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« La vie, c 'est comme une bicyclette. Pour garder son equilibre, ilfaut avancer. » 
Albert Einstein 

« 5*/ tu ne sais pas oil tu t'en vas, tu risques de mettre longtemps pour y arriver. » 
Proverbe Touareg 

Ce memoire est dedie a tous ceux et celles qui croient en I 'enrichissement des competences en 
recherche et a ces gens experimentes/conferenciers qui transmettent de bon cceur leur savoir et 
surtout leur savoir-faire et leur savoir-etre a la releve. Mercil 
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Resume 

Introduction : La radiotherapie et la phototherapie consistent a cibler specifiquement les cellules 

cancereuses. Les cellules et tumeurs cancereuses absorbent davantage les porphyrines que le tissu 

normal. Bien que quelques photosensibilisateurs aient ete approuves en clinique, aucun 

radiosensibilisateur n'a ete approuve jusqu'a present. D'intenses efforts de recherche se devouent a 

ameliorer I'efficacite et a minimiser les effets secondaires des photo- et radiosensibilisateurs. Les 

halogenes et le metal central dans les porphyrines modifient la duree de leur etat excite. Plus I'etat excite 

dure longtemps, plus d'especes reactives sont generees pour medier I'elimination therapeutique des 

cellules cancereuses. Le but de cette etude: comparer par une etude structure-activite les proprietes 

photo- et radiosensibilisatrices de porphyrines cationiques bromees. 

Methodes : Une serie de porphyrines cationiques ont ete synthetisees avec des bromes en position R- ou 

W-allyl. La survie metabolique des cellules cancereuses a ete mesuree par un essai MTT apres une 

therapie photodynamique en utilisant tout le spectre visible. D'autre part, la survie globale des cellules a 

ete mesuree par un essai clonogenique apres une irradiation de 0 a 6 Gy avec des rayons gamma 

provenant de sources de 60Co. La microscopie confocale a fluorescence a montre la localisation 

cellulaire des porphyrines cationiques. 

Resultats : A une concentration de 1 |jM, le sensibilisateur le plus efficace a la fois comme photo- et 

radiosensibilisateur portait huit bromes en position A/-allyl. La microscopie confocale a fluorescence a 

revele un ciblage specifique des mitochondries et un peu au noyau. 

Discussion : L'augmentation des proprietes radio- et photosensibilisantes par I'ajout de bromes en 

position A/-allyl sur des porphyrines cationiques pourrait etre exploitee pour developper de nouveaux 

agents radio- et photosensibilisants pour traiter le cancer en combinaison avec la radiotherapie ou en 

therapie photodynamique. 

Mots-clefs : Porphyrines, cancer, radiosensibilisateurs, photosensibilisateurs, metalloporphyrines, brome. 
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Introduction 

1. Le cancer 

1.1. Generalities 

On estime que 72 700 personnes auront ete victimes du cancer au Canada en 2007. Pres de 159 000 

personnes au Canada auront ete bouleversees par un diagnostic de cancer I'an dernier. D'apres les taux 

d'incidence actuels, 39 % des Canadiennes et 44 % des Canadiens seront atteints d'un cancer au cours 

de leur vie. D'apres les taux de mortalite actuels, 24 % des femmes et 28 % des hommes, soit environ 1 

Canadien sur 4, mourront du cancer. Considerant que I'augmentation du nombre de nouveaux cas de 

cancer est principalement attribuable a la croissance demographique et au vieillissement de la 

population, on prevoit done une croissance du nombre de cancers dans les prochaines decennies 

(MARRETTefa/,,2007). 

