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Introduction Générale & objectifs.

En cancérologie, la thérapie photodynamique (Pp)ésente une alternative par rapport
aux traitements classiques que sont la chirurgieshimiothérapie ou la radiothérapie. Elle
peut étre utilisée pour traiter certaines petitendurs localisées et son principe repose sur
I'action combinée au niveau tumoral de trois éléimelioxygene, la lumiére et une molécule
photoactivable non toxique a l'obscurité, le phetasbilisateur (PS). Le PS, suite a une
irradiation lumineuse de longueur d’onde appropeen présence d’oxygene, va induire des
réactions photochimiques qui vont aboutir a la fation d’especes réactives de I'oxygéene
(EROs) hautement toxiques pour les cellules, tlorygéne singulet’©,). La nécessité de
la présence de ces trois €léments pour la PDTaerihitement local, facile a mettre en place
et présente des risques réduits pour le patiemer@ant, cette stratégie montre des limites,
notamment dans certains cas la faible pénétratians des tissus des rayonnements
nécessaires a l'activation du PS, limitant ainsi AT a un traitement de tumeurs
superficielles, le photoblanchiment des PSs usiligéi diminue I'efficacité du traitement, ou
encore la faible sélectivité des PSs envers lsadia traiter. En effet, si les PSs s’accumulent
dans la tumeur, ils s’'incorporent également dasstiksus sains. Ceci génére des effets
secondaires indésirables pour le patient, commehaomsensibilisation prolongée de la peau

pouvant durer jusqu’a plusieurs semaines.

Depuis les débuts de la PDT, de nombreux travautemosur le développement de PS
ayant des longueurs d'onde d'absorption prochdsmttarouge et une distribution cellulaire
spécifiqgue. Dans le but d’'une amélioration de lalRIbticancéreuse, nos travaux ont abordé
différents aspects : dans une premiére partieetaovisation par le développement de la
fonctionnalisation asymétrique de vecteur de tymnddmere par des PSs de type
porphyrine ; dans une seconde partie, l'utilisatigynthese, caractérisation chimique,
photophysique et validatian vitro) d’'une nouvelle classe de PSs potentiels encore agse
exploité, les quantum dots (QDs) ; lI'adressage, lpaconjugaison de ces QDs a l'acide
folique (AF).

Ce manuscrit comprend, dans un premier chapit®yrithese bibliographique concernant
la PDT. Son historique, sa définition ainsi que poimcipe y sont successivement abordés

avant de décrire ses mécanismes d’actions. Cestasgmnt ensuite complétés par une vue
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générale des différentes générations de PS ufilisiési que les différentes stratégies
d’'adressage et de vectorisation décrites dansttiraiure. Ce chapitre s’acheve sur la

description de l'intérét de I'utilisation de nanbjets en PDT.

Un second chapitre aborde la vectorisation de P8gmdendriméres. Des généralités sur
la structure, les différentes voies de synthessi ajne les propriétés des dendriméres y sont
déja décrites dans un premier temps, avant d’aboetravaux sur la synthese de composeés
PS/dendriméres. La fonctionnalisation asymétrigeielendrimeres de type PAMAM par des
PS de type porphyrines est présentée sous formeésidtats publiés (Morosingt al.
Tetrahedron Lett., 2006), suivie par I'étude desppétés photophysiques des structures

obtenues.

Un troisieme chapitre est consacré a une revudobialphiqgue des QDs, ou nous
présentons le concept de nanoscience ainsi qubistonique. Par la suite, nous décrivons la
composition chimique des QDs, leurs propriétés gbiogsiques et les différents principes
régissant leur synthése ainsi que leur croissabeehapitre illustre également les différentes
voies de synthéses possibles utilisées dans éaalitire de QDs ainsi que leurs différentes
méthodes de fonctionnalisation.

Le quatriéme chapitre relate les résultats suytahgse de QDs adaptés a une utilisation
en PDT anticancéreuse, c'est-a-dire ayant une @mosituée dans les rayonnements rouges
ou proche infrarouge. Au cours de ce chapitre, masentons les résultats des différentes
méthodes de synthéses expérimentées ainsi quéfeemts outils de caractérisation a notre
disposition. La présentation de I'électrophoresgilicare de zone (ECZ), technique que nous
avons développée dans le cadre de son applicatecaractérisation de QDs, est également
décrite. L’article présentant ces résultats (Clatatl. Current Nanoscience, 2009), est inclus

en fin de chapitre.

Dans un cinquiéme chapitre, nous abordons l'adgessi@ principes actifs par I'acide
folique (AF). Nous y présentons I'AF, sa structaiasi que son role biologique. Par une
description des différents récepteurs a l'acide @ (RF) identifiés, nous établissons l'intérét
d'un adressage de molécules par I'AF. Nous citoas I suite plusieurs exemples
d’utilisation de cet adressage par I'AF, aussi béenimagerie médicale qu’en traitement

anticanceéreux.
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Apres avoir évoqué l'intérét que suscite un adggsser 'AF, nous présentons dans un
sixieme chapitre nos résultats issus des diffésesti@tégies de conjugaison employées lors
du couplage de QDs a I’AfAa deux bras espaceurs différents de type polyétbytgycol.
L’étude des propriétés photosensibilisatrices des Qouplés a I'AF a été réalisée en suivant
une méthodologie des plans d’expérience, ou nousnsavpu évaluer [Iactivité
photodynamique des QDs ainsi que I'impact des wiffés facteurs expérimentaux (adressage
par I'AF, concentration en QD, fluence, temps dibation, longueur d’'onde d’excitation et

lignée cellulaire) sur la photocytotoxicité. Cesukats originaux sont soumis a publication.

Un septieme chapitre présente la conclusion géxégai reprend les résultats essentiels

de nos travaux, ainsi que les perspectives de algveinent de ce travalil.
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La thérapie photodynamique
(PDT) :

Synthese bibliographique
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Chapitre |: La thérapie photodynamigue: synthese
bibliographigque

I. Rappel historique

Les vertus thérapeutiques de la lumiére sont candepuis I'Antiquité. En effet, il y a
quelques 6000 années, les malades d’Egypte antijrele et de Chine recouraient a
I'exposition au soleil. Les Egyptiens utilisaiergj@ a I'époque la lumiére combinée a des
substances naturelles pour traiter des maladiggede. La pratique des bains de soleil s’est
perpétuée a travers I'Histoire de la Gréce antigsgu’au XIX™ siécle, aussi bien pour
traiter des affections cutanées que le scorbutdbitisme ou la psychose. C’est a la fin du
XIX ®Me sjecle gue le médecin danois Niels Finsen fitrtarpere description scientifique d’un
traitement utilisant de la lumiére avec succes dartadre d’une maladie : il découvrit que
I'application d’'une lumiére de couleur rouge poueaioir des effets bénéfiques sur la variole

en empéchant la suppuration des pustules.

Le concept de photosensibilisation apparait en IR@hd Oscar Raab, alors étudiant en
thése a Munich sous la direction du professeur @iapp, décrit pour la premiere fois ce qui
sera connu plus tard sous le nom d'effet photodymaen Il mit en effet en évidence que
I'association d’un colorant ('acridine) et de luame, qui pris séparément n'ont pas d’action
toxique, entraine la mort de paramécies de typesoria® Il postula alors que cet effet était
certainement dd a un produit résultant du trangféhergie de la lumiere au composé
chimique. La grande particularité de cette approelse qu’elle reposait non pas sur
I'utilisation d’'un effet direct de la lumiére, masgsir la transformation de I'énergie lumineuse

en « énergie chimique » par I'intermédiaire d’'una@léaule photosensibilisatrice.

En 1903, Tappeiner en collaboration avec Jesionekdermatologue, traitérent avec
succes un cancer cutané par utilisation conjoirt@ed application topique d’éosine Y et
d'une exposition & la lumiére blanch&n 1904, Tappeiner supposa que I'oxygéne était
essentiel pour ce processus, et poursuivant sgautapar la suite avec Jodlbauer, ils
démontrérent I'importance de I'oxygéne dans ce pauvtraitemenrt.Tappeiner introduisit
alors pour la premiére fois le terme « d’action tpdgnamique ». Ces résultats seront
confirmés par Hasselbach en 1909. fut en effet le premier & rapporter le caraetér
phototoxique de I’hématoporphyrine (Hp), un déed’neme (I'un des constituants du sang)

en travaillant sur des soufi€n 1912, Meyer-Betz se livra & une expériencdustméme en
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s'injectant 200 mg d’hématoporphyrine afin de pmuque les résultats de phototoxicité
observés chez la souris pouvaient s’appliquer aniime. Il constata que tant qu’il ne
s’exposait pas au soleil, rien ne se produisaitrtdzanche, consécutivement a une exposition
a la lumiere solaire, une réaction spectaculaitdieu, entrainant une hyperpigmentation de
la peau et un cedeme généralisé, symptbmes quisteeesit plusieurs semaines et qui
témoignerent d'une hypersensibilisation a la lumid&n 1924, Policard mit en évidence la
fluorescence spontanée de tumeurs exposées amigeduwltraviolette, phénomeéne interprété
comme résultant de Il'accumulation d’hématoporpleriandogene (biosynthétisée par
I'organisme) dans les cellules tumoraiesn s’appuyant sur les travaux de Policard, Auter e
Banzer furent en 1942 les premiers a étudier I'axdation et son action sensibilisatrice au
sein de tumeurs d’hématoporphyrine injectddgge confirma I'affinité de cette molécule
pour les tissus tumoraux et suggéra la possildlitéliser ’hématoporphyrine pour localiser

les zones tumorales chez 'homiie.

En 1955, Schwartz prouva par une seérie dexpérgengae I'hématoporphyrine
commerciale n’était pas pure et la purifia. Il dams que le produit pur était moins sélectif
vis-a-vis des cellules tumorales que le produit memial™* En 1961, Lipson proposa de
purifier 'hématoporphyrine par un lavage avec uBlange d'acide acétique et d'acide
sulfurique. Le produit obtenu, appelé HpD (« Herpatphyrin Derivative ») qui est en fait
un mélange complexe de porphyrines, sera utilisé fyaiter des patients atteints de tumeurs

cancéreuses du poumtn.

Ce n'est qu'au cours des années 1970 que la PDUr (®hotoDynamic Therapy »)
connaitra un véritable essor avec les expérimentatie Dougherty, qui fonda un groupe de
recherche sur la PDT. Il utilisa en 1975 avec ssi¢e§pD couplée a une lampe a arc a xénon
dans le traitement de tumeurs mammaires chez lessSHEn 1978, il réalisa les premiers
essais chez 'homme et obtint des résultats engearas-* Il remplaca, par la suite, la lampe
a arc a xénon par le laser, qui permet de se &mratiélectivement sur la zone a irradier.
Toujours pionnier dans le domaine, il identifiaren1983 et 1985 les fractions actives de
I'HpD conférant les propriétés photosensibilisasicau mélange (I'éther et l'ester de

dihématoporphyriney

En 1985, une fraction enrichie en composés les gitiss de I'HpD, le porfimer sodium
ou Photofriff constitué d’'un mélange de porphyrines dans difitéreétats (monomeéres,

diméres et oligoméres) ou présentant des liaisbinsiques différentes (éthers et estéf®st
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commercialisée. Entre 1986 et 2000, le PhotBfseara le seul photosensibilisateur utilisé en
clinique humaine, ayant recu l'autorisation de nsisele marché (AMM) dans plusieurs pays
(USA, France, Japon...). En 2006, il est toujourdisétidans le traitement des tumeurs

obstructives de I'cesophage (cesophage de Barretfg®uronches. D’autres molécules ont

également obtenu une AMM et sont présentées daableau 1’

Tableau 1. Photosensibilisateurs utilisé cliniquenmg et leurs principales indications

thérapeutiques.
Nom . Photosensibilisateur hmax Ipdlcathn AMM
commercial absorption (nm) thérapeutique
Cancer du poumon non g
Photofrin® HpD, Porfimére de sodium 630 petites cellules et de Oui®
I'cesophage (palliatif)
Acide 5-aminolévulinique
Levulan® (ALA), précurseur de la | 635 (PplX) Kératoses actiniques Oui
Protoporphyrine IX
: . R Kératoses actiniques
Metvix® Ester d'ALA, precurseur de 635 Carcinomes Oouf®
la Protoporphyrine 1X :
basocellulaires
Tempofrin,méta Cancer de la téte et du d
Foscan® tétrahydroxyphénylchlorine 652 cou (paliatif) oul
Hexvix® Hexyl S-a;r;ligolevulmlc 635 (PpIX) Cancer de la vessie Oui
Verteporphin, Dérivé
Visudyne® monoacide de la 690 DMLA exsudative Non
Benzoporphyrine
Photosense® | Phtalocyanine aluminium 670 Cancer %%La téte et du ouf
. T Cancer du sein, prostate
SnET2® Etiopurpurine étain 660 et sarcome de Kaposi Non
, . Cancer de la prostate, 9
Xeytrin® Texaphyrine 732 DMLA Oui
L . Cancer du poumon et de .f
Photoditazine® Chlorine e6 662 la prostate Oui
. Acide benzyk- Tumeurs gastro-
Benzvix aminolevulinique 635 intestinales Non
BOPP Protoporphyrine borée 630 Tumeurs cérébrales NG
Tumeurs cérébrales,
Lu-Tex Texaphyrine lutetium 720-760| cancer de la prostate et du Non
col de l'utérus
Lésions cutanées/soust
: cutanées de tumeurs
Pc-4 Phthalocyanine-4 670 solides de diverses Non
origines
2-(1-Hexyloxyethyl)-2- .
Photochlor devinyl 650 Carcinome des cellules Non
. basales
pyropheo-phorbide-alphg

2. Canada, Etats-Unis (USA), Royaume Uni (RU) eiodnEuropéenne (UE)%: UE et USA ;°: UE et
Australie ;° : UE, Islande et Norvége'; UE ;': Russie ¢: USA.
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II. Définition et principe

La PDT est une technique de traitement basée autilishtion de molécules
photosensibilisatrices (PS), non cytotoxiques adawrité, et qui vont étre activées par une
irradiation lumineuse, de longueur d’'onde apprap(wépendante du PS). L'activation du PS
va aboutir a la génération d'especes fortementt@yigues (le plus souvent I'oxygene
singulet'O,, mais aussi des espéces réactives de I'oxygén®ggRour les cellules hétes
des PS.

La PDT anti-tumorale est un traitement local ouotégional utilisé pour réduire le
volume d’'une tumeur massive, obtenir une cure edelid’une petite tumeur superficielle, ou
apres échec d’'une thérapie standard par chimigiteéoa radiothérapie. Cette technique est
utilisée pour traiter certains cancers (pourtiiéte et cod? peau?® prostate* vessie> > des
kératoses actiniquéy. La PDT est également préconisée dans le traitemie certaines
maladies en dermatolodig, également en ophtalmologie dans le traitement ae |
dégénérescence maculaire liée a 'age (DMLA, uratadie ophtalmique engendrée par
I'apparition et la croissance anarchique de néesesiux sanguins au niveau de la réfne
Des travaux sont toujours en cours sur une uitisade la PDT en tant qu’alternative aux
antibiotiques dans la désinfection des pfdiesi encore le traitement de carrféd.’axe
principal de recherche reste cependant le dévetoppede son potentiel antitumoral. En
effet, la plupart des PS montre une affinité reiatenvers les tissus tumoraux, qui reste

toutefois trés variable en fonction de I'étude Rfsiet du modele utilisé.

Dans le cas d'un traitement anticancéreux, le RAdministré dans un premier temps a
un patient, le plus souvent par voie intra-veinefise), mais aussi de maniere topique pour
un traitement de lésions superficielles, notamnsatdanées. Une fois dans le sang, le PS va se
lier & certaines protéines plasmatiques (lipopnatéalbumine, globuline) en fonction de ses
caractéristiques physico-chimiques, qui vont emslidcheminer vers les différents tissus.
Dans le cas idéal, cette distribution tendra aage,fidéalement, préférentiellement vers les

tissus néoplasiques.

Dans un second temps, la tumeur va étre illuminéalément par une lumiére visible si
possible monochromatique, dont la longueur d'onde correspondre a un maximum
d’absorption du P&’ On utilise généralement un rayonnement laser égjuisqu’a la tumeur

via une fibre optique et un diffuseur de lumiére. Cattadiation du PS en présence
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d’oxygéne va induire des réactions de photo-oxpdatijui vont aboutir a la destruction des
cellules tumorales ciblées. Un délai devra étrpaet® entre I'administration et l'irradiation,

pouvant aller de quelques minutes a plusieurs joOes délai, appelé Intervalle-Drogue
Lumiere (IDL) et qui est fonction de la pharmace&tique du PS et de I'application clinique,
correspond a la durée nécessaire pour une logalisdti PS en faveur de la tumeur par
comparaison aux tissus saffld.e principe de la PDT est illustré Figure 1.

Intervalle Drogue-Lumiére

Irradiation

Réactions de photo-oxydation

(OXYGENE)

PHOTOSENSIBILISATEUR @ ‘
Direct Indirect
o o e esEfote infammataros o ERADICATION
immunitaires DE LA TUMEUR

Figure 1. Principe de la PDT.

Comparé a la radiothérapie, le rayonnement utilaé la PDT, situé dans le visible donc
de moindre énergie, est inoffensif en tant quetelon mutagén¥. La sélectivité de la PDT

pour les tissus cibles va résulter :

- du caractére localisé de [lirradiation lumineuse rduveau du site
tumoral,

- de la localisation souvent préférentielle du PSsdas tissus tumoraux,

- de la faible durée de vie de I'oxygene singuletluieci est en effet
désactivé avant de pouvoir diffuser hors de lauteldans laquelle il a été

produit!®

Toutefois, du fait de I'utilisation d’'une lumiérep pénétrante dans les tissus, la PDT est

surtout appliquée pour des tumeurs accessiblestelinent (tumeurs cutanées) ou par voie

25



endoscopique (cesophage, vessie), ou certaines as@ides en y insérant directement les
fibres optiques (PDT interstitielle pour la prostde pancréas ou le foie par exenif)le

De plus, certains problémes, comme le calcul d'dosimétrie adéquate, limitent la
standardisation de la PDT en clinique. La faibledéité des especes photosensibilisatrices
vis-a-vis des tissus tumoraux reste également cteda limitant. Il en résulte souvent une
accumulation des PS dans les tissus sains, poutuléss pouvant aller de deux semaines a
deux mois, ce qui peut aboutir & une sensibilivatiotanée rémanente ou a l'apparition de
lésions lors du traitement de cavités internes dexas ou il est difficile de bien délimiter
l'irradiation. C’est pour cela que la PDT est atirraent utilisée en traitement curatif des
cancers superficiels a des stades précoces ouagentent palliatif (apres échec de la

radiothérapie et de la chirurgie).

III.Mécanismes et réactions photochimiques

L’activité photodynamique d'un PS est basée sur pescipes photophysiques
d’interaction onde/matiere entre la lumiere d’exdn et I'agent photosensibilisateur et de
divers processus de transferts d’énergie ou diélest entre le PS excité et son

environnement.

Lorsqu’un photon entre en collision avec de la arati 'énergie E de celui-ci, qui est
inversement proportionnelle a sa longueur d’ondpig@on 1), peut étre absorbée par un

atome ou une molécule.
E@J)= h.cl (1)

h : constante de Planek6,626.10* J.s

c : célérité de la lumiére dans le vide = 299 752 #.$'

A : longueur d’onde du photon en métre.

Cette énergie absorbée par la matiére va alorsgteena un des électrons se trouvant sur
I'orbitale moléculaire occupée de plus haute émer@OMO pour Highest Occupied
Molecular Orbita), de passer a l'orbitale moléculaire inoccupéepties basse énergie
(LUMO pour Lowest Unoccupied Molecular OrbijalCe phénoméne, nommé processus
d’excitation, ne va cependant pouvoir se produue gi I'énergie apportée par le photon
incident correspond au minimum a I'écart énergétigéparant I'orbitale HOMO de l'orbitale
LUMO. Ainsi, la répartition des niveaux d’énergiesdHOMO et LUMO au sein de la
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matiere, va définir les longueurs d’onde suscegsilolengendrer ce processus d’excitation. |l
est donc primordial pour une action efficace en P@tiliser une lumiere adaptée au PS

utilisé.

Le PS ainsi excité va ensuite retourner a sonfétatamental par divers processus que
I'on sépare en deux catégories : les désexcitationsgradiatives ou radiatives.

Les désexcitations non-radiatives font intervenas dchocs intermoléculaires ou la
génération de vibrations moléculaires, I'énerganétlors restituée sous forme de chaleur ou
dans certains cas, est transformée en énergie gqienpar transfert vers les molécules
avoisinantes. Dans le cas des phénomenes de refaxatliative, I'énergie absorbée par le
composé va étre restituée sous la forme d’émig$iom photon moins énergétique que celui
recu. Les désexcitations radiatives sont connues lgonom de fluorescence (désexcitation a
partir de I'état singulet excité) ou de phosphogese (désexcitation a partir de I'état triplet
excité). Ces deux évenements radiatifs se distimguar la multiplicité des niveaux d’énergie
mis en jeu, cette multiplicité dépend de la valder spin maximum au sein du niveau
(Tableau 2). Selon le principe d’exclusion de Radéux électrons ne peuvent avoir les
mémes valeurs de spin au sein d’'une méme orbitafg,alors prendre des valeurs opposées
(+1/2 et -1/2), et selon la régle de Hund, lestédes vont s’apparier selon la regle du spin
global maximum (S), c’est-a-dire en évitant I'apparent. Lorsque tous les électrons du plus
haut niveau d’énergie occupé d’'une molécule sopamags, la valeur globale de spin ne peut
étre que de 0, la multiplicité est de 1, la moléddl considérée est donc dans un état singulet
que I'on notera ici*M. Inversement, dans le cas ol deux électrons diéme niveau ne
seraient pas appariés, la valeur globale de spihgyendre trois valeurs difféerentes : 1 (+1/2
et +1/2), 0 (+1/2 et -1/2) ou -1 (-1/2 et -1/2) nhaultiplicité est de 3, c’est un état triplet que
I'on note®M (Tableau 2). De fagon générale, la multiplicitérdétat se définit par la formule

2S+1 ou S est la valeur maximale du spin globaiideau®
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Tableau 2. Arrangements électroniques et valeurs globales dgin possibles en
fonction de la multiplicité des états considérés.

Valeur globale du . '
' Etat singulet Etat triplet
spin
A A
+1
4
0 Jr_
v v
-1
v v

La probabilité de transition entre deux niveauxttmiques dépend de plusieurs facteurs,
'un des plus importants étant leur multiplicitén Effet, si la transition entre deux états de
méme multiplicité est une configuration favorablee@ une forte probabilité d’occurrence
(généralement d’'un état singulet vers un autre sttagfulet), les transitions entre deux états
dont les valeurs globales de spin global sont idiffées ont, au contraire, peu de chances de se
produire, elle est dite « interdite » (Figure 2).uBe désexcitation radiative se produit entre
deux niveaux de méme multiplicité, généralementeedéux états singulets, elle a une forte
probabilité d’occurrence, ce qui est le cas dell@réscence. Comme la probabilité de
transition est grande, le temps écoulé entre I'gdtiem d’'un photon incident et I'émission
d'un photon de fluorescence est relativement cddet 'ordre de la nanoseconde). En
revanche, les transitions entre deux niveaux detiplticités différentes ayant de faibles
chances de se produire, les temps mis en jeu éorsldxations radiatives sont plus longs (de
I'ordre de la seconde a plusieurs heures). C'estitede la phosphorescence, avec passage

d’un état triplet excité vers un état singulet fangental.
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Figure 2. Représentation des transitions électroniges au sein d’'un PS en fonction de son
état de multiplicité.

.1 Principe photophysique
S _j___q__) 8 CI : Conversion interne
S CIS : Conversion intersystéme
=0 RV : Relaxation vibrationnel
=5

Absorption
Orescence

Flu

Sp
Figure 3. Diagramme simplifié de Perrin-Jablonski.

D’aprés le diagramme simplifié de Perrin-Jablor(@kgure 3), le PS, initialement a son
état énergétique fondamental singutét, orbitale HOMO), va passer aprés absorption d’'un
photon d’énergie \ appropriée, & un état singulet excit®%, PS ... 'PS) qui

correspond a un état d’énergie supérieure. Parsuoeession de relaxations vibrationnelles
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(qui sont des conversions internes, Cl), le PSvanir a son état excité de plus basse énergie
(*PS’, LUMO). Par conversion inter-systéme (CIS), le j&8it aussi passer & un état triplet
excité €PS’, équation 2) :

Cl CIS
P —»'PS, — PSS — P 2)
La durée de vie de cet état triplet excité va afire longue (de quelques us a 1s, en

fonction de I'environnement du PS), et va alorsyptre au PS de générer des espéces photo-

actives a partir des deux voies principales degbaydation de type | et II.

Pour le mécanisme de type |, le PS a I'état tripkeréagir directement avec le substrat
cellulaire (S-H) pour former des especes reactdefoxygéene (EROs). En revanche, pour
les réactions de type Il, il va s’agir d’'un transfd’énergie entre I'état triplet du PS vers

I'oxygéne moléculaire tissulairg.

.2 Type |

Dans les réactions photochimiques de type |, ddisaax libres ou des ions radicaux vont
étre générés, suite au transfert d’'un électronaiiops 3 et 4) entre le PS & I'état tripfR%-
H*) et des substrats biologiques (S-H), ou suitdransfert d’'un atome d’hydrogene entre le

PS et le substrat (équation 5 et 6).

——>  PSH"+SH” 3)

—— PS-H +S-H" (4)
PHF+SH ——

—* PS+H-SH (5)

—* H-PSH+S (6)

Les especes radicalaires ainsi générées peuvariteeréagir rapidement avec I'oxygéne
moléculaire présent pour former des radicaux pefesy initiant ainsi une chaine d’auto-

oxydation (équation 7).
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R+ 0O, — > R-0-0 (7)
R=PSou$S R-O-O+RH —> R-O-O-H+ R

Les anions radicaux du PS et du S peuvent égaledagir avec I'oxygene. Dans ce cas,

le transfert d’électron qui se produit entre lesxdeéactifs aboutit a la formation de I'anion

radical superoxyde O (équation 8).

R™+ 0, —* R+ Q& (8)

L’anion superoxyde @ peut ensuite réagir directement avec différenbstsats ou agir
comme précurseur d’autres EROs (équation 9). éinént notamment dans la formation du
peroxyde d’hydrogéne @) et du radical hydroxyle@H). En conditions physiologiques,
H,0, est produit par dismutation de Qqui repose sur la protonation de @our former son
acide conjugué Hg suivie par la réaction de HGavec Q. Le radical hydroxyle peut alors
étre produit au cours de la réaction de Fentoredatperoxyde d’hydrogene,8, et I'anion

superoxyde @.
o, + H __, HOO
H-O-O+ O + H —— H,0, + 0O 9)
H.0, + Oy = OH +OH + O,

Catalyseur
Les differents EROs formées au cours des réacgibasochimiques de type | (8,, O,

‘OH) représentent des espéces oxydantes tres pessaour une grande variété de

biomolécules telles que le cholestérol ou encwelhaines latérales de certains acides aminés

(tryptophane, histidine et méthionife

.3 Typell

Les réactions photochimiques de type Il ne reposasisur un transfert de matiere (atome
d’hydrogéne ou électron) comme les réactions de tymais sur un transfert d’énergie. Ces
réactions nécessitent la présence d’oxygene dgwdesieres étapes du processus, et que la
différence d’énergie ent®S" et 'PS soit supérieure & la différence d'énergie effe et
%0,, soit 94 kJ.mot.*® Suite aux mémes étapes initiatrices que pourdiastions de type |, le
PS va se retrouver a I'état triplet exciéS". Du fait de la présence de deux électrons

célibataires dans sa couche externe (HOMO), I'orggRoléculaire a son état fondamental se
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trouve a I'état triplet 30,). Un transfert d’énergie va alors étre possibleesiPS et °0,
(transition permise car ce sont des états de mémléplitité), ce qui va aboutir a la
formation d’oxygéne singulet (état singulet exci@, ou Q(lAg)) et au retour du PS a son

état énergétique fondament# &, équation 10).

PSS+ 0 — > P+ 0O (10)
L’oxygéne singulefO,” est une espéce trés réactive et qui est susaeplibtéagir avec
des substrats cellulaires situés dans son pochieoengment. Sa durée de vie est de 3 us en
milieu aqueux et de 25-100 ps dans les milieux ragyees non polaires, qui constituent un
modeéle des régions lipidiques des cellfflesDans le cytoplasme, sa durée de vie diminue

jusqu’a 100 ns du fait de sa grande réactivité. @erte coefficient de diffusion d®©, dans

la cellule est de 1,4.T0cm?/s, son rayon maximal d’action est estimé arBtavec I'équation
101" Un grand nombre de substrats cellulaires telslemi@cides aminés (cystéine, histidine,
tryptophane, tyrosine et méthionine), les nucléssigbrincipalement la guanine) et les lipides
insaturés peuvent réagir avec 'oxygéne singliletoxygéne singulet peut également réagir
avec le PS a I'état fondamental pour former deslyitse d’oxydation dits photoproduits, lors
d’'un lors du processus de photoblanchiment ou deopiodification qui va aboutir a une
extinction plus ou moins rapide de la fluorescedaePS. Certains de ces produits peuvent

étre eux-mémes phototoxiques.

L’ensemble de ces processus va entrainer la dégmadd’'un grand nombre de
constituants cellulaires conduisant a la mort ¢aile par nécrose, apoptose, voire
autophagi€®

La compétition entre ces deux mécanismes (typell) eta étre contrdlée par plusieurs

parametres, tels que la nature du photosensilgilis@t la concentration en oxygene.

1.4 Les mécanismes d'éradication tumorale aprés thérapiphotodynamique

Comme nous l'avons décrit, la PDT repose sur l'aastiation (par voie topique ou
systémique) d'un PS chez un patient, puis a l'ieoh de la partie a traiter afin dy
déclencher la cascade de réactions photochimigte#ats ci-dessudrois mécanismes ont
été identifiés comme contribuant & la régressifmuda destruction tumorale (Figure %) :
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- un effet direct de destruction des cellules tunesrgdar nécrose, apoptose ou

autophagi®

- un effet indirect par destruction de la vasculdiesatumorale provoquant une

privation de la tumeur en nutriments et oxygengaet conséquent la destruction

tumorale ;

- un effet indirect d0 a une réponse inflammatoireneunitaire de I'héte.

Accumulation des PS dans le tissu tumoral

Excitation photonique

Production d’oxvgeéne singulet et d’'EROs

— |

\

Dommages
(ellules endothehiales
Leucocytes
Capillaires

Modification de la signalisation
cellulaire en calcium et du
metabolisine lipidique
Toxicité cellulaire

Synthese de prostagleandine Dommage des

Thrombose organites :
Activation plaguettanre -Apoptose
/ -Nécrose

/ Destruction des

cellules tumorales

FEradication et
cure tum ﬂl'l]l e

Colapsusmicrovaseculaire
Fuite des vaisseaux
Hypoxie tumorale

Arretdel'apport de nutriment

Destruction de Ia
vascularisation tumorale

Figure 4. Mécanisme de destruction tumorale apres[®T.
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I11.4.1 Effets directs

Les dommages issus de lirradiation et des réagtiboxydationqui en découlent, vont se

traduire par deux effets principaux : 'apoptosdanécrose des cellules tumorai@s.

La nécrose est une forme rapide et violente dera#gaon, un phénomene passif qui
résulte le plus souvent d’'une atteinte de la meneytoplasmique de la cellule. C’est une
mort non programmeée et accidentelle causée parddesnages physiques ou chimiques
séveres.La cascade réactionnelle engendrée par un traite®®®T va aboutir a une
destruction des organites ainsi qu'une peroxydaties lipides membranaires et ainsi causer
la perte de l'intégrité membranaire. La cellulealars gonfler a cause d’'une entrée massive
d'’eau et d'électrolyte par pression osmotique, oé mput provoquer une rupture de la
membrane. Le contenu du cytoplasme va alors sendepea I'extérieur, et les enzymes
cytoplasmiques et lysosomales ainsi libérées pduvanovoquer des réactions

inflammatoirest!

L’apoptose ou mort cellulaire programmée, est uagédérescence physiologique et
génétiqguement programmeées, nécessaire a la swesierdanismes pluricellulaires. Elle est
en équilibre constant avec la prolifération celh@aElle est régie a la fois par des signaux
intra- et extra-cellulaird$ (e.g. libération de cytochrome et de TNF, Tumor Necrosis
Factor o) conduisant a des modifications biochimiques etphologiquesCe type de mort
cellulaire ne va pas engendrer d’'inflammation, @rgment a la nécrose : les membranes
plasmiques ne sont pas détruffeau cours de ce processus, et la cellule va émaése
signaux qui vont permettre sa phagocytose par debulgs blancs, notamment les
macrophages. Les mitochondries sont considéréesiedimrganite clé de ce processus. Elles
vont subir diverses modifications morphologiqueslibérer le cytochromec™ dans le
cytoplasme de la cellule. Le cytochrome va provoguee cascade de réactions d’activation
d’enzymes appelées les caspases effectfid@ss enzymes vont induire la mort cellulaire par
la destruction d’éléments nécessaires a sa surldechromatine du noyau cellulaire, par
exemple, sera découp@ele maniére réguliére (environ 180 paires de baEé#lel vont aussi
participer au « bourgeonnement » de la cellule seilforme des corpuscules qui, étant
éliminés dans le milieu intercellulaire, emportdrdes fractions du cytoplasme. Ces vésicules

seront ensuite phagocytées par les cellules vaisindes macrophages.
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Des études plus récentes suggerent une troisiémeedeola destruction cellulaire qui
pourrait étre induite par la PDT : l'autophaffieSi I'intégrité du lysosome est menacée,
'ensemble des enzymes lysosomales va se dévearssie cytoplasme de la cellule. Une fois
déversées, ces enzymes seront libres d’attaquerdesites de la cellule, provoquant par la

méme son « autodigestion ».

L’orientation vers I'un ou l'autre de ces trois pleénenes de destruction cellulaire va
dépendre de la nature de la tum&ut'de la dose de lumiére (fluence, irradiance), raasi
de la concentration, de la nature et surtout dedalisation intracellulaire du PS mais cela
reste a définir. En revanche, il a été démontrélge@embinaison de ces trois phénomenes est

indispensable pour une éradication tumorale op&radbng term@®.

111.4.2 Effets indirects

Le processus de cancérisation se produit en phssiétapes au cours desquelles les
cellules malades vont progressivement modifiertiesus environnants. Dans un premier
temps, '’ADN d’'une ou plusieurs cellules va subiewlégradation qui conduit cette derniere
a ne plus répondre aux signaux régulant la pralii@n ou la mort cellulaire. Cette ou ces
cellules vont ensuite se multiplier de maniere emgue, tout en perdant les caractéristiques
structurales de la cellule d'origine. Par la séorétde diverses enzymes, les cellules
cancéreuses modifient ensuite la matrice extrdeeky favorisant I'invasion des tissus.
Lorsque la taille dépasse quelques millimétres sukse tumeur, n’étant pas vascularisée,
devient hypoxique, et ces cellules sécrétent aloescascade de facteurs pro-angiogéniques,
dont le VEGF est le chef de fif&>! Ces molécules vont provoquer le bourgeonnement des
vaisseaux sanguins proches, puis la néo-vascularisde la tumeur. La croissance tumorale
peut ainsi reprendre, et le systeme vasculaireusargu lymphatique peut disséminer des
cellules cancéreuses dans l'organisme, provoquappdrition de nouveaux foyers
métastatiques. Si la tumeur est autonome danssopartement réplicatif, elle n’en demeure
pas moins dépendante de son environnement diredtaltement photodynamique peut agir

indirectement sur la tumeur en influant sur cetremnement.

[11.4.2.1 Effets anti-vasculaires

L’effet anti-vasculaire de la PDT consiste en demuhages vasculaires survenant aprés

traitement et contribuant & long terme & I'éradicatumorale’® La PDT peut engendrer une
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destruction du réseau vasculaire de la tumeur,pamitaction sur les cellules endothéliales,
soit par rupture de I'équilibre des facteurs degobation, engendrant la formation de thrombi
et la stase vasculaire. Au niveau des cellules thgtiales, I'effet photodynamique peut
engendrer la nécrose, I'apoptose ou la déformatiorcytosquelettd’> Ces modifications
entrainent des fuites sanguines hors des vaissealrdhésion de plaquettes, de globules
rouges et de neutrophiles sur les parois. Ces maiségontribuent & une réduction du
diamétre interne des vaisseaux concernés, condwéisdes phénomenes de thromboses et de
stases vasculaires. Lorsque le PS est circulanédeéces oxydantes générées peuvent rompre
I'équilibre des facteurs régulant la coagulationesLespéces réactives interagiraient
notamment avec le monoxyde d’azote (NO), une miéeasodilatatrice et anticoagularife.

La PDT engendre donc des fuites vasculaires, desntioses et des vasoconstrictions au
niveau des tissus irradiés. Ces phénomenes pronbgu&asphyxie » de la tumeur : n’étant
plus suffisamment vascularisée, les déchets métalesl s’accumulent dans les cellules et
celles-ci deviennent hypoxiques. Les cellules twales sont éradigquées, conduisant a une

réduction du volume tumoral.

[11.4.2.2 Effets immunitaires et inflammatoires

Les effets de la PDT anticancéreuse sur la réponsrinitaire se présentent sous deux
aspects : un traitement PDT peut en effet indwiewne inflammation des cellules, soit une
réponse antitumorale a long terme. Les modificatide la membrane plasmique ainsi que des
membranes des organites cellulaires induites p&Da& sont issues d’'une activation des
phospholipases membranair8squi vont alors rapidement dégrader les phosphigipi
environnant, et des médiateurs de l'inflammatiomtvétre déversés massivement dans le

milieu extracellulaire’

Les signaux inflammatoires post-PDT initient uneaision massive de neutrophiles, suivis
par les mastocytes qui faciliteront & leur tourrligée des monocytes et des macrophages.
Les épitopes présentés a la surface de ces magehaeuvent étre reconnus par des
lymphocytes T CD4 Ces lymphocytes ainsi activés activent a leur ties lymphocytes T
CDg cytotoxiques qui pourront détruire spécifiquemdes cellules porteuses de ces
épitopes ! Des études ont démontré une diminution de 70%etfechcité de la PDT par le
Photofrin® chez des animaux déficients en neuttepfii ou encore I'impossibilité d’'induire
une seconde fois la méme tumeur chez des ratéstraitec succes par cette méthode. Ces

résultats mettent en exergue I'importance de lange immunitaire dans le succes d’'un
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traitement photodynamique et surtout le réle qga'epeut jouer dans la prévention
d’apparition des métastases. En effet, en stimuéasystéme immunitaire du patient par le
mécanisme précédemment décrit, que I'on appelleivation in situ®?°®* la PDT peut

prévenir la dissémination des cellules malades ogitribuer a la destruction de foyers

métastatiques encore réduits.

IV.Les photosensibilisateurs

On peut définir la photosensibilisation comme legaissus suivant lequel un changement
photochimique ou photophysique se manifeste auanivdune entité moléculaire, comme
conségquence de l'absorption initiale de radiatipas une autre entité moléculaire appelée
photosensibilisateur ou agent photosensibilisar).(FL.a PDT se base sur la triple
combinaison de la lumiére, de I'oxygene moléculaire’'un PS. Ces derniers, au méme titre
gue l'oxygénation des tissus et les caractéristigie la source de lumiére, jouent donc un
réle déterminant dans le succés du traitemenkiste des centaines de molécules naturelles
ou synthétiques, des extraits de plantes aux mgdescsynthétiques, pouvant étre utilisés en
PDT. Dans ce paragraphe, nous allons décrire fé&ratites classes de PS utilisés en PDT

ainsi que les propriétés requises pour un photdssateur idéal.

IV.1 Les dérivés de 9 génération et le PS idéal

Les photosensibilisateurs de premiére génératiohissus de I'hématoporphyrine (Hp) et
de I'hématoporphyrine dérivée (HpD). La fractiorrifi@e de 'HpD qui possede I'action la
plus efficace contre les tumeurs se compose d'wiléges de porphyrines (jusgu’a 8-9 unités).
L’HpD et sa version commerciale Photofrin® (I etFigure 5) ont permis le développement
de la PDT. En plus de son efficacité, cette mokesk obtenue par un procédé facile a mettre

en ceuvr® et posséde un taux de pénétration dans les Bémus®
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Photofrin R = CHaCHOH or CHCH

Figure 5. Structure du Photofrin®

Cependant, l'utilisation du Photofrin® présentendenbreux inconvénients. Tout d’abord,
ces dérivés de porphyrine, synthétisés dans leSeanrD, ne sont pas purs et sont en fait un
mélange complexe mal défini dont la composition @sficile a reproduiré ce qui
complexifie les études mécanistiques de type pheooiaétigue/pharmacodynamie. Le
Photofrin® possede également un faible coefficaaktinction molaire dans le rouge, et sa
durée de vie importante dans l'organisme (de 3 serBaines) peut entrainer un risque de
photosensibilisation généralis¥&® d’autant plus que I'HpD présente une faible sélaét
pour les tissus cibles.L'utilisation de PS de premiére génération préseloinc de nombreux

inconveénients qui ont conduit a la définition duiB&al pour une utilisation en PDT.

Pour étre optimal, un PS doit présenter, en temeepropriétés photophysiques, un fort
cecefficient d’extinction molaire a la longueur d’@nd’excitation, un rendement quantique en
oxygene singulet élevé ainsi qu’une absorption dem$ongueurs d’onde rouge voire proche
infrarouge. Cette derniere propriété est importanaier une PDT efficace en profondeur, du
fait de la présence de composés endogenes absortantumiere (principalement
I’'hnémoglobine, Figure 6) et de la diffusion assedd des rayonnements de plus haute énergie
(donc de plus faible longueur d’onde) au sein desu$ organiques (Figure 7). Plus la
longueur d’'onde se rapproche de 800 nm, plus laekemincidente est pénétrante et le
traitement efficace (Figure 7J.Afin de s'assurer d’un traitement le plus en pnafeur
possible dans la tumeur, il est donc nécessairllisen un PS capable d’absorber dans ce
domaine de grandes longueurs d’onde (rouge et erodharouge), et d'utiliser évidement

une source de lumiere adaptée a ce PS. Du pomtielele l'intensité, le photosensibilisant

38



doit posséder des bandes ayant un coefficient id@idn molaire maximal pour que la
quantité de médicament requise soit minithe.

Absorption

100 A

10 A Mélanine

Eau

Hémaoglobine

0.01

0.3 0.6 1 3 6
Longueur d’'onde (um)

Figure 6. Spectre d'absorption des principales motiles biologiques endogénes des tissus.

1 em

Figure 7. Profondeur de pénétration des rayonnemestlumineux dans les tissus en
fonction de leur longueur d’onde (nm).

Ce PS idéal devra répondre aux criteres chimigpéstophysiques et biologiques
suivants :
- Pureté chimique, composition constante et faalééynthese ;
- Toxicité a I'obscurité faible, voire nulle ;
- Caractéristiques photophysiques appropriées :
- coefficient d’extinction molaire éleve, a des lorgts d’onde
situées dans la « fenétre thérapeutique », cdseaitué dans la région

rouge/ proche infrarouge (600-850 nm) du spectré&ademiere visible,
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afin de permettre une pénétration tissulaire etabworption de lumiére
par le PS optimales (Figure 5 et 6) ;

- rendement quantique en oxygene singulet éldvg. (Pour ce
faire, le rendement quantique en état triplet dudBi étre élevé ainsi
que la durée de vie de I'état tripf®S,’, et son énergie suffisante pour
permettre le transfert d’énergie a I'oxygene deofada plus efficace

possible ;

- Solubilité dans l'eau, afin de facilité I'adminigtion systémique et éviter
I'agrégation qui ferait baisser &, ;
- Clairance rapide ;

- Sélectivité pour le tissu tumoral.

Afin de se rapprocher des caractéristigues de cedP&8, de nouveaux PS ont été

développés.

IV.2 PS de 3™ génération

Bien qu'il existe aujourd’hui d’autres classes deldéoules présentant un réel intérét en PDT,
comme les phtalocyanines, les texaphyrines, I'aaid@olévulénique ou encore I'hypéricine,
ce développement s’est surtout focalisé sur lalfardes porphyrines. En effet, ce type de
compose reste depuis les années 70 les plus saétespour des applicatioirs vivo. Les
porphyrines et les chlorines sont les PS les pilisas. Ces molécules sont caractérisées par
une structure aromatique plane macrocyclique cadagformés de quatre unités pyrroliques
reliées entre elles par des ponts méthenes. TeUSOO®P0SES sont caractérisés par une bande
d’absorption située a 400 nm appelée bande de.Stete bande est peu utilisée en PDT car
comme expliqué précédemment, la lumiere bleue nétpgpas profondément dans les tissus.
Toutefois, ces composés porphyriques présenterierdgat tous une bande d’absorption
située entre 600 et 800 nm qui est utilisée (b&apileCette bande est située aux alentours de
630 nm pour les porphyrines, alors qu’elle se teoaw50 pour les chlorines et vers 690 nm
pour les phtalocyanines. En plus de leurs prowiéé fluorescence, les dérivés de
porphyrines montrent de bons rendements quantidegsoduction d’oxygéene singulet. Ces
molécules sont majoritairement des chlorines etptiéslocyanines, molécules absorbant plus

efficacement dans le rouge que les porphyrines ossquent des structures chimiques
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constantes. Citons par exemple la chlonmé&étrahydroxyphényl (Foscan®) ou un dérivé de
benzoporphyrine, la verteporphine (Visudyne®) (Fegy8).

Figure 8. Structures chimiques du (a) Foscan® etedla Verteporfin® (b).

IV.3 3°™ génération

Bien que les PS de®® génération présentent de meilleures propriétémighies et
photophysiques par rapport aux PS & génération, des progrés restent & faire pour
améliorer leur sélectivité vis-a-vis des tissuslesb Le développement de PS d&"3
génération consiste a élaborer des composés quioréer des dommages sélectifs des
cellules tumorales. Des études précliniques dérapntjue les PS actuels sont présents dans
les tissus tumoraux en quantité beaucoup plus impiar que dans les muscles et la peau
Cependantméme s'ils montrent une légére préférence pourtifssis tumoraux, les PS
souffrent d’'un manque de sélectivité qui nuit e letilisation. Afin de résoudre ce probléme,
diverses techniques de ciblage des PS ont éténétesaore beaucoup étudiées. En effet,
augmenter I'accumulation tumorale des moléculedgsmmsibilisatrices tout en limitant leur
incorporation dans les cellules saines permetttaitréduire les effets indésirables. Des
recherches portent sur des photosensibilisatetssddi 3™ génération. Le principe est de
greffer sur des molécules d&"2génération des groupements chimiques visant drenda
ciblage actif (adressage) ou de transporter le gseoisibilisant dans une formulation qui

induit un ciblage passif (vectorisation).

