De nombreux signaux pro- et anti-angiogéniques contrélent l'initiation du
processus, appelé « angiogenic switch » [**1, Dans les conditions normales, ainsi
que dans les tumeurs quiescentes, les facteurs inhibiteurs sont dominants. En
présence de facteurs stimulant l'angiogenése, tels que I’hypoxie, un stress
mécanique, l'inflammation ou encore la dérégulation génétique des facteurs
régulateurs de l'angiogenése [**®! |a balance peut étre inversée. Parmi ces
facteurs, le VEGF, le TNFa (tumor necrosis factor), le PDGF (platelet-derived
growth factor) et les FGFs (fibroblast growth factors) jouent un role central lors
de l'initiation. L’inhibition des facteurs anti-angiogéniques comme |'angiostatine,
I'endostatine ou encore les inhibiteurs des métalloprotéases est également un

facteur non négligeable.

2.9.2.1.3 Activation des cellules endothéliales
L’activation des cellules endothéliales est caractérisée par la surexpression

de récepteurs de facteurs de croissance et des molécules d’adhésion a leur

surface, accompagnée, dans certains cas, par un changement morphologique.

2.9.2.1.4 Libération d’enzymes protéolytiques
La sécrétion d’enzymes protéolytiques permet la dégradation de la matrice

extracellulaire et de la membrane basale de I'endothélium. Ces enzymes sont les
métalloprotéases, les collagénases, les cathepsines ou encore l'activateur du
plasminogéne [*37), L'action de ces protéases conduit également a la libération ou
a l'activation de facteurs de croissance piégés dans la matrice extracellulaire
(MEC) [138],

2.9.2.1.5 Morphogenese des capillaires par migration et
multiplication des cellules endothéliales
Une fois détruite la matrice située entre le vaisseau et le foyer

angiogénique, on observe une migration des cellules endothéliales orientée par
chimiotactisme a l'aide des molécules d’adhésion, telles que les intégrines. La
formation du néovaisseau est ensuite assurée par une rapide prolifération des
cellules endothéliales. Par la suite, la membrane basale est régénérée, ce qui

permet une consolidation du néovaisseau.
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2.9.2.1.6 Caractéristiques des néo-vaisseaux

Les vaisseaux formés lors de l'angiogenese tumorale possedent une
architecture chaotique et sont aussi fragiles que perméables. En effet, les
vaisseaux sont anormalement ramifiés, désorganisés et irrégulierement dilatés.
La circulation sanguine est donc faible et irréguliére. La perméabilité est due a la
présence irréguliere de la membrane basale et a la présence de jonctions

[139]

intercellulaires non adhérentes . Cette caractéristique est un atout pour le

clinicien, car elle favorise le relargage des drogues au niveau de la tumeur.

2.9.3 Les stratégies anti-angiogéniques

Depuis que Folkman a proposé d’utiliser l'inhibition de I'angiogenese
comme stratégie anti-tumorale en 1971, de nombreux composés ciblant
différentes étapes de l'angiogeneése ont été créés et plus d’une soixantaine

d’entre eux sont aujourd’hui en cours d’essais cliniques en cancérologie.

2.9.3.1 Inhibition des activateurs de I’angiogenese

Il est possible d’inactiver ou de séquestrer les facteurs pro-angiogéniques
(tels le FGF ou le VEGF) ou leurs récepteurs cellulaires. Le bevacizumab, un
anticorps monoclonal humanisé contre le VEGF, a recu I’AMM par la FDA en 2004
sous le nom commercial d’Avastatine® dans le cadre d’une utilisation en
combinaison avec le 5-Fluorouracil, pour le traitement de cancers colo-rectaux
métastatiques. D’autres composés sont également étudiés. Le SU-5416 inhibe la
phosphorylation de KDR (un des récepteurs du VEGF) [1%0), Le SU-6668, quant a
lui, inhibe plusieurs récepteurs, dont ceux du VEGF, du bFGF et du PDGF [**!!, On

pourra encore citer I'Iressa (ZD1839), un inhibiteur du récepteur de I'EGF [142],

2.9.3.2 Inhibition de la protéolyse de la matrice extracellulaire

Le Batimastat et le Prinomastat sont des exemples d’inhibiteurs
synthétiques des métalloprotéases, qui sont responsables de la dégradation de la
matrice extracellulaire. Des inhibiteurs naturels, comme la forme recombinante
du PEX (un sous-produit de la dégradation d’'une métalloprotéinase) sont

efficaces in vivo 43,
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2.9.3.3Inhibition de la prolifération des cellules endothéliales

L'O-chloroacétylcarbamoyl fumagillol, un analogue synthétique de Ila
fumagilline (un antifongique) est un des premiers composés anti-prolifératifs a
avoir été identifié 1'**, Ce composé inhiberait I'entrée des cellules endothéliales
en phase G1 du cycle cellulaire [**!, L’angiostatine [**¢!, |'endostatine *"! ou
encore le facteur plaquettaire-4 ''“8! sont d’autres composés angiostatiques

connus.

2.9.3.4 Inhibition des interactions cellules endothéliales-MEC

Les phénomenes d’adhésion et de migration des cellules endothéliales sont
déterminants dans la formation des néo-vaisseaux. La Vitaxin, un anticorps
monoclonal humanisé, se lie a lintégrine o,Bf; et permet de moduler
I'angiogenése %% 1301 | e Cilengitide (MD121974) est un pentapeptide cyclique
synthétique qui est reconnu d’'une maniére trés spécifique par les intégrines o,ps
[151]

. Nos travaux s’inspirent directement de ce peptide, qui sera décrit plus loin

dans ce manuscrit.

2.9.4 Les récepteurs de la famille des intégrines

Les intégrines constituent une famille de récepteurs transmembranaires
hétérodiméres composés de chaines a (150 a 200 kDa) et B (90 a 110 kDa) liées
de facon non covalente et impliguées dans les interactions cellule-matrice

[152] " Chaque sous-unité posséde un

extracellulaire (MEC) et cellule-cellule
important domaine extracellulaire, un domaine transmembranaire et un domaine
intra-cytoplasmique de 20 a 60 acides aminés [**3], La chaine a posséde des
séquences répétées permettant la fixation de cations divalents (Ca®**
essentiellement) et la formation d’'un dimére activé, lorsque celui-ci ne I'est pas
de maniére constitutive. La chaine B, quant a elle, a surtout un réle dans la
fixation de ligands de la matrice extracellulaire ou d’autres molécules d’adhésion

cellulaire (Figure 49).
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Figure 49 : Récepteurs de la famille des intégrines. (A) Les différentes
associations entre les sous-unités a et B. Les intégrines de la famille BA se liant a
leur substrat via le motif RGD sont indiquées par une étoile, (B) Représentation

schématique d’une intégrine

Les intégrines participent a la transmission de signaux issus de
I’environnement cellulaire et interviennent dans la régulation des fonctions
cellulaires fondamentales, comme la prolifération et la survie, et dans le
développement tumoral car elles sont liées au cytosquelette et permettent donc
la transduction de signaux venus de la matrice ***, Chaque combinaison a-B
détermine la spécificité du récepteur avec son ligand, sachant qu‘une vingtaine
de combinaisons sont connues a ce jour et que chaque souche cancéreuse
posseéde un « pattern » particulier d’expression des intégrines, ce qui permet de

[155]

les cibler en utilisant des ligands spécifiques Leurs principaux ligands

extracellulaires sont la laminine, la vitronectine, la fibronectine, le fibrinogéne et
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les collagénes I et IV. Les interactions intégrine-ligand sont gouvernées
essentiellement par quatre facteurs :
- La présence ou non d’un domaine aA sur la chaine a du récepteur 15,
- La présence sur le ligand de séquences reconnues par un type
d’intégrine 1571,
- La formation de complexes ternaires avec des cations divalents (Mg**
et Ca?*, essentiellement).

- La transition vers une conformation active de l'intégrine [1%8],

2.9.4.1 Intégrine o,Bs3

La formation de ramifications vasculaires nécessite la migration et
I'adhésion des cellules endothéliales vasculaires dans la matrice extracellulaire.
Des molécules d’adhésion spécialisées, dont l'intégrine «,Bs interviennent lors de
ces deux phénomenes. Bien qu’essentiel, le r6le de l'intégrine o,p; et le
mécanisme d’action de ses antagonistes sont, a ce jour, non élucidés. L'intérét
pour ce récepteur provient du fait qu’il est surexprimé par les cellules
endothéliales et par de nombreuses lignées tumorales, mais son implication dans

la néovascularisation et dans l'agressivité tumorale reste mal comprise.