En 1971, le president americain Richard Nixon declarait la guerre au cancer en s'armant du National 

Cancer Act. D'autres pays, dont le Canada, investissent aussi dans la lutte contre le cancer. Les milliards 

de dollars investis depuis dans la lutte contre le cancer ont permis aux chercheurs de mieux comprendre 

la maladie et de faire progresser modestement, mais surement les methodes diagnostiques et de 

traitement. Au Canada, depuis 1994, les taux de mortalite causes par tous les cancers combines et par 

la plupart des cancers diminuent chez les deux sexes, sauf pour le cancer du poumon chez les femmes 

et le cancer du foie chez les hommes. Bien que ces progres soient encourageants, le cancer demeure la 

2e cause de mortalite au Canada, tous ages confondus (SOCIETE CANADIENNE DU CANCER, 2008). 

Selon les taux d'incidence du cancer mentionnes ci haut, pres de la moitie des Canadien(ne)s atteints de 

cancer au cours de leur vie en mourront. 
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1.2. Cancer du sein 

Dans la presents etude, nous avons utilise comme modele la lignee cellulaire MDA-MB-231, soit une 

lignee humaine de carcinome mammaire. En effet, partout dans le monde et au Canada, le cancer du 

sein s'avere le cancer le plus frequent chez les femmes adultes de tous ages, occupant a lui seul 22 % 

des diagnostics de cancer chez les femmes. On estime que 22 000 Canadiennes regoivent un diagnostic 

de cancer du sein chaque annee. Une femme sur 9 au Canada sera atteinte d'un cancer du sein au 

cours de sa vie. Le cancer du sein constitue la cause la plus repandue de deces par cancer chez les 

femmes de moins de 50 ans. Ce cancer tue environ 5 300 femmes par annee au Canada, soit 

['equivalent d'une femme sur 27. La survie s'ameliore graduellement depuis les annees 1970, et de 

maniere significative depuis 1989, surtout dans les groupes d'age ou Ton recommande le depistage (50 a 

59 ans et 60 a 69 ans). Bien que ces progres soient encourageants, on rapporte encore beaucoup de 

cas de recidive tumorale, appelee «recurrence» en anglais (SOCIETE CANADIENNE DU CANCER, 

2008). 

Dans les cas de recidive du cancer du sein, les pathologistes classifient souvent les patientes selon les 

criteres suivants: 

ER+ : dont la tumeur exprimait les recepteurs aux oestrogenes; 

ER-: dont les recepteurs aux oestrogenes etaient indetectables dans la tumeur; 

Node +: dont la biopsie des noyaux lymphatiques indiquait de I'invasion par les cellules 

cancereuses; 

Node -: dont la biopsie des noyaux lymphatiques ne demontrait aucun signe d'invasion. 

Sans therapie adjuvante et apres le retrait d'une tumeur cancereuse du sein ER+, au bout de 5 ans, 

environ 20-25 % de recidive a ete observee chez les femmes Node -; pres de 50 % chez les Node +. Au 

bout de 10 ans, on note 30-35 % de recidive dans les cas de Node - et 60 % de recidive dans les cas de 

7 



Node + (EARLY BREAST CANCER TRIALISTS' COLLABORATIVE GROUP, 1998). Les survivantes du 

cancer du sein renseignees sur ces statistiques craignent evidemment la recidive de leur cancer. Un 

traitement capable de diminuer significativement les taux de recidive pourrait ameliorer leur qualite de vie 

et la duree moyenne de leur survie apres le traitement du cancer. Des traitements adjuvants bases sur 

des radio/photosensibilisateurs pourraient diminuer efficacement ces taux de recidive. 

1.3. Les types de morts cellulaires 

Plusieurs types de morts cellulaires peuvent etre induits par les radiations et les agents cytotoxiques en 

fonction de leur dose, du type de cellules et des dommages engendres chez celles-ci. Des definitions 

des differents types de morts cellulaires abordees sont foumies ci-dessous. Les principaux types de 

morts cellulaires radioinduites sont les suivants: la mort immediate, la mort mitotique, la moil differee, la 

senescence, I'autophagie et I'apoptose (HENNEQUIN ef a/., 2008). Quant aux types de morts cellulaires 

induites par la therapie photodynamique, il s'agit principalement de I'apoptose, parfois de la necrose. Le 

type de mort cellulaire induit par la therapie photodynamique depend de la nature des sensibilisateurs, 

de la dose d'energie lumineuse, de la duree d'incubation des cellules avec le sensibilisateur et du type 

cellulaire (CHAN, et al., 2000); (DELLINGER, 1996); (FABRIS ef al., 2001); (ROUSSET et a/., 2000); 

