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Introduction

e travail de these présenté dans ce mémoire a été réalisé au CRAN (Centre de

Recherche en Automatique de Nancy) dans le département SBS (Signal-Biologie-
Santé) en étroite collaboration avec I'ICL (Institut de Cancérologie de Lorraine). C’est
un projet multidisciplinaire qui a fait intervenir un Laboratoire de Chimie, le LRGP
(Laboratoire Réactions et Génie des Procédés, Nancy), et le Laboratoire de
Photophysique de 1'Université de Humboldt (Berlin, Allemagne). Il s’insére dans 1'une
des thématiques de recherche du département SBS visant a concevoir, développer et
caractériser de nouvelles formulations nanoparticulaires de molécules actives. Le champ
d’application de ce travail concerne le traitement par thérapie photodynamique des
lésions cancéreuses superficielles, et plus particulierement des cancers de la téte et du

Ccou.

La thérapie photodynamique (PDT) est une modalité de traitement des petites
tumeurs superficielles accessibles a la lumiere. Cette méthode repose sur 'activité d’une
molécule photoactivable, le photosensibilisateur (PS), qui a la suite de son administration
s’accumule préférentiellement dans les tissus néoplasiques. Sous I'action d’une irradiation
lumineuse et en présence d’oxygene moléculaire, le PS génere des especes réactives de
loxygene (ERO) cytotoxiques. Parmi les ERO photoproduites, 'oxygene singulet (*O,)
est reconnu pour étre le principal acteur de l'effet PDT. Lors de sa production, cette
espece extrémement réactive oxyde de nombreux substrats biologiques et provoque ainsi
la mort de la cellule cancéreuse. La capacité des PSs a produire de 1'oxygene singulet est
donc un parametre clé qui conditionne leur efficacité PDT.

Actuellement, les caractéristiques physicochimiques d’un grand nombre de PSs
limitent les applications cliniques de la PDT. Ils présentent notamment une faible
sélectivité tumorale qui induit une efficacité PDT limitée, associée a de nombreux effets
secondaires parmi lesquels la photosensibilité cutanée est la plus redoutée. De surcroit,
la plupart des PSs ont une absorption limitée dans la fenétre spectrale thérapeutique
(proche infrarouge), 1a ou la lumieére pénetre en profondeur dans les tissus biologiques.
Cette faible absorption restreint I’application de la PDT aux tumeurs superficielles. Dans
le but de pallier ces limitations, les recherches actuelles se concentrent sur la conception
de nouveaux composés aux propriétés photophysiques favorables, capables de cibler
spécifiquement les tissus néoplasiques.



Introduction

La vectorisation repose sur la conjugaison des PSs a des particules d’une taille de 2
a plusieurs centaines de nanomeétre appelées nanoparticules (NPs), capables d’améliorer
la solubilité et la biodisponibilité des PSs ainsi que de cibler les tumeurs grace aux
propriétés physiopathologiques des tissus néoplasiques. A ce jour, de nombreuses NPs
aux structures chimiques, propriétés et formes diverses ont été développées et testées.
Elles ont d'ores et déja démontré leur potentialité en PDT. Parmi ces NPs,; les
dendrimeres ont émergé il y a quelques années en suscitant un grand intérét aupres de
la communauté scientifique. Ces structures synthétiques aux propriétés uniques, qui
seront développées dans ce manuscrit, présentent des avantages pour la vectorisation de
molécules thérapeutiques.

Dans cette étude, les dendrimeres sont employés afin de vectoriser la Chlorine 6, un
PS qui est amplement étudié pour ses propriétés photophysiques favorables. Ce PS est
actuellement utilisé en clinique en Europe de I'Est sous une formulation appelée
Radachlorin® pour le traitement des cancers de la peau.

Ainsi, les travaux entrepris dans le cadre de cette these ont pour but de concevoir,
caractériser et optimiser une nouvelle NP photoactivable dans le cadre d’un traitement
PDT des cancers de la téte et du cou.

Plus précisément nos travaux portent sur :

- La caractérisation en solution des propriétés photophysiques des NPs.
Notamment, nous étudierons la capacité des NPs a produire de l'oxygene
singulet, qui est la caractéristique représentative du pouvoir photototoxique des
PSs. Cette étude nous a permis d’optimiser la composition de la NP pour la suite
des travaux de recherche.

- L’analyse in vitro de lefficacité photodynamique sur des cellules de
carcinome de pharynx humaines. Le mécanisme d’action de la NP pour
favoriser l'effet PDT de la Ce6 a été étudié, par des études de la localisation
intracellulaire et du mécanisme d’internalisation des NPs.

- L’étude in vivo par imagerie de fluorescence de 1’accumulation

tumorale des NPs sur un modele de souris porteuses de tumeur.



Contexte de ’étude et problématique

scientifique

e chapitre présente, dans un premier temps les grands principes, les avantages et les

limites de la thérapie photodynamique en se concentrant sur un acteur clé du
traitement : I'oxygene singulet. Dans un deuxieme temps, une étude bibliographique des
méthodes de vectorisation des agents anticancéreux est présentée : principes, applications
actuelles en cancérologie, avantages et limites. La derniere partie propose un état de I'art
de I'application des dendrimeres, vecteur utilisé dans notre étude, en cancérologie et tout
particulierement en thérapie photodynamique.

1.1 La thérapie Photodynamique
1.1.1. Historique

Au cours du siécle dernier la thérapie photodynamique (PDT) a été introduite comme
modalité de traitement des petites tumeurs accessibles a la lumiere (FIG. 1.1). La PDT
est basée sur 'administration d’'une molécule, appelée photosensibilisateur (PS), ayant
une localisation tumorale préférentielle qui augmente la sensibilité des tissus lors d’une
irradiation lumineuse dans le visible. A la suite de cette irradiation, le
photosensibilisateur (PS) va produire des especes réactives de 'oxygene (ERO) capables
d’endommager les substrats biologiques et d’induire la mort cellulaire [1].

Connue depuis de nombreuses années, la PDT s’est développée a partir des années
1960 a la suite de la découverte de 'hématoporphyrine dérivée (HpD) [2]. Ce dérivé
servit de fluorophore pour la détection tumorale [3], tout en étant administré a des
concentrations bien plus faibles que I’hématoporphyrine (Hp). L’HpD est alors apparu
comme un outil prometteur pour le diagnostic. Les applications cliniques de la PDT ont
débuté dans les années 1970, principalement grace aux efforts considérables du Pr.
Thomas Dougherty et de ses collaborateurs de l'Institut du Cancer Roswell Park
(Université de Buffalo, USA). Leurs études ont montré l'efficacité a long terme d’un
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traitement PDT a base d’HpD sur des modeles animaux ainsi que sur 'homme [4]. Par
la suite, l’isolation par chromatographie d’exclusion de I'HpD a conduit au
développement du photosensibilisateur : le Photofrin. Le Photofrin a été approuvé pour
la premiere fois au Canada en 1993 pour le traitement du papillome de la vessie. Par la
suite son utilisation s’est diffusée aux Etats-Unis, en Europe et au Japon pour le
traitement des tumeurs des voies aérodigestives supérieures [5]. Le nombre croissant
d’études portant sur la PDT a conduit a une meilleure compréhension des différents

facteurs qui régissent cette thérapie.

Les applications actuelles de la PDT s’étendent du traitement des lésions cancéreuses
ou précancéreuses a des activités antimicrobiennes, en passant par le traitement de la
[6]. Les
développement et la vectorisation de nouveaux photosensibilisateurs, sur la mise au point

dégénérescence maculaire recherches actuelles se concentrent sur le

de sources lumineuses et sur I'optimisation des protocoles de traitement, afin d’améliorer
lefficacité de la PDT. En particulier,
d’administration, les systemes de délivrance des PSs ainsi que l’administration, les

les propriétés photophysiques, le mode

caractéristiques de la source lumineuse et l'intervalle drogue — lumiere, doivent étre
optimisés en fonction des caractéristiques morphologiques spécifiques des tumeurs.
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FIG. 1.1 Historique du développement de la thérapie photodynamique (d’apres [7])




1.1 La thérapie photodynamique

Actuellement la PDT est surtout utilisée pour le traitement de tumeurs superficielles
directement accessibles telles que les tumeurs cutanées, ou pour les tumeurs accessibles
par voie endoscopique comme les tumeurs vésicales ou oesophagiennes. Toutefois
certaines tumeurs solides (ex. prostate, pancréas, foie) peuvent également étre traitées
par insertion de fibres optiques dans l'interstium tumoral. La PDT est utilisée pour le
traitement curatif des cancers superficiels de stade précoce, ou en traitement palliatif en
cas d’échec des traitements anticancéreux habituels. Comparé a la radiothérapie, le
rayonnement utilisé en PDT est de moindre énergie et donc non mutagene. La limitation
des principaux effets secondaires ainsi que ’absence de résistance développée suite au
traitement, sont des atouts majeurs de la PDT par rapport a la chimiothérapie [8].

1.1.2. Principes de la thérapie photodynamique

La PDT repose sur une réaction photochimique qui combine trois composants, une
molécule photoactivable (le photosensibilisateur ; PS), une source lumineuse émettant a
une longueur d’onde spécifique capable d’exciter le PS, et une concentration d’oxygene
moléculaire adéquate qui sous 'action du PS donnera des especes réactives de 'oxygene
(ERO) provoquant des dommages cellulaires sur le site d’action [9]. L’absence d’'un de
ces composants se traduit par une abolition de l'effet PDT. En clinique, le PS est
généralement administré par voie intraveineuse (i.v.) ou par une application topique. A
la suite d’'un intervalle de temps appelé « drug - light interval » (DLI) déterminé selon
les caractéristiques du PS et du tissu pathologique ciblé, la tumeur est irradiée avec une
source lumineuse adaptée.

1.1.2.1. Les réactions photochimiques

L’absorption de photons par le PS est 1’étape préliminaire a toute photoréaction.
Comme lillustre le diagramme de Jablonski (FIG. 1.2), I’énergie quantique absorbée
permet le passage du PS de son état électronique fondamental a un état excité. A
température ambiante, la majorité des PSs sont dans un état fondamental, qui est I’état
électronique de plus faible niveau d’énergie associé a une configuration ou tous les
électrons sont disposés en orbitale appariée. Durant la transition électronique, I'un des
électrons est transféré a partir d’une orbitale initiale occupée vers I'orbitale suivante non-
occupée de plus forte énergie. Par conséquent, 1’état excité S; présente une distribution
électronique différente de celle de ’état fondamental Sy et est énergiquement moins stable
que So. La désexcitation de cet état doit alors prendre place pour permettre le relargage
du surplus d’énergie accumulé. Diverses voies physiques conduisant a la dissipation
d’énergie existent. Elles sont toutes associées a une probabilité d’occurrence, et sont
représentées sur le diagramme de Jablonski présenté en FIG. 1.2.
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FIG. 1.2 Diagramme d’énergie de Jablonski.

VR : relaxation vibrationnelle, IC : conversion interne et ISC : conversion inter-systéme

Une molécule avec un fort niveau vibrationnel d'un état excité S, (n étant dépendant
du PS et de la longueur d’onde utilisée) peut rapidement retourner a un niveau
vibrationnel inférieur de cet état, par un processus nommeé relaxation vibrationnelle. De
plus, une molécule dans un état excité élevé S, peut finalement retourner a un premier
état excité Sy par conversion interne. Pendant cette conversion interne, ’exces d’énergie
de T'état singulet est libéré sous forme de chaleur qui se dissipera dans le milieu
environnant. Par la suite, 'état singulet (S:) peut rapidement retourner a son état
fondamental S, par deux mécanismes : un processus radiatif (fluorescence) ou un
processus non-radiatif (conversion interne). Du fait que ’énergie du photon émis, lors du
processus radiatif, est égale a I’'écart d’énergie entre 1'état Sy et Si, cela implique que la
fluorescence émise ne dépend pas de la longueur d’onde d’excitation. La détection par
fluorescence utilisée dans des applications de diagnostic s’appuie sur les propriétés
d’émission de fluorescence du PS. Le rendement quantique de fluorescence d'un PS peut
étre calculé, mettant ainsi en évidence sa capacité a émettre de la fluorescence en fonction
des photons absorbés lors de l'irradiation. En effet, il est défini par le rapport entre le
nombre de photons émis et le nombre de photons absorbés par la molécule (Equation 1).

O, =1 / I, (1)

Avec :

Dy, : Rendement quantique de fluorescence
Iy : Amplitude d’émission de fluorescence
1, : Amplitude d’absorption
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Parallelement aux réactions radiatives ou non radiatives, le PS peut engendrer des
réactions photochimiques en passant par croisement inter-systéme d’un état S; ) a un
état triplet nommé T. Il existe de nombreuses voies par lesquelles 1’état T, peut retourner
a létat So. La désactivation de T; peut se réaliser par émission d’un photon
(phosphorescence), ou par croisement inter-systeme suivi de relaxations vibrationnelles.
Le temps de vie de ’état triplet est plus long (t< 107 s) que celui de I’état singulet (t<
107 s), ce qui augmente considérablement sa probabilité de réagir avec les molécules
environnantes. Ainsi, T peut initier des réactions photochimiques via son interaction
directe avec un substrat donnant lieu a des radicaux libres (Réaction de type I), ou par
transfert d’énergie a 1’état fondamental de l'oxygene moléculaire qui engendre la
production d’ERO (Réaction de type II) [10].

- Réaction de type I

Les réactions de type I se traduisent par la production de radicaux libres et d’ions
radicalaires a la suite d'un transfert d’électrons ou d’hydrogene du PS a I'état triplet vers
des substrats biologiques. Les deux, le PS et les états fondamentaux des substrats peuvent
agir comme donneur ou accepteur d’électron et d’hydrogene. Les radicaux libres générés
lors de ces processus peuvent par la suite participer a différents types de réactions. En
présence d’oxygene, par exemple, les formes oxydées du PS ou du substrat peuvent
rapidement réagir avec l'oxygene moléculaire présent pour former des radicaux
peroxydes, initiant ainsi une chaine d’auto-oxydation. Les formes semi-réduites du PS ou
du substrat peuvent également interagir efficacement avec l'oxygene, et le transfert
d’électron génere des ERO tels que le peroxyde d’hydrogene (H»O,), I'anion superoxyde
(O27) et le radical hydroxyle ("(OH). Ces radicaux sont reconnus comme étant de puissants
oxydants d’une grande variété de biomolécules telles que le cholestérol ou encore les
chaines latérales de certains acides aminés (tryptophane, histidine et méthionine) [11].

- Réaction de type I1

Durant les procédés de type II, les réactions reposent sur un transfert d’énergie de
I'état excité triplet du PS a l'état fondamental (triplet) de l'oxygene moléculaire.
L’oxygene singulet (*O,) peut étre produit a partir des PSs, seulement si 1’écart d’énergie
entre son état triplet et fondamental est supérieur a 1’énergie nécessaire pour exciter
I'oxygene moléculaire de son état fondamental (triplet) vers son état excité (singulet) (94
kJ/mol, [12]). En théorie toutes les molécules absorbant & des longueurs d’ondes
inférieures a 1260 nm peuvent aboutir a cette production de 'O,. L’oxygene singulet est
une espece hautement réactive qui oxyde rapidement de nombreuses biomolécules et
induit par conséquent des dommages cellulaires. L’ensemble des mécanismes référant a
I''O, sont décrits au sein du §1.2. Un mécanisme alternatif est le transfert d'un électron
directement de I’état triplet du PS vers 'oxygene moléculaire. Cette réaction produit de

I’anion superoxyde mais reste minoritaire en PDT.
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1.1.2.2. Mécanismes d’éradication tumorale médiés par la thérapie

photodynamique

Les mécanismes impliqués dans 1'éradication tumorale induite par la PDT sont
décrits en FIG. 1.3. L’administration du PS est suivie par l'irradiation de la tumeur avec
une DLI appropriée permettant une accumulation tumorale optimale du PS. Les résultats
de nombreuses études mettent en évidence trois mécanismes d’éradication tumorale en
réponse a un traitement photodynamique. La PDT peut directement induire la mort des
cellules tumorales via des mécanismes de mort cellulaire par apoptose, nécrose ou
autophagie [13]. Lors d'un traitement PDT, les dommages subis par 'endothélium
vasculaire peuvent conduire a l’altération de la vascularisation et entrainer une
destruction indirecte de la tumeur par privation d’oxygene et de nutriments. Pour finir,
la PDT peut induire une forte réaction inflammatoire qui peut donner lieu a la mise en
place d'une immunité systémique. La contribution relative de chacun de ces mécanismes
est dépendante du type de PS utilisé, de la DLI, de l‘oxygénation des tissus et des
parametres d’irradiation [9], [14]. Cependant c’est la combinaison de ces trois facteurs
qui assure l'efficacité a long terme de l'activité anti-tumorale de la PDT.

- Destruction directe des cellules tumorales
La PDT peut induire la mort cellulaire principalement selon trois voies principales :
I'apoptose, la nécrose et I'autophagie [9]. Le type de mort cellulaire photoinduite est
étroitement lié a la localisation subcellulaire du PS en raison de l'action localisée de
l'oxygene singulet (§1.2.2.2).

L’apoptose est la voie de mort cellulaire prédominante lors d’un traitement PDT.
Elle se caractérise morphologiquement par des bourgeonnements de la membrane
plasmique, une fragmentation de I'ADN internucléosomal, une condensation de la
chromatine et la formation de corps apoptotiques (formation de vésicules). Trois voies
d’induction de I'apoptose par la PDT ont été décrites [15]. Les deux premiéres voies, la
voie intrinseque faisant intervenir des récepteurs membranaires de la superfamille des
TNFR (Tumor Necrosis Factor Receptor) et la voie indépendante des caspases, ont un
impact mineur par rapport a la voie intrinseque ou intervient la mitochondrie. En effet,
étant donné I'importance du stress oxydant produit au niveau des organites cellulaires,
la voie intrinseque de 'apoptose (caspase-dépendante) est majoritaire en PDT.

La voie intrinseque de l'apoptose se caractérise principalement par la libération
rapide du cytochrome ¢ mitochondrial vers le cytosol [16], [17] qui conduira a I’activation
de la cascade des caspases, principalement des caspases effectrices 3, 6 et 7 qui sont les
¢léments centraux dans le processus de mort cellulaire programmée [17], [18]. Cette
réponse apoptotique intrinseque induite lors d’un traitement photodynamique s’explique,
en outre, par le fait que de nombreux PS ont une localisation mitochondriale
préférentielle [19], [20]. De plus, certains PSs se localisant dans d’autres organites tels
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que les lysosomes, le réticulum endoplasmique ou l'appareil de Golgi [21]-[23] peuvent
induire une apoptose cellulaire par l'intermédiaire de signaux qui convergeront vers la
mitochondrie. Celle-ci joue donc un role central dans le processus apoptotique.
Cependant, il faut noter qu'une localisation du PS au sein des lysosomes ou des
membranes plasmiques conduira généralement & une mort cellulaire de type nécrose [13].

La nécrose est traditionnellement considérée comme une forme de mort cellulaire
passive et non régulée. Les réactions de photo-oxydation vont engendrer une perte de
I'intégrité membranaire et de I’homéostasie ionique de la cellule, qui vont se caractériser
par un gonflement et une vacuolisation du cytoplasme. La rupture de la membrane
cytoplasmique qui s’en suit, conduit a la libération dans le milieu extérieur du contenu
cytoplasmique qui déclenchera généralement une réaction inflammatoire. Classiquement,
la nécrose est le résultat d'un accident traumatique a la suite de certaines pathologies ou
de déficits métaboliques. Elle se caractérise essentiellement par I’absence d’activation de
la voie des caspases, de libération du cytochrome c et de fragmentation de ’ADN [9].

L’autophagie se caractérise par une vacuolisation massive du cytoplasme, qui
nécessite la formation de structures vacuolaires délimitées par une double membrane
appelées autophagosome. La fusion de ces autophagosomes avec les lysosomes entrainent
la dégradation du contenu cytoplasmique. L’autophagie peut avoir un effet
cytoprotecteur ou promoteur de la mort cellulaire [24]. En PDT, il a été démontré que
I’autophagie est un mécanisme de préservation de la viabilité cellulaire a la suite de
dommage photoinduit [25]. Une localisation lysosomale des PSs peut compromettre le
procédé d’autophagie et favoriser la phototoxicité sur des cellules sensibles a ’apoptose
[25].

Pour conclure, il est important de noter que le noyau n’est pas un organite cible des
PSs, ce qui dans un contexte clinique, se révele d’une importance capitale pour éviter la
formation de dommages au niveau de ’ADN potentiellement carcinogene. La PDT se

révele étre par conséquent un traitement faiblement mutagene.
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FIG. 1.3 Principes de la photodestruction de tumeurs par thérapie photodynamique.

Un photosensibilisateur (PS) est administré par voie systémique ou topique. A la suite de
I'intervalle « drogue — lumieére » (DLI) qui permet au PS de s’accumuler sélectivement dans la
tumeur. L’irradiation de la tumeur active le PS et induit la production de l'oxygeéne singulet
moléculaire ('O,). Les dommages cellulaires irréparables produits conduisent & la mort des cellules
via des mécanismes d’apoptose, de nécrose, ou d’autophagie. Ces mécanismes s’accompagnent
par 'induction d’une inflammation aigue accrue qui participe a I’élimination des cellules mortes,
a la restauration de I’homéostasie des tissus sains, et, parfois au développement d’une immunité
systémique. (d’apres [9])

-  Dommages vasculaires

La PDT associée a wune localisation vasculaire du PS, peut altérer la
néovascularisation en endommageant l’endothélium vasculaire et ainsi potentialiser
I’éradication tumorale par ischémie en privant la tumeur d’oxygene et de nutriments.
Cette altération vasculaire de la PDT fut rapportée pour la premiere fois en 1963. Lors
de cette étude menée sur un modele de chambre vital chez le rat porteur de tumeur
mammaires traité par HpD-PD'T, la vasoconstriction initiale des vaisseaux tumoraux a
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été mise en évidence [26]. Cette vasoconstriction fut suivie de réponses hétérogenes
notamment composées d'un arrét du flux sanguin, des hémorragies ou de formation
d’agrégats plaquettaires au niveau des plus larges vaisseaux.

- Activation du systeme immunitaire

De nombreuses études précliniques sur divers modeles animaux suggerent que en plus
de son effet cellulaire direct et de son effet vasculaire, la PDT a des effets pro-
inflammatoires capables d’induire une réponse immunitaire anti-tumorale [27]-[29].

Des résultats suggerent que 'occlusion des vaisseaux, l'ischémie et la destruction
directe des cellules tumorales induits a la suite d'un traitement PDT, génerent une
importante réaction inflammatoire locale [28], [30]. Cette forte réaction inflammatoire
caractérisée par un cedéme au niveau des tissus cibles, résultant d’un fort stress oxydant,
est souvent observée a la suite d’un traitement PDT [1]. La PDT est reconnu par I’hote
comme un trauma, et la réponse immunitaire est le principal processus de protection des
tissus mis en place dans ce contexte. Les dommages induits par la PDT, engendrent la
libération de nombreux signaux d’alarmes (médiateurs de l'inflammation) qui seront
détectés par 'immunité innée [31]. Parmi ces signaux, on retrouve lors de la dégradation
photo-oxydative des membranes lipidiques, la libération des métabolites de l'acide
arachidonique (constituant des membranes cellulaires), médiateurs importants de
I'inflammation [32]. Cette libération combinée a la production d’histamine et de
sérotonine par les vaisseaux endommagés, provoque linfiltration de la tumeur par
diverses populations de cellules immunitaires (neutrophile, mastocytes et macrophages)
dans le but d’éliminer les débris cellulaires [28]. Les cellules immunitaires activées vont
également produire une grande diversité de médiateurs de 'inflammation qui permettront
le recrutement massif des cellules immunitaires[28], [30]. Les antigénes tumoraux libérés
a la suite des dommages cellulaires induits par la PDT pouront étre phagocytés par les
cellules présentatrices d’antigenes, telles que les macrophages ou les cellules dendritiques,
et seront ensuite présentés aux autres cellules immunitaires afin de mettre en place une

immunité adaptative [9], [30].

Il apparait que l'effet de la PDT sur le systeme immunitaire dépend a la fois de la
zone traitée, de la nature du PS utilisé [33] et de I'induction de la réponse immunitaire
anti-tumorale. Ainsi malgré une efficacité PDT similaire a court terme, la réponse
tumorale a long terme est diminuée ou méme absente sur un modele de souris
immunodéficientes [32], [34]. La réponse immunitaire est requise pour éradiquer les
cellules tumorales survivantes [34].
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1.1.3. Les photosensibilisateurs

L’archétype du PS est le Photofrin® (purifié a partir de ’hématoporphyrine HpD).
C’est un mélange complexe de nombreuses porphyrines dérivées du sang. Le Photofrin®
possede une large bande de Soret centrée a 400 nm avec de nombreuses petites bandes
Q a des longueurs d’onde plus importantes. Cependant, malgré son utilisation actuelle,
il présente de nombreux désavantages qui incluent une longue photosensibilité cutanée
associée a une faible absorption a 630 nm. Ce composé est un producteur modéré
d’oxygene singulet, ce qui induit un temps de traitement relativement long. En tenant
compte de ces inconvénients, les propriétés d'un PS idéal ont été définies [9], [35].

Le PS idéal doit répondre & un certain nombre de critéres :

- Composé pur et facile a synthétiser

- Faible toxicité a 'obscurité et photosensibilité cutanée limitée
- Bonne sélectivité tumorale

- Clairance rapide

- Rendement quantique en oxygene singulet élevé

- Forte absorption entre 620 et 800 nm (fenétre thérapeutique) permettant

une pénétration tissulaire optimale

- Solubilité en milieu aqueux afin de faciliter I'administration systémique

1.1.3.1. Les générations de photosensibilisateur

Afin de respecter les criteres du PS idéal présentées précédemment, de nouveaux PS
dits de deuxieme génération ont été élaborés. Ce sont des molécules synthétiques et
parfaitement définies. La plupart absorbent dans les longueurs d’onde rouges du spectre
et posseédent un rendement quantique en oxygene singulet élevé. Ces PS possedent des
structures chimiques variées incluant notamment la Chlorine e6, PS utilisé dans notre
étude. Néanmoins de nombreux PS de deuxieme génération souffrent de leur
hydrophobicité, qui rend dans un premier temps leur administration difficile. Par la suite,
ces PSs ont tendance a s’agréger dans la circulation sanguine, ce qui diminue leur
efficacité PDT in vivo et conduit a une pauvre sélectivité tumorale. Ces limitations ont
conduit a I’élaboration de PS de troisieme génération.

Les PSs de 3 ™ génération sont des PSs de 2™ génération modifiés pour favoriser
leur accumulation préférentielle dans les tissus tumoraux. Ces modifications apportées
sont une addition de divers groupements chimiques (acides aminés, sucres, protéines,
polymere, hydrates de carbone), un couplage a des anticorps spécifiques ou une inclusion
(covalent ou non) dans des vecteurs de taille nanométrique, appelés nanoparticules
(liposome, micelle, dendrimere,...) [36].

12



1.1 La thérapie photodynamique

1.1.3.2. Les photosensibilisateurs approuvés en clinique

Les différents PSs dont 1'utilisation est cliniquement approuvée sont reportés dans le
tableau ci-dessous (TAB. 1.1).
Chaque PS nécessite un protocole spécifique composé de doses de PS et de lumiere

variables, afin d’obtenir un effet anti-tumoral optimal.

TAB. 1.1 Liste des photosensibilisateurs actuellement utilisés en clinique (d’apres [9]).

Nom Excipient A exc. Structure
Drogue Entreprise Approuvé Application
commercial (formulation) | (nm) chimique
Cancer de la
vessie, du poumon | Injection de ) g SRS
Canada, 1993 s B gy B
Dérivé de Axcan et de I'cesophage, Dextrose ou j P :
Photofrin® Japan, 1994 630 Ley
I'hématoporphyrine | Pharm Syndrome de d’une Solution oA
USA, 1995 )
Paesophage de de NaCl et ces dérivés
Barret
Kératose actinique,
USA, 2004 4
carcinome des
UE, 2001 Creme en )
Méthyl Photocure/ cellules basales, i .
Metvixia® Nouvelle application 630 ’ o
aminolevulinate gladerma ) cancer de la peau
Zélande, 2002 ) topique
(non-mélanome) et
Australie, 2003
de la téte et cou,
.al
Temeporfin Biolitec Cancer de la téte Ethanol/propyl AL o
Foscan® P / UE, 2001 /propy 652 Het R
mTHPC Pharma et du cou ene glycol RN
oy \
Dégénérescence
o USA, 2000 R HEOOC Y B
Verteporfin/dérivé maculaire lié & woooc Kt &
Canada, 2000 . o A
Visudyne® monoacide de Novartis UB. 2000 I’age, myopathie Liposomale 690 e
benzoporphyrin ’ athologique, b
POTPAY Japon, 2003 b el HeooC  Coom
histoplasmose
Kératose actinique, i Créme en
Acide DUSA
Levulan® USA, 1999 dysplasie application 417 N
aminolevulinique Pharma ) ) o
cesophagienne topique
G- CHy oy
oo™
Talaporfin/ W
Meiji Seika Cancer des Injection d'une N
Laserphyrin® | mono-L-aspartyl Japan, 2004 664 wood o SO
Pharma poumons soluion saline e
chlorine e6 wooc Coow
et ces dérives
) L N0y, ., 50y Na"
Phthalocyanine Injection d’une LA
Photosense® d’aluminium NIOPIK Russie, 2001 Cancers diverse solution de 675

sulfonaté

NaCl

Abréviations : ALA, acide 5-aminolevulinic ; Ce6-PVP, Chlorine e6-polyvinypyrrolidone ; HpD,

hématoporphyrine

dérivé;

MACE,

mono-(L)-aspartylchlorin-e6 ;

tetrahydroxyphenylchlorin ; SnEt2, tin ethyl etiopurpurin
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Chapitre 1. Contexte de [’étude et problématique scientifique

1.1.3.3. Biodistribution des photosensibilisateurs

A la suite de son injection intraveineuse le devenir du PS dépend de ses
caractéristiques intrinseques. Dans un premier temps, le PS va étre distribué entre les
différents constituants du sang. Cela implique la désagrégation ou la dissociation du PS
a partir du systéme de vectorisation, sa fixation aux protéines plasmatiques et son
association aux cellules sanguines. Ensuite, le PS va se lier aux parois vasculaires. Cette
étape est gouvernée par les caractéristiques des vaisseaux sanguins qui sont différentes
selon les organes. Le PS peut alors s’extravaser et diffuser au sein du milieu extracellulaire
du tissu ou de l'organe considéré. A ce moment le PS peut étre incorporé par les cellules
tumorales. Cette interaction PS-cellule et la localisation subcellulaire du PS qui s’ensuit
sont gouvernées par différents facteurs, incluant la balance hydrophobicité /
hydrophilicité, la charge et 'asymétrie de la structure. Les PSs relativement hydrophiles,
présentant des sites chargés ou polaires, sont trop polaires pour diffuser dans les
membranes biologiques et sont internalisés par endocytose. Par contraste, les composés
hydrophobes comportant peu ou pas de groupements polaires, peuvent diffuser a travers
les membranes et vont se distribuer librement dans les membranes des différents organites
[22]. Finalement, le PS sera éliminé via le drainage lymphatique et/ou par les organes de
rétention et de clairance. Les études de pharmacocinétique recensées rapportent une
variabilité temporelle de ces éveénements dépendante du type de PS utilisé. Additionné a
cela, il semble que la structure du PS influence sa rétention tumorale et les voies
d’élimination mises en jeu [37].

L’accumulation tissulaire des PSs dépend des propriétés de prolifération des tissus.

Au sein des tissus en prolifération, la catalyse du cholestérol est augmentée, et
conduit a la surexpression des récepteurs aux lipoprotéines de faible densité (« Low
density lipoprotein » LDL). Par conséquent, les PSs qui dans la circulation sanguine sont
liés aux LDL peuvent s’accumuler de maniere spécifique dans les tissus tumoraux, tissus

en prolifération [38].

Le second parameétre tissulaire qui favorise 'accumulation tumorale des PSs est la
diminution du pH dans le microenvironnement tumoral [39]. Ce pH légérement acide,
peut modifier les propriétés physico-chimiques des PSs et ainsi faciliter leur incorporation
cellulaire [40]. En effet, le lien existant entre l'accumulation tumorale des PSs et leur
structure, tout particulicrement leur caractere lipophile et la distribution des
groupements polaires et hydrophobes autour du macrocycle, a précédemment été établi
[41]. Dans le plasma, la répartition des PSs entre I’albumine et les LDL est dépendante
du pH et joue un réle dans la sélectivité et la rétention tumorale des PSs [22]. Il a
d’ailleurs été suggéré qu’un environnement tumoral acide favoriserait la formation de
complexe PS-LDL, propice a la sélectivité et a 'accumulation tumorale du PS.
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1.1 La thérapie photodynamique

1.1.4. La Chlorine e6
1.1.4.1. Généralités

Les Chlorines sont une famille de photosensibilisateurs attractifs pour les applications
thérapeutiques. Leur forte absorption dans le proche infrarouge, permet leur excitation
dans une région spectrale ou les tissus biologiques sont transparents (600 — 800 nm). De
plus il a été démontré que les molécules possédant une structure type Chlorine sont
capables de générer de I'oxygene singulet avec de hauts rendements quantiques [42]. Au
sein de cette famille, on trouve notamment la meta-tetra(hydroxyphenyl)chlorin (m-
THPC) dont I'utilisation clinique a été approuvée en Europe, sous le nom de Foscan®,
pour le traitement des tumeurs de la téte et du cou. Un second PS de cette famille qui a
été amplement étudié dans la littérature et qui sera utilisé au sein de notre étude est la
Chlorine e6 (Ce6), un dérivé de la chlorophylle a présenté en FIG. 1.4.

FIG. 1.4 Structure chimique de la Chlorine e6 [43]

Les propriétés photophysiques majeures de la Ce6 sont synthétisées dans le TAB.
1.2. Elle présente notamment une forte absorption dans la fenétre thérapeutique,
représentée par un fort coefficient d’extinction molaire a 663 nm. Son rendement
quantique en oxygene singulet est comparable a celui de Foscan® PS hautement
phototoxique (§1.2.3 — TAB. 1.3). Comme présenté en FIG. 1.4, la Ce6 présente une
structure proche d’une porphyrine mais avec un degré de saturation de son noyau
tétrapyrrolique plus important. C’est une molécule asymétrique présentant trois
groupements carboxyle ionisables (partie hydrophile) en un site du macrocycle (partie
lipophile). La présence de ces groupements permet l'existence de différentes formes
ioniques dépendante du pH.

TAB. 1.2 Propriétés photophysiques de la Chlorine 6 (dans 1'éthanol) (d’apres [44]).