2.9.4.2 Réle de 'intégrine a,B; dans la néo-angiogenése

Historiquement, l'intégrine o,B; a été décrite comme un marqueur de la
néo-angiogenése [**°!, "équipe de Brooks a observé des niveaux d’expression de
ce marqueur dans différents modeles d’angiogenese. La méme équipe a
démontré l'inhibition de l'intégrine o,Bs par l'anticorps LM609. Cette inhibition
bloque I'angiogenéese tumorale induite par le TNFo et le bFGF. Ces résultats ont
suscité un vif intérét pour l'identification et la synthése d’inhibiteurs spécifiques.

Récemment, Reynolds et ses collaborateurs ont remis en cause

(1601 En effet, ils ont observé une angiogenése

I'implication de l'intégrine o,B3
accrue sur des souris B3 et Bs KO (Knock-out). Dans un autre papier, la méme
équipe suggere que lintégrine o.Bs3 pourrait avoir un role beaucoup plus
complexe que celui d’inducteur de |I'angiogenése %11, Elle pourrait avoir un role
central dans la régulation de I'angiogenése, pro- ou anti-angiogénique, selon les
conditions (Figure 50). Cette hypothése est basée sur trois observations :

- L'intégrine o,pB3 régule négativement le récepteur du VEGF flk-1.
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- L'intégrine o.B3 lie des facteurs anti-angiogéniques comme la
trombospontine.

- L'intégrine  a,Bs inhibe d‘autres intégrines impliquées dans
I'angiogenése.

Ce nouveau modeéle suggére un mécanisme d’action des molécules anti-

angiogéniques de type agoniste et pas forcément antagoniste.
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Figure 50 : Les grandes fonctions de l'intégrine a,Bs. (A) Modulation d’activités
cellulaires inductrices ou inhibitrices de I’'angiogenése. (B) Inhibition d’intégrines
pro-angiogéniques. (C) Intervention dans les cascades de signalisation de

I'apoptose

2.9.4.3 Structure de l’'intégrine o33

L'équipe de Xiong a publié en 2001 la structure cristallographique de
I'intégrine a,Bs avec une résolution proche de 0,3 nm (Figure 51) %2, |'intégrine
o,B3 comprend 12 domaines répartis entre une région supérieure ovoide et deux
fragments allongés. Elle est recourbée au niveau du site « Genu » ce qui, selon
les auteurs, suggere une grande flexibilité conformationnelle du récepteur qui
serait a l'origine de ses fonctions de régulation. L'interface principale entre les

deux sous-unités se situe au niveau de la téte ovoide.
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Figure 51 : Représentation en ruban de la partie extracellulaire cristallisée de
I'intégrine a,Bsz (sous-unité a,, sous-unité Bs3). (A) Structure cristalline du

récepteur, (B) Modéle du récepteur déployé

2.9.4.4 Ligands de lI'intégrine o,,3;

Certaines intégrines semblent lier uniquement une macromolécule de la
matrice extracellulaire, telle que la laminine ou la fibronectine, alors que d’autres
en reconnaissent plusieurs. De nombreuses intégrines (environ la moitié des
hétérodimeres) reconnaissent la séquence tripeptidique RGD (H-Arg-Gly-Asp-OH)
alors que d’‘autres reconnaissent des séquences et des domaines variés.
L'intégrine o,p; fait partie de la premiéere catégorie. La séquence RGD est un
motif commun présent sur la plupart des protéines de la matrice extracellulaire
mais aussi sur d’autres protéines. Toutefois, la conformation de ce motif et les

séquences adjacentes modulent I'affinité de la liaison pour ces protéines. Dans
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le cas de l'intégrine o.Bs, le ligand privilégié semble étre la vitronectine. La
fibronectine, le fibrinogene, les collagénes I et IV, la laminine, la thrombine, la
thrombospontine et |'ostéospontine sont également reconnus, mais dans une

[163]

moindre mesure Le développement de peptides synthétiques RGD

spécifiques de l'intégrine «,fBs est directement issu de ces observations.

2.9.4.5 Les stratégies thérapeutiques utilisant les peptides de
type RGD

Les intégrines et les ligands de type RGD sont actuellement au centre
d'intenses recherches. De nombreuses thérapies utilisent des composés liés
directement a des peptides de type RGD ou intégrés dans des transporteurs

couplés a ces motifs.

De nombreux motifs dérivés du peptide RGD ont été synthétisés, car il a
été démontré que les séquences flanquant ce tripeptide jouent un réle majeur
dans la spécificité de reconnaissance par les différents types d’intégrines. En
effet, ces séquences influencent la conformation du peptide. Dans cette optique,
la cyclisation est communément utilisée pour améliorer les propriétés de liaison
des peptides RGD. De plus, il a été démontré que les peptides linéaires étaient
tres sensibles a une dégradation chimique via la réaction du résidu d’acide

[164]  Cette dégradation est rendue

aspartique avec le squelette peptidique
impossible par la cyclisation qui rigidifie I'ensemble, et donc, stabilise le peptide.
Enfin, l'introduction d’acides aminés non naturels (comme la D-Phénylalanine) ou
I'utilisation de pseudopeptides permet d’augmenter la spécificité et I'affinité de

ces peptides 1%,

Un des peptides RGD les plus étudiés pour lintégrine a,p; est le
Cilengitide. Ce composé, grace a ses propriétés conformationnelles, posséde une
tres forte affinité pour l'intégrine a,fs, en comparaison avec la vitronectine, ainsi
qu’une bonne spécificité pour l'intégrine a,Bs, en comparaison avec l'intégrine

11431 parmi les nombreux dérivés du Cilengitide, c[-RGDfK-] est souvent

ansPs
utilisé grace a la chaine latérale de la lysine qui favorise les réactions de

conjugaison avec d’autres composés.
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Un autre peptide tres efficace, ACDCRGDCFCG ou RGD4C, a été isolé par
phage display ['%®. Bien qu’efficace, ce peptide est peu soluble et difficile a
synthétiser. c[-RGDfK-] lui est donc souvent préféré, également pour des raisons
de stabilité et de facilité de conjugaison. Il est a noter que de nombreux
pseudopeptides, trés stables et possédant une forte affinité pour l'intégrine a,ps
ont également été développés ['%°!, Malheureusement, ces composés sont peu

utilisés en raison de leur manque de sites de couplages a d’autres molécules.

L'affinité et les propriétés pharmacocinétiques des ligands RGD peuvent
étre également améliorées en les couplant a des structures de transport. On peut

citer I'exemple des conjugués protéiques multivalents utilisés par Kok et al. 1°7],

Les peptides RGD ont également souvent été modifiés, par PEGylation par
exemple, afin d’améliorer leurs propriétés pharmacocinétiques en diminuant la

clairance et en limitant leur dégradation '8,

Lors des premieres expériences, le motif RGD n’a pas été utilisé seul,

(1441 plusieurs

comme composé anti-angiogénique, mais couplé a la doxorubicine
motifs ont été utilisés, mais de nombreux problémes de stabilité et de solubilité
ont été rencontrés, sauf dans le cas du peptide c[-RGDfK-]. Malgré tout, RGD4C,
de par sa linéarité, est facilement conjugable a des pseudopetides ou a des
protéines en phase solide, ce que I'étape de cyclisation de c[-RGDfK-] ne permet

pas.