(WYLD et al., 2001). Certains auteurs mentionnent et caracterisent d'autres types de morts cellulaires 

encore controversies. Certains de ces types de morts cellulaires s'apparentent a des combinaisons 

entre deux types, par exemple une apoptose incomplete qui se termine en necrose probablement en 

raison d'un manque d'energie de la cellule pour completer la sequence apoptotique (HSIEH era/., 2003). 

La localisation du sensibilisateur dans les cellules determine aussi le type de mort cellulaire. Les 

dommages generes a des sites subcellulars distincts en therapie photodynamique pourraient 

declencher des mecanismes distincts de mort cellulaire. Par exemple, des sensibilisateurs localises a la 

membrane cellulaire causeraient des pores dans la membrane cellulaire et meneraient a la necrose; des 
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sensibilisateurs localises dans I'appareil de Golgi provoqueraient la formation de vacuoles et un 

phenomene de retrecissement/fragmentation de la cellule (HSIEH et al., 2003). De surcroit, la generation 

d'especes reactives de I'oxygene (ROS) au site de localisation du sensibilisateur active des voies de 

signalisation intracellulaire pouvant mener a I'apoptose, neanmoins, selon le sensibilisateur utilise, le 

programme d'apoptose n'est pas toujours complete. Lorsque le sensibilisateur est situe a la membrane 

cellulaire, les voies de signalisation declenchees sont: JNK et la caspase-3, le clivage de PARP et 

PAK2, puis indjrectement la perte de la permeabilite de la membrane mitochondriale. Un stress oxydatif 

important, comme un exces d'especes reactives de I'oxygene generees a la mitochondrie (par un 

sensibilisateur localise sur ou dans la mitochondrie par exemple) peuvent aussi affecter la permeabilite 

des membranes mitochondriales. La perte de permeabilite de la membrane mitochondriale est associee 

avec une dysfonction de la mitochondrie, detectable lors de I'apoptose et de la necrose (HSIEH et al., 

2003); (HIRSCH etal., 1997); (KROEMER et al., 1997). 

1.3.1. L'apoptose 

L'apoptose constitue le plus connu des types de morts cellulaires programmees. Les deux principales 

voies apoptotiques s'appellent la voie intrinseque (ou voie mitochondriale) et la voie extrinseque. Ces 

deux voies peuvent etre reliees et les molecules impliquees dans une voie peuvent influencer I'autre 

voie. II existe aussi une troisieme voie, la voie perforine/granzyme. Puisque cette demiere implique les 

lymphocytes T, elle ne sera pas detaillee dans cet ouvrage, car il est peu probable que cette voie de 

l'apoptose soit pertinente pour la therapie photodynamique ou pour la radiotherapie. 

La voie intrinseque est declenchee par des stimuli qui initient a la mitochondrie des signaux 

intracellulaires sans passer par les recepteurs de mort cellulaire a la membrane plasmique. Ces stimuli 

peuvent agir de maniere negative ou positive. « De maniere negative» signifie I'absence d'un signal 