Propriétés Valeurs
Band Q : A 1, nm 663
Coefficient d’extinction molaire, M-'cm™ 50 000%*
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Maximum de fluorescence, nm 668
Rendement quantique de fluorescence 0,16
Temps de vie de fluorescence, ns 4.4

Rendement quantique en oxygene singulet 0,63

* Déterminé dans ’éthanol au laboratoire (663 nm)

La Chlorine e6 a démontré une activité intéressante au cours des premiers essais
cliniques réalisés en Russie. Les dérivés des Chlorines présentent d’excellentes propriétés
spectrales et photochimiques. Notamment la Radachlorin® (Rada-pharma International
B.V, Pays-Bas), connue également en Europe sous le nom de Bremachlorine®, est un
mélange de 3 dérivés de la chlorophylle (Chlorin e6 (80%), Purpurin 5 (15%) and Chlorin
p6 (5%)) en solution aqueuse qui a été développé en Russie. Ce composé présente de
nombreux avantages, en particulier une toxicité a 'obscurité négligeable accompagnée
d’une excrétion rapide (48h) qui limitent l'effet indésirable de photosensibilité cutanée
[45]. Le traitement Radachlorin®PDT est approuvé en clinique en Russie et en Corée
pour traiter les cancers de la peau [46]. De plus, I'utilisation de la Radachlorin® a permis
d’obtenir des résultats prometteurs pour le traitement des tumeurs de 1'utérus,
gastrointestinales, de la téte et du cou, des poumons, de la vessie et du foie [47]—[54].

1.1.4.2. Propriétés physicochimiques et leurs impacts sur le comportement
en milieu biologique de la Chlorine e6

La neutralisation des charges des groupements carboxyles par une diminution du pH
permet d’augmenter le caractere lipophile de la Ce6 [40], modifiant ainsi ses interactions
avec les structures biologiques. Il a été sugeré lors d'une étude antérieure que I'albumine,
la protéine la plus abondante dans le plasma humain, est le transporteur majeur de la
Ce6. A pH 7.4 la Ce6 interagit (Kupumme= 1.8 x 10% M) avec une poche hydrophobe de
I’albumine wvia son macrocycle, tandis que ses groupements carboxyles stabilisent
I'interaction. Cependant, lors d'une diminution du pH (de 8 & 6.5) les groupements
carboxyles sont neutralisés, et le complexe Ce6-HSA est déstabilisé. Cette déstabilisation
du complexe Albumine-Ce6 est concomitante a une augmentation de la liaison de la Ce6
aux LDL. La constante d’affinité (K = 5.7 x 107 M'a pH = 7.4) de la Ce6 au LDL
est majoritairement gouvernée par son interaction avec les LDL au niveau des sites
« protéiques » (région hydrophobique), tandis que sa complexation avec le compartiment
lipidique est un processus minoritaire [43].

Au niveau cellulaire, la Ce6 est incorporée par diffusion passive selon deux étapes.
Dans un premier temps, la molécule de Ceb6 est incorporée dans la premiere couche de la
bicouche lipidique. Son macrocycle se retrouve alors dans le cceur lipidique de la
membrane et ses chaines carboxyles sont orientées vers linterface aqueuse. Puis la
molécule, par un mécanisme de « flip-flop », est transférée dans la couche interne de la
membrane lipidique. Apres son incorporation, la Ce6 se localisera majoritairement au
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niveau de la membrane plasmique et des vésicules intracellulaires. Cependant en présence
de LDL, le complexe Ce6-LDL pourrait étre internalisé via un mécanisme d’endocytose
récepteur dépendant et se localisera essentiellement au niveau des lysosomes [40], [43].

In vivo I'incorporation de la Ce6 par les cellules néoplasiques pourrait étre favorisée
par deux facteurs : (1) un pH au sein de 'interstitium tumoral inférieur a celui retrouvé
dans les tissus sains [55] ce qui favorise la complexation de la Ce6 aux LDL ; (2) la
surexpression des récepteurs aux LDL par de nombreuses cellules cancéreuses permettant
I'incorporation massive du complexe Ce6-LDL par endocytose [43]. Toutefois a la suite
de son injection i.v., la Ce6 présente une faible accumulation tumorale (1 — 3 h post-
injection) associée a une rapide élimination, qui limitent son efficacité PDT [56]-[58].
De plus, la Ceb s’accumule dans la peau, et peut ainsi induire des effets secondaires
comme une photosensibilité cutanée.

C’est pourquoi actuellement de nombreux travaux, exposés dans le §1.3.6, se
concentrent sur l'intégration de la Ce6 au sein de molécules de transport qui permettront
de favoriser son accumulation tumorale en améliorant ces propriétés pharmacocinétiques.

1.2 L’oxygene moléculaire singulet

1.2.1. Généralités

L’oxygene moléculaire est un élément majeur sur Terre. Il représente environ 30% de
sa masse totale et 21 % de son atmosphere, et intervient dans de nombreuses réactions
biologiques vitales telles que la respiration des organismes. Du fait de sa structure et de
sa chimie spécifique représentée par sa configuration électronique particuliere (FIG. 1.5),
I'oxygeéne moléculaire est un important transporteur d’énergie. Il differe de la plupart des
autres molécules par la configuration électronique ouverte de son état fondamental qui
permet la création d’états excités nommés oxygene singulet (1Os).

L’oxygene singulet est un membre de la classe des especes réactives de 'oxygene
(ERO), reconnu pour son role clé dans de nombreux domaines tels que la PDT [59]. C’est
pourquoi, de nombreuses études se sont concentrées sur la compréhension de ses
propriétés et sur la mise en place de techniques de détection in vitro et in vivo.

1.2.2. L’oxygeéne moléculaire singulet
1.2.2.1. Structure électronique

L’état fondamental de loxygeéne moléculaire est un état triplet (T, ; 30;
multiplicité de spin M = 3). A la suite d'un transfert d’énergie d’'un chromophore vers
I’état fondamental de I'oxygene moléculaire, deux formes excitées peuvent étre formées.
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Ces deux états excités métastables sont dits « singulet » (S; 'O,; M = 1) et sont
respectivement notés A, et 'Z*,.

Les configurations électroniques de ces trois oxygenes moléculaires (1A, =%, 3X7,)
différent uniquement par la structure de I'orbitale moléculaire anti-liante (Figure 1). En
effet, le premier état excité (*A,) présente deux électrons sur la méme orbitale moléculaire
avec des spins appariés. La configuration des orbitales moléculaires s’écrit alors :
0KK(2 g)2(2 u)?(3 g)%(1 u)*~(1 *)(1 *y). La structure électronique du second état excité
('Z+,) est identique a celle de I'état fondamental (*X-,), excepté que les deux derniers
électrons présents chez 'E*, possedent des spins appariés contrairement a ’état 3%, [59].

Orbitale . . . Orbitale
. : Orbitales moléculaires : .
atomique i i atomique

2po*

T [ —
Y mm omm e B

To(*Zg) Si(4g) Sy(1Zg)

FIG. 1.5 Formation de l'orbitale moléculaire de 1'oxygene moléculaire et de ses états
excités [60].

Représentation de l'orbitale atomique d'un atome d’oxygene et des différentes conformations
électroniques de l'orbitale moléculaire du dioxygene. Les différences entre les trois états
électroniques de 'oxygene moléculaire sont mises en évidence au niveau de l'orbitale moléculaire
anti-liante (2prt+) : la position et les spins des électrons.

1.2.2.2. Stabilité et relaxation

L’énergie potentielle des trois états, fondamental et excités, est représentée en Figure
2. Les états excités 'A, et 'Z*, possedent respectivement une énergie supérieure a 1’'état
fondamental (*X7,) de 95 kJ.mol' (22.5 kcal.mol?) et de 158 kJ.mol" (31,5 kcal.mol™).
La transition de l'état fondamental vers le premier état excité (1Ag—> 329_ ) est
strictement interdite par : les spins, la parité et la symétrie. De ce fait, une excitation
par photon est peu efficiente. Cependant, 'excitation est communément réalisée par
transfert d’énergie a partir d'un PS en état triplet (voir diagramme de Jablonski,
§1.1.2.1). Cet état excité 'A, posseéde un long temps de vie, de 10° — 10 ps dans un
solvant [61]. Par contre, le second état excité (*Z7;) est une espece tres réactive qui
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présente un court temps de vie, de sorte qu’il intervient peu ou pas dans la réactivité de
la molécule d’oxygene.

Caractérisé par sa rapide et efficace formation et de son long temps de vie, le premier
état excité de l'oxygene moléculaire (14,), communément appelé « oxygene singulet

moléculaire ('O,) », est l'espéce majoritaire responsable des effets phototoxiques de la
PDT.

117

Energie potentiel (Kca)

761,9 nm
IZg' 1269 nm

1.0 1.6 20
Distance internucléaire (A)

0,0

FIG. 1.6 Courbes d’énergie potentielle de I'état fondamental et des deux états excités de
I'oxygene moléculaire [60].

Le retour au niveau fondamental du dioxygeéne correspond notamment & 1’émission de photons
d’énergie identique a la désexcitation.

La relaxation d’'une molécule excitée vers son état fondamental peut se réaliser
suivant trois processus : un transfert d’énergie a une molécule environnante (Quenching
physique), une désexcitation sans radiation (Quenching par solvant, sans rotation
interne...) ou par émission de luminescence. L’interaction de 1'oxygene singulet avec ces
substrats biologiques potentiels aboutit a une désexcitation par transfert d’énergie de
'état singulet et a une altération des fonctions cellulaires et tissulaires [62]. Cette grande
variété de quencher présente en milieu biologique induit une diminution du temps de vie
de l'oxygene singulet qui a été déterminé aux alentours de 170-330 ns [63]. Pour retourner
a un état fondamental, 'oxygene singulet moléculaire peut oxyder un large panel de
molécules, incluant ’ARN, les protéines, les lipides ou les stérols en interagissant avec
leurs régions riches en électrons. La constante de vitesse de réaction de I'oxygene singulet
avec les chaines latérales des protéines est plus grande que celle de la plupart des autres
molécules biologiques citées précédemment [64], [65]. De plus, les protéines sont présentes
a de fortes concentrations comparées aux autres especes dans les cellules. Ces deux
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arguments peuvent expliquer que les protéines soient les principales cibles de 1''0, [62].
L'O;ayant un temps de vie limité, sa diffusion est restreinte a une distance inférieure a
50 nm dans les compartiments cellulaires [66], [67]. C’est pourquoi le site et le rendement
des dégats engendrés par 1''O, dépendent de la localisation cellulaire du PS lors du
traitement PDT. Un dernier processus de désexcitation utilisé par 1'oxygene singulet
moléculaire est la luminescence. La luminescence est un processus radiatif qui consiste en
I’émission de photons dont 1’énergie correspond a la différence d’énergie entre 1’état excité
et 1’état fondamental de la molécule. Ainsi la FIG. 1.6 montre que la relaxation de
l'oxygene singulet moléculaire 'A, correspond a 1’émission de photons a 1269 nm qui
pourra étre utilisée pour détecter 1''O, par spectroscopie.

1.2.3. Génération de 'oxygene singulet

De nombreuses sources d’oxygene singulet existent [68]. Dans cette partie nous allons
nous concentrer sur la génération d’oxygene singulet a la suite d'une réaction de
photosensibilisation. Cette réaction est une méthode simple et controlée de production
d’oxygene singulet qui requiert uniquement la présence d’oxygene, de lumiere a une
longueur d’onde appropriée et d’'un PS capable d’absorber et d’utiliser 1’énergie pour
exciter le dioxygene vers un état singulet. Comme décrit dans le §1.1.2.1, I'excitation du
PS est généralement assurée par un transfert de photons (hv) entre ’état non excité (S0)
et un état singulet excité (S,). La relaxation de 1’état S, donne lieu a un état singulet
(S1) du PS de plus faible énergie. A la suite d'un croisement intersystéme, un état triplet
(T1) instable du PS est généré (équation 1).

P(Sy) 5 P(Slk)kI—SC>P(T1) (1)
P(Ty) +30, = P(Sy) + 10, (2)

Awvec : P, Photosensibilisateur ; Sy, état non excité ; S;, premier état singulet ; T, premier état
triplet ; kisc, constante de croisement intersystéme ; k.., constante de transfert d’énergic ; ’O,,
état triplet du dioxygéne ; et 'O, dioxygéne singulet.

L’état triplet possede un temps de vie plus long (ps) que I’état Sy (ns), lui permettant
de réagir suivant une des deux voies définies précédemment comme étant les mécanismes
de type I ou II. Le mécanisme de type I implique une abstraction d’un atome d’hydrogene
ou un transfert d’électron entre le PS excité et un substrat qui conduit a la formation de
radicaux libres. Ces radicaux vont par la suite pouvoir interagir avec l'oxygene
moléculaire environnant et créer des ERO tels que le radical superoxyde, le peroxyde
d’oxygene... Lors de la réaction de type II, 'oxygene singulet est généré via un processus
de transfert d’énergie lors d'une collision entre le PS excité et 1’état triplet du dioxygene
(équation 1 et 2).
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Chaque molécule de PS peut généralement produire 103-10° molécules de 'O, avant
d’étre dégradée par photoblanchiment par 1O, ou un autre processus (§1.1.2.1) [69].
L’aptitude des PSs a produire de 1O, est déterminée par leur rendement quantique. Le
rendement quantique en oxygene singulet (®5) dépend de deux processus compétiteurs
de désexcitation : les processus radiatifs (équation 3) ou non radiatifs (équation 4).

P(T) S P(Sy) + hv" 3)
P(T) 23 P(S,) (4)

Avec : k., constante des mécanismes radiatifs ; hv’’, émission de fluorescence ; et k,., constante

des mécanismes non radiatifs.

Comme présenté dans le TAB. 1.3, les PSs de deuxiéme génération tels que la m-
tétrahydroxyphénylchlorine (m-THPC) ou la Chlorine ¢6 (Ce6) posseédent un rendement
quantique en oxygene singulet nettement supérieur a celui du Photofrin, PS de premiere
génération initialement utilisé en clinique.

TAB. 1.3 Rendements quantiques d’oxygeéne singulet des  principaux
photosensibilisateurs habituellement utilisés en PDT, dans une solution de méthanol.

Photosensibilisateurs ®, (méthanol)
m-THPC 0,59 [70]
Chlorine e6 (Ce6) 0,63 [70]
Verteporfin 0,77 [71]
Photofrin II (PfII) 0,35 [71]

La génération d’oxygene singulet est un parametre clé dans le développement de
nouveaux PSs et conditionne leur efficacité photodynamique. C’est pourquoi la détection
de l'oxygene singulet et la détermination de son temps de vie comme indicateur de son
environnement proche, a été au centre de I'attention au cours de cette derniere décennie.

1.2.4. Détection de 'oxygene singulet

Différents parametres rendent difficile la détection de 1'oxygene singulet comme son
faible temps de vie et la variété de quenchers et d’antioxydants naturels existant en
milieu biologique capables de le capturer. Il est alors devenu essentiel de développer des
méthodes de mesure capables de surpasser ces obstacles. Actuellement, les techniques
mises en place reposent sur une détection indirecte, wvia 1'utilisation de molécules
fluorescences qui seront oxydées en présence d’oxygene singulet, ou sur une détection
directe par mesure de sa luminescence [72], [73].
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1.2.4.1. Détection indirecte

La détection indirecte utilise des sondes moléculaires (absorbantes, fluorescentes,
chimiluminescente, ou de Résonance Paramagnétique Electronique (EPR)) qui peuvent
étre utilisées en spectroscopie ou pour les sondes fluorescentes utilisées en imagerie de
microscopie grace a leur forte résolution spatiale [72], [74], [75].

La spectrophotométrie est 'option la plus couramment utilisée pour la détection des
especes réactives de I'oxygene. L’oxygene singulet sera piégé par la sonde et modifiera les
propriétés d’absorption de celle-ci. Par la suite, la détection et la quantification seront
basées sur des mesures d’absorbance. Le 9,10-diphenylanthracene (DPA) est la sonde
spectrophotométrique la plus fréquemment utilisée [76]. Elle réagit spécifiquement avec
I'oxygene singulet pour former un endopéroxyde stable, ce qui induit une réduction de
I’absorbance a 355 nm proportionnelle a la production d’oxygene singulet par le systeme
en question. Mais ces sondes présentent un désavantage intrinseque du a leur faible
sensibilité qui repose sur une lecture d’absorbance. Pour pallier ce probleme, des sondes
fluorescentes sont utilisées. En présence d’oxygene singulet, les propriétés de fluorescence
de la sonde sont modifiées (intensité de fluorescence, longueur d’onde, temps de vie de
fluorescence,...). Elles sont plus sensibles, présentent une réponse rapide et offrent une
haute résolution spatiale par imagerie de microscopie. Par exemple, le DPA a été
conjugué avec un fluorophore (la fluorescéine) dans le but d’associer les caractéristiques
réactives du DPA a des caractéristiques fluorescentes pour synthétiser le premier piege
fluorescent : le DPAX (9-[2-(3-carboxy-9,10-diphenyl)anthryl]-6-hydroxy-3H-xanthen-3-
one) [76]. Le DPAX est peu fluorescent contrairement a son endoperoxide (DPAX-EP)
qui possede une forte fluorescence caractérisée par un rendement quantique d’environ
0.5-0.7.

Une autre sonde fluorescente, le SOSG (« singlet oxygen sensor green »), fortement
sélective pour I'oxygene singulet, produit sous son action un endoperoxyde SOSG (SOSG-
EP) hautement fluorescent. Jusqu'a présent, l'oxygene singulet a été monitoré avec
succes a l'aide de la sonde SOSG dans des études sur des systemes biologiques variés,
certaines portant sur la photoinactivation de bactéries et virus [77], la photodégradation
du 5-methyltetrahydrofolate [78], la PDT in witro [79]-[81], I'ingénierie plasmatique [82]
et sur des plantes [83]-[85]. De plus, une étude récente de H. Lin et al. a démontré que

des mesures quantitatives de la production d’oxygene singulet pouvaient étre réalisées en
utilisant le SOSG [86].

Le méme principe de détection indirecte par fluorescence a été utilisé pour mettre en
place des systémes nanoparticulaires basés sur la fluorescence retardée '0, sensibilisée
(« Singlet Ozygen-sensitized Delayed Fluorescence », SODF) [87]. Pour ces études, les
PSs sont incorporés au sein de nanomatériaux tels que du polystyrene ou de la gélatine.
Comme présenté en FIG. 1.7, a la suite de la réaction photodynamique, I'oxygene singulet
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1.2 L’oxygene moléculaire singulet

produit va réagir avec ’état triplet (T;) du PS et induire son passage vers son état S;.
Puis S; retournera a son état fondamental Sy par émission de SODF. Cette technique
d’imagerie est mnon-invasive, possede une sensibilité élevée, mais dépend des

nanomatériaux utilisés.

l
. (') SODF
Excitation C

SU
0, (°%7) PS

FIG. 1.7 Diagramme simplifié des niveaux d’énergie pour la production de la fluorescence
retardé (SODF) (d’apres [87]).

Cette réaction fait intervenir deux molécules photosensibilisatrices (PS) et une molécule
d’oxygene singulet (O2('4;)). Intervention de 1'état fondamental (So), singulet (S:) et triplet (Th)
du PS utilisé, et de I’état fondamental ( 325 ) et singulet (*A,) de 'oxygene moléculaire (O).

En parallele, la chimiluminescence est devenue I'une des méthodes les plus sensibles
de détection de 'oxygene singulet. Comparée aux techniques précédemment décrites, elle
ne nécessite pas de lumiere d’excitation et ainsi les interférences dues a la fluorescence
intrinseque de I’échantillon et la réflexion de la lumiére sont éliminées et permettent une
meilleure détection. Un grand nombre de sondes chimiluminescentes a été développé ces
derniéres années, incluant le 2-methyl-6-phenyl-3,7-dihydroimidazo[1,2-] pyran-3-one
(CLA) et ses dérivés [88]-[90]. Ces composés émettent spontanément de la lumiere en
présence d’oxygene singulet, mais possedent une faible sélectivité pour 1'oxygene singulet
du fait de leur réactivité avec d’autres ROS tels que ’anion superoxide. Plus récemment,
de nouvelles sondes composées d'un donneur d’électrons, le TTF (tetrathiafulvalenem),
associé a un luminophore (I’anthracene), ont été étudiées et ont démontré une excellente
sélectivité et sensibilité pour 'oxygene singulet [72]. En effet, anthracéne est capable de
réagir avec l'oxygene singulet pour former un endoperoxyde hautement luminescent
tandis que le TTF permet de potentialiser cette réaction grace a ses propriétés de
donneurs d’électrons. Actuellement, les sondes chimiluminescentes se révelent étre les
plus sélectives et sensibles comparées aux sondes spectrophotométriques et fluorescentes.

Les dernieres sondes excitantes sont les sondes EPR. En présence d’oxygene singulet,
la structure des sondes EPR est modifiée et permet ainsi leur détection. Un exemple de
sonde EPR commercialement disponible est la 2,2,6,6-tetra-methylpiperidine (TEMP).
L’avantage majeur de cette technique est sa grande sensibilité et sélectivité, cependant
elle nécessite 1'utilisation d’un systeme de mesure de résonance magnétique nucléaire
(RMN) [73].
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Ces techniques de détection indirecte présentent chacune des avantages et des
inconvénients qui sont recensés dans le TAB. 1.4. Cependant, elles présentent toutes une
cytotoxicité potentielle due a l'utilisation de sonde moléculaire, consommant 1’oxygene
singulet produit, et sont toutes dépendantes du microenvironement. En outre, il faut
noter la faible spécificité de ces sondes qui sous 'action d’autres especes réactives de
I'oxygene peuvent étre oxydées et produire des artéfacts.

1.2.4.2. Détection directe

Comme le présente le TAB. 1.4, la détection spectrale de 'oxygene singulet présente
de nombreux avantages comparés aux méthodes de détection indirecte, et peut aussi étre
utilisée en spectroscopie et en imagerie. En effet, cette méthode est non invasive et offre
un résultat instantané et pratiquement dépourvu d’artéfact. L’oxygene singulet peut étre
observé par sa luminescence caractéristique a 1270 nm, qui correspond a sa relaxation
(1Ag - 325) comme décrit en partie 1.2.b. En raison de son faible temps de vie,
d’environ 3.3 ps dans l'eau et 67 ps dans eau deuterée (D,O) [91], la détection de la
luminescence l'oxygene singulet a longtemps été impossible. C’est a la fin des années
1970, que cette détection par spectroscopie est devenue possible grace au développement
de détecteurs dans le proche infrarouge cryogénique Germanium-diode [92]. Cette
méthode est devenue la technique de référence d’investigation des processus dans lesquels
I'oxygene singulet est impliqué. L’intensité du signal de luminescence dépend de la
quantité de molécules d’oxygene présentes [93]. Le Pr. B. Roder et son équipe ont
démontré que dans un milieu biologique, il était possible de réaliser une détection résolue
dans le temps de la production dO; dans une suspension de fantomes optiques
reproduisant des hématies [94], [95]. Cette détection résolue dans le temps procure des
informations a la fois sur la cinétique de production et le déclin de I'oxygene singulet
(Temps de vie de 1''O; (ta) et de I'état triplet du PS (tr)), et sur les interactions entre
I'oxygene singulet et son environnement, notamment au sein des cellules [96]. Ainsi 1O,
produit par 'hématoporphyrine dérivé (HpD) et la Protoporphyrine IX (PpIX) a pu étre
monitoré au sein de liposomes [97], [98].

La microscopie a permis d’obtenir une résolution spatiale de la détection et ainsi
acquérir des informations sur la localisation de la production d’oxygene singulet. Une
résolution latérale de 2.5 nm, proche de la limite de diffraction de I'oxygene singulet (1,5
- 2,0 um), a été obtenue lors d'une étude de détection au niveau de l'interface entre deux
solvants immiscibles [99], [100]. De nombreuses équipes ont concentré leur recherche sur
I’évolution du systéme de détection. L’introduction d’un photomultiplicateur sensible
dans le proche infra-rouge a notamment permis d’améliorer la sensibilité comparé au
détecteur Germanium diode utilisé précédemment [101], [102]. En 2013, S. Hackbarth et
al. ont réalisé avec précision (+/- 0.1 ps) des mesures de déclin de I’état triplet du PS et
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de 1O, sur des cellules vivantes a 'aide d’une source d’excitation de type LED (« light-
emitting diode »), permettant de protéger les cellules d'un effet PDT [103].

Malgré ces progres considérables, cette technique souffre encore d'une sensibilité
limitée et de la faible intensité d’émission a 1270 nm de 1O, qui est associée a un fort
bruit de fond des milieux biologiques dans le proche infrarouge. Ces inconvénients
limitent encore l'efficacité de cette technique, notamment pour de potentielles utilisations
in vivo. M. Niedre et al. ont pour la premiere fois utilisé cette méthode in vivo. A la suite
d’une injection (i.p.) d’une solution de phthalocyanine d’aluminium tetrasulphonaté
(AISiPc ; 50 mg/kg) a des rats Wistar, un faible signal a 1270 nm a été détecté avec un
temps de vie de 0,03 - 0,18 ps sur la peau et le foie [104]. Par la suite, un systéme
d’imagerie a permis de cartographier la production d’oxygene singulet au niveau de la
peau [105]. Afin de comprendre le comportement de 'oxygene singulet in wvivo, 1'équipe
du Pr Roder a utilisé de petites vésicules unilamellaires (SUVs) comme systéme mimant
un milieu hétérogene, pour mettre en évidence que sa localisation peut étre déterminée
par sa cinétique de luminescence [106]. En parallele, des études se sont intéressées a la
mesure directe de 'oxygene singulet a partir des vaisseaux sanguins tumoraux [107]. Elles
ont permis par la suite de faire une corrélation entre la réponse tumorale au traitement
et la luminescence mesurée a 1270 nm et d’indiquer que la luminescence de 'oxygene
singulet fournit une technique valide de dosimétrie pour la PDT anti-tumorale [108].
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TAB. 1.4 Avantages et limitations des principales méthodes de détection de I'oxygene singulet moléculaire d’apres [73]

Méthode de détection

Avantages

Limitations

Sonde spectrophotométrique

Simplicité de détection et d'utilisation

Faible photostabilité

Imagerie

Distribution spatiale

(absorption) Sensibiité limitée
° Réponse rapide ) o
-= |Sonde fluorescente R Agis comme un PS lui-méme
% Bonne spécificité
2 Simplicité de détection Faible solubil
o) : 1 aible solubilité aqueuse
& forte sensitivité grand ratio : Consomation de IO, o a
L 8 Sonde chimiluminescente . ] Potentiel cytotoxique des sondes Non-spécifique
S 2 signal /bruit / .
= n Dépendant du microenvironement Mesure retardée
e
= Sonde de Résonance Cofit élevé
olit élevé
Paramagnétique Electronique |Grande sensibilité et sélectivité . o
Mise en place dificile
(EPR)
® Simplicité de ) o
= |Sonde fluorescente o Agis comme un PS lui-méme
5) Qe détection
o0 Grande sensibilité
g Fluorescence retardée Non-invasif Spécificité limitée a celle du systéme de délivrance
— y
2
o} Procure des
3 ) ) Faible rendement quantique
@ informations sur le
o ) L des détecteur dans le proche
- temps de vie de "O, o o i
g o ) ) ) 5 Faible intensité d'émission a 1270 |infrarouge
S t% Luminescence dans le proche |Non-invasif et de °PS
nm
= infrarouge a 1270 nm Temps réel . . o
A Faible sensibilité et coiit élevé

Zone limitée

onbif1yuaros anbypwgjqoid 3o 9pnI2, ) Ip 93TIU0,) [ 245dDY))



1.3 La vectorisation

1.3 La vectorisation

1.3.1. Généralités

Lors de son administration dans l'organisme, un médicament va rencontrer de
nombreux obstacles qui limitent ainsi son efficacité. Il devra traverser des barrieres
physiologiques telles que les parois vasculaires, la muqueuse intestinale ou les membranes
cellulaires, et éviter sa métabolisation rapide par l'organisme. De plus, les agents
anticancéreux actuels, du fait de leurs propriétés physicochimiques, présentent une
sélectivité tumorale limitée et s’accumulent alors dans les tissus sains induisant des effets
secondaires. Pour pallier ces difficultés, une nouvelle approche consiste a associer ’agent
anticancéreux a des macromolécules appelées nanoparticules (NPs)[109]. NP est le terme
utilisé pour définir une particule d’'une taille comprise entre 1 et 1 000 nm, pouvant
transporter des composés allant des petites molécules de faible poids moléculaire a des
macromolécules tels que des genes ou des protéines. Cette définition des NPs est
uniquement basée sur la taille de ces objets et n’est donc pas limitative pour la
composition de ces particules. Les NPs étudiées pour de futures applications en thérapie
anticancéreuse présentent des structures et des propriétés variées. Elle incluent les
liposomes, les dendrimeéres, les nanotubes de carbone, les micelles polymériques et les
nanoparticules polymériques [110]. Comme recensé dans le TAB. 1.5, a ce jour, plusieurs
NPs sont utilisées en clinique dans le traitement des cancers, notamment le Doxil®, une
formulation liposomale pégylée de doxorubicine [111] et I’Abraxane®, une molécule de
Paclitaxel liée a de ’albumine [112].

TAB. 1.5 Formulations a base de nanoparticules approuvées pour le traitement des
tumeurs solides (D’apres [113]).

Nanomédicaments Indications

Doxil/Caelyx (formulation liposomale PEGylé de Sarcome de Kaposi relié au VIH

dozorubicine) Cancer métastatique de 'ovaire
Cancer métastatique du sein

DaunoXome (formulation liposomale de daunorubicine) Sarcome de Kaposi relié au VIH

Myocey (formulation liposomale de dozorubicine) Cancer métastatique du sein

Abraxane (paclitazel couplé d l'albumine) Cancer métastatique du sein

Adénocarcinome des canaux pancréatiques

Lipusu (formulation liposomale du paclitazel) Cancer du sein du poumon non a petites
cellules

Genexol-PM (formulation micellaire paclitaxel) Cancer métastatique du sein

MM-398 (formulation liposomale d’irinotecan) Adénocarcinome des canaux pancréatiques

PICN (injection de paclitazel concentré pendant Cancer métastatique du sein

nanodispersion)
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1.3.2. Rationnel du développement de nanoparticules en

cancérologie

De nombreux arguments existent en faveur du développement de NPs en cancérologie
[109].

Premierement, les NPs permettent de pallier le manque de solubilité
aqueuse et de stabilité chimique de nombreux agents anticancéreux. En effet, la
faible solubilité en milieu aqueux des molécules anticancéreuses limite leur développement
et rend difficile leur administration. La Wortmaninn (un inhibiteur PI3k et un agent
radiosensibilisant permettant de potentialiser la sensibilité des cellules tumorales aux
rayonnements) est un exemple de composé dont le développement a été interrompu du
fait de sa faible solubilité et de son instabilité chimique [114]. La vectorisation de la
Wortmaninn par des NPs a base de lipides et de chaines de poly(éthyleneglycol) (PEG)
a permis a la fois d’augmenter sa solubilité de 4 mg/L a 20 g/L et d’amplifier in vivo sa
stabilité. En outre, cette NP a base de Wortmaninn s’est révélée étre un agent
radiosensibilisant significativement plus efficace que les agents communément utilisés
comme le cisplatine.

Deuxiemement, les NPs protéegent les composés anticancéreux de leur
biodégradation ou de leur excrétion prématurée (métabolisme hépatique et
excrétion urinaire). Elles améliorent ainsi les profils de pharmacocinétique des composés
vectorisés. La séquestration des principes actifs au sein de vecteur diminue leur
accessibilité aux enzymes et limite ainsi leur clivage enzymatique, tel que le clivage des
SiRNA par les RNAses contenues dans le plasma ou le clivage des protéines par les
pepsines ou trypsines contenues dans ’estomac. Le Curcumin est un agent anticancéreux
dont la stabilité et la biodisponibilté est réduite essentiellement par son oxydation en
milieu biologique. Lors d'une étude récente, cette limitation a été palliée par
I’encapsulation du Curcumin dans le coeur hydrophobe d’une NP. In vitro la vectorisation
a permis de supprimer la dégradation par oxydation du composé dans des conditions
mimant un environnement physiologique [115].

Troisiemement, les nanotechnologies améliorent la biodistribution et le
ciblage des agents anti-cancéreux. Il faut noter que le comportement in vivo
(biodistribution, ciblage tumoral) des molécules anticancéreuses est défini par leurs
propriétés physico-chimiques (charge, taille, hydrosolubilité) qui seront modifiées et
redéfinies lors de leur vectorisation modifiant ainsi leur distribution in wvivo selon les
propriétés des NPs utilisées. Cependant toutes les NPs ne possédant pas intrinsequement
des propriétés idéales, elles peuvent étre synthétisées et chimiquement modifiées pour
amplifier leur accumulation et leur spécificité tumorale. Les systemes nanoparticulaires
utilisent deux stratégies de ciblage, le ciblage passif et actif, qui seront décrits par la

suite.
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Quatriemement, les NPs peuvent étre congues pour libérer leur contenu a
la suite d’une stimulation extérieure, afin d’améliorer la spécificité du traitement.
L’équipe de Bakowsky a utilisé une formulation liposomale thermosensible
(thermoliposome) de doxorubicine (DOX) dans le but de diminuer les effets secondaires
de la chimiothérapie [116]. Les thermoliposomes montrent in vitro sur une lignée cellulaire
de mélanome a une température physiologique de 37°C, une toxicité inférieure a celle de
la DOX libre. Une élévation de la température a 42.5°C, augmente la toxicité des
thermoliposomes qui devient supérieure a celle de la DOX libre. Ces résultats encouragent
le développement de nouvelles NPs thermosensibles. D’autres stimuli extérieurs, comme
les variations de pH [115] ou l'application d’ultrasons (sonothérapie), peuvent étre
utilisés pour déclencher la libération des molécules anticancéreuses vectorisées, [109].

1.3.3. Objectifs de la vectorisation

Dans toutes les thérapies anticancéreuses, une balance existe entre les effets
bénéfiques et déléteres potentiels d’un traitement. L’efficacité d’un traitement est
déterminée en fonction de I’éradication des tissus tumoraux et des dommages engendrés
aux tissus sains. Mais comme la plupart des agents de chimiothérapie se distribuent de
maniere non-spécifique dans 'organisme cela conduit a une toxicité systémique associée
a des effets secondaires graves. L’objectif premier de la nanovectorisation est donc
d’accroitre la spécificité des agents anticancéreux, afin de potentialiser leur accumulation
tumorale tout en limitant leurs effets secondaires associés [117]. Les NPs sont utilisées
pour cibler successivement, la vascularisation et I'interstitium tumoral, les membranes et
les organites cellulaires. Le cheminement des NPs du site d’injection vers les tissus
tumoraux cibles s’effectue selon différentes étapes. Dans un premier temps, les NPs sont
transportées dans la circulation sanguine du point d’injection vers la tumeur. Une
circulation suffisamment prolongée des nanomédicaments est essentielle pour assurer une
accumulation tumorale optimale. Cependant dans la circulation sanguine, les NPs
peuvent avoir une clairance prématurée en interagissant rapidement avec les protéines
plasmatiques et le systéme immunitaire (processus d’opsonisation) pour étre capturé par
le systéme réticulo-endothélial (RES). A ce jour, un grand nombre de NPs, sont
recouverts de groupement de furtivité comme les Polyéthylene(glycol) (PEG) pour
empécher leur reconnaissance par le RES. Dans un deuxieme temps, les NPs sont
extravasés de la vascularisation, diffusent dans l'interstitium tumoral, interagissent avec
les membranes plasmiques et sont internalisées par les cellules. Par la suite, nous allons
donc détailler tout d’abord les processus mis en ceuvre par les NPs pour cibler les tissus
tumoraux (ciblage passif et actif), puis les processus permettant leur internalisation
cellulaire (mécanismes d’endocytose).