Ces motifs ont également été utilisés couplés a des séquences
nucléotidigues a visée thérapeutique afin d’améliorer leur incorporation
intracellulaire %% 17%1 ou encore & des agents contrastants, pour la détection de

métastases ou le suivi de thérapies anti-angiogéniques 1711,

2.9.4.6 Pentapeptide cyclique c[-RGD7K]

Au début des années 1990, I'équipe de H. Kessler a initié I'étude de
I'impact de contraintes stériques sur l'incorporation de penta- et d’hexapeptides
cycliques contenant le motif RGD. Pour ce faire, ils ont mené des tests d’affinité

pour les récepteurs purifiés 172! ainsi que des tests de compétition avec les
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substrats naturels 73, Ces études de screening ont conduit & la sélection d'un
pentapeptide cyclique c[-RGDfV-] sélectif de I'intégrine o,Bs. En effet, ce ligand
possede une affinité
(ICso 50 nM) proche de celle de la vitronectine (ICso 25 nM) pour l'intégrine o,fs3
soluble ou immobilisée. Cette affinité est 1000 fois supérieure a celle obtenue sur
d’autres récepteurs de la méme famille, tels a;pPs et asP;. Afin d’augmenter la
contrainte conformationnelle des composés cycliques, la méme équipe a
synthétisé des peptides méthylés sur le No. de chaque liaison peptidique de c[-
RGDfV-] afin d’améliorer I'affinité du ligand 4. Sur les cing composés étudiés,
le composé méthylé sur le résidu valine a montré la plus forte affinité et la
meilleure sélectivité pour l'intégrine o,B3 en compétition avec la vitronectine. Le
composé c[-RGDfV(N-Me)-] est testé en protocoles d’essais cliniques de phases
IT et III comme agent anti-angiogénique sous le nom de Cilengitide par la société
Merck (Figure 52).
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Figure 52 : Structure du Cilengitide

En 1998, I'’équipe de Ruoslahti a démontré que le motif RGD pouvait
également servir a adresser certains composés sélectivement vers les tumeurs.
Dans leur étude, ils ont couplé la Doxorubicine a un nonapeptide de séquence
CDCRGDCFC. IIs ont ainsi amélioré significativement la survie de souris [*”°!, Par
la suite, un composé synthétisé par Kessler 78], c[-RGDfK-], est devenu un
transporteur modele grace a la présence de la lysine. En effet, la chaine latérale
de la lysine est fonctionnalisée et permet de coupler aisément le peptide a de
nombreuses molécules, comme les photosensibilisants monocarboxyliques, par

exemple.
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2.9.4.7 Bases structurales des interactions du cyclopeptide avec

I'intégrine a,Ps;

L'équipe de Xiong a réalisé, en 2002, I'exploit de cristalliser I'intégrine a,s

(1771 1ls ont comparé

en présence du ligand c[-RGDfV(N-Me)-] et de manganése
la structure du domaine extracellulaire du dimére en présence et en absence du
ligand afin d’appréhender les changements structuraux provoqués par ce dernier

(Figures 53 et 54).

Figure 53 : Représentation du complexe ternaire avp3-RGD-Mn?*. Les positions
des cations Mn?* des sites MIDAS, LIMBS et ADMIDAS (adjacent au site MIDAS)
sont précisées par les boules bleues, grises et violettes respectivement, celles
des cing autres cations par des boules oranges. Le cyclopentapeptide est

représenté par une structure en boules.
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Figure 54 : Représentation de la surface du site de fixation du cyclopentapeptide

Il existe deux catégories d’intégrines, si l'on s’intéresse au domaine
extracellulaire impliqué dans la reconnaissance du ligand. Les intégrines oA
reconnaissent le ligand via la séquence A de la chaine a. Cette liaison requiert la
coordination d’un cation divalent au niveau du site MIDAS (metal ion-dependent
adhesion site) du domaine oA. Les intégrines appartenant a la catégorie BA, dont
I'intégrine a,Bs, reconnaissent les ligands possédant un résidu d’acide aspartique
a I'aide d'un domaine BA (aA-like) localisé sur la chaine B. En absence de ligand,
I'intégrine a,Bs interagit avec six cations, mais l'interaction avec le ligand requiert
deux cations Mn?* supplémentaires. Un des cations interagit avec le motif MIDAS
du domaine BA et l'autre avec le site LIMBS (Ligand-associated metal binding
site) du domaine BA, ce qui stabilise l'interaction ligand/récepteur. L'approche du
ligand provoque, pour l‘essentiel, des modifications dans la structure III du
domaine BA de la sous-unité Bs; de l'intégrine, mais on observe une légére
modification de l'orientation du domaine Propeller de la chaine a,. Une légére

distorsion du squelette peptidique du ligand est également observée.

2.9.5 Photosensibilisants vectorisés ciblant les récepteurs aux

intégrines

L'utilisation de photosensibilisants créant une occlusion a été récemment

décrite pour le Pd-bactériophéophorbide 178 1791 |/

idée est de potentialiser |'effet
photodynamique en induisant une hypoxie au niveau tumoral. Nous pouvons

également citer le ciblage du récepteur au VEGF (Vascular endothelial Growth
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Factor), KDR qui intervient dans la croissance de I'endothélium vasculaire,
nécessaire au développement tumoral. Une approche consiste a greffer un
peptide reconnu spécifiquement par KDR a une chlorine, afin de détruire la

tumeur (Figure 55) [180, 1811

' QrM{|M l'rﬁflw“'m'rlw“.hf}uu
L]

Figure 55 : Structure chimique du conjugué TPC-Ahx-ATWLPPR

Cette méme approche a été utilisée par I’équipe d’Allen qui a utilisé des
phtalocyanines couplées a des protéines de type 2 de la capside d’adénovirus via
un bras espaceur de type acide caproique ['82), Ces protéines ont une forte
affinité pour les intégrines de certains cancers (cellules de poumon par exemple),
grace a plusieurs répétitions (cinqg ou six) de la séquence H-Arg-Gly-Asp-OH.
Certains de ces photosensibilisants ont montré une plus grande affinité, in vitro,
pour les souches cellulaires exprimant les intégrines et, au contraire, une faible
affinité pour les cellules sous-exprimant ces récepteurs. De plus, |I'adressage des
phtalocyanines par ces protéines a permis de diminuer sensiblement les doses de
photosensibilisants nécessaires a une cure compléte de tumeurs greffées sur des
souris Balb/c. Plus récemment, une approche similaire, utilisant un pentapeptide

[183] | e peptide linéaire synthétisé sur support

cyclique a été publiée (Figure 56)
solide a été couplé au photosensibilisant, puis cyclisé par métathese. Ces
résultats nous ont encouragé dans notre choix d’'un systéme simple avec fixation

d’une seule séquence de type H-Arg-Gly-Asp-OH.
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Figure 56 : Structure de la porphyrine couplée au pentapeptide cyclisé par

métathése [183]
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Objectifs de I'étude
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L'effet curatif de la thérapie photodynamique en cancérologie est dd, soit a
destruction directe des cellules cancéreuses, soit a leur destruction indirecte,
conséquence de la destruction de la vascularisation. Dans cette double optique,
nous avons synthétisé et étudié de nouveaux photosensibilisants conjugués avec
des motifs osidiques ou peptidiques.

Il a été démontré par plusieurs équipes que l'‘adjonction de motifs
glycosylés améliorait I'efficacité des porphyrines in vitro et in vivo. Des composés
mono et bi-glycosylés (chlorines et porphyrines) ont été synthétisés, afin de
vérifier Iimpact du nombre de motifs glycosylés et de I'asymétrie du couplage
sur la solubilisation, les propriétés photophysiques, la rétention sélective et la
phototoxicité de ces produits.

Le méme type d’étude a été conduit sur des composés greffés avec un
motif peptidique de type H-Arg-Gly-Asp-OH permettant de cibler les intégrines
qui sont surexprimées sur certains types tumoraux et les néo-vaisseaux,
permettant une double approche thérapeutique, comme celle utilisée par I’'équipe
du Pr. Van Lier relatant le ciblage par ce segment tripeptidique en thérapie
photodynamique. Dans un premier temps, nous avons synthétisé et étudié deux
photosensibilisants couplés directement a un tripeptide RGD. Ensuite, nous avons
synthétisé un photosensibilisant lié a un pentapeptide cycliqgue de formule
c[RGDfK], ce nouveau vecteur étant un inhibiteur trés sélectif de I'intégrine a,Bs
et de I'angiogenese grace a la contrainte due a la cyclisation. Ce peptide semble
avoir des caractéristiques idéales pour la vectorisation de photosensibilisants.
Outre la spécificité de fixation sur un type cellulaire donné, un faible
encombrement stérique limitant Iimpact sur la formation d’oxygéne singulet, ce
peptide induit I'endocytose dans un compartiment cellulaire (lysosome) sensible.
De plus, sa faible taille permet une clairance rapide des organes non visés et la
présence de charges permet une meilleure solubilisation.