(facteur de croissance, hormone ou cytokine) de survie pour inhiber l'apoptose, par consequent un 
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stimulus negatif declenche par defaut I'apoptose. « De maniere positive» signifie la presence d'un 

signal (radiations ionisantes, toxines, hypoxie, hyperthermie, infection virale, radicaux libres) qui 

declenche I'apoptose en reponse a des dommages cellulaires. Tous ces stimuli causent des 

changements dans la membrane mitochondriale interne qui resultent en I'ouverture des canaux 

transmembranaires responsables de la transition de permeabilite, perte du potentiel membranaire 

mitochondrial et la relache dans le cytosol des deux principaux groupes de proteines pro-apoptotiques 

normalement sequestrees dans I'espace intermembranaire mitochondrial. Le premier groupe inclut le 

cytochrome c, SMAC/DIABLO et la serine protease HtrA2/Omi. Le cytochrome c lie et active Apaf-1 et la 

procaspase-9 pour former I'apoptosome. Le deuxieme groupe inclut AIF, I'endonuclease G et CAD, qui 

sont relaches tardivement dans le processus de I'apoptose. AIF transloque au noyau et cause la 

fragmentation de I'ADN et la condensation de la chromatine nucleaire peripherique. L'endonuclease G 

transloque aussi au noyau ou elle dive la chromatine nucleaire en fragments d'ADN oligonucleosomaux. 

CAD est ensuite relachee de la mitochondrie et transloque au noyau ou elle est clivee par la caspase-3 

puis provoque la fragmentation de I'ADN oligonucleosomal et une condensation plus prononcee et plus 

avancee de la chromatine (ELMORE, 2007). 

La voie extrinseque est declenchee par des stimuli qui impliquent des interactions entre ligands et 

recepteurs transmembranaires de mort cellulaire a la membrane plasmique. Ces recepteurs de mort 

cellulaire font partie de la superfamille de recepteurs TNF (Tumor Necrosis Factor), qui possedent tous 

des domaines extracellulaires riches en cysteines et des « domaines de mort» cytoplasmiques d'environ 

80 acides amines. Lorsque le ligand se lie au recepteur de mort cellulaire a la surface de la cellule, une 

ou des proteines adaptrices sont recrutees a partir du cytoplasme pour se lier aux « domaines de mort» 

du recepteur. La proteine adaptrice s'associe a la procaspase-8 grace a la dimerisation des « domaines 

de mort effecteurs». Le DISC (death-inducing signal complex) est ainsi forme et il en resulte une 
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activation auto-catalytique de la procaspase-8, Une fois la caspase-8 activee, la phase d'execution de 

I'apoptose est declenchee (ELMORE, 2007). 

Death tigands 

Death receptors 

etS membrane 
Other pro-apoptotic signak 

8CL2 family 

Other BCU 
famiSv proteins 

• J I M A --Cytochrome c 

APAF1 

Executioner 
caspase actuation 
{caspase-3 and -7 

Procaspase-9 

Figure 1: Apoptose (OW et al., 2008) 
A gauche, la voie extrinseque; a droite, la voie intrinseque de la phase d'initation de I'apoptose. 
Bid, Bak, Bad font partie de la famille Bcl-2, des proteines qui controlent regulent les 
evenements apoptotiques. 

L'apoptose se divise en trois phases: initiation, ['execution et la degradation. L'initiation peut emprunter 

la voie intrinseque, ou la voie extrinseque ou la voie perforine/granzyrne. L'execution est la phase 

commune ou se confirme la decision d'entreprendre ou non le processus de mort cellulaire programmee 

et organisee. La degradation consiste en I'activation d'hydrolases cataboliques, de caspases et de 
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nucleases. La phase de degradation est necessaire a I'acquisition des caracteristiques morphologiques 

d'une apoptose complete (COSTANTINI etal., 2000); (KROEMER etal., 1997). 

Les caspases sont les principaux executants de I'apoptose. Les caspases, des cysteine-proteases, 

clivent leurs nombreux substrats apres un residu aspartate. On peut les classifier en deux groupes, selon 

leur specificite de substrat et la longueur de leur prodomaine. Les caspases initiatrices -2, 8, 9 et 10 

activent les caspases effectrices (phase d'execution). Les caspases effectrices -3, 6 et 7, clivent les 

cibles cellulaires responsables de la mort cellulaire (COSTANTINI ef a/., 2000); (YANG et al., 2003). II 

existe aussi les caspases inflammatoires - 1 , -4, -5, ainsi que d'autres caspases -11, -12, -13, -14 

impliquees dans des cas plus particuliers d'apoptose (ELMORE, 2007). 