29



Chapitre 1. Contexte de [’étude et problématique scientifique

1.3.4. Voies de ciblage tumorales
1.3.4.1. Le ciblage passif

Apres leur administration systémique (injection intraveineuse (i.v.)), les NPs se
distribuent dans 'organisme wvia la circulation sanguine. Le cheminement des NPs vers
les tissus tumoraux cibles est a la fois déterminé par leurs propriétés physico-chimiques,
comme la charge, ’hydrophobicité et la taille, et par des facteurs physiologiques de la
tumeur incluant la vascularisation, le drainage lymphatique et la pression interstitielle.

Actuellement, la plupart des NPs utilisées en clinique dans les thérapies
anticancéreuses sont des NPs dites de premiere génération qui utilisent le ciblage passif.
L’objectif premier de la vectorisation en modifiant les propriétés physico-chimiques des
agents anticancéreux est d’augmenter leur temps de circulation plasmatique pour
potentialiser leur accumulation tumorale en exploitant les propriétés pathophysiologiques
des tumeurs (FIG. 1.8). En effet, les tumeurs présentent une vascularisation tortueuse et
perméable qui, contrairement a celle des tissus sains, permet ’extravasation des NPs de
la circulation sanguine vers les tissus au travers de fenestrations (de 100 nm a 780 nm).
Cette perméabilité vasculaire associée a un mauvais drainage lymphatique des tissus, qui
empéche ’élimination des NPs extravasées, permet ’accumulation tumorale spécifique
des NPs. L’ensemble de ces phénomenes est connu sous le nom effet EPR (pour
« enhanced permeability and retention effect »).

L’exploitation de l'effet EPR est sans nul doute la stratégie la plus efficace pour
améliorer 'accumulation tumorale des molécules anticancéreuses. Cette stratégie qui
repose essentiellement sur les propriétés physiopathologiques des tumeurs, est considérée
comme un ciblage passif des principes actifs [118]. Un exemple de NP utilisant le ciblage
passif et ayant obtenu l'autorisation de la FDA (« Food and Drug Administration ») est
la formulation lyposomale PEGylée de doxorubicine (Doxil®/Caelyx) utilisée pour le
traitement du cancer de l'ovaire et du sein [111].

La capacité des NPs a diffuser au sein des tumeurs est un élément important qui
influence lefficacité de la vectorisation. Apres leur extravasation, les NPs et les
macromolécules doivent pénétrer et diffuser au sein du tissu tumoral afin d’atteindre un
grand nombre de cellules. La pénétration de NPs de grande taille est séverement limitée
par la forte densité cellulaire et la pression interstitielle élevée retrouvées au sein des
tumeurs. Ce phénomene a été illustré par 1’équipe de Bawendi [119]. En utilisant la
microscopie intra-vitale, ils ont montré par co-injection (i.v.) de quantum dots de tailles
différentes (12, 60 et 125 nm) que seules les particules d’une taille de 12 nm parvenaient
a pénétrer en profondeur au sein de la tumeur. Les deux quantum dots de plus grande
taille présentaient une localisation péri-vasculaire. Plus récemment dans la méme

optique, il a été démontré que les NPs de petite taille (< 50 nm) présentent a la suite de
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leur extravasation une meilleure pénétration en profondeur dans les tissus que les NPs
de tailles supérieures [120]. Ces résultats suggerent que la taille des NPs influence non
seulement leur extravasation a travers des fenestrations vasculaires mais aussi leur
diffusion au sein du milieu interstitiel tumoral. Dans ce contexte, des NPs d’une taille
allant de 2 a 10 nm comme les dendrimeres ou les micelles, apparaissent comme des
vecteurs prometteurs comparé au NPs de grandes tailles (~100 nm) tels que les liposomes
ou les NPs a base d’albumine [121], [122]. En paralléle, de nombreuses études se sont
concentrées sur la synthese de NPs capables, suite a leur extravasation, de relarguer
I’agent anticancéreux vectorisé dans l'espace péri-vasculaire sous 'action de différents
stimuli (§1.3.2). Du fait de son faible poids moléculaire, 'agent anticancéreux libre peut
diffuser en profondeur dans le tissu tumoral. Une seconde approche, visant a optimiser
la pénétration et la distribution intra-tumorale des systemes de transport, est le
développement de NPs d’'une taille de 100 nm composé d'un ensemble de NPs de 10 nm.
Initialement, du fait de leur taille (100 nm), les NPs présentent un long temps de vie
plasmatique et sont fortement extravasées a partir de la vascularisation tumorale. A la
suite de leur extravasation, les NPs sont dégradées sous l'action de protéases (telles que
les métalloprotéases), libérant ainsi de petites NPs de 10 nm de diameétre qui diffuseront
en profondeur dans les tissus [123].

Bien que le ciblage passif ait permis le développement de nombreux
nanomédicaments, il présente plusieurs limitations. Tout d’abord, on observe une
hétérogénéité de l'effet EPR au sein des tumeurs. La vascularisation tumorale jouant un
role majeur dans I'EPR, il est important de noter que la structure des vaisseaux ainsi
que de la dimension des fenestrations varient en fonction du type et de la taille des
tumeurs. Ces variations induisent la présence de zone avasculaire (hypoxique) qui limite
la délivrance des NPs [124]. De plus, le ciblage passif, ne permet pas aux NPs de cibler
les cellules dans l’espace interstitiel tumoral. Enfin, le ciblage passif ne limite pas
l’accumulation des NPs au sein des tissus non tumoraux riche en systeme RES qui
présentent une vascularisation fenestrée tels que le foie et la rate avec des pores allant
de 50 a 150 nm de diametre [109], [125].

1.3.4.2. Le ciblage actif

Une des voies explorées en complément du ciblage passif est la synthese de NPs
fonctionnalisées pouvant cibler spécifiquement les cellules cancéreuses a la suite de leur
extravasation vasculaire [109]. Comme le montre la FIG. 1.8, les NPs de deuxiéme
génération présentent a leur surface des ligands spécifiques de récepteurs membranaires
surexprimés ou spécifiquement exprimés par les cellules cancéreuses cibles. Ces NPs
peuvent reconnaitre et se fixer aux cellules par le biais d’une interaction spécifique ligand
— récepteur intervenant entre les NPs et les cellules. Par la suite, les NPs sont
internalisées via un mécanisme d’endocytose et le composé vectorisé est libéré soit a
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proximité ou dans la cellule tumorale. Les agents de ciblages choisis doivent permettre
la liaison des NPs aux cellules cancéreuses tout en limitant la reconnaissance des cellules
saines. Un large panel de ligands a été décrit dans la littérature, en passant par des
petites molécules comme l'acide folique ou des macromolécules telles que des peptides,
des protéines, des anticorps ou des aptameres dont les récepteurs cibles sont surexprimés
par les cellules tumorales [125]. La DOX a été vectorisée par des liposomes présentant a
leur surface des peptides spécifiques des récepteurs au facteur épidermique de croissance
(EGFR, « epidermal growth factors receptor ») [126]. In vivo, le greffage des peptides a
permis une rapide accumulation tumorale des liposomes des 1h apres leur injection i.v,
et a ainsi amélioré leur efficacité anti-tumorale.
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FIG. 1.8 Représentation schématique de l'utilisation du ciblage passif et actif par la
vectorisation [125].

Le ciblage passif utilise la perméabilité augmentée de la vascularisation tumorale et le drainage
lymphatique réduit (effet EPR) et permet l'accumulation des NPs au sein de la tumeur. Le
ciblage cellulaire actif est possible par la fonctionnalisation de la surface des NPs par des
molécules de reconnaissance spécifiques de protéines de surfaces surexprimées (ou spécifiquement
exprimées) par les cellules tumorales. A la suite de leur extravasation, les NPs peuvent (1)
relarguer leur contenu a proximité des cellules cibles, (2) s’absorber aux membranes cellulaires
par la reconnaissance spécifique de récepteurs membranaires entrainant la libération du contenu
ou (3) leur internalisation dans les cellules.
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L’utilisation de ligands met en jeu une nouvelle balance. En effet, la présence de ces
molécules de ciblage en surface des NPs favorise leur reconnaissance par le RES. Pour
pallier ce probleme, le nombre de ligand par NP doit étre adapté pour permettre un
ciblage efficace des cellules cancéreuses tout en limitant sa reconnaissance par le systéme
RES [126]. En parallele, la reconnaissance par le systeme RES peut étre diminuée par le
greffage de groupements de furtivité tels que les groupements PEG en surface des NPs.
La PEGylation des NPs permet de créer une couronne hydrophile qui limite 1'acces des
cellules spécialisées, comme les macrophages aux NPs [117].

1.3.5. Incorporation cellulaire des nanoparticules
1.3.5.1. Les différentes voies d’endocytose

Toutes les cellules utilisent les mécanismes d’endocytose pour communiquer entre
elles ou avec 'environnement biologique. Ces processus énergie-dépendants permettent
I'internalisation cellulaire de biomolécules comme les NPs [127].

De nombreuses études se sont intéressées aux mécanismes d’incorporation des NPs.
Contrairement aux petites molécules amphiphiles peu chargées qui sont incorporées par
diffusion passive a travers les membranes plasmiques, les NPs sont internalisées par
endocytose. L’endocytose inclut deux grands mécanismes : la phagocytose et la
pinocytose [128] (FIG. 1.9). La phagocytose est un processus exclusivement utilisé par
les cellules spécialisées, tels que les macrophages, les cellules dendritiques et les
polynucléaires neutrophiles, pour internaliser des macromolécules d'une taille supérieure
a 0,5 pm [127]. Tandis que la pinocytose est utilisée par 'ensemble des cellules et se
subdivise en trois processus : la macropinocytose, I’endocytose clathrine dépendante et
I'endocytose calvéoline dépendante [129] (FIG. 1.9).

La macropinocytose aussi nommée endocytose par phase fluide (« fluid-phase
endocytosis »), est un processus d’internalisation non-spécifique d'un ensemble de fluides
et de particules en l'absence de liaison a la membrane plasmique. L’efficacité de ce
processus est principalement contrélée par la concentration des solutés dans le milieu
extracellulaire. Il implique des extensions de la membrane plasmique qui vont renfermer
une grande quantité de fluide extracellulaire au sein de larges vésicules (> 200 nm),
appelées macropinosomes. La macropinocytose est le processus le moins détaillé dans la
littérature contrairement aux autres voies d’endocytose.

Les processus d’endocytose clathrine ou calvéoline dépendants impliquent une
internalisation des particules médiée par la reconnaissance de récepteurs membranaires.
La plupart des cellules utilisent ces processus pour l'internalisation de nanomatériaux
comme les virus ou les NPs [130], [131]. Lors de leur exposition a des solutions
physiologiques, les NPs vont rapidement se complexer aux protéines plasmatiques qui
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pourront interagir avec les membranes cellulaires, et engendrer I'internalisation des NPs
via les voies d’endocytose clathrines ou calvéolines dépendantes.

L’endocytose médiée par les clathrines implique uniquement le recrutement des NPs
a la surface des cellules par la reconnaissance spécifique de récepteurs membranaires.
Durant ce processus d’internalisation, des puits recouverts de clathrines vont se former
et englober les NPs liées aux récepteurs au sein de vésicules. Les vésicules (recouvertes
de molécules de clathrine) bourgeonnent dans les cellules, se détachent et fusionnent avec
des endosomes précoces qui migrent de la membrane plasmique vers les lysosomes. Les
endosomes tardifs vont ensuite fusionner avec les lysosomes qui contiennent de
nombreuses enzymes de dégradations. Le contenu des endosomes peut étre recyclé via le
cytosquelette a la surface de la cellule (récepteurs membranaires) ou relargué dans le
cytosol. Les NPs qui ne peuvent pas échapper aux endosomes sont alors sujets a une
dégradation au sein des lysosomes riches en enzymes [128]. En accord avec la littérature,
I'internalisation de dendrimeres poly(amidoamine) (PAMAM) fonctionnalisés avec des
ligands ciblant des intégrines, protéine surexprimée par de nombreuses cellules
cancéreuses a été étudiée [132]. Cette étude a démontré, par l'utilisation d’inhibiteurs
spécifiques des voies d’endocytose, que ces NPs dendrimériques étaient principalement
incorporées via un mécanisme d’endocytose clathrine dépendant.

Parmi les autres mécanismes d’internalisation moins prédominant, l’endocytose
médiée par les cavéoles est le mécanisme de transport clathrine indépendant le plus
étudié. C’est un processus récepteur dépendant ou non caractérisé morphologiquement
par de larges invaginations (50-80 nm) de la membrane plasmique. Ces structures
cellulaires incluent des molécules de cholestérol, des sphingolipides, et une classe de
protéines nommées les calveolines, avec en particulier les calvéolines 1 (CAV-1) [133]. A
la suite de cette voie d’endocytose, les NPs sont internalisées au sein de cavéosomes.

Le dernier type de mécanisme d’internalisation est 1’endocytose clathrine et
calvéoline indépendante [128]. Lors d’un processus d’endocytose récepteurs indépendants,
on observe une absorption non spécifique des NPs en surface des cellules. En effet, les
solutés et les NPs peuvent se fixer au niveau de sites non spécifiques présents sur la
membrane plasmique grace a des forces intermoléculaires, comme les interactions de
nature hydrophobique ou les liaisons hydrogene. Cette absorption non spécifique
intervient dans l’endocytose clathrine et calvéoline indépendante ainsi que dans
I’endocytose calvéoline dépendante, en addition a ’absorption spécifique.
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FIG. 1.9 Les mécanismes d’endocytose. [134]
Les voies d’endocytoses different en fonction de la taille des vésicules d’endocytose, la nature des
protéines cargo (ligands, récepteurs, lipides) et des mécanismes de formation des vésicules.

1.3.5.2. Les méthodes d’études des voies d’internalisation des NPs

L’étude des voies d’incorporation des NPs permet d’analyser et de comprendre leur
trafic intracellulaire. Différentes méthodes ont été décrites pour étudier les voies
d’endocytose utilisées par les NPs. Elles sont basées sur l'inhibition spécifique des
différentes voies d’endocytose afin de mettre en évidence leur intervention dans
I'internalisation des NPs étudiées. En complément de ces techniques, I'étude de la
localisation subcellulaire des NPs peut étre réalisée.

Dans un premier temps, on trouve les inhibiteurs pharmacologiques. Cette approche
est trop souvent basée sur I'’hypothese, souvent erronée, que ces inhibiteurs sont
spécifiques d’'un mécanisme d’endocytose donné [135]. Un exemple est la déplétion du
cholestérol par le methyl-B-cyclodextrine (mBCD) ou la perturbation des fonctions
cholestérols par addition de drogues fixant le cholestérol comme les filipines ou la
nystatine. Ces techniques sont les plus répandues pour l’étude des mécanismes
d’endocytose mis en jeu par les NPs. Cependant, méme si le cholestérol est important
dans les mécanismes d’endocytose médiée par les calvéolines, il est aussi requis dans les
mécanismes calvéoline indépendants tels que la macropinocytose [128], [136], [137] ou
I'endocytose clathrine dépendante [138]. Par conséquent, la déplétion du cholestérol ne
permet pas de mettre clairement en évidence l'intervention d’'un seul mécanisme
d’endocytose. Par ailleurs, comme I’a démontré D. Vercauteren et al., les inhibiteurs
pharmacologiques utilisés a des concentrations optimales (concentration induisant une
toxicité minime associée a une inhibition maximale) présentent une spécificité

extrémement variable en fonction du type cellulaire étudié [139].

Dans un deuxieme temps, des lignées cellulaires déficientes d'une molécule nécessaire

a une voie d’endocytose spécifique peuvent étre produites par transfection de siRNA

(« small interferon RNA »). Bien que l'expression de protéines mutées présente

d’importants avantages comparés aux inhibiteurs pharmacologiques développés ci-dessus,
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leur utilisation peut engendrer des effets secondaires et se révéler moins spécifique
qu’espéré. Cette technique peut notamment engendrer un stress cellulaire [135]. De plus,
il est important de noter que l’inhibition d’un facteur impliqué dans un mécanisme
d’endocytose donné peut se traduire par la potentialisation d’une autre voie d’endocytose.
Les résultats obtenus sont alors difficilement transposables sur une lignée cellulaire non
transfectée, et la quantification de 'intervention réelle des différentes voies d’endocytose
dans l'incorporation des NPs est difficile. En effet, I'inhibition de la voie clathrine
dépendante a la suite de la mutation de la dynamine a été rapidement compensée par la
mise en place des voies d’endocytose alternatives [140].

La derniere méthode qui est complémentaire aux deux techniques présentées
précédemment, repose sur l'étude de la localisation intracellulaire des NPs a l'aide de
sondes fluorescentes spécifiques d’organites cellulaires. En effet, la localisation
intracellulaire des NPs procure de précieux indices sur le mécanisme d’incorporation mis
en jeu. Tout particulierement, la localisation lysosomale est bien documentée comme
étant en connexion directe avec une incorporation endocytose dépendante [117].

Comme il a été décrit dans cette partie, a ce jour différentes méthodes d’études des
mécanismes d’incorporation existent. Cependant, leur utilisation nécessite la réalisation
de nombreux controles afin de vérifier la spécificité et la toxicité de la méthode utilisée
avant de valider et analyser les résultats obtenus.

1.3.6. Vectorisation de la Chlorine e6 en PDT
1.3.6.1. Généralités

Comme il a été développé dans le §1.1.4, la Chlorine e6 (Ce6) est un PS utilisé en
PDT anticancéreuse. Cependant, actuellement le manque de sélectivité tumorale, la
toxicité associée et ’hydrophobicité des PSs (rendant difficile leur administration i.v.),
limitent 1'utilisation de ce traitement en clinique. La vectorisation des PSs permet de
surmonter les limitations de la PDT, en augmentant leur sélectivité tumorale wvia 1'effet
EPR, en améliorant leur solubilité aqueuse grace aux propriétés physicochimiques
favorables des NPs, et en diminuant leur rapide biodégradation par protection des PSs

au sein des NPs.

Les NPs communément utilisées en PDT sont composées de phospholipides et de
cholestérol, de polymeres, de silice, et de métaux [141]. La Ce6 a été amplement étudiée
dans la littérature. Comme les exemples développés par la suite le démontreront, sa
vectorisation a permis d’améliorer in vitro et in vivo l'efficacité et la sélectivité d'un
traitement PDT a base de Ce6. Nous allons détailler les différentes stratégies de
vectorisation de la Ce6 qui utilisent soit un ciblage passif ou un ciblage actif. Et nous
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nous concentrerons sur la mise en place de nouvelles NPs multifonctionnelles a base de
Ceb.

1.3.6.2. Nanoparticules reposant sur le ciblage passif ou actif
- Ciblage passif

Le ciblage passif (§1.3.4.1), nécessite I'association du principe actif & un vecteur. En
1991, la Ceb6 a été conjuguée de fagon covalente a des microspheres de polystyrene par
I'équipe de T. Hasan [142]. Ce conjugué a démontré in vitro sur une lignée cellulaire de
carcinome de vessie, une incorporation cellulaire 20 fois supérieure a la Ceb6 libre qui s’est
traduit par une potentialisation de son effet phototoxique. En effet, a une concentration
incubée fixe de 0,43 pM de Ceb6 et a une dose de lumiere de 5 J/cm? & 659 nm, le conjugué
induit une mortalité cellulaire de 90% alors que la Ce6 libre ne présente aucun effet
toxique. Toutefois, en solution, la génération d’oxygene singulet par la Ce6, espece
cytotoxique majoritairement responsable de l'effet PDT, s’est révélée étre diminuée a la
suite de sa conjugaison (un ratio de neuf a été observé entre : Ce6 conjuguée/Ceb non
conjuguée). Par conséquent, 'augmentation de la photoactivité de la Ce6 a la suite de
sa conjugaison aux microspheres de polystyrene est la conséquence d'une accumulation

intracellulaire accrue.

Par la suite, la Ce6 a été vectorisée par des vecteurs tels que des liposomes [143],
[144], des NPs a base d’albumine [121], des nanofeuilles de graphéne [145], ou encore des
polymeres [56], [132], [146]-[148]. Parmi ces derniers, le polyvinylpyrrolidone (PVP) est
une molécule synthétique, hydrosoluble, de faible toxicité, communément utilisée pour
améliorer la dissolution de drogues. Le complexe PVP-Ce6 a augmenté in wvitro
I'incorporation cellulaire de la Ce6, et a démontré une meilleure sélectivité tumorale que
la Ce6 libre sur des patients atteints d’angiosarcome [149], [150].

Plus récemment, la Ce6 a été couplée au pluronique F127 ® (poly(ethyléne oxide)-
block-poly(propylene oxide)-block-poly(ethyléne oxide), PF127), un polymere ayant re¢u
l'accord de la FDA, qui est fréquemment utilisé comme adjuvant pharmaceutique [56].
Le PF127 est utilisé pour rendre soluble les PS et augmenter a la fois leur internalisation
cellulaire et leur ciblage tumoral. Le complexe a démontré une production d’oxygene
singulet augmentée de 5 fois comparé a la Ce6 libre. De plus in vitro, le PF127 a amplifié
I'internalisation cellulaire de la Ce6 et a par conséquent potentialisé 3 fois son efficacité
photodynamique. En parallele, le P127 a favorisé 'internalisation tumorale et 'efficacité
PDT de la Ceb6 in vivo.

A la suite de ces études, de nombreuses équipes se sont concentrées sur la
fonctionnalisation des NPs vectorisant la Ce6, pour permettre leur ciblage tumoral actif
par reconnaissance moléculaire ou par attraction physique.
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- Ciblage actif
Ciblage par reconnaissance cellulaire

L’objectif de la PDT est d’éradiquer sélectivement les cellules tumorales en induisant
des dommages minimums aux cellules saines environnantes. Pour atteindre cet objectif,
une incorporation sélective du PS dans les cellules cibles est un prérequis indispensable.
Dans ce souci d’accumulation tumorale sélective de la Ce6, des études ont été conduites
pour concevoir et développer des NPs de seconde génération dont le mécanisme d’action
repose sur le ciblage actif (§1.3.4.2).

La Ceb6 peut étre directement conjuguée a une molécule d’adressage comme des
aptameres, des anticorps et des peptides [151]-[153]. Un photoimmunoconjugué a été
congu en complexant la Ce6 a un anticorps monoclonal murin (mAb 17.1A) spécifique
d’un antigéne membranaire surexprimé dans les cancers colorectaux [152]. Cette étude a
démontré que la complexation n’a pas altéré 'antigénicité du mAb 17.1A et a amplifié
la phototoxicité de la Ce6. Plus récemment, S. Kruspe et al. ont étudié in vitro la
conjugaison de la Ce6 a un aptamere d’ARN liant spécifiquement le récepteur a
I'interleukin-6 humaine (IL-6R). Du fait de son internalisation prononcée dans les cellules
présentatrices du récepteur a I'IL-6, 'aptamere a augmenté 'efficacité PDT de la Ce6, a
des concentrations ou la Ce6 libre ne présente pas de phototoxicité [151]. La spécificité
du traitement utilisant le conjugué aptamére-Ceb6 a été confirmée par I’absence de toxicité
sur des cellules dépourvues d’'IL-6R.

Les agents de ciblage peuvent étre greffés non pas directement a la molécule
photosensibilisatrice mais sur des NPs transportant la Ce6 comme des dendrimeres [132],
[154], [155] ou des nanofeuilles de graphene [90]. Récemment, la Ce6 a été greffée de
maniere covalente en périphérie de dendrimere PAMAM fonctionnalisé par des
groupements de PEG et un peptide de ciblage [132] (§1.4.6.2). Cette construction a
potentialisé 'effet photodynamique de la Ce6 en augmentant 16 fois son incorporation
au sein des cellules présentatrices des protéines membranaires spécifiques du ciblage
(intégrine ay Bs) comparé aux cellules déficientes de cette protéine.

Ciblage par force physique

Une nouvelle méthode de ciblage a récemment émergé. Elle consiste a amplifier
laccumulation tumorale des NPs grace a une force physique comme un champ
magnétique externe. Plusieurs équipes ont développé des NPs magnétiques vectorisant
des molécules photosensibilisatrices pour une application en PDT ciblée par magnétisme
[156], [157]. Récemment, 1’équipe de Z. Liu a étudié une NP composée d’un nano-
assemblage d’oxyde de fer fonctionnalisé avec de la Ce6 et des groupements PEG [57].
Cette NP a potentialisé, sur un modele murin xenogreffé, I’accumulation tumorale de la
Ceb sous l'application extérieure d’un aimant au niveau de la tumeur. Ce tumorotropisme
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a pu étre mis en évidence par imagerie de fluorescence et de résonance magnétique (IRM),
du fait de la multimodalité des NPs. Cette accumulation accrue a permis une
amélioration de l'efficacité PDT de la Ce6 se traduisant par un retard de re-croissance

tumorale d’'une semaine suite au traitement.

1.3.6.3. Nanoparticules multimodales

Une avancé récente en nanotechnologie est l'introduction de NPs multimodales.
Cette multimodalité peut s’appliquer soit dans une optique thérapeutique, en associant
deux thérapies, ou dans une optique théranostique avec la mise en ceuvre combinée d’un
diagnostic médical et d'une thérapie.

- Approche thérapeutique

Différentes études utilisent des nanoplateformes pouvant éradiquer les tumeurs par
I'action synergique de deux traitements de photothérapie : la PDT et la thérapie
photothermale (PTT, « photothermal therapy »). La PTT repose sur l'excitation par
radiation d’une molécule sensibilisante qui libere son énergie sous forme d’hyperthermie
locale, contrairement a la PDT qui induit des dommages oxydatifs par le biais de la
production d’especes cytotoxiques de I'oxygene (ROS). Des nanoplateformes associant la
Ce6 a des agents de PTT comme de 'oxyde de graphéne [145], des nano-tiges d’or (« Gold
nanorop ») [158], [159], des nanofeuilles de pladium (« nanosheet Pd ») [160] ou des
polymeres poly(dopamine) (PDA) [161], ont été synthétisés. Récemment, D. Zhang et al.
ont conjugué la Ce6 a une nanosphere composée de PDA, bien connu pour son activité
photothermique utilisée en thérapie anticancéreuse [161], [162], [163]. L'efficacité PDT
de cette NP a été déterminée sur une lignée cellulaire de carcinome hépatique humain a
la suite d'une irradiation a 670 nm. La vectorisation de la Ce6 par les nanospheres PDA,
a potentialisé significativement son efficacité PDT en favorisant la production de ROS
et son accumulation intracellulaire. De plus, a la suite d'une irradiation a 808 nm capable
d’activer le PDA, la nanosphere PDA-Ce6 a présenté une excellente conversion photo-
thermique. Pour conclure, cette nanosphere a présenté une faible toxicité a 1’obscurité
associée a une excellente phototoxicité avec une irradiation combinée a 670 et a 808 nm
comparée a une irradiation simple (a 670 ou a 808 nm), in vitro et in vivo sur un modele
murin xenogreffé. L’ensemble de ces résultats récemment publiés présentent cette
nanosphére PDA-Ce6 comme un agent thérapeutique de double modalité PDT et PTT
prometteur pour de futures applications cliniques.

Le méme principe a été employé pour des NPs utilisant le ciblage actif. J. Wang et
al ont couplé 'extrémité 3’ d’un aptamere (spécifique des cellules T lymphoblastiques
leucémiques) a la Ce6. Puis le complexe aptamere-Ce6 a été couplé via 'extrémité 5’ de
I'aptameére & une nanotige d’or (agent de PTT) [158]. Cette NPs posséde un mécanisme
« ON / OFF » permettant de potentialiser la spécificité du traitement PDT. En absence
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du ligand cible de l'aptamere, la NP est inactive (mode « OFF ») car la Ce6 fixée a
I’aptamere est, du fait de sa proximité avec la nano-tige d’or, quenchée par celle-ci. Sous
l’action du ligand, 'aptamere change de conformation et éloigne la Ce6 de la surface de
la nanotige d’or, rétablissant ainsi sa fluorescence et son activité phototoxique. Ainsi, en
présence du ligand, la NP est active (mode « ON »). Du fait de la fixation de multiples
molécules de Ce6 en périphérie des nanotiges d’or a l'aide d'un aptamere, leur
incorporation cellulaire et leur efficacité photodynamique ont été spécifiquement
augmentées. De plus, I'absorption des radiations par les nanotiges d’or a permis la
destruction des cellules wvia un effet photothermique. Par conséquent, ce conjugué
multimodal, associant la PDT et la PTT, améliore 'activité anti-tumorale de la PDT ou
de la PTT utilisées séparément.

- Approche théranostique

Un PS idéal en théranostique doit présenter un fort rendement quantique d’oxygene
singulet et de fluorescence pour permettre a la fois un traitement PDT et un diagnostic
photodynamique (PDD, « photodynamic diagnosis »). Or, la plupart des PSs possedent
un faible rendement quantique de fluorescence, comparé aux agents fluorescents
traditionnels (sondes fluorescentes, GFP...), qui limite leur utilisation simultanée en PDT
et en PDD. Pour dépasser cette limitation, les PSs comme la Ce6 sont conjugués a
différents nanomatériaux fluorescents. P. Huang et al ont conjugué la Ce6 a des NPs de
silice (~ 68 nm) renfermant des nano-assemblages d’or, appelés « nanocluster » (AuNCs)
d’une taille inférieure & 1 nm [58]. Les AuNCs, possédant une émission dans le rouge avec
un rendement quantique aux alentours de 6%, se présentent comme de bons candidats
pour l'imagerie de fluorescence et la vectorisation de composés thérapeutiques. Cette
nano-construction est stable, soluble en milieu aqueux, non cytotoxique et biocompatible.
De plus, sur un modele murin xénogreffé, ces NPs ont présenté par imagerie de
fluorescence une forte localisation tumorale, associée a une remarquable régression des
tumeurs (p<0.05 comparé a la Ce6 libre), a la suite d’une irradiation. L’ensemble de ces
propriétés placent cette NP comme un agent d’imagerie prometteur pour guider un
traitement PDT, par exemple.

Au cours d’une seconde étude, la Ce6 a été conjuguée a des Carbon Dots (C-dots)
[164]. Les C-dots posseédent certains avantages majeurs des quantum-dots (Q-dots),
comme une grande photostabilité, une émission de fluorescence accordable et une large
bande d’excitation. L’avantage supplémentaire des C-dots est l'absence de métaux
reconnus comme étant toxiques. Ils sont par conséquent plus adaptés aux applications
biomédicales. Dans cette étude, a la suite d’une irradiation a 430 nm, les C-dots émettent
des photons aux alentours de 525 nm qui vont a leur tour exciter la Ce6 vectorisée [164].
Dans le PBS, les C-dots-Ceb6 exposent une fluorescence 25 fois supérieure a la Ce6 libre.
Cette augmentation est due a une amélioration de la solubilité de la Ceb et au mécanisme
de transfert d’énergie du C-dots a la Ce6, nommé transfert d’énergie par résonance de
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type Forster (FRET, « Férster resonance energy transfer »). Cette construction permet
de potentialiser la fluorescence de la Ce6, mais ne pallie pas le manque de pénétration au
sein des tissus biologiques d'une irradiation & de faibles longueurs d’ondes (dans cette
étude : 430 nm).

Récemment, des NPs de conversion ascendante de photons, appelées :
« upconversion » nanoparticules (UCNP), ont été associées a des PSs. Les UCNP
s’excitent a la suite d’une irradiation dans le proche infrarouge (correspondant a des
photons de faible énergie) qui présente une meilleure pénétration dans les tissus que les
longueurs d’ondes habituellement utilisées en PDT. A la suite d’une irradiation dans le
proche infrarouge, les UCNPs vont émettre des photons de haute énergie (de plus faible
longueur d’onde) qui vont exciter le PS couplé aux UCNPs. Deux études ont décrit la
vectorisation de la Ce6 par des UCNPs [165], [166]. X. Wang et al. ont vectorisé via des
UCNPs la Ce6 et un siRNA inhibant spécifiquement un oncogene [166]. Suite a une
irradiation a 980 nm, les UCNPs émettent des photons, notamment a une longueur
d’onde de 660 nm, qui permettent I'excitation de la Ce6 vectorisée. Consécutivement au
FRET décrit des UCNPs vers la Ce6, I'oxygene singulet est produit. En parallele, la
luminescence résiduelle de la « upconversion » est utilisée pour le diagnostic par
imagerie. Cette étude a démontré le potentiel des UCNPs pour les traitements
multimodaux (ici l'association de la PDT et de la thérapie génique) guidés par imagerie
de fluorescence.

1.3.6.4. Conclusion

De nombreuses nanoconstructions a base de Ce6, utilisant soit le ciblage passif ou
actif ont été développés et ont démontré un fort potentiel thérapeutique. Cependant, il
faut noter que la vectorisation reposant sur le ciblage moléculaire est problématique du
fait de I'hétérogénéité intrinseque et de la diversification épitopique (nombreuses
mutations) des tumeurs [167], [168]. Cette diversité rend difficile le développement
d’anticorps spécifiques des différents ligands [168], [169]. Par conséquent, le ciblage passif
apparait comme étant la stratégie la plus universelle et efficace pour la conception de
NPs vectorisant des agents anticancéreux.

1.4 Les dendrimeres

1.4.1. Historique

Décrits pour la premiere fois en 1978 par I'équipe de Végtle [170], les dendrimeres
sont une famille de macromolécules polymériques caractérisées par une architecture
tridimensionnelle hautement ramifiée. Leur nom est dérivé du mot grec « dendron » qui
signifie « arbre » en référence a leur organisation en arborescence. Ils sont constitués de

séquences répétitives de monomeres, appelées « unités de branchement », greffées sur un
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coeur multifonctionnel. Leur rapide émergence dans les applications biologiques a été
accompagnée d’une augmentation du nombre d’architectures dendritiques différentes
(FIG. 1.11) congues pour étre solubles et biocompatibles.

Leurs roles émergeants dans les thérapies anticancéreuses et dans le diagnostic par
imagerie, ont mis en évidence les multiples avantages de ces nanomatériaux qui seront
décrits par la suite. Les dendrimeres sont reconnus comme une nouvelle classe de vecteur

de taille nanométrique [171].

1.4.2. Architecture et composition

Les dendrimeres sont des macromolécules globulaires monodisperses issues

d’une synthese reproductible hautement controlée.
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FIG. 1.10 Représentation schématique d'un dendrimere de génération 2.5 (G 2.5).

Comme présenté en FIG. 1. 10, la structure des dendrimeres est composée de trois
parties distinctes : (1) un coeur multifonctionnel central mentionné comme étant
la « génération 0» (G 0); (2) des branches émanant du cceur appelé
« dendron » : elles sont constituées d’une répétition d’unités monomériques possédant
au moins un point de jonction, organisées selon une géométrie radiale pour former une
série de couches concentriques appelées « génération » G 1, G 2, G 3 etc. Cette région
située sous la surface définit un microenvironnement composé de chambres dendritiques
internes protégées de l'extérieur par la surface du dendrimere. Ces cavités sont
particulierement bien adaptées pour l'encapsulation de principes actifs. (3) Une surface
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plurivalente qui est composée d’'un grand nombre de groupements fonctionnels. Elles
jouent un réle clé dans les propriétés physico-chimiques du dendrimere et permettent le
greffage potentiel de molécules actives [172]. Le nombre des groupements périphériques
et la taille du dendrimere augmentent exponentiellement avec I’augmentation du nombre
de générations.