Parallelement, dans le cadre d'un programme européen Cost-Chemistry
intitulé "New molecular systems with therapeutic applications in photodynamic
therapy of cancer and microbial infections”, les propriétés photophysiques de
nombreux photosensibilisants synthétisés par I’équipe roumaine du Dr R.M. Ion
ont été étudiées lors d'un stage de 3 mois effectué a I'Université d’Amsterdam

dans le cadre d’un échange européen Marie Curie.
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Partie II

Etude de composés glycosylés
pour des applications en thérapie
photodynamique
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1 Contexte de I'étude

Un bon photosensibilisant pour la PDT doit étre sélectif et rapidement
éliminé des tissus sains. De plus, il doit absorber fortement la lumiere rouge et
transférer le maximum de l’énergie recue a |‘'oxygéne moléculaire, afin de
produire de l'oxygéne singulet. De nombreux photosensibilisants de 2°m¢
génération (porphyrines, chlorines, bactériochlorines) ont été modifiés de fagon a
améliorer leurs propriétés selon ces critéres, mais seuls quelques uns ont regu

I'approbation des agences gouvernementales de régulation.

Une des manieres d’augmenter la sélectivité d'un photosensibilisant est de
I’'adresser via un vecteur. Dans ce cadre, les porphyrines glycosylées présentent
un grand intérét. En effet, les motifs glycosylés augmentent la durée de vie
plasmatique et la solubilité des porphyrines. De plus, certaines souches
tumorales présentent une forte affinité pour les sucres. En effet, I'impact de la
glycoconjugaison sur I’'hydrophobie des composés tétrapyrroliques varie selon le
nombre de substituants et la symétrie des composés. Il est ainsi possible de
moduler I'amphiphilicité des composés obtenus ainsi que leur solubilité 84, En
outre, cette approche permet d’inverser la tendance naturelle qu’ont les
photosensibilisants a s’agréger en milieu aqueux. Il a en effet été démontré que
la forme monomeére (non agrégée) est plus efficace, in vitro, car I'agrégation
tend a diminuer la biodistribution et les propriétés photophysiques des

macrocycles 1851,

L'équipe de Moser a observé une augmentation de prés d’un facteur 100
de la photocytotoxicité de porphyrinoides diglucosaminés en comparaison avec
les analogues non substitués 1881, La position du motif glucosylé est également

trés importante 11871,
Si des porphyrines O-glycosylées et S-glucosylées ont déja été

synthétisées, nous n’avions pas connaissance de |'existence de porphyrines

aminoglycosylées en dehors de |’étude menée par Furhop sur une PpIX
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glucosamidée 18! La liaison amino doit permettre une meilleure résistance a

I'hydrolyse par les glycosylases endogénes 11891,

2 Objectif

Notre objectif était d’effectuer la synthese et de rapporter les propriétés
photophysiques (absorption, fluorescence, rendements quantiques de formation
d’oxygene singulet) de nouvelles porphyrines glycosylées. Nous avons également
évalué leurs propriétés photocytotoxiques sur une lignée humaine

d’adénocarcinome colique (HT29).

3 Résultats

Dans une premiere étape, nous avons évalué des tétraphénylporphyrines
tétra-N-glucosylées dont les sucres étaient méthylés, acétylés ou laissés sous
forme libre. Bien que possédant des propriétés photophysiques proches de la
porphyrine témoin (la TPP) et un taux d’incorporation plus élevé (dans le cas des
sucres acétylés), ces composés n‘ont pas démontré d’efficacité thérapeutique in
vitro. Les résultats de cette étude sont présentés dans la publication New
glycosylated porphyrins for PDT applications %%

Dans un deuxiéme temps, nous avons envisagé une nouvelle approche du
probléme dans cette publication en nous intéressant au degré de glycosylation
des porphyrines ainsi qu’a la synthése de chlorines correspondantes. Nous avons
éudié l'influence des modifications structurales induites par un glycosylation
symétrique ou asymétrique sur les propriétés photophysiques ainsi que sur

I'efficacité thérapeutique sur la lignée tumorale HT29.

Cette étude a démontré que les cellules de la lignée d’adénocarcinome
colique étaient significativement plus sensibles aux composés asymétriques et
moins hydrophobes par comparaison aux composés bi-glucosylés et a la TPP.
Cette étude est présentée dans The 2-aminoglucosamide motif improves cellular

uptake and photodynamic activity of tetraphenylporphyrin [*°!]
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4 Conclusion
De nombreux photosensibilisants de 2™ génération ont été modifiés afin

d’améliorer leur sélectivité envers les cellules tumorales ainsi que leurs
caractéristiques phototophysiques. Une des méthodes utilisée est le couplage des
photosensibilisants a des vecteurs. Dans cette étude, nous avons choisi de
coupler des porphyrines a des motifs glycosamines afin d’améliorer leur
solubilité, leur durée de vie plasmatique et de tester leur affinité pour les
récepteurs aux sucres, de type lectine, exprimés par certaines souches

cancéreuses.

La synthése de plusieurs porphyrines tétraglycosylées a été effectuée avec
succes. Afin de modifier la balance hydrophyle/hydrophobe de ces composés,
nous avons utilisé des motifs glucosamines simples, méthylés ou acétylés. Nous
avons ensuite étudié leurs principales caractéristiques photophysiques afin de
vérifier I'impact du couplage sur celles-ci. Cela nous a permis de prouver que la
glycosylation modifiait tres peu les propriétés photophysiques des porphyrines.
De plus, dans le cas du composé tétraglycosylé, une légere augmentation du
transfert d’énergie lumineuse pour la production d’oxygene singulet a été
observée.

Par la suite, l'incorporation intracellulaire des photosensibilisants a été
mesurée sur des cellules d’adénocarcinome colique (HT29). Tous les composés
glycosylés ont présenté un meilleur taux d’incorporation intracellulaire que notre
porphyrine témoin, la TPP. Suite aux publications, des essais de cytotoxicité a
I'obscurité et en présence de lumiere ont été effectués. Malheureusement, ces
essais n‘ont pas été concluants, car aucun des composés glycosylés n‘a montré

I'efficacité photodynamique attendue, contrairement a la TPP.

Cela nous a conduit a revoir notre approche concernant la vectorisation via
le motif glucosamine. Nous avons conservé le motif glucosamine acétylé, qui
montrait le plus fort potentiel dans cette étude, et avons choisi de synthétiser et
de tester des composés asymétriques possédant des propriétés amphiphiles,

favorisant ainsi l'incorporation intracellulaire des porphyrines.

Nos résultats démontrent que la glycoconjugaison permet de modifier

aisément certaines propriétés physicochimiques, telles que [I'hydrophilie et
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I’'nydrophobie ou encore la solubilité de cycles tétrapyrroliques. Ces
caractéristiques sont, comme nous l'avons déja vu, essentielles afin d’obtenir un
effet photodynamique important. En effet, le nombre de résidus glycosylés, et
I'asymétrie de la molécule, semblent jouer un rble central dans I'augmentation
du taux d’incorporation intracellulaire (jusqu’a 11 fois plus que notre témoin, la

TPP) des photosensibilisants ainsi modifiés.

Dans un premier temps, nous avons pu corréler lincorporation
intracellulaire de ces composés a leur amphiphilie, via leur comportement
migratoire en HPLC. Ce phénomeéne a entrainé, dans un deuxiéme temps, une
plus grande efficacité photodynamique. En effet, les mesures de cytotoxicité
cellulaire en présence de lumiere sur les cellules issues d’adénocarcinome colique
(HT29) ont montré que les cellules étaient beaucoup plus sensibles aux
composés glycosylés. De plus, nous avons observé une meilleure efficacité
photodynamique avec les composés asymétriques, monoglycosylés. Comme
attendu, la réduction d’une double liaison du cycle tétrapyrrolique (soit
I'utilisation de chlorines) diminue également la DLsy (Dose de lumiere induisant

50% de mort cellulaire).