La figure 2 illustre les changements morphologiques lors de I'apoptose. Au debut du processus de 

I'apoptose, on peut observer en microscopie electronique le retrecissement de la cellule, avec un 

cytoplasme et des organelles plus denses, ainsi que la pyknose, resultante de la condensation de la 

chromatine et caracteristique de I'apoptose. Ensuite le processus de bourgeonnement s'enclenche. Lors 

du bourgeonnement, la membrane plasmique forme des vesicules, le noyau se fragmente et dissemine 

des debris de chromosomes dans le cytoplasme (caryorrhexis), puis la cellule se separe en corps 

apoptotiques a la maniere d'un bourgeonnement. Les corps apoptotiques sont par la suite phagocytes et 

digeres par des macrophages, des cellules parenchymales ou des cellules tumorales, ne causant 

aucune inflammation (ELMORE, 2007). Cette absence de reaction inflammatoire suscite un vif interet 

envers le developpement de molecules capables d'induire I'apoptose specifiquement chez les cellules 

cancereuses. 

Plusieurs stimuli tels la chaleur, les radiations ionisantes, I'hypoxie et des drogues anticancer 

cytotoxiques peuvent induire I'apoptose, ou a plus forte dose induire la necrose. 
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1.3.2. La necrose et I'oncose 

La necrose se manifeste par un gonflement de la cellule, une dilatation des organelles et du cytoplasme, 

une vesiculisation et la degradation aleatoire de I'ADN. Le contenu cellulaire se deverse dans 

I'environnement, provoquant une reaction inflammatoire apres la lyse cellulaire (JONATHAN ef a/., 

1999). La necrose est causee par deux mecanismes : un dommage direct aux membranes cellulaires ou 

un epuisement avec les sources d'energie (ATP) de la cellule (ELMORE, 2007). 

On utilise parfois dans la litterature le terme « oncose» plutot que « necrose». L'oncose presente un 

gonflement de la cellule, un dysfonctionnement des pompes ioniques membranaires et une lyse cellulaire 

normalement attribues a la necrose. Toutefois, l'oncose se deroule plus rapidement et presente une lyse 

de la chromatine et Amplication potentielle de certains facteurs apoptotiques, comme les caspases 

(ABEND, 2003); (FAVAUDON, 2000); (LEMAY, 2008); (ELMORE, 2007). 
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1.3.3. La senescence 

La senescence est typique de certains types cellulaires, comme des fibroblastes irradies (HENNEQUIN 

et ai, 2008) et des cellules epitheliales endommagees (VICENCIO et al., 2008). La senescence cellulaire 

refere a I'arret du cycle cellulaire en phase Gi chez des cellules qui proliferaient constamment. 

Autrement dit, la cellule senescente demeure dans I'organisme, continue d'etre metaboliquement active 

et d'effectueer certaines fonctions, mais elle cesse de se reproduce, car son cycle cellulaire est arrete. 

La senescence est une reponse de la cellule suite a un stress pouvant mener a sa transformation 

maligne : raccourcissement des telomeres, dommages a I'ADN et stress oxydatif. Ces differents stimuli 

peuvent declencher 2 principales voies de la senescence : p53 et pRB (VICENCIO ef ai, 2008). Dans la 

voie p53, lorsque la degradation de p53 est inhibee en reponse a un stress, p53 active p21, qui arrete le 

cycle cellulaire. Dans la voie pRB, en reponse a un stress la proteine p16 active pRB, qui a son tour se 

lie a des facteurs de transcription de la famille E2F, qui ensuite regulent la progression du cycle 

cellulaire. Ces deux voies peuvent communiquer entre elles ou avec d'autres voies de mort cellulaire 

comme I'apoptose (VICENCIO etai, 2008). 