Les dendrimeres polyamidoamine (PAMAM) et les poly(propylenemine) (aussi
appelés PPI ou DAB) commercialement disponibles, sont les plus étudiés pour les
applications biomédicales. Dans la littérature, une grande diversité de structures
dendritiques sont disponibles comme les dendrimeres poly(propyleneimine) (PPI),
polyglycerol-co-succinic acide), poly(L-lysine), poly(glycérol), poly(2,2-
bis(hydroxymethyl)propionic acid) et les dendrimeres de mélanine, etc.... (FIG. 1.11 et
1.12).

L’ensemble de ces dendrimeres constituent une collection de macromolécules
possédant des structures et des propriétés chimiques variées (charge, taille...).
Ces propriétés peuvent étre manipulées pendant la synthese du dendrimere par
augmentation de la génération ou par modification des groupements périphériques [171].
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FIG. 1.11 Illustration de dendrimeres possédant des structures et des compositions
diverses, qui sont usuellement utilisés en thérapie anticancéreuse. [171], [173]
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Représentation des dendrimeres a base : de PPI (a), de mélanine (b), de poly(L-lysine) (c), de
glycérol et d’acide succinique avec un coeur PEG (d).

Dans le cas des dendrimeres PAMAM, la FIG. 1.12 présente la structure d'un
dendrimere de génération 3 (G 3). Il est composé d'un cceur d’éthylene diamine et
présente 32 groupements amines fonctionalisables en périphérie. Les cycles réactionnels
de synthese des dendrimeres PAMAM sont réalisés en deux étapes. On passe alors par
une demi-génération ( G 0.5 ; G 1.5 ; G 2.5) avec des groupements carboxyles
terminaux (-COOH, négativement chargé) avant d’obtenir une génération compléte
(G1;G2; G 3; ..) avec des groupements amines terminaux (-NH,, positivement
chargé) [173].

FIG. 1.12 Représentation schématique d'un dendrimere PAMAM de génération 3 (G 3).
Les générations completes (1, 2, et 3) et les demi-générations (0.5, 1.5 et 2.5) sont délimitées sur

la structure par des cercles. [173]

Comme décrit précédemment, 'augmentation du nombre de générations des
PAMAM de 1 a 10 se traduit par une augmentation du nombre de groupements
périphériques fonctionalisables (4 a 4096 groupements) et de la taille du dendrimeére de
1.1 & 12.4 nm. Ces dimensions peuvent étre comparées a celles des protéines (3 - 8 nm),
des polymeres linéaires conjugués a des drogues (5 — 20 nm) et a des virus (25 — 240 nm).
Jusqu’a présent, de nombreux dendrimeres PAMAM présentant en surface des
groupements -NH2, -COOH et ~OH ont été étudiés en vue d’applications biomédicales
[174].

1.4.3. Méthodes de synthese des dendrimeres

La méthode de synthese des dendrimeres consiste en une répétition de séquences
d’étape réactionnelle. Chaque répétition donne lieu a une génération supérieure. Les
dendrimeres sont habituellement synthétisés par deux approches dépendant du point de
départ de la synthese, a savoir divergente et convergente (FIG. 1.13). La stratégie
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divergente, a été introduite par Tomalia et al. [175] et consiste en une croissance du
dendrimere a partir du cceur central vers la périphérie. Tandis que la synthese
convergente, développée par Hawker et Fréchet, consiste en un processus inverse qui
procede de la périphérie vers le cceur [176].

1.4.3.1. La méthode divergente

Cette approche a été décrite en 1996, par Tomalia et al. dans le cadre de la synthese
des dendrimeres PAMAM [175]. La synthése est réalisée couche par couche a partir du
coeur multifonctionnel vers la périphérie. Le coeur va réagir avec un monomere via une
ou deux réactions permettant d’aboutir a la création d’une nouvelle génération. Puis les
nouveaux groupements périphériques de la molécule seront activés et réagiront avec un
plus grand nombre de monomeres (FIG. 1.13). D’autres dendrimeres comme les PPI sont
synthétisés avec cette approche.

1.4.3.2. La méthode convergente

L’approche convergente (FIG. 1.13) a été la premiere a étre rapportée par Hawker
et Frechet [176]. Les dendrimeres sont construits de la périphérie vers le coeur central.
Dans un premier temps, les dendrons sont construits séparément et sont par la suite
rattachés au cceur multifonctionnel. Avec cette méthode, le nombre de réactions
secondaires est minimisé en limitant le nombre de sites de réaction disponibles. Ainsi, la
synthese aboutit a la production de dendrimeres presque pure, contrairement a la
méthode divergente.
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FIG. 1.13 Méthodes de synthése des structures dendritiques, la voie divergente et la voie
convergente (d’apres [177]).

1.4.4. Dendrimeéres : un excellent candidat pour des applications
en biologie

En raison de leur monodispersité, leur surface périphérique multifonctionnelle et leur
cavité interne, les dendrimeres possedent un grand nombre d’applications dans les
domaines de la chimie, de la biologie et de la médecine. En effet, les dendrimeres sont
fonctionalisables a facon et peuvent étre adaptés a l'utilisation souhaitée. Pour étre
utilisés comme vecteur de molécules thérapeutiques in wvivo, les dendrimeres doivent
répondre a plusieurs exigences biologiques d'une importance cruciale. Ils doivent étre non
toxiques, non immunogéniques, étre capables de franchir des barriéres biologiques comme
les membranes cellulaires, étre aptes a rester dans la circulation sanguine le temps
nécessaire pour avoir l'effet clinique désiré et également étre capables de cibler des
structures spécifiques. De nombreuses études se sont intéressées a la relation existant
entre la composition des dendrimeres et leur comportement en milieu biologique : leur
biocompatibilité et leur pharmacocinétique [171]. Dans cette partie, nous allons détailler
les propriétés cytotoxiques des dendrimeres in witro et in wvivo et leurs propriétés de
pharmacocinétiques, deux parametres clés du développement de nouvelles NPs.

1.4.4.1. Propriétés biologiques des dendrimeres in vitro : la cytotoxicité

Comme développé précédemment, les dendrimeres peuvent présenter des structures
et des propriétés variées, qui vont modifier leurs interactions avec le milieu biologique
extérieur et par conséquent modifier leur toxicité. De nombreuses études ont examiné la
cytotoxicité in vitro des dendrimeres. Toutefois, la comparaison de ces études est difficile
du fait de l'utilisation de différentes lignées cellulaires, différentes techniques de mesure,
et une grande variété de temps et de concentration d’incubation des dendrimeres [174].
Certaines tendances ont toutefois bien été documentées. La biocompatibilité des
dendrimeéres est déterminée par leurs propriétés intrinséques qui sont : (1) la
taille, parametre clé influencant la flexibilité de la structure des dendrimeres, (2) la
nature, la densité et ’accessibilité des charges de surface et (3) la structure
(notamment la composition du ceeur) [178].

Une étude menée par D. Fischer et al. en 2003 a comparé 'effet cytotoxique de
quatre dendrimeres de compositions différentes sur des fibroblastes murins [179]. Ils ont
démontré que les dendrimeres PAMAM (G 3) présentent une toxicité inférieure a celles
des autres dendrimeéres testés incluant, les poly(ethylenimine) (PEI), les poly(L-lysine)
(PLL) et les diethylaminoethyl-dextran (DEAD-Dextran) classés comme PEI = PLL >
DEAD-dextran > PAMAM (G 3). La littérature présente la taille et la charge de surface
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comme étant les deux propriétés intrinseques principales des dendrimeres qui
interviennent dans leur effet cytotoxique.

Des études antérieures ont démontré que d’une maniere générale, la charge de surface
est un point crucial qui influence la toxicité des NPs. Contrairement aux anioniques, les
NPs cationiques vont fortement interagir, via des interactions électrostatiques, avec les
membranes cellulaires qui sont chargées négativement. Elles vont les déstabiliser, et
induire la lyse et la mort de la cellule. Il est nécessaire de rappeler que la charge des
dendrimeres est déterminée par la nature de leurs groupements de surface. Dans le cas
des dendrimeres PAMAM, les demi-générations (G 1.5, G 2.5..) sont chargées
négativement par la présence en surface de groupements carboxyle. Par opposition, les
générations completes (G 1, G 2, G 3...) présentent des groupements amines terminaux
chargés positivement. Sur une lignée cellulaire d’adénocarcinome intestinal humain
(Caco-2), Jevprasesphant et al. ont démontré que les dendrimeres PAMAM cationiques
induisent une toxicité plus importante que les anioniques [180]. De plus, cette toxicité
engendrée a été, pour les deux types de dendrimere anionique/cationique, amplifiée avec
l'augmentation de la taille (génération) des dendrimeres. En effet, les dendrimeéres
cationiques sont d’autant plus toxiques que leurs générations augmentent. Ils vont
présenter un nombre grandissant de groupements périphériques positivement chargés,
qui amplifiera leurs charges de surface et par conséquent potentialisera leurs interactions
avec les membranes cellulaires. Une solution pour diminuer la toxicité des dendrimeres
cationiques est le masquage et la neutralisation des groupements périphériques. Pour
cela, diverses méthodes décrites ci-apres peuvent étre appliquées.

L’utilisation de groupements de furtivité polyéthylene glycol (PEG) pour masquer
les charges de surface des dendrimeres, est une méthode couramment utilisée pour réduire
la toxicité des dendrimeres et augmenter leur biocompatibilité. Les PEG sont de petites
molécules non toxiques, non-immunogéniques et qui possedent des propriétés
pharmacocinétiques favorables. La fonctionnalisation des dendrimeres cationiques avec
les PEG est susceptible de diminuer ou masquer les charges positives en surface du
dendrimere. La couverture des groupements de surface par des groupes terminaux
biocompatibles a été largement utilisée pour créer des dendrimeres moins toxiques. Dans
la méme étude de Jevprasesphant et al., la PEGylation des dendrimeres PAMAM
cationiques a diminué leur cytotoxicité, en réduisant de 7 fois la concentration en
dendrimere qui induit 50% de mortalité cellulaire (ICs)[180]. Une étude plus récente de
Wang et al., a évalué leffet de la PEGylation sur la cytotoxicité des dendrimeres
PAMAM (G 5) en faisant varier le nombre et le poids moléculaire des groupements PEG
greffés [181]. Une diminution spectaculaire de la cytotoxicité a été observée apres la
PEGylation des dendrimeres PAMAM : I'ICsy des dendrimeres PEGylés a été jusqu’a 105
fois supérieure a celle des dendrimeres non modifiés. Ils ont ainsi démontré que plus les
dendrimeres conjugués sont fonctionnalisés avec un grand nombre de molécules PEG de
haut poids moléculaire, plus leur cytotoxicité est diminuée.
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Une seconde méthode pour neutraliser les charges de surface responsables de la
toxicité des dendrimeres est la modification chimique de leurs groupements périphériques.
En 2012, I’équipe de Bryszewska a amélioré la biocompatibilité des dendrimeres PAMAM
(G 4) en modifiant ces groupements amine terminaux en pyrrolydone [182]. Cette
modification chimique s’est caractérisée par une absence d’hémolyse et une activité
cytotoxique minime des dendrimeres-pyrrolydone comparé aux non-modifiés. Un second
exemple de modification chimique des groupements périphériques est l'acétylation.
L’acétylation des groupements de surface conduit a neutraliser les charges et a augmenter
I’hydrosolubilité des dendrimeres, propriété essentielle pour les utilisations biomédicales
[183], [184].

D’autre part, il est important de noter que la cytotoxicité in vitro des dendrimeres
n’est pas seulement régie par la charge de surface de ces derniers, mais elle est également
génération dépendante. Le role associé de la taille et de la charge a été étudié avec des
dendrimeres PAMAM G 3, G 5 et G 7 neutres ou positivement chargés [185]. L’utilisation
de dendrimeres de génération élevée (G 7), toutes charges confondues, a conduit a la
formation de pores dans la membrane plasmique. Les groupements périphériques des
dendrimeres de grandes tailles interagissent avec les lipides membranaires pour créer des
vésicules lipidiques autour du dendrimere et laissent des pores dans la membrane
plasmique. Les dendrimeres de grandes générations se sont révélés étre les plus toxiques
[171].

Dans l'objectif de limiter la toxicité indésirable des NPs, les dendrimeres de type
PAMAM de génération moyenne et d’une charge anionique seront favorisés pour de
futures études comme les G 4.5 ou les G 5.5.

1.4.4.2. Evaluation des propriétés in vivo
- Propriétés de pharmacocinétique

Les propriétés de pharmacocinétique sont I'un des aspects les plus importants qui
doivent étre considérés pour la réussite des traitements a base de dendrimeres. Comme
la plupart des NPs, les dendrimeres sont administrés par voie intraveineuse (i.v.), sous-
cutanée (s.c.) et intrapéritonéale (i.p.). Etant dans un contexte de cancer des voies aéro-
digestives supérieures (ORL), nous nous focaliserons sur le comportement des
dendrimeres a la suite de leur administration par i.v.. Dans ce cas, la distribution des
dendrimeres est définie par leurs interactions avec les voies potentielles d’élimination
ainsi que leurs capacités d’extravasation et d’accumulation dans les différents organes.
De nombreuses études in wvivo démontrent que la distribution des dendrimeres
dépend crucialement de leur taille et de leurs propriétés de surface comme leur
charge et leur caractere lipophile [186]
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La charge de surface des dendriméres

La charge de surface est un parametre clé déterminant le profil d’interactions des
dendrimeres avec les membranes cellulaires et les protéines plasmatiques. Puis, a son tour
c’est la nature des interactions dendrimere-membranes/protéines qui affecte la clairance
plasmatique et la distribution des dendrimeres, et dicte leur localisation finale.

Des études ont analysé l'effet de la charge de surface sur la biodistribution de
dendrimeres de taille identique. Les dendrimeres anioniques, cationiques ou neutres ne
suivront pas la méme voie d’élimination. Nigavekar et al. ont comparé les profils
d’excrétion des dendrimeres PAMAM G 5 possédant une charge soit cationique ou neutre
[187]. Comparés aux cationiques, les dendrimeéres neutres ont été approximativement
deux fois plus excrétés par les urines et les feces durant 7 jours apres leur injection. Dans
une autre étude, Malik et al. ont montré que les dendrimeres PAMAM cationiques
présentent une clairance sanguine rapide et une accumulation accrue dans le foie comparé
aux anioniques testés [188]. Comme il I’a été précisé précédemment, la charge cationique
des dendrimeres leur confere un fort pouvoir d’interaction avec les membranes cellulaires
qui conduit a leur incorporation cellulaire accrue. Par le biais de ces interactions, les
dendrimeres cationiques interagissent fortement avec les tissus comme le foie et induisent

leur accumulation tissulaire qui réduit ainsi leur temps de circulation plasmatique.

Les dendrimeéres anioniques sont opsonisés par les protéines plasmatiques favorisant
leur reconnaissance et leur capture par le systeme RES. Kaminskas et al. ont modifié la
charge de surface de dendrimeres cationiques G3 et G4 polylysine avec des groupements
hautement anioniques d’acide sulphonique benzene (BS) et d’acide disulphonique
benzeéne (BDS) [189]. Cette conjugaison a considérablement réduit leur clairance
plasmatique. Le conjugué chargé négativement interagit avec les protéines plasmatiques,
et induit une augmentation de la taille de la NP. Ainsi les NPs peuvent éviter la filtration
rénale (> 25 kDa) et présentent un temps de circulation plasmatique augmenté. Mais en
contrepartie, cette augmentation du temps de circulation des dendrimeres et leur
complexation avec les protéines plasmatiques potentialisent leur capture par le systeme
RES.

La clairance plasmatique rapide des dendrimeres cationiques et anioniques limite
leurs applications comme vecteurs médicamenteux, o une longue circulation plasmatique

est requise.

Afin de pallier ce probleme, la neutralisation des charges de surface des
dendrimeres apparait comme une solution idéale. Le masquage des amines ou carboxyles
de surface par des groupements neutres ou faiblement anioniques réduit les interactions
des dendrimeres avec les cellules et par conséquent augmente leur temps de circulation
plasmatique.
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La taille des dendriméres

Néanmoins, d’autres facteurs que la charge sont a prendre en considération. L’impact
de la taille sur le devenir in vivo des dendrimeéres a été rapporté par deux groupes [188],
[190].

Les dendrimeres de petite taille non chargés ou faiblement chargés négativement
présentent un profil de distribution similaire. Comme 1’étude de Kaminskas le démontre,
les dendrimeres polylysines recouverts par des groupements d’acide succinique faiblement
chargés, injectés en i.v., présentent une clairance plasmatique rapide associée a une
élimination urinaire [189]. De plus, il faut noter que les dendrimeres de faible génération
(G 5 ou G < 5, avec un rayon hydrodynamique < 3,5 nm) sont typiquement éliminés
par voie rénale. Néanmoins, en addition de I'excrétion urinaire, des données suggerent
que 'excrétion par les féces joue un role dans I’élimination de ces dendrimeres de maniere
génération dépendante [191], [192].

L’augmentation de la taille des dendrimeres non chargés permet d’échapper a la
filtration rénale et d’augmenter leur temps de vie de circulation plasmatique. Au fur et
a mesure que la génération du dendrimere augmente, son poids moléculaire et son rayon
hydrodynamique augmente en parallele. Cette augmentation restreint ainsi la filtration
rénale (poids moléculaire > 25 kDa ou une taille > ~ 10 nm) des dendrimeres et augmente
leurs temps de circulation plasmatique, mais elle engendre aussi leur capture par les
organes du RES. Finalement, plus la taille augmente, plus la clairance sanguine via le
systeme RES est importante. Ce phénomene est bien illustré par I’étude de Kobayashi et
al. qui a examiné la pharmacocinétique et le profil de biodistribution des dendrimeres
PAMAM couplé au gadolinium (Gd) de générations croissantes (G 6 - G 9) [190]. Dans
cette étude, 'augmentation des générations au-dessus de G 7 conduit, 15 minutes post-
injection, a une diminution de son exposition dans le sang et une augmentation de son

accumulation dans le foie et la rate, tous deux étant des organes du systeme RES.

La stratégie de PEGylation de la surface des dendrimeres, développée dans la partie
précédente, a aussi un impact sur la taille de ces NPs. La fonctionnalisation avec les PEG
permet d’augmenter le temps de circulation sanguine des dendrimeres wvia différents
mécanismes. Premierement, la clairance rénale étant réduite une fois que la limite de
filtration rénale est atteinte (+/- 25 kDa), la PEGylation en augmentant leur taille
permet aux dendrimeres d’échapper a l’excrétion urinaire. Deuxiemement, en masquant
la surface de la particule via une barriere hydrophile, les PEG limitent 1’opsonisation des
dendrimeres et leur absorption par le systeme RES. Troisiemement, comme développé
précédemment, les PEG neutralisent les charges de surface. Et dernierement, les PEG
réduisent l'accessibilité des dendrimeres aux enzymes, et limitent ainsi le taux de

biodégradation in vivo des molécules thérapeutiques vectorisées [193].
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En parallele, il faut noter qu'une augmentation du temps de circulation accroit la
durée de contact entre les dendrimeres et les constituants sanguins. En cas de contact
prolongé, une activation de la coagulation sanguine pourra étre observée, et entrainera
par la suite I'occlusion des vaisseaux sanguins par la formation de thrombus. Ainsi ’étude
de I’hémocompatibilité des NPs se place comme un critere crucial dans leur
caractérisation. Une étude réalisée sur des dendrimeres PAMAM a démontré in vitro que
les dendrimeres cationiques induisent 1’agrégation plaquettaire, contrairement aux
anioniques ou aux non-chargés [194]. Ces résultats sont confortés par les études de Greish
et al. qui reportent in vivo, une toxicité des dendrimeres PAMAM cationiques via un
effet pro-coagulant [195]. Cet effet n’a pas été observé avec les dendrimeéres anioniques.

Au vu des connaissances actuelles sur les interactions dendrimeres - milieu biologique,
évoquées précédemment, nous avons favorisé dans nos études 1'utilisation des

dendrimeéres non-chargés ou anioniques de taille moyenne (G 4 — 5).

- Toxicité et Immunogénicité

Si les dendrimeres présentent généralement une toxicité in vitro, ils ne semblent pas
étre toxiques in vivo. Quelques études de toxicologie ont jusqu’a présent été rapportées
[174], [178].

Dans un premier temps, Roberts et al. ont étudié la toxicité des dendrimeres
PAMAM de génération 3, 5 et 7, administrés a des souris a des doses de 2, 6, 10, et 45
mg/kg [196]. L’administration des dendrimeéres a été réalisée soit en une seule dose ou
de fagon répétée une fois par semaine durant 10 semaines. A la suite de l'injection, les
animaux ont été monitorés sur une période de 7 jours ou 6 mois respectivement. Cette
étude a suggéré que, méme a de fortes doses, les dendrimeres cationiques d’une génération
G < 7, n’induisent pas d’effets déléteres, sur le comportement et sur le poids des animaux.
Cependant, ces résultats demandent a étre confirmés par des études complémentaires.

Une autre étude menée par Malik et al. a démontré que l'injection journaliere en i.p.
de 95 mg/kg de dendrimeres PAMAM anioniques (G 3.5) n’a conduit & aucune mortalité
et a aucun changement de poids des souris [188]. D’autre part, Chen et al. ont mesuré la
toxicité in vivo de dendrimeres a base de mélamine PEGylés [197]. Suite a leur injection
a de fortes doses par i.v. (1,28 g/kg) ou par i.p. (2,56 g/kg) a des souris, ces dendrimeres
n’ont pas entrainé de mortalité ou de toxicité. Cette absence de toxicité s’est traduite
par des augmentations insignifiantes de certains parametres biochimiques sanguins (urée
sanguine et enzymes hépatiques), 24h ou 48h post-injection respectivement pour les
injections i.v. ou i.p.. Il semblerait que la présence de groupements PEG a la surface des
dendrimeres joue un role primordial dans leur toxicité in vivo. En effet, il a été rapporté
que des dendrimeres a base de mélamine non PEGylés présentaient une toxicité aigué et
sub-chronique ayant entrainé une mortalité de 100 % des souris [198].
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Une étude plus récente menée par Chauhan et al. a examiné les profils de toxicité
des dendrimeres PAMAM (G 4) présentant en périphérie des groupements -OH ou —NH,
(4,75 — 19,0 mg/kg), a la suite de leur injection en i.p. sur un modeéle murin [199]. Durant
les 15 jours suivant l'injection, aucun changement significatif n’a été observé sur la
consommation alimentaire, le poids des souris et des organes, le métabolisme des lipides
et des protéines, et sur les parametres hématologiques et histologiques. Ainsi aucune
toxicité n’a été observée lors de cette étude. Généralement, il est admis que la toxicité
des dendrimeres PAMAM peut étre classée selon la nature de leur groupement

terminaux : PAMAM-OH < PAMAM-COOH < PAMAM-NH; [200], [201].

Enfin, une étude récente de la toxicité dermique des dendrimeres PAMAM
cationiques (G 2 et G 3) a été menée par I’équipe de Kasacka [202]. Lors d’une application
topique de ces dendrimeres sur un modele de rat, des modifications cytomorphologiques
et histologiques dose dépendante ont été détectées. Ces modifications peuvent conduire
a des changements néoplasiques des cellules. A la suite de cette étude, il a été démontré
que lors de leur application topique, les dendrimeres cationiques induisent une toxicité
cutanée. Ainsi leur application topique ne peut étre envisagée qu’a de faibles doses.

L’ensemble des études menées jusqu’a présent démontrent que seuls les dendrimeres
cationiques, non-PEGylés de hautes générations présentent une toxicité, suite a une
administration a de forte dose. Les dendrimeres de génération moyenne anionique PPI et
PAMAM ne présentent pas ou peu de toxicité.

Les utilisations cliniques des dendrimeéres a but thérapeutique exigent leur non-
immunogénicité. Des études limitées et centrées sur les dendrimeres PAMAM se sont
intéressées a leurs effets immunogenes [196], [203], [191]. Roberts et al. ont démontré
dans un premier temps, par immunoprécipitation et par un test de double diffusion
d’Oucherlony, que les dendrimeres PAMAM aux extrémités amines ne présentaient pas
d’effet immunogene pour les générations allant de G 3 a G 7 [196]. Toutefois, dans une
autre étude, les dendrimeres PAMAM amino-terminés ont montré quelques effets
immunogenes qui pouvaient étre réduits par le greffage de groupements PEG en
périphérie [191]. Une étude plus récente utilisant des dendrimeres PPI, a aussi clairement
démontré par test Elisa, 'absence d’effet immunogene de ces dendrimeres [204].

Malgré la faible immunogénicité évidente des dendrimeres, il faut noter que la
conjugaison de composés (molécules thérapeutiques, de ciblage..) en périphérie des
dendrimeéres ou leurs modifications de surface peuvent déclencher des réactions

immunogéniques.
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1.4.5. Les dendrimeéres comme vecteur anticancéreux

L’application actuelle majeure des dendrimeres est la vectorisation d’agents
anticancéreux. Les dendrimeres ont dans un premier temps été utilisés comme vecteur
pour le ciblage passif puis pour le ciblage actif.

1.4.5.1. Ciblage passif
- Encapsulation des composés

Les molécules anticancéreuses peuvent étre encapsulées de maniere non covalente
dans les chambres internes du dendrimere. Cette encapsulation est permise grace a
I'existence d’interactions électrostatiques et hydrophobes entre les composés
anticancéreux et les dendrimeres. De nombreuses équipes ont utilisé cette construction
notamment pour vectoriser des agents de chimiothérapie (TAB. 1.6). Un premier exemple
est la vectorisation du cisplatine par des dendrimeres PAMAM pour le traitement de
mélanome B16F10 induit. Cette encapsulation a permis d’améliorer 'efficacité anti-
tumorale du composé sous forme libre [205]. Un exemple plus récent est le dendrimere a
base de glycerol et d’acide succinique. Ce dendrimere a été utilisé pour encapsuler une
drogue anticancéreuse hydrophobe, le 10-hydroxycamptothecin (10HCPT) [206], [207].
Cette approche a non seulement augmenté 7 fois l'incorporation du 10HCPT par les
cellules MCF-7 comparé au composé seul, mais elle a aussi permis d’augmenter sa
rétention cellulaire basée sur des mesures d’efflux. Un dernier exemple est l'utilisation
des dendrimeres PAMAM pour encapsuler des molécules de curcumin [208]. En plus de
potentialiser les effets antiprolifératifs et pro-apoptotiques du curcumin, I’encapsulation
a augmenté de 200 fois sa solubilité aqueuse, facilitant ainsi son administration.

La complexation non covalente des drogues comporte des désavantages, notamment
un relargage non contrélé du composé encapsulé (TAB 1.6). Au contact du milieu
biologique, les interactions entre le composé encapsulé et le dendrimere peuvent étre
insuffisantes pour conserver le composé dans les cavités internes du dendrimere. Les
liaisons non-covalentes vont ainsi permettre la libération du composé encapsulé avant
que la NP ait atteint sa cible biologique [178], [209]. Notamment, des nanoconstruction
composées de dendrimere polyester co-polyether encapsulant du metotrexate (MTX),
ont présenté un relargage de 60-80 % des molécules de MTX encapsulées aprés Gh
d’incubation dans une solution saline [210].

- Conjugaison chimique des composés

Les composés anti-cancéreux peuvent étre conjugués de maniere covalente aux
différents groupements de surface des dendrimeres. La liaison covalente offre des
avantages supplémentaires a I'encapsulation, qui sont illustrés dans la TAB 1.6. Cette
structure (nombreux groupements de surface) permet la vectorisation d’une multitude
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de drogues avec un relargage controlé dépendant de la liaison utilisée. Certaines liaisons
seront clivées dans des conditions biologiques particulieres, comme la présence d’enzyme
ou d'un pH spécifique, et entralneront la libération du composé vectorisé. Les liaisons
communément utilisées pour relier les composés au dendrimere incluent les liaisons amine

(non-clivable), ester (clivable) et des ponts S-S clivables.

La doxorubicine (DOX ) a été conjuguée a des dendrimeres polylysine PEGylés de
génération G5 via une liaison hydrazone (clivage : pH dépendant) [211]. 10 % de la DOX
est liberée aprés 3 jours d'incubation des NPs dans une solution saline a pH 7,4. Par
contre 100 % de la DOX est liberée a pH 5 (pH lysosomale). In vitro le conjugué présente
un effet cytotoxique comparable a la DOX libre, mais in vivo sur des rats porteur de
tumeur, il présente un long temps de % vie associé a une meilleure accumulation tumorale

avec un ratio tumeur/muscle de 8.

Dans une seconde étude, la molécule anticancéreuse de méthotréxane (MTX) a été
conjuguée en périphérie des dendrimeres PAMAM G5-NH2 via une liaison amine [212].
A la suite de la confirmation de la formation de la liaison covalente entre le dendrimere
et le MTX par des études UV et de résonance magnétique nucléaire (1)H (HNMR, « (1)H
nuclear magnetic resonance »), il a été démontré que le nanoconjugué augmente

significativement 1'effet cytotoxique du MTX sur des cellules de sarcome uterin, comparé
au MTX libre.

Comme illustré dans les exemples précédents et dans la TAB. 1.6, le greffage en
périphérie du dendrimere permet la vectorisation de molécules variées. De plus, le
relargage du composé vectorisé pourra étre modifié et contrélé en fonction de la liaison
utilisée. Du fait de sa multivalence, cette construction présente de sérieux avantages pour
la vectorisation d’agents anti-cancéreux [110].

1.4.5.2. Ciblage actif

La vectorisation d’agents anticancéreux par des dendrimeres utilisant le ciblage actif
a d'ores et déja donné des résultats prometteurs in vitro et in wvivo. Des molécules
d’adressage telles que des anticorps, des aptameéres ou des folates dont la cible est
surexprimée dans de nombreux cancers, peuvent étre conjuguées a la surface des
dendrimeres (FIG. 1.14). Ces fonctionnalisations permettent le ciblage actif des cellules
cancéreuses au niveau de l'organisme et de la cellule (§1.3.4.2). Au niveau cellulaire,
Iincorporation en grand nombre des dendrimeres sera facilitée par lintervention d’un
mécanisme d’endocytose récepteur dépendant [213]. Un exemple récemment décrit est le
greffage covalent en périphérie de dendrimere PAMAM du trastuzumab, un anticorps
(Ac) anti HER-2 (« Human Epidermal Growth Factor Receptor-2 », récepteur aux

facteurs de croissance épidermiques humains surexprimés par les cellules cancéreuses)
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[214]. Ce conjugué PAMAM-Ac a été utilisé comme vecteur d'un agent anticancéreux, le
paclitaxel (PTX). Ces NPs ont démontré un ciblage efficace des cellules cancéreuses qui
a permis de potentialiser 'effet du PTX. A la suite de cette étude, les dendrimeres
PAMAM couplés aux Ac anti HER-2 se positionnent comme un systéme potentiel de
vectorisation d’agent de chimiothérapie ciblant les tumeurs sur-exprimant le récepteur
HER-2.

w7 © w9,
B N sme ¥ Agent anti-cancéreux ou d’imagerie
-':, * ) ! ﬁ = Agentde ciblage
. : t\ Biomarqueur cellulaire

Espace
intracellulaire

FIG. 1.14 Prérequis pour la vectorisation de molécules anti-cancéreuses basée sur des
dendrimeres (d’apres [213]).

(a) Les dendrimeres possedent des groupements fonctionalisables de surface qui peuvent étre
dirigés contre les cellules cancéreuses via le greffage de molécules de ciblage, incluant les folates
ou des anticorps spécifiques d’antigénes associés aux tumeurs. (b) Ces dendrimeéres fonctionnalisés
seront incorporés par les cellules via un mécanisme d’endocytose récepteur dépendant reposant
sur la reconnaissance spécifique des molécules d’adressage conjuguées au dendrimere et des
récepteurs membranaires. (¢) Dans la cellule, la drogue peut étre relarguée par le dendrimere.
Lors de l'utilisation de liaisons covalentes, ce relargage est le résultat d’un clivage ou dune
désintégration simultanée du dendrimere. (d) Dégradation du dendrimere.
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TAB. 1.6 Dendrimeres vectorisant des agents de chimiothérapie

désavantages d’apres [209]

composition, avantages et

Conjugaison non covalente

Conjugaison covalente

Dendrimeres

Dendrimeres Liaisons

avantages

désavantages

avantages

désavantages

avantages

désavantages

avantages

désavantages

avantages

désavantages

Methotrexate (MTX)

PAMAM
Polyether-co-polyester
melanine

bonne efficacité d’encapsulation

relargage rapide et non controlé, type : « burst »
faible bénéfices thérapeutique et pharmacocinétique

PAMAM amide, ester
polylysine amine, peptide
PAMAM ester
polyglycerol peptide

bonne stabilité des NPs

libération lente du MTX (Liaison clivable)

amélioration de l'accumulation tumorale et de Defficacité
anticancéreuse

libération de molécules de MTX-modifiées moin actives

biodistribution en fontcion des intéractions MTX /récepteur

Doxorubicine (DOX)

PAMAM
PPI

Augmentation : -de la solubilité aqueuse, de la % vie
de la DOX, de sa distribution tumorale et de sa
biodisponibilité orale

Relargage lent apres le « burst »

relargage rapide et non controlé, type : « burst »
clairance plasmatique rapide

PAMAM amide, hydrazone,
ester,

polylysine cis-aconitryl

polyester hydrazone

Polyester-polyamide hydrazone

acide ployglutamic hydrazone

Polyglycerol hydrazone

Polylysine octasilsesquioxane peptide

espaceur disulfide
Bonne stabilité du conjugué
réduction de la toxicité systémique
augmentation de 'accumulation tumorale de la DOX et de
son efficacité thérapeutique
Vitesse de relargage avec certaines liaison es trop lente pour
améliorer I'éfficacité du traitement

Paclitaxel
PAMAM / Polyglycerol / triazine PAMAM ester
triazine ester

augmentation de la solubilité aqueuse

augmentation de la solubilité aqueuse
réduction de la toxicité systémique
bonne activité antitumorale

pas d’augmentation de I'accumulation tumorale rapportée
internalisation par le RES

5-Fluorouracile

PAMAM

augmentation de la % vie et de sa distribution
tumorale/ efficacité thérapeutique

réduction de l'internalisation de la drogue dans les

organes sensibles

pas déterminé

Camptothécines
PAMAM PAMAM ester, peptide
polyester polylysine amino acid

amélioration de la solubilité aqueuse
potentiel pour le relargage acide controlé

pas de bénéfices mis en évidence in vivo
solubilisation de la drogue dépend de l'ionisation des
drogues et des fonctionnalités des dendrimeres

bonne stabilité du complexe
augmentation de I'accumulation tumorale et de efficacité

thérapeutique
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1.4.6. Les dendrimeéres en PDT : Etat de ’art

Une forte concentration locale de PS sélectivement accumulés dans les cellules cibles
étant un prérequis pour assurer lefficacité d'un traitement PDT, des systemes de
vectorisation ont été développés pour améliorer 'accumulation tumorale des PSs. Parmi
les NPs étudiées, les dendrimeres ont fait l'objet d’une attention particuliere due a leur
architecture originale qui consiste en des chambres internes et en un grand nombre de
groupements périphériques qui permettent l’encapsulation et le greffage de nombreux
PSs. De plus, au vu de leurs propriétés physicochimiques, les dendrimeres apparaissent
comme d’excellents candidats pour vectoriser des PSs. En effet, il a été rapporté dans la
littérature que les dendrimeres permettent de pallier deux inconvénients
majeurs de la PDT qui sont : (1) I’hydrophobicité d’un grand nombre de PS
rendant leur administration compliquée et douloureuse, (2) ainsi que ’accumulation
non spécifique et limitée des PSs dans les tissus néoplasiques. Actuellement,
quatre constructions dendrimériques ont été rapportées dans le domaine de la PDT (FIG.