IV.3.1 Ciblage actif : I'adressage

Le ciblage actif consiste a s’appuyer non pas esidifférences de biodistribution, mais
sur les particularités phénotypiques et fonctiolesedes cellules cancéreuses. Les tissus
cancéreux sont caractérisés par une altératioriedpréssion des récepteurs, protéines et

lipides de surfaceCette altération peut se manifester par une express surexpression de
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certains récepteurs ou marqueurs membranairesoqtihabituellement trés peu présents,
voire complétement absents de la surface des esffulune croissance plus rapide et
importante des cellules tumorales va égalemendieir une surexpression de ces récepteurs.
L’idée est donc de cibler ces changements biol@gigpour augmenter la sélectivité du

photosensibilisant vis-a-vis des tissus cancéréparela, I'efficacité de la PDT.

Ces récepteurs et/ou marqueurs surexprimés nepsanies mémes selon le modele
tumoral étudié, mais tous forment des cibles pates dans le cadre de la recherche contre
le cancer. C'est dans cette optique que des PS«dits troisieme génération » ont été
synthétisés. Ces molécules sont composées d'uneP§&abnde génération couplé a une
molécule d’adressageia un « espaceur ». Si la molécule d’adressage dBsasnment
accessible, l'assemblage sera reconnu par les teézepspécifiques, ou reconnaitra les
marqueurs, surexprimeés a la surface des cellulesrales, facilitant leur incorporation par
ces dernieres. Contrairement au ciblage passif ajpéliore la biodistribution et la
biodisponibilité, cette stratégie permet théorigeatrd’améliorer 'accumulation du PS dans

la zone a traiter sans pour autant augmenter sgentration dans les tissus sains.

Dans cette approche d’adressage, deux stratégidsasconsidérer : soit greffer des
molécules ciblant spécifiguement les cellules cencses, soit des molécules ciblant les

néovaisseaux (stratégie anti-angiogénique).
Dans le cadre d’'un ciblage des cellules tumor#dssstratégies les plus développées sont :

- Adressage par des suctes l'adjonction de sucres sur des

PS de type cycles tétrapyrroliques permet de reled®S plus hydrophil& De plus,
cette stratégie permet d’exploiter une propriétdiqdiere des cellules tumorales :
I'activité de croissance accrue des cellules causé&s se traduit souvent par une
glycolyse augmentée par rapport aux cellules sathes vont alors activement
assimiler par endocytose les sucres présentésrasieface par le PS en milieu
70, 75

agueux.

- Utilisation d’anticorps monoclonaux basée sur I'existence de marqueurs

spécifiques, cette méthode consiste a produirentiocaps spécifique d’'un antigene
tumoral et & l'utiliser afin de détruire les cedlsltumorale$ ou & le faire produire

par 'organisme du patiefi.
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- Adressage par des peptidese sont des séquences de moins de cinquante
acides aminés et qui, selon la séquence peptidppievent interagir de maniére
spécifique avec différentes protéines, notammeu aselles qui constituent les
récepteurs. Leur petite taille offre I'avantage rd’contréle plus facile du site de
greffage d’'une molécule thérapeutique, permettatitér les éventuels problemes
de dénaturation. La structure tridimensionnelle peptides est aussi moins bien
définie que pour les protéines, ainsi les déforomatiéventuelles induites par le
couplage avec un PS ne résultent pas forcémeninerperte d’affinité avec le
récepteur cible. Enfin, ils peuvent étre synthéti8dl s'agit donc d’une alternative
intéressante aux macromolécules de type hormonestizorps, plus complexes a
obtenir et a manipuler. Les peptides ainsi utilisegant que molécules de ciblage
peuvent alors servir a internaliser un PS de meangrécifique, a modifier sa
localisation intracellulaire, ou encore a s’assuterson activation dans le stroma
tumoral. Dans le cadre de cette stratégie, cegasdguences peptidiques, H-Arg-
Gly-Asp-OH (RGD) et H-Ala-Thr-Leu-Trp-Pro-Pro-ArgHD (ATWLPPR), qui
permettent de cibler les néovaisseaux, ont étélaj@vees au sein du laboratoire.
Cette stratégie vise a maximiser les effets ardcukaires de la PDT, en ciblant les
récepteurs au VEGFVéscular Endothelial Growth Factprou un de ces co-

récepteurs (neuropiling9).

- ciblage du récepteur a I'acide foligué’acide folique, connu également sous
le nom de vitamine B9, I'un des réles principaux’deide folique est d’agir en tant
gue coenzyme dans le transfert de groupements hagthyais a aussi un réle
important dans la réplication de I'ADN. Le réceptele I'acide folique (RAF) est
surexprimé dans de nombreux cancers humains, naatnes tumeurs cérébrales
ou pulmonaire&® Dans les cancers ovariens, il constitue un mamgdetchoix. De
plus, I'expression du RAF est trés limitée au nivades tissus humains non
pathologiques. Ce type de stratégie que nous awtiisé, sera développé

ultérieurement (chapitre 1V).

IV.3.2 Ciblage passif : la vectorisation

Les PS présentent une sélectivité relative envessckllules cancéreuses. Plusieurs

facteurs relatifs a la nature méme des tumeursuettidbma environnant ont été désignés
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comme potentiellement responsables. Ainsi, la Jagsation plus dense et perméable, le
drainage lymphatiqgue plus faible, l'acidité relativdu stroma tumoral causée par
I'accumulation de métabolites, ou encore la vitedserolifération plus élevée des cellules
tumorales pourraient expliquer cette sélectititéa structure chimique des PS pourrait aussi
avoir son importance : la charge, la taille et &dabhce hydrophile/hydrophobe pourraient
générer des interactions préférentielles entreeliaghérapeutique et le milieu particulier que
constitue le stroma tumoral. Il va étre possibée, yn choix adéquat de vecteurs appelés aussi
transporteurs, d’augmenter la sélectivité du PSeenles tissus & traifér Généralement, il
est considéré que les molécules les plus hydraphileulent avec le flux sanguin, ce qui
favorise leur éliminatiofi* Cela peut permettre d'éviter des problémes decitéxliés a de
trop fortes concentrations du produit dans certagssis, mais limite sa biodisponibilité pour
le traitement. Au contraire, les plus hydrophobescsllent aux parois vasculaires ou les

traversent et sont ensuite stockés dans les tissus.

Il existe deux types de transporteurs: les vestencorporants qui englobent le
photosensibilisant au sein de leur structure (bposs, micelles, polymeres) et les vecteurs
non-incorporants (LDL, albumine) qui sont liés arlalécule d’intérét de fagcon covalente. Un
bon transporteur ne doit altérer ni I'efficacité)'affinité du PS pour les cellules cancéreuses.

Il doit étre aussi biodégradable et sans immunagéni

Parmi les vecteurs non-incorporants, les lipopna&®ibasse densité (ou LDL pdiumw
Density Lipoproteinsjouent un réle important dans la sélectivité & hydrophobes. En
effet, il a été démontré qu’apres administraties, PS sont véhiculés dans le flux sanguin au
sein d’'agrégats de LDL. Ces agrégats présententapegrotéines a leurs péles qui sont
reconnus par des récepteurs spécifiqgues. Probahleneaison de leurs besoins accrus, les
cellules tumorales surexpriment les récepteurslddix ® Cette surexpression, couplée aux
propriétés spécifiques du stroma tumoral, expliquen meilleure rétention des PS

hydrophobes au niveau de la tumeur.

Dans une stratégie de vectorisation par transporten-incorporant, on peut aussi noter
l'intérét de la protéine la plus abondante du sétwmain : I'aloumine. Elle régule la
pression osmotique sanguine, transporte les agaessdu foie aux tissus et lie de maniere
covalente et réversible un grand nombre de comparsgsgenes et exogenes. Un taux €élevé
d’albumine a été décelé dans les masses tumoralesi: est vraisemblablement da a

'augmentation du métabolisme et a la prolifératexeessive des cellules cancéreuses. Ainsi,
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une association liant le photosensibilisateur Blimine pourrait étre réalisée. Cependant, de
telles molécules possedent par définition une sidiilmmédiocre dans les milieux aqueux, ce
qui pose un probleme évident quant a leur mode ndiladtration. La formulation du
médicament prend alors un role essentiel. Unenaltiee réside dans I'incorporation de PS au

sein de structures tels les liposomes ou les regell

Les liposomes sont des vésicules phospholipidiggabmicroscopiques pouvant
incorporer différentes molécules lipophiles ou loghiles. Du fait d’'une incorporation non
sélective, les PS peuvent s’agréger au sein daosdime, ce qui aboutit a une nette baisse de
leur activité photodynamiqu&®* Cependant cette stratégie de vectorisation reream
certain intérét en PD$%° Les micelles ou les huiles de dispersion amélideesolubilité du
photosensibilisateur grace a l'utilisation d’'un mgémulsifiant qui favorise I'internalisation
dans la cellule. Les huiles de dispersion ont &ées en premier. Le Cremophor représente
actuellement I'huile la plus efficace. Malgré sdificacité, elle semble étre a l'origine de
réactions anaphylactiqué®® L'utilisation de micelles a été envisagée, carleseti
possedent la méme efficacité d’internalisation dgege huiles en présentant peu d'effets

secondaire&® %

Les nano-objets tels que les particules polymésqguprésentent une alternative aux
liposomes et autres micelles. Elles possédent coavametages un haut chargement en PS, un
contréle du relarguage des PS, une grande vargt@adériau utilisable et des procédés de
fabrication industrielle. Plusieurs types de paits sont également utilisés : les
nanoparticules, les nanospheres et les dendrintéltes.se distinguent par leur taille et par la

localisation du photosensibilisateur au sein dgracture polymérique.

V. Intéréts des nano-objets en PDT

Dans le cadre d’'une amélioration de la PDT, quesat une meilleure sélectivité, un
adressage plus efficace ou encore, une action gydique accrue, les nano-objets que
sont les nanoparticules (taille comprise entre 11@& nm), représentent une approche
prometteuse dans ce domaine thérapeutique, mdengga dans le domaine de la détection
tumorale. Elles présentent de nombreuses propriétésssantes qui vont étre fonction de
leurs dimensions nanomeétriques et de leurs compositSous I'appellation nanoparticule, on
retrouve différentes sortes de composeés, dordilla peut varier de 2 a plusieurs centaines

de nanometres. Elles peuvent étre composées denméta lipides, de céramiques ou de
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polymeres. Les dimensions vont leur permettre éfagir de maniére unique avec les
systémes biologiques a I'échelle moléculaire, etdalifférentes compositions vont pouvoir
leur conférer une stabilité et une spécificité @ie; que ce soit pour une encapsulation de

principe actif ou méme de biocompatibilite.

Le choix de composition et de dimension des namicpées va étre directement lié a
'usage que I'on souhaite en faire. Parmi les défifiées utilisations, on distingue trois grands

types de nanopatrticules :

- les transporteurs incorporants, qui vont permett®jivant la
fonctionnalisation de surface de la nanoparticule, adressage ou une
vectorisation du PS ;

- les transporteurs non-incorporant, principalemestdendriméres, qui vont
guant a eux principalement permettre de rendr@&moins hydrophobes, et
ainsi limiter le probleme lié a ce type d'adressapassif qu’est
'accumulation dans les tissus sains ;

- les quantum dots, qui en plus de leurs dimensibade ¢eurs potentiels de
fonctionnalisation de surface trés intéressantgsamtent des propriétés
photophysiques qui vont leur permettre d’étre sdilen imagerie comme
fluorophore, mais également en PDT comme PS ou @ndonneur

d’énergie par mécanisme FREHOfster Resonance Energy Transfer

V.1 Les transporteurs incorporants

L’utilisation de nanoparticules comme transportedes PS émerge comme étant une
approche tres prometteuse, car leur dimension guesieur composition offrent de nouvelles
voies d’exploration en PDT. En effet, ces nano-shpeuvent satisfaire au cahier des charges
de l'agent PDT idéal. Ces transporteurs vont endapdes PS en leur sein, et ainsi les
protéger du milieu extérieur jusqu’au site d’actmitodynamique.

En fonction du choix de leur composition ainsi qie la fonctionnalisation de leur
surface, les nanoparticules peuvent étre biodéghaslaou au contraire, peuvent résister a une
dégradation enzymatique ou une attaque microbiehrénsi préserver le PS transporté. La
porosité de ces nanoparticules peut égalemenagisece afin de controler le relargage du PS

dans le milieu biologique, ou de limiter le cont&®/milieu extérieur dans le but de le
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préserver. De plus, cette porosité permet une giiffu efficace de I'oxygéne tissulaire, et
permet ainsi au PS de produire son action photadimeae malgré son confinement au sein de
la nanoparticuld® Ces nanoparticules présentent également un ceFactén-
immunogénique, et ne vont pas par conséquent ergyedd réponse immunitaire. De plus,
elles peuvent étre optiqguement transparentes, iceagrendre toujours possible I'activation
du PS. Enfin, une des propriétés les plus inténéssaest que ces nanoparticules peuvent
fonctionner comme des plateformes multifonctiorellet ainsi permettre avec un seul type
d’objet, de combiner a une stratégie d’adressagjé de& I'imagerie et de la thérapie. On
distingue deux grands types de transporteurs incanps : les biodégradables et les non-
biodégradable®

- Les nanoparticules biodégradables sont constitdégslymeres (généralement des
polyesters) qui peuvent étre dégradés en milielogiigue, permettant le relargage du PS. Les
nanoparticules biodégradables les plus étudié sonstitués de copolymere de poly(DL-
lactide-co-glycolide) (PLGA) et de poly(DL-lactid€¢lPLA). L'intérét de cette composition
binaire est le contrdle de la balance hydrophilefbghobe de la particule, par un choix de la
proportion de PLA/PLGA (PLA étant moins hydrophdee PLGA), et ainsi permettre un
controle du taux de biodégradatitn.

- Les nanoparticules non biodégradables peuventcétrgposées de polyacrylamide,
mais plus généralement elles sont soit composésnéimux (o) soit de céramique
(principalement de silice, ORMOSH: %9. L’avantage de ces nanoparticules par rapport aux
nanoparticules biodégradables est qu'elles peuvesdrvir comme plateforme
multifonctionnelle, ou I'on va pouvoir combiner igexie et traitemeht’. Dans le cadre d’'un
diagnostic et d’un traitement d’'une tumeur au cany¢équipe de Kopelman a synthétisé une
nanoparticule contenant un agent de contraste I&de de fer), ainsi que du Photofrin®
afin de permettre un traitement PDT. La surfaceatée nanoparticule a été fonctionnalisée
par un polyéthyléene glycol (PEG) afin d’améliorarsolubilité de 'ensemble, mais aussi par
un peptide RGD pour un adressage spécifidti&’

Une revue a été publiée par notre équipe, ou jtappan deuxieme auteur, sur les travaux

portant sur la vectorisation de PS incorporés dasshanoparticules de silit®.

Il est également possible d’adresser les PS paetinédiaire de micelles polymét¥sou
encore par des molécules organiques (liptdesyclodextrine®®). Si beaucoup de ces

vecteurs sont a I'étude pour des applications e, RIBux d’entre eux sont commercialisés :
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le Fosli® et le Fosped Il s’agit en fait d’'une formulation den-tétrahydroxyphényl-chlorine
(mTHPC) dans des liposomes de 1,2-dipalmitogikghosphatidylcholine (DPPC) pour le
premier, et des lipopsomes composés de  dipalmitogipmatidylcholine,
dipalmitoylphosphatidylglycérol, et de PEG-distgdpbosphatidyléthanolamine pour le
second. Il serait également possible de fonctioseralces micelles ou liposomes a leur
surface afin de permettre une sélectivité du tmadétet PDT envers les cellules tumorales.

V.2 Les Quantum Dots

Les Quantum Dots (QDs), appelées eégalement baitasiques, sont des nanocristaux de
semiconducteurs, dont la taille est généralememhpcge entre 1,5 et 6 nm. Ces
nanomatériaux possedent des propriétés photoplegsigniques, car dépendantes de leur
composition, mais surtout de leur taille. En effpgur une méme composition, leurs
propriétés vont non seulement étre difféerentesalles du matériau massif, mais vont étre
ajustables par un contréle de la taille de ces panticules lors de leur synthé$8.Etant
optiquement actives, elles vont pouvoir étre @és comme fluorophores en imagerie, mais
également comme PS (ou donneur d’énergie en FR&T lg cadre d’un traitement PDT. De
plus, ces QDs bénéficient d’'un énorme potentielnatiere de fonctionnalisation de leur

surface, permettant un adressage par divers ligands

L’énoncé de leurs différentes propriétés, ainsi tpue intérét pour une application en

PDT seront plus amplement développés au chapitre II

V.3 Les transporteurs non-incorporants : les dendrimérs

Les dendrimeres sont des macromolécules synthétiglee taille nanométrique dont la
surface peut-étre modifiee chimiquement selon liappon recherchée. Les
poly(amidoamines) (PAMAMSs) et les poly(éthyléne mes) (PEISF’ sont les dendriméres
les plus utilisés pour une application biologiglueur solubilité en milieu aqueux et leur
excellente biocompatibilité font de ces composés aldils de choix pour le transport de
substances biologiquement actives utilisables afoia en thérapeutiqi® et pour
limagerie!® L’atout majeur de ces dendriméres réside danmebre, contrélable et donc
connu, d’entités fonctionnalisables a leur surfgmermettant ainsi leur utilisation comme
plate-forme multifonctionnelle. Les propriétés ainsie l'utilisation de ces composés est

développée au chapitre suivant.
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Chapitre Il. Dendrimeéres et thérapie photodynamigue

L'objectif du travail décrit dans ce chapitre a l&kaboration d'une structure vecteur/PSs
dissymeétrique. Ces travaux ont portés sur la fona@lisation périphérique de dendrimeres

de type poly(amidoamine) (PAMAM) par des photodsitisateurs de type porphyrine.

I. Introduction sur dendrimeres

.1 Généralités

L’adressage spécifique d’agents thérapeutiqueslamgalement vectorisation, vers un
organe, un tissu ou des cellules malades par uicuiéhreste un des challenges majeurs en
recherche thérapeutique. En effet, beaucoup deipeis actifs possedent des caractéristiques
physicochimiques qui ne sont pas favorables a tifisation biologique, car ne permettant
pas un franchissement optimal des barrieres plogigples séparant le site d’administration
du site d’action. Certains PA vont se heurter ad@canismes enzymatiques de I'organisme,
aboutissant a leur dégradation et/ou métabolisatioe distribution de ces PA vers les zones
a traiter peut étre par conséquent difficile. Dgspl’accumulation de PA dans les tissus sains
peut engendrer de nombreux effets indésirablesygmiuaboutir a 'abandon de stratégies
thérapeutiques malgré l'efficacité du PA. Deux daspects les plus importants en
vectorisation sont donc le contréle de I'efficadiiérapeutique et la sécurité du traitement. Ils
sont obtenus par la maitrise de la quantité eadanétique de PA relargué et de I'adressage
spécifique au site d’action. Le besoin croissansyg&eémes d'adressage de principes actifs
améliorant leur spécificité et leur activité tout eéduisant leur dégradation et leur toxicité
intrinséque a abouti au développement d'une graratété de vecteurs. Ces derniéres
années, l'utilisation de dendrimeres pour des apfiins telles que le diagnostic et la
thérapeutique®*** suscite, et de loin, beaucoup d'intéréts par seppux polymeéres et
oligomeres classiques. Ces composés sont en efpangs avec un niveau de contrdle qui
n'est pas atteignable avec la plupart des polymbinésires, aboutissant a des structures
globulaires monodisperses possédant un grand nombregroupements périphériques
fonctionnalisables. Ils sont, par conséquent, desdidats idéaux comme véhicules

d’adressage de PA.

Le terme dendrimére, proposé pour la premiéregfaisTomalid™® en 1984, est construit &

partir de deux mots : dendrite et polymere, le peerdvoquant la structure arborescente de
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ces composeés (« dendron » signifie arbre en gred¢ second la répétition d’'un motif
structural de base (« meros » signifie unité er)gi@es structures sont généralement décrites
comme étant des macromolécules caractérisées par stmcture tridimensionnelfé
hautement ramifiée qui leur confere un fort potntile fonctionnalisation pour des
applications variées. Les propriétés uniques de cmBposes, telles que leur structure
uniforme, leur haut degré de ramification, leur fogblubilité, leur multivalence, leur masse
moléculaire discréte, la présence de sites intedieslusion ainsi qu’une variabilité de
composition chimique importante, en font des matgcritres attractifs pour des applications

biologiques et d’adressage de principes attifé*

.2  Structure

Une structure dendritique est caractérisée parcdashes entre chaque point focal (ou
point cascade) appelées génération. Un point fstaline fonction chimique qui va permettre
une croissance du dendrimere par un couplage demenes. C’est au niveau de ce point
focal que I'on obtient une croissance exponentidde fonctions périphériques. La génération
d’'un dendrimere est définie comme étant le nombereaints focaux en partant du coeur vers
la périphérie de la structure (Figure 9).

§ ha,
By ey MR

Figure 9. Nomenclature des dendrimeres : A Dendrimére de polypropylene imine (PPI)
de 5™ génération (G5), B: dendrimére de polyamidoamine (PAMAM) de 3™

génération (G3). Chaque génération est représentgar un cercle??
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Il est possible de déterminer le nombre de fonstidramplification de surface (2)
(équation 11) ainsi que le nombre de liaisons lemvas formées par génération (BC)
(équation 12) a partir de la multiplicité du coelNg)( la multiplicité du monomere g\ et la

génération du dendrimere (G):

(Z) = Ne. No© (11)

(BC)=N.. {(('T\I%__f))} (12)

Le coeur du dendrimére est appelé parfois génératoam il ne présente aucun point focal.
Ce cceur est a la base de la structure arboresdestéendriméres car il va étre le point
d'ancrage de chaque dendron ou unité dendritique regroupés, vont représenter les
branches de cette structure. Le cceur peut étredreable : le 1,4-diaminobutane £N}) pour
les dendrimere de type polypropylene imine (PRE4), 'ammoniaque (M=3) ou I'éthylene
diamine (N=4) pour les dendriméres de type polyamidoamineMRK) par exemple. Ces
derniers présentent des intermédiaires possédardrdapes carboxyliques a leur surface est
sont nommeés dendriméres de demi-génération (ex5, &1.5...etc., figure 9). Les dendrons
présentent eux aussi une grande variabilité dectstet lls sont généralement a base de
polyamine (PP}° monomeére : h2), d’un mélange de polyamides et d’amines (PAMARA,
monomeére : hE2) ou encore d’unités polyaryl éther(monomere : h=2). Plus récemment,
des dendriméres basés sur des coeurs a base de'?8umwvede calixaréné® ont été
développés, ainsi que des structures présentantéldesents tels que le silicium et le

phosphore (Figure 165°
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Figure 10. Exemples de dendriméres, A a base de poly(aryl) éthef?” B: & base de

sucre®* C : & base de silicé?®

II. Les différentes approches de synthéses des dendries

Depuis 1979 et la premiére description de ce typendléculed?® deux stratégies ont été

principalement développées pour la synthése derie@icts. La premiere, nommeée stratégie

divergente, fut introduite par Tomadifa et consiste en une croissance du dendrimére i part

d'un coeur initial vers la périphérie. La secondéyeloppée par Hawker et Frécfit,

consiste en un processus de croissance convergenes unités dendritiques sont couplées a

un cceur multifonctionnel pour obtenir le dendrienéinal. Il est rapporté que plus de 100

dendriméres de compositions différentes avec ptud@D0 modifications de surface ont été

synthétiséwvia ces deux méthodé& ' Plus récemment, d’autres approches synthétiques on

egalement été développées afin d’avoir une crotesgutus rapide de dendrimeres ou de

meilleurs rendements par une réduction du noml#@ples de synthese et de purification.

1.1 Méthode divergente

L’approche divergente a été introduite au début desées 1980 par Tomdfia et

Newkome™®? Elle consiste en une stratégie de synthése piigeesouche par couche,

débutant au niveau du cceur focal, a la péripharipiel sera construite la molécule par une
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succession d’'opérations de base consistant enco(ijlage déuilding block(monomeres),

et (2) déprotection ou modification des fonctiointéal terminales de périphérie afin de créer
une nouvelle fonctionnalité de surface. Cette ssgioa de réactions est souvent nommée
« croissance de génération ». L'obtention de derm&hes de premiere génération se fait
simplement par un couplage entre le coeur et un mére Pour obtenir un dendrimere de
seconde génération, les fonctions périphériqueteddrimére de premiere génération doivent
pouvoir réagir avec lasuilding blockssuivants (Figure 11).

Cette méthode présente l'intérét d’étre directejsnwertains problemes de synthése
peuvent survenir, limitant ainsi la taille des stures pouvant étre obtenues. En effet, au fur
et a mesure que les dendrimeéres croissent en généle nombre de fonctions chimiques
périphériques croit lui aussi de maniere exponksmti€ela engendre un nombre de réactions
simultanées de plus en plus important sur une nr@oiécule, augmentant alors la difficulté
d’obtenir un dendrimére parfait, méme avec destigrad’excellents rendements. De plus, le
nombre de produits secondaires va lui aussi coradtEment augmenter, ces produits
pouvant s’avérer difficilement séparables, car gmént des masses, tailles et des propriétés
souvent trés proches des dendrimeres parfaitse Geithode de synthese est principalement

utilisée pour les dendrimeéres de types PAMAM et PPI

. w . o
2 e v s oo =
Zgg— < — B2y %{{Eﬂ_ﬁ:}—{j
|
@

— monomere @ Groupe protecteur

Figure 11. Principe de I'approche divergenté?

1.2 Méthode convergente

La voie convergente de synthése de dendrimeresa quié développée par Hawker et
Fréchet®’ propose une approche alternative. Par cette méthied dendrimére va étre
construit de la périphérie vers le cceur. La preenjiitase de cette approche consiste en la
synthése des dendrons qui vont, dans un deuxiempsteétre couplés a l'unité centrale
représentant le cceur du dendrimere. Les unitésrfiece vont étre graduellement couplées a
des monomeéres. Ces dendrons, une fois gu’ils ¢teinata taille adéquate, vont étre ensuite

attachés & un coeur adapté afin d’obtenir un deldeincomplet (Figure 12§° Ceci va
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permettre de réduire le nombre de réactions seumaat a chaque étape. En effet, la stratégie
de synthése convergente ne fait intervenir qu’uiit pembre de fonctions a chaque étape,
limitant ainsi le nombre de produits secondairessiiides par étape. Les purifications des
produits intermédiaires sont donc plus simples aaneaboutissant a une structure parfaite
des dendrons. Cependant, ce type de synthése restalggnent limité a la construction de
dendriméres de petite taille du fait des problediescombrement stérique rencontrés lors du
couplage de dendrons nanométriques sur un cceimeéasion moléculairé®® Cette méthode

va donc souffrir de faibles rendements dans laheg# de grandes structures dendritiques.

s i-oggﬁ.ggi%ﬁ%;ﬁi%#ﬁ{;

o groupe protecteur orthogonal = monomer @ groupeprotecteur

Figure 12. Principe de I'approche convergent&*

1.3 Autres approches

Dernierement, de nouvelles méthodes de synthesetédéveloppées afin de minimiser
les inconvénients des approches purement convesyent divergentes. Ces méthodes sont

présentées ci-dessous

[1.3.1 Approche hypercore/branched monomers

Suite au développement de l'approche convergenthEt porte son attention sur le
moyen d'accélérer une synthése de dendrimeres. &a&ar il utilise une méthode dite
hypercore/branched monomgré qui est, en fait, une combinaison des approches
convergentes et divergentes. Cette méthode s’agpwia construction en parallele de deux
types de structures oligomériques, I'une consistandes fragments de dendrobsafched
monomerkissus de la réaction entre monomeres (synthesgeogente), I'autre consistant en
un coeur déja couplé avec une série de monombyger€ore approche divergente). La
derniere étape de cette synthése sera le couptarge’bypercoreet les dendrons (Figure 13).
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Figure 13. Principe de I'approche hypercore/branché monomers®

[1.3.2 Croissance exponentielle double

Cette approche est similaire a la technique dessaoice rapide de polymeres linéaires.
Elle est basée sur la préparation de monomerksabtes pour une synthese divergente et

convergente & partir d’'un unique monomére de dépayure 14)->°

Tiﬁ{i%i%i%

Figure 14. Principe de la synthése a croissance exgntielle double!*®

[1.3.3 Chimie « lego »

Cette approche implique I'utilisation de cceur etmnomeres hautement fonctionnalisés
pour une synthése de dendriméres a base de phes|@wite voie de synthése permet une
multiplication de 48 & 250 du nombre de fonctiogsighériques en une seule étape-®
Cette stratégie requiert un minimum de solvantmegrune purification simple de produits et

génere des produits secondaires non toxiques ketgiiilaement compatibles tels I'eau et le

. %4%
)

Figure 15. Principe de la stratégie « lego %3

diazote.
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[1.3.4 Chimie « click »

Cette méthode repose sur la grande fiabilit¢ dehsge de 1,2,3-triazoles a partir
d’azotures et d’alcynes, catalysé par du cuivre)J&fgure 16). Cette stratégie de synthese
permet d’obtenir des dendriméres possédant un@gnaariabilité de fonctions périphériques
avec de trés bons rendements et une grande plerestgyl produit secondaire formé étant le
chlorure de sodiurf®

b 2 ’
g PAT
MR curl

——

RI__
Figure 16. Principe de la stratégie « click #'3

III.Propriétés des dendriméres

Les dendriméres présentent des propriétés physimgres uniques par rapport aux
autres types de polymeéres, gu’ils soient linéaoesramifiés. Ces structures présentent en
effet des propriétés de monodispersité remarqualdes des polymeres, mais également des
propriétés structurales telles que l'architecturrne tridimensionnelle et la multivalence
périphérique qui vont directement influer sur ligttion de ces dendrimeres. Ces paramétres
sont contr6lables et conférent a ces structurexresbentes un potentiel d’application énorme

en permettant une conception modulable en fonct@hutilisation choisie.

1.1 Monodispersité

Les dendriméres sont construits avec une strugthwkeculaire discréte et clairement
définie. Ceci leur confere une masse moléculairdoume sans distribution de taille,
garantissant une uniformité de leurs propriétéssigloghimiques. Cette monodispersité est
remarquable avec des valeurs de polydispersitéviM comprises entre 1.000002 et 1.005.
Cette propriété peut étre évaluée par chromatogdpjuide a haute performanceligh
Performance Liquid ChromatographiPLC)**° chromatographie & exclusion de tailBize
Exclusion ChromatographySEC}*, spectrométrie de masskldss SpectroscopyS)*2
électrophorése capillairé® électrophorése sur géft ou encore par microscopie électronique

a transmissionTransmission Electron MicroscopyEM).1*°
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[11.2 Multivalence et effet dendritique

Au cours de la croissance en génération d’'un deréald, ce dernier voit son nombre total
de fonctions périphériques augmenter de maniererexpielle. Cette profusion d’entités
réactives donne au dendrimeére un énorme potemtigiudtifonctionnalisation, que ce soit par
des biomolécules dans le cadre d’'un adressage fandgons réactives dans le cadre d’'une
catalyse. Les interactions multivalentes aboutisserune forte augmentation d’activité
comparée aux interactions monomérigtféette amélioration synergique d’activité, qu'elle
soit catalytiqu&'’ ou d'affinité de reconnaissant®'*° est généralement appelée effet
cluster'® ou effet dendritiqué>® Cet effet est attribué & une coopération fonceédierau sein
d’'un systeme multivalent qui va conduire a unevéétisupérieure a celle attendue par la
valence de ce systeme. Cet effet n’est cependantipaimple effet additif qui augmenterait
I'efficacité mole a mole d’'une reconnaissance makice donnée di a un nombre élevé de
fonction par moléculen(fonctions sur une méme molécule augmenteraidais I'efficacité
de la réaction). L'effet dendritique entre en jewsque les fonctions du dendrimére vont
permettre une amélioration synergique de l'effitacle la reconnaissance (efficacité effet

dendritique= (efficacit@onomeriqu} )-

Cette particularité des dendrimeres va permettre amélioration de l'adressage de
substances actives par une combinaison entre Uatwte dendrimére-principes actifs a un

grand nombre de molécules d’adressage.

[11.3 Structure tridimensionnelle et taille nanométrique: « dendrimére hbte »

Les dendrimeres, de par leur structure discretept vieosséder une architecture
tridimensionnelle définie et prévisible. Au fur@mesure de la croissance en génération d’'un

dendrimere, trois différents compartiments vontaagfire :

- la surface multivalentequi est composée des fonctions périphériques slilates
dendrons. Ce grand nombre de sites réactifs vaémmfiux dendrimeres un trés grand
potentiel de fonctionnalisation, établissant cesucsires comme des plateformes
multifonctionnelles ;

- les couches externessituées sous la surface, qui vont posséder un
microenvironnement physicochimique défini protégé miilieu extérieur par la surface

périphérique ;

59



- le cceur qui est le point d'attache des différents dengraomplétement isolé du

milieu extérieur, engendrant alors des proprié&ésitbs spécifiques au sein de la structure.

Plus spécifiquement, pour de grandes génératianpgliphérie est composée d’un tres
grand nombre de fonctions chimiques périphériqgas,va rendre cette surface de plus en
plus dense au fur et a mesure de la croissancérenajion. C’est cette densité de surface qui
va permettre une relative isolation du cceur etcdeshes externes du milieu environnant. Les
gros dendriméres (G>4) possedent une surface désrseque l'intérieur présente des espaces
libres qui vont permettre d’encapsuler une grarat&éte de molécules hotes. Cette propriété
classe les dendriméres comme « endo-réceptédtCette encapsulation est possible grace a
la relative flexibilité interne du dendrimere. Cemgessus est fonction de I'affinité molécule

héte/fonctions internes du dendrimeére et du voldemsites d’'inclusion.

La synthése pas-a-pas permet un choix et une fomalisation spécifique de ces
différents compartiments du dendrimere. En effet,choix du cceur et des monomeres
constituant les branches internes permet de starcies sites d’inclusion interne des
dendriméres. Cela influence directement le nombra @ature des molécules hbétes que le
dendrimére va pouvoir intégrer. Des études podant’effet de la taille et la nature du coeur
et des dendrons, sur l'internalisation de petite¢epules hydrophobeg.Q.acide benzoique,
acide naphténique et acide 9-anthracénique) omété&es>>*>3Un effet de la taille du caeur
sur les propriétés d'inclusion des dendriméreséaaporté>* mettant en évidence son role
dans le nombre de molécules pouvant étre trangsorttes premieres études d’endo-
récepteur & base de dendrimeres type PAMAM et BPlaf « boite dendritique » (Figure
17)°°>1%7 capable d'inclure 4 grands hotes (Rose Bengalé® & & 10 petits hotes (acide
nitrobenzoique). Des études décrivent égalementeledrimeres (ici appelekendrophanes
hydrophiles a coeur hydrophobe de type cyclophaapalies d'inclure et de transporter
efficacement divers stéroidesm des interactionstm***1°° La méme équipe synthétisa des
dendriméres dendroclefty capables d'inclure des molécules plus polairesmme des

monosaccharide$®-16!
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Figure 17. Sites d’encapsulation d’'un dendriméere PPG

Les choix des types de dendrons et des fonctioriphggiques est également important
pour contrdler le relarguage des molécules hotesftet, la taille des sites d’encapsulation et
la densité de la surface est dépendante di*pti? de la polarité du solvalit** et de la
force ionique du milied®” En incorporant des liaisons dégradables sousimestaonditions
dans les couches externes du dendrimére, il edilp@sde « perforer » la surface du

dendrimére par voie physiologique ou enzymologiguainsi libérer la molécule hote: 1"
167

Bien que I'approche de « boite dendritique » $6& prometteuse, elle ne représente pas
encore un moyen robuste pour un adressage et angualje contrélé de principes actifs en
conditions physiologiques. En 2001, des eétudesntbdynamiques approfondies ont été
menées pour mieux comprendre les interactions mi@d®te/dendrimere et de résoudre ces

problémes>?

1.4 Propriétés mécanigues

En fonction de leur génération, les dendrimeres@euavoir une taille pouvant aller de
guelques nanometres a plusieurs dizaines de naremnet grace a leur densité de surface, ils
ne vont présenter ni enchevétrement ni interpém@traa la différence des autres polymeéres
linéaires. Ceci va leur permettre d’avoir un volumydrodynamique plus petit et de former de
solutions moins visqueuses que les polymeres deevépiivalente.
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1.5 Solubilité

La solubilité des dendrimeres va étre directementrélable par le choix des fonctions
périphériques. Les fonctions les plus courammemntcaetrées a la surface des dendrimeres
sont des amines (primaires, secondaires ou texdjaou des carboxylates, rendant ainsi les
dendriméres hydrosolubles, donc facilement utilessbour des applications biologiques.

[11.6 Propriétés biologigues

Les dendriméres, afin de les utiliser comme plateaé multifonctionnelle pour un
adressage de principes actifs, doivent répondiesieprs critéres biologiques importants de

biocompatibilité. lls doivent :
- présenter une trés faible toxicité ;
- ne pas étre immunogene ;
- et avoir une tolérance vis-a-vis des dégradatimzymatiques dans le flux sanguin.

De nombreuses études ont été menées sur la todestélendrimeres, aussi bienvitro
gu’in vivo. Malik établit par des test® vitro sur différentes lignées (B16F10, CCRF et
HepG2) que quelque soit leur structure interne,diesdriméres cationiques présentent une
toxicité et une tendance a I’hémolyse accrue aldationcentration comparée a celle des
dendriméres anioniqué®’ Les dendriméres cationiques ont en effet tendandéstabiliser
les membranes cellulaires et a provoquer une lghelaire, due au fait que les membranes
sont chargées négativement. Il a également étérénque le phénomene d’hémolyse est plus
important pour les grandes générations de dendesi® Une autre étude démontre
également que la toxicitén vitro de dendrimeres type PAMAM est dose- et génération
dépendantes, en mettant en évidence que les pgditésations de dendriméres (G<5) ne sont

pas toxiques et qu’aucune immunogénicité n'a éseniee:®®

62



Tableau 3. Tendances généralisées de la toxiditévitro etin vivo, de la bioperméabilité
et des propriétés immunogenes en fonction des foratnalités de surface des

dendrimeéres!™
o%@ 970
Type de @ %@

dendrimére GOO @@@ ..

S8 8
9@

anionique polaire non- apolaire cationique
chargé
Toxicitéin vitro - - + +
Toxicitéin vivo - - - +
Bioperméabilité -[+ - + +
Immunogénicité - - +/- +/-

IV.Applications des dendrimeres en PDT : état de I'art

Les propriétés structurales remarquables des deades ont abouti a un grand nombre
d’études sur leur emploi dans la formulation ewémtorisation de drogues antitumorales,
antivirales et antibactérienn&s. Les dendriméres sont principalement utilisés pone
application en cancérologie de la PDT. En effet,des principaux challenges en PDT est
d’élaborer des PS efficaces possédant une photogidité hautement sélective envers les
tissus a traiter. Les PS sont généralement descoief hautement conjuguées, comme les
porphyrines par exemple, et forment facilement dgeegats en milieu aqueux par des
interactions hydrophobes et des empilemamts Cette agrégation peut conduire a une
modification des propriétés photophysiques des tRgnsi diminuer I'effet photodynamique
du PS une fois accumulé dans les cellules ciblEggie 18). Divers systemes de ciblage
passif ou actif ont été développés, tels que defugaoés PS-polymerés! des liposome®,
des micelle¥? ou encore des nanoparticdfesafin d’améliorer la sélectivité des PS et leur

efficacité photodynamique.

Plusieurs études ont porté sur le couplage de oeedrs a I'acide 5-aminolevulinique
(ALA) afin d’améliorer 'accumulation intracellulee de porphyrines. ALA est un précurseur
dans la biosynthése de I'néme, qui va étre enzguatient convertit en un PS acfit,la
protoporphyrine IX (PplX), qui a son tour sera certie en heme. Lorsqu’ALA est introduit
en exces, PpIX s’accumule dans les tissus a casem taux de conversion en héeme peu

élevé. De plus, les tissus néoplasiques produiseatplus grande quantité de ALA que les
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tissus sains, permettant ainsi une accumulatidiérdiitielle significative entre la tumeur et
les tissus sains environnanf$.Cependant, I'efficacité de ce traitement est Emipar la
nature hydrophile de ALA, ce qui aboutit a une l@ipénétration des tumeurs, d’ou I'intérét
porté sur I'élaboration d’'un nouveau vecteur. Lescsures étudiées présentent chacune 3
ALA a la périphérie du dendrimére (de GO a G2), egticomposé de différents coeur et bras
espaceurs. La jonction dendrimere-ALA est quantedassurée par un pont ester, permettant
ainsi un relarguage de ALA au sein de la celideles estéraség>*"’

D’autres types de structures ont été étudiés, notm celles ou le PS joue le rble du
cceur du dendrimere. Cette approche va permettreotisiliser le PS hydrophobe par
I'utilisation de dendrons hydrophiles et de grougEsiphériques ioniques, mais aussi
d’empécher I'agrégation de ces PS grace a I'enpelaendritique périphérique qui protege
le cceur photosensibilisateur. En effet, dans ledeasolécules photoactives, tels que les PS
ou les fluorophores, une concentration élevée etrécule aboutit & une agrégation qui

engendre une modification de leurs propriétés gitotsiques (Figure 18).
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Structure « PS cceur de dendrimére » : Pas d’agrégation : conservation des
Fluorescence propriétés photophysiques

Figure 18. Agrégation de PS conventionnels a condeation élevée, induisant une
modification des propriétés photophysiqued’®

Les PS étudié ont été des porphyrihes®® des phtalocyanin€$; *’® ®lainsi que
d’autre colorants photosensibles tel le Pheopherbi® Le PS joue ici le réle du cceur du
dendrimere, et est fonctionnalisé par la suiteadm@&me maniere qu’un dendrimere standard.
La structure ainsi formée présente donc le PS auireced’'une structure hydrophile le
protégeant du milieu extérieur (Figure 19).
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Figure 19. Exemple de structures dendrimériques a dse de porphyriné (A) et de
phtalocyanine (B).%
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En plus des avantages liés a l'architecture tridgioenelle des dendriméeres, comme une
amélioration de l'adressage par I'effet dendritiduélisation de ce type de structure permet
de rendre hydrophile les PSs organiques utilis@oret de contourner les problemes liés au
caractére hydrophobe, comme l'accumulation norcthéde dans les tissus ainsi que les
phénomenes d'agrégations susceptibles de détéleonsr propriétés physicochimiques. De
plus, les dimensions des structures obtenues vemhgitre de bénéficier de l'effet EPR

(Enhanced Permeability and Retenjiales macromolécules envers les tissus tumafgux.

V. Nouveaux assemblages photosensibilisants/dendrim8reour la PDT

ciblée

V.1 Objectifs

La faible sélectivité vis-a-vis des cellules caecides des PS actuellement sur le marché
provoque des effets indésirables, notamment ungilsksation de la peau qui impose aux
patients de ne pas s’exposer au soleil pendaniephssjours , voire plusieurs semaines, le
temps que le PS soit élimin%. Comme nous I'avons décrit dans le chapitre Isiglurs
groupes travaillent actuellement a une amélioratiema sélectivité de la PDT par un ciblage
des néoplasiques a l'aide par exemple de conjugqéstosensibilisateur/peptide ou
photosensibilisateur/sucf@

Notre équipe a récemment montré que le réceptele I'acide folique (RAF, détaillé
au chapitre suivant) constituait également uneecimiivilégiée pour la vectorisation de
photosensibilisateurs vers les cellules tumoralas.effet, le RAFe est surexprimé a la
surface de nombreuses cellules cancéreuses (qvaoes poumon,...) et sa densité a la
surface augmente avec le stade du cancer. L'aolipié possede une tres forte affinité pour
son récepteur (Ké 10%%.*% Un conjugué acide folique/porphyrine avec un lesgaceur
2,2’-(éthylenedioxy)-bis-éthylamine (Figure 20)écemment été préparé. Notre équipe a mis
en évidence que ce composé s'incorporait jusqu'doi plus dans les cellules KB
surexprimant le RAF que la tétraphénylporphyrin®R7 utilisée comme référent.Des
expériences de compétitions par exces d’acide Uelidjbre ont mis en évidence un
mécanisme actif d’internalisation médié par le RAMes études de photocytotoxicité ont
finalement montré que ce conjugué était actif ed RDque la dose de lumiere nécessaire a
une inhibition de 50% de la croissance cellulaiat@e 6,7 J/cm2 alors que la TPP n’avait

aucune activité dans ces conditions de doses derai®t de concentration.
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Acide folique Espaceur 4-carboxyphénylporphyrine

Figure 20. m-THPC conjuguée a l'acide folique via m espaceur de type PEG.

Afin d’accroitre l'efficacité des PS vectorisés gdacide folique, notre obijectif était
d’élaborer une structure proche de celle représeigére 20, ou un vecteur serait capable
d’étre associé a la fois a un PS et a I'AF. Ainsdus avons proposé la synthése d'un
assemblage a partir d'une plate-forme centralefgudyionnelle permettant 'ancrage de
différents modules d’adressage et de photoserssihion, et notre choix s’est porté vers un
dendrimére. Comme cela a été montré précédemmest,déndrimeres présentent de

nombreuses propriétés permettant de répondredift&entes attentes :

-amélioration de la sélectivité par couplage d’'uangr nombre de molécules
d’adressage par I'effet dendritique ;

-amélioration du traitement par un couplage a umdyr@gombre de molécules
photoactivables : adressage de plusieurs PS pasauie entité et prévention d’'un
guenching survenant lors d’une utilisation de sohsg trop concentrées en PS ;

-hydrosolubilisation de PS hydrophobes.

L'objectif de cette étude a porté sur la fonctidisadion sélective de dendriméres
poly(amidoamine)s (PAMAMs) a l'aide de PS (porphgj. Cette approche présentait
l'intérét de contrbler le nombre de PS couplés &udace du dendrimére, c'est-a-dire le
nombre de dendrons porteur de PS. Par conséqeengnhbre de fonctions périphériques

laissées libres pouvant accueillir d’autres modataame I'AF.