Les expériences de microscopie confocale ont montré que |'une des raisons
de la faible efficacité photodynamique de la TPP, dans nos conditions
expérimentales, était certainement une agrégation intra ou extracellulaire trop
importante. Ce phénomene n’a pas été observé lors des expériences impliquant
les composés glycosylés. De plus, [lutilisation de sondes marquant
spécifiquement les principaux organites intracellulaires, tels que le réticulum
endoplasmique, les lysosomes ou encore les mitochondries, montre une
incorporation intracellulaire massive, essentiellement au niveau du réticulum
endoplasmique. Cette étude nous a donc permis de synthétiser de nouvelles
porphyrines et chlorines glycosylées ayant les caractéristiques requises (in vitro)

pour une utilisation en thérapie photodynamique.
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Partie Il

Etude de composeés liés au peptide
RGD pour des applications en thérapie

photodynamique
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1 Contexte de I’étude

Toujours dans |'optique d’augmenter la spécificité et I'élimination rapide
des photosensiblisants, nous nous sommes intéressés au couplage de peptides
de type RGD possédant des propriétés anti-angiogéniques, une des cibles

thérapeutiques pour le traitement du cancer 1991101,

Rappelons que ces peptides sont reconnus d’une maniére trés spécifique
par l'intégrine a,p; 1'?®! et que chaque souche cancéreuse posséde un « pattern »
particulier d’expression des intégrines. L'intérét pour l'intégrine «,B; provient du
fait qu’elle est surexprimée par les cellules endothéliales, impliquées dans la néo-
vascularisation, et par de nombreuses lignées tumorales '*®], comme nous
I'avons déja vu dans la premiere partie.

Cette approche a été utilisée par I'équipe d’Allen qui a considéré des
phtalocyanines couplées a des protéines de type 2 de la capside d’adénovirus via

1511 Ces protéines ont une forte

un bras espaceur de type acide caproique
affinité pour les intégrines de certains cancers (cellules de poumon par exemple),
grace a plusieurs répétitions (cing ou six) de la séguence -RGD-. Certains de ces
photosensibilisants ont montré une plus grande affinité, in vitro, pour les souches
cellulaires exprimant les intégrines et a permis de diminuer les doses de
photosensibilisants nécessaires a une cure compléte de tumeurs greffées sur des
souris Balb/c. Plus récemment, une approche similaire, utilisant un pentapeptide

cyclisé par métathése a été publiée 183,
2 Objectif

L'idée est de potentialiser I'effet photodynamique en induisant une hypoxie
au niveau tumoral. Pour ce faire, nous avons couplé des porphyrines et des
chlorines a des peptides linéaires ou cycliques, de type -RGD-, via une syntheése

sur support solide.
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3 Résultats
Nous avons reporté la synthése et étudié les propriétés photophysiques

(absorption, fluorescence, rendements quantiques de formation d‘oxygéne
singulet) de nouvelles porphyrines et chlorines couplées au motif —RGD-. Nous
avons également évalué leurs propriétés photocytotoxiques sur deux lignées
cellulaires possédant divers taux d’expression de l'intégrine a,Bs. L'évaluation de
I'efficacité thérapeutique anti-angiogénique a été effectuée sur des cellules
endothéliales issues de la veine de cordon ombilical humain (HUVEC).
Concernant l'approche directe, c'est-a-dire la destruction des cellules tumorales
par le photosensibilisant, nous avons utilisé la seule lignée qui, a notre
connaissance, n’exprime pas l'intégrine o,fs, il s’agit de cellules issues de
tumeurs mammaires murines, les EMT6. Nous avons donc utilisé cette lignée
comme témoin négatif, afin d’évaluer la spécificité de la vectorisation via —-RGD-.

Les résultats de cette étude sont soumis dans la publication : Interest of
RGD-containing linear or cyclic peptide targeted tetraphenylchlorin as novel

photosensitizers for selective photodynamic activity 11°?

4 Conclusion

Dans cette partie du travail, nous avons étudié des composés greffés avec
un motif peptidique de type H-Arg-Gly-Asp-OH, connu comme étant un des
motifs de reconnaissance spécifique des intégrines qui sont surexprimées sur
certains types tumoraux et les néo-vaisseaux, permettant une double approche

thérapeutique, directe et indirecte.

Nous avons présenté la synthése du précurseur, effectuée en phase
liguide, suivie du greffage au peptide réalisée sur support solide. Dans cette
étude, deux peptides ont été sélectionnés. Le tripeptide linéaire H-Arg-Gly-Asp-
OH a été sélectionné car il s’agit du motif de base reconnu par les intégrines. De
plus, nous avons couplé le méme précurseur tétrapyrroliqgue au pentapeptide
cyclique c[Arg-Gly-Asp-DPhe-Lys]. En effet, comme nous l'avons déja vu, la
contrainte imposée par la cyclisation améliore fortement la spécificité de

reconnaissance par les intégrines o,f;.
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Bien que leurs propriétés photophysiques (production d‘oxygene singulet,
essentiellement) soient inférieures a la moyenne des composés de type TPP, ces
composés présentent une activité photodynamique intéressante in vitro. En effet,
nous avons observé une amélioration du taux d’incorporation intracellulaire trés
significative sur les différentes lignées tumorales testées. Il y a une différence
notable entre les lignées cancéreuses (de statut o,f; différent) testées, quel que
soit le peptide. Malgré tout, nos résultats semblent démontrer que le peptide
RGD, fixé de cette maniere au photosensibilisant, n’adresse pas ce dernier
uniguement via les intégrines mais également par desvoies aspécifiques.

Par contre, ces composés montrent un effet photodynamique plus
important sur les cellules endothéliales. Leur efficacité semble liée a une
augmentation de l'incorporation intracellulaire via des mécanismes spécifiques et
non spécifiques, tout comme pour les composés glycosylés présentés
précédemment. Malgré tout, nos résultats démontrent que nos composés sont
tres efficaces, quelle que soit la lignée testée. Ils peuvent donc étre utilisés dans
une approche visant a potentialiser les effets directs et indirects de la PDT, in

Vivo.
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Partie IV

Etude photophysique de
nouveaux composeés pour des
applications en thérapie

photodynamique
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1 Contexte de I'étude
Une des étapes fondamentales lors de |'étude de photosensibilisants

consiste a comparer leurs caractéristiques photophysiques a celle de composés
connus. Comme nous l'avons déja vu précédemment, un bon photosensibilisant
doit posséder plusieurs caractéristiques photophysiques avant d’envisager une
application thérapeutique ou de I'utiliser comme composé modele afin d’étudier
les aspects théoriques et instrumentaux de la PDT. En particulier, il y a
production, via un transfert d’énergie, d’oxygene dans sa forme singulet, forme
trés réactive et trés phototoxique. Il était donc nécessaire, dans cette partie
spectroscopique, d’établir les caractéristiques de |'état triplet des molécules
étudiées afin d’évaluer leur efficacité clinique. Pour atteindre les temps de vie
des états triplets des photosensibilisants et les rendements quantiques de
transfert d’énergie a l'oxygéene, nous avons eu recours a des techniques
photophysiques spécifiques (spectroscopie d’émission et d’absorption résolues
dans le temps notamment), techniques disponibles a I'Institute of Molecular
chemistry de |'Université d’Amsterdam et mises a disposition par le Docteur

Albert Manfred Brouwer.
2 Objectif

Le but de cette étude est de mieux caractériser différents
photosensibilisants avant d’envisager une application pratique en PDT. En effet,
I'effet curatif de la PDT est uniquement d( a l'interaction entre la lumiére visible
et un photosensibilisant et il est maintenant généralement admis que I'oxygéene
singulet est I'espece réactive qui joue un role majeur en PDT.

Selon le procédé de transfert d’énergie d’excitation de type II, le
photosensibilisant a I’état triplet interagit avec I'oxygéne moléculaire qui est
également a I'état fondamental triplet. Les réactions de type II conduisent a la
formation d’oxygéne singulet. Ce dernier oxyde alors d’'importantes biomolécules
cellulaires produisant ainsi des dommages cellulaires létaux au niveau des tissus
tumoraux.

Pour une application en PDT, l'état triplet du photosensibilisant doit
posséder une énergie suffisante (= a8 94 kJ mol™) afin d’interagir avec I'oxygéne a
I’état fondamental. Le taux de conversion intersystéme menant a |'état triplet du

photosensibilisant doit étre élevé et la durée de vie de cette espece doit étre
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longue afin de favoriser le transfert d’énergie vers I'oxygéne moléculaire. Cette
derniére caractéristique est essentielle pour obtenir de bons rendements de
formation d’oxygene singulet. De plus, I'utilisation de lumiere rouge en PDT due
a l'absorption caractéristique des tissus humains requiert |'utilisation de

composés possédant une forte absorption au-dela de 650 nm.