1.15). Chacune de ces conformations présente des avantages et des inconvénients associés.
[215]
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FIG. 1.15 Principales stratégies de vectorisation basées sur des constructions
dendrimériques utilisées en PDT (d’apres [215]).

Le PS peut étre encapsulé dans les cavités internes (A), intégré au niveau des points de jonction
(B) ou du coeur (C), et lié de maniére covalente aux groupements périphériques du dendrimere

(D).

1.4.6.1. L’encapsulation du photosensibilisateur

Les molécules de PS peuvent étre encapsulées au sein des cavités internes du
dendrimere wvia des liaisons non covalentes, comme des liaisons électrostatiques et
hydrophobes. Kojima et al. ont synthétisé deux dendrimeres PEGylés, un PEG-PAMAM
de génération 4 (G4) et un PEG-PPI de génération 5 (G5) [216]. Deux PSs différents ont
été utilisés dans cette étude : le rose Bengal (RB) et la protoporphyrine IX (PpIX).
Jusqu’a 188 et 177 molécules de RB ainsi que 20 et 30 molécules de PpIX peuvent
respectivement étre chargées par dendrimere PEG-PAMAM et PEG-PPI. Les PSs sont
encapsulés via la mise en place d’interactions électrostatiques entre leurs groupements
carboxyles et les groupements amines tertiaires internes des dendrimeres. Il faut noter
que I’hydrophobicité des dendrimeres influence ’encapsulation des PSs. En effet, les
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dendrimeres les plus hydrophobes PEG-PPI peuvent encapsuler un plus grand nombre
de molécules de PPIX que les dendrimeres PEG-PAMAM hydrophiles. De plus, le RB
étant hydrophile, il est relargué plus rapidement des dendrimeres PEGylés que la PpIX.
La formation des complexes dendrimere-RB inhibe la production d’oxygene singulet du
RB, contrairement a la formation des complexes dendrimere-PpIX ou lactivité
phototoxique de la PpIX est maintenue. En effet, la meilleure efficacité phototoxique a
été obtenue lors de l'encapsulation de 10 molécules de PpIX par dendrimeres.
L’encapsulation de plus de 10 molécules de PpIX provoque son auto-quenching. Au
niveau sub-cellulaire, le complexe dendrimere-PpIX présente une localisation
mitochondriale et induit la mort de cellule par apoptose. Par conséquent, cette étude
présente les dendrimeres PEGylés comme des vecteurs prometteurs pour la PDT.

Plus récemment, une nano plateforme a base de dendrimere PPI et de
Phthalocyanine (Pc) (FIG. 1.16) s’est révélée étre un agent de théranostique prometteur
pour le suivi par imagerie de fluorescence de la délivrance des NPs photoactivables associé
a un traitement PDT anti-tumoral [217]. La Phthalocyanine a été modifiée par le greffage
d’un groupement hydrophobique permettant ainsi d’améliorer et d’augmenter son
encapsulation au sein du dendrimere PPI. De plus, afin d’améliorer la biocompatibilité
et la spécificité de la nano plateforme, des groupements PEG ainsi que des peptides de
ciblage ont été greffés en périphérie du dendrimere. La plateforme est activée a la suite
d’une irradiation dans le proche infra-rouge (NIR) pour réaliser 'imagerie ou induire un
effet PDT. La biodistribution des NPs a pu étre suivie par imagerie sur la base de la
fluorescence de la Phthalocyanine encapsulée. En parallele, d’'un point de wvue
thérapeutique, les nanoplateformes présentent, sur une lignée cellulaire de cancer ovarien
(A2780/AD), un effet phototoxique significatif (ICs= 0.9 p/ml) associé a une faible
cytotoxicité a I'obscurité [217]. Par la suite, Taratula et al. ont chimiquement conjugué
les dendrimeres-Pc a des nanofeuilles de graphéne, qui est un agent de thérapie
photothermique (PTT) [218]. Contrairement aux PSs, le graphéne absorbe la lumiere et
la transforme en chaleur qui sera transmise a I’environnement intracellulaire et génerera
une hyperthermie locale toxique. Dans cette étude, 'association de la PDT a la PTT
conduit a une augmentation de la destruction des cellules A2780/AD se traduisant par
90% - 95% de mortalité cellulaire photoinduite, suite a I'incubation de faibles doses de
PS (~ 2 pg/ml) et de graphéne (~ 3,5 pg/ml). Dans la méme optique de photothérapie
(association PDT-PTT), la Naphthalocyanine a été encapsulée au sein de dendrimeéres
PPI (G 5) PEGylés [219]. Les études in vitro et in vivo ont permis de confirmer que la
photothérapie médiée par ces NPs a détruit efficacement les cellules A2780/AD. D’une
facon remarquable, ce traitement a permis une complete éradication tumorale

accompagnée d’aucune re-croissance, sur un modele de souris porteuses de tumeur

(A2780/AD).

58



1.4 Les dendrimeres

Ces exemples démontrent 'efficacité de ’encapsulation en PDT. Toutefois, comme
il a été développé précédemment, I’absence de liaison covalente peut induire un relargage
non-controlé du composé encapsulé et altérer ainsi efficacité et la sélectivité du
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FIG. 1.16 Représentation schématique d’une nanoplateforme de théranositique a base de
dendrimere PPI encapsulant de la Phthalocyanine et fonctionnalisé avec des groupements
de furtivité (PEG) et des peptides de ciblage (d’apres [217]).

L’imagerie de fluorescence a été réalisée apres injection (i.v.) de la nanoplateforme sur des souris
xénogreffées avec des cellules de carcinome ovarien.

1.4.6.2. Le greffage covalent du photosensibilisateur

Contrairement a l'encapsulation développée précédemment, le greffage covalent du
PS au dendrimere assure une vectorisation stable dans le temps. Le PS peut étre greffé
dans trois régions différentes du dendrimere ; au niveau du ceeur, des points de jonctions
ou de la surface dendritique (FIG. 1.15-B, C et D). En contrepartie, ces constructions
présentent des inconvénients. Notamment, le couplage peut affecter les propriétés
photophysiques du PS, qui sont des propriétés indispensables a la réussite du traitement.

Les dendriméres a cceur de photosensibilisateur

Lors d’un greffage au niveau du cceur ou des points de jonction, la synthese du
dendrimere va s’arranger autour du PS. Dans ces deux conformations, le greffage permet
de vectoriser un faible nombre de PS, tout en les protégeant des agressions extérieures
[215]. En PDT, aucun dendrimere contenant un PS greffé au niveau des points de

jonctions n’a été recensé a ce jour.

Les travaux de l'équipe de Kataoka ont largement étudié les constructions
dendritiques a coeur de PS. Dans un premier temps, ils ont basé leurs études sur des
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dendrimeres de troisieme génération (G 3) a cceur de Zn-porphyrine (DPZn) présentés
en FIG. 1.17-A [220]. Deux constructions (+)DPZn et (-)DPZn présentant
respectivement 32 groupements périphériques positifs ou négatifs ont été testées.
Chacune de ces conformations présente la méme efficacité en termes de production
d’oxygene singulet, espece cytotoxique majoritairement produite lors d'un traitement
PDT. Cependant, la photoactivité des (+)DPZn est 230 fois supérieure a celle des (-
JDPZn. En effet, les charges positives favorisent I'interaction des NPs avec les membranes
cellulaires et augmentent ainsi leur internalisation par les cellules. L’avantage majeur de
ces formulations est leur faible toxicité observée a 'obscurité. Ces dendrimeres au coeur
de porphyrine sont prometteurs. Du fait de leur taille, ils ont in vivo une accumulation
préférentielle dans les cellules tumorales via l'effet EPR. La limite de cette formulation
est la vectorisation d'un faible nombre de molécules de PS par dendrimere.

Pour potentialiser la vectorisation et la sélectivité in vivo des dendrimeres a coeur de
Phtahlocyanine, I'équipe de Kataoka a encapsulé ses dendrimeres au sein de micelles
(FIG. 1.17-B) [221], [222]. Les micelles augmentent la taille hydrodynamique des
dendrimeres pour favoriser 'effet EPR et grace a l'utilisation de PEG limitent leur
reconnaissance par le systeme RES. Des groupements PEG négatifs ou positifs ont
respectivement été complexés avec les (+)DPZn ou des dendrimeres analogues aux
précédents mais présentant des groupements périphériques amine chargés négativement,
pour former des complexes micellaires polyioniques sphériques (PIC), appelés PIC(+) et
PIC(-) respectivement. Les résultats obtenus in wvitro ont démontré que les PIC ont
présenté une incorporation cellulaire augmentée, comparé aux dendrimeres seuls,
accompagnée d'une efficacité photodynamique renforcée et d’une toxicité a 1'obscurité
réduite due a la biocompatibilité des chaines PEG conjuguées. De plus, le systeme PIC,
possédant une taille aux alentours de 100 nm, bénéficie in vivo de l'effet EPR et a
démontré une forte stabilité en solution essentielle pour leur administration intraveineuse
[223]. Notamment, les PIC(+) ont démontré une accumulation sélective au niveau des
lésions néovasculaires ophtalmiques [224].

Par la suite, Kataoka et al. ont évalué l'efficacité PDT des micelles PIC(-) en faisant
varier la génération de dendrimeres (-)DPZn [225]. Les PIC(-) étudiées ont
respectivement été synthétisées en utilisant trois générations différentes : G 1, G 2, et G
3, possédant respectivement 8, 16 et 32 groupements terminaux. Dans un premier temps,
chaque micelle a démontré une forte stabilité lors de dilutions et une tres faible
concentration critique d’association (dendrimere-PEG), qui sont tous deux des criteéres
importants pour assurer une longue durée de circulation sanguine. Par la suite, il a été
démontré que lefficacité PDT est dépendante de la génération de dendrimere utilisée.
Les dendrimeres de plus grande génération (G 3) se sont montrés les plus efficaces. La
diminution du nombre de générations est associée a une diminution de la production
d’oxygene singulet et du temps de vie de fluorescence du PS. Ce phénomene est
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1.4 Les dendrimeres

probablement dii a la proximité des porphyrines qui sont intégrées dans des structures
dendritiques plus ouvertes qui permettent des phénomenes d’auto-quenching.
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FIG. 1.17 Structure des dendrimeéres a base de Zn-phthalocyanine (A) et représentation
schématique d'un complexe micellaire polyionique sphérique PIC(-) (B) [220], [226].

Les dendrimeéres de troisieme génération a base de Zn-phthalocyanine comportent 32
groupements périphériques (X) positifs ou négatifs ((-)DPZn ou (+)DPZn). Un complexe
micellaire polyionique sphérique PIC(-) est composé par 'assemblage des dendrimeres (-)DPZn
et des groupements PEG positivement chargés.

Dans une étude plus récente, ’équipe de Kataoka a appliqué ces nanoconstructions
a 'internalisation photochimique ( « photochemical internalization », PCI) en combinant
les PIC avec un agent chimiotoxique, la doxorubicine (DOX) [227]. La PCI est une
extension de la PDT. C’est une approche innovante permettant le relargage de molécules
dans un site cellulaire spécifique. Le mécanisme de la PCI repose sur la dégradation des
endosomes /lysosomes par la photoactivation des PSs localisés dans les membranes de ces
organiques. Lu et al. ont étudié in vitro et in vivo I'activité anti-tumorale des micelles
PIC a base de dendrimere-Zn-porphyrine combinés a un traitement de DOX sur une
lignée cellulaire MCF-7 résistante a la DOX [227]. Les expériences in vitro ont démontré
que les PIC étaient incorporés dans les cellules via un mécanisme énergie dépendant
d’endocytose et se retrouvaient par conséquent dans les lysosomes et les endosomes. De
plus, 'utilisation de PIC a permis de faciliter I'accumulation de la DOX dans le noyau.
Les études in vivo sur des souris xénogreffées avec des cellules MCF-7 ont montré que le
co-traitement DOX - PCI a permis de surpasser la résistance a la DOX, et ainsi de
potentialiser son efficacité anti-tumorale.
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En parallele, 1'équipe de Kataoka a remplacé la Zn-porphyrine par de la
phthalocyanine (Pc) au cceur des dendrimeres (DPc) [224]. La Pc posséde de meilleures
propriétés photophysiques que la porphyrine précédemment utilisée. Elle présente
notamment une absorption dans des longueurs d’onde permettant une meilleure
pénétration dans les tissus. L’encapsulation de ces DPc au sein de PIC a amélioré in vitro
leur activité PDT sur une lignée cellulaire d’adénocarcinome de poumon [226]. Les PIC
initialement présentes dans les endosomes et les lysosomes sont transloqués dans le
cytoplasme durant lirradiation et induisent des photodommages au niveau de la
mitochondrie, organite clé de la survie cellulaire. Durant des expériences in vivo utilisant
ces PIC sur des souris porteuses de tumeur d’adénocarcinome de pharynx, les NPs ont
présenté une activité PDT supérieure a celle du Photofrin®. Ces résultats ont été
accompagnés d’une absence d’effet phototoxique au niveau de la peau. De plus, il a été
montré dans une étude complémentaire, que 'inclusion des DPc au sein des PIC limite
le photoblanchiment de la Pc induit par les interactions des DPc avec les protéines du
sérum [228]. En effet, I'incorporation dans les PIC limite le transfert d’électrons/protons
des DPc aux protéines du sérum. Puis ils ont démontré par la suite que l'efficacité PDT
de ces composés pouvait étre améliorée par 1'addition de liaisons disulfure dans le noyau
micellaire. Cette addition a limité d’autant plus le photoblanchiment de la Pc.

Récemment, selon le méme principe de construction (FIG. 1.15-C), une molécule de
Pc a été encerclée par une coquille de carbohydrate composée de seize unités de galactose
formant une structure dendritique [229]. Cette NP a été définie comme étant un nouveau
PS de troisieme génération dans le contexte du cancer de la vessie. Les unités de galactose
vont se lier spécifiquement aux galectines et aux GLUT-1 (transporteurs de glucose), qui
sont des protéines de surface surexprimées dans les cellules cancéreuses. Dans ce contexte,
les dendrimeres a base de galactose ont amélioré 'efficacité PDT de la Pc en augmentant
son incorporation cellulaire via leurs interactions avec les protéines GLUT 1 et galectine-
1, sur deux lignées cellulaires cancéreuses de vessie sur-exprimant respectivement une des
protéines de surface. Ces résultats présentent les macromolécules galactodendritiques
comme des vecteurs prometteurs pour le traitement PDT du cancer de la vessie.

Fonctionnalisation du dendrimere en périphérie

La derniére construction dendrimérique présentée en FIG. 1.15-D est basée sur le
greffage covalent en périphérie du PS. Elle permet la vectorisation d’'un grand nombre
de PS par dendrimere. Ce concept a été dans un premier temps appliqué a l'acide 5-
aminolevulinique (ALA), précurseur naturel de la protoporphyrine IX (PpIX). En effet,
I’ALA possede une incorporation cellulaire limitée du fait de sa nature hydrophile. Dans
ce contexte, Battah et al. ont préparé un dendrimere conjugué a 18 molécules d’ALA
(18m-ALA) via une liaison ester clivable dans la cellule, dont la structure est présentée
en FIG. 1.18. Le clivage de la liaison ester permet de libérer progressivement au sein de
la cellule, de 'ALA qui sera par la suite transformé par le métabolisme cellulaire en
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PpIX. La vectorisation permet une production intracellulaire accrue de PplIX qui
s’accompagne d'un effet PDT prononcé apres irradiation in vitro et in vivo [230]-[232].
Une étude complémentaire menée au sein du laboratoire a démontré l'intérét de
I'utilisation des dendrimeres a base d’ALA dans le diagnostic par fluorescence des lésions
cancéreuse de la vessie [233]. Ces dendrimeéres ont été utilisés sur un modele orthotopique
de cancer de la vessie chez le rat. L’utilisation des dendrimeres a permis une meilleure
spécificité tumorale de la fluorescence accompagnée d’'une pénétration plus profonde dans
la tumeur comparée a I’ALA sous forme libre. Les dendrimeres a base d’ALA se sont
présentés comme des agents potentiels dans le diagnostic du cancer de la vessie.
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FIG. 1.18 Structure chimique des dendrimeres 18m-ALA et représentation schématique
simplifiée du mode d’action de 'acide 5-aminolevulinique (ALA) apres son incorporation
cellulaire. (d’apres [232])

Une deuxieme étude menée par 1'équipe de X. Ming utilise la construction D
présentée en FIG. 1.15 [132]. Ils ont greffé de maniére covalente un agent
photosensibilisant, la Chlorine e6 (Ce6), et un peptide de ciblage en périphérie d'un
dendrimere PAMAM de génération 7 (G 7). Cette construction a démontré en milieu
aqueux une production d’oxygene singulet et une fluorescence plus importante que la Ce6
libre. In witro la NP, via la reconnaissance spécifique des récepteurs membranaires, a
augmenté 16 fois I'accumulation de la Ceb et a présenté un fort pouvoir phototoxique
élevé. De plus du fait de leur petite taille ces NPs ont démontré une diffusion en
profondeur au sein de sphéroide (modele 3D de tumeur in wvitro) accompagnée d’une
efficacité photodynamique accrue, comparé au composé non vectorisé. Ces résultats
présentent ces NPs a base de dendrimeére comme un outil efficace pour un traitement
PDT ciblé des tumeurs solides.

Une derniere étude utilisant la construction D (FIG. 1.15) a été menée par Hackbarth
et al. [63], [64]. Ils ont greffé de fagon covalente un nombre moyen de 12-13 molécules de
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Phéophorbide-a (Pheo-a) en périphérie d'un dendrimeére de polypropyléneimine (PPI) de
troisieme génération (G 3). Il a résulté de la conjugaison, une altération du spectre
d’absorption de la Pheo-a dii a des mécanismes de transfert d’énergie. Ces altérations se
sont traduites par une réduction dramatique de la production d’oxygene singulet par la
Pheo-a apres sa complexation au dendrimere, caractérisée par une diminution de 10 fois
de son rendement quantique en oxygene singulet. Cette derniere étude a mis en évidence
le risque de déstabilisation de 'activité PDT du PS encouru lors de sa liaison covalente
au dendrimere. En effet la multiplication du nombre de PS lié en surface du dendrimere
peut aboutir a des altérations de leurs propriétés photophysiques. Malgré ce risque si I’'on
trouve le ratio idéal de PS conjugué par dendrimere, il serait possible de vectoriser un
grand nombre de PS tout en protégeant leurs propriétés photophysiques intrinseques.
Dans ces conditions, cette construction a base de dendrimere reste la plus intéressante
pour pallier les deux désavantages majeurs de la PDT exposés précédemment.
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omme présenté dans le chapitre précédent, la vectorisation repose sur la conjugaison

d’une molécule de thérapeutique ou de diagnostic, a une particule de quelques a
plusieurs centaines de nanometres appelée nanoparticule. Actuellement diverses
nanoparticules sont utilisées en cliniques et ont permis de potentialiser I'efficacité et de
limiter les effets secondaires des traitements anticancéreux, en favorisant I’accumulation
des agents thérapeutiques sur le site tumoral grace a la physiopathologie des tissus
tumoraux.

Parmi les nanoparticules existantes, les dendrimeres se présentent, du fait de leur
taille et de leur structure particuliere, comme des vecteurs prometteurs. En effet, ces
macromolécules globulaires possedent de nombreux groupements périphériques
fonctionalisables et des cavités internes, qui permettent respectivement la conjugaison

covalente ou non de nombreuses molécules.

La thérapie photodynamique (PDT), est un traitement anticancéreux qui présente
une efficacité antitumorale limitée et de sérieux effets secondaires dus au manque de
sélectivité tumorale des molécules actives : les photosensibilisateurs. L’utilisation de
nanoparticules pour véhiculer les photosensibilisateurs permet a la fois de pallier leur
hydrophobicité pour faciliter leur administration, et de modifier leur biodistribution pour
augmenter leur accumulation tumorale, et ainsi palier aux limitations de la PDT.

Dans le domaine de la PDT, les photosensibilisateurs ont d’ores et déja été vectorisés
par des dendrimeres, soit par encapsulation dans leurs cavités internes qui induit
néanmoins un relargage non controle du composé, ou par conjugaison covalente d’une
seule molécule au niveau du cceur du dendrimeére ou de nombreuses molécules en
périphérie du dendrimere. L’objectif étant d’obtenir une concentration de
photosensibilisateur tumoral élevée, le greffage covalent d’'un grand nombre de molécules
photosensiblisatrices en périphérie des dendrimeres a été choisi pour cette étude.
Néanmoins, il a été rapporté que les propriétés photophysiques du PS pouvaient étre

altérées a la suite d’un greffage covalent. De plus, cette construction nécessite un grand
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nombre de photosensibilisateurs greffés en surface du dendrimere. La proximité des
molécules photosensibilisatrices qui en résulte, peut induire des interactions entre

molécules qui vont deés lors s’autoquencher et inhiber leur effet photodynamique [234].

Dans ces travaux, les dendrimeres poly(amidoamine) (PAMAM) de générations
moyennes (G4.5 ou G5) ont été choisis comme vecteur pour leur faible toxicité associée.
IIs ont été fonctionnalisés en périphérie, via une liaison covalente, avec environ 32
molécules de Chlorine €6, qui est un photosensibilisateur aux propriétés photophysiques
favorables.

Ainsi l'objectif principal de cette theése est de concevoir, synthétiser et
caractériser une nouvelle nanoparticule photoactivable composée d’un
dendrimeére fonctionnalisé en surface avec un grand nombre de

photosensibilisateurs, afin de potentialiser son efficacité photodynamique.

Organisation des chapitres suivants :

Le premier chapitre des résultats est consacré a l'optimisation de la composition
des nanoparticules. Pour cela, la synthese et la caractérisation photophysique sont
présentées pour les trois constructions testées. Ces nanoparticules different par la
génération de dendrimere utilisée et la présence de groupement de furtivité a leur surface.
Cette étude nous a permis de choisir la composition optimale de la nanoparticule pour la

suite de I’étude in vitro et in vivo.

Le deuxieme chapitre des résultats développe 1'’étude publiée dans une revue
internationale. Ces travaux qui regroupent I’ensemble de 1’étude in witro des
nanoparticules choisies, comprend notamment ’étude de leur efficacité photodynamique,
de leurs mécanismes d’internalisation cellulaire et de leurs localisations subcellulaires.
Dans une seconde partie nous exposons 1’étude du tumorotropisme des nanoparticules
comparées a la Ceb6 libre réalisée par imagerie de fluorescence sur petit animal. Puis nous

mettrons en évidence les limites des nanoparticules synthétisées.
Le troisieme chapitre des résultats concerne la synthese, la caractérisation et
I’étude préliminaire de nouvelles nanoparticules photoactivables qui permettent un

relargage controlé de la Ce6.

Pour chacun de ces chapitres, le contexte et les objectifs de ’étude, les matériels

et méthodes utilisés, et enfin, les résultats obtenus, seront présentés.
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Optimisation de la composition des
nanoparticules photoactivables a base
de dendrimere

3.1 Introduction

Comme exposé dans l'état de l'art, ’ensemble de notre étude est basée sur la
vectorisation d’un photosensibilisateur (PS) dans l'optique d’optimiser son efficacité
PDT. Dans un premier temps, trois nanoconstructions photoactivables a base de
dendriméres poly(amidoamine) (PAMAM) de génération 4.5 ou 5 (G 4.5 et G 5) ont été
synthétisés en collaboration avec le Pr. Schneider (LRGP, UL). Du fait de ces propriétés
photophysiques avantageuses, la Chlorine e6 (Ce6) a été choisie comme
photosensibilisateur (PS) pour cette étude (§1.1.4). Elle a été greffée de fagon covalente
via une liaison amide sur 25 % des groupements périphériques des dendrimere G4.5 ou
G5, de maniere a vectoriser 32 molécules de Ce6 par nanoparticule (NP). Du fait de la
présence de groupements carboxyle en périphérie des dendrimeres G4.5, la conjugaison
de la Ce6 en périphérie a nécessité l'utilisation d'un bras espaceur comportant deux
extrémités amine. Puis dans 'optique d’accroitre la solubilité de I’édifice PS-dendrimere
en milieu aqueux et de minimiser in vivo leur reconnaissance par le RES, des groupements
de furtivité (méthyl-polyéthyléne glycol (me-PEG)), ont été greffés en périphérie du
dendrimere G4.5 (G4.5-Ce6-PEG).

Du fait de leur taille et de leur composition, les dendrimeres PAMAM choisis pour
cette étude font partie des moins toxique (§1.4.4). Il faut rappeler cependant que les
dendriméres PAMAM de demi-génération (G4.5) présentent a leur surface des
groupements carboxyles anioniques et sont reconnus comme possédant une toxicité
inférieure aux générations completes (G5). Ces derniers présentent une charge de surface
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positive due a leurs groupements amine terminaux [180]. En effet, dii & des forces de
répulsion, les charges anioniques limitent l'interaction des NPs avec les membranes
cellulaires négativement chargées.

La caractérisation photophysique de ces trois composés a été réalisée sous la direction
du Pr B. Roéder au sein du laboratoire de Photophysique de I'Université de Humboldt
(Berlin). Cette analyse couplée a une étude préliminaire du comportement des NPs in
vitro, a permis d’optimiser de la composition de la NP pour évaluer par la suite in vitro
son efficacité PDT ainsi que son mécanisme d’action.

3.2 Matériels et méthodes

3.2.1.1. Synthese des nanoparticules

Les NPs sont synthétisées en collaboration avec 'équipe du Pr. Schneider du
Laboratoire Réactions et Génie des Procédés (LRGP, Université de Lorraine, Nancy).
Comme décrit précédemment elles se composent de dendrimere PAMAM de génération
4.5 ou 5 possédant respectivement a leur surface 128 groupements carboxyle ou amine
(Sigma Aldrich, France). 32 molécules de Ce6 (LivChem GmbH, Allemagne) ont été
greffées de fagon covalente par dendrimere via les protocoles décrits ci-dessous.

Couplage de la Ce6 au dendrimére PAMAM G5

La Ceb6 est complexée aux dendrimeres PAMAM G5 wvia une liaison amine entre un
groupement carboxyle de la Ce6 et les groupements amines tertiaire du dendrimere (FIG.
3.1). Sous argon, la Ce6 (26,4 mg, 4,44 10-5 mole), le DCC (9,16 mg, 1 eq/a Ceb6) et le
DMAP (1,08 mg, 0.2 eq/Ce6) sont solubilisés dans 15 mL de dichlorométhane et 2 mL
de DMF anhydres, 30 min sous agitation a température ambiante. En parallele, les
dendrimeres G5 (50 mg, 1,7346 10-6 mole) et le diisopropyléthylamine (28 mg, 1,2 eq)
sont solubilisés dans 2 mL de dichlorométhane anhydre. Puis, sous agitation a
température ambiante, I’ensemble est ajouté a la solution Ce6/DMAP/DCC durant 15
h. Le milieu réactionnel est successivement lavé a 1'eau et a 1'eau salée, séché et concentré
sous pression réduite. Le produit obtenu est alors solubilisé dans 1'eau puis dialysé contre
de I'eau pendant 72 h avec changement de l'eau toutes les 24 h.

(NH,),

FIG. 3.1 Synthese des nanoparticules G5-Ce6.
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Synthése des nanoparticules a base de dendrimére PAMAM G4.5

Le greffage de la Ce6 en périphérie des dendrimeres PAMAM G4.5 est réalisé via un
bras espaceur, portant deux extrémités amines, entre un groupement carboxyle de la Ce6
et un groupement carboxyle terminal du dendrimere. L’ensemble est assemblé grace a
I'EDC (1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide)) qui permet de réaliser des
liaisons amide entre un groupement carboxylique et une amine primaire. Les détails du
protocole de greffage de la Ce6 et de la conjugaison des groupements de furtivités
(polyethyleneglycol (PEG)) sont décrits en détail dans le chapitre 4 (Publication E.
Bastien et al., 2015).

3.2.2. Caractérisation

Rendement quantique de Fluorescence

Les spectres de fluorescence de la Ce6 libre ou vectorisée sont réalisés a 1'aide d'un
spectrofluorimetre LS55 (Perkin Elmer). Toutes les mesures sont effectuées dans 1’éthanol
a une concentration de 0,5 pg/ml de Ce6, qui correspond & une densité optique de 0,1 a
la longueur d’onde d’excitation (Aee. = 410 nm). L’équation (1) utilisée pour déterminer
les rendements quantiques de fluorescence est :

Do = Pruose % (1) (22) 1)
fluoi fluost Ser ngt

Avec :

D 705 - Rendement quantique de fluorescence de ’échantillon de référence
(ici la Ceb ®fluo = 0,16 ; [236])

D . - Rendement quantique de fluorescence de ’échantillon i

Siat Sy : Intégral des spectres de fluorescence de 1’échantillon i et standard
n; et ny : Indice de réfraction des solvants de 1’échantillon i et standard

FEvaluation de la génération de 'oxygéne singulet

Dans cette étude, I’'ensemble des mesures de production d’oxygene singulet ont été
réalis¢ sous la direction du Pr B. Roder au sein du laboratoire de Photophysique de
I"Université de Humboldt (Berlin).

La cinétique de la luminescence de l'oxygene singulet est évaluée dans 1’éthanol a
I’'aide d'un compteur multi photon corrélé dans le temps qui utilise un détecteur NIR
PMT H10330-45 de Hamamatsu. L’installation est identique au systéme de détection de
la luminescence de 'oxygene singulet TCMPC1270 (SHB Analytics, Allemagne). Les
profils d’intensité d’excitation, la forme temporelle et le spectre de l'excitation pulsée
utilisant une LED aux alentours de 400 nm sont décrits par Harckbarth et al. [103]. La
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densité optique des échantillons et de la référence est ajustée a 0.1 a une longueur d’onde
de 400 nm, correspondant & une concentration en Ce6 de 0,5 pg/ml. L’échantillon de
référence utilisé est la  5,10,15,20-tetrakis(N-methyl-4-pyridyl)-21H,23H-porphine
(TMPyP). Le TMPyP possede un rendement quantique (®a) de 0,60 +/- 0,05 dans
I’éthanol. L’équation (2) utilisée pour déterminer les rendements quantiques d’oxygene
singulet est :

_ Isample
(psample - (7) X ¢ref (2)

Avec :

@ ,.;: Rendement quantique d’oxygene singulet de I’échantillon de référence

D umpie - Rendement quantique d’oxygene singulet de 1’échantillon testé

Lampie €6 s : L’amplitude mesurée du signal de luminescence a 1270 nm de ’échantillon testé et
de référence, respectivement

3.2.3. Etudes in vitro

La lignée cellulaire squameuse de carcinome de pharynx humaine (FaDu) ATTC®
HTB-42™ (American Type Culture collection) est cultivée dans une atmosphere
contenant 5% de CO, & 37°C, dans du milieu RPMI (Roswell Park Memorial Institute,
GIBCO Invitrogen, France) supplémenté avec 9% de sérum de veau feetal (SVF) (PAN
TM BIOTECH GmbH, Amérique du Sud), 1% de pénicilline-streptomycine (GIBCO
Invitrogen, France) et 1% de L-glutamine (GIBCO Invitrogen, France).

Génération d’oxygéne singulet in vitro

Les cellules FaDu sont ensemencées dans des boites de cultures de 25 cm? a une
concentration de 3 x 10 cellules/ml. 48h apres, les cellules sont lavées avec du PBS
(Phosphate Buffer Saline, GIBCO Invitrogen, France) et incubées 24 h dans du RPMI
supplémenté avec 2 % de SVF et contenant chaque composé a une concentration de 0.5
ng/ml de Ce6. Les cellules sont lavées et incubées avec de la Trypsine-EDTA pour obtenir
une suspension cellulaire & partir d’une culture cellulaire en monocouche. Les cellules
sont ainsi re-suspendues dans du PBS a une concentration de 1 million de cellules/ml.
Puis les mesures de la luminescence de 1'oxygene singulet photoproduit sont
immédiatement réalisées a 1'aide du méme appareillage que décrit dans le §3.2.2.

Efficacité photodynamique

Les cellules FaDu sont ensemencées dans des plaques de 96 puits a une concentration
de 1.5 x 10" cellules/ml. 48h apres, les cellules sont lavées avec du PBS et incubées
durant 0,5 h, 3 h, 5 h, et 24 h dans du RPMI supplémenté avec 2 % de SVF et contenant
chaque composé a une concentration de 0,5 ng/ml de Ce6. Apres deux lavages consécutifs,
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les cellules sont incubées avec du milieu de culture (PS-free) puis irradiée a 652 nm a
'aide d’une diode laser (CeramOptec GmbH, Allemagne) avec une fluence de 2,5 J.cm?
et une irradiance de 10mW.cm?. La survie cellulaire est évaluée 24 h apres l'irradiation
par test MTT (3-[4,5-diméthylthiazol-2yl]-2,5- diphényltétrazolium bromide). Les cellules
sont incubées 2 h a 37°C avec du milieu de culture contenant 0,5 mg/ml de MTT (Sigma-
aldrich, USA). Suite a l'action des déshydragénases mitochondriales, le MTT est réduit
en cristaux de formazan. Une solution d’isopropanol-HCL (0,04N) est ajoutée dans
chaque puits et la plaque est soumise a une agitation permettant la dissolution des
cristaux. L’absorbance a 540 nm est mesurée a 'aide d’un spectrophotometre lecteur de
plaque Multiskan Ascent (Labsystems, USA) et est proportionnelle a la survie cellulaire.
Les résultats sont présentés en pourcentage de survie cellulaire normalisé par rapport au
groupe controle (photosensibilisateur, sans irradiation). Pour déterminer la cytotoxicité
a l'obscurité des composés, le méme protocole est appliqué sans irradiation. Les résultats
sont présentés avec les écarts standards a la moyenne de trois expériences indépendantes.