V.2 Choix du dendrimere, du PS et stratégie de synthése

V.2.1 Choix du dendrimere

107

Notre choix s’est porté sur les polyamidoaminesNIAMs) ™" qui sont les dendrimeres

les plus utilisés pour une application biologiquieur solubilité en milieu agueux et leur
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biocompatibilité¢ font de ces composés des vectales choix pour le transport de
fluorochromes ou de substances biologiqguementexciiNilisables a la fois en thérapeutique
et pour I'imagerie®®

V.2.2 Choix du PS.

Comme nous l'avons déja mentionné, les PS lesypilises en PDT anticancéreuse sont
les porphyrines et leurs dérivés. Le spectre dightem de ces molécules se présente
classiguement par une forte bande d’absorptioreett® et 430 nm (la bande de Soret) suivie
de 4 autres bandes, dites bandes Q, dont les ité®is®nt de dix a vingt fois plus faibles et
sont réparties entre 480 et 700 nm. Bien queifatibn de chlorines soit préconisée en PDT
en raison de leur meilleure absorption dans lesmagments rouge, notre choix s'est arrété
sur la 4-carboxyphénylporphyrine pour des raisoratiques évidentes, la chlorine étant

sujette a une réoxydation en porphyrine.

V.3 Synthése des dendriméres et des porphyrines

V.3.1 Synthése du dendrimére PAMAM

Les dendriméres PAMAMs sont aisément préparés paction de Michael entre
I'éthyléne diamine (coeur du dendrimére, GO) etr{kte de méthyle dans le MeOH a 25°C,
suivi de I'amidation des quatre fonctions esterpémiphérie a I'aide d’éthyléne diamine
(Figure 22)'%°

H,N

Ox—OMe o Oy—NH
Z NH
H N/\/NH2 CO_,OME Me /j/ HZN/\/ 2 H/K/\
| 7§f N/\/NQ/

MeOH MeOH
25°C, 24H

GO

25°C, 7 jours
HN

N
¢] NN
(o) NH
rdt=95% ; NH
2 G1 rdt=100%

Figure 21. Schéma de synthese d’'un dendrimére dergéégénération de type PAMAM
par voie divergente.

Le diaminotétraester intermédiaire et la premigémération avec 4 motifs amine en
périphérie sont respectivement nommés GO0.5 et Gl.rdpétant la méme séquence
réactionnelle, nous avons également obtenu lesridegices PAMAM G1.5 et G2 représentés
ci-dessous avec des rendements de 98 et 100 %8\
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Figure 22. Dendrimere de type PAMAM de génération b et 2.

Les dendrimeres ont été purifiés aux stades GO.&1e5 par filtration sur colonne
d’alumine. L'exces d’éthyléne diamine utilisé pdi@tape d’amidation a été éliminé par de
multiples évaporations en présencene®uOH. Ce solvant polaire permet, en effet, de @ass
les interactions entre les dendrimeres G1 ou G2teiyléne diamine et ainsi de faciliter son
évaporation sous pression réduite. Il faut cependater que les dendrimeres G1 et G2
contiennent des traces deBUOH (moins de 5%, déterminé par RMN) que nous n'avons

pas pu éliminer par évaporation sous pression tedui

V.3.2 Synthése de la 4-carboxyphénylporphyrine.

Afin de permettre I'ancrage du photosensibilisatela surface des dendrimeres G1 et G2,
il nous a fallu préparer une porphyrine dissymeéeigla 4-carboxyphénylporphyrinka
(Tableau 4). Nous avons évalué l'efficacité de étdhts protocoles de la littérature afin
d’optimiser la préparation du composé la. Les taésubbtenus sont décrits dans le Tableau
4.

69



Tableau 4 Synthese de la 4-carboxyphénylporphyrine ou de s@ster méthylique.

Q)

&

H O H = =
7\ Solvant
4 Q + 3 + Catalyseur 1la, X=H
|‘_| ,X=CH3
o™ ox () [
1
X0
) ) Rendement
Entrée X Solvant Catalyseur Température (1C %)
0
1 H CHCH,COOH / 130 13
2 Chs CHs;CH,COOH / 130 12
3 H CHCI," BF;.OEL>® 25 9
4 ChHs CH,CI,° BF3.OEL™® 25 12
5 CHs CH,CI," BFs.OEL"® 25 26

& Condensation réalisée a l'air.

® Condensation réalisée sous courant d'azote.

¢ Addition de BR.OE% en une portion.

4 Addition de BR.OEb en deux portions & t=0 et aprés 2h de réaction.

¢ L'aromatisation du tétrapyrrole en porphyrineérégliséen situ a l'aide dep-chloranil.

Notons que ces réactions ont été réalisées en tidutien a des concentrations en réactifs
0,2 mol/L afin de favoriser les couplages intramaolaires au dépend des polyméres. Le
mode opératoire d’Alder-Longt? c’est-a-dire le chauffage des 3 partenaires dplege a
reflux d’acide propanoique pendant 2h et a l'aohmke directement acces aux porphyrines
recherchées avec de bons rendements (entrées L &b Zréparation de 400 mg de
porphyrine par ce procédé nécessite cependanpbéaion de 2 L d’acide propanoique en
fin de réaction, ce qui alourdit considérablementrhitement de ces couplages. Lorsque
BF3;.OEtL est utilisé comme catalyseur (entrées 3-5), ldhege, réalisée sous,Nonduit a

des tétrapyrroles qui sont aromatigésitu en fin de réaction a I'aide du p-chloratit.

Dans ces conditions, la préparation de la 4-cafioénylporphyrinela peut-étre réalisée
a partir du 4-carboxybenzaldéhyde (X=H, entrée &8prta séparation par chromatographie du
composéla recherché des substrats issus des couplagesmigaah jeu 2 ou 3 molécules de
4-carboxybenzaldéhyde est alors tres compliquéestCpourquoi nous avons préféré
travailler sur I'ester (entrées 4 et 5). Dans c® mmode opératoire décrit par LaViffedans

lequel BR.OEtL est ajouté en 2 temps au milieu réactionnel a édes meilleurs résultats
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(entrée 5). Les produits secondaires de cetteiodaainsi que leurs rendements sont donnés

figure 23.

— o] _
MeO

QL QL QL
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O OMe
OMe o

17% Indédectable

Figure 23. Structures et rendements des produits sendaires de synthese de la 4-
carboxymeéthylphénylporphyrine.

L'ester méthylique de la 4-carboxyphénylporphyridb a alors été saponifié par
traitement a la soude dans un mélange THF/MeOHIRPwri pendant 12 heures. Apres

acidification, le composga a été isolé avec un rendement de quantitatif.

V.3.3 Fonctionnalisation compléte de dendriméres PAMAM pa 4-carboxy-

phénylporphyrine.

La synthése de structures dendrimériques totaleforotionnalisées a leur périphérie par
des PS est une réaction qui a fait I'objet de quesdgétudes dans la littérature. Grossatet
Shinkat®® décrit la synthése de "dendriméres étoiles" paactién entre le 1,3,5-
triiodobenzéne avec un arénylporphyrine par un lemgpde Sonogashira pallado-catalysé. Ce
type d'édifice en forme d'étoile a également é&pané par Twyman par réaction entre la 4-
aminophénylporphyrine et  l'acide  1,3,5-benzénehioxycarboxyliqué®® La
fonctionnalisation totale de la périphérie de dandres polypropyléne imine (PPI) par une

porphyrine activée sous forme d'ester daydroxysuccinimide (NHS) a également été
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rapportée?>1% Cette voie de synthése a notamment permis la @épa des dendriméres

PPl de générations 1 et 5 substitués a leur péigphéspectivement par 4 et 64 noyaux
porphyrines. Notons que cette fonctionnalisatidaléodes groupements amine de périphérie
nécessite un exces de la porphyrine activée (dea R éq. par groupe amine) pour étre

totale.

A notre connaissance, une couverture totale dedroeeres PAMAM par des
porphyrines n'a jamais été décrite dans la littéeatL’équipe de Kim a décrit I'ancrage
d'acides dérivés de la 2,2"-bipyridine sur le PAMA11°’ La fonctionnalisation totale du
dendrimére avait été directement réalisée a pdetit'acide par couplage en présence de
dicyclohexylcarbodiimide (DCC) et HOBt dans le DMA5 €g. par amine de périphérie ont
ete utilisés)Le 4-carboxyphénylporphyrinka a tout d'abord été activée par le NHS a l'aide
de DCC dans le dichlorométhane. Apres purificapan chromatographie sur gel de silice,

I'ester4 a été isolé avec un rendement quantitatif (Fig4ie

DCC
CH,Cl,

15h, 25°C

Figure 24. Activation de la fonction carboxyle ded | 4-carboxymeéthylphénylporphyrine
par la N-hydroxysuccinimide (NHS).

Cet ester activé a ensuite été mis a réagir agegénérations G1 et G2 des dendrimeres
précédemment synthétisés. Lorsqu'un exces d'edigé 4 (8 éq., soit 2 éq. par amine de
surface) est utilisé pour le couplage, le dendrér@t portant 4 porphyrines a ses extrémités
est obtenu majoritairement (Figure 25).
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Figure 25. Schéma de fonctionnalisation d'un dendmere PAMAM G1 par 4 4-
carboxyméthylphénylporphyrine.

Deés que la porphyrine activée est utilisée en giéastoechiométrique ou en défaut (0.9
€g. par amine périphérique) par rapport a G1,d&idution des produits est plus complexe.
Le composé G1(P3yeste majoritaire mais le principal produit secirel est le dendrimere
substitué par une seule porphyrine. Cette disiohute subit quasiment pas de modification
si la température du milieu réactionnelle est auggea 40°C. Ces résultats montrent que si
la porphyrine activée est utilisée soit en quargitéchiométrique soit en défaut par rapport
aux fonctions amine de surface, des mélanges exepl de dendrimeres PAMAM
fonctionnalisés par 1 a 4 porphyrines sont obtehasforte polarité de ces composés rend

leur purification tres difficile méme sur colonnaldmine désactivée.

Nous avons donc décidé de revoir notre méthodsydthése et d'adopter une stratégie

appelée divergente/divergetfépour la construction du dendrimére.

V.4 Synthése de dendriméres fonctionnalisés sélectiveme par des

photosensibilisateurs selon la stratégie "divergeefdivergente"

V.4.1 Stratégie de synthése.

La stratégie « divergente/divergente » repose s@rcwissance en 2 temps du dendrimére
a partir d'un coceur monoprotégé a une de ses exdiiigure 26¥°® Cette méthode de
synthése est la plus couramment employée pour kpapation de dendrimeéres

dissymeétriques.
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Figure 26. Principe de la synthése de dendrimére p&a voie divergente/divergente.

Afin de faciliter la purification des différentstarmédiaires de cette voie de synthese,
nous avons également choisi de ne pas travaillec & dendrimere azoté a sa périphérie,
mais avec la "demi-génération” c'est a dire le dergte terminé par les esters méthyliques.
Cette voie de synthése supposera donc la réactiondérivé azoté de la porphyrine avec la

demi-génération du dendrimeére.

V.4.2 Synthese de composés dissymétrigues PAMAM/PS

La synthése, ainsi que la caractérisation de dexedes asymétriques fonctionnalisés par
des unités photosensibilisatrices a leur périphestedéveloppée dans l'article inséré a la fin

de ce chapitre :

Morosini V, Frochot C, Barberi-Heyob M, Schneider ®ivergent synthesis of novel
unsymmetrical dendrons containing photosensitizingts." Tetrahedron Lett. 2006
47(49):8745-9.
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VI.Conclusions et perspectives

L'utilisation de dendriméres comme vecteur de P8sda cadre de la PDT présente
beaucoup d’avantages, notamment la capacité dbikksdn des PS hydrophobes dans I'eau et
d’éviter également leur agrégation, phénoméne aqgerdre la modification de leurs
propriétés photophysiques, en particulier la baidseb,, au détriment de I'efficacité du
traitement PDT. De plus, leur surface multifonctietle permet le couplage de biomolécules
d’adressage, augmentant ainsi la sélectivité, atcdbefficacité du traitement PDT
anticancéreux. Dans ce but, nous avons étudieeféage sélectif de porphyrines activées par
le NHS sur la surface polyazotée de dendriméres RWMM Nous avons montré que si un
exces de porphyrine était utilisé (2 éq. par farctmine) lors du couplage, une couverture
totale du dendrimére était réalisable avec de lendements. Des que l'ester activé de la
porphyrine est utilisé en quantité stcechiométriqueen défaut par rapport aux fonctions
amines, des mélanges complexes et difficilemenaradfpes contenant majoritairement les
dendriméres mono- et tétra-substitués sont obtdrutdisation de la génération azotée d’'un
dendrimere PAMAM se préte donc tres mal a une fonnalisation sélective et nous avons
préféré développer une stratégie dite "divergentergente” pour accéder aux dendrimeres
sélectivement fonctionnalisés par des porphyri@eite stratégie est basée sur I'utilisation
d'un cceur de dendrimere mono-protégé a partir dugaegroupements de périphérie sont
greffés lors de deux croissances distinctes. Brailfant sur la demi-génération terminée par
des fonctions esters et avec des porphyrines tudxssi par des amines nucléophiles, nous
avons montré qu'il était possible de fonctionnalss#ectivement des générations G0.5 a coeur
éthyléne diamine et PEG, tout en conservant legrités photophysiques du PS.

En utilisant cette stratégie de synthese, il essipte de construire l'autre moitié du
dendrimere en faisant appel a des dendrons préseinarses fonctionnalités. Cette méthode
pourrait donc permettre d’aboutir a la préparatitenvecteurs nanométrigues présentant a
leurs périphéries des photosensibilisateurs etérdifites molécules d’adressage. La
multiplication de ces fonctionnalités permettrajtace a l'effet dendritique, d’améliorer
I'activité photodynamique et la reconnaissance taeode telles structures. L’étude de cette
multifonctionnalisation présenterait beaucoup @iét, notamment en évaluant I'impact du
taux de greffage des PSs et des molécules d’adeessal 'efficacité du traitement PDT, et
ainsi pouvoir développer des structures dendrirR&adressées optimisées pour la PDT.

Cette stratégie de synthese pourrait étre égalenh@rgloppée pour la préparation de

dendriméres asymétriques de générations supéridiresultiplication des dendrons offrirait
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la possibilité d’'une fonctionnalisation plus powss@ue ce soit par le nombre ou par la

répartition de ces différentes fonctionnalitésautgr a la surface du dendrimére.

Cependant, bien que ce type dédifice soit proraettd’utilisation de dérivés
tétrapyrroliques comme la porphyrine ou la chleriou des composés de type phtalocyanine
peut poser des problemes en PDT anticancéreusefféince type de PS organique est sujet
au photoblanchiment, qui témoigne de leur dégradadiu cour de l'irradiation lumineuse,
altérant ainsi l'efficacité du traitement. De pllsur capacité a absorber dans la fenétre
thérapeutique idéale de la PDT, bien qu’améliosesde cas de chlorines ou phtalocyanines
par rapport aux porphyrines, n’est pas optimale.d®@aséquent, le développement de PS ne
présentant pas ces inconvénients représente unpctamecherche attractif dans I'optique

d’'une amélioration de I'efficacité d'un traitemdPDT anticancéreux.

Une alternative a I'emploi de ces types de PS ogu@s ainsi que de vecteurs de type
dendrimere réside dans l'utilisation de QuantumsD@Ds). En effet, ces nanoparticules,
dont la taille est généralement comprise entre 208 nm, possedent des propriétés
photophysiques trés intéressantes, et donc pdtenient devenir des PS adaptés a la PDT.
De plus, de par leur structure et leurs fonctiomsuarface, ces nanoparticules peuvent jouer le
réle de vecteur sous la forme d’'une plateforme ifouittionnelle permettant un ciblage de
tissus cancéreux. Ainsi, nous avons développé tdestwes de type QDs adressés par I'AF,

dont les propriétés photophysiques sont adaptaasugage en PDT.

La synthese, la caractérisation ainsi que l'efitéade I'utilisation de ce type de structure

en PDT est développée au chapitre suivant.
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VII. Matériels et méthodes

L'évolution des réactions est suivie qualitativetrgar chromatographie sur couche mince
(ccm) réalisée sur plaques de silice Macherey-N&jel G/UV,ss L'identification des
produits de réaction a été réalisée par analyse B¥BL/ou'*C, spectroscopie infrarouge et
UV-visible.

Les spectres RMRH et'°C ont été enregistrés au laboratoire de méthod®R§IN sur
des appareils BRUCKER AM 400 a 400.13 MHz et BRUGKEM 200 a 200 MHz. Les
déplacements chimiques sont donnés en ppnpdr rapport au tétrameéthylsylane (TMS)
utilisé comme référence interne. La multiplicités gggnaux est notée comme suit: s, singulet,
d, doublet, t, triplet et m pour multiplet. Les pt de fusion ont été mesurés sur un appareil
de Totolli. Les spectres IR réalisés en utilisad gastilles de NaCl ou de KBr.

VIl.1 Syntheése des dendriméere G0,5,G1, G1,5 et G2,0.

VII.1.1Synthése du dendrimére PAMAM GO,5.

Sous atmosphere d'azote, de l'acrylate de méfivie g, 0,166 mol) est additionné
goutte a goutte a de I'éthyléne diamine (2 g, 8&®l) en solution dans 30 mL de méthanol.
Le mélange est agité une nuit a température anbientexces d'acrylate de méthyle et le
meéthanol sont évaporés sous pression réduite. hdrideere obtenu est filtré sur alumine
(éluant: MeOH/acétone: 50/50). Rendement = 95%NRCI, cm')= 3320, 1667 (large) et
1642; RMN'H (CDClL, 200 MHz):8 = 3.83 (s, 12H); 2.95-2.47 (m, 20H); RMRC (CDCE,

50 MHz):6 =172,8, 51,85, 51,33, 49.41, 32,23.

VIl.1.2Synthése du dendrimere PAMAM G1.

Sous atmosphere d'azote, le dendrimere PAMAM GO, 7,95 mmol) en solution dans
20 mL de méthanol est additionné goutte a goutieeasolution d'éthylene diamine (22,3 g,
0,371 mol) dans 50 mL de méthanol. Le mélange gitd a température ambiante pendant 5
jours. L'exces d'éthylene diamine restant et lehar&l sont évaporés sous pression réduite.
Les traces d'éthylene diamine restantes sont @wsien mettant le produit en solution dans
50 mL den-Butanol et en évaporant le mélange ainsi obteraiteCopération est répétée
jusqu'a disparition totale de I'éthyléne diamingidéelle (contrdle par RMNH). Le produit
obtenu est utilisé sans purification ultérieure ipbétape suivante. Rendement = 100%; IR
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(NaCl, cm')= 3337, 1656 (large) et 1645; RMK (DMSO-d;, 400 MHz):5 = 8,14 et 7,91
(4H, CONH); 3,22 (g9 = 5,6 Hz, 8H); 2.80-2.73 (q large, 8H); 2.67-2.59 (2H); 1.71 (s, 8
H, NH,).

VII.1.3 Synthése du dendrimére PAMAM G1.5.

Le mode opératoire décrit au paragraphe 1.1 pstéé&ur le PAMAM GL1. Le dendrimére
obtenu est purifié par filtration sur colonne daine (éluant: MeOH). Rendement = 98 %; IR
(NaCl, cm') = 3311, 1674 (large), 1641; RMKN (CDCk, 200 MHz):5 = 3.83 (s, 2H); 2.93-
2.47 (m, 68H). RMNC (CDCk, 50 MHz): 8 = 173,1, 172,7, 52.7, 52,5, 51,6, 49,9, 49,3,
37,3, 33,7, 32,6.

VII.1.4Synthése du dendrimére PAMAM G2.0.

Le mode opératoire décrit au paragraphe 1.2 gsitéésur le PAMAM G1.5. Le
dendrimere PAMAM G2.0 est utilisé sans purificatioiérieure. Rendement = 100%; IR
(NaCl, cmi')= 3335, 1659 (large) et 1642. RMMN (DMSO-d;, 400 MHz):8 = 8,27 et 7,99
(NH, 12H); 3,22-3,06 (m, 28H); 2,73-2,55 (m, 4412)48-2,41 (s, large, 16H, NH 2,27-
2,18 (m, 28H).

VII.2 Synthése des photosensibilisateurs.

VIl.2.1Synthese de la 5,10,15-(triphényl)-20-(4-carboméiiimorphyrine.

Sous atmosphére inerte et a l'abri de la lumi@neplace dans un réacteur de 2 L du
pyrrole fraichement distillé (0,933 g, 13,9 mmd&d) benzaldéhyde (1,189 g, 11,25 mmol), le
p-(carbométhoxy)benzaldéhyde (0.645 g, 3,93 mmol).&tL de CHCI, anhydre. Aprés 30
min d'agitation, on additionne BOE®L (45 uL, 0,365 mmol). Aprés 2 h, la méme quantéé d
BF;.OEL est a nouveau ajoutée. Le mélange réactionnelagisé 15 h a température
ambiante. Lo-chloranil (2,698 g, 10,97 mmol) est alors additiée et le milieu est porté a
reflux pendant 2 h. Le solvant est alors évaporés qession réduite et la porphyrine est
purifiée par chromatographie sur gel de silice. Umwemiere filtration avec un éluant
acétone/ChCl, (1/99, v/v) permet I'élimination des polymeéres. dJeeconde purification
avec un éluant hexane/@El, (9/1, v/v) permet d’isoler la porphyririeaa avec un rendement
de 26%. Solide pourpre; F(°C)= 266-270; IR (NaGh}: 1747; RMN'H (CDCk, 400
MHz): 6 = 8,87-8,78 (m, 8H) ; 8,44 (d,= 8,9 Hz, 2H) ; 8.31 (d] = 8,9 Hz, 2H); 8,22-8,20
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(m, 6H) ; 7,81-7,72 (M, 9H): 4,11 (s, 3H); -2,798l, NH); UV-visible (CHCl) Amac= 417,
511, 547, 590, 645 nm;R 0,84 (CHCI,).

VI11.2.2Synthése de la 5,10,15-(triphényl)-20-(4-carboxyph@orphyrine.

Sous atmosphére inerte et a I'abri de la lumierepmposéa (0,421 g, 0,624 mmol) est
solubilisé dans 7 ml de THF et 1,7 ml de pyridiDe. la potasse (8,7 g, 155 mmol) dans 65
mL de MeOH sont alors additionnés. Le mélange ed€m reflux pendant 22 h. Aprés retour
a température ambiante, le milieu est neutraliséagdition d’'une solution saturée d’acide
citrique (150 mL) puis extrait a l'aide de @E, (3x75 mL). Les phases organiques
combinées sont séchées sund@, et concentrées sous pression réduite. Le comsisé e
ensuite purifié par chromatographie sur gel dessi(éluant : acétone/Gal,= de 25/75 a
66/33, v/v). Rendement = 100%. Solide pourpre; FE@G00°C; IR (NaCl, cil) : 3300 a
2600 (large); RMN'H (CDCl;, 400 MHz):8 = 8,93-8,82 (m, 8H) ; 8,54 (d,= 8,0 Hz, 2H) ;
8,25 (dd,J = 6,4, 1,6 Hz, 6H); 7,84-7,76 (m, 9H); UV-visibleK,Cl,) Amax= 417, 513, 549,
588, 649 nm; Rf = 0.43 (acétone/@Hp,= 25/75, v/v).
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Abstract—The synthesis, characterization and singlet oxygen quantum yield of novel unsymmetrical dendrons containing photosen-
sitizing units at their periphery is reported. Boc-protected 2,2'-(ethylenedioxy)-bis-ethylamine reacted with methyl acrylate and eth-
ylene diamine to give half-dendrimers 4 and 5 with 2 and 4 end groups, respectively. Amine-tethered porphyrins and compounds 4
and 5 were efficiently coupled in DMF at 100 °C to give the functionalized dendrons. UV-visible and fluorescence emission spectra
showed that the photophysical properties of the porphyrins were retained in the dendrimers.

© 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Many types of dendrimers have been designed and (PAMAM) dendrimers have demonstrated great prom-
utilized in many applications, including chemistry ise for a variety of biomedical applications. This class
and pharmaceutics.! Among them, poly(amidoamine) of polymers has a great number of favourable properties
COOMe
BocHN™ ™~ NH, — = BocHN™ ™~ R
q 3 COOMe
. /COOMe
O NH N
BocHN™ " ~"07 2 BocHN O~ 0 ™
COOMe
o 4
J L COOMe
9 N
N7 cooMe
o N/H/\\H
BocHN™ ™>"">""07 " y

I "y COOMe
O |
; N
MeOOC

Scheme 1. Synthesis of the ester-terminated half dendrimers. Reagents and conditions: (i) methyl acrylate (3.0 equiv/NH,), MeOH, 24 h, rt and
(ii) ethylene diamine (5.0 equiv/COOMe), MeOH, 5 days, rt.

* Corresponding author. Tel.: +33 3 83 68 21 36; fax: +33 3 83 68 21 54; e-mail: raphael.schneider@pharma.uhp-nancy.fr

0040-4039/% - see front matter © 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.tetlet.2006.10.005
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0 0/\/0\’/\
X = NHCHzCHzNH3, 6 8 NH,
X = NH(CH3)0(CHp)2O(CHy)sNHp, 7
Figure 1.
Table 1. One-pot preparation of amine-functionalized porphyrins and chlorins®
Starting material X Amine” Product Yield® (Yo)
FE F
HoN
%OQF 2N~"NH, 6 3
F F
Q) (O 3
Ny H{owﬁ HoN—~Nh, 6 82
¢}
§ i
HoN
O X &~ NJL\S 2N~""NH, 6 29
o /
N
N
N HoN_~ NH, 6 74
\
1.0
‘_LL
LA L
—_— o =
HaN ‘J’A‘OA\/O\/“' NH, 7 95
0 Y Ll 1
0 F
o}
. F
F
QA O
HENR/\O/\/O\/\NHE 8 89
Y 1 . g
a F
O
i F

#Reactions were conducted in CH>Cl, between (0 and 25°C for 1 h.
P 10 equiv of diamine were used.
“Isolated yields after column chromatography.
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including well-defined chemical structure, globular
shape. low polydispersity index (close to 1.0), biocom-
patibility, and controlled terminal functional groups.
Modification of the PAMAM dendrimer surface func-
tional groups with targeting compounds., fluorescent
dyes, and drugs is an interesting method to produce
new imaging and therapeutic agents.'>> However, for
some applications, it would be advantageous to use an
unsvmmetrical dendrimer containing more than one
terminal functional group.

Photodynamic therapy (PDT) is a relatively new cyto-
toxic treatment used mainly in anticancer approaches.?
PDT requires a photosensitizer (PS), light of an appro-
priate wavelength and molecular oxygen. Upon photo-
activation, the generation of cytotoxic species, such as
singlet oxygen ('O,). induces the destruction of cancer
cells. Nevertheless, one of the main drawbacks of the
PS tested is their lack of selectivity with regard to uptake
and retention by tumour cells versus normal ones, which
leads to a prolonged skin photosensitization.*

We have initiated a programme of research aimed at
developing dendrimers that contain PS’s like porphyrins
and chlorins on one surface, and cell recognition groups
such as folic acid or peptides to generate delivery sys-
tems able to target specific cells.>®< The produced macro-
molecules will be used for targeted PDT with the goal to
selectively accumulate the PS within the diseased tissue
with little or non-uptake by non-cancerous cells.
Towards this end, a challenging target is the construc-
tion of PAMAM dendrimers possessing a well-defined
number of photosensitizing units at their periphery.

We report herein, for the first time, the successful prep-
aration of PAMAM dendrimers functionalized with PS
using a divergent/divergent approach.® The ability of
these dendrimers (o produce 10, was mvestigated by
monitoring '0, emission at 1272 nm after 418 nm exci-
tation in toluene.

Boc-protected ethylene diamine 1 and 2.2'-(ethylene-
dioxy)-bis-ethylamine 2 used as cores for the divergent/
divergent PAMAM synthesis were prepared according
to published procedure.® 2.2'-(ethylenedioxy)-bis-ethyl-
amine was chosen as the core since block copolymers
containing poly(ethylene glycol) (PEG) show high solu-
bility in water, non-immunogenicity and improved bio-
compatibility.® Compounds 1 and 2 were subjected to
a standard PAMAM synthesis’ using ethylene diamine
and methyl acrylate to aflord the ester-terminated half
dendrimers 3, 4 and 5, in overall vields of 62, 63 and
57%, respectively (Scheme 1).

Dendrimers 3. 4 and 5 were purified by column chroma-
tography on silica gel using MeOH/CH,Cl (1/5) as the
eluant. Their structures were confirmed by 'H and *C
NMR spectroscopy, IR spectroscopy and HR-MS.

‘Surface” functionalization of ester-terminated half den-
drimers 3, 4 and 5 with photoactive units was evaluated
using ethylene diamine and 2.2'(ethylenedioxy)-bis-eth-
ylamine tethered 5.10,15-(triphenyl)-20-(4-carboxyphen-

vl)porphyrin (compounds 6 and 7) and 5.10,15-
(triphenyl)-20-(4-carboxyphenyl)chlorin (compound 8)
(Fig. 1).

Compound 6 was previously prepared using Boc-pro-
tected ethylene diamine® but, in our hands, degradation
made the final purification procedure extremely dillicult,
resulting in a low yield (31%). A direct synthesis using
an active ester of the 5.10.15-(triphenyl)-20-(4-carboxy-
phenyl)porphyrin or chlorin and an excess diamine
was therefore developed since ethylene diamine and
2 2'-(ethylenedioxy)-bis-ethylamine are water-soluble and
very easy to remove. Results obtained with the penta-
fluorophenol active ester’ were found superior to N-
hydroxysuccimide,'” 1,3-thiazoline-2-thione!! or by acti-
vation of the carboxyl function using DCC and HOBt. 12
The results are summarized in Table 1.1

Amines 6 and 7 were subjected to amide bond formation
with ester-terminated half’ dendrimers 3. 4 and 5. An
examination ol the literature shows that such function-
alizations are very limited and required a high excess
of amine (generally more than 12 equiv per ester func-
tion) and long reaction times (20 days at room temper-
ature) to convert all the ester functions at the
periphery.” The use of a large excess of amine tethered
porphyrins for the amidation of dendrons 3, 4 or 5 is
not feasible. After some experimentation, we found that
good results for the amidation step could be obtained
using only a slight excess of 6 or 7 (1.3 equiv per ester
function) in DMF at 100 °C.

Although several conditions were attempted (use of
higher temperatures and/or extended reaction times),
the coupling of 3 with aminoporphyrins 6 or 7 was un-
satisfactory and yielded only monoamidation products
9 and 10 in 54% and 84% yields. respectively (Fig. 2).

Much better results were obtained using half dendrimers
4 and 5 and amine tethered porphyrin 7. Complete func-

Figure 2.
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tionalization of ester functions could be achieved and
compounds 11 and 12 containing 2 and 4 porphyrin
end groups were obtained m 42% and 37% vyields,
respectively (Fig. 3).!* Monoamidation compound was
obtained as the by-product in a 28% yield starting from
4. FT-IR, '"H NMR, UV visible spectroscopy studies

XHN/‘\/D\/\O/\\/N
11 (X = Boc)
13 (X = H)

12 (X = Boo)
14 (X = H)

Figure 3.

and HR-MS analysis confirmed the chemical structure
of final products for both generations.

The removal of the Boc-protecting group of compounds
11 and 12 was finally achieved using CFzCO,H/CH,Cl,
(1/1) to give the free amine dendrons 13 and 14 in 64%
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and 58% yields, respectively. The use of HCl in Et,O did
not lead to an improvement of the deprotection and
larger amounts of by-products with concomitant lower
isolated yield (31%) were observed.

Room temperature absorption and fluorescence emis-
sion spectra of half-dendrimers 11 and 12 were recorded
in toluene. Compounds 11 and 12 show the Soret band
(Amax — 419 nm) and the four Q bands at 515, 550, 590
and 650 nm common for porphyrins in the UV-visible
region. The fluorescence emission spectra (Ao =
419 nm) of 11 and 12 display two bands at 650 and
717nm. The similarities of the absorption and the
fluorescence spectra of 5.10.15-(triphenyl)-20-(4-carb-
oxyphenyl)porphyrin and compounds 11 and 12 demon-
strate that the photophysical properties of the porphyrin
were preserved in the dendrimer. Singlet oxygen quan-
tum yvields ¢, for 11 and 12 were determined using
tetraphenylporphyrin (TPP) as the reference solution
¢a [TPP]=0.70, in toluene) and were estimated from
0> luminescence at 1272 nm. For 11 and 12, ¢, values
are, respectively, equal to 0.21 and 0.23, pointing out
aggregates the formation in toluene solution. Their
dissociations could be achieved by the addition of
cetyltrimethylammonium bromide in concentration as
low as 0.2% (the concentrations of 11 and 12 were
10 mol L") and a value of 0.68 for ¢a was then
reached for both.

In conclusion, a novel series of unsymmetrical dendrons
containing photosensitizing units at their periphery has
been prepared in good vields using a divergent/divergent
approach. The synthesis strategy was based on the poly-
amidation of ester-terminated half dendrimers 4 and 5
with amine-tethered porphyrins 6 or 7. Subjecting the
primary amine group at the focus of compounds 13
and 14 to a second PAMAM synthesis for constructing
unsymmetrical dendrimers with terminal groups suitable
for targeted PDT will be reported in due course.
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drous CH,Cl, was added dropwise over a period of 30 min
to a solution of 2,2'-(ethylenedioxy)-bis-ethylamine
(148 mg, | mmol) in 10 mL CH-Cl, cooled to 0 °C. The
reaction mixture was stirred at room temperature for 1 h.
The organic layer was then washed with water
(2x 10 mL), dried (Na>SO,4) and concentrated in vacuo.
Column chromatography (Acetone/MeOH gradient, 1:0-
7:3) afforded 7 as a purple film in a 95% yield. Ry=0.58
(Acetone/MeOH, 4:1); IR (NaCL em™'): 3237, 3124 and
1691; 'H NMR (400 MHz, CDCLy): 6 =8.89-8.77 (m.
8H), 8.27 (d, J=7.6 Hz, 2H), 8.24-8.17 (m, 8 H), 7.79-
7.70 (m, 9H), 7.47 (br t. NH), 3.88-3.53 (m, 10H), 2.92
(br td, 2H), 2.34 (br s, NH,), —2.78 (s. 2H., NH); UV/
vis(CHACls): Amax = 415, 514, 552, 590 and 649 nm.
Typical experimental procedure for the synthesis of 11.
Under a nitrogen atmosphere and in the darkness, to a
solution of ester terminated half dendrimer 4 (10 mg,
0.024 mmol) in 1.5 mL DMF was added aminoporphyrin
7 (50 mg, 0.063 mmol) in 1.5 mL DMF and the reaction
mixture was heated to 100 °C. After stirring for 15 h, the
reaction mixture was concentrated to dryness. Column
chromatography (Acetone/hexanes gradient: 1:10-7:3)
afforded 11 as a purple film in 42% yield. Rr=0.68
(Acetone/hexanes, 7:3); IR (NaCl. cm™'): 3117 and 1682;
'H NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 8.89-8.82 (m, 12H),
8.79 (d, J=4.8 Hz, 4H), 8.29 (d, J= 8.0 Hz, 4H), 8.24—
8.20 (m, 12H), 8.17 (d, J/=28.0 Hz, 4H), 7.81-7.69 (m,
18H), 7.52 (br t, 1H, NH), 6.95 (br t, 1H, NH), 3.91-3.25
(m, 30H), 2.83 (t, J=6.4 Hz, 4H), 2.67 (t, J= 6.4 Hz,
2H), 2.46 (. J = 6.8 Hz, 4H), 2.29 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.16
(t, J=6.8 Hz. 4H), 1.44 (s. 9H). —2.78 (s, 4H, NH); UV/
vis(CH,Cly): A0 =417, 513, 549, 588 and 649 nm.
MALDI-TOF: found, m/z = 1134 491.
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Chapitre Il : Nanoscience, nanotechnologies et nan
objets : Synthése bhibliographiques.

I. Nanoscience et nanotechnologie :

.1 Définition et principe

Les nanosciences et les nanotechnologies forment chemp de recherche
multidisciplinaire révolutionnaire et tres promeite ou converge physique, chimie et
biologie. Elles sont communément définies commeséenble des études et des procédés de
fabrication et d'utilisation de structures, de disgifs ou de systemes a I'échelle
nanométriques (généralement comprise entre 0,hetcantaine de nanometres). Dans ce
contexte, les nanosciences sont I'étude des phéresret de la manipulation de la matiere
aux eéchelles atomique, moléculaire et macromolé@euylaou les propriétés différent
sensiblement de celles qui prévalent a une plusdgréachelle. Les nanotechnologies, quant a
elles, concernent la conception, la caractérisateoproduction et I'application de structures,
dispositifs et systémes par le contréle de la foetnde la taille & une échelle nanométritiie.
Malgré la relative précision de ces définitionss leanotechnologies présentent plusieurs
acceptions liées a la nature transversale des desacientifiques concernés. En effet, elles
regroupent, tout en permettant de nouvelles pdgéghides disciplines telles que l'optique, la
biologie, la mécanique, la chimie, ou encore laratechnologie.

Les nanobiotechnologies sont apparues suite alicapipn de la nanoscience et des
nanotechnologies en biologie et biotechnologieed€dont actuellement trés en vue par I'acces
gu’elles donnent a de nouveaux outils d’analyséattion ouvrant la voie a la résolution de
nombreux problémes biologiques et médicaux. Lesopamticules (NPs), produits des
nanotechnologies, se présentent comme un des clagsm@esherche les plus en vue ces dix
derniéres années de la part de la communauté ifigieat En effet, elles offrent de nouvelles
perspectives, car leurs propriétés physiques aighes ne vont dépendre non plus de leur

masse, mais de leur taille et de leur surfite.
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.2  Historigue

Le plus ancien exemple connu d’utilisation de NBslfnomme est sans doute la coupe
de Lycurgue datée du IVéme siecle de notre éray@ed’ouvrage, appeldiatreta consiste
en un vase ou une coupe a boire de cristal tailléeopierres précieuses, travaillées au tour de
telle sorte que les dessins qu'elles portent naont seulement en relief, mais également
complétement détachés du corps, et forment unesbieod jour, comme un réseau. Outre la
remarquable facture de cette coupe de Lycurguéesraspects les plus surprenants en est la
couleur. En effet, elle possede un caractére digheo: en I'éclairant directement, elle
présente une coloration opaque aux tonalités jaarte/tel du jade, mais lorsque la lumiére

passe au travers (lumiere transmise), elle seddote coloration rubis (Figure 27).

Figure 27. Vase de Lycurgue en lumiére directe (gahe) et transmise (droitef*

Ce n'est qu’en 1959, apres que la coupe ait étéiémomu British Museum, que les
premieres études ont montré par diffraction demay$ que cette coupe était faite de verre et
non de jade ou d’opale comme cela avait été lomggeavancé®? L'analyse chimique a
permis de mettre en évidence la présence de tidiaegent (environ 300 ppm) et dor
(environ 40 ppm§®****Cependant, I'ajout de la méme quantité de ces deitaux a un verre
ne produit pas ce type de coloration unique. Céest moment que I'on considéra que le
facteur prépondérant dans la couleur de la coupdafprésence de métaux sous forme
colloidale au sein du verre. Ce n’est que bien pdud, lorsque la technologie le permit
(microscopie électronique a transmission), queecdiypothése fut confirmée par une
identification au sein de la structure vitreuse mdaocristaux d’'un alliage or-argent d'un
diamétre compris entre 50 et 100 nm (Figure?’28Lette coupe de Lycurgue se pose donc

non seulement comme un témoin de techniques remlsliepide manufacture verriere, mais
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surtout comme la premiere utilisation historiquééfhne siécle de notre ere), et sans doute

involontaire, des propriétés particulieres des particules par ’lhomme.

50nm

Figure 28. Image microscopie électronique a transmesion (MET) d’une particule
d’alliage or-argent de la coupe de Lycurgué®®

Depuis, les propriétés particulieres des NPs, hi€encore incomprises, ont largement
été utilisées depuis le XVIleme siecle. Que ce poiir donner une couleur allant du rose
éclatant au rubis a des vitraux en Europe ou avdsss en Chine afin de les colorer,
le « Pourpre de Cassius », dont on a égalemegteiops présumeé qu’il possédait également
des vertus médicales (appelé dans ce cas «|'HigirVie »), consiste en une solution
colloidale de particules d’or de diamétres varigptie I'ordre du nanomeétre.

Le célébre physicien Michael Faraday, reconnu f[palement pour ses travaux sur
I'électromagnétisme, réalisa en 1857 les premiergatix sur des NPs d'or sous forme de
solutions colloidales et initia ainsi le champ decherche des nanosciences et des
nanotechnologies. L’ « Or de Faraday », comme lamnconauté scientifique la nommait
alors, est en fait un colloide, c’est-a-dire un émau qui est un mélange d’au moins deux
phases solides, liquides ou gazeuses. Les collaidesesquels Faraday porta son intérét
étaient des dispersions de particules trés finesati suspension dans un liquide. Ce type de
préparation connu sous le nom de suspension caligiétaraday le hommait lui-méme un
« sol » d'or’® le terme colloide n’étant introduit que 4 ans parsl, en 1861 par Thomas

Graham, considéré comme le pére de la chimie desdes?®’

Les travaux que Faraday exposa en 1857 consistaantune vaste collection
d’expériences sur des hydrosols métalliques, dess fultrafins de métaux ainsi que des
aérosols. Ces investigations portaient principalgrsar I'or, mais également sur I'argent, le
cuivre, le platine, I'étain, le fer, le plomb, léng, le palladium, 'aluminium, le rhodium,
lirridium, le mercure et l'arsenic. Les sols d'@réparés avaient I'aspect de solutions

limpides couleur rubis, et il conclut que l'or étdispersé dans le liquide sous une forme
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extrémement divisée si bien qu’il nota quée degré de division de ces particules doit étre
extréme ; elles n'ont pas encore pu étre obseraéascune puissance du microscopeCe
qui I'étonna cependant le plus fut que par ajousels, la solution tournait du rouge rubis au
bleu. Il supposa quegce phénoméne semble indiquer qu'une simple vanat® la taille de

ces particules [d’or] donne naissance & une variggécouleurs 3%

Il faudra cependant attendre le XXeme siecle ehéégence de technologies permettant
'observation de l'infiniment petit. La premiéreaoation du concept de nanotechnologies et
d’'un « nanomonde » n'a cependant été évoqué quia da 1959 par le physicien Richard
Feynmarf® ol il envisageat qu'il serait prochainement pdssite manipuler les matériaux a
'échelle moléculaire, en opérant atome par atordéfinissant ainsi une ingénierie
nanomeétrique. Le terme de nanotechnologie n'atiidéfini et employé qu'en 1974 par le
professeur Taniguchi de I'Université de Tol}dLes nanotechnologies et les nanosciences
ont débuté a proprement parler au début des art#% avec I'avénement des sciences
étudiant les architectures de types clusters mtdition du microscope a effet tunnel (STM
pour Scanning Tunneling Microscope) par Gerd BineigHeinrich Rohrer (Nobel de
Physique en 1986). Ces développements ont perrdiciauverte des premiers nanoparticules
de carbone de type fulleréndes buckminsterfullerénes C6t, par Robert Curl, Harold
Kroto et Richard Smalley en 1985 et qui leur vdduprix Nobel de Chimie en 1996, et des

nanotubes de carbone quelques années plu$-tard.

La découverte des différences de comportement gbrgdiimique des matériaux en
fonction de leur dimensidif aboutit également a la découverte et la synthésedocristaux
(NCs) de semi-conducteurs (SCs). Tout un pan duadmrde recherche en nanotechnologie
est en effet consacré a I'étude de ces nanocrisfaugemi-conducteurs, que ce soit sous

forme de puits de potentiels, de nanoparticulegighies ou de nanofilaments.

II. Les nano-objets

La théorie atomiste est née en Gréce antique,esubdrds de la mer Egée, il y a 2 500
ans. Le philosophe grec Leucippe et son discipls@&ite ont, les premiers, suggéré que
toute matiére est composée de « grains » indiesibbntre I'idée d'une matiére indéfiniment
sécable. C’est ainsi que Démocrite utilisa le tegrexatomos signifiant «que I'on ne peut
couper », pour désigner ces grains ultimes comsiittoute matiére. Cependant, a la méme

époque, Aristote proposa que toute matiere fit az®® de quatre éléments fondamentaux :
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I'eau, l'air, la terre et le feu. Cette conceppendura jusqu'au début du XIXeme siécle, quand
le chimiste anglais Joseph Dalton reprit en 18@& grecque que la matiére est constituée
de petites particules indivisibles. Selon lui, aagie élément chimique correspond un seul et
unique type d’atome avec un poids défini. En 186himiste francais Louis Joseph Gay
Lussac renforca cette hypothese. A partir de ce embnbeaucoup de théorie virent le jour
afin de déterminer la structure exacte d’'un atoohe,premier modele de Bohr jusqu’a

'approche bien plus récente de la mécanique omati

Malgré les interrogations de Faraday sur les variatde couleur de ses sols d’or en
fonction de la taille des nanoparticules en suspansn pensa longtemps gu’'un matériau a
structure définie possédait des propriétés physigoastantes. Les propriétés étaient en effet
toujours rapportées a la structure (compositiomaue et allotropie) du matériau quelles que

soient ses dimensions.

1.1 Rappels sur la structure de la matiere et les propétés des matériaux : I'atome et

I'électron

L’atome est constitué en son centre d’'un noyau,pus@ de nucléons (les neutrons (non
chargés) et les protons (chargés positivement, 6gt1*° Coulomb)) & la périphérie duquel
gravitent des électrons de charge électrique q négative (-q). Un atometlestriquement
neutre, car il posséde exactement le méme nombpralens que d'électrons. Le nombre
d'électrons (ou de protons) dans un atome détersaimg@ropriétés physiques et chimiques, et
va donc déterminer toutes les différentes intevastatome-atome ainsi que la fagon dont ces

atomes vont pouvoir se lier entre eux.

Tous les électrons d’'un atome donné sont répaatis tbs couches n selon le principe de
Pauli, indiguant qu’une couche n ne peut accugiliis de 2n2 électrons (K : 2 électrons, L : 8
électrons, M : 18...etc.). Ces électrons sont réparisuite en sous-couches, nommees s, p, d,
et f, qui sont en fait les différentes orbitalesuguélectron peut occuper. Les électrons d’'un
atome gravitant autour d’'un noyau sont assujettiscaiper des niveaux d’énergie discrets E
E,,... E, correspondant chacun a une orbitale électronidire.définissant les niveaux
énergétiques de ces couches par rapport a celai @ectron qui serait soustrait a toute
influence du noyau (électron placé a une distamdmié de celui-ci avec un niveau
énergétique E= 0 eV, 1 eV= 1.67f0J), tous les niveaux d’énergig Bont négatifs, ce qui

traduit le travail a fournir pour éloigner un élect du noyau (Figure 29). De maniére
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générale, les électrons des couchgs-h seront appelés électrons de coceur, car étanhgroc
du noyau, ils vont étre fortement liés & ce dereteavoir un niveau énergétique E trés bas.
Les électrons de la couche n, si celle-ci n'est gamplétement remplie, seront appelés
électrons de valence, car ils vont pouvoir parécia la création de liaisons chimiques entre

deux atomes.