Dans cette partie du travail, nous avons mesuré les caractéristiques
photophysiques importantes de 11 photosensibilisants dont la majeure partie a
été synthétisée par I’équipe roumaine du Dr R.M. Ion de I'ICECHIM, a Bucarest.
Seront donc abordés successivement :

- L'étude de I'état singulet (absorbance et fluorescence)

- Le rendement quantique de formation d’oxygene singulet

- L'étude de la durée de vie de |'état triplet

3 Matériels et méthodes

3.1 Composeés étudiés

Les photosensibilisants utilisés lors de cette étude sont des dérivés

métallés de la tétra-naphtalo-porphyrine (TNP), de la tétra-méthoxyphényl-

porphyrine (TMPP) et de la TPP. La structure de ces composés est présentée
o
dans la figure 57. [

Tétra-naphtalo-porphyrines Tétra-méthoxyphényl- Tétra-phényl-porphyrines
porphyrines X=WCl,4 TPPW

X=Pd TNPPD X=Ni TMPPNI  X=H TPP

X=Pb TNPPB X=Pd TMPPPD

X=Cd TNPCD X=Ru TMPPRU

X=Zn TNPZN X=Rh TMPPRH

X=H TNP X=H TMPP

Figure 57 : Structure des dérivés de la TNP (a), de la TMPP (b) et de la TPP (c)

126



Etude photophysigue de nouveaux composés pour des applications en
thérapie photodynamique

3.2 Détermination des coefficients d’extinction moléculaires et des

rendements quantiques de fluorescence

3.2.1 Absorption UV-Visible

L'absorption UV-visible a été mesurée sur un spectrophotomeétre PERKIN
ELMER LAMBDA 2. Cet appareil permet de mesurer |'absorbance d’une substance

en fonction de la longueur d’onde A en utilisant la relation de Beer-Lambert.

Loi de BEER-LAMBERT : Absorbance = DO = log (Ip/I) = e C | € en mol”

lL.cmt

C en mol.L*
3.2.2 Fluorescence en excitation continue

Les spectres de fluorescence ont été€ obtenus en utilisant un spectrofluorimetre SPEX II. Le SPEX
II est équipé d’une lampe Xénon 450 W et d’un double monochromateur. Nos études se faisant de
maniere classique (analyse a 90°), il est nécessaire, pour effectuer des mesures quantitatives, de se
placer & une concentration de chromophore adéquate. En effet, I’existence de I’effet de peau nous

impose d’utiliser une concentration de produit pour laquelle I’absorbance est inférieure a 0,2

(homogénéité de fluorescence par rapport au cone de réception du monochromateur d’analyse).

Pour nos analyses, nous avons utilisé :
- Des cuves en quartz d’un centimétre de parcours optique
- Une solution aqueuse de fluorescéine a 0,16 mg.L! comme référence
- Une largeur de bande passante de 1,885 nm et un temps d’intégration

d’'une seconde

3.2.3 Détermination des rendements quantiques de formation d’oxygéne
singulet (®'0,)

La technique utilisée est similaire a celle décrite dans la publication

présentée dans la deuxiéme partie de ce manuscrit [*!

. Toutefois, la durée du
stage a Amsterdam a été mise a profit pour améliorer le rapport signal sur bruit

(Figure 58).
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(a) Luminescence of singlet oxygen
with TPP in Toluene
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Figure 58 : Spectres bruts obtenus avant (a) et aprés (b) amélioration des

conditions expérimentales

Brievement, les photosensibilisants étudiés ont été excités a l'aide d'une
lampe Xénon a arc placée sur un SPEX 1680 possédant un double
monochromateur de 0,22 yum. La luminescence de l'oxygéne singulet a ensuite
été mesurée a 1270 nm via un monochromateur PTI S/N 1565 grace a un
détecteur IR de la société North Coast Scientific refroidit a I'azote liquide (modéele
EO-817L). La TPP a, a nouveau, été utilisée comme molécule de référence afin
de calculer les rendements quantiques de formation d’oxygéne singulet ®'0O..
L'absorbance de la TPP ainsi que celle des composés étudiés a été maintenue
proche de 0,2 (£ 10%) et ce, quelle que soit la longueur d’onde d’excitation
utilisée. Les composés de type porphyrine ont été excités dans la bande de Soret

(afin de minimiser les inconvénients dus aux problémes d’agrégation).
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3.2.4 Détermination de la durée de vie de I’état triplet (1)

Les expériences de photolyse laser (permettant de déterminer 1, la durée
de vie de I'état triplet) ont été réalisées a 275 K a l'aide d’un laser YAG Coherent
Infinity équipé d’un oscillateur optique paramétrique (OPO). La durée et |'énergie
de l'impulsion étant respectivement de 5 ns et 4 ml. L'aire de la surface
illuminée était de 0,1 cm? Afin de mesurer les changements de spectre
d’absorption, nous avons utilisé une lampe Xénon flash basse pression (G FX
504) permettant une illumination de I’échantillon a un angle de 90° par rapport
au rayon laser. La lumiére recue a ensuite été dirigée, via un spectrographe
(Acton Research Spectra pro 150) vers une caméra CCD intensifiée (ICCD-576-
G/RB-EM de Princeton Instrument) dont la largeur de fenétre temporelle est de
5 ns. Les composés étudiés ont été excités a 515 nm, dans la bande Qy, a cause
d’un trou dans le spectre d’utilisation du laser YAG Coherent Infinity entre 400
nm et 435 nm (soit dans la bande de Soret). La durée de vie de |'état triplet a

été mesurée dans des solutions de DMSO saturées, ou non, en argon.

4 Reésultats et discussion

4.1 Détermination des coefficients d’extinction moléculaires et des
rendements quantiques de fluorescence

Les résultats concernant l|'absorption UV-Visible sont résumés dans le
tableau 1 et ceux obtenus en fluorescence dans le tableau 2. Les spectres

normalisés sont présentés sur la figure 59.
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Tableau 1 : Principales caractéristiques d’absorption UV-Visible des composés

étudiés dans I'éthanol

Composés Asoret () Aquv () Aqu Aqu At
e (e-3) g(e-?) g(e-?) g(e-Y) g(e-?)
TMPP 417 / 153 515/ 15,6 585/ 3,8 N.D. 652/ 3
TMPPNI 417 / 14,5 540/ 8,1 N.A. N.A. N.A.
TNPPPD 417/ 127,4 524 /10,9 N.A. N.A. N.A.
TNPPRH 423 / 66,2 535/ 7 571/ 4,2 N.D. N.D.
TNPPRU 417 / 59,1 516 / 4,1 552/ 3,2 592/ 2,6 650/ 2,5
TNP 419/ 75,5 514/ 8,6 588/ 4,4 N.D. 654/ 3,4
TNPCD 430/ 1000 569 / 69,3 610/ 38,3 N.D. N.D.
TNPPB 420/ 19 470/ 11,6 548 /1,8 650/ 1,7 N.D.
TNPPD 419/ 35 518/ 7 N.A. N.A. N.A.
TNPZN 427 / 79 558 /4,9 586/ 2,4 614/ 2 N.D.
TPPW 413/ 174 511/9,1 545/ 4,5 589/ 4 645/ 3,1

Il est a noter que les différents substituants latéraux des photosensibilisants

influencent peu les propriétés d’absorption des composés, contrairement a la

présence de métaux, sauf dans le cas du tungsténe. Concernant la bande de
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Soret, on observe majoritairement un décalage de I'absorption vers le rouge. On
observe également la disparition de la bande Q; pour tous les composés métallés,
a l'exception du ruthénium et, a nouveau, du tungsténe. Les autres bandes
d’absorption, lorsqu’elles existent, sont pratiquement identiques a celles des
composés non métallés, avec, dans le cas du cadmium, un fort effet
hyperchrome a 430 nm. De plus, on peut observer que l'influence du palladium

est fortement dépendante du photosensibilisant utilisé

Tableau 2 : Rendements quantiques de fluorescence des composés étudiés dans

I’éthanol

Composés | A Fluorescence | % @ Fluorescence
TMPP 655/ 718 7,1+£0,5
TMPPNI 656 0,23 +£0,05
TNPPPD 615/ 655 0,36 £ 0,03
TNPPRH 653/ 718 1,0+£0,3
TNPPRU 654 / 717 8,8+0,5
TNP 652 / 714 6,9 + 0,4
TNPCD 621 / 652 1,13+ 0,06
TNPPB 653/ 714 5,0+ 0,04
TNPPD 653/ 714 4,1+0,1
TNPZN 600 / 655 6,2+0,3
TPPW 646 / 714 3,60,3