Incorporation cellulaire

Les cellules FaDu sont ensemencées dans des plaques de 24 puits a une concentration
de 3 x 10" cellules/ml. 48h apres, les cellules sont lavées avec du PBS et incubées 0,5 h,
3 h, 5 h, et 24 h dans du RPMI supplémenté avec 2 % de SVF et contenant chaque
composé a une concentration de 0,5 ng/ml de Ce6. Apres trois lavages consécutifs avec
du PBS, une solution d’extraction (le Solvable™ PerkinElmer, USA) est ajouté durant
2h a 50°C afin de lyser les cellules et de solubiliser le PS. L’incorporation cellulaire de la
Ceb est déterminée par mesure de fluorescence (spectrofluorimetre LS55 - Perkin Elmer,
Aexe. = 410 nm, Ae,, = 665 nm) & partir de courbes étalon établies entre la fluorescence de
chaque échantillons dans le Solvable™ en fonction de leur concentration. Les résultats
sont présentés avec les écarts standards a la moyenne de trois expériences indépendantes.

3.3 Résultats et discussion

Comme le présente le TAB. 3.1, le greffage covalent de la Ce6 en périphérie des
dendrimeres s’est traduit par un léger décalage vers le rouge (~ 2 nm) de la derniére
bande Q du spectre d’absorption de 662 vers 664-665 nm. Cet effet a déja été observé
apres le greffage d’autre PS sur des NPs [234]. Ce phénomene est décrit comme étant le
résultat d'une modification locale de l'indice de réfraction du PS [226]. Ces faibles
modifications spectrales indiquent que le greffage en périphérie des dendrimeres
PAMAM, n’engendre pas d’agrégation générale ou de modification de la structure du PS.

71



Chapitre 3. Optimisation de la composition des nanoparticules photoactivables

TAB. 3.1 Propriétés photophysiques des conjugués a base de Ce6 dans 1’éthanol.

Composés A max (nm). A max (nmM) Dpy, tr (ps) ta (ps) N
(Q-absorption) (Fluorescence) +/-0,05 +/-0,1 +/-0,2 +/- 0,05
Ceb6 662,5 669 0,16 19,5 14,4 0,55
G5-Ceb 664 668 0.10 20,3 13,9 0,42
G4.5-Ceb 665 670,5 0,11 24,2 13,2 0,26
G4.5-Ce6-PEG 6645 671,5 0,09 26,2 13,1 0,31

A mar © Longueur d’onde mazimale d’absorption et de fluorescence (A e : 410 nm) au niveau de
la derniére bande @) du spectre visible dans I’éthanol.

@r : Rendement quantique de Fluorescence

7r: Temps de vie de [’état triplet de la Ceb.

7 Temps de vie de l'ozygéne singulet.

@, : Rendement quantique de ['oxygene singulet.

Dans I’éthanol les caractéristiques des spectres de fluorescence, représentées ici dans
le TAB. 3.1 par la longueur d’onde d’émission de fluorescence maximum au niveau de la
derniere bande Q, sont identiques pour les différentes formulations de Ce6. Cependant,
le rendement quantique de fluorescence (®r) de la Ce6 a diminué de 37 % apres sa
conjugaison aux dendrimeres G5 ou G4.5+/-PEG. Cette diminution pourra étre
pénalisante pour de possibles applications de diagnostic.

La production d’oxygene singulet, I'espéce cytotoxique majoritairement responsable
de Tefficacité PDT, est un des parametres les plus importants a prendre en compte dans
I'optimisation de la NP. La détermination du rendement quantique d’oxygene singulet
(®,) fait intervenir deux parametres : le temps de vie de I'état triplet du PS (tr) et le
temps de vie de l'oxygene singulet (ta). L’ensemble des parameétres mesurés dans
I’éthanol sous la direction du Pr. Réder sont recensés dans le TAB. 3.1.

Le @ de la Ce6 est réduit a la suite de sa conjugaison au dendrimere. Cette
diminution est hétérogene et varie en fonction du type de NP testée. Les NPs a base de
dendrimere G4.5 présentent une réduction plus importante (®a = 0,26) que les G5 (®a
= 0,42) comparé a la Ce6 (®r = 0,55). L’ajout de groupement PEG en périphérie des
dendrimeres G4.5 tend a rétablir le rendement quantique d’oxygene singulet de la Ce6
(®a = 0,31).

Le temps de vie de I'oxygene singulet photoproduit (ta) est légerement diminué a la
suite du greffage de la Ce6 aux dendrimeres. Ces résultats sont cohérents avec les valeurs
de ta retrouvées dans la littérature aux allentours de 12 ps dans I’éthanol [237]. Le temps
de vie de l'état triplet (tr) de la Ce6 est augmenté a la suite de sa fixation aux
dendrimeres. Cette augmentation apres la conjugaison de la Ce6 au dendrimere, peut
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étre attribuée a une réduction du quenchinge de I'état triplet de la Ce6 par 'oxygene
moléculaire. En effet, les dendrimeres peuvent réduire ’accessibilité de la Ce6 au molécule
d’oxygene, comme il I'a été obervé par 1’équipe de Isakau lors de la complexation de la
Ce6 au polymere PVP [238].

A la suite de cette caractérisation, il apparait que le greffage de la Ce6 en périphérie
des dendrimeres, tous types confondus (a base de G4.5 ou G5), modifie ces propriétés
photophysiques. Cependant ces altérations sont minimes comparées a celles rapportées
lors de la synthese de NP photoactivable composée dun dendrimere DAB
(diaminobutane poly-propyléne-imine) fonctionnalisé avec 12-13 molécules de
Pheophorbide-a (Pheo-a)[234]. A la suite de la conjugaison de la Pheo a au dendrimere
son rendement quantique en oxygene singulet a été dramatiquement diminué de 10 fois
comparé a la Pheo-a libre. Il a été déterminé que cette diminution est la conséquence de
la présence d’interactions, principalement des transferts d’énergie par résonance de type
Forster, entre différentes molécules de Pheo-a en surface du dendrimere.

L’ensemble des mesures a été réalisé en solution alcoolique (éthanol) et ne reflete pas
la réalité d'un environnement biologique. En effet, la présence de nombreux quenchers
en milieu biologique réduis considérablement le temps de vie de 'oxygene singulet et de
I'état triplet du PS [63]. A la suite de la détermination des constantes de vitesse de
quenching de I'oxygene singulet, les protéines telles que les caroténoides, se sont montrées
comme étant de puissants quenchers de 'oxygene singulet [239]-[241]. In wvitro, le faible
temps de vie de loxygene singulet limite sa diffusion et restreint les dommages
photoinduits a la localisation intracellulaire du PS.

La caractérisation en solution nous permet de controler I'intégrité de la Ce6 qui a
été conjuguée aux dendrimeres suite a la synthese. Mais n’étant pas représentatif d'un
environnement biologique, des études in wvitro sont nécessaires pour classer les NPs en
fonction de leur efficacité PDT. Ces études nous permettrons de choisir la composition
optimale des NPs étudiées dans la suite du travail.

La génération d’oxygene singulet a été analysée in vitro sur une lignée cellulaire de

carcinome de pharynx humaine (FaDu), & la suite d’une incubation avec les différents
composés durant 24 h a une concentration non cytotoxique (TAB. 3.2.).
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TAB. 3.2 Production d’oxygene singulet in vitro.

Composé Tr (1S) +/- 0,2 ps Ta (B8) +/-0,2 ps
Ce6 4,3 ND
G5-Ce6 3.7 ND
G4.5-Ceb6 4.2 0,6
G4.5-Ce6-PEG 4.2 0,6

Incubation 24 h des cellules FaDu avec les trois conformations : Ce6, G5-Ce6, G4.5-Ceb et
G4.5-Ce6-PEG a une concentration de 0,5 pg/mil.
Tr . Temps de vie de [’état triplet de la Ceb

T - Temps de vie de l'oxygene singulet
ND : Non Détectable

Dans les cellules, le temps de vie de I'état triplet de la Ce6 est semblable pour les
différentes conformations, libre et conjuguée aux dendrimeres, avec une valeur moyenne
de 4,1 ps. Ce temps de vie de 1’état triplet de la Ce6 est cinq fois inférieur a celui mesuré
dans I’éthanol (tr = 19,5 ps). En effet, comme nous pouvions anticiper ce résultat. In
vitro la probabilité que I’état triplet du PS réagisse avec un substrat biologique est
considérablement augmentée et induit par conséquence une diminution de son temps de

vie. Cette diminution aura pour effet de restreindre 'efficacité du PS.

In vitro dans ces conditions expérimentales, le signal de luminescence de 1'oxygene
singulet photoproduit par la Ce6 libre ou par le conjugué G5-Ceb est faible et ne permet
pas de déterminer son temps de vie. A 'opposé 1'oxygene singulet photoproduit par les
G4.5-Ce6+/-PEG in vitro présente un temps de vie de 0,6 ps. Ce résultat est en accord
avec la littérature, ot un temps de vie de I'oxygene singulet a été mesuré dans les cellules
aux allentours de 0,4 +/- 0,2 ps [96].
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FIG. 3.2 Cytotoxicité a l'obscurité de la Ce6 libre (rond noir) et conjuguée aux
dendrimeres G4.5 sans PEG (G4.5-Ce6 ; triangle rouge), aux dendrimeres G4.5 PEGylés
(G4.5-Ce6-PEG ; triangle-inversé bleu), et aux dendrimere G5 (G5-Ce6 ; losange vert).
Les cellules FaDu sont incubées le PS durant 0,5 h, 3 h, 5 h et 24 h a une concentration en Ce6
de 0,5 pg/ml.
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FIG. 3.3 Efficacité photodynamique de la Ce6 libre (rond noir) et conjuguée aux
dendrimeres G4.5 sans PEG (G4.5-Ce6 ; triangle rouge), aux dendrimeres G4.5 PEGylés
(G4.5-Ce6-PEG ; triangle-inversé bleu), et aux dendrimere G5 (G5-Ceb6 ; losange vert).
Les cellules FaDu sont incubées le PS durant 0,5 h, 3 h, 5 h et 24 h & une concentration en Ce6
de 0,5 pg/ml. Irradiation : 2,5 J/cm? & 652 nm.
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La survie des cellules FaDu a été évaluée par test MTT, en fonction du temps
d’incubation des PSs. Aucune cytotoxicité a l'obscurité des différentes constructions
photoactivables n’a été observée dans ces conditions expérimentales (FIG. 3.2).
Néanmoins comme présenté en FIG. 3.3, a la suite d’une irradiation, les NPs G4.5-Ce6+/-
PEG démontrent un remarquable pouvoir phototoxique. En effet, les G4.5-Ce6+/-PEG
induisent une mortalité cellulaire de 100 % dés 3 h d’incubation, tandis que la Ce6 libre
n’'induit que 35 % de mort cellulaire apres 24 h d’incubation avec la méme concentration
d’incubation. Fait intéressant, les G5-Ceb présentent une activité PDT inférieure a celle
des G4.5-Ce6+/-PEG. Comme la Ce6 libre, les G5-Ce6 n’induisent aucune phototoxicité
a des temps courts d’incubation (0,5 — 3 h). Néanmoins, ces résultats mettent en évidence
les limites de la détection de l'oxygene singulet in wvitro par mesure directe de la
luminescence a 1260 nm, présentée précedement. L’effet PDT est principalement di aux
dommages oxydatifs causés par l'oxygene singulet photoproduit. Or a la suite de 24 h
d’incubation et d’une irradiation, les G5-Ce6 induisent une mortalité de 75 % dans des
conditions expérimentales qui n’ont pas permis la détection de 'oxygene singulet (TAB.
3.2).

Globalement la vectorisation potentialise 'efficacité PDT de la Ce6. De plus, les
G4.5-Ceb+ /- PEG sont plus actifs que les G5-Ce6.
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FIG. 3.4 Cinétique d’incorporation cellulaire des différents composés.

Les cellules FaDu sont incubées durant 0,5 h, 3 h, 5 h et 24 h avec la Ce6 libre (rond noir, FIG.
A. et B.) ou conjuguée aux dendrimeres G4.5 sans PEG (G4.5-Ce6 ; triangle rouge), aux
dendrimeres G4.5 PEGylés (G4.5-Ce6-PEG ; triangle-inversé bleu), et aux dendrimere G5 (G5-

Ceb6 ; losange vert), a une concentration en Ce6 de 0,5 pg/ml.
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La conjugaison de la Ce6 en surface des dendrimeres a significativement augmenté
son incorporation cellulaire, comparé au PS libre (FIG. 3.4). Entre 0,5 h et 5 h
d’incubation des NPs, leur internalisation cellulaire est dépendante du temps
d’incubation. A partir de 5 h on observe un plateau dans 'incorporation des NPs, qui
est certainement associé a la saturation du mécanisme d’incorporation mis en jeu par les
NPs. Les dendrimeres de génération moyenne (G4 - 5), au vu de leur taille, sont
internalisés via un mécanisme d’endocytose qui est saturable [242]. Comme le démontre
la cinétique d’incorporation cellulaire, a cette concentration d’incubation (0,5 pg/ml) la
Ceb6 libre est tres faiblement internalisée par les cellules comparée au NPs (FIG. 3.4 A.
et B.).

Les profils d’accumulation intracellulaire de la Ce6 sont différents en fonction de la
composition des NPs utilisées et mettent en évidence l'importance de la nature des
groupements terminaux des dendrimeres. A la suite de 24 h d’incubation, les G5-Ce6
présentent une incorporation cellulaire trois fois supérieure a celle des G4.5-Ce6+/-PEG.
En effet, il est connu que les groupements cationiques périphériques des G5-Ce6
favorisent l'interaction des NPs avec les membranes cellulaires chargées négativement
contrairement aux groupements terminaux anioniques des G4.5-Ce6+/-PEG [180].

La cinétique d’incorporation (FIG. 3.4) explique le faible signal de luminescence de
I'oxygene singulet mesuré in vitro avec la Ce6 libre (TAB. 3.2) ainsi que sa phototoxicité
limitée (FIG. 3.3). En effet, la concentration intracellulaire en Ce6 étant faible, la
quantité d’oxygene singulet produit a la suite de l'irradiation est limitée, restreignant
ainsi les effets phototoxiques de la Ce6.

La cinétique d’incorporation démontre que les G5-Ce6 sont trois fois plus internalisés
que les G4.5-Ce6+/-PEG (FIG. 3.4). Mais, les G5-Ce6 présentent in vitro un effet PDT
limité comparé aux G4.5-Ce6+/-PEG (FIG. 3.3). Une concentration intracellulaire en
PS élevée est déterminante dans l'efficacité du traitement PDT. Cependant l'effet de la
PDT dépend essentiellement de la capacité du PS a produire de l'oxygene singulet,
I'espece cytotoxique majoritairement responsable des réactions phototoxiques. La
meilleure production d’oxygene singulet observée des G4.5-Ce6+/-PEG comparés aux
G5-Ceb (TAB. 3.2), explique en partie leur efficacité PDT élevée, avec la photoinduction
de 90% de mortalité cellulaire des 3 h d’incubation avec les G4.5-Ce6+/-PEG.

Des études ont démontré que dans un milieu biologique, les polyamines (composés
organiques possédant deux ou plusieurs fonctions amine) a des concentrations élevées,
piegent et neutralisent les especes réactives de loxygene [243]. Il a été montré par
technique de spectroscopie EPR, que la génération d’oxygene singulet photoproduit par
le rose bengal a été inhibée par des polyamines. Etant donné que les polyamines sont des
molécules chargées positivement, la génération d’oxygene singulet peut étre réduite par
la mise en place d’interactions ioniques entre les polyamines et le rose Bengal (porteur
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de 2 charges négatives) qui vont désactiver le PS. De plus, les groupements amines sont
connus pour quencher I'oxygene singulet [64]. Ainsi dans notre étude, les 128 amines
primaires présentent en périphérie du G5 peuvent, interagir avec les molécules de Ce6
conjuguées qui possede 2 groupements positifs libres (-COOH), et quencher 1'oxygene
singulet photoproduit par la Ce6. La production d’oxygene singulet par les G5-Ce6 est
alors diminuée ce qui limite leur efficacité photodynamique.

3.4 Conclusion

La caractérisation préliminaire des différentes conformations testées, nous a permis de
conforter notre choix pour les nanoparticules a base de dendrimeres G4.5. En effet, malgré
de bonnes propriétés photophysiques en solution, les G5-Ceb ont présenté une activité
photodynamique in wvitro limitée accompagnée d’une génération d’oxygene singulet
indétectable dans la cellule comparés aux G4.5-Ce6+/-PEG.

Pour la suite de ’étude, deux conformations seront étudiés : les G4.5-Ce6 dépourvus
ou fonctionalisés avec des groupements de furtivité (PEG).
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Caractérisation photobiologique des
nanoparticules G4.5-Ce6+/-PEG

4.1. Potentialisation de l’efficacité photodynamique de la

Chlorine e6 via sa conjugaison aux dendrimeres

PAMAM

La premiere partie des résultats est un article accepté en 2015 portant sur ’étude in
vitro de efficacité PDT et du mécanisme d’internalisation cellulaire des nanoparticules
a base de dendrimere PAMAM.

4.1.1. Résumé

Les nanoparticules photoactivables a base de dendrimere PAMAM de génération 4.5
(G4.5), présélectionnées dans le chapitre 3 pour leurs propriétés photophysiques
favorables, ont été étudiées in vitro sur une lignée cellulaire squameuse de carcinome de
pharynx (FaDu). Comme développé antérieurement, il est intéressant de synthétiser des
nanovéhicules dans le cadre de la thérapie photodynamique. Ainsi la Chlorine e6 (Ce6),
un photosensibilisateur, a été conjuguée de fagon covalente en périphérie des dendrimeres
PAMAM pour former les NPs G4.5-Ce6. Cette construction nous a permis de vectoriser
32 molécules de Ce6 par nanoparticule. Pour permettre 1’étude in vivo de ces NPs, des
groupements de furtivité poly(éthyléneglycol) (PEG) ont été conjugués en périphérie des
G4.5-Ceb, et seront nommées comme étant les G4.5-Ce6-PEG.

La génération d’oxygene singulet et I’émission de fluorescence de la Ce6 ont

modérément été affectées par son greffage covalent aux dendrimeres. L’étude in vitro a
démontré, que comparé a la Ce6 libre, les NPs G4.5-Ce6+/-PEG présentent une efficacité
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photodynamique bien supérieure qui est attribuable a une meilleure internalisation par
les cellules tumorales.

La localisation subcellulaire et la voie d’internalisation empruntée par les différents
composés (Ce6, G4.5-Ce6+/-PEG) ont respectivement été analysées par microscopie
confocale de fluorescence et par inhibitions pharmacologiques spécifiques des voies
d’incorporation. En accord avec la littérature, I’étude a démontré que la Ce6 pénetre
dans les cellules par diffusion passive. En opposition les G4.5-Ce6-PEG sont internalisées
par un mécanisme d’endocytose caveoline dépendant, tandis que les G4.5-Ce6 sont sujet
a la voie d’endocytose clathrine dépendant. Les localisations intracellulaires des NPs
dendrimériques a base de Ce6, PEGylées ou non, sont similaires suggérant que leur
comportement dans les cellules est semblable.

En conclusion, nous avons démontré que les NPs G4.5-Ce6 PEGylées peuvent étre
furtive et efficace pour améliorer le traitement photodynamique de la Ce6 sur un modele
préclinique tumoral. Leurs propriétés doivent étre étudiées in vivo, afin d’évaluer leur
tumorotropisme et leur efficacité photodynamique.
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There is currently great interest in the development of efficient and specific carrier delivery platforms for
systemic photodynamic therapy. Therefore, we aimed to develop covalent conjugates between the
photosensitizer chlorin €6 (Ce6) and PAMAM G4.5 dendrimers. Singlet oxygen generation (SOGQG)
efficiency and fluorescence emission were moderately affected by the covalent binding of the Ce6 to the
dendrimer. Compared to free Ce6, PAMAM anchored Ce6 displays a much higher photodynamic effect,
which is ascribable to better internalization in a tumor cell model. Intracellular fate and internalization
pathway of our different compounds were investigated using specific inhibition conditions and confocal
fluorescence microscopy. Free Ce6 was shown to enter the cells by a simple diffusion mechanism, while
G4.5-Ce6-PEG internalization was dependent on the caveolae pathway, whereas G4.5-Ce6 was sub-
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jected to the clathrin-mediated endocytosis pathway. Subcellular localization of PAMAM anchored Ce6,
PEGylated or not, was very similar suggesting that the nanoparticles behave similarly in the cells. As a con-
clusion, we have demonstrated that PEGylated G4.5 PAMAM-Ce6 dendrimers may offer effective biocom-
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Introduction

Photodynamic therapy (PDT) is a minimally-invasive photo-
chemical-based approach that uses a combination of a light-
activated drug (photosensitizer, PS) and the light of a specific
wavelength to damage the target tumor tissue by generating
reactive oxygen species." Among them, molecular oxygen in its
first excited electronic state, so called singlet oxygen (*0,), is
commonly agreed to be the cytotoxic key agent in photo-
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patible nanoparticles for improved photodynamic treatment in a preclinical tumor model.

dynamic action. PDT has a clinical reality since several photo-
sensitizers have obtained approval for the treatment of
localized and light-accessible tumors.

For safe and effective therapy with limited side effects, a PS
should reach targeted cells at a certain concentration
threshold together with a low accumulation in healthy cells.
However, to achieve this goal, two major problems are often
encountered. Firstly, most PS molecules are hydrophobic and
aggregate easily in aqueous media, resulting in reduced singlet
oxygen generation' and difficulties with intravenous delivery.>
Secondly, PSs generally display a low or moderate selectivity to
cancer cells, thus requiring high PS concentrations in clinical
protocols, yielding serious adverse effects. To overcome these
drawbacks, the use of vectors for PS tumor targeting was
suggested, providing an improvement in PS solubility, protect-
ing from PS deactivation reactions and favoring tumor target-
ing through the enhanced permeability and retention (EPR)
effect. EPR is inherent to many solid tumors due to leaky
vasculature and poor lymphatic drainage.* Currently basic
research in PDT focuses mainly on the development of carrier
systems for targeting tumor tissue.* With this aim, biocompa-
tible nanocarriers for PS delivery such as lipid-based nano-
particles (NP),>® polymer-based NPs,”® micelles®® or silica-
based NPs,"" have been designed. Dendrimers have been pro-
posed as building blocks for PDT drug delivery systems already
in 2001."* Dendrimers are regular hyperbranched macro-
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molecules of a few nanometers in size (2-10 nm) with many
functional groups at their surface which allow anchoring thera-
peutic molecules such as photosensitizers, stealth elements
(polyethylene glycol), or targeting moieties on their surface,
while controlling the size and lipophilicity of the carrier. Given
their low cytotoxicity and their water solubility many types of
poly(amido amine) (PAMAM) dendrimers appear as a very
attractive class of biocompatible nanovectors for drug targeting
in cells and tissues.”*™"?

So far, three different assemblies of dendrimer-based
carrier systems have been reported in the field of PDT. The
first uses a porphyrin or phthalocyanine as the starting core
with a dendron grafted on each pyrrole unit. The Kataoka
group reported good photodynamic efficacy of these NPs
excitable in the far red, making them eligible for in vivo
applications."®’” The second construction consists of
photosensitizers like protoporphyrin IX (PpIX) encapsulated in
the dendrimer, which can be progressively released into the
medium."® The last class of structures is based on the covalent
binding of PS on the periphery groups of dendrimers. As we
recently demonstrated that PpIX prodrug, ALA (5-aminolaevuli-
nic acid) can be attached to dendrimers via a cleavable ester
bond, resulting in a higher synthesis rate and better tumor
selectivity of PpIX in vivo compared with free ALA."” Hackbarth
et al.'® achieved an average loading of 12-13 molecules of
pheophorbide a (Pheo) to one diaminobutane (DAB) dendri-
mer molecule with 16 available binding sites. However, singlet
oxygen generation of covalently linked dye molecules was dra-
matically reduced compared with free Pheo, mostly due to trap
formation (excitonic interaction of at least two neighboring
chromophores) combined with Forster-energy transfer
between different Pheo molecules at the surface of highly
loaded dendrimers. Strong quenching effects were also
reported for high loaded peryleneimide-terrylenediimide poly-
phenyl dendrimers.'>*°

The present paper evaluates the therapeutic in vitro
efficiency of the photoactive NP consisting of the PS chlorin e6
(Ce6) covalently bound to a biocompatible PAMAM G4.5 den-
drimer. To avoid strong quenching effects, only 25% of the
carboxylic acid groups present at the dendrimer surface were
modified with the PS. Herein, we describe the photophysical
properties, subcellular localization and internalization
pathway of Ce6-grafted dendrimers (G4.5-Ce6). Changes
observed in cellular uptake and phototoxicity upon PEGylation
of the NPs were also evaluated.

Experimental
Materials and general procedure

Starbust polyamidoamine (PAMAM) dendrimer generation 4.5
(5 wt% in methanol, containing 128 surface carboxylate
groups, MW 26228 g mol™'), benzotriazole-1-yl-oxy-tris-(di-
methylamino)phosphonium hexafluorophosphate (BOP), poly-
(ethylene glycol) methyl ether (MW 2000 g mol™"), dicyclo-
hexylcarbodiimide (DCC), 4-dimethylaminopyridine (DMAP),
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N-hydroxysuccinimide (NHS), diisopropylethylamine (DIPEA),
2,2'-(ethylenedioxy)bis(ethylamine), trifluoroacetic acid (TFA),
chlorpromazine, genistein, 5-(N-ethyl-N-isopropyl)amiloride
(EIPA), DMSO, MeOH and dichloromethane were purchased
from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). Chlorin e6 (Ce6) was
purchased from Livchem (Frankfurt, Germany). RPMI
1640 medium, r-glutamine, foetal bovine serum, penicillin-
streptomycin and phosphate-buffered saline (PBS) were sup-
plied by GibcoBRL (Merelbeke, Belgium). Ultrapure water was
used through all the experiments. All starting materials and
organic solvents were directly used without further purifi-
cation. N-Boc-protected  2,2'-(ethylenedioxy)bis(ethylamine)
was prepared according to Trester-Zedlitz.*'

Synthesis of chlorin €6 - PAMAM dendrimer nanoparticles.

Coupling of Ce6 with N-Boc-protected 2,2'-(ethylenedioxy)bis-
(ethylamine). Under an argon atmosphere in the dark, Ce6
(100 mg, 1.677 x 10~ mol) was dissolved in 58 mL of anhy-
drous CH,Cl,. DCC (34.6 mg, 1.677 x 10~* mol) and DMAP
(4 mg, 3.27 x 107> mol) were added to the Ce6 solution and
the mixture was stirred for 10 min at room temperature. Separ-
ately, N-Boc-protected  2,2'-(ethylenedioxy)bis(ethylamine)
(50 mg, 2.012 x 10~ mol) and DIPEA (26 mg, 2.012 x 107*
mol) were dissolved in 10 mL CH,Cl,. This solution was added
to the activated Ce6 and the mixture was stirred at room temp-
erature for 10 h. The progress of the reaction was monitored
by thin layer chromatography using MeOH/CH,Cl, (10:90) as
the eluent. The precipitant dicyclohexylurea was removed by
filtration through a glass filter. The reaction mixture was then
poured into a separation funnel, washed with water (25 mL)
and saturated brine (25 mL), dried over Na,SO, and the
solvent evaporated under reduced pressure. Compound 1
(Scheme 1) was isolated in 82% yield after column chromato-
graphy on silica gel using MeOH/CH,Cl, (10: 90) as the eluent.

Deprotection of the BOC group. Synthesis of compound
2. In the dark under an argon atmosphere, compound 1
(100 mg, 1.187 x 10~* mol) was treated with TFA/CH,Cl, (1:1,
7 mL) at room temperature. After being stirred for 2 h, TFA
and CH,Cl, were evaporated. The residue was taken up in
CH,Cl, (30 mL) and stirred with K,CO;. After filtration, the
organic layer was concentrated under reduced pressure and
compound 2 was obtained in 96% yield. Chlorin 2 (Scheme 1)
was used without further purification for the next step.

Anchorage of 2 at the surface of G4.5 PAMAM dendrimer.
The anchorage of 2 at the surface of the G4.5 PAMAM dendri-
mer (Scheme 2) was conducted according to a synthetic pro-
cedure described by Hargus et al. with slight modifications.>*
Briefly, methanol was first evaporated in vacuo from the com-
mercial G4.5 PAMAM dendrimer solution. The obtained oil
(235 mg, 8.95 x 10~° mol) was solubilized in anhydrous DMSO
(10 mL). DCC (118.2 mg, 5.73 x 10~* mol) and NHS (98.91 mg,
8.585 x 10~* mol) were then added to activate surface carboxy-
late functions and the solution was stirred for 15 h at room
temperature under an argon atmosphere. Chlorin 2 (0.187 mg,
2.57 x 10~* mol) in 10 mL DMSO was then added and the
mixture was stirred for 24 h. The precipitant dicyclohexylurea
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Scheme 1 Synthetic route for the preparation of diamino PEG-functionalized chlorin 2.
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Scheme 2 Synthetic route to multifunctional PAMAM dendritic NPs 3 and 4.

was removed by filtration through a glass filter. The reaction
medium was then diluted with water (50 mL) and dialyzed
using a dialysis bag (molecular weight of 6-8000 Da cut off)
against ultrapure water for 72 h, the water being changed every
24 h, to remove low MW contaminants and unreacted 2. The
solution was finally lyophilized to provide pure 3 in 91% yield.
Attachment of 2 to the dendrimer provided exclusively com-
pound 3, requiring only dialysis for the workup, thus facilitat-
ing scale up (Scheme 2).

Surface PEGylation of 3

Finally, in order to increase the blood circulation times and
the accumulation in tumor tissue, poly(ethylene glycol) methyl
ether (MPEG,(0p-OMe, MW 2000) was used to cover ca. 8% of

This journal is © The Royal Society of Chemistry and Owner Societies 2015

the carboxylic groups on the surface of the periphery of dendri-
mer 3 (Scheme 2).

Surface PEGylation of 3 was achieved by formation of ester
bonds between surface carboxylate groups of the dendrimer
and poly(ethylene glycol) methyl ether (MW 2000, mPEG;0¢-
OMe) using BOP as a coupling agent and methanol as a
solvent.*® Under argon and in the dark, compound 3 (0.180 g,
4.08 x 10° mol) and BOP (0.086 g, 1.95 x 10~* mol) were dis-
solved in 20 mL anhydrous methanol. mPEGy40o-OMe (0.130 g,
6.537 x 107> mol) was then added and the mixture was stirred
for 3 days at room temperature. Methanol was next evaporated
in vacuo. The residue was solubilized in water (30 mL) and dia-
lyzed using a dialysis bag (molecular weight 6-8000 cut off)
against ultrapure water for 48 h, the water being changed every
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24 h, to remove low MW contaminants and unreacted
MPEG,(00-OMe without significant lowering of the yield of the
PEGylated dendrimer. The solution was finally lyophilized to
provide compound 4.

Characterization

The Ce6 concentration of G4.5-Ce6 (+PEG) solution was deter-
mined by UV/Vis spectroscopy (Lambda 35 UV/Vis spectro-
fluorimeter LS55 Perkin-Elmer). Free Ce6 was dissolved in
ethanol at different concentrations to generate a standard
curve and calculate the molar extinction coefficient at 665 nm.
The amount of the Ce6 content in PAMAM G4.5 solution was
calculated assuming the same extinction coefficient as for Ce6
in solution. Fluorescence spectra of free Ce6 and G4.5-Ce6
(£tPEG) were recorded using an LS55 fluorescence spectrometer
(Perkin-Elmer). All measurements were done in ethanol at the
dye concentration of 0.5 pg mL™"; at this dye concentration the
optical density did not exceed 0.1 at Aexe = 410 nm. The hydro-
dynamic diameter and the zeta potential of G4.5-Ce6 and
G4.5-Ce6-PEG NP were determined using a Malvern Zetasizer
Nano ZS (173°, 532 nm, 25 °C). The samples were prepared at
a concentration of 1 pg mL™" in MilliQ water and filtered at
0.1 pm. The hydrodynamic diameter is reported as the volume-
weighted average of twelve measurements.

For zeta potentials a voltage of 100 V was applied at 25 °C.
The samples were loaded into pre-rinsed folded capillary cells;
at least three independent measurements were made.

Evaluation of the singlet oxygen generation (SOG)

Singlet oxygen luminescence kinetics have been recorded
using time correlated multi photon counting employing the
NIR PMT H10330-45 from Hamamatsu as a detector. The
setup is identical to the 'O, luminescence detection system
TCMPC1270 of SHB Analytics, Germany. The excitation inten-
sity profile, temporal shape and spectrum of the pulsed LED
excitation around 400 nm are described by Hackbarth et al.**
The optical density of the samples and reference is adjusted to
0.1 at 400 nm. Singlet oxygen quantum yield of the reference
substance  (5,10,15,20-tetrakis(N-methyl-4-pyridyl)-21H,23H-
porphine, TMPyP) was previously measured to be 0.70 + 0.05
in ethanol. This value is consistent with the value reported
earlier by Wilkinson et al.>®

Cell culture

Human pharynx squamous cell carcinoma (FaDu) cell line was
obtained from the American Type Culture Collection (ATCC®
HTB-43™). FaDu cells were grown in humidified incubator at
37 °C, 5% CO,, in RPMI 1640 medium (Roswell Park Memorial
Institute) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS),
1% penicillin-streptomycin and 1% r-glutamine.

In vitro photocytotoxicity assessed by clonogenic assay

Cells were seeded into 6-wells plates at a concentration of
9 x 10" cells per well. Following incubation for 48 h, the cells
were washed with PBS and incubated for 24 h in RPMI sup-
plemented with 2% FBS and containing each compound at
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varying concentrations. Stock solution of Ce6 was prepared in
DMSO so that the concentration of solvent never exceeded
0.1% in the medium. G4.5-Ce6 (+PEG) was prepared in water.
After two consecutive washings with PBS, fresh medium was
added and cells were irradiated at 652 nm with a Ceralas PDT
diode laser (CeramOptec GmbH, Bonn, Germany) at a fluence
of 2.5 J em™> with a fluence rate of 10 mW cm™2. The cell viabi-
lity was then evaluated by a clonogenic assay. The cells were
washed and incubated with trypsin-EDTA to prepare single-cell
suspensions from monolayer cultures. Viable cells were then
seeded in a 6-well plate at a concentration of 500 cells per well.
Ten days later, the culture medium was removed and cells
were washed and incubated 5 min at room temperature succes-
sively with 70% ethanol and 1% crystal violet solution. Then
the colonies were washed and counted. Results are given as
the percentage of surviving cells normalized to those obtained
from the control groups (drug, no light). To determine the
dark toxicity of the compounds, well plates were prepared in
the same manner as described above without irradiation.

Cellular uptake assay

FaDu cells (3 x 10* cells per well) were seeded in 24-well plates,
48 h later the cells were washed with PBS and incubated for
24 h in RPMI supplemented with 2% FBS and containing each
compound under investigation at varying concentrations. After
three consecutive washings with PBS, Solvable™ (Perkin-
Elmer) was added for 2 h at 50 °C for solubilizing cells. The
cellular uptake of Ce6 was determined from fluorescence cali-
bration curves constructed by plotting the peak height of Ce6
standard solutions in Solvable™. The calibration was linear
within this range. Error bars are the standard deviation for
three independent experiments.