Morphologiquement, la cellule senescente est plus large et applatie. Elle exprime certains marqueurs 

moleculaires tels la B-galactosidase associee a la senescence, des foci d'heterochromatine associes a la 

senescence et ('accumulation de granules de lipofuscine (VICENCIO ef al., 2008). 

On a longtemps considere ce type de mort comme etant permanente. Cependant, certains cas de reprise 

de la croissance apres un arret de proliferation in vitro pendant 30 a 45 jours post-irradiation ont ete 

rapportes, indiquant un arret de proliferation temporaire (SCHMIDT-ULLRICH ef al., 1992). Ce retour a la 

proliferation de cellules classees senescentes suggere que les radiations peuvent induire une 

quiescence prolongee. Un tel phenomene expliquerait des cas de recidive d'un cancer apres quelques 

annees de remission apparente. II importe done de mettre au point des sensibilisateurs qui aideront a 

eradiquer davantage de cellules cancereuses. 
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1.3.4. L'autophagie 

L'autophagie est un processus caracterise par Involution des corps de Golgi, des polyribosomes, du 

reticulum endoplasmique et des mitochondries. L'autophagie met en oeuvre les cathepsines et requiert 

I'activation des lysosomes (HENNEQUIN et a/., 2008). L'autophagie fait partie des types de morts 

cellulaires programmees et se divise en quatre etapes : 1) induction, 2) formation de I'autophagosome, 3) 

fusion avec un lysosome ou une vacuole, 4) degradation et recyclage. L'autophagie peut conduire a la 

mort de la cellule lorsqu'elle est soumise a un stress oxydatif important. Neanmoins, l'autophagie peut 

souvent s'averer un mecanisme de survie adaptatif qui tente de rescaper la cellule de la mort cellulaire 

ou de «rajeunir» la cellule en renouvelant ses organelles et/ou ses proteines de longue duree de vie 

(VICENCIO et ai, 2008). Par exemple, I'elimination par autophagie de mitochondries endommagees 

previent la relache par ces mitochondries de facteurs pro-apoptotiques, prevenant I'apoptose (ELMORE, 

2007). L'autophagie est une alternative antagoniste de I'apoptose radio-induite et pourrait contribuer a la 

radioresistance (TUBIANA et ai, 2008). 

1.3.5. La mort immediate 

Autrefois confondue avec I'apoptose, la mort immediate survient chez des cellules endothelials dans les 

quelques heures ou minutes suivant une irradiation a tres haute dose (>10 Gy). Elle est amorcee par une 

hyperactivation de PARP-1, qui induit une elongation des polymeres d'ADP-ribose. Rapidement, les 

reserves de NAD+ de la cellules s'epuisent, la chaine respiratoire mitochondriale est disloquee, I'ATP 

disponible diminue et la cellule meurt. On observe une perte de I'integrite membranaire des cellules, 

I'activation des lysosomes et une degradation rapide des organites intracellulaires, surtout les 

mitochondries. Morphologiquement, la mort immediate est comparable a I'oncose (necrose) (TUBIANA et 

ai, 2008); (HENNEQUIN etai, 2008). 
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1.3.6. La mort mitotique et la mort differee 

La mort mitotique constitue le type de mort cellulaire preponderant dans les cellules tumorales 

epitheliales. La mort mitotique est associee a des erreurs dans la mitose post-irradiation donnant 

naissance a des cellules micronucleees avec de larges chromosomes non-condenses et/ou des cellules 

polyploides ou binucleees. Le processus s'acheve par une lyse cellulaire avec permeation de la 

membrane plasmique. Certains considered que la mort mitotique est incluse dans la categorie 

« apoptose», argumentant que plusieurs caracteristiques de I'apoptose y sont observees avant ou apres 

la division cellulaire. A la suite de dommages radio-induits a I'ADN, les aberrations chromosomiques 

entrament la mort cellulaire pendant I'initiation de la division cellulaire (TUBIANA et al., 2008); 

(RONINSON et al., 2001). D'un point de vue morphologique, on observe que le noyau conserve un 

aspect normal jusqu'aux etapes tardives du processus, qui se termine par une degradation de I'ADN 

(TUBIANA ef al., 2008). 