Energie (eV)
A
0
E

n

Electron lié

m
il

Figure 29. Diagramme énergétique des couches élamtiques d’'un atome.
1.2 Les cristaux :

Un cristal est constitué d'un empilement ordonnéndgrand nombre d'atomes, de
molécules ou d'ions qui sont répartis dans l'espdeeacon réguliére et périodique. La
cohésion des atomes est assurée par la mise enwodesn électrons de valence pour former
des liaisons de covalence. Les états énergétiqassibies des électrons du cristal sont
représentés par un diagramme énergétigue analoggelua de l'atome. Du fait de
l'interaction des atomes, les niveaux discrets efgie se transforment en bandes d’énergie
permises, séparees par des bandes interdites €RBQur

Energie (eV)

of

Electrons libres
dans le solide

} Bande de conduction{BC)

Bande interdite 1 BandgapAE,

Electrons liés

} Bande de valencgBV)
aux atomes

} Electrons de coeur

Figure 30. Diagramme énergétique des bandes d’unistal.
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La bande la plus basse en énergie contient lesr@scde coeur qui vont étre liés a un
atome donné du solide. La bande de valence (BYgrédment plus haute en énergie que la
premiéere, contient les électrons de valence qut penmettre les liaisons entre les atomes.
Ces électrons sont communs a plusieurs atomesessid de la bande interdite se trouve la
bande de conduction (BC), haute en énergie. Untrélecsitué dans cette bande circule
librement dans le solide. Il joue alors le rdle perteur de charges qui participe a
I'écoulement du courant dans le solide lorsque emidr est soumis a une différence de
potentiel. Chaque type de matériau présente untelrade bande interdite qui lui est propre.
Cette différence d’énergie, appdd@ndgap joue un rbéle fondamental dans les propriétés
physiques du cristal, et permet de distinguer legérmraux isolants, semi-conducteurs et

conducteurs.

[1.3 Le cas des semi-conducteurs

Pour obtenir le phénomene de conduction, il fad lgumatériau possede un porteur de
charges mobiles, qui peut soit étre un électrors dibande de conduction qui sera délocalisé
sur | ‘ensemble du matériau, soit une paire élefrau générée par la promotion d’'un
électron de la bande de valence a la bande de ctmdyce départ générera la formation

d’un trou de charge positive dans la bande de caldigure 31).

o N E— XEQ
=P e S e
o oo6o—

—cooo—
Figure 31. Schéma d'excitation d'un semi-conducteypar irradiation lumineuse

Un corps est qualifié d'isolant quand il ne contigras d’électrons mobiles (pas de
porteurs de charges mobiles). A I'opposé, un coducposseéde toujours des électrons
mobiles. Un semi-conducteur, quant a lui, aura dasactéristiques intermédiaires. Ces
différentes propriétés sont directement liées aablewrs dubandgap La répartition des
électrons dans les niveaux d’énergie obéit aux deida thermodynamique statistique : au

zéro absolu, seuls sont peuplés les niveaux debplksse énergie.
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Dans les isolants, les bandes d’énergie les pibk$asont entierement pleines. La hauteur
de la bande interdite est grande, et il est dormossible d’apporter assez d’énergie pour
gu’'un électron de la bande de valence passe arldebde conduction et ainsi créer de la
conduction. Par exemple, le diamant, qui est ulamppossede UbAE; de 5eV (résistivite r =
1,1012Q.m).

Dans les conducteurs, soit la bande de valenceagsellement remplie, soit il y a un
chevauchement entre la bande de valence et la laEndenduction : il existe donc beaucoup

de niveaux disponibles pour la création de portdarsharges et la conduction est grande.

Le cas des semi-conducteurs est intermédiaire €iséant et le conducteur. La BV est
complétement remplie. En revanche, la hauteur datae interdite est faible (~ 1 eV), donc
franchissable. Un apport d’énergie, par exemple gasorption d’'un photon d’énergie
appropriée (> Eg), permet de faire passer un électron de laddedsalence jusque dans la
bande de conduction, créant un trou de chargeiw®git’ pour hole) dans la bande de
valence. Chez les semi-conducteurs, c’est cette giéctron/trou (¢h*), appelé exciton, qui
va jouer le réle de porteur de charges dans leriaat@&t ainsi permettre la conductivité

électronique (Figure 32).

Energie (eV)

A

L
S
9
= Niveau de Fermi
S

s

BV
BV
A B C

Figure 32. Diagramme en bande: A : conducteur, Bsemi-conducteur, C : isolant.

[I.4 Les nanocristaux (NCx) et les Quantum Dots (QDs)

Les NCx sont, comme leur nom lindique, des paléisucristallines d’'un diameétre

généralement compris entre deux et quelques dgalaenanometres. Elles sont composées
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d’'un cceur cristallin recouvert d’'une couche de mulEs organiques, les ligands, qui sont
généralement des surfactants contenant une t&eelée a la surface des NCx et une queue
apolaire, par exemple une ou plusieurs chainedealkZette couche de ligand est nécessaire
pour stabiliser les NCx individuels sous forme dartipules colloidales et éviter leur
coalescence. Les NCx a base de semi-conducteutsappalés Quantum Dots (QDs), ou
encore boites quantiques. Ce type de particulesedesun cceur qui contient une quantité
dénombrable d’atomes, typiquement quelques cemstaingusieurs dizaines de milliers. De
plus, la fraction d’atomes constitutifs du QD smutrant a sa surface augmente quand la taille
du NC diminue?*®

.5 Les nano-objets et leurs propriétés

L’intérét principal des nanomatériaux réside danfalt que de nouvelles propriétés vont
apparaitre, et que ces propriétés vont varier ectifin de la taille et de la forme de ces nano-
objets. Pour les nano-objets a base de semi-cauthictes variations trouvent leur
explication dans un effet de taille nommé le coariient quantique. Dans un cristal massif,
les propriétés du matériau sont indépendantes thlla et ne vont étre fonction que de sa
composition chimique. Dans le cas d’'un semi-corslucmassif, on peut exciter un électron
de la bande de valence et le faire passer darenidebde conduction par un apport d’énergie

au moins égal abandgapdu matériau.

La caractéristique principale des QDs est que leropriétés physiques dépendent de leur
taille. La propriété qui suscite le plus grand riétéle la part de la communauté scientifique
est la possibilité de changer la valeur de I'éreef§g dubandgapséparant la bande de

valence de la bande de conduction, par changeredattdille de la particule.

Tout d’abord, les QDs ont la particularité d’avoir profil énergétique intermédiaire entre
I'atome et le cristal (décrit précédemment). Lesdss d’énergie vont se discrétiser au fur et a

mesure de la diminution de la taille du QD (Fig883.
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Figure 33. Evolution du bandgap en fonction de ladille du QD.

Consécutivement a un apport suffisant en énemgig),( un exciton se forme et va
permettre par exemple la conduction électrique.e@dant, I'électron et le trou ne peuvent
pas se déplacer indépendamment en raison de daiten coulombienne. La distance
physique séparant I'électron du trou, appelé ragenBohr, va avoir une valeur discréte
fonction de la nature du matériau, et qui va déieeml’énergie dubandgapa franchir pour
obtenir cet exciton. Cela induit que, pour un seoriducteur massif, la recombinaiscfie
radiative va résulter en I'émission d’'un photonn#ggie fixe, donc de longueur d’onde fixe.
La diminution de la taille de la particule a quadgumanometres conduit a la situation atypique
ou le rayon de Bohr de I'exciton est plus grand lgsedimensions du cristahinsi I'exciton
formé, pour pouvoir étre inclus dans la NP, suleg dontraintes dimensionnelles imposées
par les dimensions du matériau. Les porteurs degehé&h” doivent alors accepter une
énergie cinétigue plus élevée, ce qui conduit a amgmentation dibandgapet a un
confinement des niveaux énergétiques en valeursretgs. On parle de confinement
quantique (en anglaiguantum size efféét* lorsque les déplacements des électrons ou des
trous d'un semi-conducteur sont limités dans unelosieurs dimensions. Par conséquent,
plus un QD est petit et plus le rayon de Bohr subie contraintes spatiales, plus I'exciton

aura d’énergie, donc plustb@ndgapsera éleve.
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Dans I'hypothese de QDs sphériques, la valeuréateefgie Eg diandgap(en eV) d’un
QD de rayon r est donné par I'équation?3*°:

Eg - Egr]nassif + (13)

22| 1 L1 _ 178622
2r2{m* m* EEf

ou E4™" correspond abandgapdu cristal massif vers lequel Eg tend quand rtcrof
indéfiniment, le terme 1/r2 (r en nm) est le terdee« confinement quantique » calculé dans
I’hypothese d’un puits de potentiel sphérique dansiel sont confinés un électron et un trou
de masses effectivesgsmet my* (sans dimension), gétant la masse de I'électron {m
9,1.10% kg), h la constante de Planck réduite ¥ 1,0546.13 J.s) ete; (sans dimension)
étant la permittivité diélectrique statique du miaié relative a celle du vidg (go = 8,854.10
12 F/m). L'équation (13) montre qu'une diminution & taille augmente la composante
confinement quantique, et par conséquent la valedrenergie Eglu bandgap Le rayon de
Bohr de I'exciton g correspond a la distance moyenne entre I'électtde trou. Il peut étre
calculé dans le cadre du modéle « planétaire » ale Be I'atome d’hydrogéne avec les

paramétres du matériau semi-conducteur constitutfiCselon I'équation 142728

rg = o,osas,m{é + nri*j (14)

En introduisantg dans I'’équation (1), il est possible d’exprimenvteur dubandgapde
maniéere plus précise en fonction du rayon de Bplitur matériau et du diametre r de la NP

(équation 15) :

E, (V) = EM¥I(eV) + 20 (2,74%(””') —1j (15)
g.r(nm) r(nm)

[1.6 Les différents types de nano-objets.

Selon que l'on a confinement dans une, deux og tlznensions on obtient un puits

guantique, un fil quantique ou une boite quantigtigure 34).

] [
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Figure 34. Puits de potentiel (A), nanofil (B), QIXC).
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[1.6.1 Les puits quantiques

Les puits quantiques sont a la base de nombreyogiifs semi-conducteurs, tels des
diodes électroluminescentes, des diodes lasetralesistors a électrons de grande mobilité...
lls consistent en une structure type « sandwicht»,une couche de semi-conducteur de
guelques nanometres d’épaisseug, I'arséniure de gallium (GaAs), est comprise ed&ex
couches plus épaisses d'un matériau ayant une Hg hportante,e.g. l'arséniure

d'aluminium (AlAs).

Dans le GaAs, les électrons ont une énergie petnplus basse que dans le AlAs. Ainsi,
un électron dans la couche de GaAs sera confiné pburra pas en sortir si son énergie est

suffisamment petite. On parle donc d’un puits giggaret
11.6.2 Les nanofils

Les nanofils sont des cylindres de quelques dizaiieenanometres de diametres et de
guelques centaines de nanométres de longueur.rDes structures, le confinement des

excitons est & deux dimensions.

11.6.3 Les QDs

Les QDs sont des nanocristaux sphéroides de semdiscteurs. Leurs diametres sont de
'ordre de quelgues nanometres (typiqguement enge2D nm), ce qui implique que dans de

telles structures, les excitons seront confinés tlmtrois dimensions.

Ce type de particule se présente comme un ousl prémetteur dans de nombreux
domaines, que ce soit I'électronique, I'optique leumédical. Leur nature, leurs propriétés

ainsi que les syntheses et les applications de €Dt développées au paragraphe suivant.
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Les gauntum dots :

Les propriétés particuliéeres de ce que I'on nommé&époque « petites particules
cristallines », le terme "Quantum Dot" n’étant autuit qu’en 1986 par Mark Re®d ont été
étudiées par Louis E. Brus des laboratoires Bell@88. Il remarqua en effet des différences
de comportement de particules nanométriques dep@dBpport au matériau massi.

Depuis leur découverte, beaucoup d’études ont mantd’utilisation de QDs dans des
domaines aussi variés que la fabrication de traorsipour I'électronique, de cellules solaires,
de LEDs et autres diodes lasers, mais surtout ldatiemaine médical, comme I'imagerie, et
sur ce qui nous a intéressé dans ce travail de tHaghérapie photodynamique appliquée a la

canceérologie.

1.7 Propriétés optigues des quantum dots

Comme nous l'avons expliqué précédemment, les §ib$ des semi-conducteurs dont
les propriétés physico-chimiques vont étre direeteindépendantes de leur forme et de leur
taille du NC. Le phénoméne de confinement quaatigil'exciton dans les trois dimensions
va conférer aux propriétés, principalement photsfues, une modularité qui sera fonction
de la taille du QD. Le principal avantage de ligtition de QDs va résider dans le contrble

des propriétés photophysiques par le choix delle tes QDs.

[1.7.1 Absorption

La longueur d’onde d’'un photon peut étre exprimédamction de son énergie selon la

A= ry 16
Ephoton ( )

Ou h est la constante de Planck (h= 6,626068.18), c la vitesse de la lumiére dans le

relation 16 :

vide (c= 299 792 458 m/s) episionI'€nergie du photon. Cette relation nous montre plus

un photon sera énergétique, plus sa longueur d’aedla courte. Comme nous l'avons
expliqgué précédemment, un photon absorbé par lel@avoir son énergie au moins égale a
I'énergie Eg dibandgap Un photon absorbé aura donc une longueur d’oégieation 17) :

Aabs = h%g (17)
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Ceci implique qu’une diminution de la taille du @btraine un déplacement hypsochrome
du seuil d’absorption di a 'augmentation de Egaase du phénoméne de confinement
quantiqueé®®?*t Un maximum d’absorption bien défini apparait aweau du seuil
énergétique qui correspond au premier pic excitamig’est-a-dire la transition optique du
premier état excitonique (Figure 35). La positianag pic dépend de Eg et donc de la taille
des QDs, mais un continuum d’absorption pour lagueurs d’ondes inférieures a celle de ce
premier pic excitonique est observable quelqueladsille ou la nature du QD. Des bandes

d’absorption peuvent parfois apparaitre dans cétfien du spectré?

1.4 1
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Figure 35 : Spectre d'absorption (ligne bleue) eta@lfluorescence (ligne rouge) typique de
guantum dots. Le premier pic excitonique est indige par une fleche

[1.7.2 Photoluminescence

Suite a la formation d’'un exciton consécutive édarption d’'un électron d’énergie
suffisante, le QD tend a retourner a son état éterge fondamental, notamment par
emission de fluorescence d’'un photon dont I'énevgieorrespondre au bandgap du QD. Ce
processus radiatif est en fait une recombinaisola gi@ire électron-troleg étant fonction de
la taille du QD, le spectre de fluorescence coordpnt se présente sous la forme d’'une raie
fine et symétrique qui se décalera selon la tdiéle NCx.Cette émission de fluorescence, qui
correspond a I'émission d’un photon d’énergie &ritent égale a Eg, est cependidyilacée
de quelques nanometres vers les grandes longuemdedpar rapport au pic excitonique du
spectre d’absorption. Ce décalage, appelé décalagstokes, trouve son origine dans la
structure particuliere des niveaux énergétiquedsrdes bandes de conduction et de valence
des QDs qui sont dégénérées?>*
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[1.7.3 Rendement quantique de fluorescence et scintillemen

L’émission de fluorescence peut étre quantifiee parrendement quantique de
fluorescenced®s,,) des QDs. Cé&y,, est le rapport entre le nombre de photons absetdés
nombre de photons émis par le QD. La capacité dwa@&oir un bordy,, va dépendre de sa
structure. En effet, des défauts de surface peunédnire des phénomeénes de désexcitation
via des canaux non radiatifs. Ainsi, un QD présentlast défauts de surface, une mauvaise
stabilisation par ses ligands ou encore une dégoadau cours du temps présentera une chute
de somDsyo.

En 1996, I'équipe de Brus observa pour la prenfaseque I'émission de photons par les

QDs était intermittent& En effet, les QDs passaient successivement dairi@tumé” on)
226-227

nA

a un etat "éteint” ff). Ce phénomene appelé scintillement (olinking) trouve
également son origine dans les défauts de surfaest attribué au piégeage d’un électron ou
d’un trou photoexcité dans un état de surface,Dec@argé passant ainsi dans un étatLe

NC revient a I'état on lorsqu’il retourne a I'étagutre par perte de la charge excédentaire par
un processus d'ionisation d'Auger (c’est-a-diretramsfert d’énergie de I'exciton créé au
porteur de charge délocali8j.Ce phénoméne peut étre génant dans des applEatibes

gue des interrupteurs électroniques a QD uniqud,observation de QDs en tant qu'objets
uniques dans le cadre d'un suivi de leur trajeetpar microscopie électronicfd@ou lors de

(114

la corrélation microscopie électronique/optique, laupopulation "éteinte” de QDs serait
indétectable par la voie optiq@@:>*° Ainsi, de nombreux travaux ont portés sur I'étddda
suppression de ce scintillement, que ce soit utr@ende I'impact du milieu environnant le

234-236

QD*?* ou des espéces qui lui sont associées (matricefinas), ainsi que de la

structure méme du QD, par I'ajout d'une ou plusieoquilles inorganiqued!?**le choix du

" 2*20u encore par dopage du 3B.

ligand stabilisated
Toutefois, cet effet est moyenné pour des populatie QDs, et se traduit seulement par
une diminution du rendement quantique de fluoresearsbservé. Ce scintillement devient

donc indécelable et ne biaise pas les résultats.
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1.8 Synthéses et croissance d’'un QD

Comme pour tous les types de cristaux, la syntliEs€@Ds va devoir obéir a des
principes de nucléation et de croissance que nbussadécrire ici. Ensuite, nous aborderons

les différentes voies de synthése possibles potypeede nanomatériaux.

[1.8.1 Nucléation, croissance cristalline et maturatioDsivald

La croissance chimique de cristaux, qu’ils soieatsifs ou de dimensions nanométriques,
implique inévitablement un processus de précipitati’'une phase solide au sein d’une
solution. Dans un solvant, chaque soluté a unebsiddude saturation définie, au-dela de
laquelle une addition d’'un excés de ce soluté atbauine précipitation de ce dernier et a la
formation de nanocristaux. Ce processus de pratimit consiste typiguement en une étape
de nucléation suivie par différentes étapes dessapice des particules.

11.8.1.1Nucléation

Pour obtenir des nanoparticules, il faut que lautsmh soit sursaturée, soit par une
dissolution a température élevée des réactifs eswdiun refroidissement, soit par addition

suffisante de réactifs durant le procédé pour ablarsursaturation.

& ve

Il existe 3 types de nucléation : homogene, hétreget secondaire. La nucléation
homogene intervient quand il n'y a pas dinterfa#ide/liquide. Elle va résulter de la
combinaison de précurseurs solubles. La force owmtrde cette nucléation est
thermodynamique : une solution sursaturée est tadlas En effet, la variation d’enthalpie
libre AG est la somme des énergies libres de formation dalume et de création d’'une

surface (Figure 36)

Interfacial energy

AG e AG®

Volume free energy
Figure 36. Variation de I'enthalpie libre AG en fonction du rayon du quantum dot.
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Pour des particules sphériques, I'enthalpie lih s’exprime selon I'équation 18:

AG = —£n3kBT In(S) + 4’y
3
N\ N v J (18)

Y

Composante Composante
volumique de surface
ou V est le volume moléculaire des espéces préeipitr le rayon du nucléus forme gst
la constante de Boltzmann, S le coefficient deratitn ety I'enthalpie libre de surface par
unité de surface.
Lorsque S>1, c’est a dire dans le cas d'une solgiosaturée)dG a un maximum positif
a la taille critique r* (Figure 36). Ce maximum d&rgie correspond a I'énergie d’activation
de la nucléation. Un nucléus dont r>r* verra soergie liboreAG décroitre au fur et a mesure
de sa croissance pour aboutir a la création déecpkes stablesG>0). Ce rayon critique r*
peut étre obtenu en posalt@/dr=0, ce qui permet d’obtenir 'équation 19 :

= L
3k, T In(S)

*

(19)

D’aprés la Figure 36, on constate que pour uneauvale S donnée, toutes particules avec
r>r* croitront, alors que celles ayant r<r* ne sgrpas stables et se redissolveront. L’équation
(19) nous montre quant a elle que ce rayon critijwst fonction du coefficient de saturation

S, r* étant inversement proportionnel a In(S).
[1.8.1.2 Croissance

La croissance proprement dite des particules vaqgose dérouler une fois lasuclei
formés. Cette croissance consiste en différentgsedtqui vont étre fonction des conditions
du milieu. Dans un premier temps, la solution esbee sursaturée (S>1), et les nucléi formés
vont croitre par additions moléculaires des préauns Une fois que la concentration des
précurseurs passe sous le niveau critique de leeatration de sursaturation, la nucléation
s'arréte et les particules continuent a croitre pddition moléculaire jusqu'a ce que
I'équilibre des concentrations des espéces préeipitoit atteint. Au cours de la croissance
des cristaux, les réactifs sont consommeés jusdtémdre une concentration inférieure a celle
des conditions de solution sursaturée et ne vardg participer a cette croissance cristalline.

Cependant, on observe que les particules les phss&s vont continuer a croitre au détriment
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des plus petites, qui a terme vont se redisso@ktte derniere phase de croissance cristalline
a lieu quand il n’y a plus assez de précurseursaution pour permettre une croissance
homogene. Au cours de cette phase, les petiteisylagt se dissolvent au profit des grosses,
ce qui a souvent pour conséguence une augmentdBoma dispersion en taille. Ce
phénomeéne, connu sous le nom de maturation d’Osft/sd*’ est un processus spontané car
thermodynamiquement favorable. En effet, bien qudokmation de beaucoup de petites
particules soit cinétiguement favorable (étape deléation), les grosses particules sont
thermodynamiquement avantagées. Ceci est di aguailes petits cristaux ont un rapport
surface/volume beaucoup plus important que les ghas cristaux. Les molécules et/ou
atomes de surface moins stables que ceux ordomr@minés a l'intérieur du cristal, vont
déstabiliser de maniére importante la structuresegra tres haute en énergie. Par conséquent,
les petits cristaux tendent a minimiser leur étargétique en devenant plus gros afin de
baisser leur rapport surface/volume. De plus, &fament de saturation S décroit au cours de
la croissance cristalline a cause de la consommaté réactifs. On constate que d’'aprées
'équation (7), plus S diminue, plus r* augmenét, toutes particules ayant son rayon
inférieur a ce nouveau rayon critique se dissolvEette déstabilisation supplémentaire des

petites particules accentue l'effet de la maturatd®stwald.

En plus de ces différents procédés de croissarcadaition moléculaire ou des espéces en
solution vont se déposer a la surface du solidegristaux vont pouvoir croitre par agrégation
d’autres particules. Cette croissance est appeai@issance secondaire, et se produit par

combinaison entre une particule stable ehudeusinstable.
[1.8.1.3Stabilisation

De par leurs dimensions, les nanoparticules sestables cinétiquement et non
thermodynamiquement. Afin de remédier a ce probjelee nanoparticules doivent étre
stabilisées soit par I'addition d’agents de protectde surface, typiguement des ligands
organiques ou une couche de matériau inorganicaiglestsoit en les plagant dans un
environnement inerte tel qu’un polymeére ou une iatnorganique. L'utilisation d’agents
de protection de surface est primordiale pour lar8se de NPs. Une dispersion de NPs est
stable si l'interaction entre les ligands de siwefat le solvant est favorable. Cela contribue
ainsi a la création d’'une barriere énergétiqueampéche les attractions de van der Waals

et/ou magnétiques entre les NPs, qui aboutiraiéraagglomération.
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L’interaction ligand/NP peut étre de deux types :

- Covalente il y a création d’'une liaison chimique entrdig@nd et la surface de la NP.
Typiquement, le ligand a une extrémité soufrée dfion thiol), car la grande affinité du
soufre pour les métaux lourds tel que le cadmiunpemanettre la formation d'une liaison
covalente Cd-S (Figure 37A). Cela va fortementibsa la nanoparticule et engendrer une
tres faible labilité du ligand en solution.

- Non-covalente dans ce cas, il n’y a pas de création de liacdomique. Ici, c’est une
forte interaction électrostatique entre le ligaridlee NP qui en permettra la stabilisation
(Figure 37B). Le ligand est bien plus labile quagige cas d’'une liaison covalente, ce qui
peut engendrer une déstabilisation de la NP. Cependette propriété est intéressante car
elle ouvre la voie a des traitements post-syntbésqd’échange de ligands, dans le cadre

d’une fonctionnalisation de la NP ou d’'une modifica de ses propriétés de solubilité.

Figure 37. Exemple de QDs type CdTe stabilisés : \Aar un lien covalent entre le QD et
'acide thioglycolique (ATG), (B) par une interaction électrostatique entre le QD et
I'oxyde de trioctylphosphine (TOPO).

En fonction des voies de synthése choisies (eremiliydrophile ou hydrophobe, définies
ci-apres), le ligand de surface contrblera la dspa des NPs. Typiquement, des NPs
hydrosolubles auront des ligands soufrés avec xtiénaité hydrophile, tandis que les NPS
hydrophobes présenteront des chaines ou cyclesréginydrophobes.

11.8.1.4Uniformité des tailles de particules

Au cours de la croissance des NCx, différents pataas vont intervenir dans I'obtention

d’'une population monodisperse en taille. Une uniité de la taille des NCx requiert une
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période de nucléation temporellement discrete sypar un phénomene de croissance plus
lent et contrdlé a partir des nucléi formés. Un ésch général de préparation de
nanostructures monodisperses impligue une phasgeist trés bréve de nucléation ou tous
les nucléi seront obtenus simultanément (nombreudei fini), suivi par une croissance de
ces nucléi existanfé® Ceci peut étre obtenu par une addition rapiderdastifs dans un
milieu réactionnel chaud contenant un solvant coartt. L'injection rapide des réactifs va
porter la concentration des précurseurs au dessusedil requis pour la nucléation. La
température de la solution est suffisamment él@eote décomposer les réactifs, et va mener
a une sursaturation des particules en solutiorie Suiette pousseée tres breve de nucléation, la
concentration des espéces en solution va passeessous des valeurs de concentration
critique pour la nucléation. Tant que la consomamaties réactifs en solution au cours de la
croissance des NPs n’est pas dépassee par I'addiime quantité de précurseur, aucun
nouveau nucleus n’est formé et les produits ajom@gont que servir a la croissance des NPs.
Etant donné que la croissance d’'une NP est simikiune autre, la distribution initiale de
taille est largement déterminée par la durée auscda laquelle les nucléi sont formés et
commencent a croitre. En effet, si la durée dessamice nanoparticulaire pendant la période
de nucléation est courte comparée au processusdsance proprement dit, alors les NPs

obtenues vont devenir plus unifornfé%2*°

Il est tres intéressant de pouvoir contrbler cegmpatres. Les propriétés physico-
chimiques des NPs étant intimement liees a leunsesions, il est important que leur
synthése aboutisse a une population de taille hémmgafin d’obtenir un échantillon aux
propriétés homogenes, et donc plus facilement iiitbries.

[1.8.2 Voies de synthéses des ODs

Afin de synthétiser des QDs, deux approches peudatenvisagées : I'approchap-
down (du haut vers le bas), qui regroupe les procédespermettent une réduction des
structures jusqu’a I'échelle nanométrique. Cettehode englobe a la fois les procédés
techniques permettant une réduction toujours phlasmde des éléments construiie.(les
puces électroniques a base de silicium) et laégfimtpermettant de passer du matériau
macroscopique aux composes nanométriques. Ces aeétlsont majoritairement physiques.
L’approchebottom-up(du bas vers le haut) est basée sur la construgtaiome par atome »
de structures nanométriques. Cette méthode regrplyaét les techniques de chimie

colloidale en solution.
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Les techniques de chimie colloidale en solution @8t largement développées dans le
cadre de la préparation de QDs utilisables en gieJo et sont ainsi plus amplement
développées dans la partie qui suit.

11.8.2.1Physiques

Les synthéses de QDs par voie physique peuventase par des techniques
lithographique®*?*°ou épitaxiale$®* *>° Ces méthodes permettent la production de grandes
guantités de NCx. Cependant, la synthése de QDwdigperses est difficile par cette
approche. De plus, ces techniques ne permettentmpasynthése directe de QDs discrets
stabilisé par un ligand en solution, indépendahis dupport quelconque. Par conséquent, ces
techniques sont peu adaptées a la fabrication de &plicables en biologie, et ne seront

donc pas développées dans cet exposé.

[1.8.2.2Chimiques

e

Les synthéses de QDs en solution ont largementiétéloppées dans le cadre de leur
utilisation potentielle en biologie. Ces synthésegphase liquide monophasique peuvent étre
divisées en deux catégories : les syntheses eeunaitganique et celles en milieu aqueux. Ces
techniques en phase liquide sont utilisées pouenabtdes QDs monodisperses, et
I'ajustement des différents parameétres réactioneets choix du ligand et des précurseurs,
température et temps de contact, pH, solvant) peamébon contréle de la taille des QDs

obtenus ainsi que de leur fonctionnalisation.

[1.8.2.2.1 En milieu organique

- Technigues a solvant coordinant

Les premiéres syntheses de QDs développées ontéaliéées en milieu organique
coordinant. Le choix du solvant a une importanaeciate car il influence la réactivité des
précurseurs ainsi que la cinétique de croissanseQi2s. A l'origine, la synthese de QDs
monodisperses de type chalcogénure de cadmium (CdiSe et CdTe) relatait la réaction
entre un précurseur organométalligue comme le thiytegadmium (CdMeg et un précurseur
du chalcogéne approprié (en général un chalcogé&teutaalkylphosphine), dans un solvant

coordinant & haut point d’ébullition & haute tenapére (jusqu'a 300°C¥*® Ces synthéses
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menaient généralement a des QDs ayant une dispasitaille de 8-10% pour CdSe et 10-
15% pour CdS et CdT&®

Le solvant coordinant utilisé va a la fois jouerde de solvant réactionnel et de ligand
stabilisateur du QD. Geénéralement les solvants diovants utilisés sont un mélange
d’alkylphosphines EP et d’'oxyde d’alkylphosphines;RO (ou R est une chaine alkyle a 4 ou
8 atomes de carbone, majoritairement la trioctypiine TOP ou l'oxyde de
trioctylphosphine TOPO). L'utilisation d’oxyde digliphosphine avec une chaine plus courte
comme solvant coordinant entraine une croissanterppide, qui devient incontrélable a des
températures élevées (230°C pour I'oxyde de tribhtysphinef*® Le solvant coordinant va
également conditionner la dispersion des NCx edtdailité de la dispersion colloidale. La
croissance lente a relativement haute températurraedgénéralement des particules avec une
trés bonne cristallinité (structure wiirtzité.

Cependant, ce type de synthése présente lincoewemi'utiliser des précurseurs de
métaux pyrophoriques, difficiles a manipuler, chetdimitant les quantités a I'échelle du
laboratoire. Pour cette raison, l'utilisation dengmsés inorganiques tels que les oxydes ou
les sels de métaux semble plus intéressante.

Dans le but de remédier a ce probleme, de nouveljaetheses ont été développées
préconisant I'utilisation de précurseurs inorgae&fd® Dans le cadre de la synthése de CdS,
CdSe et CdTe, le diméthylcadmium peut étre rempbacd’ oxyde de cadmium ou des sels de
cadmium (acétate de cadmium, carbonate de cadmiunqui, apres complexation par des
acides phosphoniques a longue chaine ou des acagbexyliques, vont jouer le réle de
source de Cd, sous la forme d’'un complexe de plovsgie de Cd. Ce complexe va alors
pouvoir réagir avec le séléniure ou le tellure dalkylphosphine et ainsi conduire a
I'obtention QDs monodisperses de 2,5 a 5 nm de élian

L’introduction de cosurfactants comme les alkylagsimnt permis une amélioration de la
dispersion en taille des Q5523 notamment grace a I'activation des précurseuralligges
de type carboxylat®q®® De nombreuses alkylamines ont été utilisés, comkme
dodécylaminé®>2°® 'hexadécylaminé®?2%* 267gy encore I'oléylamin®® La passivation de
surface a été fortement améliorée grace a I'encemént stérique réduit de ces surfactants,
augmentant le rendement quantique de fluorescedgg) (jusqu’a des valeurs de 0,30-
0,402%% 28| 3 distribution de taille des QDs va égalemens @méliorée. Des QDs de taille

plus importante peuvent étre préparés en utilisdes acides carboxyligues pour la
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complexation du cadmiuii’ Dans ce cas, la vitesse de croissance des QDwessément

proportionnelle & la longueur de chaine de I'aciaidoxylique?*®

- Technigues a solvants non-coordinants

Les travaux employant les techniques a solvantdioants relatent I'emploi de produits
toxiques, chers, nocifs, pyrophoriques et expldsfDes méthodes alternatives ont donc
logiqguement été développées afin de restreindrgl@ de tels composeés, principalement par
I'emploi de solvants non-coordinants, typiquemesst alcanes ou alcenes a longue chaine tels
que le 1-octadécéne (ODEY %°°?"ou des mélanges plus complexes comme les pamiffine
liquides?*?"*et méme de I'huile d'olivE>?"®Le contrdle de la cinétique de croissance et de
la taille des QDs se fait par changement de lareattila quantité de ligand (par exemple
phosphines, acides carboxyliques ou phosphonignasduite dans le milied,’ ce qui a
permis de développer des voies de synthéses sasptphe’®® 2’% 278279Ces méthodes de
synthese utilisant des solvants non-coordinantdreoles avantages pratiques qu'elles
apportent, induisent une modification de la rédgtivEn effet, non seulement la cinétique de
croissance va dépendre de la solubilité du ligamasde solvant, mais il a également été
montré que la dissolution du chalcogéne dans I'@bd&ttissait & la formation d'un précurseur
jusqu'a deux fois plus réactif que les chalcogénude trioctylphosphine utilisés

habituellement®®

Il est donc possible, par le large choix des psmuns, des solvants organiques
coordinants ou non, d’obtenir les parametres déhege optimaux pour chaque type de QDs
par voie en milieu organique. Cette méthode est payvalente, et est encore largement
répandue et développée actuellem&ependant, les QDs obtenus sont stabilisés par des
ligands hydrophobes, ne permettant alors pas kdigation directe en biologie.

[1.8.2.2.2 En milieu aqueux

De nombreuses méthodes de synthéses ont été dédetopfin de synthétiser des QDs de
type 1I-VI directement hydrosolubles, comme CdSSZ&dSe et CdTe. Les ligands utilisés
peuvent se lier a la surface du QD soit par intevaclectrostatique, soit par création d'une
liaison covalente avec les atomes métalliques da®) comme dans le cas des dérivés des
thiols, qui sont les ligands principalement utéiszr le soufre présentant une forte affinité de

liaison envers les métaux. Un grand choix de pssus métalliques est possible, de méme
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gue le choix du ligand soufré, qui peut présentesoa autre extrémité des fonctions
carboxyles €.g. acide thioglycoliqu&®?® et acide mercaptopropanoigtfe?®*2%, amines
(e.g. cystéamin®’?®Y ou alcool €.g. mercaptoéthandl*®). De nombreux travaux ont

portés sur l'optimisation de la staechiométrie dactifs?9>2%

ainsi que sur leurs
concentrations et la valeur du p¥.Ces voies de synthése en phase aqueuse permettent
d'obtenir des QDs directement hydrosolubles etafBment stabilisé par leur ligand soufré et

le choix de la fonction périphérique facilite ledosctionnalisations ultérieures. Cependant
elles ont certaines limit€¥ : les QDs obtenus sont généralement faiblemestatlins a
cause de la température de réaction peu élevéendement de synthése est souvent bas et la
dispersion en taille des QDs synthétisés est lpgotudu temps supérieure a 15%, ce qui
nécessite une étape supplémentaire de séparatidaillenpour I'obtention d’échantillons
monodisperses. De plus, ces techniques font appeleaméthode de chauffage dans les
conditions standards de pression, et il n‘est g@scpossible de dépasser une température de

100°C.

Afin de remédier a ces inconvénients, de nouveftethodes de syntheses ont été
développées, faisant appel a des techniques ddfafpalalternatives, comme [irradiation
micro-ondé®*3% ou la synthése dite hydrotherm3l&3%’ qui permettent une excitation
thermique du milieu réactionnel plus efficace quensd les conditions standards. Ces
protocoles ont permis une nette ameélioration deéticjues de croissance des QDs en phase
agueuse, un gain important en rendement quantigdleiarescence ainsi qu'une amelioration
de la monodispersité des lots de QDs synthétisés.en effet été montré que pour une
synthése realisée par irradiation micro-onde, lzgantition de chaleur au sein du milieu
réactionnel est homogene et beaucoup plus rapigelays des méthodes de chauffage
standard. Ceci implique une croissance plus rapideomogene des QDs, ce qui va résulter
en une meilleure monodispersité du lot de QDs ajodine meilleure cristallinité, qui se
traduit par une nette amélioration des rendemeastiues de fluorescence qui peuvent
alors atteindre 1°° La possibilité de chauffer & des températures bigrérieures a celles
obtenues dans les conditions standards (refluxeda)lva engendrer une hydrolyse partielle
des thiol€”® qui vont alors devenir une source de soufre. Gapiméne aboutit & la formation
de QDs en alliage ternaire de type CdTe(S) et oettdification de structure a un impact sur
le bandgapdu QD et va ainsi permettre d'obtenir des QDs desitpropriétés spectrales

d'absorption et d'émission de fluorescence samesit dans le rouge/proche infrarottfe.
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[1.8.3 Fonctionnalisation

Le choix du ligand dépend directement de la méthdelesynthese adoptée (en phase
organique ou aqueuse). Ce ligand, en plus de isi&bié QD, va jouer un role trés important
dans l'application de ces NPs. En effet, il va digenent contrdler les propriétés de dispersion
des QDs, mais également les possibilités de greéfféa surface du QD des molécules
d’adressage ou de le coupler a des vecteurs. Latwte du ligand va donc directement
influencer les capacités de couplage du QDs. Gadigest généralement composé de trois
parties®®®3!2 Tout d’abord une fonction d’ancrage, qui va assia liaison entre la surface
du QD et le ligand. Cette fonction d’ancrage estégélement un thiol pour les synthéses en
phase aqueuse ou un oxyde de phosphine pour l&@sesgs en phase organique. A l'autre
extrémité du ligand se trouve la fonction qui Va &is assurer la dispersion des QDs dans un
solvant spécifique, mais également le greffage di&cales ou de vecteurs. Cette fonction est
souvent assurée par un carboxyle ou une amine, praiségalement étre un alcool. Entre
cette fonction et le point d’ancrage du ligand eeite un groupement espaceur, de nature
généralement aliphatique ou aromatique. Le choiXighnd étant déterminant dans le futur
emploi des QDs, de nombreux travaux relatent I'eingé ligands a fonction d’ancrage plus

13315 5u en plus grand nombi&>*® remploi de dendriméres réticuféd3?® ou

robuste’
d’oligoméres®® 3%

La fonctionnalisation de la surface des QDs peudledgent étre realisée par leur
encapsulation. Cette stratégie implique I'ajoutn&ucoquille organique, et les propriétés
optiques initiales sont généralement conservées étané que les ligands de surface ne sont
pas échangés. Cette coquille peut étre de difiésenatures : elle peut étre constituée de
ligands amphiphiles, entrainant la formation d'unieelle3?*3%° La partie hydrophobe du
ligand amphiphile interagit avec les ligands isdada synthése, formant une micelle autour
du NC qui le rend hydrophile. L’encapsulation paussi se faire par une coquille de sitite

333 u par des billes de polystyréne micrométriquegarmant un grand nombre de QB3§33®

La fonctionnalisation des QDs est donc une padi&emticlle de leur élaboration, et le
choix du ligand, et donc de la voie de synthesasahodevra donc étre fonction des futures

applications envisageées pour les QDs.
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Potentialité des Quantum
Dots comme
photosensibilisateurs pour la

thérapie photodynamique
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Chapitre IV : Potentialité des quantums dots comme
photosensibilisateurs pour la thérapie photodynamige

I. Cahier des charges

Dans le domaine de la PDT, de nombreuses rechesdrgseffectuées concernant le
développement de photosensibilisateurs ayant degiéurs d'onde d'absorption proches de
linfrarouge. Comme cela a été expligué dans lenpge chapitre, ces rayonnements sont
moins absorbés par les tissus endogénes que ceurndeeur d'onde inférieure. Par
conséquent, des PS absorbants dans ce domainengigeln d’onde vont permettre un
traitement PDT des tumeurs en profondeur (traitérpessible jusqu'a 7 mm de profondeur
pour un rayonnement a 650 nm, alors qu’il n'est passible au-dela de 4 mm pour un
rayonnement compris entre 500 et 600 fAfh)a nature organique des PS communément
utilisés en PDT les rend trés peu solubles damasli,l'et cela a pour inconvénient majeur
d'engendrer une agrégation de ces molécules. &gtbgation peut modifier défavorablement
leurs propriétés photophysiques et leur biodistiin?*® Les QDs constituent une des
alternatives afin de résoudre les problemes rengsntivec les photosensibilisateurs
organiques classiques. Fondamentalement, un QOédame utilisation en PDT devra étre
hydrosoluble, avoir des propriétés spectrales t#endans la région proche infrarouge du

spectre et étre fonctionnalisable par des moléaigessage.

.1 Hydrosolubilité

Pour une application en bioimagerie et/ou en PRaTmolécule photoactive devra étre
hydrosoluble. En effet, un PA hydrophobe aura tendaa s’agréger, voire précipiter en
milieu biologique. Dans le cas de PA photoactiés phénomenes sont préjudiciables, dans la
mesure ou leurs propriétés spectrales peuvenabléees, en particulier une diminution du
rendement quantique en oxygene singulet. Les QbBiswste alternative prometteuse aux PS
organiques: en effet, il est possible d’agir sait 8 méthode de synthése, soit sur le
traitement post-synthétique afin de les rendre ¢salubles.

.2 Modularité des propriétés spectrales : Absorption R

Il est intéressant de synthétiser des PSs doprégsiétés photophysiques sont adaptées a

la fenétre thérapeutique de la PDT. Comme expligtgcédemment, la modularité des
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propriétés photophysiques des QDs est fonctioredethille et de leur compositidff Une
utilisation des QDs comme PSs s’avére judicieuss, propriétés étant ajustables par un
contr6le de leur synthese.

.3 Fonctionnalisation

Par un choix judicieux des ligands stabilisateles,QDs vont pouvoir avoir une surface
fonctionnalisable. En effet, les fonctions chimiguge surface, a l'instar des dendrimeres
(voir chapitre Il), peuvent servir de point dangeaa des molécules d’adressage. Cet
adressage, défini et expliqué chapitre |, va paemmete cibler I'action des PS/QDs vers les
cellules tumorales. Dans le cadre d’une utilisadlerQDs en PDT, notre choix s’est arrété sur
I'acide folique (AF). L'intérét de cette biomoléeupour un adressage de PA vers des cellules
cancéreuses sera développé ultérieurement au eh&pid’'un point de vue pratique, un bras
espaceur de type diaminopolyéthylene glycol (PEE] sitilisé afin d’assurer la jonction QD-
AF (Figure 38). Cet espaceur hydrophile aura es f@uonction d’améliorer la solubilité de

la structure, contrebalancant ainsi la solubilitéiteée en milieu hydrophile de I'acide folique.

: OH

| e
0! | N;H C
! ! NH N
1 Hl
> in-(TPEG ) J —
! @) N

N
= H—NH,
NH

QD CdTe bras espaceur acide folique O

Figure 38. Structure typique d'un QD type CdTe fontionnalisé par I'acide folique via
un bras espaceur type PEG.

.4 Avantages des QDs par rapport aux PS organigues &siques

Les QDs présentent des propriétés intéressantesapaort aux PS organiques, comme
leur stabilité photochimique, c’est-a-dire leuriséance au photoblanchimefit:*** C'est un
phénomeéne récurrent chez les PS. En effet, unecoiel@uorescente a I'état excitée peut soit
émettre un photon, soit étre engagée dans uneiaraghotochimique. Cette réaction
photochimique aboutit généralement a une dégradatio fluorophore. Il peut s'agir d'une
réaction avec l'oxygene sous forme de radicauedibou d’'une réaction chimique avec une

molécule du milieu.
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En plus de cette résistance au photoblanchimenQI@s peuvent présenter de trés bons
rendements quantiques de fluorescence (jusquens) que des coefficients d’extinction

molaire €) trés élevéd™

II. Choix de la composition du QD : le tellurure de cachium CdTe

Depuis le début du développement des nano-objetsnambreux matériaux semi-
conducteurs ont été étudiés pour la synthése de ®&msni eux, les alliages binaires de
chalcogénure de cadmium (semi-conducteur de typd)|llprincipalement le sulfure de
cadmium (CdS), mais également le séléniure de acadniCdSe) et le tellurure de cadmium

(CdTe), représentent les types les plus étudiés.

Le choix de CdTe pour la synthese de QDs pour l& B® justifie par le fait que cet
alliage offre une meilleure adaptabilité aux apmdimns recherchées que les autres
chalcogénures de cadmium. En effet, en reprenagudtion 15, on constate que lorsque le
rayon r du QD augmente, la valeur dandgapdiminue jusqu’a atteindre la valeur limite
minimale défini par E§**":

lim E, = Ej™" (20)

r - +oo

le terme

c rz(fm) (2,74 r:;((:rrnr)]) —1j tendant alors vers 0. Cette valeur minimale impqsdr
Egm®s"définie donc la longueur d’onde maximalgs maxque I'on pourra atteindre avant que
le phénomene de confinement quantique ne disparaBa conséquent, le chalcogénure
ayant E§®'le plus faible permettra d’atteindre les longuedisnde les plus élevées

(Tableau 5).
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Tableau 5.Exemples de EG***" de quelques SC et leuaps maxthéorique.

Matériau Type de SC B (eV)? Aabs.max(NM)’
CdS -1V 2,52 492
CdSe l-1v 1,76 705
CdTe -1V 1,45 900
ZnO -1V 3,30 376

InP -v 1,34 925
InAs -v 0,35 3542
Si vV 1,12 1107
Ge \Y 0,66 1878
&: valeur a 300 degrés Kelvin.
. A(nm) = 12398

Parmi les chalcogénures de cadmium, on constatéediype CdTe permet d’obtenir des
particules ayant des spectres d'absorption powsasituer dans les domaines rouges (600-
700 nm) et proche infrarouge (700-800 nm) ce quinme il a été montré, est un critére de

choix pour une application en PDT.