Internalization pathway inhibition studies

FaDu cells (3 x 10* cells per well) were seeded in 24-well plates,
and incubated for 48 h prior to the addition of NPs. Then, the
cells were pre-incubated in RPMI 2% FBS for 30 min with
either 10 ug ml™* chlorpromazine (inhibitor of clathrin-depen-
dent endocytosis), 400 pM genistein (inhibitor of caveolae-
dependent endocytosis) or 100 pM EIPA (inhibitor of macro-
pinocytosis). The impact of low temperature was studied by
pre-incubating cells at 4 °C for 30 min prior to exposure to the
compounds. After this pre-incubation, G4.5-Ce6 (+PEG) (final
concentration 0.5 pug ml™') were added and incubated for
60 min, either in the presence of the inhibitors or at 4 °C. Ce6
uptake was measured as previously described. Results are
given as the percentage of uptake normalized to those
obtained from control groups (without inhibitors or at 37 °C).

Subcellular localization of NP with or without PEG

FaDu cells (1 x 10" cells per ml) were plated into four well
chambers Slideflask (Nunc, Roskilde, Denmark), incubated in
the dark at 37 °C with 2 pg ml™" of free Ce6 or NP-Ce6 (+PEG)
during 24 h, then rinsed and incubated with organelle specific
fluorescent probes. The ER was labelled with DiOC4 dye,
applied for 1 min at a final concentration of 2.5 mg ml™*. To
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identify the Golgi apparatus, the cells were labelled with
5 x 10° M of NBD-C4 ceramide for 30 min at 4 °C, then rinsed
with cold PBS solution and re-incubated in the RPMI 9% FBS
at 37 °C for the next 30 min. The staining of mitochondria and
lysosome was performed by cell incubation with 2 x 1077 M of
MitoTracker® Green or 7.5 x 10~ M of LysoTracker® Green for
30 min at 37 °C. Before observation, the cells were washed
with PBS to remove dyes. Double-stained cells were observed
with a confocal laser-scanning microscope (Leica SP5 X AOBS
LCSM; Leica microsystem, Wetzlar, Germany). A white light
laser (SuperK, extreme supercontinuum lasers, NKT Photonics)
was used to excite organelle specific fluorescent probes and
Ce6 at appropriate wavelengths. Fluorescence emission of Ce6
(peak 665 nm) was collected from 645 to 690 nm on one
channel (red), and fluorescence from organelle specific label-
ling was collected from 505 to 550 nm on a second channel
(green), with the pinhole locked at 600 um. A water immersion
objective (x63) was used to capture each image of 1024 x 1024
pixels. No visible photobleaching was observed during image
acquisition. Colocalization was quantified with the Pearson’s
correlation coefficient (PCC). The absolute PCC values of 1-0.7
indicate a relatively strong correlation, 0.69-0.36 indicate a
moderate correlation, 0.35-0.2 indicate a weak correlation, and
<0.2 indicates the absence of a correlation.”>*” The square of
the PCC value represents the percentage of Ce6 fluorescence
signal arising from the fluorescence of the organelle marker.>®

Fluorescence-lifetime imaging

The cell images were observed with a CLSM (FluoView™
FV1000, Olympus) with FLIM-extension (Pico Quant, Berlin).
Fluorophores were excited with a nanosecond pulse laser at
Aex = 440 nm. FaDu cells were incubated 24 h with G4.5-Ce6
(£tPEG) or free Ce6. After two consecutive washings with PBS,
fresh medium was added and cells were analyzed by using the
FLIM equipment before and after irradiation (white light
10 mW cm™?%; 5 min).

Statistical analysis

Statistical significance among two conditions was assessed
using the nonparametric Mann-Whitney test. P-value was con-
sidered at the 5% level of significance to deduce inference of
the significance of the data.

Table 1 Photophysical properties
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Results and discussion
Physical and photophysical characterization

The hydrodynamic diameter determined by DLS (Table 1) is
6.3 nm for G4.5-Ce6 and 12 nm for G4.5-Ce6-PEG (PDI of 0.23
and 0.33, respectively). The surface charge exhibits a negative
zeta potential of —17.7 mV and —8.9 mV for G4.5-Ce6 and
G4.5-Ce6-PEG, respectively, due to the presence of the carboxy-
late functions at neutral pH.

Absorption and fluorescence spectra of free Ce6, G4.5-Ce6
and G4.5-Ce6-PEG are shown in Fig. 1. The covalent binding
between Ce6 and the dendrimer results in slight changes in
the absorption spectra. A small bathochromic shift of the
lowest Q-band (2 nm) together with a moderate increase of the
bandwidth of all the absorption bands are observed for the
G4.5-Ce6 and G4.5-Ce6-PEG compared to free Ce6 (Table 1,
Fig. 1A). Similar effects were previously observed for compar-
able nanohybrids"? and have been attributed to local changes
of the refractive index due to the vicinity of the PS to each
other.?® This also indicates that the attached Ce6 molecules
interact partly, without general aggregation or structural modi-
fication when Ce6 was loaded with amide bonds on the
PAMAM G4.5 dendrimers.

The fluorescence spectra of the NPs are very similar to Ce6
in ethanol solution (Fig. 1B), but the fluorescence quantum
yield & is reduced after covalent binding (0.11 and 0.09 for
G4.5-Ce6 and G4.5-Ce6-PEG, respectively) compared to free
Ce6 (0.16)*° (Table 1). The singlet oxygen quantum yield @, is
reduced to 0.31 and 0.26, for G4.5-Ce6 and G4.5-Ce6-PEG,
respectively compared to free Ce6 (0.55). The statistical loading
of Ce6 on the dendrimer results in different PS-PS distances.
Few of them are close enough for an excitonic interaction,
resulting in non-radiative deactivation of the excited singlet
state. However, the majority of Ce6 molecules at the same den-
drimer are obviously sufficiently isolated to avoid Forster trans-
fer towards this PS pair. Therefore the probability of
quenching is much lower compared to the dendrimer con-
structs reported in Hackbarth et al.'*> The Férster radius of Ce6
can be calculated as 23 A, while the average distance between
PSs at one dendrimer is 22 A, when computed from the
measured diameter of our G4.5-Ce6 dendrimer (6.3 nm,
Table 1) and the average number of Ce6 molecules linked on
the dendrimer.?” Due to the strong dependency of the distance

Photosensitizer Amax (NM) Amax (NM) Dy (£0.05) @, (£0.02) Hydrodynamic Zeta potential
system (Q-absorption) (fluorescence) (fluorescence) (singlet oxygen) diameter (nm)/PDI (mv)

Ceb 662.5 669 0.16 0.55 N.A. N.A.

G4.5-Ceb 665 670.5 0.11 0.26 6.3/0.23 -17.7
G4.5-Ce6-PEG 664.5 671.5 0.09 0.31 12/0.33 -8.9

Amax: Maximal wavelength of absorption and fluorescence (excitation wavelength: 410 nm) in the last Q-band of the visible spectrum in ethanol.
®,: singlet oxygen quantum yield. @ : fluorescence quantum yield. Since the fluorescence quantum yield and singlet oxygen quantum yield are
determined by comparison with a known reference, the error is mainly caused by the error of the reference, and thus it has the same percentage

for all samples.
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Fig. 1 Absorption (A) and fluorescence emission (B) spectra of Ce6
(solid line), G4.5-Ce6 (dashed line) and G4.5-Ce6-PEG (dot line) in
ethanol. Ce6 concentration adapted to reach an OD of 0.1 in the Soret
band.

between molecules on the FRET (factor of 10°), variation in the
distance of only 20% causes the molecule to behave like a
monomer in solution or undergo nearly exclusively FRET
resulting in quenching. Quenching of around 40%-50%
(Table 1) appears to be reasonable in this context.

Photodynamic activity and cellular uptake

The viability of FaDu cells was evaluated by using the clono-
genic assay as a function of PS concentration. No dark cytotoxi-
city was observed after treatment with Ce6, G4.5-Ce6 or G4.5-
Ce6-PEG in the range of the tested concentrations (Fig. S17).
However, when irradiated, both dendrimer based NPs showed
a remarkable and concentration dependent phototoxicity
(Fig. 2). The ICs, values, defined as the concentration of PS at
which 50% of tumor cells survive after photoirradiation, are
displayed in the inset of Fig. 2. The ICs, of free Ce6 after 24 h
incubation and irradiation (2.5 ] cm™?) is 0.7 pg ml™" (Fig. 2).
This value is consistent with other studies using Ce6 under
similar irradiation conditions.*®?' The ICs, of G4.5-Ce6 and
G4.5-Ce6-PEG dendrimers were respectively 3 and 7 times
lower (0.1 ug ml™* and 0.3 pg m1™") (Fig. 2). The same order of
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Fig. 2 In vitro antitumor activity of free Ce6 (square), G4.5-Ce6 (round)
and G4.5-Ce6-PEG (triangle) after photoirradiation (2.5 J cm™2). FaDu
cells were treated 24 h with various concentrations of free Ce6 or vec-
torized with G4.5 dendrimers (+PEG). ICso: concentration of the PS
inducing 50% of cell death.

IC5, was reported earlier for aryl ether dendrimer Zn-
porphyrin complexes under similar experimental conditions.*”

Ce6 cellular uptake was significantly enhanced once
anchored at the surface of the dendrimer compared to free PS
(Fig. 3). Independent of the incubation concentration, the
mean uptake (slope of the uptake fitting line) is increased by a
factor of 10 for G4.5-Ce6-PEG and a factor of 22 for G4.5-Ce6
compared to free Ce6. The G4.5-Ce6 demonstrated two-fold
higher intracellular accumulation compared to G4.5-Ce6-PEG
(Fig. 3). These results are consistent with several reports
demonstrating that the presence of PEG chains negatively
affect the uptake of the nanoparticles in vitro.>>>* Besides
avoiding aggregation and preventing an opsonization during
blood circulation, the PEG layer decreases the interactions

204
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Fig. 3 Cellular uptake of free Ce6 (square), G4.5-Ce6 (round) and
G4.5-Ce6-PEG (triangle) incubated with FaDu cells during 24 h as a
function of the PS concentration.
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between the grafted chains and cell membrane leading to
reduced cellular uptake,® a phenomenon known as the “PEG
dilemma”.*® The enhanced uptake of G4.5-Ce6 and G4.5-Ce6-
PEG (Fig. 3) could be responsible for better photocytotoxicity
of dendrimer-based compounds (Fig. 2). However if the photo-
toxicity is recalculated in terms of equivalent intracellular Ce6
concentration, it appears that the phototoxicity of NPs is 3
times less efficient compared to free Ce6. A major part of this
difference can be explained by the lower singlet oxygen
quantum yield of the PAMAM G4.5-modified Ce6 (Table 1).
Moreover, subcellular localization could be of importance too.

Subcellular localization

The effect of vectorization on the subcellular distribution of
Ce6 was investigated by CLSM with specific organelle fluore-
scent probes. Co-staining of FaDu cells with Lysotracker
shows that Ce6 once associated with dendrimers was strongly
localized in the lysosomes, with a Pearson’s correlation coeffi-
cient >0.7 (Fig. 4 and 5). In contrast, free Ce6 was not found in
the lysosomes (PCC < 0.35) but distributed elsewhere in the
cell. Co-staining of Ce6-based compound mitochondria, Golgi
apparatus and the ER was performed with Mitotracker, NBD
and DioC6 respectively (Fig. 5 and S27). All compounds had
fairly the same localization pattern in these organelles, except

Ceb

G4.5-Ceb

G4.5-Ce6-PEG

Fig. 4 CLSM images of lysosomal localization of Ce6, G4.5-Ce6 and
G4.5-Ce6-PEG in FaDu cells. Left column displays confocal overlay
images. These micrographs are representative of those obtained from
three independent experiments. Right column shows the mean Pear-
son's correlation diagram. Red color corresponds to Ce6 and green
color corresponds to LysoTraker® Green. Bar = 10 pm.
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G4.5-Ce6 which is strongly confined to the Golgi apparatus
while G4.5-Ce6-PEG and Ce6 were localized moderately in this
organelle. As compared to ER or mitochondria, which are key
organelles in the apoptotic cell death pathway, the PS localiz-
ation in lysosomes is less favorable in terms of photocytotoxi-
city.**®” Thus, the next challenge could be the release of Ce6
from the dendrimer-based NP, paving the way to a further
improvement of photoefficiency.

Internalization pathway and intracellular fate of
the nanoconstructs

Fig. 6 displays an uptake inhibition carried out by incubation
of NPs with cells under different conditions. At 4 °C, the
internalization of Ce6 was unaffected, whereas the uptake of
the two Ce6-dendrimers was lowered to 45% and 18% for
G4.5-Ce6 and G4.5-Ce6-PEG, respectively. As energy-dependent
cellular processes are inhibited at low temperature, we state
that the free Ce6 internalization occurs via passive diffusion
through the plasma membrane, as has already been demon-
strated in many studies.*®*' Contrarily, the dendrimer NPs
mainly enter the cells via an active transport process. The fluore-
scence signal of Ce6 dendrimers observable at 4 °C could be
attributed to diffusion or physical adhesion on the plasma
membrane. This hypothesis is strengthened by the weaker
internalization of PEGylated compared to non-PEGylated
Ce6-dendrimers, most probably due to the well-known anti-
fouling properties of the PEG layer."*

We further assessed the energy dependent internalization
pathways as micropinocytosis, clathrin and caveolae uptake,
using EIPA, chlorpromazine and genistein respectively (Fig. 6).
We did not observe any uptake inhibition of Ce6-dendrimers
after EIPA treatment. Therefore, the macropinocytosis is not a
major cell uptake mechanism for the Ce6-dendrimers NP as
recently claimed by Yuan et al.*® Clathrin-mediated endocyto-
sis (CME) pathway is inherent solely to G4.5-Ce6, while PEGy-
lated dendrimers were indifferent to chlorpromazine-mediated
inhibition (p > 0.05). As reported by Shcharbin et al. with iden-
tical PAMAM dendrimers,** serum components will be
adsorbed at the surface of the G4.5-Ce6 to form a so called bio-
molecular corona,*® providing the receptor-ligand recognition,
necessary for CME.

On the other hand, the presence of the PEG layer leads to a
strong decrease of serum protein adsorption as demonstrated
elsewhere,”®*” and as such G4.5-Ce6-PEG dendrimers are
insensitive to the CME inhibition agent. Caveolae pathway
endocytosis was assessed with genistein-mediated inhibition
of Ce6 cellular uptake. Among both tested dendrimers, only
uptake of the negatively charged G4.5-Ce6-PEG was mediated
by the caveolae receptor-independent endocytosis pathway.
Consistent with our study, it has been reported that negatively
charged COOH terminated PAMAM G3.5 dendrimers were
endocytosed via the caveolae pathway.*®

Considering that G4.5-Ce6 and G4.5-Ce6-PEG display
similar subcellular distribution patterns in the studied orga-
nelles, except that for the Golgi apparatus (Fig. 5), these results
indicate that although the internalization mechanisms and
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Fig. 6 Effect of various endocytosis inhibitors on cellular uptake of the
PSs. FaDu cells were pre-incubated for 30 min at 4 °C without the endo-
cytosis inhibitors or at 37 °C with inhibitors. After pre-incubation, PSs
(final concentration 0.5 pg ml™) were added and incubated for 60 min,
either in the presence of the inhibitors or at 4 °C (*p < 0.05 versus the
untreated control group).

uptake of Ce6-dendrimers were different, the presence of PEG
had little impact on the intra-cellular fate of the corresponding
dendrimer. Moreover, despite the different incorporation
mechanisms between Ce6 and Ce6-dendrimer, we observed a
linear uptake in the function of PS concentration (Fig. 2). Con-
sidering the endocytosis NP-mediated pathway, compared to
diffusion transport for free Ce6, we expected the saturation
of dendrimers uptake. In all probability, the plateau could
not be reached in the range of the tested concentrations

Photochem. Photobiol. Sci.

26.27 (*p < 0.05 versus the free Ce6 group).

(0-2 pg mL™"), while for higher concentrations a saturation of
the uptake will definitely take place. Similar observations were
reported eatlier for gold nanoparticles."’

Besides that, we have been interested in the Ce6 and Ce6-
dendrimers uptake measured as a function of incubation time
(see figure below). We could observe the plateau in NPs uptake
but not for free Ce6. This shows that the incorporation of our
NPs can be saturated.

Classically, molecules that are internalized by the clathrin
pathway are known to be subjected to lysosomal degradation®”
as opposed to the caveolae route which can avoid degra-
dation.”® However it has been shown in epithelial derived
tumor cells that the caveolae and clathrin-mediated endocyto-
sis pathways are connected and ends up in lysosomes.>* Since
FaDu cells belong to this category, it seems consistent that a
certain proportion of the G4.5-Ce6-PEG is located in lysosomes.

Fluorescence lifetime imaging

Fluorescence lifetime imaging data are presented in Fig. 7.
FaDu cells were incubated for 24 h with either free Ce6 or
G4.5-Ce6 NPs. FLIM is a valuable technique to study the fluoro-
phore properties in their microenvironment, such as photo-
bleaching,*® aggregation state®® as well as their release from a
NP.”* Fluorescence lifetimes (z) were measured before and
after cell irradiation with a light dose of 3 J cm™. Before
irradiation, = values measured for G4.5-Ce6 and G4.5-Ce6-PEG
were 5.1 ns and 4.9 ns, respectively, whereas it was signifi-
cantly longer for free Ce6 (5.8 ns). After irradiation, the life-
times of G4.5-Ce6 NPs remain unchanged, while z drops to 4.3 ns
for free Ce6. Upon light irradiation, we observed a decrease
of the fluorescence intensity for free Ce6, accompanied by a
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Fig. 7 Representation of fluorescence lifetime imaging microscopy
(FLIM). FaDu cells were treated with 3 uM of free Ce6, G4.5-Ce6 or
G4.5-Ce6-PEG. After 24 h, the cells were observed under a fluore-
scence-lifetime imaging microscope before and after irradiation (A).
Average fluorescence lifetimes for each PSs were determined (B).

shortening of ¢ (Fig. 7). These changes for free Ce6, may be
due to bleaching, relocalization or interaction with the local
environment. However, no significant fluorescence lifetime
changes were observed for G4.5-Ce6 and G4.5-Ce6-PEG, point-
ing out that Ce6 is not released from the dendrimer following
irradiation.

Conclusion

PAMAM-Ce6 conjugates show a much higher photodynamic
effect due to considerable internalization in the tumor cell
model compared to free Ce6. Free Ce6 was shown to enter the
cells by a simple diffusion mechanism, while G4.5-Ce6 and
G4.5-Ce6-PEG internalization was dependent of active endo-
cytosis pathway. However, the nanoparticles behave similarly in
the cells since their subcellular localization was comparable.
As a result, PEGylated G4.5 PAMAM-Ce6 dendrimers may offer
an effective furtive biocompatible nanoparticle for photo-
dynamic treatment in a preclinical tumor model. However, the
reduced singlet oxygen quantum yield and pronounced localiz-
ation in lysosomes indicate that great improvement of the
photoefficiency of such nanoparticles is possible, if a release
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of the PS from the dendrimers after cellular uptake can be
realized.
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Chapitre 4. Caractérisation photobiologique des nanoparticules G4.5-Ce6+/-PEG

4.2 Etude du tumorotropisme des G4.5-Ce6+/-PEG par

imagerie de fluorescence

4.2.1. Introduction

A la suite de I'étude in vitro des propriétés photobiologiques des NPs composées de
dendrimere PAMAM de génération 4.5 fonctionnalisé avec la Chlorine e6 (G4.5-Ce6) ou
avec la Chlorine e6 et des groupements PolyEthylene(Glycol) (G4.5-Ce6+/-PEG), le
tumorotropisme des G4.5-Ce6-PEG a été analysé. Seule les NPs G4.5-Ce6-PEG ont été
testées in vivo du fait de la présence des groupements de furtivités (PEG) qui limitent la
reconnaissance des NPs par le systeme réticuloendothélial (RES) et augmentent leur
temps de vie dans la circulation plasmatique [117].

L’étude in vivo a été réalisée sur des souris immunodéficientes « nude » xénogreffées
avec une lignée cellulaire squameuse de carcinome de pharynx humaine (FaDu). La
biodistribution des G4.5-Ce6-PEG a été suivie par imagerie de fluorescence a la suite de
leur injection i.v..

4.2.2. Matériels et méthodes
4.2.2.1. Matériels

Les NPs G4.5-Ce6-PEG sont synthétisées en collaboration avec 1’équipe du Pr.
Schneider du Laboratoire Réactions et Génie des Procédés (LRGP, Université de
Lorraine, Nancy). Elles se composent de dendrimere PAMAM de génération 4.5 (Sigma
Aldrich, France). 32 molécules de Ce6 (LivChem GmbH) ont été greffées de fagon
covalente par dendrimere. Les détails du protocole de greffage de la Ce6 et de la
conjugaison des groupements de furtivités (polyethyleneglycol (PEG)) sont décrits en
détail dans le §4.1 (Publication E. Bastien et al., 2015).

4.2.2.2. Spectres de fluorescence

Les spectres de fluorescence de la Ce6 libre et des G4.5-Ce6-PEG sont réalisés a
l'aide d'un spectrofluorimetre LS55 (Perkin Elmer, USA). Toutes les mesures sont
effectuées dans du milieu de culture RPMI supplémenté avec 9 % de sérum de veau
foetaux (SVF), a une concentration de 0,5 pg/ml de Ce6.
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4.2.2.3. Etude du tumorotropisme des nanoparticules
Animaux et condition d’expérimentation

L’ensemble des expérimentations a été réalisé sur des souris « nude » femelles dgées
de 6 semaines de 18 - 20 g (fournisseur Janvier®, St Berthevin, France). Les animaux
sont maintenus en animalerie sous conditions standards (température ambiante 22 -
23°C, cycle lumiere/obscurité de 12h) avec un acces libre a la nourriture et a ’eau. Les
expérimentations débutent a la suite d’'une période d’acclimatation de deux semaines.
Toutes les procédures d’expérimentation animale sont réalisées en accord avec la directive
européen 2010/63/UE, selon les recommandations du Comité National de Réflexion
d’Ethique sur I'Expérimentation (décrites dans le « Guide for care and use of laboratory

animals »).

Ftude d’imagerie de fluorescence

Les cellules FaDu (3 x 10°) sont injectées en sous-cutanée entre les deux omoplates
des souris. Quand les tumeurs xénogreffées atteignent une taille de 100 — 150 mm?, 100
ul d’une solution saline contenant soit la Ce6 libre ou les G4.5-Ce6-PEG ([Ce6] = 2,5
mg/kg) est injectée en i.v. dans la veine caudale (n = 5 par condition). Le suivie de la
distribution des PSs par fluorescence a été réalisé a différents temps post-injection (30
min, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 24 et 48 h) a 'aide d’un systeme d’imagerie de fluorescence
du petit animal (FluorVivoTM 300, INDEC BioSystems). Irradiation LED (Aex. = ~570
— 610 nm ; Aew. = 630 — 690 nm). Les souris sont maintenues sous anesthésie gazeuse a 3
- 5 % d’isoflurane (Abbott, France), pour la greffe et les prises d’image.

Apres soustraction du bruit de fond aux images, un code couleur, allant du vert au
blanc, est appliqué en fonction des intensités de fluorescence détectées (faible a forte
respectivement). Un résultat représentatif est présenté.

4.2.3. Résultats et Discussion

Apres l'injection i.v. de la Ceb6 libre ou des G4.5-Ce6-PEG dans la veine caudale,
leur distribution au cours du temps a été monitorée in vivo par un systeme d’imagerie

de fluorescence (FIG. 4.1 et 4.2, respectivement).
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Chapitre 4. Caractérisation photobiologique des nanoparticules G4.5-Ce6+/-PEG
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FIG. 4.1 Imagerie de fluorescence de souris « nude » xénogreffée avec des cellules FaDu,
injectée en i.v. avec une solution de Chlorine €6 (2,5 mg/kg).

Le cercle rouge et la fléche noire indique respectivement I'emplacement de la tumeur et du foie
(n = 5).

Deés 1 h apres 'injection intraveineuse de la Ceb6 libre, un fort signal de fluorescence
est détecté dans le foie (indiqué par une fléche noire), puis ce signal est maintenu dans
’ensemble du corps jusqu’a 4 h post injection (FIG. 4.1). La Ce6 libre ne présente qu’'une
faible accumulation tumorale préferentielle (représenté par un cercle rouge) comparée a
I’ensemble du corps a 4 h post injection.

Ces résultats sont en accords avec la littérature qui ont démontré de la méme fagon

une accumulation rapide dans les tissus hépatiques et une spécificité limitée pour les

tissus tumoraux de la Ce6 libre suite a son injection i.v. [56].
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4.2 Etude du tumorotropisme des G4.5-Ce6+/-PEG par imagerie de fluorescence
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FIG. 4.2 ITmagerie de fluorescence de souris « nude » xénogreffée avec des cellules FaDu,
injectée avec une solution de G4.5-Ce6-PEG (Ce6 = 2,5 mg/kg).

Le cercle rouge indique 'emplacement de la tumeur (n = 5).

Le suivie par fluorescence de la biodistribution des G4.5-Ce6-PEG s’est avéré étre
impossible (FIG. 4.2). En effet, a la suite de l'injection de la G4.5-Ce6-PEG seul un tres
faible signal de fluorescence a été détecté au niveau du foie a partir de 4 h jusqu’a 8 h
post injection. Le foie étant un organe d’accumulation préférentielle des NPs, la forte
concentration hépatique des G4.5-Ce6-PEG explique le signal observé par imagerie de
fluorescence (FIG. 4.2). L’absence de fluorescence in vivo des G4.5-Ce6-PEG peut étre
expliquée par leur faible intensité fluorescence dans un environnement biologique, comme
le présente les spectres de fluorescence réalisés dans du milieu de culture supplémenté
avec 9 % de sérum de veau feetaux (FIG. 4.3). En effet, le greffage de la Ce6 en périphérie
des dendrimeres G4.5 se traduit par une diminution d’environ 13 fois de son intensité de
fluorescence dans le RPMI 9 % SVF. Par ailleur, une faible fluorescence in vivo laisse
généralement présager une efficacité PDT limitée de ces NPs.



Chapitre 4. Caractérisation photobiologique des nanoparticules G4.5-Ce6+/-PEG
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FIG. 4.3 Spectres de fluorescence de la Ce6 (noir) et des G4.5-Ce6-PEG (rouge) dans du
milieu de culture RPMI supplémenté avec 9 % de sérum de veau foetaux.

4.3 Conclusion

Les dendrimeres PAMAM de génération 4.5 se sont présentés in vitro comme de bons
vecteurs de la Ce6, en potentialisant son internalisation cellulaire via un mécanisme
d’endocytose. Cette accumulation intracellulaire accrue des NPs a permis d’accroitre
lefficacité PDT de la Ce6. Néanmoins, 1éfficacité des NPs par molécule de Ceb6
internalisé est limitée, par sa localisation lysosomal et par son faible rendement quantique
en oxygene singulet.

De plus, I’étude in vivo des G4.5-Ce6-PEG par imagerie de fluorescence c’est révélée
impossible du faite de leur faible potentiel fluorescent en milieu biologique. Une seconde
étude de biodistribution par exérese des organes, extraction chimique et quantification
par spectrofluorimetrie des NPs est envisageable. Néanmoins, le suivie d’un traitement
PDT par fluorescence sera impossible avec les G4.5-Ce6-PEG. De plus un faible
rendement quantique de fluorescence en milieu biologique laisse présager un faible
rendement quantique d’oxygene singulet et ainsi un effet PDT limité des G4.5-Ce6-PEG.

Pour pallier ces problemes, des nouvelles NPs permettant un relarguage controlé de
la Ceb ont été synthétisées par le Pr. Scheinder. Elles se composent d’un dendrimere
PAMAM fonctionalisé via une liaison ester avec la Ce6. Lorsque la Ce6 est liée en
périphérie du dendrimere, la NP serait inactive et devrait présenter un faible rendement
quantique d’oxygene singulet en milieu biologique. Par la suite en présence d’estérase, le
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4.8 Conclusion

lien ester reliant la Ce6 aux dendrimeres sera clivé libérant ainsi la Ce6. La Ce6 libre
retrouvera ses propriétés photophysiques initiales avec notamment un rendement

quantique d’oxygene singulet restauré.

La composition, la caractérisation ainsi que 1’étude préliminaire des nouvelles NPs

sont recensées dans le chapitre suivant.
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Nanoparticules clivables a base de
dendrimere PAMAM et de Chlorine e6

5.1 Introduction

A ce jour, les nanoparticules (NP) a libération contr6lée ont suscité l'intérét de
nombreuses équipes. La libération peut étre le résultat de stimuli extérieurs comme le
pH ou la température, mais peut aussi résulter d’un clivage enzymatique du lien reliant
le principe actif au vecteur. Le greffage des molécules actives en périphérie des
dendrimeres peut étre réalisé avec des liaisons bioclivables, comme des liens ester clivables
par des estérases [244] ou des peptides qui sont spécifiquement reconnu par des enzymes
surexprimées dans les cancers comme les métaloprotéases matricielles (MMP)[245].
Récemment, le paclitaxel (PTX) a été conjugué a des dendrimeres PAMAM de
génération 4 wvia un lien peptidique clivable par les Cathepsin B, enzyme lysosomale
surexprimées dans les cancers du sein [246]. Les dendrimeres-PTX ont démontré sur un
modele de souris xenogreffé une réduction tumorale remarquable comparé a la PTX libre.
Les souris traitées avec les dendrimeres-PTX présentent un volume tumoral 48% et 34%
inférieur aux souris traitées par la PTX libre, 2 et 3 semaines suivant le traitement
respectivement. Cette conformation a permis de potentialiser 'efficacité de la PTX tout
en ciblant son action due a la présence de Cathepsin B dans les tissus tumoraux.

En PDT, des dendrimeres composés de 18 molécules de 5-acide aminolévulinique
(ALA) couplés par des liens ester au dendrimeére ont été synthétisés [230]. L’ALA est une
prodrogue qui va induire, via la voie de I’héme, la synthese intracellulaire d’un
photosensibilisateur : la protoporphyrine IX (PpIX). Grace au clivage des liaisons ester,
une fois dans la cellule, les molécules d’ALA sont libérées et génerent la PpIX [233]. Des
études ont montré une production plus efficace et continue de PpIX avec les dendrimeres
comparé a ’ALA apres leur administration intra-péritonéale chez des rongeurs ou apres
leur administration topique [231], [232] et systémique chez des souris xénogreffées [247].
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5.2 Matériels et méthodes

Les NPs (G4.5-Ce6+/-PEG) composées de dendrimere PAMAM fonctionnalisé avec
la Ce6 wia un lien amide ont démontré, dans le chapitre 4, des faibles rendements
quantiques de fluorescence et d’oxygene singulet qui limitent leur utilisation en imagerie
de fluorescence sur petit animal, et leur efficacité PDT. Pour pallier ces limitations,
I'utilisation d’une liaison clivable reliant la Ce6 au dendrimere semble étre une solution
intéressante. Le clivage de la Ce6 permettrait de relarguer la Ce6 qui sous forme libre
retrouverait ses propriétés photophysiques initiales et son efficacité PDT.

Dans la présente étude des dendrimeres de Génération 5 présentant 128 groupements
alcool en périphéries, ont été fonctionnalisés avec la Ce6 wia des liaisons esters. Leur
caractérisation a notamment mis en évidence en solution que la production d’oxygene
singulet (espéce cytotoxique majoritairement responsable de l'effet PDT) de la Ce6 était
inhibée par son greffage au dendrimere puis restaurée apres son clivage. Cette étude
préliminaire a montré la potentialité de ces NPs pour de futures études d’efficacité PDT

in vitro et in vivo.

5.2 Matériels et méthodes

5.2.1. Synthese des nanoparticules clivables

Les NPs sont synthétisées en collaboration avec l’équipe du Pr. Schneider du
Laboratoire Réactions et Génie des Procédés (LRGP, Université de Lorraine, Nancy).
Comme décrit précédemment elles se composent de dendrimere PAMAM de génération
5 & coeur éthyléne diamine possédant 128 groupements alcool en surface (Sigma Aldrich,
France). 32 molécules de Ce6 (LivChem GmbH, Allemagne) ont été greffées de fagon
covalente par dendrimere wvia une liaison ester. La Ce6 (32,9 mg, 5,52 10° mole), du
dicyclohexylcarbodiimide (11,39 mg, 5,52 10 mole) et du N-hydroxysuccinimide (6,35
mg, 5,52 10 mole) sont dissous dans 10 ml de DMSO anhydre et le mélange est agité a
température ambiante pendant 6 h sous atmosphere d’argon. Puis les dendrimeres
solubilisés dans une solution de 2 ml de DMSO sont ajoutée au mélange sous agitation a
température ambiante durant 48 h sous argon. 10 ml d’eau sont ajoutés au milieu
réactionnel. Le mélange est ensuite dialysé 72 h contre de I'eau.

5.2.2. Caractérisation

Rendement quantique de Fluorescence

Les spectres de fluorescence et d’absorption de la Ceb6 libre ou vectorisée sont réalisés
a l'aide d'un spectrofluorimetre LS55 et d'un spectrophotometre Lambda 35 (Perkin
Elmer, USA), respectivement. Toutes les mesures sont effectuées dans 1’éthanol a une
concentration de 0,5 png/ml de Ce6, qui correspond a une densité optique de 0,1 a la
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Chapitre 5. Nanoparticules clivables a base de dendrimére PAMAM et de Chlorine e6

longueur d’onde d’excitation (Aee. = 410 nm). L’équation (1) utilisée pour déterminer les
rendements quantiques de fluorescence est :

Si

(pfluoi = d)fluost X (E) (n_zf) (1)

Nngt

Avec :

D fuost : Rendement quantique de fluorescence de I’échantillon de référence
(ici la Ce6 ®FL = 0,16 ; [236])

D i - Rendement quantique de fluorescence de I’échantillon i

S; at Sy : Intégral des spectres de fluorescence de ’échantillon i et standard
n; et ny @ Indice de réfraction des solvants de I’échantillon i et standard

5.2.3. Clivage de la Chlorine €6 par augmentation du pH

Les NPs clivables sont au préalable solubilisées dans I’eau. Dans un premier temps
une solution de NaOH est ajoutée afin d’augmenter le pH a 11, pour permettre le clivage
des liaisons esters et le relargage de la Ce6. Puis le pH est rétablit a 7 par addition d’une
solution de HCI. La solution est ensuite filtrée a 10 KDa a 'aide d’un filtre Ultracel® -
10K (Millipore, Germany).

Des spectres d’absorbance sont réalisés avant la filtration puis sur le filtrat et sur le
surnagent obtenus a l’aide d’un spectrophotometre Lambda 35 (Perkin Elmer, USA).

En parallele, les mesures de génération d’oxygene singulet sont réalisées avant le
clivage, apres l'ajout de NaOH (pH = 11) et a la suite de 'ajout de HCI (pH = 7). La
cinétique de la luminescence de l'oxygene singulet est évaluée a 1’aide d’un compteur
multi photon corrélé dans le temps qui utilise un détecteur NIR PMT H10330-45 de
Hamamatsu. L’installation est identique au systéme de détection de la luminescence de
l'oxygene singulet TCMPC1270 (SHB Analytics, Allemagne). Les profils d’intensité
d’excitation, la forme temporelle et le spectre de 'excitation pulsée utilisant une LED
aux alentours de 400 nm sont décrits par Harckbarth et al. [103].