La mort differee ressemble beaucoup a la mort mitotique et dans certains textes est incluse dans la 

categorie« mort mitotique». Si Ton fait la distinction, on attribue le terme« mort differee» a des cellules 

capables de se diviser jusqu'a 5 generations apres I'irradiation, engendrant des microcolonies (TUBIANA 

et al., 2008). Les microcolonies sont des amas de moins de moins de 50 cellules observees dans un 

essai clonogenique. Dans le cas de la mort differee, la cellule subit des lesions plus benignes qui ne 
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sont pas letales d'emblee: translocations, inversions, courtes deletions. Cette cellule en sursis peut 

transmettre les lesions non reparees a ses descendantes, engendrant une instabilite genomique 

(chromosomique). Au fil des generations, via le mecanisme d'echange de chromatides sceurs, les 

dommages s'accumulent et causent la mort des cellules lors de la division cellulaire. Les etapes finales 

de la mort differee peuvent ou non emprunter les voies de I'apoptose (HENNEQUIN et al., 2008). 

1.3.7. Types de mort cellulaire en radiotherapie 

Les proportions de chacune de ces morts cellulaires dependent de la dose d'irradiation, du type 

cellulaire, de I'integrite de la proteine p53 et du debit de dose. Le type de mort cellulaire preponderant est 

la mort mitotique chez les cellules tumorales epitheliales traitees en radiotherapie. L'apoptose radio-

induite se developpe en 6 a 72 heures, provoquee par le stress oxydatif (hypoxie, ischemie-reperfusion), 

1'hyperthermie et la presence de cassures double brin non reparees. Toutefois, 10% ou moins de la 

mortalite radio-induite est associee a l'apoptose. Quant a la senescence radio-induite, elle survient chez 

les cellules normales, en particulier les fibroblastes, mais n'est que transitoire ou carrement absente chez 

les lignees de cellules tumorales dont p53 est defectueux (TUBIANA ef al., 2008). La mort immediate 

survient surtout lorsque de fortes doses de radiation sont utilisees (HALL ef al., 2000); (TUBIANA ef al, 

2008). Par consequent, la mort immediate, I'oncose et la necrose se manifestent rarement aux doses 

d'irradiation cliniques, souvent fractionnees en faibles doses (exemple : 2 Gy par jour). Dans le present 

ouvrage, la mort cellulaire induite par I'irradiation gamma a ete mesuree grace a un essai clonogenique 

qui mesure la survie globale des cellules en tenant compte de tous les types de morts cellulaires radio-

induites. 

1.3.8. Types de mort cellulaire en therapie photodynamique 

Le principal mediateur de la mort cellulaire en therapie photodynamique est I'oxygene singulet. 

L'oxygene singulet declenche principalement l'apoptose chez les cellules cancereuses traitees (GODAR, 

2000); (SHARMAN ef al., 2000). Quelques etudes ont rapporte de la necrose ou un phenomene hybride 
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entre I'apoptose et la necrose, probablement en raison d'un manque d'energie de la cellule pour 

completer la mort programmer par apoptose (AHMAD et al., 2000); (CHAN et al., 2000); (DELLINGER, 

1996); (HSIEH etal., 2003); (Lief a/., 2007). Dans le present ouvrage, la mort cellulaire engendree par la 

therapie photodynamique a ete mesuree grace a un essai MTT qui mesure I'activite metabolique des 

cellules vivantes via la formation de formazan; c'est-a-dire un indicateur de la survie des cellules sans 

apoptose et sans necrose (GERLIER et al., 1986). Ce test a ete utilise parce qu'il est plus rapide et plus 

simple a effectuer que I'essai clonogenique. 