On observe la présence de deux bandes d’émission de fluorescence entre 600 et
750 nm, sauf dans le cas du nickel. Ce dernier, ainsi que le ruthénium, le

cadmium et, dans un cas, le palladium inhibent fortement la fluorescence.
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Figure 59 : Spectres d’absorption et de fluorescence des composés étudiés dans

I’éthanol. Dérivés de la TMPP (a), de la TNP (b) et de la TPP (c)
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4.2 Détermination des rendements quantiques de formation
d’oxygeéne singulet (¢'0,)

Les résultats obtenus dans le toluéne sont résumés dans le tableau 3.

Tableau 3 : Rendements quantiques de formation d’oxygéne singulet (®'0,) dans

le toluene

Composés oAO,
TMPP Non détecté
TMPPNI Non détecté
TNPPPD 0,79 £ 0,22
TNPPRH 0,40 £ 0,06
TNPPRU 0,60 + 0,27
TNP 0,50 £ 0,02
TNPCD 0,77 £ 0,06
TNPPB 0,43 £ 0,05
TNPPD 0,63 £ 0,05
TNPZN 0,28 £ 0,03

TPP 0,69
TPPW 0,54 + 0,04

La majorité des composés étudiés ont un rendement de formation
d’‘oxygene singulet proche de 0,5 bien que pour certains composés, aucune
luminescence n‘ait été détectée. Afin d’éviter les problemes de photobleaching et
d’agrégation et ainsi obtenir des résultats reproductibles et fiables nous avons di
utiliser le toluéne (bien qu'il soit également possible de travailler dans le
chloroforme). Le toluene permet I'étude des composés trés hydrophobes. Afin
d’éviter les problemes d’‘agrégation, nous avons utilisé des solutions a une
concentration de l'ordre de 10° M et pour les problémes de photobleaching, nous
avons veillé a utiliser la quantité minimale requise de lumiere. Cela a nécessité
d’augmenter significativement la sensibilité du montage instrumental par rapport
aux résultats présentés dans la publication Y. Un exemple des résultats
obtenus avant et aprés |'amélioration des parameétres instrumentaux est

présenté ci-apres.
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4.3 Limite de la méthode utilisée

La reproductibilité de la technique utilisée, un SPEX 1680 couplé a un
détecteur détecteur IR (modele EO-817L) refroidit a |'azote liquide, est
extrémement dépendante du détecteur ainsi que des solutions utilisées. En effet,
comme nous l‘avons déja mentionné, il est nécessaire d'utiliser des
concentrations trés faibles en photosensibilisant afin de limiter le phénoméne
d’agrégation. Cela implique d’augmenter la sensibilité du détecteur. Pour se faire,
il est nécessaire d’augmenter considérablement le refroidissement de ce dernier.
D’un autre co6té, l'utilisation d’azote liquide perturbe le systeme et il est
nécessaire d’attendre que le détecteur se stabilise car les microbulles de gaz
créent un bruit artificiel. En respectant un temps de stabilisation avant et entre
chaque mesure il a été possible d’améliorer la sensibilité de la technique d’un
facteur 20 en comparaison avec les mesures effectuées précédemment. Cela
nous a permis d’étudier les composés dans des conditions ou les phénomenes

d’agrégation sont minimisés.

4.4 Détermination de la durée de vie de I'état triplet (1) et de la
constante de quenching K,

Tous les résultats présentés dans cette partie ont été effectués dans le
DMSO. En effet, cette technique nécessite d’utiliser des solutions dont
I'absorbance est proche de 0,5 et, seul le DMSO permet d’éviter I'agrégation a de
telles concentrations. De plus, les études conduites dans le chloroforme et le
toluene ont systématiquement conduit a la formation de photoproduits absorbant
dans la méme zone que l’état triplet. Afin de calculer la constante de quenching
(Kq) de l'état triplet par I'oxygéne, les expériences ont été menées dans des
solutions aérées ou saturées d’argon. La constante de quenching de chaque
photosensibilisant a été déterminée via la relation linéaire de Stern Volmer :

1/71 = Kq [02] + 1/70

avec Tr la durée de vie de I'état triplet en présence d’oxygene, To la durée de vie
de l'état triplet en absence d’oxygene et K, la constante d’inhibition (ou de
quenching).

Les résultats sont résumés dans le tableau 4.
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Tableau 4 : Durée de vie de |'état triplet (T) en présence et en absence

d'oxygene et constante de quenching K,

Composés T tr.iplet, en s,ol_ution T triplet en solution saturée Kq (531'6)_1

equilibrée a l'air (ns) en argon (Ms) (L.mol™*.s™)
TMPP N.D. N.D. N.D.
TMPPNI N.D. N.D. N.D.
TNPPPD 1100 = 50 50 =7 108
TNPPRH 1530 = 90 29 + 4 73
TNPPRU 1150 = 70 86 = 10 104
TNP 1700 = 100 500 + 50 68
TNPCD 1550 £ 120 63 £ 7 76
TNPPB N.D. N.D. N.D.
TNPPD 1200 £ 100 20+ 1 91
TNPZN 2400 £+ 210 29 £ 2 44
TPP 1450 £ 80 66 + 12 83
TPPW 1060£ 70 120 £ 17 116

Comme attendus, les durées de vie de l'état triplet sont de l'ordre de la
microseconde en présence d’oxygene et de l'ordre de la seconde en solution
saturée en argon. Dans nos conditions expérimentales, nous n‘avons pu détecter
de formation de |'état triplet pour la TMPP, TMPPNI et TNPPB. Les constantes de
guenching sont similaires pour tous les autres composés.

La figure 62 présente un exemple typique de formation du triplet d’une

porphyrine dans le DMSO entre 435 nm et 505 nm.
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Figure 62 : Formation du triplet de la TPP dans le DMSO et en absence d’oxygéne

entre 435 nm et 505 nm (Aexc : 515 nm, Incrément: 50 ns)

5 Conclusion

Les principales propriétés photophysiques de 11 nouvelles métallo-

porphyrines ont été mesurées (absorption, fluorescence, production d’oxygéne

singulet et durée de vie de I'état triplet).

Nous avons constaté que :

Le cadmium de TNPCD augmente fortement les propriétés d’absorption

(13 fois) et la formation d’oxygéene singulet (0,77) de la porphyrine.

Le palladium améliore le transfert d’énergie vers I'oxygene dans TNPPD
et TMPPPD (respectivement ¢'0O, de 0,63 et 0,79).

Les durées de vie triplet de TNP (500 ps) et de TMPPRU (86 ps) en

absence d’oxygeéne sont exceptionnellement longues.

Le zinc, quant a lui, diminue ®'0, de 50%. Le nickel empéche toute
formation d‘oxygeéne singulet, ce qui est certainement di a
I'impossibilité de passer a I'état triplet.

Le ruthénium et le tungsténe n’ont pas d’'impact sur la formation

d’oxygéne singulet.
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Ces composés peuvent étre utilisés comme modeles de référence pour
I’étude des principales caractéristiques photophysiques de futurs composés
métallés.