5.2.4. Etude du tumorotropisme des nanoparticules
Animaux et condition d’expérimentation

L’ensemble des expérimentations a été réalisé sur des souris « nude » femelles dgées
de 6 semaines de 18 - 20 g (fournisseur Janvier®, St Berthevin, France). Les animaux
sont maintenus en animalerie sous conditions standards (température ambiante 22-23°C,
cycle lumiere/obscurité de 12h) avec un acces libre a la nourriture et a l'eau. Les
expérimentations débutent, a la suite d'une période d’acclimatation de deux semaines.
Toutes les procédures d’expérimentation animale sont réalisées en accord avec la directive
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5.8 Résultats et discussion

européen 2010/63/UE, selon les recommandations du Comité National de Réflexion
d’Ethique sur I'Expérimentation (décrites dans le « Guide for care and use of laboratory

animals »).

Ftude d’imagerie de fluorescence

Les cellules d’adénocarcinome colorectale HT29 (3 x 10°) sont injectées en sous-
cutanée sur le flanc droit des souris. Quand les tumeurs xénogreffées atteignent une taille
de 100 — 150 mm?, 100 pl d’une solution saline des NPs clivables ([Ce6] = 2,5 mg/kg) est
injectée en i.v. dans la veine caudale (n = 2). Le suivie de la distribution des PSs par
fluorescence a été réalisé a différents temps post-injection (30 min, 1 h, 2 h, 4 h, et 24 h)
a l'aide d’'un systeme d’imagerie de fluorescence du petit animal (FluorVivoTM 300,
INDEC BioSystems). Irradiation LED (Aee. = ~570 — 610 nm ; Aew. = 630 — 690 nm). Les
souris sont maintenues sous anesthésie gazeuse a 3 - 5 % d’isoflurane (Abbott, France),
pour la greffe et les prises d’image. Apres soustraction du bruit de fond aux images, un
code couleur, allant du vert au blanc, est appliqué en fonction des intensités de
fluorescence détectées (faible a forte respectivement). Un résultat représentatif est
présenté.

5.3 Résultats et discussion
Caractérisation photophysique

Les spectres d’absorption et de fluorescence de la Ce6 et des NPs dans I’éthanol sont
présentés en FIG. 5.1. Le greffage covalent de la Ce6 aux dendrimeres se traduit par de
légers changements du spectre d’absorption comprenant un faible déplacement vers la
droite des bandes Q. Les spectres de fluorescence de la Ce6 libre ou liée aux dendrimere
réalisés dans I’éthanol sont similaires. A partir de ces mesures, les rendements quantiques
de fluorescence des deux formulations ont été calculés. A la suite de son greffage la Ce6
présente un rendement quantique de fluorescence (®p, = 0,15) réduit de 10 % comparé
a la Ce6 libre (®rL = 0,16). Contrairement, aux NPs G4.5-Ce6+/-PEG les NPs clivables
ne présentent pas de forte diminution du rendement quantique de fluorescence comparé
a la Ce6. Ces résultats laissent présager leur possible utilisation en imagerie de
fluorescence in vivo contrairement aux résultats présentés dans le chapitre précedent avec
les G4.5-Ce6+/-PEG (§4.2).
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Chapitre 5. Nanoparticules clivables a base de dendrimére PAMAM et de Chlorine e6
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FIG. 5.1 Spectres d’absorption (A) et spectres de fluorescence (B) des nanoparticules
clivables (rouge) et de la Chlorine €6 (bleu) dans I’éthanol.

Clivage de la Ceb

Comme le démontre la FIG. 5.2, I'alcalinisation du pH peut étre utilisée pour cliver
la liaison ester qui relie la Ce6 aux dendrimeres. Les NPs préalablement solubilisées dans
I’eau ont été soumises a une augmentation du pH a 11 par I'addition d'une solution de
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5.8 Résultats et discussion

NaOH. Par la suite, apres neutralisation, la solution des NPs est filtrée a 10 KDa afin de
séparer des NPs la Ce6 clivée qui se retrouvera dans le filtrat.

Les spectres d’absorbance présentés en FIG. 5.2, ont été réalisés avant et a la suite
de la filtration a partir du filtrat et du surnageant obtenu. Le spectre d’absorbance des
NPs clivables, réalisé suite a l’alcalinisation et a la neutralisation du pH de la solution,
présente deux maximums au niveau du dernier pic d’absorption a 638 nm et a 670 nm
(spectre jaune). A la suite de la filtration de la solution de NPs, les spectres d’absorption
du surnageant et du filtrat présente respectivement une derniere bande Q avec un
maximum a 670 nm et a 638 nm. Le filtre utilisé ne laissant passer que les molécules
d’'une taille supérieure a 10 KDa, les dendrimeres d’une taille d’environ 29 KDa sont
retenus dans le surnageant et la Ce6 clivée (596,68 Da) se retrouve dans le filtrat. Dans
ces conditions, le pic observé & 638 nm avec la solution non-filtrée et le filtrat (spectres
orange et violet respectivement) correspond a la Ce6 relarguée des NPs suite au clivage
de la liaison ester par le pH 11. Cependant, il faut prendre en considération que
I’alcalinisation du pH ne clive pas la totalité des liaisons ester présentes. En effet un
grand nombre de Ce6 conjugué aux dendrimeres se retrouve séquestré dans le surnageant
a la suite de la filtration et présente au niveau de leur spectre d’absorption une derniere
bande Q avec un maximum a 670 nm (spectre bleu).
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FIG. 5.2 Spectres d’absorptions des NPs apres alcalinisation et neutralisation du pH dans
I'eau (jaune), et a la suite de leur filtration & 10KDa sur le surnagent (bleu) et sur le
filtrat (violet).

Les NPs clivables sont solubilisées dans ’eau puis le pH est augmenté a 11 par ajout de NaOH
et neutralisé (pH = 7) par addition de HCI. Un spectre d’absorption est réalisé sur la solution de
NPs & pH 7. Puis la solution est fltrée 10 KDa, et les spectres d’absorption sont réalisés sur le

filtrat et sur le surnageant.
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FIG. 5.3 Production d’oxygene singulet par les nanoparticules clivables, avant clivage et
a la suite du clivage dans une solution aqueuse a pH basique (pH = 11) ou neutre (pH
=7).

Les NPs clivables sont solubilisées dans ’eau puis le pH est augmenté & 11 par ajout de NaOH
et neutralisé (pH = 7) par addition de HCIl. Les mesures sont réalisées a chaque étape, par
détection directe de la luminescence de I'oxygene singulet a 1260 nm.

La production d’oxygene singulet par les NPs a été déterminée en solution dans I'eau,
apres I'alcalinisation du pH a 11 et apres sa neutralisation (pH = 7). Comme le présente
la FIG. 5.3, les NPs présentent, avant l’alcalinisation du pH, une faible production
d’oxygene singulet, qui est fortement inférieure a celle mesurée a pH 11 ou 7 (a la suite
du clivage).

Cette augmentation du signal observée apres 'alcalinisation et la neutralisation du
pH, peut étre la conséquence de différents phénomenes. Le plus probable est le clivage
de la liaison ester reliant la Ce6 au dendrimere, qui engendre le relargage de la Ce6. Ainsi
libre elle retrouvera ses propriétés photophysiques initiales dont un rendement quantique
d’oxygene singulet élevé. Cependant ce résultat est qualitatif est non quantitatif, du fait
de l'intervention d’autres phénoménes.

En effet, les groupements -COOH de la Ce6 sont protonés a de faible pH.
L’alcalinisation du pH peut engendrer une déprotonation de ses groupements qui
conduira a une modification de ces propriétés chimiques et photophysiques. Ainsi les
interactions entre la Ce6 et 'oxygene moléculaire peuvent étre modifiée, influengant par
conséquent I'amplitude du signal de la luminescence de I'oxygene singulet mesuré.

De plus, I'ajout de base et d’acide dans la solution aqueuse contenant les NPs, induit
une augmentation des sels présents qui par conséquent potentialisera la solubilité de la
Ce6 dans 'eau. La Ce6 etant plus soluble, ses interactions avec l'oxygene moléculaire
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5.8 Résultats et discussion

dissout dans le solvant peuvent étre favorisées, et ainsi la production d’oxygene singulet
pourrait étre potentialisée.

Ces mesures préliminaires de 'impact du clivage de la liaison ester sur la production
d’oxygene singulet de la Ce6 nécessitent de nombreux controles avec la Ce6 libre dans
les méme conditions expérimentales testées (pH, acide, base). Néanmoins, ces résultats
nous suggerent qualitativement que la production d’oxygene singulet des NPs est
fortement potentialisée par le clivage de la liaison ester qui relie la Ce6 au dendrimere.
L’oxygene singulet étant 'acteur majeur de l'efficacité PDT, le relargage de la Ce6 a
partir des NPs laisse présager un effet PDT augmenté.

TAB. 5.1 Temps de vie de I’état triplet des nanoparticules clivables et le temps de vie
de l'oxygene singulet dans les différentes solutions (eau, pH = 11 et pH = 7).

T (1s) Ta (1s)

+/-0.1 +/-02
NP Non-clivée 7,3 2,4
NP Clivée (pH = 11) 1,8 3,8
NP Clivée (pH = 7) 1,8 3,5

A partir des mesure de production d’oxygene singulet par détection de la
luminescence a 1260 nm, deux parametres, indicateurs de I'état de la Ce6 et de son
environnement, peuvent étre déterminés : le temps de vie de ’état triplet de la Ce6 (T 1)
et le temps de vie de I'oxygene singulet (ta). Ces temps de vie sont recensés en TAB.
5.1.

A la suite du clivage de la liaison ester, le temps de vie de I’état triplet de la Ceb6 est
diminué de 7,3 a 1,8 ps (TAB. 5.1). Cette diminution de 4 fois du temps de vie peut étre
attribuée a une plus grande accessibilité de la Ceb6 libre a I'oxygene moléculaire dissout
dans le solvant. Ainsi, un long temps de vie de ’état triplet du PS, indiquerait une faible
disponibilité de 1'oxygenes moléculaire a proximité du PS. Dans cette configuration, il
est raisonnable de penser que l'oxygene ne peut pas accéder aussi rapidement a la Ce6
lice en périphérie du dendrimere qu’a la Ce6 libre. En périphérie du dendrimere, la
concentration locale en Ce6 est élevée (~32 molécules de Ce6/dendrimere) et peut limiter
le nombre de molécules d’oxygene disponible par molécule de Ce6. A la suite du clivage,
la Ceb se retrouve libre dans le solvant et devrait ainsi étre plus accessible aux quenchers
dissout dans le solvant. La Ce6 libre dans son état triplet sera quencher plus rapidement
et son temps de vie de I'état triplet sera par conséquent diminué. Une étude a démontré
que l'inclusion de porphyrines au sein de cyclodextrine, augmentait considérablement le
temps de vie de leur état triplet [248]. En effet, I'inclusion dans la cavité interne des
cyclodextrines procure une protection des porphyrines contre leur quenching par collision
avec les molécules du solvant. Ainsi dans cette étude les changements de temps de vie
de I'état triplet du PS a la suite de leur conjugaison aux cyclodextrines ont été attribués
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aux modifications d’interactions entre les molécules du solvant et la porphyrine libre ou
complexée aux cyclodextrines.

Le temps de vie de 'oxygene singulet dans I'eau est habituellement de 3,7 +/- 0,1
ns [103]. Par conséquent, les temps de vie de l'oxygene singulet mesurés dans l'eau
doivent toujours se situer aux alentours de cette valeur, comme c’est le cas pour les
mesures post clivage des NPs a pH 11 et 7 avec des temps de vie respectifs de 3,8 et 3,5
ns (TAB. 5.1). Par contre, 'amplitude du signal de luminescence mesuré avant le clivage
des NPs étant faible, elle remet en cause la fiabilité du temps de vie mesuré a 2,4 ps.

Pour finir on observe que la neutralisation du pH a 7 apres le clivage (pH = 11)
n’influence pas les temps de vie de I'état triplet ou de I'oxygene singulet.

Ftude préliminaire in vivo des nanoparticules clivables

La caractérisation des NPs ayant démontrée la potentialité de 1'utilisation dune
liaison ester clivable entre la Ce6 et les dendrimeres. Le tumorotropisme des NPs clivables
a été testé in vivo sur un modele de souris « nude » porteuse de tumeur HT29, par
imagerie de fluorescence. Cette étude préliminaire est présentée en FIG. 5.4. Suite a leur
injection i.v. les NPs clivables s’accumulent rapidement dans les tissus tumoraux,
délimités par un cercle violet, dés 30 min post-injection. Cette localisation tumorale des
NPs clivables est supérieure au reste du corps a partir de 4 h et persiste jusqu’a 24 h
post-injection.
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1500

1000

500
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FIG. 5.4 Imagerie de fluorescence de souris « nude » porteuses de tumeur HT29 injectée

en i.v. avec une solution de nanoparticules clivables ([Ce6] = 2,5 mg/kg).
Le cercle violet indique I'emplacement de la tumeur. (n = 2)
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5.4 Conclusion

Comparativement aux résultats obtenus avec la Ce6, présentés dans le (§4.2), qui
démontrent une localisation tumorale maximale a 1h post-injection associée a une
élimination rapide, les NPs clivables présentent une accumulation tumorale accrue qui
persiste dans le temps. Cependant ces résultats sont qualitatifs et nécessitent des
expériences complémentaires pour confirmer ces résultats. Nottament les essais seront
réalisés sur le méme model murin que dans I'étude précedente, des souris « nude »

porteuses de tumeurs FaDu.

5.4 Conclusion

Les résultats prometteurs obtenus dans ce chapitre, nous permettent d’envisager la
suite de 1’étude avec I'utilisation en solution d’estérase de foie bovine pour cliver les
liaisons esters. In vitro et in vivo, la conjugaison de la Ce6 en périphérie des dendrimeres
via une liaison ester clivable permettrait d’obtenir une NP qui en absence d’enzyme
produit peu d’oxygene singulet comparé a la Ce6 libre. Puis sous 'action d’estérases la
liaison ester sera clivée, la Ceb sera libérée et la production d’oxygene singulet sera
potentialisée.

En parallele, en démontrant un fort rendement quantique de fluorescence, ces NPs
ont pallié les limites observées in wvivo avec les G4.5-Ce6+/-PEG en imagerie de
fluorescence, tout en potentialisent la localisation tumorale de la Ce6.

L’ensemble des résultats recensés présente les NPs clivables composés de dendrimere
PAMAM fonctionnalisé avec de la Ce6 wvia des liaisons ester comme des vecteurs
prometteurs. Des études supplémentaires sont nécessaire pour dans un premier temps,
mettre en évidence le clivage in vitro des liaisons ester et par la suite tester leur activité
photodynamique in vitro puis in vivo sur un modele murin préclinique.
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Les dendrimeres sont des macromolécules polymériques qui se caractérisent par une
structure tridimensionnelle hautement ramifiée. Ils ont été étudié durant ces
dernieres années comme systeme de transport de nombreuses molécules [171], [249] pour,
potentialiser leur efficacité thérapeutique en diminuant les doses utilisées, réduire leur
toxicité, améliorer leur profil de pharmacocinétique et cibler les tissus pathologiques. Du
fait de leurs caractéristiques : une petite taille (2 - 10 nm de diametre), une hydro-
solubilité, une structure spécifique comprenant des cavités internes et de nombreux
groupements périphériques fonctionalisables, les dendrimeres sont de vecteurs
prometteurs pour des composés photosensibilisants. La  vectorisation des
photosensibilisateurs par greffage covalent et par encapsulation permet leur
monomeérisation, leur solubilisation, et potentialise leur activité photosensibilisatrice. Un
avantage supplémentaire des systemes de vectorisation est la possibilité de cibler
passivement des tissus tumoraux grace a l'effet EPR. Dans ce contexte, de nouvelles
formulations photoactivables a base de dendrimere ont été développées pour favoriser
lefficacité des traitements PDT. Quatre constructions, présentant chacune des avantages
et des inconvénients, ont été recensées dans la littérature [215]. Néanmoins, une
construction permettant le greffage covalent d'un grand nombre de PS en périphérie des
dendrimeres a retenu notre attention. Elle pourrait permettre d’obtenir une concentration
tumorale élevée en PS, nécessaire pour un traitement photodynamique. De plus,
I'utilisation de liaisons covalentes évite le relargage non controlé des PSs observé lors de
leur complexation non-covalente a des NPs tels que des liposomes [250].

Les dendrimeres Poly(amidoamine) (PAMAM) se présentent actuellement comme la
classe de dendrimeres qui est la moins toxique, non-immunogene, la plus étudiée pour
des applications biomédicales et commercialement disponible [179], [251]. Leur synthese
est une répétition de séquence d’étapes réactionnelles qui donne lieu a une génération de
dendrimere supérieure (G1 — 2 - 3 - 4...) dont chacune présente une taille et un nombre
de groupements amine périphériques croissants. Chaque séquence de synthese des
dendrimeres PAMAM se compose de 2 étapes réactionnelles qui peuvent étre
interrompues pour donner naissance a des demi-générations (G1.5 — 2.5 -...) présentant
en surface des groupements carboxyle. Les groupements de surface, amine et carboxyle,
procurent respectivement une charge de surface positive et négative aux dendrimeres de
génération complete et de demi-génération. Ainsi, les générations completes, de par leurs
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interactions avec les membranes cellulaires chargées négativement, présentent une

toxicité supérieure aux demi-générations [180].

Pour cette étude, nous avons synthétisé deux constructions a base de dendrimeres
PAMAM de génération 4.5 ou 5 respectivement fonctionnalisés avec 32 molécules de
Chlorine e6 (Ce6) conjuguées via une liaison covalente de type amide (G4.5-Ce6 et G5-
Ce6). La Ce6 est un photosensibilisateur choisi pour ses propriétés photophysiques
favorables [44] et sa structure moléculaire comportant 3 groupements COOH qui facilite
son greffage covalent a de nombreux vecteurs. La caractérisation des NPs en solution a
permis de déterminer que le greffage covalent de la Ce6 n’a pas dramatiquement altéré
ses propriétés photophysiques essentielles a la PDT (rendement quantique en oxygene
singulet), comparé a d’autres études ou le greffage de la Pheo-a a des dendrimeres PPI a
diminué de 10 fois le @4 [234]. En effet, il est fréquent que la complexation de PSs a des
NPs diminue le rendement quantique d’oxygene singulet due a un quenching des PSs qui
conduit par la suite & une diminution de leur efficacité PDT [225], [234].

Par la suite, sur une lignée cellulaire squameuse de carcinome de pharynx humaine
(FaDu), I'utilisation de faible concentration de dendrimeére n’a pas mis en évidence une
cytotoxicité accrue des dendrimeres G5 ou G4.5. La vectorisation de la Ce6 par les
dendrimeres a globalement potentialisé son efficacité PDT en augmentant son
internalisation cellulaire. Néanmoins, les G5-Ce6 ont présenté une efficacité PDT
moindre comparé au G4.5-Ce6, qui s’est caractérisée par une production intracellulaire
d’oxygene singulet limitée. Les polyamines en milieu biologique sont des quenchers de
I'oxygene singulet et, du fait de leur charge positive, peuvent réduire la production
d’oxygene singulet des PSs chargés négativement par la mise en place d’interactions
ioniques [64], [237].

Pour de futures études in vivo, des groupements de furtivité Poly(éthyleneglycol)
(PEG) ont été conjugués en périphérie des G4.5-Ce6, afin d’augmenter leur temps de vie
dans la circulation sanguine en limitant leur reconnaissance par le RES [193]. Ainsi la
suite de I’étude sur les FaDu a été réalisée avec les G4.5-Ce6 +/-PEG. La concentration
en Ce6 induisant 50% de mortalité cellulaire (ICs)), des G4.5-Ce6 et des G4.5-Ce6-PEG
a été respectivement 3 et 7 fois inférieure a celle de la Ce6 libre. Le méme ordre d’ICs; a
été observé auparavant avec des dendrimeres aryl ether a coeur de Zn-porphyrine dans
les mémes conditions expérimentales [221]. L’explication la plus pertinente est que les
dendrimeres PAMAM favorisent I'internalisation cellulaire de la Ce6. La concentration
intracellulaire en Ce6 est plus importante avec l'utilisation des deux constructions
dendrimeriques comparé a la Ce6 libre. Indépendamment des concentrations incubées,
I'incorporation de la Ceb6 est globalement augmentée d’un facteur de 10 avec les G4.5-
Ceb6 et de 22 avec les G4.5-Ce6-PEG. La différence d’internalisation de 2 fois observée
entre les G4.5-Ceb6 et les G4.5-Ce6-PEG, est le résultat de la présence des PEG chargés
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négativement qui limite les interactions entre les NPs et les membranes cellulaires
aboutissant a une réduction de leur incorporation [252]. Ce phénomene est connu sous le
nom de « PEG dilemma » [253].

Les études a 4°C, température inhibant 1’ensemble des mécanismes actifs
d’internalisation, ont démontré que les G4.5-Ce6+/-PEG sont incorporés wvia un
mécanisme d’endocytose, contrairement a la Ce6 libre qui traverse par diffusion passive
les membranes plasmiques [43], [254]-[256]. A la suite d’inhibitions spécifiques des
différentes voies d’endocytose, I'intervention de la voie d’endocytose clathrine dépendante
(CME pour « clathrin-mediated endocytosis ») dans I'internalisation des G4.5-Ce6 a été
mise en évidence. Shcharbin et al. ont démontré que les composants du sérum s’absorbent
en surface de dendrimeres PAMAM identiques au notre, et forment des complexes qui
procurent la reconnaissance récepteur-ligand nécessaire au CME [257]. D’autre part,
comme il a souvent été démontré que la présence de PEG en surface des NPs limite
'absorption des protéines du sérum [258], [259], et explique pourquoi I'internalisation des
G4.5-Ce6-PEG n’est pas altérée par I'inhibition de CME. D a leur charge négative, les
G4.5-Ce6-PEG sont internalisés par la voie d’endocytose médiée par les calvéolines, un
mécanisme récepteur indépendant. En accord avec nos résultats, il a été rapporté que les
dendrimeres PAMAM (3.5 chargés négativement sont endocytés par la voie dépendante
des calvéolines [260]. I a été démontré, sur des cellules tumorales épithéliales comme les
FaDu, que les molécules internalisées par les voies d’endocytose clathrine et calvéoline
dépendantes s’accumulent dans les lysosomes [261]. Ainsi les G4.5-Ce6+/-PEG ont
démontré une localisation lysosomale prononcée contrairement a la Ce6 libre qui est
internalisée par diffusion passive.

Pour obtenir une efficacité PDT optimale des NPs, la Ce6 doit étre relarguée des
dendrimeres et s’échapper des lysosomes pour se redistribuer dans les organites plus
propices & induire la mort cellulaire [262]. Cependant, in vitro a la suite d’une incubation
et d’une irradiation, les mesures d’imagerie de temps de vie de fluorescence (FLIM pour
« Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy ») ont démontré que les G4.5-Ce6+/-PEG
ne permettent pas le relargage de la Ce6. Cette séquestration lysosomale associée a un
rendement quantique d’oxygene singulet limité des G4.5-Ce6+/-PEG, peut expliquer
lefficacité PDT 3 fois inférieure des NPs comparé a la Ce6 libre. Pour des concentrations
intracellulaires  identiques, l'oxygene singulet, qui est l'espece cytotoxique
majoritairement responsable de 'efficacité PDT, présente un temps de vie compris entre
10-330 ns dans un milieu biologique [63]. Ce court temps de vie limite la diffusion de
I'oxygene singulet a une distance de 10 a 55 nm dans la cellule [66], [263], qui réduit les
effets phototoxiques a la localisation immédiate du PS [264]. C’est la raison pour laquelle
une localisation lysosomale semble étre moins favorable en terme de phototoxicité qu'une
localisation dans le réticulum endoplasmique ou la mitochondrie [262].
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Néanmoins, les G4.5-Ce6+/-PEG présentant une localisation lysosomale
préferentielle pourrait, combiné a un agent de chimiothérapie, étre appliqués a
I'internalisation photochimique (« photochemical internalization », PCI). La PCI repose
sur la dégradation, par photoactivation des PS, des endosomes et des lyposomes qui
contiennent a la fois les PSs et I'agent thérapeutique. L’agent thérapeutique sera ainsi
liberé dans l'espace intracellulaire et son action sera accrue. Notamment, en 2011 des
micelles composées de dendrimeres a coeur de Zn-phthalocyanine a forte localisation
lysosomale ont permis, via la PCI, de surpasser la résistance a la doxorubicine et de
potentialiser son efficacité antitumorale [227]. Durant l'irradiation, les micelles sont
transloquées des lysosomes vers le cytoplasme et permettent ainsi a la DOX co-localisée
avec elles d’étre liberées dans le cytoplasme et de se relocaliser dans le noyau, qui est son
site d’action.

In vivo, les G4.5-Ce6-PEG présentant une faible fluorescence en milieu biologique
comparée a la Ce6, rendent impossible le suivi de leur distribution par imagerie de
fluorescence. Dans notre étude, l'imagerie in wivo n’est pas représentative de
I’accumulation tumorale des NPs. En effet des techniques d’extraction chimique sont
nécessaires pour quantifier leur biodistribution. Cependant une faible fluorescence des
NPs laisse généralement présager une efficacité photodynamique limitée. Ainsi
I'optimisation des G4.5-Ce6-PEG semble étre indispensable. Le relargage de la Ce6 des
NPs permettrait de rétablir la fluorescence de la Ce6 et par conséquent permettre leur

utilisation en imagerie in vivo.

Dans ce contexte, notre stratégie pour potentialiser lefficacité PDT des NPs
dendrimeriques a été de concevoir et de synthétiser des NPs clivables. Ainsi, la Ce6 a été
conjuguée via une liaison ester aux dendrimeres PAMAM G5 qui présentent en surface
des groupements alcool. Les liaisons ester étant sensible au pH, il est possible de mimer
I’action des estérases en clivant les liaisons ester par alcalinisation du milieu.

La production d’oxygene singulet par les NPs a été monitorée en solution, en présence
d’un pH neutre ou basique qui respectivement n’affecte pas ou clive la liaison ester. Les
NPs ont démontré dans un premier temps une faible production d’oxygene singulet, qui
a la suite du clivage de la liaison ester, a été restaurée. Ainsi, in wvitro en présence
d’estérase, la liaison ester reliant la Ce6 au dendrimere sera clivée et engendrera le
relargage de la Ceb qui retrouvera ses propriétés photophysiques de base. Les dendrimeres
étant principalement incorporés par endocytose se retrouvent séquestrés dans les
lysosomes qui contiennent une concentration élevée d’estérase. Ainsi, les liaisons esters
pourront étre clivées et la Ce6 sera relarguée des dendrimeres [265]. La Ce6 libre, pourra
par la suite se relocaliser dans le cytoplasme et dans les membranes cellulaires dont les
membranes des organites clés de la mort cellulaire tels que la mitochondrie [40], [43],
[142], [148], [266]. En favorisant une relocalisation sub-cellulaire et un rétablissement des
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proprié¢tés photophysiques de la Ce6, les NPs clivables devraient palier les limtations
observées in vitro avec les G4.5-Ce6+/-PEG.

Contrairement au G4.5-Ce6+/-PEG  testé antérieurement, les NPs clivables
présentent un rendement quantique de fluorescence identique a celui de la Ce6 libre, qui
permet le suivi de leur biodistribution par imagerie de fluorescence. L’étude préliminaire
de biodistribution des NPs clivables par imagerie de fluorescence sur un modele murin
porteur de tumeur HT29, a démontré le potentiel de ciblage tumoral des NPs.

L’ensemble des résultats accumulés dans cette étude présente les NPs a base de

dendrimere PAMAM comme des vecteurs de choix pour la PDT. Néanmoins, leur
efficacité anticancéreuse nécessite d’étre testée in vitro et in vivo.
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our conclure, les nanoparticules (G4.5-Ce6+/-PEG) a base de dendrimere PAMAM
fonctionnalisé avec la Chlorine e6 (Ce6) présentent :

- des caractéristiques photophysiques favorables avec des rendements quantiques
d’oxygene singulet et de fluorescence de la Ce6 modérément affectés par sa

conjugaison covalente en périphérie du dendrimere,
- in vitro une efficacité photodynamique bien supérieure a la Ce6 libre,

- une internalisation cellulaire supérieure a la Ce6 wvia un mécanisme actif

d’endocytose,

- a la suite de leur incorporation, une localisation lysosomale préferentielle, moins
propice a induire la mort cellulaire qu’une localisation dans d’autres organites,

= La localisation lysosomale préférentielle des NPs associée a une réduction de la
production d’oxygene singulet limite leur efficacité photodynamique.

Ainsi, la suite de ’étude a permis la caractérisation préliminaire de NPs qui permettent
le relargage controlé de la Ce6 sous l'action d’estérases. Elle a démontré :

- un rétablissement de la production d’oxygene singulet de la Ceb6 suite a son
relargage en solution,

- une accumulation tumorale préférentielle,

- Cette nouvelle conformation de NP présente des propriétés photobiologiques
avantageuses qui pourraient surpasser les limitations observées avec les G4.5-Ce6+/-
PEG.

Les nanoparticules a base de dendrimere PAMAM sont des candidats
prometteurs pour vectoriser la Chlorine €6 lors d’un traitement

photodynamique.
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Perspectives

Les perspectives majeures de ce travail sont (1) de caractériser en détails les
propriétés photochimiques des nouvelles NP clivables, (2) d’étudier in witro leur
comportement en milieu biologique, (3) de tester in wvivo leur stabilité et (4) d’analyser
leur spécificité tumorale et leur efficacité photodynamique.

La caractérisation photochimique est 1’étape prédéterminante essentielle a toute
étude de NP. Ainsi, la production d’oxygene singulet doit étre testée en solution en
présence d’estérase qui seront capables de cliver la liaison ester reliant la Ce6 au
dendrimere. La composition de la NP devra étre optimisée afin de d’obtenir un clivage
optimal des liaisons ester. En effet, I'efficacité du relargage dépend de ’accessibilité des
enzymes aux sites de clivages et du nombre de molécules de Ce6 greffées en périphérie
des dendrimeres. Ces deux parametres seront optimisés.

L’activité photodynamique, leur mécanisme d’internalisation et leurs localisations
sub-cellulaires seront déterminés. Du fait de leur taille, les NPs seront, comme les G4.5-
Ce6+/-PEG, internalisées par endocytose et auront une localisation lysosomale
préférentielle. Les lysosomes renfermant une grande quantité d’estérase, les liaisons ester
reliant la Ce6 au dendrimere seront clivées. Ainsi libre, la Ce6 pourra s’échapper des
lysosomes pour se relocaliser dans les autres organites cellulaires. Une étude portant sur
des dendrimeres PAMAM conjugués via une liaison clivable a la doxorubicine (DOX), a
démontré que ces NPs ont permis de potentialiser I'internalisation de la DOX et ont
permis son relargage des lysosomes dans les cellules cancéreuses [267].

Les liaisons ester sont clivables par les esterases qui sont présentes dans le plasma
sanguin [268]. Ainsi, la détermination de la stabilité des NPs dans le plasma est d’autant
plus importante que la Ce6 peut y étre relarguée. La stabilité des NPs est dépendante
du type de liaisons ester utilisées [269] et conditionnera la suite de I'étude. Ces NPs
présentant un fort rendement quantique de fluorescence, leur biodistriution sera suivie
par imagerie de fluorescence pour déterminer les parametres (Temps drogue-lumiere)
essentiels au traitement PDT qui suivra.

Les dendrimeres fonctionnalisés avec la Ce6 présentent de nombreux groupements
de surface et des cavités internes libres. Ainsi un agent de diagnostic peut étre complexé
aux NPs pour synthétiser une nanoplateforme de « théranostique » fonctionnelle pour le
diagnostic et le traitement antitumoral.
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Résumé

La thérapie photodynamique (PDT) est une modalité de traitement des cancers prometteuse,
mettant en jeu une action combinée de loxygene moléculaire, de la lumiere et dun
photosensibilisateur (PS). Néanmoins, les PSs utilisés souffrent d’une faible solubilité dans les milieux
aqueux ainsi que d’un tumorotropisme limité qui sont des barriéres a la réussite du traitement. Ainsi,
actuellement, une attention particuliere est portée au développement de nanoparticules (NPs)
capables de pallier les défauts des PSs.

Notre travail a consisté a étudier des dendrimeéres poly(amidoamine) (PAMAM), macromolécules
polymériques tridimensionnelles, conjugués via une liaison covalente au PS, la Chlorine e6 (Ce6).
Cette construction nous a permis de vectoriser 32 molécules de Ce6 par dendrimere. La production
d’oxygene singulet et 1’émission de fluorescence ont été modérément affectées par le greffage covalent
de la Ce6 aux NPs. In witro, les dendrimeres PAMAM ont permis d’accroitre efficacité PDT de la
Ceb6 en potentialisant son internalisation cellulaire via un mécanisme actif d’endocytose. Néanmoins,
lefficacité PDT des NPs est limitée par la concentration locale élevée en Ce6 en périphérie des
dendrimeres qui réduit son rendement quantique en oxygene singulet moléculaire, espece cytotoxique.
Une libération de la Ce6 permettrait ainsi de potentialiser 'efficacité PDT des NPs en restaurant
notamment les propriétés photophysiques de la Ce6.

La suite de ce travail a été de concevoir une NP capable de libérer la Ce6 sous 'action d’estérases
retrouvées dans les cellules. Leur caractérisation a permis de démontrer en solution que les propriétés
photophysiques de la Ce6 étaient rétablies a la suite de son relargage des NPs. Cette derniere
construction clivable est prometteuse pour de futures applications en PDT.

Mots-clés : Thérapie photodynamique, Chlorine e6, dendrimere PAMAM, passive targeting, oxygéne
singulet

Abstract

Photodynamic therapy (PDT) is a modality of cancer treatment, involving a combined action of
molecular oxygen, light and photosensitizers (PS). However, the PSs suffer from a low solubility in
aqueous media and limited tumor accumulation, diminishing the treatment success. Presently,
particular attention is paied to the development of dendrimer-based nanoparticles (NP) that are able
to overcome the shortcomings of the PSs.

The present study investigates the poly(amidoamine) dendrimer (PAMAM), a tridimensional
polymeric macromolecule, covalently functionalized with the PS Chlorin e6 (Ce6). The singlet oxygen
generation efficiency and fluorescence emission were moderately affected by the covalent binding of
the Ce6 to the dendrimer. This construction allows the vectorization of 32 Ce6 molecules per
dendrimer. In wvitro, PAMAM dendrimers improve the PDT efficiency of Ce6 by promoting their
cellular internalization via an active endocytosis mechanism. However, the PDT efficiency of NPs is
limited by the high local concentration of Ce6 at the periphery of dendrimers decreasing production
of singlet oxygen. Ce6 release could restore Ce6 photophysical properties and as such improve the
PDT efficiency of NP.

Thus, the next step of this work was to design a cleavable NP able to release the Ce6 under esterase
activity. In solution the NP characterization demonstrated that the photophysical properties of Ce6
were recovered after their release from the NP. This cleavable construction displays promising
perspectives for future PDT applications.

Keywords: Photodynamic therapy, Chlorin e6, dendrimer PAMAM, passive targeting, singlet

oxygen
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