IIL.Synthése

L’'un des objectifs principaux de ce travail estsgathétiser des QDs de type CdTe ayant
leurs propriétés spectrales orientées vers le prodharouge. Ce controle des propriétés des
QDs va directement étre lié au controle de leutt®se. De nombreux travaux ont porté sur
différents modes de préparations de QDs de typleade@nures de cadmium.

[11.1 Choix du type de synthése

Parmi les différentes méthodes de synthése a digpoaotre choix s’est arrété sur les
meéthodes chimiques en solution. Cela se justifi;e’part par I'équipement nécessaire a
certaines méthodes (comme les dépbts chimiqueshgaiques de vapeur), les rendant
colteuses et plus lourdes a mettre en place. B'qaiit, I'application recherchée des QDs
synthétisés nous impose certaines contraintesgstajue I'obtention de nanoparticules
discretes ayant une faible polydispersité souméode solutions colloidales aqueuses stables.
Dans ce but, notre choix s'est arrété sur les egathen phase liquide, car ce sont souvent les

méthodes les moins lourdes et les plus simples tiranen ceuvre. De plus, ces méthodes
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offrent une grande modularité dans le choix denlitgade surface ainsi que des solvants de
synthése. Ces méthodes impliquent des technig@adrattion basées sur une précipitation
sélective permettant une ségrégation des NPs digempar la taille. Ces techniques
d'extraction sont simples a mettre en place, nesstant qu'un ajout contrélé de contre-

solvant.

Parmi les méthodes en phases liquides possibleé®, clwix s'est arrété sur les syntheses
monophasiques, qui peuvent se dérouler, commeacéli® montré précédemment, soit en

phase organique, soit en phase aqueuse.

Les synthéses en phase organique permettent dalleaavec des solvants a hauts points
d'ébullition, offrant la possibilité d’opérer a hauempérature. Ceci aboutit en général a une
croissance rapide des NCx (de I'ordre de quelquestes). La faible durée de manipulations
induit une assez bonne monodispersité des QDsubhteér seul inconvénient lié a ce type de
synthese est que les QDs obtenus sont hydrophibli&st donc opérer a un traitement post-
synthétique d'échange de ligands afin de les rehgitrosolubles pour une application
potentielle en PDT. Dans ce but, on veillera a biboisir le ligand organique pour la
synthése, celui-ci devant s'échanger facilemert vikgand hydrophile lors du traitement.

Les syntheses en phase aqueuse permettent d'afiteciement des QDs hydrosolubles
et permet donc d'éviter les probléemes d’échangkgedads parfois rencontrés. De plus, ces
méthodes, appelés parfois "syntheses vertes" alis@és en milieu aqueux, évitent I'emploi
de solvants organiques a haute température etrédesrpeurs dangereux que l'on emploie

parfois en synthése organique.

Le premier des objectifs principaux de ce travailtése est la synthése de QDs de type
CdTe dont les propriétés d'absorption sont orientés le proche infrarouge. Pour cela,

diverses méthodes de synthéses en phase organiqugieuse ont été testées.

1.2 Les éléments fondamentaux a une synthése de ODspdrase liguide

Lors d'une synthése en phase liquide de QDs ougéinéralement de NPs, que ce soit en
milieu aqueux ou organique, quatre €léments sooéssaires a la bonne maitrise de ces
syntheses. En se focalisant sur les QDs binairagpaell-1V, plus précisément les tellurures

de cadmium CdTe, nous avons :

121



111.2.1 Les cadmium "Cd"

Le cadmium métal Cde par sa toxicité intrinséque et sa réactivigst jamais utilisé en
tant que tel en synthese de QDs. Les réactifs desbaont le plus souvent lI'oxyde de
cadmium CdO, ses sels, tels le chlorure de cadn@d@hL ou le perchlorure de cadmium
Cd(CIQy),, ou bien encore des sels organiques tel lI'acdeatadmium CdAC Les composés
organomeétalliques a base de cadmium, comme le lighéadmium CdMeg ont été les
premiers précurseurs de Cd utilisés lors de syathés milieu organiqu@® Cependant, leur
caractére instable, pyrophorique, volatile et tagi@ poussé a stopper leur emploi au profit

des précurseurs précédemment cités.

111.2.2 Les précurseurs de tellurures *Te

Le dianion Té est trés réactif. Il est notamment trés sensibllexgdation, et on ne le
trouve en solution aqueuse qu'a des pH élevés.d&file rendre manipulable, il est nécessaire

de synthétiser les précurseurs juste avant la égathroprement dite des QDs.

[11.2.3 L'agent stabilisateur des NPs : le ligand

Comme nous l'avons vu précédemment, les QDs nestlies que cinétiguement a cause
de leurs dimensions. Toute synthése de NPs indat dlutilisation de molécules qui vont
permettre une stabilisation temporelle. Ces ligatmgent interagir de maniere efficace avec
la surface de la NP, et ainsi empécher une laldbté&e ligand dans le milieu environnant la
NP. Cette labilité aboutit généralement a une naiseue partielle de la surface, pouvant

entrainer des phénomenes de dégradation des NPsecdes oxydations ou leur coalescence.

Ces ligands peuvent étre de différents types, s@igportent généralement une extrémité
polaire qui interagit avec la surface de la NP afien garantir la stabilité. En effet,
l'interaction entre le cadmium électro-attracteunre hétéroatome électro-donneur du ligand
aboutit a une liaison électrostatique forte, vairene liaison covalente. Parmi ces ligands, on
retrouve principalement des phosphines (interactere le cadmium et le doublet
électronique non-liant du phosphore) et des oxydds phosphines (interaction
cadmium/oxygene) pour des liaisons électrostaticioetes, et des thiols qui eux vont

permettre la création d'une liaison covalente detfed et le soufre (Figure 39).
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Figure 39Exemples de ligands stabilisateurs couramment utdés en synthese en phe

aqueuse : A : acide thioglycolique, B : acide mergaopropanoique, C : L-cystéine; et el

phase organique : D : trioctylphosphine, E : oxydéle trioctylphosphine, F : acide oléique

Le ligand va également influencer directement latlsyse, dans un premier temps par sa

nature intrinséque. En effet, au cours de la caoiss des NPs, les ligands s'adsorbent
réversiblement a la surface des QDs pour formeroaogille organique dynamique qui les
stabilise en solution et canalisent leur croissafes ligands qui se lient fortement a la
surface des QDs.¢. par des thiols ou des carboxylates) ou qui entrainewt forte géne
stérique vont ralentir le taux d'addition de matiarla surface, ce qui aboutit généralement a
des QDs de tailles moyennes faibles. Dans un sdegnps, la quantité de ligand joue aussi
un role, car un rapport ligand/réactif (‘€det "Te?™) élevé favorise la formation de nucléi

plus petits et par conséquent des QDs de plue patite?*3->>°

[11.2.4 Le contrble post-synthétique de ODs : absorptioorffscence

Comme cela a été expliqué précédemment, les ptéprdotophysiques sont directement
lites aux dimensions des QDs, et par conséquenva@ié de synthese utilisée. En général, la
taille des NPs augmente avec l'allongement du tedepséaction et l'augmentation de la
température, dans la mesure ou le premier paranméie sur la quantité de matériau ajouté

a la surface, et le second sur le taux d'additiomdtériau aux nucléi existarifé>>°

Le principal objectif de la these est I'élabonatte QDs ayant leurs propriétés spectrales
orientées vers le proche infrarouge, idéalemerg 660 nm. Un ajustement systématique des
parametres réactionnels de temps et de températaes également la nature et la
concentration des réactifs et des ligands, estsséae afin de contrbler la taille, la forme et la

qgualité des QDs synthétisés. Dans ce but, un densystéematique de l'absorption et de
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'émission de fluorescence des QDs synthétisés éa dffectué. Ces méthodes de
caractérisation sont simples et rapides a mettigaae et nous permettent d'étre directement
renseignés sur la polydispersité et les proprigpéstrales des échantillons. Ces méthodes, et
plus particulierement I'étude du rendement quastigie fluorescenceby,,, permettent
également d'avoir une bonne idée de la qualit¢ dohantillon. Cet aspect de la
caractérisation des échantillons de QDs sera plapleanent développé au chapitre

Caractérisation.
Typiquement, pour une synthése de QDs de type Gules, aurons donc :
"Cd®” + "Té + Ligand _ At | CdTe@Ligand

ou la température de chauffageet le temps de réactidnvont étre fonction du solvant

utilisé ainsi que de la nature des réactifs em@oyé

Par convention, la nomenclature des QDs fait &daaomposition du cceur, qui peut étre
multicouche, et du ligand de surface stabilisaat.#&xemple, un QD de ccoeur CdTe recouvert
d'une couche de CdSe stabilisé par un ligand dedgmle thioglycolique (ATG) sera désigné
par CdTe/CdSe@ATG.

[11.3 Synthése en milieu organique

Plusieurs méthodes de synthése en milieu orgamgtiété testées. Toutes ces réactions
ont été réalisées en milieu coordinant, c'est-@-dir milieu ou le solvant sert également de
ligand stabilisateur a la NP. Ce sont des solvisgdastds de type phosphine, principalement la
trioctylphosphine TOP*3*¢ ou encore la tributylphosphine TBf, ou de type oxyde de
phosphine, principalement 'oxyde de trioctylphdsphTOPO***3* auxquels on peut aussi
ajouter d'autre types de ligands tels l'acide akigAOY*® ou la n-dodécylamine (DDA
afin de moduler la cinétique réactionnelle de leissance des QDs. Ce type de synthese est
réalisé & haute température, en général entretI2BD&C, mais parfois jusqu'a 320%C Cela
permet non seulement d'utiliser le TOPO comme sb)\ear celui-ci est solide a température
ambiante (Tsior=52°C), mais également une activité thermique irgwde qui va
considérablement accélérer la croissance des wladicpar une augmentation du taux

d'addition de matériau a la surface des nucléiaréads. Cela se traduit par un temps de
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réaction relativement court (de 2-3 min a un maximdiune heure) pour obtenir de QDs aux

propriétés spectrales orientées dans le rougeeherinfrarouge.

Une synthése typique de QDs en phase organiquereathja synthese de la source de
chalcogénure (ici Te), qui une fois préparée, mgstctée dans le milieu réactionnel contenant
le solvant/ligand et la source de Cd. Il est imgatrtde rappeler que la finalité de ces QDs est
une utilisation en PDT anticancéreuse. Par consggues QDs synthétisés en phase
organique, et qui possedent donc des ligands deacssr hydrophobes, devront subir un
traitement post-synthétique d'échange de liganots dd les rendre hydrosolubles et donc

utilisables pour des applications biologiques.

111.3.1 Synthése du précurseurs *TeTOP-Te

Pour une synthése en milieu organique coordindmis® de phosphines et d'oxydes de
phosphine, le précurseur e utilisé est de type tellurure de trialkylphosphin
Dans la littérature, la majorité des synthéses Bs €n milieu organique relate I'emploi du
précurseur tellurure de trioctylphosphine TOP/Tenbque d'autres longueurs de chaines
alkyles peuvent étre envisageées, a l'instar durtett de tributylphosphine TBP ou encore du
tellurure de trihexylphosphine THP Le caractére pyrophorique des alkylphosphines nous
oblige a travailler dans des conditions tres ssid'inertie atmosphérique. Pour cela, toute

manipulation des alkylphosphines est réalisée e ggmnts, sous atmosphere de N

De maniéere générale, le complexe alkylphosphineStaéalisé en accord avec le milieu
de croissance des QDs, c'est-a-dire que pour fdéym de QDs en milieu TOPO seul ou
TOP/TOPO, la préparation de la source de Te sdrasa de TOP et de Te. De la méme
maniére, la source de Te pour la synthese de Qs @dTe@TBP, la source de Te sera
préparée a base de TBP et de Te. Le choix della dais chaines alkyles des phosphines est
issu de la volonté du contrdle de la cinétiquetréanelle de la croissance des QDs. En effet,
comme nous l'avons expliqgué précédemment, la natuta taille du ligand vont étre un
facteur prépondérant. Dans le cas de TOP et TB& awons affaire a des phosphines et
I'interaction entre ces ligands et les nucléi negafs ou les QDs en cours de croissance sera
du méme type. La différence de réactivité résidedams I'encombrement stérique plus ou
moins important que le ligand va créer. Dans lemésent, TOP est davantage encombrant
gue TBP, d'ou une cinétique de croissance criséalieaucoup plus lente et qui aboutit a

l'obtention de QDs plus petits qu'avec TBP pourtemps de réaction équivalent. Dans le

125



cadre du protocole utilisant TBP un adjuvant autiiésé, I'octadécene ODE (Figure 40) qui
est en fait le solvant de la réaction. Cet adjuvaast pas nécessaire a la préparation du
complexe TBP/Te, en revanche, il est en accord kveoie de synthése choisie préconisant
I'utilisation d'un solvant non-coordinant afin dentréler la cinétique réactionnefl#’ Cet
aspect de la synthese est développé ci-apres dapardgraphe relatif a la croissance des
QDs.

D
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Figure 40. Ligands et solvant utilisés lors de la rgparation du complexe de Te : A
trioctylphosphine TOP, B : tributylphosphine TBP C : octadécéne ODE.

Différents protocoles ont été testés pour la ppar de la source de Te (principalement
TOP-Te) nécessaire a la synthese de QDs type @ifférentes staechiométries, ainsi que
deux températures de réaction ont été expérime(iféeteau 6).

Tableau 6.Protocoles testés pour la préparation de la sourae Te

Essai| Précurseur Reéactifs (équivalent) Terrzopgature Temps ((:]()a réactiof réf
n°’l | TOP-Te TETOP (1/1) 150 2 ate
n°2 | TOP-Te TETOP (1/2) 150 2
n°3 | TOP-Te TETOP (1/4.2) 22 2 348
n°4 | TOP-Te TETOP (1/21) 22 2
n°s | TOP-Te THTOP (1/21) 22 3 343
n°6 | TOP-Te TETOP (1/21) 22 nuit
n°7 | TBP-Te T&TBP (1/5,7) 22 3 34t

Face a la relative fragilité du précurseur alkyktune/Te impliquant sa manipulation
sous atmosphére inerte JNaucune analyse de rendement de réaction ou esigicamalyse
spectrométriqgue n'a été effectuée. Seule une anayalitative reposant sur l'aspect du
produit obtenu est possible. La préparation duysesur "Té™ consiste principalement en
une solubilisation dans I'alkylphosphine du métdioTé qui se présente sous forme d'une

poudre pulvérulente. La solution est grisatrergeldtion de I'alkylphosphine et tend a prendre
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l'aspect d'une solution jaune limpide. Aucune déifice notable n'a été constatée entre les
résultats issus des différents protocoles. Lesidéretions ne sont donc que pratiques : si I'on
utilise un nombre d'équivalent faible de TOP (12wessai n°1 et 2) par rapport & T
chauffage est nécessaire (150°C), mais celui-cdaie pas excéder 2 h sous peine d'une
dégradation du complexe alkylphosphine/Te (retouné solution grise/noire). En revanche,
['utilisation d'un nombre d'équivalent plus éleeeTP (4,2 a 21, essais n°3 a 6) par rapport a
Te® permet de travailler dans des conditions de tempérambiante, le temps influencant
tres peu la stabilité du produit obtenu (essai.n@ssai portant sur la synthése du complexe

TBP-Te (essai n°7) a quant a lui été concluant.

A résultats équivalents, le choix de préparatiorcaimplexe TOP/Te peut étre fait sur des
considérations purement pratiques. L'utilisatiamdjrand nombre d'équivalent (21) de TOP
permet de s'affranchir de tout chauffage et offjalément un confort de manipulation. En
effet, la quantité de TOP utilisée permet la dilotde Te, si bien qu'un plus grand volume de
TOP/Te doit étre prélevé pour étre injecté damsileu réactionnel de la croissance des QDs,
rendant ainsi les quantités de TOP/Te plus facienmeanipulable. En revanche, si l'on
travaille sur de plus grandes quantités ou sidésire faire une économie en produit, le choix
peut s'orienter sur les protocoles "économes" eR T&3sais n°1 ou 2), mais le chauffage est

alors nécessaire.

[11.3.2 Injection et croissance des QDs

La synthese proprement dite des QDs, c'est-a-dine ¢roissance a partir des nuclei
néoformés, consiste en linjection de la sourceTdedans un milieu réactionnel chaud
constitué de la source de Cd en présence du ligamdiinant, et éventuellement d'un solvant
ou d'autres adjuvants. Ce mélange réactionnelrégae parallelement a celle de la source de
Te. Comme cela a été suggéré par I'équipe de Mtfffdg protocole de synthése faisant
intervenir TOP et TOPO est devenu trés populairer ga préparation de NPs type
chalcogénures de cadmium comme CdTe ou plus récemHgTe>>'>* Cette méthode
utilise le diméthyl cadmium Cd(Mgromme précurseur de Cd. Or ce composé est volatile
hautement toxique, instable et pyrophorique. Ilt& gontré par la suite que d'autres
précurseurs de Cd moins dangereux comme l|'oxydeadmium CdO ou l'acétate de Cd
Cd(Ac), peuvent étre utilisés pour préparer des QDs de®@yjite. Notre choix s'est porté sur

ce type de synthese moins dangereux et plus "pettt synthétiser des QDs de type CdTe.
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Différents protocoles ont été expérimentés, faisans intervenir une injection rapide a
chaud du précurseur TOP/Te dans le milieu réactioconstitué de cadmium dissout dans le
TOPO. Des adjuvants ont été également utilisés |'talide oléique (AO), la n-dodécylamine
(DDA) comme ligands alternatifs au TOPO et l'octaée (ODE) et le diphényléther @eh
comme solvants non-coordinants. L'utilisation dg legands complémentaires (AO et DDA)
au TOPO permet tout d'abord un contréle plus filadeinétique réactionnelle car ils jouent
sur la balance globale de coordination, la soligdinsi que la labilité des monomeres de Cd
et desnucleinéoformés$*#2*°De plus, cela permet d'obtenir des QDs plus st&Blgue ceux
avec TOPO seul, car ces ligands vont protégergdfiacement le QD du milieu extérieur, et
donc mieux prévenir les phénomenes d'oxydation'agjréigation. L'ODE et B®, quant a
eux, sont des solvants non-coordinants qui, caetreent aux solvants coordinants comme le
TOPO, ne jouent pas le rble de ligand dans la sgettdes QDs. En revanche, ils ont un
impact sur la cinétique réactionnelle, car ils medtla réactivité des monomeres des sources
de Cd et de chalcogénutesainsi que la quantité de nucléi forfi@ L’ODE n'a été utilisé
gue lors des synthéses de QDs de type CdTe@TBR@tI&rs des syntheses de CdTe@AO.

l
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Figure 41. Adjuvants testeés lors de la synthése s CdTe en milieu coordinant : A :
acide oléique (OA), B : octadécene (ODE), C : n-dédylamine (DDA).

La préparation de la source de Cd est toujoursséealen accord avec les ligands
employés pour stabiliser les QDs. Ainsi, I'oxydecdemium CdO ou l'acétate de cadmium
Cd(Ac), sont dissous soit dans du TOPO ou de I'AO, ou dansi€élange binaire de ligands :
TOPO et AO ou TOPO et DDA.

L'étape clé de la synthése de QDs est l'injectienlad source de Te dans le milieu
réactionnel contenant la source de Cd. Elle doét éffectuée rapidement et en une seule fois
lorsque le mélange Cd/ligand a atteint la tempésat@cessaire a la croissance cristalline. Il
est a noter que pour les protocoles faisant interv&acide oléique, le précurseur de Cd
formé est un oléate de cadmium qui peut étre dégmat voie thermique. Il est donc
nécessaire d’'injecter la source de Te lorsque leuniéactionnel contenant le Cd et I'acide

oléigue devient incolore et limpide, ce qui ttmeaigte la formation de I'oléate de Cd. Dans le
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cas d’'une attente trop longue avant l'injectionmidieu se recolore et prend une constitution

hétérogene, signifiant que I'oléate de Cd s’estaliy

Des que l'injection du précurseur TOP/Te est réalite milieu prend immédiatement une
coloration jaune, indiquant que la nucléation paislébut de la croissance des QDs se sont
opérés. Cette coloration évolue au cours de lehéget balayant le spectre visible du jaune au
rouge au fur et mesure de la croissance des QDforietion des conditions expérimentales,
cette évolution s’échelonne généralement entre Boaminutes pour les syntheses les plus
efficaces (Tableau 7). Les synthéses organiquesqttnt d'obtenir des lots de QDs avec une
bonne monodispersité, ainsi la croissance des natax est stoppée par précipitation de
I'ensemble des QDs par ajout d'acétone au miligctichnel en fin de réaction.

Toutes les synthéses testées ont permis d’obtegiQdDs CdTe « organiques » de qualité,
les rendements quantiques de fluorescence étargrioemtre 0,15 et 0,40, en accord avec la
littérature. Le facteur déterminant et discriminautr le choix de synthese est donc la
longueur d’onde maximale d’absorptickngy), I'objectif étant qu’elle soit supérieure ou au

moins égale a 650 nm.

- Les protocoles n°1 et 2 sont issus du méme modetogre avec TOPO faisant office
de ligand/solvant. Ills font intervenir une températde croissance cristalline relativement
peu élevée (70°C), ce qui a pour conséquence dengedes temps de croissance long (de 6
h a 2 jours). Ces essais ne se sont pas révéléhiants, car une prolongation du temps de
contact n’a pas permis de faire croitre efficaceneEnQDS Xmax limité a 480 nm).

- Le protocole n°3 présente la particularité de ng @aployer directement le TOPO.
Celui-ci est en effet généné situ lors de la préparation du milieu réactionnel. barse de
Cd (CdO) est chauffée a I'air avec un excés de T8@Rui a comme conséquence de I'oxyder
en TOPO. Cet essai fait intervenir une températieeréaction élevée (250°C), ce qui
raccourcit considérablement le temps de réactiGnfin) par rapport aux deux premiers
essais, pour Ulinax pouvant atteindre 615 nm.

- Le protocole n°4 fait intervenir exclusivement &0 comme ligand et est réalisé
dans le solvant BD a 174°C. Cette température pourrait laisser pemse la cinétique de
croissance des QDs est moins élevée que précédemi@ependant, cet effet est
contrebalancé par I'emploi du solvant,®hgui dilue les réactifs, ce qui fait que la quintie
réactif passe rapidement sous les valeurs de cwtatiens critigues nécessaires a la
nucléation, la quantité de réactifs restant neé@pant alors plus qu’a la croissance des QDs a
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partir desnuclei déja formeés. Ce protocole permet donc d’obtenirdepent (entre 5 et 7
min) des QDs pouvant atteindre des valeurs,dede 620 nm.

- Le protocole n°5 fait intervenir la DDA comme lighoomplémentaire au TOPO. Les
différents essais sont réalisés a une tempérairgs50°C. Les temps de réaction les plus
longs (10 min) ont permis d’obtenir des QDs CdTe@TIDDA ayant urkmax de 650 nm.

- Le protocole n°6 est inspiré par le précédent,eselds quantités de réactifs varient.
Aucune différence notable n’a été observée ensealeax derniers protocoles, que ce soit au
niveau dé\max 0U dedy,,.

- Le dernier protocole de synthése testé (essai pgifhet la synthese de QDs de type
CdTe@TBP/OA. La haute température utilisée (28GfiG63i que I'emploi de la TBP comme
ligand favorisent une croissance cristalline plapide qu’avec le TOPO. L'emploi d'un
second ligand, 'AO, permet de ralentir cette doét et rend la manipulation contrélable, les

temps de réactions étant compris entre 5 et 8 min.

Tableau 7. Conditions expérimentales des différentes synthés de QDs CdTe en milieu
organique.

Protocole ) ] T(°C)/ )
Type de QD Steechiométrie i Amax (NM) Commentaires réf
n° durée
Te/Cd/TOPO _
1 CdTe@TOPO 70/ 6h 480 nm Croissance lente | 3
6,8/1/5
Te/Cd/TOPO idem n°l.malgré temps
2 CdTe@TOPO 70/ 48h 480 nm 346
3,4/1/5 de contact long
Te/Cd/TOP 250/ o
3 CdTe@TOPO _ 615 nm TOPO généia situ 345
1/2/excés 15 min
Te/Cd/AO 174/ solvant non-coordinant
4 CdTe@AO _ 620 nm 348
1/2,4/7,2 5a7 min Ph,O
150/ , )
CdTe@TOPO/D| Te/Cd/TOPO/DDA emploi d'un ligand
5 3a 550660 nm _ 349
DA 1/2/20/10 , complémentaire : DDA
10min
CdTe@TOPO/D| Te/Cd/TOPO/DDA 150/ idem n°5, sauf quantite
6 550655 nm 349
DA 1/2/21/8,4 10 min de DDA
Te/Cd/TBP/AO 280/ solvant non-coordinant
7 CdTe@TBP/AO | 640660 nm 841
1/2/5,6/8 5a8 min ODE
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Il a été déemontré qu’il est possible de synthétikes QDs de type CdTe « hydrophobes »
absorbant vers le proche infrarouge, I'objectihétixé aim.,=650-660 nm (Figure 42). Les
protocoles efficaces pour atteindre ce but fomérirenir un mélange binaire de ligands
stabilisateurs, a savoir TOPO/DDA (protocole n°56gtet TBP/AO (protocole n°7). Ces
ligands supplémentaires présentent des fonctionsea(@DA) ou carboxyliques (AO) qui
vont interagir plus fortement avec la surface du QI2 les phosphines TBP ou oxydes de
phosphine (TOPO). L’emploi de ce type de liganditarralentir la cinétique de croissance,
mais en contrepartie, le gain obtenu en stabitivatles QDs permet alors d’atteindre des
tailles de QDs supérieures a celles préconisamipfei de phosphines ou d’oxydes de
phosphine. En effet, il est important de noter lgsedonnées reportées dans tableau 7 sont les
données optimales dg.ax et de®syo. Un temps de contact plus long ou une températiuse
élevée ne permettent pas d’obtenir, pour un préeéodonné, des QDs de meilleure qualité
absorbant davantage dans le rouge. Une augmentdtion de ces deux parametres
n‘engendre aucun gain en absorption ou fluorescdpeetocole n°4 a 7), et aboutit
généralement a une dégradation des QDs au cours dgnthése pour les syntheses
impliquant I'emploi unique de phosphines (protocaie€3) ou d'oxydes de phosphine

(protocole n°1 et 2).
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Figure 42. Spectre d'absorbance de QDs synthétispar les protocoles permettant une
absorption dans la région rouge-proche infrarouge :CdTe@TOPO/DDA (en bleu :
protocole n°5,Anax=660 Nm; en rouge : protocole N°6hmax=655 Nm), et CdTe@TBP/AO

(en vert : protocole N°7 Amax=660 Nm).

Bien que les QDs obtenus aient les propriétés glest attendues, il est nécessaire
d’effectuer un post-traitement afin de les rendvenpatibles avec une future application en

milieu biologique.
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[11.3.3 Echange de ligand

Les QDs obtenus par les différentes voies de sgate@ milieu organique ne sont pas
directement exploitables pour des applications eologie. D’'une part, leur nature
hydrophobe est un frein a une utilisation en milgweux ou ils ne pourraient étre mis en
solution, et d’autre part par le type d’interactiemre le QD et son ligand stabilisateur, qui
n’'étant pas covalente est trop faible pour garamte stabilité pérenne. En effet, le lien
chimique est de type covalent de coordination,t&edire qu’elle résulte d’'une interaction
électrostatique entre un acide de Lewis, ici Cdume¢ base de Lewis, ici les ligands.
Contrairement a une liaison covalente standardhagun des deux atomes liés apporte un de
ses électrons de valence pour former la liaisohaison de coordination est plus faible et va
conférer une certaine labilité du ligand dans léemi Cette particularité peut présenter un
désavantage lors de l'utilisation des QDs en mitimllogique. En effet, ce type de milieu est
généralement complexe, et peut contenir des thi@ls,molécules chélatrices ou encore des
molécules pouvant interagir avec la surface du €minsi le dénaturer, voire le déstabiliser

suffisamment.

Cependant, cette particularité peut étre avantagd®mur un emploi de ces QDs en milieu
biologique, l'idéal est de les rendre hydrosolubdds de rendre leur utilisation plus
confortable en milieu aqueux. Par conséquent,ldive labilité des ligands utilisés lors de la
synthese de QDs « hydrophobes » va nous permetpeodéder a un échange de ligands, non
seulement pour les rendre hydrosolubles, mais égaieafin de renforcer le lien QD-ligand
et les rendre plus stables.

Notre choix s’est porté sur des ligands préseniaetfonction thiol R-SH. Les thiolates
R-S, les bases conjuguées dérivées des thiols, fordeantomplexes solides avec beaucoup
d’'ions métalliques, et spécialement avec ceux ifiéss< mous » selon la HSABHérd and
Soft Acid and Base Thegrycomme le cadmium. D’ailleurs, le terme mercaptarire nom
des dérivés thiols, provient du latimercurium captansqui « capte le mercure ». La théorie
HSAB stipule en effet, que la force de liaison entleux atomes va étre fonction du
recouvrement orbitélaire. Ainsi, une interactiorrerdeux atomes de dimensions du méme
ordre sera beaucoup plus forte : les interactiamseeune base et un acide qualifiés de
« dur/dur » (de petite dimension), ou « mou/moude (grande dimension) sera plus
importante qu'une liaison « dur-mou ». Ainsi, urid@acmou comme le cadmium se liera

beaucoup plus fortement a une base molle commeufres plutdt qu’a des bases dures
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comme l'azote ou I'oxygene. De plus, I'électronégtd du soufre étant moindre par rapport
a l'azote ou l'oxygéne, la liaison Cd-S se rappeochun lien covalent strict plutbt que
ionique/de coordination.

La création d’'une liaison forte, donc plus stabier§étiguement, favorise la réaction
d’échange entre le thiol et le TOPO, TBP, DDA et &yure 43).

A=
e A b A WS‘SM
CdTe@TOPO H:\H{b CdTe@MPA

Figure 43. Exemple déchange de ligand entre un QDCdTe@TOPO et l'acide
mercantonronanoiaue (MPA)

L’influence du nouveau ligand sur la solubilité @D dépend, quant a elle, de sa nature,
c’est-a-dire la longueur de la chaine alkyle le posant et la présence ou non de fonctions
polaires. Le but étant de rendre les QDs hydrosedimotre choix s’est principalement porté
sur des « ligands thiol » & petite chaine alkylprésentant une fonction acide carboxylique
terminale (ATG et AMP), gage d’hydrosolubilité. @eplant, quelques tests ont été réalisés
sur des ligands présentant des chaines alkylesI@hgaie (AMU), ou la particularité de
posséder deux fonctions thiols susceptibles déees@ lla surface du QD (ADHL), voire des
ligands thiols totalement hydrophobes (DDT) (Tabl8a
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Tableau 8. Récapitulatif des essais d’échange dgdnds. Comparaison entre le®y,,
initiaux et les ®y,, apres échange.

effet
Ligand . L . ,
QD ) hypsochromique @y, initial Dfyo final réf
d’échange

(nm)
CdTe@TOPO ADHE / 0,15 / 356
CdTe@TOPO AMU / 0,20 / 357
CdTe@TOPO AMP 2 0,20 0,10 357
CdTe@TOPO AT 2 0,20 0,10 357
CdTe@TOPO DDY 1 0,15 0,05 356
CdTe@AO ATG 0 0,30 0,10 356
CdTe@TOPO/DDA ATG® 1 0,35 0,08 356
CdTe@TBP/AO ATG 1 0,25 0,05 358

2 acide dihydrolipoique® : acide mercaptoundécanoique acide mercaptopropionique
d: acide thioglycolique ¢ : dodécanethiol

Le suivi de la réaction est possible dans le cash déchange avec des thiols
hydrosolubles : le processus se déroule en milighialsique lipophile/hydrophile. Le contrble
de 'avancement est permis par le passage de daatioin due aux QDs de la phase lipophile
a la phase hydrophile. Comme nous l'avons vu, cétetion d’échange est favorable, et peut
donc étre menée avec un bon rendement, indiquée gassage complet des QDs en phase

aqueuse.

Un contrOle des propriétés spectrales est reatidinale réaction afin de veérifier qu’elles
n’'ont pas été modifiées durant 'échange. Plusipéétent, la position du pic d’absorption et
I'évolution des rendements quantiques de fluoreszesont mesurées. Cette réaction
d’échange rend en effet le QD vulnérable au milketérieur, qui peut alors subir des
dégradations engendrant une baissedg@, principalement une oxydation de la surface
déplacant I'absorption et I'émission de fluoreseemners les rayonnements de longueurs

d’ondes inférieures (effet hypsochrometiue shify. 2%
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Figure 44. Spectres d'absorbance (lignes pleines) @e fluorescence (en pointillés) de
QDs CdTe. En bleu : CdTe@TOPO/DDA avant échange d&and ; en rouge : apres
echange de ligand (CdTe@ATG).

En dehors des échanges avec I'ADHL et 'AMU, qui ahoutit a une dégradation totale
des QDs, chacun des autres échanges ont fonctiqgmeréettant d’obtenir des QDs
hydrosolubles a partir de QDs hydrophobes. Cepéntiéan que l'effet hypsochrome soit
négligeable (entre 0 et 2 nm) et probablement dineé modification des phénomenes de
relaxation énergétique liés a la nature différelge ligands, on note une forte baissebgis.
Cette baisse est sans doute due a I'apparitioréfdaits de surface du QDs, qui vont résulter

en des phénomenes non-radiatifs de désexcitatimant ainsi baisser {Byo.

Cette baisse d@s,, est conséquente pour chaque type de QDs et dalfigastés (tableau
7), et notamment pour les QDs présentant les @@srispectrales désirees (CdTe@AO,
CdTe@TOPO/DDA, CdTe@TBP/AOLps=650-660 nm). Les meilleurs résultats ont été
obtenus a partir des QDs de type CdTe@TOPO, guhemgeusement ne constituent pas les
QDs-cibles. Le TOPO est en effet plus labile queADdd AO, la réaction est par conséquent
encore plus favorable et plus rapide, préemunisgan®D de dégradations conséquentes
(baisse deaby,, d'un facteur 2). Les QDs-cibles, c’est-a-dire ceetenus pour une éventuelle
application en PDT anticancéreuse (CdTe@AO, CdTe@d/ODA, CdTe@TBP/AO),
présentent des résultats peu satisfaisants (chaitéq@ d’'un facteur 3). La meilleure
interaction entre DDA et AO et la surface du QDgesrdre probablement un arrachement de
guelques atomes de Cd a la surface du QDs lorsutedEpart. Un nombre conséquent de

défauts de surface apparait ainsi, d'ou cette ctheiey,o.

135



Devant le manque de résultats probants de ces gefiasurtout ceux concernant les QDs-
cibles, il a été décidé d’explorer une autre vaesgnthese en milieu aqueux pour permettre
I'utilisation des ligands hydrosolubles, et d’oliteshes QDs directement hydrosolubles. Cela

permet d’éviter toute dégradation susceptible ddifieo les propriétés spectrales des QDs.

[11.4 Synthése en milieu agueux

Une alternative aux synthéses organiques de Qb goqgstituent les premiers protocoles
développés, est la synthése en phase aqueuse.cBiatie présente de nombreux avantages
par rapport a son ainée. Elle peut étre considéséame "verte", car le solvant utilisé est
'eau. On travaille également avec des précurdgpeschlorure ou perchlorate de Cd au lieu
d'organométalliques dangereux. De plus, la syntkéskit a reflux de I'eau (100°C), non
négligeable d’'un point de vue sécurité alors quedgnthéses en phase « organique » se
déroulent a 250°C, avec parfois de pics a 330°@ndel protocole utilisé. D’'un point de vue
synthétique, la synthese hydrophile propose unelsiité de mise en place et une plus haute
reproductibilité par rapport a la synthése orgaefdti*>° Elle permet également d’obtenir de
solutions colloides de QDs dont la polydispersigxecede pas 10%, et ce sans avoir recours a
la technique d’injection a chaud nécessaire anghege de QDs dans un milieu TOP/TOPO.

Le principal avantage de cette méthode est la lpiissid’obtenir des QDs hydrosolubles :
les QDs synthétisés par cette méthode seront eineett hydrophiles, et n‘auront donc pas a
subir de traitements post-synthétiques pouvargne®mmager.

De nombreux protocoles ont été développés perneldasynthése de QDs de type
chalcogénures de cadmium stabilisés par de nomhyges de ligands hydrophilé¥: 300302
305, 363372 est donc possible de synthétiser des QDs de GiiTe, et rester ainsi en accord
avec le choix de ce composé comme étant le mieapt@doour synthétiser des QDs aux
propriétés spectrales orientées vers le rouge/primdtarouge pour une éventuelle application

en PDT anticancéreuse.

L’intérét principal de cette méthode est donc lastiton de QDs hydrophiles. Ceci est dQ
au choix du ligand utilisé. Différentes protocomsithétiques ont été expérimentés, faisant
majoritairement intervenir le méme type de ligahtalkylcarboxylate, comme I'ATG et
I'AMP. Ce type de ligand permet, comme cela a @péiqué précédemment, la création d’'une

liaison solide Cd-S de type covalente, offrant iatmge grande stabilité au QD obtenu, et la
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fonction acide carboxylique terminale conférant tmydrosolubilité (pour un pH>3, donc a
pH physiologique) au QD. D’autres types de ligands été testés, notamment des ligands
cationiques (a pH physiologique), comme la cystéanet la L-cystéine, ou encore des

ligands neutres, comme le mercaptoéthanol.

Comme pour la synthése en phase organique et psunémes raisons, la synthese en
milieu aqueux nécessite tout d’abord la prépanatie la source de Te, qui est ensuite

injectée rapidement et en une fois dans le mikactionnel contenant le Cd et le ligand.

l11.4.1 Synthése du précurseur “Te

Une synthese en milieu aqueux de QDs type CdTesaidedout d'abord la synthése d'un
précurseur "T&". Te® n'étant pas un ion stable en tant que tel, ipesduit par la réduction
de T& (métal pulvérulent) par un hydrure (NaBldu NaH) afin d'obtenir lintermédiaire
réactionnel NaHTe cinétiguement plus stable, quiakss injecté dans le milieu réactionnel

afin d'initier la croissance des NCs.

Plusieurs méthodes de synthése de NaHTe ont étérimantées (Tableau 83"
Difféerentes sources d'hydrure (NaBHu NaH) ainsi que les conditions de température de
réaction (0°C et 80°C) ont été étudiées, le buntétbobtenir un intermédiaire de bonne
qualité et suffisamment stable dans le temps. NaHiBa que plus stable que I'ion “T,equi
donne une coloration violette intense a la solytiest en effet tres sensible a I'oxygene,
atmosphérique ou dissous dans 'eau, est tendréogaler en T® La solution devient alors
hétérogéne et grisatre, avec parfois I'apparitiam ccouche de T%a I'aspect métallique a
l'interface air/eau. Des précautions sont doncegrisu cours de la synthese afin de travailler
sous conditions inertes, I'atmosphere de la verratilisée est inertée a l'azote,MNet I'eau

utilisée comme solvant est dégazée sous flux.de N
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Tableau 9.Récapitulatif des synthéses du précurseur de « Te NaHTe.

[{%)

Source Equivalent| T Durée . )
Protocole 0 Stabilité Résultat
d’hydrure Te/"H™ | (°C) (h)
NaH/tBuOH 1 1/4,5 65 2 / solution hétérogéne grisatr
2 1/2 0 2 + solution violette intense +
3 1/2,1 0 8 ++ solution violette intense +i+
NaBH, - . -
4 1/2,63 0 +++ solution violette intense +t+
5 1/2,63 80 0.5 + solution violette intense #+

De la méme maniere que pour le précurseur TOP-3esylghéses en phase organique, la

fragilité de NaHTe ne nous a pas permis de conttélqualité du produit ou le rendement de

la réaction. Cependant, un contrdle qualitatif dodpit obtenu peut étre possible, une

solution de NaHTe de bonne qualité prenant une¢et@iolette homogéene intense.

Les différents essais menés ont montré que lactiédude T8 en Té était plus effective
avec le borohydrure NaBHjue I'hydrure de sodium NaH, I'aspect final laigsanéme a
penser que la réaction n'a pas du tout fonctionjpéet. n°1). Dans le but de valider la
synthése de NaHTe la plus efficace, le critére lu@xcse révéle étre la stabilité du produit
formé. Par stabilité du produit, nous entendondaigériode durant laquelle NaHTe obtenu

conserve une qualité équivalente a celle de fisy¢hese.

En effet, tous les protocoles faisant intervenindeohydrure comme réducteur ont permis
d’obtenir NaHTe de trés bonne qualité, mis a padti@tre le protocole n°2, ou la teinte

violette reste trés sombre, probablement di & dunBgant pas réagi. Parmi ces essais (n°3,

4 et 5), le protocole n°4 est retenu pour la sysehdu précurseur de T8laHTe nécessaire a

la synthese de QDs CdTe. En effet, cette synthésmaeulement permis d’obtenir NaHTe
de trés bonne qualité, mais ce dernier s’est réstble pour des périodes pouvant aller
jusque quatre jours, tandis que le protocole n°Bearenettait pas d’excéder 3 jours, et le n°4
1,5 jours. L'intérét de cette stabilité est qug@iéparation d’'un lot de NaHTe va permettre la

réalisation de plusieurs syntheses de QDs, offdamic non seulement une économie en

réactifs, mais aussi en temps, car il n’est plussahécessaire d’attendre la fin des 6 h de

préparation de NaHTe avant chaque synthese de QDs.

Le protocole n°3 est donc défini comme le protocstiendard de synthése de NaHTe

nécessaire a la synthése de la source &epdar une synthése de QDs type CdTe, et a été
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utilisé pour tous les types de syntheses expérimenta savoir la synthése hydrophile
« standard », la synthése en autoclave, la syntlsess micro-ondes et la synthese

hydrothermale, développées ci-apres.

[11.4.2 Injection et croissance des ODs

Pour tous les protocoles de syntheses expériméatégissance proprement dite des QDs
se déroule & chaud en milieu aqueux aprés limjectu précurseur de Te Différentes
sources de Cd et différents ligands hydrophiless t&tant des dérivés de thiols (figure 45),
sont testés, ainsi que plusieurs conditions exm#riales, ou I'impact sur la taille des QDs
obtenus des variations de stcechiométrie et coratemts a pu étre apprécié. La principale
différence entre tous ces protocoles réside dansbie d’agitation thermique. Ainsi, quatre

types de sources de chauffage ont été testéstalémits ici.

0
NH
HS\)J\OH HS/\)J\OH HS™ > 2
ATG AMP Cyst
NH,
HS o HO_~¢,
OH
L-cyst MEtOH

Figure 45. Ligands utilisés lors des synthéses de QDs hydrojds : acide thioglycoliqut
(ATG); acide mercaptopropanoique (AMP); cystéamine(Cys); L-cystéine (L<cyst);
mercaptoéthanol (MEtOH).

[11.4.2.1 Synthése hydrophile standard

Le terme standard regroupe en fait les protocalésngpliquent un chauffage a reflux de
la solution aqueuse €IL00°C) a pression atmosphériqguelRatm.). Ainsi, ces manipulations

peuvent étre réalisées avec de la verrerie stamdactiimie, sans appareillage spécial.

Cing ligands ont été testés, leur nature influeh{mmnéactivité des différents précurseurs
ainsi que la cinétiqgue de croissance des QDs. Busr ces ligands, le lien ligand-QD sera
assuré, comme cela a été expliqué precédemmentnpdiaison de type covalente entre le
soufre du thiol et le cadmium. Les facteurs infligemt la croissance des QDs vont

principalement étre la taille du ligand (sa chaiadonée) et sa fonction terminale.
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En effet, un des éléments fondamentaux lors deoiasance de QDs en milieu aqueux va
étre la mobilité du complexe ligand-Cd, directemegulée par le type de ligand utilisé. De
la méme maniére que pour les ligands utilisés erthege organique, plus un ligand sera

encombrant stériquement, moins le complexe ligadd&&a mobile. De méme, plus la chaine

alkyl constituant le ligand hydrophile est longumgins la balance hydrophobe/hydrophile

penchera en faveur de I'hydrophilie du complexanidrCd, ce qui atténuera également sa

mobilité en milieu aqueux. Cette mobilité amoindaé que lors de la croissance du QD, les

précurseurs ligand-Cd seront moins labiles, etqmaséquent fera baisser la cinétique de

croissance des NPs, et donc la taille des QDs gu@éut obtenir.

Tableau 10. Protocoles utilisés pour la synthese @Ds type CdTe hydrophiles adaptés a

la PDT
source de équivalent | [Cd*] | temps| Aabsmax
Type de QDs pH . Do
Cd Te/Cd/ligand | (mM) (h) (nm)
CdTe@Cys Cd(CIlg)- 5,7 1/5/20 18 7 570 0,02
9 1/5/12 10 8 440 0,17
CdTe@L-cys Cd(Clg).
11.4 1/5/20 18 15 580 0,18-0,20
CdTe@MEtOH| Cd(CIOy), 11,3 1/5/38 0.8 7 470 0,05
CdTe@AMP cdd 9,1 1/2/3,6 6,2 76 615 0,18-0,22
8.2 1+1/2+2/5+5 2,5-5 7 600 0,25
CdCh 0,625-
9 1/2/5 15 540-590 0,32
1.25
9 1/5/38 0,8 15 525-60( 0.20
1/5/20 1,25 18 590 0.10
1/1.48/12.8 11 3 620 0,20
CdTe@ATG
1/1.48/6.4 11 7 580 22
Cd(CIQy); 1/10/20 18 20 500-58 0,15-0,25
11.2 1/5/38 1 2 530 0,15
1/2/8 2 44 430 0,25
1+1/10/20 15 19 420 0,12
1/5,5/12.6 8 9 570 0,15

Tous les protocoles testés (Tableau 9) ont suivmime type de préparation : le
précurseur de Cd et le ligand sont introduits anbeau ultrapure distillée dégazéeaddin

d'éviter la présence d'impureté et les risquesydation de NaHTe a l'injection. Le pH est
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ensuite ajusté a la valeur désirée, en généralpHmb,5 afin que le complexe Cd-Ligand se
solubilise correctement. Cette solution est enauwite nouvelle fois dégazagée une nouvelle
fois 30 min afin de préserver l'inertie de I'atmué@. Enfin, l'injection de NaHTe est réalisée
rapidement en une fois (sauf mention contraire).nlikeu réactionnel est ensuite porté a
reflux. Une fois la réaction suffisamment amorcéest a dire dés que le NaHTe injecté a
complétement réagit pour former les nucléi, le @niln'est plus trop sensible, ce qui va nous
permettre d'effectuer des prélevement afin de otartren temps réel lI'avancement de la
réaction. L'ensemble des résultats reportés datableau sont issus des synthéses qui ont le
mieux fonctionnées pour un protocole donné. Lescpales différences entre ces protocoles
résident dans le pH et la stcechiométrie réactibmnied concentration en Cd a été fixée en
accord avec la littérature pour CdTe@C{s, CdTe@L-cys’® CdTe@MEtOH
CdTe@AMP® et CdTe@ATG® 3%937

Comme le montre le tableau 10, beaucoup de méthdelgwéparation ont été testées.
Pour ce qui est de la préparation de QDs type Caflaptés a une utilisation en PDT
(absorption dans le rouge proche infrarouge),dand ATG semble le plus prometteur. lls
semblent en effet également montrer la meilleunétzjue réactionnelle, se traduisant par le
rapport temps de réactiokdys maxobtenu le plus favorable, comparativement a CdTe@l
et CdTe@AMP. Dans le cas de CdTe@Cys et CdTe@MEISHQDs obtenus présentent
une tres mauvaise solubilité dans les meilleurs aess et plusieurs essais issus de ces
protocoles ont aboutit a I'obtention d'une poudogeninsoluble, figurant un échec de la

synthése dans la préparation de QD.