Nous avons également clairement établi que ces techniques d’études des
propriétés photophysiques des photosensibilisants trouvent leur place lors de
I’évaluation préliminaire de l'activité photodynamique de nouveaux composés

avant une exploration plus poussée in vitro.
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En conclusion de notre travail et grace aux expertises complémentaires
des différents laboratoires impliqués dans cette étude, des composés glycosylés
efficaces ont été synthétisés. Dans un premier temps, leurs principales
caractéristiques photophysiques ont été mesurées (absorbance, rendements
quantiques de fluorescence, rendements quantiques de formation d’oxygéne
singulet et durée de vie de I'état triplet), afin de vérifier I'impact du couplage
d’un ou de plusieurs motifs glucosamines sur celles-ci. Nous avons démontré que
le couplage n’induisait pas de modifications importantes a ce niveau. Ensuite,
nous avons testé leur efficacité photodynamique in vitro sur des cellules HT29.
Nous avons observé une augmentation de lincorporation cellulaire de ces
composés, en comparaison avec notre photosensibilisant témoin, la TPP. Il
semble que seules les modifications des propriétés physico-chimiques des
porphyrines  glycosylées, induisant une variation de |la balance
hydrophile/hydrophobe, soient responsables de ce phénomeéne. Cela a également
permis d‘augmenter leur phototoxicité qui reste, malgré tout, faible en
comparaison avec d’autres photosensibilisants existants sur le marché, telle que

la m-THPC, par exemple.

Par la suite, les composés liés au peptide RGD linéaire ont été étudiés
(méthode de syntheése originale et étude photophysique). Ils présentent une
activité photodynamique intéressante in vitro bien que leurs propriétés
photophysiques (production d’oxygéne singulet, essentiellement) soient,
contrairement a précédemment, inférieures a la moyenne des composés de type
TPP. Cela est néanmoins compensé par une forte amélioration de l'incorporation
cellulaire. Malheureusement, nous n’avons pas observé de différence notable
entre les lignées de statut o,fB; différent testées. Il semblerait que le peptide
RGD, fixé de cette maniere au photosensibilisant, n‘adresse pas ce dernier via les
intégrines. C’est pourquoi nous nous sommes ensuite intéressés au couplage
d’un pentapeptide cyclique possédant le motif RGD, car il a été démontré que la
contrainte imposée par la cyclisation permet d’améliorer la reconnaissance de ce
dernier par les intégrines. A nouveau, aucune spécificité d’incorporation n‘a pu
étre observée, dans nos conditions expérimentales. Malgré tout, ce dernier
composé semble extrémement efficace sur les cellules endothéliales, grace a

I'amélioration de ses caractéristiques physiques (augmentation de |'absorption
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dans le rouge) d’une part, et grace a un fort taux d’incorporation intracellulaire,

d’autre part.

Enfin, dans le cadre d’un projet Européen, une étude photophysique compléete a
été menée sur de nombreux composés synthétisés par I’équipe roumaine du
Docteur R. Ion, permettant de déterminer certains parametres photophysiques
clés afin d’effectuer une pré-sélection des composés possédant les
caractéristiques adéquates pour des applications en thérapie photodynamique.
Ce projet a également permis d’obtenir I'expertise nécessaire a l'installation et a
la validation de nouveaux dispositifs de détection de signaux lumineux au DCPR,
une étape décisive pour l'avancée des futurs travaux de recherche dans ce
domaine au laboratoire. En effet, une lampe pulsée nF900 couplée a une
photodiode a avalanche ont été acquises par le laboratoire. Ce dispositif permet
une excitation dans une zone de 200 a 800 nm et une détection dans le rouge et
le proche infra-rouge en comptage monophotonique, permettant de mesurer une
large gamme de durées de vie de fluorescence dans le rouge, et ainsi de mieux

caractériser les futurs composants synthétisés par I’'équipe.

Sur un plan plus général pour la PDT, la diversité des caractéristiques
cellulaires ménera sans doute un jour a la découverte de médicaments ciblés et
des mécanismes d’adressage. Acuellement, la recherche continue dans sa quéte
de la « magic bullet ». Malgré tout, il semble qu’une approche moins générale
soit plus réaliste. Chaque type de maladie, ou de cancer, doit étre ciblé
individuellement.

La thérapie photodynamique n’échappe pas a ce phénomeéne. En effet, le
développement de cette technique passe par la destruction ciblée de tous les
types cellulaires et tissulaires, et a donc besoin de photosensibilisants couplés a
des motifs divers. En plus d’utiliser le photosensibilisant idéal couplé au bon
motif pour chaque maladie particuliére, il existe des contraintes propres a la PDT.
En effet, les premiers photosensibilisants synthétisés avaient tendance a créer de
fortes interactions entre photosensibilisants ainsi que des complexes non
covalents avec certaines protéines plasmatiques. Malgré des avancées certaines,
ce phénomeéne d’agrégation complique la séparation des composés couplés, de
maniére covalente au vecteur, des composés non couplés, et donc la purification.

La présence de ces composés non couplés va directement affecter les résultats
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biologiques obtenus. Comme nous l'avons signalé, l'agrégation va également
affecter les propriétés photophysiques des photosensibilisants. La production des
ROS, et donc l'efficacité thérapeutique, va étre impactée négativement par la
diminution, entre autres, des coefficients d’extinction molaire et des rendements
quantiques de formation d’oxygéne singulet.

De plus, comme nous l'avons également signalé, |'accumulation
intracellulaire du photosensibilisant est également une composante essentielle.
Cela peut expliquer pourquoi un composé vectorisé est moins efficace que le
méme composé non conjugué, alors que le taux d’incorporation intracellulaire de

ce dernier est plus faible.

Enfin, bien que la PDT utilisant des composés vectorisés soit surtout
utilisée dans le traitement des cancers, d’autres techniques vont sans doute en
bénéficier, comme le traitement de la DMLA, de certaines maladies bactériennes
ou auto-immunes. Il reste a trouver le bon systeme photosensibilisant/vecteur
ainsi que la bonne modalité de traitement pour chaque pathologie pour que la
PDT démontre enfin tout le potentiel qu’elle a laissé entrevoir il y a maintenant

plus d’un siécle.

En termes de perspectives, a lissue de ce travail, deux voies
complémentaires de recherche vont étre mises en ceuvre :

- Des expériences de microscopie confocale sur les composés liés au
peptide RGD, linéaire et cyclique vont étre initiées prochainement afin de
déterminer leur localisation intracellulaire et valider le mode
d’incorporation intracellulaire des composés ainsi vectorisés.

- Des expériences in vivo pourront également étre réalisées sur des
modeéles tumoraux richement vascularisés, afin d’étudier la possibilité
d’obtenir une destruction tumorale directe et/ou indirecte, conséquence de

I’nypoxie induite par la destruction de la néo-vascularisation tumorale.
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Etude de nouveaux photosensibilisants pour des applications en thérapie
photodynamique
Les dérivés de porphyrines sont impliqués dans de nombreux processus
d’oxydoréduction. Ces composés conduisent a de nombreuses applications, dont la
Thérapie Photodynamique (PDT). Il existe deux générations de dérivés de porphyrines
qui sont actuellement remplacés par des composés de 3™ génération, plus actifs et
entrainant moins d’effets secondaires. Ces composés sont capables de reconnaitre
spécifiqguement et directement (par adressage) ou indirectement (par vectorisation) les
cellules cancéreuses. Nous avons orienté notre travail vers la synthese et |'évaluation
biologique de composés tétrapyrroliques associés a des modules tels que des sucres ou
des motifs peptidiques de type —RGD- qui permettent une reconnaissance spécifique des
cellules cancéreuses, via les lectines ou les intégrines, respectivement. De plus, dans le
cadre d'un programme européen Cost-Chemistry intitulé "New molecular systems with
therapeutic applications in photodynamic therapy of cancer and microbial infections”,
nous avons étudié les propriétés photophysiques de nombreux photosensibilisants

synthétisés par une équipe roumaine.

Study of new photosensitizers for PDT applications
Derived of porphyrins are tetrapyrrolic macrocycles involved in several redox processes.
These compounds are used for different biological applications, like photodynamic
therapy (PDT). Many teams in the world seek to synthesize compounds able to directly
recognize specifically and (by targeting) or indirectly (by vectorization) cancer cells.
These compounds are known as of 3™ generation. We are involved in the synthesis and
the biological evaluation of tetrapyrrolic compounds associated to recognition and/or
transport agents such as sugars or RGD-like peptide sequences. These moieties allow a
specific recognition of the cancerous cells, via the lectins for the sugar moieties and the
integrins for the RGD type moieties, respectively. Within the framework of an European
Cost-Chemistry program entitled "New molecular systems with therapeutic applications in
photodynamic therapy of cancer and microbial infections”, we also studied the

photophysical properties of photosensitizers synthesized by a Rumanian team.
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