Suite a ces résultats, notre attention s'est pauite exclusivement focalisée sur les
protocoles utilisant le ligand ATG, et dans unemdoé mesure AMP. En effet, c'est avec ces
deux ligands que l'on a obtenu Iegs maxles plus proches du rouge/proche infrarouge.
Cependant, force est de constater qu'il est tifigildi de dépasser 600 nm en absorption
(Tableau 10), et ce quelque soit le protocoleadit ftout de méme remarquer que par rapport
aux principes de croissance des QDs, évoqués mnéreent dans ce chapitre ou il est
préconisé d'avoir une concentration élevée deérdifts précurseurs, et les travaux detLi
al.” ou il est montré que plus la concentration enyms&ur en faible, meilleur seradgyo,
les meilleurs compromis taill&@g,, sont effectivement obtenus pour des [Cd] interaiéess,

en accord avec ces deux principes.
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L'objectif d'obtenir des QDs hydrophiles absorbdéalement vers 650-660 nm n‘ayant
pas pu étre atteint, il a fallu se pencher sur miéshodes alternatives de synthéses. Ces
protocoles reposent sur les mémes principes gsgnthese standard, et ne fait intervenir que

des méthodes d'apport énergétique difféerent aemiéactionnel.

111.4.2.2 Irradiation micro-onde

Comparée aux méthodes standards de chauffagadiktion par micro-onde pour la
synthese de QDs présente de nombreux avantagesnecdm rapidité de chauffage,
I'homogénéité de I'énergie apportée par les miodes dans le milieu réactionrfe}; 2% 37¢-

377 Ce type d'activation permet une croissance ragiseparticules et I'obtention d'échantillon

a polydispersité faible. La cinétique de croissaphes élevée que lors d'une synthése en
conditions standards est constatée. En effet, gaparaison de deux protocoles de synthése
identiques ne différant que par la méthode de ¢hgef(tableau 11), on constate I'obtention
rapide de Qds CdTe absorbant vers le rouggs£610 nm apres 1h30 de chauffage) pour

l'irradiation par micro-onde.

Tableau 11.Comparaison de la méthode de chauffage standard par micro-onde.

] A FWHM
Essai| Te/Cd/ATG| Modede | Tempeérature/ temps e Diiuo
chauffage Puissance (nm) (nm)
1 1/1/5 standard 100°C 30h 590 0.2 65
2 1/1/5 micro-onde 600 W 1h30 610 0.10 40

De plus, les QDs obtenus sont moins polydisperses gar la méthode standard, le
FWHM du brut de réaction passant de 65 nm a 40figur¢ 46). Le gain en cinétique est,
guant a lui, vérifié par la comparaison dgs, En effet, on constate que les QDs obtenus par
irradiation micro-onde absorbent d'avantage vessrdgonnements rouge que ceux obtenus

par la méthode de chauffage standard malgré unstempéaction 20 fois plus important.
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Figure 46. Spectres d'absorption (lignes pleines} de fluorescence (en pointillés) de QDs
CdTe@ATG obtenus par voie standard (essai n°1, enldu) et par irradiation micro-

onde (essai n°2, en rouge).

Afin d'obtenir des QDs absorbant a 650 nm, il &tessaire de laisser les nanoparticules
sous irradiation micro-onde pour un minimum de teregtimé a 2h. Cependant, faute de
réacteur adéquat, c'est-a-dire supportant une augtien de pression et micro-ondable, la
réaction ne peut étre conduite que par succesSroadéation n‘excédant pas 15 min. En effet,
une partie du milieu réactionnel est perdu au calesla synthese. Ceci est di a une
augmentation trop forte de la température qui edigerun reflux trop important et une
évacuation d'une partie du milieu réactionnel,dacteur utilisé n'étant pas hermétique afin

d'éviter tout phénomene de surpression.

111.4.2.3 Autoclave :

Cette méthode de chauffage, inspirés des travalMaieet al, permet de travailler sous
une pression supérieure permettant alors d'acc@dkss températures plus élevées que le
reflux de l'eau a pression standard. De plus, wufthge conséquent aboutit a I’hydrolyse
partielle du ligand thiof®® Ainsi, des ions sulfure vont étre générés damsilieu réactionnel
qui vont réagir avec les ions €dpour former du sulfure de cadmium CdS. Cette Hyde
aboutit a la formation de QDs a coeur CdTe avec nadignt de sulfure du cceur a la
périphérie. Cette synthése conduit a une stru¢alliage” CdTe(S) plutdt qu'a une structure
"coeur/coquille” type CdTe/Cd8’ Cette structure « alliage » permet d'obtenir d€8 Q
possédant des propriétés photophysiques situées ldarone rouge/proche infra-rouge du
spectre. Cependant, l'autoclave a disposition mengtepas d'atteindre une température
supérieure a 120°C, ce qui empéche une hydrolyeaed du ligand ATG. Il n'a donc pas été
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possible de préparer par cette méthode des QDggmdsun maximum d'absorption au-dela

de 625-630 nm (Figure 47).
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Figure 47. Spectre d'absorption de QDs CdTe(S)@AT®btenu par la méthode de

chauffage en autoclaveiax=625-635 nm).

111.4.2.4 Hydrothermale :

Ce procédé est basé sur le méme principe que ¢daidaen autoclave. Ici, un réacteur

hermétique en téflon contenu dans une coque agpgostant les fortes pressions est placé

dans un four. La principale différence avec la tiéacen autoclave est que nous allons

pouvoir atteindre ici des températures supérie@reée20°C, jusqu’a 150°C. Cela nous a

permis d'avoir une hydrolyse plus efficace du ldjayu’en autoclave, et nous a permis

d’obtenir des particules avec une énergie Egatedgapplus basse que précédemnigheet
donc d'obtenir des QDs absorbant a 650 nm (Figgixe 4
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Figure 48. Spectre d'absorption de QDs CdTe(S)@ATCGobtenu par la méthode

hydrothermale (Amax=655 nm).
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[11.4.3 Purification

A la différence des syntheses en phase organiguesoQDs obtenus sont précipités en
une fois car ils présentent une bonne homogénéitéaitle, les lots de QDs obtenus par
synthése en phase aqueuse vont nécessiter utetriifsén effet, la voie en phase aqueuse
permet d'obtenir des lots plus polydisperses qufdmase organique, et ['étape
d'isolation/purification des QDs doit s'accompagdem tri des QDs en fonction de leurs
tailles. Ceci va étre possible par une successi@iapes de précipitation, oist-propanol
utilisé comme contre-solvant va étre ajouté a wiatisn de QDs jusqu'a apparition d'un
trouble, puis centrifugation suivie de la récupératiu surnageant qui va subir alors le méme
procédé (Figure 49). Ces précipitations vont pemaet'obtenir des lots successifs de QDs
décroissant en taille, les plus gros étant les [nesna précipiter lors d'un ajout de contre-

solvant.
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Figure 49. A: Processus de précipitation sélective de QDs hyafhiles : a) ajout diso-
propanol puis centrifugation; b) isolation du surnggeant. B : Spectres d'absorption
d'une solution brute de QDs aprés synthése (en ndiet de la premiere (en rouge),

seconde (en vert) et troisieme (en bleu) fractionr@cipitée.
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[11.4.4 Caractérisation

Une fois les QDs synthétisés, il est nécessairéeslecaractériser. Cette caractérisation
inclus aussi bien la détermination de leur diamegwee I'étude de leurs propriétés

spectroscopiques, leur cristallinité, leur composithimique et leur pureté.

Pour déterminer la taille des QDs CdTe hydrophilesis disposons de quatre méthodes, a
savoir une loi empirique qui relie mathématiquentemhaximum d'absorption au diametre de
la particule®** le microscope électronique a transmission (MET),rpus a permis d'estimer
les tailles de QDs, la diffraction des rayons X ORjui nous permet, une fois les parametres
de mailles établis d'évaluer la taille des nantaus et la microscopie a force atomique
(AFM), qui nous permet d'analyser la topographis échantillon et donc d'avoir acces aux
dimensions des QDs. Toutes ces techniques nouyseomis de déterminer la taille des QDs

CdTe hydrophiles que I'on a synthétisés, et gui@siprise entre 3 et 4 nm.

Afin de vérifier la cristallinité des QDs hydropéd, nous avons pu utiliser deux
techniques, a savoir le MET, qui par I'étude dediffraction des électrons permet de

déterminer les parameétres de maille des QDs eRl4.D

Pour ce qui est de la détermination de la composélémentaire des QDs, deux méthodes
ont éte utilisées:

- le MET, qui nous permet de déterminer la répartides éléments au sein des QDs, et
vérifier la liaison entre Cd et Te et la XPS (p&dray Photoemission Spectromegtrgui nous
permet d'analyser la surface des QDs sur une épaisBune dizaine d'atomes, et donc

déterminer si cette surface a été détériorée, motrpar oxydation.

Ces méthodes d'analyse nous permettent une casatitér globale de I'échantillon étudié
(diametre moyen, structure cristalline, répartitides tailles, composition chimique...).
Cependant, ces techniques sont colteuses en metfensen produit, longues a mettre en
place, et parfois des problemes dans la prépardésnéchantillons a analyser aboutissent a
des résultats erronés voire inexploitables. Il acdété nécessaire de trouver une technique
rapide, simple a mettre en ceuvre et fiable permietta contréle immeédiat de la qualité de

polydispersité des échantillons de QDs : I'éledtavpse capillaire de zone (ECZ).
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[11.4.5 Electrophorése capillaire de zone

[11.4.5.1 Principe:

Source

courant

o g ®e

Anode Flux électro-osmotique Cathode

tampon tampon
Figure 50. Schéma de principe de composition d’uré&ectrophorese capillaire de zone.

L'ECZ est une méthode basée sur la séparationrteybes chargées en fonction de leur
taille et de leur charge au sein d'un capillairesitiee soumis a un champ électrique (Figure
50). La migration dépend de deux facteurs: le filgctro-osmotique (M) et le flux
électrophorétique (). En pratique, un tampon basique est présent leacepillaire, ce qui
engendre une ionisation de la silice. Cette iompainduit a son tour la formation d'une
couche de cation a linterface éluant/capillaire,c'est la que va naitre I'électro-osmose
(migration de I'ensemble de I'éluant vers la caththge a cette couche cationique). S'ajoute a
ce phénomeéne la migration classique des ions soamis champ électrique (anions vers

anode et cations vers cathode): c'est le flux @phbrétique (Figure 51).

Anion: Molécule neutre: @) Cation:

++++++++++++++++ +
Anode - . Cathode

Flux —
- o — -
@ -— . Electro-osmotique — @
+++++++++++++++ 4+ +

des anions<—— Flux électrophorétique des cations

Figure 51. Principe de séparation de particules chigées par ECZ.

Au final, la mobilité apparente des ions.gy va étre la résultante de ces deux fluxp¥
Vet Veo), Sachant que §4 est constant et quespva dépendre de la taille (m) et de la charge
(z) de lion (\g=f(z/m)=f(1/r), r=rayon de l'ion). Cette technigest par conséquent utilisable

uniquement pour lI'analyse de QDs chargés, donopides tel que CdTe@TGA.

L'ordre d'élution sera alors equivalent g, MFigure 52), et la détection faite a la cathode

par mesure d'absorption ou de fluorescence. Danadee de cette étude, on s'intéressera a
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I'ordre d'élution des anions. En effet, ce tragadité réalisé sur CdTe@TGA qui est anionique

pour un pH>2-3.

Figure 52. Ordre d’élution des particules en fonctin de leur charge et de leur taille.

[11.4.5.2 Résultats:

Cette technique nous a permis d'identifier lesédifites populations de QDs type
CdTe@TGA, et donc d'étudier la répartition deddsien fin de synthese (large si la plage
des temps de migration l'est aussi) et la qualité échantillon purifié (un pic unique sur
I'électrophorégramme figure une seule populatio@bs). Ces résultats sont plus amplement
décrits dans la publication qui suit : « Optimipatiof CdTe Quantum Dots Synthesis Using
Capillary Zone Electrophoresis », Clarot, I. ; Walp C. ; Morosini, V. ; Schneider, R. ;
Balan, L. ; Diez, L. ; Leroy, P.Gurrent Nanoscience 2009,5, 154-159.

IV.Conclusions

L'utilisation de QDs comme nouvelle classe de P& pae application en PDT nécessite
I'élaboration de protocoles de synthéses permettahtenir des nanoparticules hydrophiles,
stables, fonctionnalisables et dont les propriétébsorption et d'émission de fluorescence
sont situées dans le rouge/proche infrarouge. lpgsoahes étudiées font état soit d'une
synthése en milieu organique suivie d'un procedgchange de ligand afin de rendre les QDs
hydrophiles, soit d'une synthese en milieu aqueuixpgrmet l'obtention directe de QDs
hydrophiles. Les protocoles de synthése qui nouspermis de répondre au cahier des
charges établis nous ont été réalisées par voimthamale et nous ont permis d'obtenir des
QDs de type CdTe(S) dont les propriétés d’absampéb d’émission de fluorescence sont
situées dans le rouge et proche infrarouge. Cebauié$ présentent de nombreux avantages
par rapport aux syntheses organiques et hydropkitesdards, comme l'obtention de QDs
directement hydrophiles, ce qui permet d'éviter éape d'échange de ligand qui a tendance a
dégrader le QD et ainsi dénaturer ses propriét@ophysiques initiales; et le mode de

chauffage alternatif qui permet a la fois d'augreetd cinétique de croissance des QDs et de
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modifier leur structure afin d'obtenir les propéespectrales désirées. Les QDs ainsi préparés
présentent un pic excitonique situé entre 655 Btrgé afin de correspondre aux conditions
optimales en clinique (bonne pénétration de la dwendans les tissus). Dans le cadre d'une
amélioration de la PDT anticancéreuse, |'étudeede fonctionnalisation par une molécule
d'adressage comme l'acide folique (AF), ainsi qael'efficacité de cet adressage et de

l'activité photodynamique de ces structures estdagoet est décrite dans le chapitre VI.

Nous avons également optimisé I'application deet&lophorese capillaire de zone a la
caractérisation de ces QDs CdTe(S)@ATG. Cette rdéthapide, facile a mettre en ceuvre,
peu colteuse en moyen et en produit, nous a peaimisaractériser 'homogénéité des
échantillons de QDs issus des phases de purificgéo précipitation sélective. En effet, la
mobilité électrophorétique ¢ d’'un QD est fonction de sa taille, et chaque ain
homogene en taille de QD aura donc la mégeAinsi, apres identification des différentes
populations de QDs contenues dans un mélangea@aetipolydisperse, il est alors possible
d’identifier et d’évaluer la dispersité en taillee chaque fraction issue des étapes de

précipitations sélectives, et donc l'efficacité éempes de purification.

V. Matériels et méthodes

La synthése, ainsi que la purification et la canasation de Qds hydrophiles de types
CdTe sont décrites au chapitreVI, dans l'articlaud@um Dot-folic acid conjugates as
potential photosensitizers in photodynamic therapgancer”, Morosini, V. ; Bastogne, T. ;
Frochot, C. ; Schneider, R. ; Francois, A. ; Clatot Guillemin, F. ; Barberi-Heyob, M.,

soumis auJournal of Medicinal Chemistry.

La caractérisation par ECZ des QDs hydrophiles/de €dTe est décrite dans l'artcile qui
suit : "Optimization of CDTE Quantum Dots Synthesldsing Capillary Zone
Electrophoresis", Clarot, I. ; Wolpert, C. ; MonmsiV. ; Schneider, R. ; Balan, L. ; Diez, L. ;
Leroy, P. ;Current Nanoscience 2009,5, 154-159.
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VI.Optimization of CDTE Quantum Dots Synthesis Using @pillary Zone

Electrophoresis

Clarot, I. ; Wolpert, C. ; Morosini, V. ; Schneid&. ; Balan, L. ; Diez, L. ; Leroy, P.

Current Nanoscience 2009,5, 154-159
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Abstract: Water-soluble. thiol protected cadmium telluride CdTe quantum dots (QDs) exhibit size dependent excitation/emission wave-
length tunability. The heating period ensuring the growth of CdTe nanocrystals capped with thioglycolic acid (CdTe@TGA) in aqueous
solution is critical to reach a required/desirable diameter. Thus. reaction medium was monitored using a capillary zone electrophoresis
(CZE) technique in order to select an appropnate heating time. QDs mugrate as anionic species m a borate buffer pH 8.5 used as back-
ground electrolyte and they were separated according to their size (larger ones have shorter migration times), as confirmed by measuring
their maximum wavelength of absoiption, with on-line diode array detection. A relationship between electrophoretic mobilities and A
was tentatively proposed. Efficiency of the purification proecess of crude QDs using multiple step aleohol precipitation was also con-

firmed with the developed CZE technique.

Keywords: quantum dots. synthesis. size-selective precipitation. capillary zone electrophoresis. diode array detection. size-dependent migra-

tion.

INTRODUCTION

Quantum dots (QDs) are semiconducting nanocrystals that have
attracted widespread attention owing to their distinct optical and
electronic properties that can be mned by the quantum size effect
and surface chemistry [1-2]. The spectral advantages of QDs are
apparent. narrow and symmetrical photoluminescence (PL). a broad
and intense absorption band. and tunable emission peak positions.
With stronger emissions and longer lifetimes than organic dyes.
QDs offer great potential for light-emitting device (LED) display
applications [3]. photovoltaic uses [4-6] or in the field of biomedi-
cal imaging [7-8].

The conventional methods applied to characterize the size dis-
tribution of solution-grown nanoparticles (NPs) are either transmis-
sion electron microscopy (TEM) or atomic force microscopy
(AFM). However. these techniques do not involve any separation
process and no size- or shape dependent properties can be deter-
mined, and they are not convenient for numerous samples. Light-
scattering is frequently used for the size measurement of NPs but it
presents some limitation in the very low nanometric range.

Thus. there is a need for the development of separative methods
devoted to QDs characterization as a function of their size and cap-
ping components and also to the studies of their interaction with the
expected biological target. Size-exclusion liquid chromatography
can be useful at a preparative scale [9]. however it does not offer
enough selectivity to separate QDs in a narrow size range. Magnetic
field-flow fractionation can only be appliead to NPs with corre-
sponding properties [10]. A review has presented different applica-
tions of capillary electrophoresis (CE) separation of polymeric.
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culaires du Médicament, CNRS, Nancy-University. Faculté de Pharmacie, BP 80403,
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inorganic. microbial. and sub-cellular particles [11]. Very recently,
a review has highlighted the use of nanomaterials i capillary and
microchip electrophoresis [12]., with the new developments in that
field concerning both use of NPs as a tool to enhance separations.
and separation and characterization of target NPs with different
sizes. Among the different techniques applied in CE. capillary zone
electrophoresis (CZE) seems the most attractive to separate NPs as
a function of their size and apparent charge. CZE has been applied
to imvestigate the electrophoretic behaviour and separation of sul-
fated polystyrene latex microspheres [13]. won oxide [14]. gold
[15]. silver [16]. and Auw/Ag core/shell NPs [17]. In those different
studies applied to a wide range of diameters (between 5 and 380
nm). a good linear relationship was observed between the electro-
phoretic mobility and the NP diameter. In the silver NPs separation
[16]. combining CE and diode array detection (DAD) was found to
be a powerful tool for their characterization. QDs can also be de-
signed to fit with the highly sensitive laser induced fluorescence
(LIF) detection coupled with CZE. For example. CE-LIF was ap-
plied to the separation and detection of CdTe QDs (size range: 1-10
nm) capped with 3-mercaptopropionic as stabilizer. and their BSA
and horseadish peroxidase conjugates [18]. Capillary gel (CGE) has
also been demonstrated its usefulness for CdTe QDs separation [19]
and capillary electrophoresis immunoassay was applied to QDs
conjugated with antibodies (Ab) to separate free Ab from Ab-Ag
complex [20].

CdTe QDs capped with thioglycolic acid (CdTe@TGA) (Fig.
(1)) have a pivotal role for further linkage with biomolecules se-
lected for their specific interaction with cells. The aim of the pre-
sent work is to develop a CZE method devoted to the control of
CdTe@TGA QDs size distribution in relationship with critical op-
erating conditions of their synthesis influencing their sizes and con-
sequently their optical properties.

© 2009 Bentham Science Publishers Ltd.
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MATERIALS AND METHODS
Chemicals

Tellurium powder (99.997 %), cadmium perchlorate hydrate
(99.999 %). sodium borohydride (99 %) and thioglycolic acid
(TGA) (=99 %) were purchased from Sigma Aldrich Fine Chemi-
cals and used as received. Isopropyl alcohol (7-PrOH) was pur-
chased from Carlo Erba. Milli-Q water (Millipore) was used as a
solvent.

Instrumentation

All the optical measurements were performed at room tempera-
ture (20 = 2 °C) under ambient conditions. Absorption spectra were
recorded on a Perkin-Elmer (Lambda 2. Courtaboeutf. France) UV-
visible spectrophotometer. Fluorescence spectra were recorded on a
Fluorolog-3 spectrofluorimeter F222 (Jobin Yvon. Longjumeau.
France) equipped with a thermostated cell compartment (25 °C).
using a 450 W Xenon lamp. The quantum yield (QY) values were
determined by equation 1.

QY (sample) = (FsmpiélFref)(AAmflAsampEe)(lls:amplezfniefz)QY[(et) Eq. 1

where F. A and n are the measured fluorescence (area under the
emission peak). the absorbance at the excitation wavelength. and
the refractive index of the solvent. respectively. The room-
temperature quantum yield of CdTe nanocrystals was estimated by
comparison with Rhodamine 6G (laser grade) m ethanol assuming
its photoluminescence PL as 95 % [21].

To determine the morphology of the nanoparticles, the samples
were analyzed ex sifu by Atomic Force Microscopy (AFM). Char-
acterization was carried out using a PicoPlus from molecular imag-
ing microscope. AFM measurements were done by taping mode
using a SizNy tip with resonance frequency and spring constant
being 100 kHz and 0.6 Nm respectively to provide surface topog-
raphy.

The diameters of CdTe nanocrystals were determined by meas-
uring their optical absorption spectra, as their molar absorbance are
known from the literature [22]. and further confirmed by AFM. The
full-width-at-half-maximum (fiwhm). which is an indication of the
size distribution of QDs in the ensemble. was determined from the
first exciton peak assuming a Gaussian peak shape.

The CE apparatus was a P/ACE Beckman 5500 model (Beck-
man Coulter. Villepinte, France). Separations of QDs were realized
using an untreated fused-silica capillary of 75 pm ID. and of 37 cm
total length (L) (effective length (1): 30 em). The background elec-
trolyte (BGE) was a borate 25 mM buffer pH 8.5. The capillary
temperature was 25 °C. and applied voltage 12 kV. When neces-
sary, samples from reaction medium were diluted in ultrapure water
(10-fold) and they were injected onto the capillary in an hyvdrody-
namic mode (pressure: 20 mBar: injection time: 10 s). Either an
UV- filter detector (214 nm) or a diode array detector (200 — 600
nm) was presently used. Before each injection. the capillary was
successively rinsed with 1 M sodium hydroxide (3 min). ultrapure
water (3 min) and BGE (5 min). The electroosmotic flow (EOF)
was determined using benzylic alcohol injection (migration time:
2.09 + 0.03 min. LEOF = 7.4 = 0.1 .10 em”. Vs (a = 3)).

Preparation and Purification of Thioglycolic Coated CdTe
nanocrystals

Preparation of Sedium Hydrogen Telluride NaHTe

In a Schlenk tube sealed with septa and valves. 10 mL water
were deaerated under a nitrogen tlow for 1 h. Next. NaBH; (500
mg. 13.26 mmol) was added to water cooled at 0 °C and the result-
ing suspension was stirred under nitrogen until NaBHs was com-
pletely dissolved. Metallic Te powder (640 mg. 5 mmol) was then
added. During the reaction. a small outlet connected to the tube was
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kept open to discharge the pressure from the hydrogen formed.
After approximately & h. the black tellurium powder disappeared
and sodium tetraborate white precipitation appeared on the bottom
of the flask mstead. The resulting pmk NaHTe solution can be
stored for a few days at 0 °C in the dark.

Synthesis of thioglycolic acid coated CdTe QDs (CdTewTGA)

In a four-necked flask (250 mL) equipped with a reflux con-
denser. septa and valves. Cd(ClO4)z. 6 H2O (2.35 mL of a 1 M solu-
tion) and TGA (0.40 mL) were added to 125 mL ultrapure water
and the solution was adjusted to pH 11.2 with aqueous NaOH (1
M). The mixture was stirred under nitrogen for 1 h. Then. 0.50 mL
of the NaHTe solution was added under nitrogen. The mixture of
the precursors tumed from colorless to orange and was then re-
fluxed (5 h) to ensure the growth of CdTe nanocrystals. Aliquots (1
mL) were withdrawn at different interval periods to monitor the
progress of the reaction.

CdTe@TGA ODs Purification

After cooling to room temperature, thioglycolic acid coated
CdTe nanocrystals (CdTe(@TGA) were isolated from non-reacted
precursors by precipitation using an anti solvent. -PrOH. to narrow
the particle size distribution (slow addition of 7-PrOH until the solu-
tion became turbid followed by centrifugation. 3000 rpm. 15 min).
The precipitated nanocrystal fractions were collected and dried in
vacuo at room temperature. CdTe@TGA QDs can be kept dry dur-
ing a long period of time as water-soluble powders.

RESULTS AND DISCUSSION
Synthesis and Optical Properties of QDs

Small thioalkyl acids like TGA and mercaptopropionic acid
(MPA) are the most commonly used ligands for the preparation of
CdSe and CdTe QDs in aqueous solution [23-28]. Indeed. reaction
between Cd*" and TGA or MPA to form soluble monothio- or
dithiocomplexes is immediate at pH = 7. Once the QDs formed. a
secondary coordination between the carbonyl O atom and the Cd
atom at the particle surface exists, which m retum provides better
surface passivation and consequently higher PL efficiency [27-30].
TGA and MPA at the surface of CdSe or CdTe QDs also decom-
pose during the growth stage leading to the incorporation of sulfur
into the NP [31]. TGA can also produce sulfide ions by photode-
gradation [32.33]. Mixed CdTe(S) or CdSe(S) QDs with some gra-
dient of sulfur distribution from inside the nanocrystals to the sur-
face and enhanced PL QY are thus obtained [31.33].

CdTe QDs were prepared by adding an oxygen-free NaHTe so-
lution to a nitrogen-saturated Cd(ClO,),-TGA acid aqueous solution
at pH = 11.2. The precursor ratio of Cd(Cl04),NaHTe/TGA was in
all experiments fixed at 2/1/4.8 having in mind the possibility of
obtaining CdTe analogues of Cdy784(SR)g and C32514(SR)3s (R =
Alkyl) [34].

After the freshly prepared NaHTe solution was mjected into the
C‘d2+-rhioa].kyl acid monomer, the resulting yellow mixture was
subjected to refluxing to grow the CdTe nanocrystals. The temporal
evolution of the optical properties was monitored by UV-vis spec-
troscopy (Fig. (2)).

After 6 h heating at 100°C. CdTe(@TGA nanocrystals with the
excitonic peak at 554 nm were obtained. After cooling to room
temperature CdTe@TGA QDs were isolated from non-reacted pre-
cursors by precipitation using an anti solvent. 7-PrOH. to narrow the
particle size distribution. Five fractions were isolated and the mean
diameters of each fraction were determined by Atomic Force Mi-
croscopy (AFM) (Fig. (3)).

CdTe@TGA QDs span a range in size from 3.2 nm (fraction 2)
to 2.5 num (fraction 5) with emission wavelengths from 537 to 582
nm. PL QYs of the CdTe@TGA nanocrystals, measured using
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When QDs diameter mcreases. their excitation and emission
initial solution (0 hour heating) wavelengths shift toward longer wavelengths, The heating period
Soluton after 0.5 h heating used for QDs synthesis appears to be critical to obtain an appropri-
J - ate size corresponding to fluorescence properties required for cell
0.4 - Sokution after 1.5 h heating imaging. For that purpose. two main factors have to be considered:
£l < excitation (1) in the visible range. which is necessary to avoid any
= autofluorescence of cells. (i) with the laser argon (emission wave-
g - Solution after 4 h heating length = 488 nm). which seems useful because many techniques
£ = Solution after 3.25 h heating (e.g. confocal microscopy. flow cytometry, CE) include this excita-
_§ 0.2 4 -« Salution aftar 2.75 h heating [‘ion source.
1y Poon ser e hhesting An empirical relationship between the CdTe QD diameter (D)
and lpgg (nm) has been previously established in the wavelength
range from 550 to 750 nm. comresponding to QDs diameter from 4
0.0 . . . . . e —— to 9 nm [22]:
"o S0k i e i D =(9.8127  107) hgar’ — (17147 x 107) hoguy” +
Wavelength (nm)

(1.0064) k. pax - (194.84) Eq. 2

Diameter and molar absorbance of CdTe@TGA QDs were cal-
culated according to Yu ef al [22]. even if the excitonic peak
values obtained for the 4 samples after size-selective precipitation

Fig. (2). Growth of TGA-stabilized CdTe QDs monitored by UV-
vis absorption spectroscopy during 5 h at 100°C,

(respectively 553, 536. 526 and 506 nm for fractions 2 to 5) were in
Rhodamine 6G as reference. were respectively of 20. 18. 16 and 15 the lowest range of those used for establishing the theoretical equa-
% for emission peaks at 535. 554. 570 and 580 nm (fraction 1 was tion 2. The diameters determined using AFM heights are in good
discarded due to its weak tluorescence properties, QY < 1%) (Fig.
(4)).

agreement with those calculated from the absorption spectra. The
fwhm. which is related to the particle size distribution and samples

Fraction 2 Fraction 3

Fraction 5

Fraction 4

100nm
aam |

Average diameter : 3.2 nm

PL QY =20

Average diameter : 3.0 nm

PL QY =18

Average diameter : 2.8 nm

PL QY =16

Average diameter : 2.5 nm

PL QY =15

Fig. (3). AFM images of the different fractions of CdTe @ TGA QDs obtained after size selective precipitation and the corresponding PL QYs. The NP diame-
ters were determined using AFM heights.
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Fig. (4). Normalized PL spectra of the different fractions (from 2 to 5) of CdTe@TGA QDs obtained after size-selective precipitation. PL spectra were re-
corded with an excitation at 400 nm.
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Fig. (5). Typical electrophoregrams of QDs CdTe@TGA: (A) crude product: (B): purified fraction corresponding to the fifth 7-PrOH precipi-

tation.

monodispersity. was calculated from the emission spectrum of each
fraction. An fwhm value < 40 nm represents a narrow size distribu-
tion [35.36]. The fwhms were found to be 41. 58, 42 and 47 nm
respectively for fractions 2 to 5 of TGA-capped CdTe QDs and
show that quite monodisperse nanoparticles could be obtained by
size-selective precipitation.

CZE Separation of QDs

Different sized particles display specific mobilities in a capil-
lary in the presence of an applied voltage. which results from their
different charge-to-diameter ratios. In the present CZE system. the
tested QDs are anionic species (BGE is buffered at a pH value
higher than the pKa value of the carboxylic group of TGA equal to
3.67). as observed by their migration times higher than the EOF
marker.

No aggregation process seems to occur as demonstrated by di-
luting several times the crude product in the BGE and observing no
variation in migration times. Moreover. QDs and internal capillary
surface have both negative charges. limiting attractive adhesion and
a conventional washing process between each sample injection
leads to reproducible electrophoregrams.

Considering QDs as homogeneous spheres with uniform cap-
ping by the ligand TGA. their mobility e, appears related to their
diameter D. as follows:

o g PO ve-" = Lxi _£
Hep (em~V .s7)= = =

E Vxt, D

With 1, the QD electrophoretic mobility. vep its electrophoretic
speed. E the electric field. L and 1 the total and the effective capil-
lary length respectively. V the work voltage. ty the QD migration

Eq. 3

time. D the QD diameter and k the constant for the QD family un-
der study.

As described by equation 3. QDs with higher diameters migrate
faster. which is confirmed by analysing different samples resulting
from multiple precipitation of the crude synthetic product. Indeed.
an increase of g value of the main peak was observed through the
successive alcohol precipitation steps, which select QDs with de-
creasing sizes. A decrease of QDs size distribution range through
purification process was also noted: even to obtain a single peak in
some fractions (Fig. (5)). Thus. the efficiency of the purification
process was demonstrated through CZE monitoring.

A parameter which greatly mnfluenced the QDs size is the heat-
ing period during the second step of their synthesis. Its real effect
was studied using CZE. For the different heating times, J., of the
resulting QD mixture was determined by UV-visible spectropho-
tometry and CZE-DAD (major peak) (Fig. (6)).

Both approaches give close curves as a function of heating time
(Fig. (TA)). Jumx values reach a quasi plateau at ca. 3 h. indicating a
small influence of heating time on the QDs size. The electrophore-
gram corresponding to each heating time exhibits 3 or 4 peaks with
ligp correlated to 2y (Fig. (7B)). The same proportional tendency
was observed for the different heating times. In previous studies
[15.17]. a good linear relationship was observed between the elec-
trophoretic mobility and the NPs diameter.

Additional experiments are needed to establish an accurate rela-
tionship between [l and diameter of QDs presently studied. The
differences observed in electrophoretic mobilities between the dif-
ferent samples from the same batch reaction but at different heating
periods could be explained with various surface charges of QDs. It
is known that the surface stabilizer of the QDs. presently TGA.
plays a decisive role in determining the surface charge according to
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Fig. (6). Typical electrophoregrams of QDs CdTe(@TGA corresponding to crude product after 15-min (A) and 730-min (B) heating periods (inserts correspond
to UV-vis spectrum of the major peak, obtained with the DAD).
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its capping yield and to the pH value of the BGE which influences
the dissociation of the carboxyl group of TGA. Other factors such
as binding of metal cations to the surface of the QDs could also
affect their surface charge.

CONCLUSION

CZE equipped with an on-line DAD detector appears to be an
efficient analytical tool to monitor the size- and/or species-
dependent properties of QDs. even in the very low nanometric
range. A relationship between electrophoretic mobilities and Ay
was observed permitting to adapt different parameters of their syn-
thesis to obtain required diameter and luminescent properties for
their biological application. Efficiency of the purification process of
crude QDs using multiple step alcohol precipitation was also con-
firmed with the developed CZE technique. Further applications of
CZE will be realized using laser induced fluorescence to detect
QDs in biological matrices.
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Chapitre V : L’acide foligue

I. Généralités

Jusqu’a la fin des années 1920, la communauté alédie pensait pas que I'anémie et la
carence en folate étaient des maux différéfitdl. a fallu attendre 1931 et les travaux du
docteur Lucy Willis sur I'anémie des femmes enesimiour le constater. En effet, suite a ses
observations, elle postula que cette anémie maiaioe)était due a une carence en un autre
facteur nutritionnel que la vitamine;B cas rencontré pour une anémie standard. Pendant
plusieurs années, le folate (Figure 53A), ce nwntalors inconnu, a été identifié¢ comme le
“facteur de Wills®"® La découverte proprement dite du folate remonta fin des années
1930, ou il a été identifié comme substance pré@amde des levures de biere dans la
prévention de cette anémie. C'est en 1941 quddeefa été isolé et extrait pour la premiére
fois par I'équipe de Mitchell & partir de feuilletépinards’™ ce qui lui a valu sa
dénomination actuelle (folate vient du latotlum, feuille). En 1943, Stocktad reussit a isoler
le folate pur sous forme cristallifi&: Cela ouvrit la voie & la premiére synthése en 1@5
'acide folique, également appelée vitamine B9 @imie synthétique du folate , a partir
d’'acide pantothénique et d’acigmra-amino-benzoique (Figure 53BY Ces travaux ont
permis d'appréhender la synthese de I'aminoptéam&olate, le premier médicament
anticancéreux, dont l'efficacité a été mise en eéwie en 1948 par le docteur Sydney
Farber’®® L’apport en vitamine B9 dans I'alimentation hunipeut se faire aussi bien par
les lIégumes verts (tels qu'épinard, petits poiperase, laitue, brocoli...) que par certains
fruits (poire), le jaune d’ceuf ou encore par leatablLes besoins en acide folique sont estimés
entre 100 et 30Qug/jour chez I'enfant, entre 200 et 4Q@/jour chez I'adulte. L'apport
alimentaire quotidien est en général largementisauft pour couvrir ces besoins. Les
réserves, qui ne représentent que 10 a 15 mgssednut présentes sous forme de N5-méthyl-

tétrahydrofolate (stockage hépatique, Figure 53&)3pnt épuisables en 3 a 4 mois.
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Figure 53. Structure de I'acide folique (A), du tétahydrofolate (B) et du N5-méthyl-
tétrahydrofolate.

A I'état naturel, I'acide folique se trouve le plsguvent sous forme polyglutamylée, mais
sauf cas de carence, les cellules ne peuventdhiatéque lorsqu’il est sous la forme d'un
monoglutamate. Une telle carence peut entrainer anémie caractérisée par une
augmentation de la taille des globules rouges (é@pp@némie macrocytaire) et peut
également étre a l'origine de malformations du foathez la femme enceinte. Son role a
notamment été mis en évidence dans la préventiomaltormations telles que les fentes
labiales ou la spina bifida (défaut de fermeture tibe neural). Ainsi un apport

supplémentaire en vitamine B9 est souvent predorént la grossesse.

II. ROle de I'acide foligue

Au niveau biochimique, I'un des r6les principauxl@eide folique est d’agir en tant que
coenzyme, sous sa forme réduite, dans le trandéegroupements méthyles. Sous sa forme
oxydée, il est internalisé dans la cellule par eytise ou potocytod¥ via un récepteur
spécifique envers lequel il présente une trés faffi@ité (FR pourfolate receptoy, avant
d’étre réduit successivement en dihydrofolate (DHRx la folate réductase, puis en
tétrahydrofolate (THF) par la dihydrofolate rédwsetall joue alors un réle important dans la
réplication de I'ADN, en permettant la transforroatide la désoxyuridine monophosphate

(dUMP) en désoxythymidine monophosphate (dTMP).r@e explique l'intérét particulier
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porté a I'acide foligue en matiere de lutte cotgreancer : de nombreuses molécules utilisées
en chimiothérapie, comme le méthotrexate ou le peered, inhibent l'action de la
dihydrofolate réductase (ou des folates réductastsférant avec la réplication cellulaire et

limitant la prolifération des cellules tumorales.

III.Récepteurs

Afin d’internaliser la vitamine B9 nécessaire arlsurvie et a leur réplication, les cellules
possédent une grande variété de récepteurs qupdiagrrépartir en deux groupes principaux :
les récepteurs de I'acide folique (RAE)et les récepteurs de sa forme réduite (di- et
tétrahydrofolate®°*®" Ces deux familles de récepteurs se distinguenteparspécificité et

leur répartition.

Les récepteurs des formes réduites sont dits «wilbiees », c'est-a-dire qu’ils sont
présents sur une grande partie des cellules dgafimme. Cette propriété en fait des cibles
peu attractives car les agents thérapeutiquesarttlicette voie peuvent ainsi se retrouver dans
'ensemble de l'organisme. Il s’agit la d'ailleudsun des problémes majeurs avec les
chimiothérapies utilisant des inhibiteurs des fdatéductases : se retrouvant répartis dans
'ensemble des tissus, sain ou non, avec une fpi@jgondérance pour les tissus tumoraux, ils
altérent le fonctionnement des tissus sains etqgouent de nombreux effets secondaires.
Cette classe de récepteurs, si elle permet I'intesation des hydrofolates, ne montre que trés
peu daffinité¢ pour l'acide foliqu&®3® Par conséquent, les agents couplés avec l'acide
foliqgue ne passeront pas par la voie des folatdsitse laissant présager une meilleure
sélectivité envers certaines tumeurs surexprimargeconde famille de récepteurs, c’est-a-

dire ceux de la forme oxydée.

Les réecepteurs de la deuxieme famille montrent fanee affinité ainsi qu’'une bonne
sélectivité envers la vitamine B9 sous sa formedéry Il en existe trois isoformes, (3 ety)
qui remplissent chacune des réles bien distinctss darganisme, et qui ont chacune leur
localisation propre. Un gene codant pour une gem@iisoformed) a été identifie, mais a ce
jour aucun signe d'expression de celle-ci n'a peidgtecté® Les trois isoformes exprimées
montrent une affinité trés forte avec l'acide folxy la constante de dissociation (Kd) est

inférieure a 19 M.3%?
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1.1 Lisoforme a (RAF-a)

Les RAF« furent découverts pour la premiére fois dans aésies placentaire® ou ils
jouent un réle important dans le transport de kmmine B9 du sang de la mére vers
'embryon ou le fcetus en développemdit.se caractérisent par la présence d’'un segment
terminal hydrophobe qui sert de signal pour l'adjon d'une glycoprotéine, la
glycosylphosphatidylinositof?* Cette protéine, aussi appelée ancre GPI, doiésardination

au fait qu’elle joue le role d’attache entre leggteur et la membrane cellulaire.

Le récepteur a l'acide foliquer est la forme la plus exprimée dans l'organisme,
relativement a ses deux autres isoforriest y. Son expression est limitée aux cellules
épithéliales comme celles du plexus choroide, deslés proximaux des reins, des trompes
de Fallope, de l'utérus, de I'épididyme, des glandalivaires et bronchiques ou encore les
cellules acinaires de la poitrifie et les trophoblastes du placerfitaDans les cellules saines,
le niveau de I'expression du récepteur a l'acidegfie est inversement proportionnel a la
concentration cytoplasmique en folate, et par cqueét a la disponibilité du folate dans
'environnement. Il a été démontré que cette rédgurane se faisait pas par une régulation au
niveau du géne, mais au niveau de la transcriptsiiARN messagevia la concentration
cellulaire en homocystéirfé Cette régulation est fonction de la concentratigioplasmique
en folate et par I'intermédiaire de 'homocystéihe.5-méthyl-THF sert a la transformation
de I'homocystéine en méthionine. Si 'homocystéstienule le facteur de transcription de
’ARNm (trans-facto), la méthionine est sans effet. Une augmentatelaadoncentration en
acide foligue dans le cytoplasme va conduire a wvéduction de la concentration

d’homocystéine et par conséquent & une diminutiobestpression du récepteur®

Fait particulierement intéressant dans le cadresttesegies de ciblage, le RAFn’est
présent que sur la partie apicale (ou luminale)ceédisles endothéliales polarisées. Les seules
exceptions notables sont les cellules pigmentaileda rétine ou il est présent sur les
membranes baso-latéraf®5.Les récepteurst présents a la surface des cellules saines de
'organisme ne sont donc pas ou trés peu accessibléacide folique présent dans la
circulation sanguine. Par conséquent, cette digposies récepteurs offre aux cellules saines
une certaine protection vis-a-vis des agents tleétagues couplés a I'acide folique et injectés

par voie intraveineuse. De plus, les RAFnontrent des capacités d’internalisation active de
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la vitamine B9 dans les cellules, ce qui ne sengas étre le cas de lisofornf& par

exemple®®®

Ces propriétés en font une cible d’adressage sgarge dans la recherche de nouvelles
thérapeutiques antitumoraf®sEn effet, cette isoforme est largement surexprirdéas
certaines lignées de cellules cancéreuses (ovasemérebrales, cutanées, naso-pharyngées)
par rapport & leurs homologues saifiégomme le montre la Figure 54. De plus, I'anaplasie
des cellules tumorales, c'est-a-dire leur manquergehisation structurelle, fait que les
récepteursa qu’elles surexpriment sont largement plus accessilpjue ceux des cellules

saines, puisque distribués de maniere plus homagéne surface.

@ Nornel
B Tunora

pmol/mg de
protéines
membranaires

o 8 & 8 8

Ovaire Utérus Cerveau

Figure 54. Niveau d’expression du RAFe pour des tissus ovariens, utérins et cérébraux
selon qu'ils soient sains (bleu), ou tumoraux, (oreye)3°

1.2 Lisoforme B (RAF-B)

Tout comme lisoformeu, le RAFH présente une longue chaine terminale hydrophobe
pour I'adjonction d’'une ancre GPI. De maniére siind, on retrouve parfois le HRsous une
forme hydrosoluble. Contrairement a ce qui se passe la formed, ou le récepteur est
couplé puis séparé de l'ancrage GPI, les réceptussiivent deux voies de synthese
intracellulaires différentes, I'une aboutissant’adjbnction de la glycoprotéine d’ancrage

membranaire, 'autre a la sécrétion sous formetdeii®

Le réle du récepteys est encore aujourd’hui mal compris. Il semblecitil offre une
certaine protection en cas de déficience en aoiige lors du développement embryonnaire,
il est présent comme l'isoforme au niveau des tissus placentaires. Son expres$ien

individu adulte se limite essentiellement auxlekds hématopoiétiques. Il y apparait comme
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un marqueur de la différenciation dans la lignés deyélomonocytes et son niveau
d’expression augmente durant la maturation degohites ou I'activation des monocytes et
des macrophages. De maniére assez surprenante Aflef Rne semble pas capable
d’internaliser l'acide folique dans les cellulesibast exprimé chez I'adulte. En revanche, les
myeélomonocytes tumoraux ou les monocytes / macggmhactives I'expriment sous une
forme visiblement activé’ Le ciblage de ce récepteur est donc des plusesgénts pour le

traitement des leucémies myéloides ou de certaiadadies auto-immunes.

[11.3 Lisoforme viy (RAF-V)

Les récepteurs a I'acide foliqyese trouvent uniguement sous forme hydrosolubles dan

I'organisme?

II semblerait ainsi que le RA¥-joue un rOle important en tant que
«transporteur» des folates dans l'organisme. It @atver parfois que ce récepteur soit
exprimé de maniere tronquée qui est totalement inactive. A linstar de I'feome (3, le
RAF-y est essentiellement produit par les cellules hépmdétiques et leucémiques. Etant
donné qu’il n’est normalement pas présent a desaniv détectables dans le sérum sanguin,

ce récepteur peut éventuellement servir de marquesanettant de détecter une leucéffife.

IV.Récepteurs a l'acide foligue comme cible thérapeufiie

Des études ont montré que le greffage covalented’'molécule sur le groupement
carboxyliquey de I'acide folique ne nuisait pas & sa reconnatsar les RAR:*%? De
nombreuses molécules ont été élaborées qui utilizaide folique en tant que molécule de
ciblage. Ces stratégies consistent a lier une mt@éd’intérét medical, thérapeutique ou
diagnostic, avec l'acide foligue par l'intermédeid’'un « espaceur » (généralement une
courte chaine peptidique, alkyle ou éthylene glycafin d'éviter les encombrements
stériques. Dans le cas d’'une tumeur surexprimaRAE-a, ces composeés bénéficient alors
d’'une voie d’internalisation qui leur permet d’éineorporés et de maniere spécifique dans
les cellules malades (Figure 58J.Aprés reconnaissance de la partie acide foliquelgsa
récepteurs spécifiques, les molécules thérapeustisiat internalisées puis acheminées vers le
pré-endosome avant d'étre relachées aprés actdificale la vésicule. Les récepteurs a
'acide folique sont ensuite recyclés vers la stefanembranaire. Des agents dont la
cytotoxicité s’exerce de maniere externe, commelaunembrane cellulaire, n'auront pas

besoin d’étre internalisées pour étre acfifs.
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De nombreuses études ont été menées dans l'imagedicale ou la chimiothérapie,
démontrant la possibilité, sur des temps courtantlde 4 a 6,5 h apres injection des

composeés, d'améliorer la sélectivité et I'incorpgmna de molécules au sein de la tumeur.

(rg' Cancer cell surface

Direct activation of
a cytotoxic function

Membrane fusion

Early endosomes Recycling endosomes

"*E H"

+E H' \
Ll Folate receptor Acidified endosomes
0 Folic acid

v Linker

O Intracellularly active agents
E -3 Extracellularly active agents

Endosomal release

Figure 55. lllustration de la stratégie de vectorigtion par l'acide folique : aprés
reconnaissance de l'acide folique par les récepteur spécifiques, les molécules
thérapeutiques vont étre internalisées puis achem@es vers le pré-endosome avant
d’étre relachées aprés acidification de la vésiculé.es récepteurs a I'acide folique sont
ensuite recyclés vers la surface membranairg’

Outre les avantages précités, l'intérét de ce tpeiblage réside dans le fait que les
molécules internalisées par la voie des RARe sont pas acheminées jusque dans le
lysosome des cellules, ou elles risqueraient défgradées. En effet, les agents d’adressage
classiques, comme les anticorps ou les hormonasjremrporés puis détruits pour libérer le
récepteuf’® Ce processus normal du fonctionnement biologicrenpt d'éviter que certains
signaux soient constamment activés ou au contkdirgués, déréglant I'activité cellulaire.
Les produits de couplage a ces agents sont domrraés jusqu’au lysosome ou ils risquent
ensuite d’étre dégradés par I'activité enzymatideda cellule. L'acide folique, au contraire,
est internalisé parce gu'il est nécessaire au baotionnement de la cellule. Méme si des
doutes subsistent quant au mode exact d'intermiaisae I'acide folique dans la cellule, a
savoir s'il sagit de potocytose ou d’'un autre nrésme?® il est admis qu'il est relaché dans
le cytoplasme aprés avoir été détaché du réceperuacidification du pré-endosome. Les
molécules qui lui sont couplées sont donc ellesiaetichées dans le cytoplasme, sans risque

d’atteinte a leur intégrité par I'activité enzynwate du lysosome.
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De plus, l'acide folique n’induit pas de réactionmunitaire. Son couplage a un agent
thérapeutique non immunogene n’aboutit donc paseastructure immunogéne. De plus, sa
faible taille facilite la mise en ceuvre de greffag®mmparativement a des macromolécules
comme les anticorps monoclonaux ou des protéinesin,Ele faible colt et la large
disponibilit¢ de l'acide folique sontla encore dagantages incontestables face a des
molécules de ciblage telles que les hormones, mtigoaps monoclonaux ou méme les
peptides.

V. Méthodes d’'imagerie basées sur I'adressage par I'ae folique

Depuis de nombreuses années, I'acide folique asiwcen tant que molécule de ciblage
des tumeurs et de nombreuses études ont été maméssn utilisation. Il existe une grande
diversité de stratégies I'employant aussi bien damsgerie médicale, pour le diagnostic et
guider les choix thérapeutiques (chirurgie, radkadpie, ...), que dans la chimiothérapie,
pour améliorer la sélectivité des traitements. Dasocristaux inorganiques, des lipides, des
copolyméres et des molécules immunogenes ont éi@siouplés a la vitamine B9. Certaines
de ces applications, les plus récentes et/ou las pertinentes, sont détaillées dans les

paragraphes suivants.

V.1 Laradio-imagerie

Dans ce domaine, Xiat al. décrivent l'utilisation de différents agents dentcaste de
radioimagerie adressés par l'acide folique. Lewavatuix portent sur la détection des
macrophages activés lors de réactions inflammat8ifeEn effet, suite & des stimuli
inflammatoires, les macrophages passent sous une factivée afin de pouvoir mobiliser
différents mécanismes de protections par la praolucte médiateurs pro-inflammatoires qui
activent les défenses des cellules environnantgzemhettent de recruter des cellules de
défense immunitaire sur le site d'inflammatf8fi*®® Des travaux sur l'arthrite rhumatoide
montrent que ces macrophages, une fois activés,suvaxprimer le récepteur a I'AF. |l est
€galement montré que ces macrophages activés janerile important dans I'étiologie de
nombreuses pathologie, comme les lupus, l'athékoseé, la rectocolite hémorragique ou
encore certains diabetes et psoriasis. L'utilisatimgents de contraste couplés a I’AF comme

I'EC20, chélateur du technétiuti™Tc, a permis de mettre en évidence I'accumulat®ces
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macrophages activés au niveau de sites inflamneatobtomme les articulations arthritiques
(Figure 56).

Figure 56. Radioimagerie des mains (a gauche) et dd@ieds (a droite) d’'un patient
atteint d’'une arthrite rhumatoide (A) ou le composéAF-EC20-°™Tc s’accumule au

niveau des articulations enflammées, et d'un patignsain (B) dans les mémes

conditions#°®

La radiothérapie ou la radioimagerie basée surdiasaage par l'acide folique n'a été
jusqu’a présent que rarement envisagée, di a wuenadation significative et spécifique des
radiofolates par les reif8*'° provoquant un risque accru de radionéphrotoxiditélier et
al. décrivent une méthode permettant de limiter cpeestout en conservant l'utilité de
'adressage par I'AF du radioélément. Pour cetapiit développés un radiofolate hydrophile
a base d’acide 1,4,7,10-tétraazacyclododécane;14t@traacetique (DOTA) et d&'in, qui
est utilisé conjointement au Pemetrexed (PMX), oh-falate multivalent. Leur méthode
consiste en I'injection du PMX 1 h avant celle dimposé AF-DOTA*n. Le PMX va alors
neutraliser les récepteurs a I'AF des reins, esidimiter 'accumulation du radioélément
dans ces organes (Figure 57). Les images obtenmestomographie d'émission
monophotonique couplée tomodensitométrie (TMP/TDMgure 57) montrent que le
radioélément ne s’accumule qu’au niveau des tisyasit un niveau élevé en récepteur a
acide folique (reins et tumeurs), et que le PMXerde réduire une accumulation au niveau

des reins, rendant cette technique d’imagerie efabl
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Figure 57. Images en en tomographie d'émission moplotonique couplée
tomodensitométrie (TEM/TDM) de souris porteuses déumeurs KB (RAF+) au niveau
des épaules. A : souris de contrble, B : souris ayarecue une injection de PMX avant

celle du radiofolate?'*

D’autres radioéléments adressés par I'AF ont égahérfait 'objet d’études, comme le

12 413

gallium®’Gd"*? et le fluor*®F.

V.2 L'imagerie par résonance magnétigue (IRM)

Mohapatraet al. ont préparé des particules d’oxyde de fer adresséel’acide foliqué™*

Les particules ont été synthétisées par coprétipitade Fe( et FeSQ et leur surface
fonctionnalisée par de l'acide 2-carboxyléthylpHusmique. De l'acide folique et de la
fluorescéine couplés a de courtes chaines de tiie ,2’-ethylendioxy-bis-éthylamine)
ont été greffés sur les groupements carboxyliqeesutface. Les molécules de fluorescéine
ont permis le suivi par fluorescence de l'incorpiora des nanoparticules dans les lignées
cellulaires B16 FO (mélanome murin, RAF+) et Heliasaque dans des macrophages
péritonéaux murins. Les images de microscopie aahdo montrent une trés forte
fluorescence des cellules BF16 FO apres 4 h d'iathoi en présence du composé. Une trés
faible incorporation dans les macrophages, mémesdi? h de mise en contact, a été mise en

évidence*

Chenet al. décrivent 'emploi de dendriméres d&"3génération & coeur polyéthyléne
glycol fonctionnalisés par l'acide folique et unngolexe gadolinium/diéthylene triamine
penta acide (Gd-DTPA)® Le but de leur étude est d'une part la détectientumeur

exprimant le récepteur a AF, mais également uni sigvI'accumulation de I'agent de
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contraste au cours du tempga une IRM dynamique. Leurs résultats montrent que le
contraste est effectivement amélioré dans le casideurs KB (RAF+), et que ce contraste
procuré par I'agent adressé par 'AF a un tempsi@lus élevé que celui du contréle non-

adressé®®

Kamaly et al. relatent I'utilisation de liposomes adressés fanide folique dans le cadre
de techniques d'imagerie bimod4t& En effet, la formulation du liposome comprend &rsp
de l'acide folique, du gadolinium comme agent det@ste IRM et de la rhodamine comme
fluorophore. Leurs travaux sont réalisés sur dessporteuses de tumeurs de type IGROV-1
(RAF+). llIs démontrent que 2 h aprés injection, lipesomes adressés par I'AF ont une
accumulation 4 fois plus importantes que ceux rinessé€s et que cette amélioration rapide

du signal IRM persiste jusqu’a 24 h post-inject{Bigure 58)*'°

haseline

Folate-targeted

Control non-targeted

Figure 58. IRM d’'une souris porteuse d’'une tumeur GROV-1 (indiqué par une fleche
blanche). A : liposomes adressés par I'AF, B : limmmes contrdles non-adressé&¥

V.3 L’'imagerie par fluorescence

De nombreux travaux ont porté sur I'adressage wadphores organiquek’émergence
de l'utilisation de QDs en imagerie, de part lgunmspriétés prometteuses, a suscité I'intérét de
nombreuses équipes. Ces travaux relatent leur éraplimagerie de fluorescence, ou ces
QDs peuvent jouer aussi bien le role de vecteur flderophore*”*® de sondes

e¥3, 328, 419

fluorescent ou d’agent de contraste dans une approche binfdt&itet adopter

différentes formulation&?® 41
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Zhang et al. décrivent I'emploi de nanoparticules d’or coupléed’AF et a de la

fluorescéine isothiocyanate (FIT@ le glutathion*!’

La NP sert a la fois de point d’ancrage
a la molécule d’adressage (AF) et a la sonde fhommte (FITC), mais sa nature lui permet
eégalement d'étre un agent de contraste en IRMotls mis en évidence [l'efficacité de

l'adressage d’'un tel type de structure par comparaientre les lignées tumorales HelLa

(RAF+, Figure 59A) et A549 (RAF-, Figure 59B).

Figure 59. Image par microscopie confocale de l'ietnalisation des nanoparticules d'or.
(en vert). A: lignée HelLa (RAF+); B: lignée A549 (RAF-)*7

De la méme maniere, K&t al. ont synthétisé des nanospheres (NS) de polymearade’
polyacrylique incluant une NP d’oxyde de fer;Bg et fonctionnalisée a sa surface par I'AF
pour l'adressage et une rhodamine pour la déteaiorfluorescence. Leurs résultats en
microscopie confocale sur l'incorporation cellilamontrent une accumulation préférentielle
des NS adressées par I'AF dans des lignées turackdBe(RAF+) par rapport aux mémes

structures non-adressées,

D'autres travaux ont porté sur l'emploi de nanogshéNS) incluant des QDs
hydrophobeé La matrice est constituée de deux copolyméregpmiepoly(lactide)-vitamine
E D-o-tocophéryl polyéthylene glycol 1000 succinate (PTRGS) et de vitamine E -
tocophéryl polyéthyléne glycol 1000 succinate (TR.G&r imagerie confocale, il a été mis en
évidence que les NS adressées par I'AF s'inteaiatit en plus grande quantité dans les
lignées MCF-7 (RAF+, figure 60B) que les NS noneadées (figure 60A), ce qui tend a
montrer le marquage spécifique di a un adressagkApa Pour confirmer cette hypothese,
des tests ont également été menés sur la lignkdagel NIH 3T3 (RAF-). Il a été mis en
évidence, grace a lintensité de fluorescence gaeNS, adressées ou non par I'AF, étaient
internalisées en quantité équivalente (figure 6060D). D’'apres les auteurs, cela est sans

doute di a un mécanisme non spécifique. La congmraies intensités de fluorescence
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démontre également que linternalisation des NSsades par I'AF est beaucoup plus
efficace dans la lignée MCF-7 (RAF+) que dansdade NIH 3T3 (RAF-).

Figure 60. Imagerie confocale laser de A : NS nordeessées et MCF-7 (FR+), B : NS-AF
et MCF-7, C : NS non adressées et NIH 3T3 (Fr-), DNS-AF et NIH 3734

Des études ont également été menées sur l'expboitates propriétés de vecteurs
macromoléculaires. Ainsi, Zhaet al. ont synthétisés des QDs fonctionnalisés par un
dendrimére de type PAMAM de génération ¥5Les amines périphériques du dendrimére
ont ensuite été couplées a l'acide folique et @elainsi permis d'obtenir une structure
fluorescente s’accumulant préférentiellement dasslignées cellulaires surexprimant le RF
(ici, lignée tumorale SKOV3). Schroedet al. ont, quant a eux, préparé des liposomes
(Lipodots) adressés par l'acide foliqgue incluants d@Ds hydrophobes de type
CdSe@TOPG3? Dans ce cas également, la sélectivité s’est amdélipour les structures

adressées par I'AF vis-a-vis des lignées tumotaR$RAF+).

VI.Thérapies adressées par l'acide foligue

Si I'imagerie joue un réle tres important aussinbievivo, pour l'aide au diagnostic, o’
vitro, pour la compréhension des mécanismes encore anaus de l'incorporation par les
RAF-q, I'intérét majeur du couplage a I'acide foliquesicd® dans son potentiel antitumoral.
Plusieurs études ont ainsi exploité la sélectiafiportée par la conjugaison a la vitamine B9
en le couplant a des agents chimiques, a des olitotides, des protéines, des génes ou

encore a des matériaux inorganiques.
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VI.1 Chimiothérapie adressée

Une stratégie de couplage de l'acide folique a énvd de I'héparine, par Yat al, a
montré quelques résultats plus probdfftd’héparine est un anticoagulant dont I'activité
anti-proliférative a été démontrée a la fois pars deffets pro-apoptotiques et anti-
angiogéniques. Cependant, son effet sur la ciionlaanguine en limite cependant fortement
I'utilisation. Yu et al. se sont orientés vers des dérivés conjugués Emémarine et I'acide
lithocolique. Ces dérivées amphiphiles forment deseites ou I'héparine est orientée vers le
milieu extérieur, limitant ainsi le pouvoir antigadant sans pour autant freiner I'activité anti-
angiogénique. Afin de limiter la dose nécessailaction antitumorale, limitant ainsi les
effets secondaires, et pour optimiser l'effet apbgue sur les cellules tumorales, un
conjugué folate-héparine-acide lithiocolique a®tathétisé. Ce composé forme des micelles
présentant une partie acide folique en pourtounmptant ainsi la reconnaissance par les
RFs. Les testsn vitro sur des cellules KB ont montré la capacité de amyugués a
provoquer I'apoptose, mais seulement dans un mgeuwre en vitamine B9. Toutefois, les
résultatsin vivo n’'ont montré qu’'une faible variation dans lintibn de la croissance
tumorale par rapport aux micelles non coupléesacde folique, ce qui suggere que I'effet
essentiel de ces produits provient du potentiel-angiogénique plus que du pouvoir

apoptotique de I'héparine.

Maenget al. rapportent I'étude d’'une plateforme multifonctietie regroupant des NPs
d'oxyde de fer FgD, au sein d’une matrice polymére adressée par {AEette structure
présente I'intérét de transporter également un tageimiothérapeutique, la doxorubicine.
Leurs travaux ont porté sur I'évaluation de 'effoité d’'une telle structure (YCC-DOX) en
tant qu'agent thérapeutique adressé, mais égaleswntefficacité en tant qu'agent de
contraste IRM. Ainsi, les tests ont porté sur lanparaison entre les propriétés de cette
structure et celles de produits couramment utileséschimiothérapie (Doxil®) et en IRM
(Resovist®). Leurs résultats montrent qu'a conegimin en fer équivalente, YCC-DOX
ameliore grandement le signal IRM (Figure 61A) pgwport au Resovist®. YCC-DOX se
pose donc comme un agent potentiel efficace en IRMI.plus, I'activité inhibitrice de
croissance tumorale de la doxorubicine se trouve éteilleure que celle du Doxil®
(Figure61B), sans doute di au fait que YCC-DOXuest structure adressée qui s’accumulera

sélectivement dans les tumeurs surexprimant le RAF.
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YCC-DOX

Resovist®

YCC-DOX

Figure 61. A: Image IRM pré- et post-injection du Resovist® etle YCC-DOX-AF dans
un rat porteur d’'une tumeur du foie. B : Images IRM avant et apres effet antitumoral
du Doxil et de YCC-DOX.**!

VI.2 Thérapie photodynamique

Dans le cadre d'une stratégie PDT, notre équifié l@remiere a coupler I'acide folique
a un photosensibilisate(ft Dans cette étude, un PS de type 4-carboxyphémligdne a été

couplé a I’AFvia un bras espaceur de type diamine (Figure 62).
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Figure 62. Structure de la molécule cible de I'étuel préliminaire. A : structure générale
de la molécule cible ; B : en haut : espaceur hexan; en bas : espaceur 2,2'-
éthylénedioxy-bis-éthylamine’®

Cette étude a permis de mettre en évidence qué& ladPessé par I'AF était beaucoup
mieux internalisé (d'un facteur 7 quelque soit tasbespaceur utilis€) dans les cellules KB
gue le PS non-adressé. En revanche, cette étudm@éngue le type d’espaceur peut avoir

une influence sur les propriétés photophysiqueP8uet que ce choix doit étre réalisé avec
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précautions. En effet, le PS adressé par VisH'espaceur 2,2’-éthylenedioxy-bis-éthylamine
présente une photocytotoxicité 3,4 fois plus imgate que le composé avec l'espaceur

hexane, et ce pour une internalisation cellulairgév@lente.

Ces travaux ont par la suite été poursuivis pawvi@rat al. Notre équipe a adopté une
approche qui repose sur l'utilisation d'une chiariametatetra(hydroxyphényl)chlorine (m-
THPC) couplée a I'AFvia un bras espaceur de type PEG, le 2,2'-(éthylergdims-
éthylamine (Figure 632 Cette structure a été tesi@evivo sur des souris xénogreffées KB
(RAF+) et HT-29 (RAF-). L'étude de l'incorporatioallulaire, réalisé par fluorimétrie a fibre
optique, a montré que 4h apres injection par ieireuse, l'internalisation "folate-spécifique"
du composé a été améliorée d'un facteur 2 darssleles tumeurs KB, comparée au PS non
couplé a I'AF. De plus, la sélectivité tumeur/tissin s'est révélée élevée (5:1). Par utilisation
d'une méthode de modélisation par analyse fadmrag la variance, Graviest al. ont
finalement démontré que la structure du PS (coopléon a l'acide folique) ainsi que le type
de tumeurs traitées (KB (RAF+) ou HT-29 (RAF-)) stas parametres les plus importants
pour I'accumulation du PS, et par conséquent cadnessage par I'AF se révele effectif dans

le cadre d'une amélioration de la sélectivité ditedment.
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Figure 63. La chlorine m-THPC couplée a I'AF via unbras 2,2'-(éthylenedioxy)-bis-
éthylamine (PEG)?*#

V1.3 Adressage de macromolécules

Une amélioration de la sélectivité d’'incorporatmailulaire d’entités de tailles importantes
est également permise par un adressage par I'Afsi,Adhanget al. décrivent I'adressage par
'AF de petits ARN interférents (siRNA powmall interfering ribonucleotide acjddans le
cadre d'une thérapie géniqtfé. Ces SiRNA permettent comme son nom lindique,
d’interférer avec un ARN messager spécifique cosahii a sa dégradation et a la diminution
de sa traduction en protéine. La structure propéséentervenir une liaison non-covalente

via des interactions base/base entre le siRNA et igode#soxyribonucléotide couplé a I'AF.
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Cette méthode, en plus d’étre simple a mettre aceplpermet de synthétiser a grande échelle

ce type de composé, etpermet un adressage efticesi®&NA vers des cellules RAF+.

Des hypothéses de traitements faisant interversr mdgoparticules adressées par I'AF
voient également le jour. Ainsi, Lat al. décrivent I'emploi de NPs d’oxyde de titane 7iO
adressées par I'AF. L'activité photocatalytiqueTd®, permet la destruction apres irradiation
UV des cellules ayant incorporées la fPBien que les résultats montrent que le greffage
d’AF a la surface de la NP altere les propriétést@tatalytiques de Ti§) le gain apporté en
internalisation cellulaire par le greffage a 'AErmet de garder une efficacité du traitement.
En effet, plus la quantité d’AF utilisée lors dueffage est importante, moins l'activité
photocatalytigue de TiQest importante (Figure 64), le meilleur rapport/AB, étant

évaluer a 0,2.
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Figure 64. Survivance de cellules tumorales HeLa @#&F+) en fonction du rapport
AFITIO 5.%

Une autre technique faisant appel aux NPs utilstte cfois-ci des nanocylindres d’or
(Figure 65). Ces structures absorbent la lumieres dan domaine proche de l'infrarouge et
transforment I'énergie ainsi apportée en chalelétude faite par Tongt al*?®> démontre la
capacité de telles nanopatrticules a se lier sp@eifent a la surface des cellules KB, puis a
déstabiliser la membrane cytoplasmique sous I'actitune lumiére de grande longueur
d'onde (765 nm). Les nanostructures d'or peuverttagrer la destruction de cellules
lorsqu’elles sont liées a la surface de ces dexsieelles déstabilisent thermiquement leur
membrane, la rendant poreuse, et le déséquilibrigiue qui résulte de cette perméabilité
membranaire accrue (perforation) entraine la nécigstilisation de I'acide folique présente
alors le double avantage de favoriser 'accumutaties batonnets au niveau de la tumeur, et
d’augmenter I'effet membranaire. Tomg al. ont étudié la localisation de ces particules au

cours du temps sur des cellules KB et NIH-3T3 (F3i)les nanostructures n’'ont montré
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aucune affinité vis-a-vis des cellules NIH-3T3gslke concentrent fortement a la surface des
cellules KB, 6 h aprés co-incubation. Dix-sept lesuraprés la mise en contact, les
nanocylindres se retrouvent localisés essentieli¢mi@ns le compartiment endosomal autour

du noyau des cellules KB.

d'or

Nanocylindre —}N/\/Oé/\ )r\/ /\[ j\)\ )\

PEG diamin
Acide folique

Figure 65. Structure du dithiol couplé a I'acide fdique par un espaceur PEG et greffé a
la surface d’un nanocylindre d’or.*?*

V1.4 Adressage de vecteurs moléculaires

L’adressage de molécules peut parfois s’avérer |pmudtigue, comme par exemple
lorsque le clivage de I'acide folique et de la ncaolé thérapeutique est nécessaire a I'action
antitumorale, ou lorsque la solubilité de cettentbge est médiocre en milieu biologique. Une
alternative consiste alors non pas a coupler dineent la vitamine B9 au composé a adresser,
mais a un vecteur qui va transporter le princip&.dcagent thérapeutique est alors inclus
dans un assemblage moléculaire plus important Igyi,est directement couplé a l'acide
folique. Calicetiet al. décrivent la synthése d’une cyclodextrine (CD)eadée?’® Les CDs
(Figure 66) sont des oligosaccharides cycliqguest da conformation spatiale décrit
approximativement une section de cbne creuse, ldosiirface externe est hydrophile, et la
surface interne hydrophoB®.Cette particularité fait que les CDs sont régehéent utilisées
pour la vectorisation de molécules hydrophobes icdé#ment solubles en milieux
biologiques : le composé thérapeutique s’inclutsdancavité interne hydrophobe du vecteur,
et I'hydrophilie de la surface externe de la CDpaermet d’étre vehiculé dans la circulation

sanguine.
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Figure 66. Structure des cyclodextrines : a gauchd ,a-cyclodextrine ; au centre, lap-
cyclodextrine ; & droite, lay- cyclodextrlne426

L’acide foligue a été coupléjia un copolymére a bloc polypropylene-polyéthylene-
polypropyléne, a un@-CD afin d’améliorer la concentration efficace deéde aux cellules
cibles. Ce conjugué (CD-PEG-AF, Figure 66) a eesgif utilisé dans des tesis vitro,
d’'une part, pour vérifier que le vecteur consersaitcapacité d’inclusion malgré le couplage,
d’autre part, que I'acide folique conservait saamdigé d’adressage. Les constantes d’inclusion
de lap-CD et de son homologue conjugué ont été détermigg@ce a l'utilisation de la
rhodamine. Les constantes d'inclusion calculées sespectivement de 4580 et 3000'M
pour laB-CD et laB-CD couplée a l'acide folique. Le couplage réduind en partie la

capacité d’inclusion de la partie CD.

L’étude de récepteurs a I'AF extraits du lait deheet immobilisés sur une électrode d’or
modifiée, ont montré une forte interaction du couj qui n’existe pas pour la CD, prouvant
une interaction spécifique avec les récepteurac@dé folique. L'incorporation du conjugué
dans les cellules KB a été démontrée en utilisanthbdamine. L’incorporation de ce
fluorophore est augmentée de 10 a 20% lorsqu’iinetis dans le CD-PEG-AF par rapport a
une formulation libre ou lorsque la rhodamine esiuse dans une CD non conjuguée. De
plus, les images de microscopie confocale ont réamtie la rhodamine internalisée grace au
transporteur conjugué était présente principalerdans les compartiments multivésiculaires,

preuve d’'une endocytose dépendante des RAF-

Une autre stratégie faisant appel aux polyméregseegur la classe tres particuliere des
dendriméres. Comme cela a été expligué au chapitrees polymeres présentent une
structure en branche de plus en plus dense a mem@el'on s’éloigne du coceur du

dendrimere. Ces particularités en font de bonsspameurs par deux voies possibles:
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'adsorption physique de composés dans la caviggria ou le greffage chimique sur l'une
des nombreuses fonctions terminales extefffauintanaet al. ont synthétisé un dendrimére
en périphérie duquel ont été greffés de la fludes; de l'acide folique et du
méthotrexaté?’ Différents types de ‘capping’, réaction sur lesdiions terminales amines, et
différents types de liaisons dendrimere/méthoteeXaster et amide) ont été envisagés. Les
testsin vitro sur des lignées de cellules KB ont mis en éviddacgupériorité diwcapping
utilisant un acétamide sur ceux utilisant des geougnt terminaux hydroxy et carboxy,
essentiellement pour des raisons physico-chimiquesyme les probléemes de solubilité.
L'utilisation d'un lien ester, plus facilement hydysable, entre le transporteur et le
méthotrexate s’'avére aussi bénéfique pour l'efftéabiologique du composé. Au final,
'assemblage moléculaire s’est montré 100 fois mly®toxique que le méthotrexate seul
contre les cellules de la lignée KB. Plus tard &me équipe obtiendra des résultats similaires

in vitro sur des lignées KB mais en utilisant le paclitd<&l

Comme nous venons de le décrire, I'acide foliqusascité et suscite encore aujourd’hui
un tres vif intérét de la part de la communautéerddique en matiere d’adressage
moléculaire. L'état de I'art fait dans ce paragmpte regroupe que certains travaux de ces

derniéres années, et de fait, est loin d’étre estifau

La PDT est une voie de traitement prometteuse tawsadre de la recherche contre le
cancer. Malgré de nombreuses années de rechestleespntinue de souffrir de problemes
relatifs entre autres au manque de sélectivitécdagosés utilisés. Comme cela a été décrit
au chapitre concernant la PDT, de nombreuses gittatd’adressages ont été envisagées pour
en améeliorer les performances de la PDT. Les tragaun I'adressage d’'un PS type chlorine
par I'acide folique réalisé par notre équiffen’avaient jamais été décrits dans la littérature a

leur date de publication, et restent encore d'étdua

L'objectif de cette étude est d’élaborer et d’émdun nouveau type de structure PS
couplés a I'AF pour des applications en PDT. Danslésir d'originalité et en considération
de leurs propriétés prometteuses, notre étude aetee sur I'emploi potentiel des QDs en

PDT et de I'apport de I'adressage |I'AF de telles structures.
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Fonctionnalisation des
guantum dots pour un
adressage via l'acide folique.
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Chapitre VI : Fonctionnalisation des guantum dots ur un
adressage via l'acide foligue.

Comme cela a été décrit précédemment, I'acidedeligrésente de nombreux avantages en tant
gue molécule d’adressage : faible masse molairte &ffinité pour son récepteur, site de greffage
accessible sans perte d’'affinité, non-immunogerfaille colt. Bien qu’elle ait été utilisée dans le
cadre de nombreuses stratégies d’'imagerie et depthgtiques, notre équipe a été la premiére a

synthétiser un produit de couplage entre I'acidigde et un PS pour la thérapie photodynamique.

Dans un premier temps, nous allons nous intéreasebras espaceurs choisis pour la liaison
QD/AF, ensuite nous aborderons différents prot@cdie couplage entre I'acide folique et les QDs
CdTe(S)@ATG Xmax=650-660 nm), ainsi que la purification et la cétdsation des composés
obtenus. Les propriétés photophysiques du conj@DeAF ont été étudiées afin de déterminer

impact du couplage sur les propriétés de I'agdmitosensibilisateur.

I. Choix du bras espaceur

La nature de I'espaceur peut jouer un réle immbrtans la reconnaissance de la partie folate
au niveau cellulaire et dans [lincorporation de s$amblage moléculaire. Si [l'unité
photosensibilisatrice se trouve trop proche dealdig acide folique, 'encombrement généré alors
par le QDs peut fortement atténuer, voire empéclemeconnaissance du conjugué par les
récepteurs cellulaires. A l'inverse, un bras espat®p long peut engendrer des repliements du
conjugué sur lui-méme, aboutissant encore uneafaies génes pouvant nuire a la reconnaissance.
De plus, la balance hydrophile/hydrophobe globale abnjugué obtenu peut influencer sa
solubilisation dans le cytoplasme ou la membrarielage et ainsi influencer son incorporation.
Compte tenu de ces faits et d(i & la faible solébile I'acide folique en milieu aqueux (1,6°10
mg.mI* & 25°C), notre choix s'est arrété sur des espaéguirophiles de type polyéthyléne glycol
(PEG) de petites tailles (entre 148 et 400 Da).

Pour déterminer le rble de la taille de I'espacagams la reconnaissance des conjugués, deux
types d'espaceurs ont été testés. Un bras coudt2lathylenedioxybis-éthylamine (PEgQ de
masse molaire de 148,21 g.mote qui correspond & une longueur de 2 motifsolyet un bras
plus long, une polyoxypropyléne diamine, la JeffaaniD-400 (Jeff), qui posséde une masse molaire
moyenne d’environ 400 g.mdl correspondant en théorie & une moyenne de 6, ifsngbycol
(Figure 67).
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Figure 67. La 2,2-éthylénedioxy-bisgthylamine (PEG2) et la polyoxypropylene diamin
Jeffamine (Jeff).
Au cours des expériences réalisées avec la Jeféamous avons cependant pu constater que le
composé commercial est en fait un mélange d’oligesgisqu’a plus de 15 unités méthyléthylene
glycol (MEG).

II. Couplage QD/AF

Il s'agit ici de fonctionnaliser les QDs type Cdpar I'acide folique. Comme cela a été vu
précédemment, les QDs adaptés a une applicati®tD&net obtenus par voie hydrothermale sont
stabilisés par le ligand ATG. Les QDs utilisés présnt donc a leur périphérie des fonctions
carboxyligues qui vont nous servir de point d'dtéapour les différents couplages a mener. En
effet, il est alors possible de créer des liaisdaestype ester ou amide a partir de ces fonctions
périphériques.

1.1 Purification et caractérisation du conjugué OD/AF

Avant d'aborder le couplage proprement dit entr® et I'AF, il est nécessaire de prendre
connaissance des méthodes de purification et @detéaisation des conjugués obtenus. Ceci nous
permettra alors de définir les criteres de sélactle la méthode de couplage QD/AF la plus
efficace.

[1.1.1 Purification

Comme nous l'avons vu précédemment, la méthodduka ggmple et la plus efficace pour
isoler/purifier les QDs est la précipitation séleet Dans le cas du conjugué QD/AF, cette
opération a déja été effectuée avant la réactiocodelage, afin de travailler uniguement sur une
population homogéne en taille qui permet d'obtang homogénéité de la réactivité des QDs ainsi
gue du greffage.

Cependant, il a été constaté qu'une précipitatiop tnassive engendrait régulierement un

probleme de resolubilisation partielle du conjud®a@: une précipitation massive, il est entendu une
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utilisation d'un solvant certes miscible dans laaais dont la polartité resterait faible. Aings|
contre-solvants tels le-butanol, len-hexanol, voire iso-propanol ont tendance ont tendance a trop
fortement déstabiliser la solution. L'emploi d'uantre-solvant "plus doux" a base d'éthanol est
préconis€. Une solution méthanol/éthanol (3/7, vkpnne les meilleurs résultats de

précipitation/resolubilisation.

L'élimination des produits secondaires de couptags que des réactifs non-consommes est un
élément important de cette étape de purificatibestlimportant d'éliminer les produits de réaction
secondaires qui peuvent se révéler toxiques paucdbules utilisées, ainsi que I'AF en exces qui
n'a pas réagi et qui pourrait interférer avecdlinalisation active du conjugwé les RAF. Il a été
constaté que I'emploi du contre-solvant méthart@@l (3/7, v/v) lors de I'étape de précipitation
permet d'éliminer une partie de I'AF libre. Ce fest avéré par une coloration jaune limpide du
surnageant de précipitation qui ne présente augymalsde fluorescence imputable aux QDs

employés lors du couplage.

Afin de compléter I'élimination des produits indébies, une dialyse est effectuée en fin de
couplage et a l'obscurité. Cette dialyse du corgugui se trouve dans un tampon type PBS
(pH=7,2) ou borate (pH=9), est réalisée contre éemtype de tampon. Les dialyses ne doivent pas
excéder 5 h, sous peine d'aboutir a une floculadiorronjugué qui peut elle-méme aboutir a des
problemes de resolubilisation, ce phénomeéne semnplas prompt a se produire dans le cas d'une
utilisation du tampon PBS. Ainsi, les dialyseseftiées durent en moyenne 4 h dans un tampon
borate avant de réaliser une derniére précipitafiond'isoler le conjugué QD/AF.

Un cycle de purification du conjugué QD/AF compaat&lonc deux phases successives de
précipitation a l'aide d'une solution méthanol/étid3/7, v/v), suivie part une dialyse de 4 h cent
un tampon borate basique, puis une derniere ptétgi au méthanol/éthanol (3/7, v/v).

[1.1.2 Caractérisations photophysiques

Comme cela a déja été évoqué, le facteur rechetctiéterminant pour des QDs adaptés a une
utilisation en PDT est une absorption localiséesdanrouge/proche infrarouge, idéalement vers
650-660 nm. Au cours des réactions de couplage, ievele que le milieu ou les réactifs employés
destabilisent le QD qui peut alors se dégraderrd_propriétés spectrales étant directement liées a
leur dimension, une déstabilisation de la surfaose@D par arrachement d'atomes aura une
conséqguence directe sur ces propriétés. Ce typégtadation fait alors apparaitre un déplacement

hypsochrome des propriétés d’absorption et d’émisde fluorescence du QD.
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Un contrdle de I'absorption et de la fluoresceree @Ds est réalisé avant et aprés chaque étape

du couplage.

[1.1.3 Electrophorése sur acétate de cellulose (EAC)

Afin de vérifier le couplage de 'AF au QD, nousoag employé une technique rapide, peu
colteuse en produit et trés simple de préparatiahuélisation : I' Electrophorése sur acétate de
cellulose (EAC). Comme toute électrophorese, dettbnique repose sur la migration différentielle
d'espéces soumises a un champ électrique. Daas |@résent, la phase solide est une feuille d'ester
d’acétate de cellulose (Figure 68).
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Figure 68. A : Structure de l'acétate de cellulose._B: Profil typique d'une EAC :
CdTe(S)@ATG (point rouge), CdTe(S)@ATG-espaceur (pot vert) et CdTe(S)@ATG-
espaceur-AF (point jaune).

Etant donné la nature anionique des QDs (foncticarboxylates périphériques), la phase
liquide sera un tampon basique (PBS ou borate).f®mour I'ECZ, la ségrégation des QDs est
fonction de leur charge et de leur masse. AinsiQINCdTe(S)@ATG-espaceur migrera plus vite
gu'un QD CdTe(S)@ATG-espaceur-AF, mais plus lentgéme'un QD "nu" CdTe(S)@ATG, du
fait des différences de masses et de charges. Usmignt, une EAC nécessite 15 minutes de
préparation (préparation des bandes d'acétates etgpidts), et la tension nécessaire a appliquer aux
bornes de I'EAC est de 100mV pour une migrationdeages différents dépots (entre 5 et 8 min).
Ainsi, une EAC est réalisée aprés chaque coupldagpeanet de contrbler trés rapidement

'avancement de la réaction.

[1.2 Protocoles de synthése

Différents protocoles de couplage QD/AF ont étééeixpentés. Les premiers essais ont fait
appel a un couplage direct entre le QD et l'adidigde. Par la suite, I'utilisation d'un bras espac

a été étudiée.
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[1.2.1 Couplage direct QD/AF.

D'aprés Bharalet al,**® il est possible de coupler directement un QD@AT&éide folique
par la création d'une liaison amide entre le caylade périphérique du QD et I'amine primaire du
noyau ptéroile de Il'acide folique (figure 69A), cet sans perdre l'affinité de I'AF vis-a-vis des
récepteurs membranaires. Nos premiers essais gd#ageuse sont tournés vers cette méthode
simple, faisant intervenir comme agent de couplég®l-hydroxysuccinimide (NHS) et le I-éthyl-
3-(3-diméthylaminopropyl) carbodiimide (EDC) (figu69B).

Cette méthode de couplage s'est montrée infructudtrs effet, en fin de réaction, les QDs
récupérés ne se resolubilisent pas et montrentdigparition quasiment compléte du signal de
fluorescence. Certains essais ont méme aboutbdetition d'une poudre noire completement

insoluble dans l'eau, témoignant certainement diaséuction compléte du QD.
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Figure 69. A : Réaction entre le Qd CdTeS@ATG et I'amine prim&e du noyau ptéroile de
I'AF; B : Structure du n-hydroxysuccinimide (NHS) et du |-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)
carbodiimide (EDC).

En considérant les éléments évoqués plus hautuls @ semblé alors préférable d'utiliser un
bras espaceur de type diamino-PEG pour le cougatye le QD et I'AF. Ainsi, nos travaux se sont

focalisés sur les méthodes de fonctionnalisatio@Bupar I'AFvia les bras PE&et Jeff.

[1.2.2 Couplagevia un bras espaceur

Pour un couplage entre un QD et I'AF par un brgma=ur de type diamino-PEG, deux
méthodes sont envisageables. La premiére impligudohctionnalisation du QD par I'AF
préalablement couplé au bras espaceur et la sefabh@ppel a une étape de couplage entre le QD

et le bras espaceur, suivi par une conjugaisciia I'
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11.2.2.1Couplage "CdTeS@ATG + bras-AF"

Cette voie de conjugaison nécessite la préparatiopréalable du composé "espaceur-Afd,
la création d'une liaison amide entre une extréamée de |I'espaceur et la fonctipoarboxylique
de I'AF. Ensuite, ce composé est couplé auvi@Da création d'un lien amide entre I'amine libre de
I'espaceur et le carboxyle périphérique du QD (fegu0). Il faut noter que la majorité des

nombreux essais de cette voie de couplage conkeehnas espaceur PRG
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Figure 70. Schéma de la voie de couplage "QD + eggar-AF".

- Premiére étapeSynthese du composé "espaceur-AF"

Les espaceurs ont tout d’abord été protégés ael'didn groupemerntert-butoxycarbonyle
(Boc, Figure 65) sur I'une de leurs extremités.t€erotection permet de s’assurer qu’il n’y aura
pas un double couplage de I'AF sur une méme maédbur éviter la protection des deux
extrémités de I'espaceur, I'anhydridétert-butyldicarbonique (Ba©) a été traité par un exces

d’espaceurs (8 équivalents) dans le chloroforme.

o o Dioxane, T.A. Q

PEG, Boc,O 22h Boc-PEG,

Figure 71. Préparation des espaceurs PEL&t Jeff monoprotégés.
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Cette réaction se déroule a température ambiantdape 22h, et donne des rendements
proches de 100%. L'espaceur monoprotégé est emsuifé a l'acide folique (Figure 72 une
activation de ses fonctions carboxyles par le a@upicyclohexylcarbodimide (DCC)/4-
Dimethylaminopyridine (DMAP) dans le dimethylsulfjgde (DMSO) a température ambiante
(Figure 72). La RMN du produit obtenu montre claient que certains signaux singulets sont
dédoublés. Ce dédoublement est attribué a la foymate I'isomerea (non présenté). Les
intégrales de RMNH indiquent qu'il est constitué de 80% d’isomgret de 20% de l'isomére.
Ces valeurs sont en accord avec celles trouvéeslddittératuré®® “**lors du couplage de dérivés

azotés avec I'acide folique.

DCC/IDMAP "
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Boc-PEG, 8h o NI\)LN/\/O\/\O/\/NTOX
0 H o]
HO™ Y0

Figure 72. Synthése du composé AF-PEBoc.

Ce composeé est ensuite déprotégé (figure 73) paertrent a I'acide trifluoroacétique (TFA).
Ce produit a finalement été isolé avec 85% de medé¢ apres purification sur colonne

chromatographique.
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Fiaure 73.Déprotection du composé A-PEG>-Boc.

Le produit obtenu AF-PE&NH,, dont le rendement global de préparation est dégpeut alors
étre couplé au QD CdTe(S)@ATG.

- Seconde étapeCouplage QD/"espaceur-AF"

Le couplage proprement dit entre le QD et I'AF vagister en la création d'une liaison amide
entre I'amine libre de l'espaceur du composé AF-Ff& et le carboxyle périphérique du QD.
Cette réaction se déroule pendant 3-4h dans unotarbprate ou PBS et fait intervenir 'EDC

comme agent de couplage (Figure 74).
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Figure 74. Couplage entre le QD CdTe(S)@TGA et lomposé AF-PEG-NH,.

Aprés purification, le conjugué obtenu est dispersénilieu aqueux mais présente une tendance
a la floculation. De plus, I'étude des propriétgectrales montre une disparition quasiment totale
des propriétés d'émissiof,, passe de 0,15 a 0,01), et dans une moindre mdsarpropriétés

d'absorption, témoignant d'une dégradation imptetdas QDs.

Cette méthode de couplage QD/AR un composé de type AF-PEGH; ne se révéle pas
satisfaisante. Elle est en effet assez colteusenaps et en produit par sa nature multi-étape et la
gualité¢ des QDs obtenus n'est pas acceptable, np@&me les lots de conjugué présentant la
meilleure qualité. De plus, une accumulation depé&t de synthese augmente la probabilité de

retrouver des produits secondaires indésirables.

Une méthode moins colteuse en temps et plus dodoae@été expérimentée, et qui consiste

simplement en deux couplages successifs au QDaduespaceur puis de I'AF.

11.2.2.2Couplage CdTeS@ATG-bras + AF

Cette voie de coupage fait intervenir deux réastiate couplage sous des conditions
expérimentales similaires. La premiére étape cten®® la conjugaison d'une amine du bras
espaceur au carboxylate périphérique du QD actvéepcouple EDC/NHS. Le QD obtenu, de type
CdTeS@ATG-espaceur-NHest ensuite couplé a I'AF par formation d'unestiai amide entre
I'amine périphérique du QD etyecarboxyle de I'AF (réaction majoritaire, figure)75
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Figure 75. Schéma de la voie de couplage "QD- espac + AF".

Dans un premier temps, chacune de ces conjugassdas I'objet d'un cycle de purification
intermédiaire comme cela a été décrit plus tét. BEsais ont été réalisés par la suite sans cette
purification intermédiaire. Ce couplage "one pdifteun gain de temps considérable, car il nous
dédouane des précipitations et surtout de la dialggermédiaire et permet ainsi d'obtenir le
conjugué QD-espaceur-AF en une journée. Il a éxedrent constaté que cette procédure aboutit
aux mémes résultats, que ce soit pour la stabiéigQDs en solution ou pour la conservation des
propriétés spectrales du QD, quel que soit le &saaceur utilisé (PE®u Jeff). Par conséquent, le
couplage "one pot" est choisi comme la voie delmsd effective des conjugués QD-espaceur-AF
qui serviront pour toutes les expérimentationsitro.

Ce couplage, comparativement au "couplage diredtA@Det "QD + AF-espaceur”, nous a
permis d'obtenir des conjugués de bonne qualité&ftet, aucun déplacement hypsochrome n'a été

constaté en fin de synthése par rapport aux QDEuUr| et les EAC nous montrent que les
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couplages successifs ont bien été accomplis. Caepénld quantité d'AF couplé a un impact direct
sur la stabilité en solution du conjugué final. éifet, les couplages faisant intervenir un tresxdra
nombre d'équivalent d'AF ont abouti a I'obtentiencdnjugués relativement peu stables en solution
qui présentent une tendance a la floculation. Commehe a été indiqué préecédemment, I'AF folique
présente une solubilité en milieu aqueux assezefaéh il est tres fortement probable que la trop
grande quantité d'AF couplée a la périphérie dud@ftabilise ce dernier, et ce malgré la présence
des espaceurs hydrophiles. Cette tendance a puatéeuée par un mode opératoire faisant
intervenir I'utilisation d'une quantité moindre &Apermettant ainsi un taux de couplage de I'AF
moins éleve.

La conservation des propriétés photophysiques ds Q® départ (absence de déplacement
hypsochrome) ainsi que la stabilité en solutiorcdnjugué obtenu nous montre que le QD n'a pas
subit de dégradation majeures au cours du couplageendant, une baisse dw,, au fur et a
mesure des étapes de couplage est observée (Eigerkarticle). Ceci est di au fait que I'AF ast u
trés bon quencher de fluorescence, en raison fexdailité qui aboutit a des chocs AF/surface du
QD et de la présence de fonctions carboxyles quat ¥ortement interagir avec les atomes de

cadmium de surface, faisant alors baisserlg.******
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Abbreviations : ANOVA, analysis of variance; Boctert-butoxycarbonyl; DCC,
dicyclohexylcarbodiimide; DLI, drug-light intervalDoE, design of experiment; EDC, 1-[3-
(dimethylamino)propyl]-3-ethylcarbodiimide hydroohide; FA, folic acid; FR, folate receptor;
NHS, N-hydroxysuccinimide; FRET, Forster resonaecergy transfer; Jeff, Jeffamine D-400;
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tetrahydroxyphenylchlorin; THF, tetrahydrofuran; AGhioglycolic acid.
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Abstract (300)

The present study examinea vitro the potential of bioconjugated quantum dots (QBs)
photosensitizers (PS) for photodynamic therapy (P@uantum dots are nanometer-scale, light-
emitting semi-conductor particles and new poteraglications, such as therapeutic management,
were explored, as their unique chemical and phlygicaperties were unraveled. Indeed, QDs
conjugate may have some advantages in PDT of cantgparticular because of their large
absorbance cross-section and their tunable opgicgderties. According to our previous approach
using PS, folic acid (FA) appears to be an optitaajeting ligand for selective delivery of attached
therapeutic agents to cancer tissues. In this studysynthesize hydrophilic near infrared emitting
CdTe(S)-type QDs conjugated with folic acid usinffedent spacers, differing by their size and
hydrophilic/lipophilic balance and report on theghotophysical properties. Photodynamic
efficiency of QDs conjugated or not with folic acihs evaluated on KB cells, acting as a positive
control due to their overexpression of ERand HT-29 cells lacking FR; as negative control. A
design of experiments (DoE) based on a fixed-effieatlel and an analysis of variance (ANOVA)
was suggested as a rational solution to evaluatempacts of each experimental factor (quantum
dot type and concentration, light fluence and weangth, time of contact before irradiation and cell
phenotype). According to the ANOVA results, we dastoated that, for concentrations lower than
10 nM, QDs displayed practically no cytotoxic effedthout light exposure for both cell lines.
Whereas QDs at 2.1 nM displayed a weak photodynaantwvity, a concentration of 8 nM
significantly enhanced the photodynamic efficienclyaracterized by a light dose-dependent
response. A statistically significant differencevibeen KB and HT-29 tumors was observed in case
of conjugated QDs. Optimal conditions led to anaeded photocytoxicity response, allowing us to
validate the interest of QDs to generate a photanhya effect and of folic acid-conjugated QDs for
targeted PDT.

Keywords. Quantum Dots, Photodynamic Therapy, Targeting;cdid, Singlet Oxygen
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Introduction

Photodynamic therapy (PDT) has emerged over thé few years as a promising
alternative/substitute to chemo- and radiotherapytiie treatment of various diseases including
cancer'™ PDT is a non-invasive treatment of localized tusn@nd involves a photoactivable, but
harmless in the dark, agent, known as photoseesitlight and molecular oxygénAfter PS
injection and an appropriate drug-light intervalL () the area to be treated is illuminated withlig
of convenient wavelength. In a photodynamic reactibe photosensitizer irradiated by light is
promoted to a higher energy/electronic level, anite singlet state that become a triplet one
thereafter. Several mechanisms then occur in da@nable the photosensitizer to return to its
fundamental single state. Among them, energy, mecand/or hydrogen transfer to vicinal
compounds will lead to the generation of reactixggen species (ROS), that are very harmful to

cells and will cause cells deaff

One essential element in PDT is the photosensitibéity to generate ROS and its selectivity for
the target tissues of great importance for a gobdtquynamic effect. Various types of
photosensitizers have been developed over thedpaatle in order to improve their light absorption
and diseased tissues selectivity in comparison thi¢hfirst-generation photosensitiz&rSecond-
generation photosensitizers, such as chlorin atitbfftyanine, present better absorption in the red
side of the visible light spectrum, which commonrdpresent the therapeutic windSvbecause of
the slightest absorption of endogenous tissues cangs in this area (mainly hemoglobin and
water)? Despite photophysical enhancements, tumors/heaélty selectivity remains lowgiving
birth to side effects like photosensitivity uponnkght due to skin accumulatidrt? Third-
generation photosensitizers have been developet strategy of selective delivery of the drug into
diseased tissues. They consist of second-genenaliotosensitizers conjugated with, for example,
oligo-nucleotides, peptides, monoclonal antibodiies a review, see W.M. Sharmaet al.'®).
Among these strategies, the one targeting folatepter (FR) emerges interesting to provide a good
selectivity to tumors cells. The folic acid, alsnokvn as vitamin B9, is a ligand able to target
covalently attached bioactive agents quite spetifico FR-positive (FR+) cancer ceffs.'*The
FR, which is a well-known cancer cell-associatentgin, can actively internalize bound folates
endocytosis®*® Folate receptors exist in three major forms narfi@y, FR{ and FRy. The FR-

o form is over-expressed by many types of tumorscéficluding ovarian, colorectal, breast, lung,
renal, neuroendocrine carcinomas and brain me&sstas® 2°Upon receptor interaction, the folic
acid-receptor complex is taken up by cells and mawe various many organelles involved in
endocytotic trafficking, providing for cytosolic pesition?* Moreover, due to its high stability,
compatibility with both organic and aqueous solyémiv-cost, non immunogenic character, ability

197



to conjugate with a wide variety of molecules, am molecular weight, folic acid has attracted
wide attention as a targeting agent for tumor diteC %**(see references in the reviévor a
comprehensive overview of this technology).

An alternative approach to existing photosensisizexrsed on organic dyes is the use of quantum
dots. Their unique photophysical properties, inesalrespects superior to organic d§espnfer
advantages to standard organic photosensitizerssan@Ds as a promising new generation of
photosensitizer® QDs are nano-sized fluorescent semiconductoralsystith diameters of 2-100
nanometers possessing unique tunable chemicaltarsicpl properties that are synthesized from
a variety of semiconductor materials. They canIbél (CdS, CdSe, CdTef®3 I1I-V (InP)*? or
IV-VI-type (PbSe}® semiconductor nanocristals, in reference to thiogie table groups that these
elements are from. QDs are characterized by lalzgorption spectra, narrow and symmetric

27, 34, 35Which

emission bands, and a very high molar extincticeffagent (up to 5 x 19cm*>.M™Y),
can be great advantages over conventional PS D& strategy. They also possess a better
photostability than conventional organic fluoropes?>® and their fluorescence quantum vyield can
be up to T It has been shown that QDs can be used as energysito conventional organic
photosensitizer by fluorescence resonance eneaggfer (FRET) mechanisfi* but also directly
used as photosensitizer by generating ROS onalagif*°

The present study examines the potential of CdFgf® QDs conjugated with folic acid to
sensitize cells to light irradiation and to proma@tephotodynamic efficiency. We describe the
synthesis of folic acid-boundeda amino-PEG spacer near-IR absorbing CdTe(S)-typs, Qlited
for PDT, followed by an optimization of the vitro PDT-targeting strategy. We report on the
synthesis and on the photophysical properties@fi&e(S)-type QD stabilized by thioglycolic acid
(TGA) (QD 1) conjugatedvia two different o,0-poly(ethylene glycol) spacers, the 2,2’
(ethylenedioxy)-bis-ethylamine PEG®QD 2) and the jeffamine D-400 JefQD 3), to folic acid
(QD 4 and5, respectively). We evaluated the photodynamicigfficy of CdTe(S)-typ@D 1, 2, 3,
4 and5 on KB cells, acting as a positive control due teitloverexpression of FR; and HT-29
cells lacking FRa, as negative contrdf: **In this purpose, the impacts of each experimeatabr
(QD type and concentration, light fluence, irradiat wavelength, time of contact and cell
phenotype) were investigated. In this context, wecidkd to use statistical methods for
experimental design in order to accurately estimiwe factor effects while controlling the
experimental cost by selecting only the relevaneexnents to be carried out. An analysis of
variance (ANOVA) was performed on the experimerdata, followed by statistical tests of
significance on the model coefficients in ordendentify the dominant factors and to choose the
relevant factor modalities, leading to the besttptaxic effect. As previously demonstrated, design

of experiments (DoE) approach has already beeressfdly applied in PDT°
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Experimental section

Chemistry and Photophysical StudiesThe hydrothermal synthesis of TGA-capped CdTe(S)

alloyed QDs was based on works already publi$fiédin a typical procedure, 500 mg of sodium
borohydride (1.32.1&mol, 2.63 eq.) was added to 640 mg of telluriunvger (5.01.15 mol) in a
schlenk flask sealed by a rubber plug to syntheNaldTe. Vacuum was performed by a pump in
the flask under inert atmosphere. The flask wasimpun ice-water bath and 10 mL of ultrapure
degassed distilled water was injected. After 4k, litack tellurium disappeared and white sodium
tetraborate precipitates appeared in the bottormefflask. The resulting intense purple aqueous
solution was maintained in the ice-water bath. 88¢2(0.37 mmol) of CdGI5/2H,0 was dissolved

in 60 mL of ultrapure degassed distilled water {fBd2.10° M; Te/Cd/TGA =1/2/3.6 eq.) and 34
mg (0.67 mmol) of TGA was added. The pH was adfu$pe9.2 by adding dropwise 1 M NaOH
solution. TheCd/TGA mixturewas degassed by,Nvubbling for 0.5h prior to the swiftly injection
into it of the as-prepared oxygen free NaHTe sofutiFinally, theTe/Cd/TGA solutionwas
carefully transferred into a Teflon-lined stainledsel autoclave and heated up to 160°C for 5 h.
The CdTe(S)@TGA alloyed QDs solution was cooleddom temperature by a hydro-cooling
process and kept in the dark prior to further modtfon.

CdTe(S)@TGA QDS st exciton abs655 nm, [QD]=1.5.18 M, determined according to Yet
al.)?® were dissolved in phosphate buffered saline (P&8) the solution was mixed at room
temperature with 2,2' (ethylenedioxy)-bis-ethylaeni(PEG) or Jeffamine D-400 (Jeff) with
EDC/NHS as coupling agent (QD/NHS/EDC/spacer=1/10000/500 eq.). After 4 hours, FA
(QD/NHS/EDC/FA=1/1500/1500/500 eq.) was added WHS/EDC, and the solution was stirred
for 4 more hours. The coupling occurrence was exatliby cellulose acetate electrophoresis. The
solution was then purified by dialysis against betauffer to remove free spacer and FA as well as
undesired byproducts.

Photophysical studies.Absorption spectra were recorded on a Perkin-Elthembda 2,

Courtaboeuf, France) UV-visible spectrophotometduorescence spectra were recorded on a
Fluorolog-3 spectrofluorimetef=222 (Jobin Yvon, Longjumeau, France) equipped wéth
thermostated cell compartment (25 °C) using a 450x&don lamp. Theds, values were

determined according to the equation:

2
Aef - I QD DnQD

2
I ref 'A}D r-lref

%D = @ef
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wherel, A, andn are respectively the intensity of the measuredréiscence (area under the
emission peak), the absorbance at the excitatiareleragth, and the refractive index of the solvent
(nwte=1.33). Tetraphenylporphyrin (TPP) in toluene was usesl raference ®rp= 0.11,
Ntoluene=1.49].

Cell Cultures. Cell culture materials were purchased from Coddaitscher, Brumath, France),
culture media and additives from Life Technologi&hbco BRL, Cergy-Pontoise, France), except
for fetal calf serum, which was obtained from Cos#dl other chemicals were purchased from
Sigma (Quentin Fallavier, France). KB, human head aeck carcinoma cell line, was obtained
from Professor A. Hanauske (Munich University, Gany) as part of the EORTC Preclinical
Therapeutic Models Group exchange program and Hha2®an colon cancer cells, was purchased
from the American Type Culture Collection. KB and 9 cells were grown in 25 cm2 plastic
tissue culture flasks in RPMI 1640 medium supple@emvith 9% heat inactivated fetal calf serum,
penicillin (1001U/mL), and streptomycin (1Q@/mL) in a 37 °C, 5% C@atmosphere. Cells were
seeded in 96-well plates at a density of48h prior to colorimetric/cytotoxicity assays.

Dark _cytotoxicity. Cell survival after incubation with the differenatbhes of QDs in the dark

was measured using a 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yb-&phenyl tetrazolium bromide (MTT) assay.
Briefly, KB and HT-29 cells were plated at an iaitcell density of 5« 10° cells/well in 96-well
microtitration plates and allowed attach overnight. Wells were then emptied, dnseice with
PBS and filled with 200 pL RPMI medium containingarious concentrations of QDs
(concentrations ranged from 10 to 100 n M). Aftéfedent times of incubation at 37°C, wells were
emptied, rinsed twice with cold PBS and filled waB0 uL RPMI. Cell survival was measured 24 h

later, as described previou$lyExperiments were reproduced six times.

Photodynamic_activity and light source Photodynamic activity of QDs on KB and HT-29

cells was also assessed by MTT assay. Cell surwaal measured 24 h after photosensitization.
Cells were seeded at the initial density of 2 x t@#lsmL-1 in 96-well microtitration plates. 48
hours after plating, cells were exposed to photeadDs at 2.1 and 8 nM. After incubation at
37°C (1 or 6 hours of contact), the medium was medpand cells were then washed three times
with cold PBS and fresh RPMI was added beforeimaltliation. Irradiation was carried out at 515
and 658 nm, using a dye laser (SpectraPhysics 3&BUlis, France), pumped with an argon laser
(Spectra-Physics 2020). The output power was 700. MmN light spot was 14 cm in diameter,
providing a fluence rate of 4.54 mW/€nlight doses 5 and 16 J/énDuring irradiation, the

temperature never exceeded 24+2°C. This temperdidneot influence cell viability. Caution was
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taken to avoid exposure of cells to light beforel after irradiation. Negative controls were QDs

free-medium without photo-irradiation, QDs contagimedium without photo-irradiation.

Design of Experiments DOE is a statistical inference method that focubesinvestigation on

a reduced number of specific points in the wholpeexnental domain. In this case, the goalois
accurately estimate the factor effects while cdhirg the experimental cost by selecting only the
relevant experiments to be carried out (less tioesaeming and less costly). ffactional factorial
design, in which all factors are varied simultarspuwas selected for the factor analysis sttfdy.
The cell viability after PDTis the response variable and the six experimeatabfs are presented
in Table 1 in which the bold values indicate thiemence modalities. The fluence and wavelength
variables have been thereafter gathered in onlyfac®r to avoid some potential incoherence
between their modalities (for instance the comliomabf a wavelength without fluence). Three
factors: QD concentration, time of contact anddhaecer cell line are decomposed into two levels
(noted A and ref) while the two other factors: flae-wavelength and QDs type have five
modalities each (noted A, B, C, D and ref). Comg@drea full factorial design (200 experiments),
the selected fractional factorial design (42 expernts, see Table 2) allows dividing by about five
the experimental cost. Each experiment were regesite times. The maximum value of the
variance inflation factor associated with this expental design is about 1.47 < 2, synonym of
acceptable accuracy for the model coefficientsedal] such an experimental design relies on a

mathematical model defined as follows,

Y= b0+ DbIA*(X1A)+ b2A*(X2A)

+ Db3A*(X3A)+ DAA * (X4A) + b4B * (X4B)

+ Db4C* (X4C) + DbAD * (X4D) +b5A * (X5A)

+ b5B*(X5B)+ b5C*(X5C)+ b5D* (X5D¢ E

Y is the response variable (viability), XiA denotas A-level of the'f factor (see Table 1) and E is
the experimental error described by a centred Gausandom variable. biA is a model coefficient
that quantifies the impact on the response of trmeéfficient Xi when the latter takes the modality
A. b0 corresponds the reference respomge,the mean response when the factors take their
reference modality (see last column “ref” Table The model coefficients provide crucial
information since their value allow firstly to coame the importance of the factors and secondly to
test the relevance of a modality in comparison vaitheference level for each factor. It is then
possible to identify the most influent factors atud select their modality leading to the best

photocytotoxic effect.
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Statistical analysis.The estimation of the model coefficients and ttstatistical significance

were supported by an analysis of variance (ANOVAJ &tudent’s t-tests computed by the
Nemrod-WP software. Wilcoxon test was also used to assessstpnificant level between

independent variables. The level of significance set to p < 0.05.

Results and discussion

Chemistry. The first step of this work was to achieve thetlsgnis of high-quality water-
soluble near-IR absorbing CdTe-type QDs. The @oifcsemi-conductor CdTe as a basic structure
for the QDs results in the fact that it offers neing photophysical properties, such as high
fluorescence quantum vyield and easiness to obtaiabée absorbance for the therapeutic window
of PDT (ideally between 650 and 850 nm), comparedthe other cadmium chalcogenides
compounds (CdS and CdSe). Hydrophily was providedrbadequate choice of stabilizing agent
Thioglycolic acid (TGA) was picked, because itotlaxtremity provides a solid bond with Cd, and
its carboxylic one brings hydrophily at the othettremity. Additionally, the carboxylic group

allows linkage chemistry by the likely creationawhid or ester bond with biomolecules.

CdTe(S)@TGA-type QDSID 1) were synthesized by a hydrothermal techniju&,consisting in

a reaction in agueous media performed at a temperatgher than 100°C in an autoclave reactor.
The higher temperature (150°C) largely accelertiedyrowth of the nanocristals, but also leads to
the formation of QDs with a larger size than witarglard synthesis performed at 100°C, and
therefore achieving longer absorption/emission \ength. At this temperature, hydrolysis of TGA
occurs?® acting thus as a source of sulfur monomers, whanh then substitute some of the Te
atoms to form an alloyed structure, the so-callef&€(S) (instead of a core/shell structure like
CdTe/CdS), favorable for high photoluminescencentgua yield (Op.). Purification of the QDs
was performed by size-selective precipitation waitethanol or ethanol. Near-IR QD exciton abs

= 660 NM Aemissio= 712 nm) were then obtained, witdiameter of 4.3 nm (empirically determined
from the value Oftirst exciton abs @ccording to Yiet al)? andhigh ®p, (up to 0.72).

The nature of the QD/FA linker can play an impottasle in FA affinity for FRe and in the
cellular internalization of the conjugate due terist hindrance caused by the QD. In addition to
these phenomena, relative weak solubility of FAagueous media (1.6.f0mg.mL* at 25°C)
compelled us to add small hydrophilic PEG-type ¢irskQD 1 was linked to two different types of
amino-spacer, 2,2' (ethylenedioxy)-bis-ethylamiREG, QD2), and Jeffamine D-400 (Jef@D3).

In both cases, carboxylic groups at the surfacth®fQDs and amino groups of the spacers were
linked by an EDC/NHS-mediated coupling reactionrifiiation of CdTe(S)@TGA-PE& and
CdTe(S)@TGA-Jeff was realized by dialysis agaiafihe aqueous solution
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CdTe(S)@TGA-PEG (QD 2) and CdTe(S)@TGA-Jeff@D 3) were then linked to FAvia
EDC-mediated reaction. FA can be coupled througih he or y-carboxylic function, and it has
been reported that onlycarboxylic conjugates can bind to R *° Regardless it has been also
reported thaty-carboxylic-linked conjugates are predomin&hBurification of CdTe(S)@TGA-
PEG-AF (QD 4) and CdTe(S)@TGA-Jeff-AFQD 5) was performed by dialysis against saline

aqueous solution.

Spectroscopic characterization and photophysical mperties.Fig 1B shows the UV-Vis and
fluorescence spectra in water of CdTe(S)@TGA QDsplsml or not to jeff and jeff-FA. Fig 1C
shows the UV-Vis and fluorescence spectra in wate€dTe(S)@TGA QDs coupled or not to
PEG and PEG-FA. All absorption spectra of the QDs show typibabad peaks in the visible

region with tails extending to beyond 750 nm. Timission spectra are characterized by good

symmetry and a maximum at around 710 nm, meaniagnt aggregation occurs (aggregation of
QDs would result in red shifting in emission spacccompanied by broadening). In a same family
of QD (jeff or PEG spacer), fluorescence measurement showed a deandagensity as the linker
and the linker-AF is coupled to the QD. This pheeaon might be to buffer ions chelation by
PEG-type spacers, leading to fluorescence quenchingthe case of the QD-linkers
photoluminescence quenching. Recent works showatl KA can act as a good fluorescence
guencher, because of its flexibility and the stromigractions between its carboxyl groups with
surface Cd atom¥: °? This photoluminescence quenching by FA is a typ®&ern-Volmer

quenching behavior driven by collisions betweendm#l the Q>

Preliminary evaluations of dark cytotoxicity and phatodynamic activity. In order to

examine the potential of CdTe(S)-type QDs to pra@photodynamic activity before optimizing
of experimental conditions using RSM, we first detimed cytotoxicity and photocytotoxiocity of
QD 4 on KB cells (Fig. 2). MTT test was used to evaduidte dark cytotoxicity of QD solutions for
concentrations ranging from 10 to 100 nM. In theeaize of light exposure and after almost all
incubation times (1, 3 and 6 hours) of cells witloactive QDs, yielded a surviving cell fraction
higher than 50% for all concentrations up to 100 {#4. 2). A convenient viability is generally
accepted above 80%, leading to a concentrationDsf §hould not exceed 10 nM. A 1h-incubation
time of cells with QDs at this concentration, quite cytotoxic effect was observed (Fig. 2A).
Indeed, all subsequent experiments were carriecionbn-cytotoxic concentrations inferior to 10
nM. These cytotoxic concentrations are widely lowem those described for tetraphenylporphyrin
conjugated with folic acid, varying from 0.5 to BM** or compared to other usual photosensitizer.
Reasons for this may include the chemical propeieQDs in biological medium. Reports in the
literature suggest that QDs are non cytotdkic*™>®
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cytotoxicity due to different physicochemical profes and exposure concentratiGis® Whereas
QDs at 5 nM incubated 3 hours displayed a weakgalyoamic activity in KB cells at 1 J/ém
increasing significantly the fluence dose enhartbedohotodynamic efficiency (Fig. 2B). The D
value of QD 4 was 7 J/crh According to Samia al., cadmium chalcogenide QDs can generate
'0,, with a quantum vyield of 5 % in toluef®We aimed at giving prominence to the fact that
hydrophilic CdTe(S) QDs can genera@ or more generally ROS, in order to use them asva n

class of photosensitizer in PDT.

Experimental design and photocytotoxicity of QDsWe conducted a factor analysis study

based on a fractional factorial deSIYrANOVA results are presented in Table 3. Negatiakies

of the model coefficients mean that the associdéetbr modalities lead to a decrease of the
viability and their absolute value quantify the miigdes of the decrease. According to the
Student’s t-test values, two parameters appeaiga#ficant: b1A and b2A associated with QD
concentration and time of contact, respectivelyhadfactor modalities emerge as significant: b4C
and b4D corresponding to fluence. We cannot reddpmaject the assumption of non-influence on
the viability response of the QD type as by exangnialues of the model coefficients, we note a
substantial difference between (b5A, b5B) and (W&&D). The former (QD conjugated with folic
acid) are negative while the latter (without fadicid) are positive, meaning that the conjugates lea
to a decreased viability while the absence of faticl implies an increased viability.

To corroborate the previous results, new experimavith additional factor modalities were
carried out and a refined analysis was performedofaby factor. As previously evaluated,
photocytotoxicity tests were performed on two diekes, KB cells acting as a positive control due
to their overexpression of F&- and HT-29 cells lacking FBR; as negative contr8l
Photodynamic efficiency conditions are relatedi® ninimization of the response values. Whereas
QDs at 0.1 and 2.1 nM displayed a weak photodynauiwity in both cell lines, an increased
concentration of QDs significantly enhanced photwayic effect with a median drop of about 40%
of the viability (Fig. 3A). As illustrated in Figar3B, a time of exposure of 6 hours was more
efficient (median viability drop of about 20%) coarpd to a short incubation time of 1 hour.
Figure 3C shows that the photodynamic effect led tiose-dependent response even if the effect of
the fluence appears less pronounce than the twaopie factors (median viability drop of about
10%). The absence of irradiation wavelength infageion the viability response was confirmed

(data not schown).

Selective delivery.The specific involvement of the FR in mediatinglalr uptake was

evaluated by no significant effect of conjugatedsQIDHT-29 cells (Fig. 4A) compared to KB cells
(Fig. 4B). No significant decrease of the respdins®D 4 and5 in HT-29 cells lacking FRx, was
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indeed evidenced. According to DoE, PDT usiQP 4 and 5 improved significantly the
photodynamic efficiency compared@D 1, 2 and3 (p<0.0004). However, even if an improvement
of both conjugated QDs responses was observedjvalrmeasurements demonstrated that
conjugateQD 4 was more efficient tha@D 5 (median viability drop of about 10%). The QDs
functionalization by a PE£xoating is probably the most efficient strategymprove solubility and

to avoid degradation. Many studies have indeed dstrated the positive effect of PEG-type
ligand on the bioavailability and immunogeniéfty’ of such particles. However, using Jeffamine
as spacer interacts with QDs response. The natuhe dinker could influence chemical properties
and therefore photodynamic activity. Indeed, thespnce of a spacer brings flexibility to the
molecule, and its length, as well as the natuth®inolecule attached to it, may impact on receptor
affinity.®® ®In another previous work, folic acid was conjugate 4-carboxyphenylporphyrivia
two short linkers that were different in nature burhilar in size. Both conjugated photosensitizers
showed improved intracellular uptake in KB cellssid) a short PEG, 2,2’-(ethylenedioXyis
ethylamine, as spacer arm, we demonstrated thafptiaée of this conjugate was on average 7-fold
higher than tetraphenylporphyrin used as a referemd that the cells were significantly more
sensitive to folic acid-conjugated porphyrin-meethPDT?* More recently, we demonstrated that
in vivo selectivity ofmetatetra(hydroxyphenyl)chlorinnt THPC)-like photosensitizer conjugated
to folic acid exhibited enhanced accumulation in &Borsin vivo compared tonrTHPC, 4 hours
after intra-venous injectioff. Tumor-to-normal tissue ratio exhibited a very iating selectivity
for the conjugate (5:1) in KB tumors. In this studye evidenced that an incubation time of 6 hours
was moreefficient compared to 1 hour; an aspect that isortgmt for folic-acid-mediated drug
delivery concerns the rate of FR recycling betwdbe cell surface and its intracellular
compartments. Accumulation of folate conjugateskid cells will depend upon not only the
number and accessibility of FR on the cell surfabaes also the time required for unoccupied
receptors to recycle back to the csllirface for additional conjugated QDs uptake. Using
radioactive conjugates, Paulesal. found empty FRto unload their cargo and return to the cell
surface in about 8 to 12 houfsBy this approach, we also demonstrated that fadid improves
selectivity of PDT. Using folic acid-linked drugs & FR-targeting strategy can be considered as an
efficient method to improve selectivity of anti-can treatment, specifically to folate receptor

positive (FR+) cancer cells.

Optimal PDT Modalities. The values of model coefficients (Table 3) can dsauseful to get a
first idea of the optimal PDT modalities. The belsbtocytotoxic effect was obtained with 1Q® 4

on KB cells with an incubation time of 6 hours,ancentration of 8 nM and a fluence of 16 Jicm
Validation experiments were carried out to test #@mhanced photocytoxicity response of the
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previously selected PDT condition. Results preskmd-igure 5 confirm tha®D 4 and5, i.e. with
folic acid, induce a photocytotoxic efficiency. Qbave already been explored as potential agent
for PDT. They are considered to be energy donodgstla@ possibility for energy transfer between
QD and cell molecules has a potential to induceegdion of ROS although results in the literature
have been contradictofy.Some studies find statistically significant RO8duction from QDs and
others noné? It appears that QDs with CdSeand CdTé&" are very efficient at ROS generation
while core/shell CdSe/ZnS does not produce sigmiidROS by itself* "> Many authors used
FRET (Forster Resonance Energy Tranfer) mechanamroduce’O, between a QD and a
photosensitizer. The first demonstration of a coration of QD with PDT photosensitizer with
FRET to facilitate the excitation of a phthalocysmivas described in 2003 by Samial.*® Shiet

al. proved that a water-soluble CdTe QD with 2-aminae#thiol as surface stabilizer was not able
to produce singlet oxygen by itself but did aftexcimtion of a mesetetra(4-
sulfonatophenyl)porphine dihydrochloride compoundOdTe QDvia electrostatic interacatiofi.
Without using FRET mechanism, Samiaakthave also demonstrated in 2003 for the first tihee
emission of'O, at 1270 nm generated after photoactivation of dytobic capped CdSe QDs
under excitation at 488 nm witfD, quantum vield of around 5% in tolue#feCooperet al. studied
the potential of CdSe/ZnS QDs for ROS producfioROS assays in solution were performed by
using sensor green while ROS generation inside wa&re done by using 5-(and 6)-chloromethyl-
2',7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate, acetgbter (CM-H2DCFDA, in Vitrogen). They
showed that CdSe/ZnS make ROS although negligiinigles oxygen. Anas 2008 found also
formation of'O, and that prolonged photoactivation of a CdSe zZaSpasmid DNA conjugate at
512 nm resulted in the breakage and damage of BNRlarkeet al. reported that photoactivation
of QD-dopamine complex internalized in A9 cellsules also in DNA damage due to the

production of0,.”

Conclusion. We have synthesized and photophysically charae@rCdTe(S)-type QDs. Their
cytotoxicity and phototoxicity after light irradiah were evaluated, and tend to prove that QDs
could be used as photosensitizer for PDT. For aunaton under 10 nM, with an incubation time
less than 8 hours, QDs show no significant cytatioxiwithout light irradiation. On the other hand,
we demonstrated that CdTe(S) QDs have photoseangitiroperties, leading to a possible use to
promote a photodynamic effect. A factor analysigdgtbased on a fractional factorial design of
experiments enabled us to determine significardupaters in PDT and a first optimized response
of cell mortality with folic acid-conjugated QDs. &\therefore hope th&D 4 could be proposed

for improved selectivity of FR-positive cells. Foliacid-conjugated QDs may have some
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advantages, in particular because of the largerbhsoe cross-section and the tunable optical

properties.
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Figure 1. (A) Photophysical properties of quantum dots. Molarinekibn coefficients and
fluorescence quantum yield QD 1, 2, 3, 4 and5. Typical absorption and normalized fluorescence
spectra of : (BRD 1 (blue line),2 (red line), and} (red dotted-line). CQD 1 (blue line),3 (green

line) and5 (green dotted-line). (UV-visible spectra normatizelative to absorbance at 550 nm).
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Figure 2. (A) Measurement of PDT sensitivity of KB cellsated with FA-conjugate@D 4. Cells
were exposed to QDs in a concentration range aiM@L.00 nM for 1 (light gray), 3 (dark grey)
and 6 hours (black). (B) Survival curves obtaineddells incubated with QDs at 5 nM for 3 hours
incubation before irradiation to increasing doskebght from 1 to 20 J/cm2. Measurement of PDT
sensitivity for the QDs were obtained by MTT teté points show the mean + SD, n=69<0.05

vs. previous fluence dose.
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each case, the other factors take values undexierimental domain as specified in Tables 1 and

2. Measurement of PDT sensitivity for all QDs typeslidfierent conditions were obtained by MTT

test (data points show the mean + SD, n=6).
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Figure 4. Boxplots of the measured responses in relation thghQDs type and the cell modal)(
HT-29 and B) KB. Measurement of PDT sensitivity for the QDsldferent conditions were
obtained by MTT test (data points show the meaDr:-6).

100 1

Survival (%/control)

4 5

Figure 5. Measurement of PDT sensitivity of KB cells expose®D 4 and5 under dark condition

(white), irradiated at 515 nm (grey) and 650 nma¢k). According to the optimal conditions
deduced from RSM, at 515 nm, cells were incubated @Ds (5.6 nM) for 8 hours before light
irradiation (fluence of 12 J/cm?) at a concentratad 5.6 nM. At 650 nm, cells were irradiated
under a fluence of 10.5 J/cm? after incubation Vb 4 and5 at a concentration of 8 nM. Data

represent mean x SD for four independent experisnent
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Conclusions & Perspectives

Dans le cadre d’une amélioration de l'efficacité ldePDT, les choix du PS utilisé, la
stratégie d’adressage et/ou de vectorisation & desimétrie s’averent cruciaux. En effet, les
propriétés photocytotoxiques du PS sont directeriées a ses propriétés photophysiques,
comme son absorption et sa capacité a générerRi®@s.Ebe méme, la distribution tissulaire
du PS dépend directement de sa sélectivité vis-aeas cellules tumorales. Or, il est possible
d’améliorer les résultats d’'un traitement par PIAF futilisation de nouveaux PSs adaptés a
une utilisation en PDT anticancéreuse et de madcul’adressages spécifigues des
caractéristiques phénotypiques des tumeurs, aussidg vecteurs transportant efficacement
ces PS. De plus, l'efficacité du traitement seraément dépendante du mode d'illumination

de la tumeur (dose de lumiere et mode d’irradiation

Le premier théme abordé au cours de ce travaihdseta été la fonctionnalisation de
dendrimeres PAMAM par des PSs de type porphyridgses avoir fonctionnalisé des
dendriméres PAMAM de ®' génération sur I'ensemble de leurs fonctions périgues,
nous avons démontré la faisabilité d’un coupladectéde porphyrines sur des dendrimeres
de demi-génération. Ces composés ont été obtermasdevtrés bons rendements, et I'étude
des propriétés photophysiques des PSs conjugsasioir I'absorbance et la fluorescence, a
permis de démontrer qu'elles n’étaient pas altérég&tude du rendement quantique de
production en oxygene singul@,) a montré qu’'un phénomeéne d’agrégation des PSsspeu
produire, di a une proximité spatiale des compgskéstosensibles. Cependant, une
formulation de ces composés PAMAM/porphyrines campnt 0,2% de bromure de
cétyltriméthylammonium, un surfactant cationiquermpet d’éradiquer ce phénomene et de
retrouver un®, tres proche de celui de la porphyrine non conjaquése comme référence.

Cette nouvelle classe de dendriméeres asymétriqpretidnnalisés par des PSs de types
porphyrines se posent comme des éléments trés fieamse pour la construction de

dendrimeres fonctionnalisés sélectivement pourappdication en PDT anticancéreuse.

La deuxiéme approche abordée au cours de ce trdwaihése a porté sur l'utilisation
d’'une nouvelle classe de PS, les QDs, les premé&tekes mentionnant 'utilisation de QDs
pour des applications en PDT datent de moins damx Pour cela, nous avons synthétise des
QDs de type CdTe(S) dont les propriétés d’absampéb d’émission de fluorescence sont
situées dans le rouge et proche infrarouge aficodespondre a la fenétre thérapeutique de la

PDT anticancéreuse. ldéalement, les QDs que nuassapréparés présentent un pic
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excitonique situé entre 655 et 665 nm afin de spwadre aux conditions optimales en
clinique (bonne pénétration de la lumiére dangisssis). Le protocole de synthése développé
nous a permis d’obtenir des QDs hydrophiles de Gg€e(S) stabilisés par un ligand de type
acide thioglycolique (ATG). Le choix de ce ligang@mis d’élaborer des QDs efficacement
stabilisés grace a la forte interaction entre kdiase du QD et I'extrémité thiol de ce ligand.
De plus, ce choix permet d’obtenir des QDs hydrdeshjrace a I'extrémité carboxyle qui va
servir de site de greffage pour les conjugaisohgrés a des molécules d’'adressagela
creation de liaisons amides. Nous avons égalengimhigé I'application de I'électrophorése
capillaire de zone a la caractérisation de ces QDFe(S)@ATG. Cette méthode rapide,
facile a mettre en ceuvre, peu codteuse en moyen gtoduit, nous a permis de caractériser
’lhomogénéité des échantillons de QDs issus desgshde purification par précipitation
selective. En effet, la mobilité électrophorétique,) d'un QD est fonction de sa taille, et
chaque population homogéene en taille de QD aurac danméme W, Ainsi, apres
identification des différentes populations de QRmtenues dans un mélange réactionnel
polydisperse, il est alors possible d’identifierdvaluer la dispersité en taille de chaque
fraction issue des étapes de précipitations sedstiet donc l'efficacité des étapes de

purification.

La troisieme approche abordée a été I'étude dedsmdge des QDs par I'AF. Dans un
premier temps, nous avons couplé avec succes KRAsvia deux bras espaceurs de type
polyéthyléne glycol, la 2,2’-éthylenedioXys-éthylamine (PEQ et la Jeffamine D-400
(Jeff). Des test#n vitro évaluant la photocytotoxicité, ont validé I'acté&/iphotodynamique
des QDs. Afin d’évaluer les facteurs influancamtctivité photodynamique des QDs, nous
avons mené une étudevitro des modalités de photocytotoxicité de ces compagigant la
meéthodologie des plans d’expérience. Cette apprackhis a permis de déterminer I'impact
des différents facteurs expérimentaux (adressagd’Adg, concentration en QD, fluence,
temps d’incubation, longueur d’'onde d’excitatiodignée cellulaire) sur la réponse cellulaire,
et nous a permis plus particulierement de mettréwiaence I'apport d’'un adressage de PS
par I'acide folique pour une PDT visant des lignéelkulaire surexprimant le récepteur a AF
(RF). Les résultats obtenus par analyse de lanaigANOVA) ont démontré que pour une
concentration inférieure a 10 nM, les QDs ne priesgnpas de cytotoxicité a I'obscurité
notable sur aucune des lignées cellulaires tedBées.qu’une faible activité photodynamique
n’ait été trouvée pour une concentration en QD&,dlenM, une augmentation de la dose a 8

nM & permis de mettre en évidence une activitéquymiamique accrue des QDs, caractérisée
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par un profil de réponse cellulaire fluence-dépandaes résultats des conjugués QD-AF ont
également montré une différence statistique sicptifte de réponse cellulaire entre les
lignées KB et HT-29, mettant ainsi en évidence pauot d'un adressage par I'AF envers des
lignées tumorales FR+. L’approche statistique téf@ar les plans d’expérience a également
permis d’optimiser les conditions expérimentalesP@d in vitro, et nous a ainsi permis de
valider l'intérét d’'une utilisation de conjugués B dans le cadre d'une stratégie PDT

anticancéreuse.

Le vecteur choisi, les dendrimeres de type PAMAMyg a la fois le réle de vecteur
hydrophile de PS hydrophobes, mais aussi de platefo multifonctionnelle. Sa
fonctionnalisation asymétrique ouvre en effet laeva une potentialisation de ce type de
structure, notamment par la fonctionnalisation fe&tions périphériques restées libres par
diverses molécules d’adressage. Neéanmoins, le a@weient de la stratégie
divergente/divergente de fonctionnalisation asyiméér de dendriméres par des PSs reste
d’actualité, que ce soit dans I'optimisation du moenet du type de structure (PS et agent
d’adressage) a greffer a sa surface, ou du cordedla géolocalisation des PSs couplés afin
de se dedouaner completement des phénomeénes diigrédres souvent préjudiciables pour

leurs propriétés photophysiques.

L'utilisation des QDs comme agents photosensibitisapotentiels a abouti au
développement de protocoles de synthéses permettiaiention de QDs adaptés a la fenétre
thérapeutique de la PDT anticancéreuse. Cette clppra été assez peu développée, et seuls
guelques travaux évoquent la possible utilisatioecte de QDs comme PS. En effet, la
grande majorité des travaux évaluant l'intérét idagr des QDs en PDT suggerent leur
emploi dans une stratégie FREH6(ster Resonance Energy Transfedu le QD, couplé a un
PS organique, agirait comme donneur d’énergieertis également nécessaire de mener des
études de I'impact sur I'activité photodynamliqueld composition et la structure du cceur du
QD, mais également de la composition de sa surfpoe,ce soit par ajout de couches de

passivation ou un choix différent des ligands $isdieurs.

De plus, la composition actuelle des QDs, qui soajoritairement a base de semi-
conducteurs constitué de métaux lourds, est um fpetentiel a leur utilisationn vivo.
L’élaboration de QDs résistant aux dégradationgaetiées en milieu biologique ou alors
composés de métaux moins toxiques nécessite desyvengr les recherches. Diverses
approches peuvent étre alors envisagées, commnigséition de compositions plus résistantes
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gue CdTe aux dégradations, comme les phosphunediutin InP, ou le caractere covalent
prononcé de la liaison In-P peut étre gage d’'uargalge moindre des composants dans le
milieu biologique. Il est également possible diggl des métaux moins toxiques que le
cadmium, comme le zinc (principalement ZnO et Zre®)jf comme structure de cceur du
QDs, soit comme couche de passivation isolant larcaebase de Cd du QD du milieu
extérieur. Cette passivation peut étre égalemetlisé® par des matériaux inertes comme la
silice ou des polymeéres, qui vont protéger le QDtalde dégradation et ainsi prévenir tout
relargage de composeés toxiques, permettant ain@lade préserver son intégrité jusqu’a son

élimination par I'organisme.

L’adressage par I'AF a permis une amélioratimrvitro de I'efficacité du traitementia
les QDs fonctionnalisés. Il serait nécessaire d@fomdir notre connaissance sur les
mécanismes générant I'effet photocytotoxique des,QDtamment déterminer lesquels sont
prépondérant entre ceux de type | et ceux de tygdnke étude de ces deux mécanismes est
possible par I'utilisatiorin vitro de quenchers, physiques ou chimiques, spécifigd€s et
aux autres EROs afin de déterminer I'importancectiecun de ces deux phénomenes dans
I'activité photodynamique du QD. Il est égalemeosgible d'utiliser des sondes fluorescentes
qui, aprés avoir réagi spécifiguement av€r ou une autre ERO, verront leur signal
d’émission de fluorescence altéré (augmentatiordiminution de lintensité du signal), ce
qui va permettre un suivi dans le temps de la igjpétd’activité photodynamique du QD.

Une étude portant sur la localisation intracell@ale ces composés permettrait de mieux
comprendre leur action cytotoxique. En effet, il pessible par microscopie confocale de
suivre en temps réel la distribution intracelldanles PSs, et ainsi déterminer les zones
d’action de la PDT induite par ces PSs. Cette épsimettrait de déterminer non seulement
guels organites sont affectés par ce traitementis négalement, si la distribution
intracellulaire évolue au cours du temps, de dét@ani’instant ou le traitement sera le plus
efficace.

Dans un contexte ou l'utilisation des nanopartisukn particulier dans le domaine de la
santé, est largement controversée, il serait naicesd'évaluer, a cause de leur toxicité
intrinseque, le devenir a plus long terme des QDmse de métaux lourds. Peu d’études
portent sur cet aspect, notamment du fait du dékcessaire a la dégradation et
'accumulation des résidus de ces QDs dans lasstigt a I'apparition des pathologies liees a

une intoxication par des métaux lourds. En effetmlajorité de la littérature traitant de ce
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sujet n’étudie que rarement la cytotoxicité des @D<slela de 48, voire 72 heures, et le plus
souvent ou cours d’études réaliséesvitro. Un suivi de I'élimination du cadmium serait
possible en dosant la quantité éliminée par lessvoaturelles, et ainsi déterminer la quantité
de Cd qui s’accumule dans I'organisme. Il seraitsapossible de déterminer, pour un type de
QD donné, le ratio Cd injecté/Cd accumulé, et emétation avec les résultats issus des
travaux portant sur la toxicité du Cd, durant ledgues doses |étales de cet éléments ont été
déterminées, il serait alors possible d’évaluagguantité de QD pour laquelle 'accumulation
de Cd s’avere dangereuse pour la santé.

D’'un point de vue environnemental, le devenir desnqum dots mérite beaucoup
d’attention. Le cadmium qu’ils contiennent, rejps I'organisme, va contaminer les stations
d’épuration, et notamment s’accumuler dans les assues du traitement des eaux. Ces
boues vont alors pouvoir polluer les sols aussi bie surface qu’en profondeur, de méme que
les cours d’eau et les nappes phréatiques. Le calma alors pouvoir étre absorbé par la
matiére organique présente dans les sols, et paéqaent étre absorbé par les végétaux, ce
qui induira une intoxication de tous les organismessen consomment. Suivant ce principe,
en plus d’étre une réelle menace pour de nombreagystemes, le risque d’intoxication de
’lhomme s’en retrouve fortement augmenté, le cadmpouvant étre bio-accumulé dans les

viandes des animaux de prairies, les poissonsréegttes les moules et les huitres.

Dans le but déviter ces problemes de cytotoxiaie,nouvelles nanoparticules ont été
développées dans le cadre d’'une application a [a. RDus pouvons citer celles a base de
matériaux inertes comme la silice qui peuvent irclles PS organique mais aussi un cceur a
base métaux lourd, qui serait alors isolé du migepréviendrait ainsi tout largage, dans le

cadre d’'une stratégie bimodale (PDT couplée aid@djerie par resonnance magnétique).

La sélectivité accrue du PS envers les tissus tamxopourrait étre abordée sur un plan
plurimodal. En effet, que ce soit pour des vectelaraype dendrimeres ou des PSs de type
QDs, leurs surface multifonctionnalisable offreplassibilité de coupler plusieurs molécules
d’adressage afin d’en accroitre la sélectivitépkis de la multiplication potentielle du type et
du nombre d’agents de reconnaissance cellulairserit également possible d’envisager
'emploi de peptides permettant de cibler spécdiment un compartiment cellulaire comme

le noyau, et ainsi adresser le PS au niveau deattepla plus sensible de la cellule.
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