2. Survol de I'arsenal disponible contre le cancer 

Les ameliorations techniques apportees aux methodes diagnostiques, combinees a des programmes 

d'informations publiques pour inciter les gens a participer aux depistages precoces, ont permis de 

detecter des cancers a des stades plus precoces avec un meilleur pronostic. Le cancer du sein par 

exemple, si detecte avant I'apparition de metastases, peut etre traite en chirurgie conservatrice d'une 

bonne partie du tissu mammaire, combinee a un traitement de radiotherapie. Cela est tres bien, mais 

comme on le verra plus loin, des ameliorations aux traitements disponibles sont necessaires pour 

diminuer les taux de recidive. 

2.1. Chirurgie de resection 

La tumorectomie consiste a retirer chirurgicalement la tumeur benigne ou cancereuse ainsi qu'une marge 

de tissu sain d'une epaisseur variable entourant la tumeur (marge de resection) afin de s'assurer de 

retirer toutes les cellules cancereuses possiblement situees localement. La tumorectomie est pratiquee 

couramment pour plusieurs types de cancers solides. 
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Dans le cancer du sein par exemple, si la patiente le desire et/ou si la taille de la tumeur est assez petite 

comparativement a celle du sein, la chirurgie mammaire conservatrice est envisagee. Puisque la 

chirurgie mammaire conservatrice offre des avantages esthetiques et psychologiques, le choix est offert 

aux patientes. Une revue de plusieurs etudes cliniques randomisees demontre que pour des cancers du 

sein envahissants de stade precoce (I et II), on obtient des resultats comparables entre la mastectomie 

radicale modifiee (retrait complet du sein) comparee a la chirurgie mammaire conservatrice. Aucune 

difference significative n'a ete trouvee en termes de survie globale et de survie sans recidive distante, 

peu importe la duree de I'etude entre 5 et 20 ans de suivi des patientes, peu importe la duree de I'etude 

entre 5 et 20 ans de suivi des patientes (MCCREADY ef a/., 2005). 

La dissection axillaire (de I'aisselle) augmente les chances relatives de survie de 7% jusqu'a 46 %. 

Neanmoins, quelques autres etudes n'ont trouve aucune amelioration significative. En general, la 

chirurgie mammaire conservatrice sera accompagnee d'une dissection axillaire et de radiotherapie 

adjuvante (MCCREADY etal., 2005). 

Apres le retrait de la masse cancereuse principale, un ou des traitements adjuvants sont necessaires 

pour eliminer les cellules cancereuses residuelles. Les cellules cancereuses residuelles peuvent causer 

de la recidive loco-regionale ou pire encore, des metastases. Les radiosensibilisateurs pourraient done 

faire partie des traitements adjuvants de premier choix pour aider a eliminer les cellules cancereuses 

residuelles. 

2.2. Chimiotherapie 

La chimiotherapie consiste en un traitement par des substances chimiques, en particulier en oncologie. 

Dans la classification pharmacotherapeutique des medicaments selon Sante Canada, tous les 

medicaments de la classe «10.00 Antineoplasiques» constituent des agents de chimiotherapie, en plus 
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de quelques autres. On peut aussi classer en trois principales categories les principaux medicaments 

utilises en chimiotherapie: les agents cytotoxiques, les hormones, les modificateurs de la reponse 

biologique. 

2.2.1. Les agents cytotoxiques 

Les agents cytotoxiques consistent en des molecules toxiques pour les cellules cancereuses et 

malheureusement, souvent aussi toxiques pour d'autres cellules saines, d'ou les effets secondaires 

comme I'immunodepression, la nausee, la perte de cheveux, I'anemie et la fatigue. 

Parmi les agents cytotoxiques, on retrouve plusieurs complexes de coordination du platine qui sont 

presentement evalues pour leur potentiel radiosensibilisateur (HERMANN et a/., 2008); (KLEINBERG et 

a/., 2007). Malgre des resultats preliminaires encourageants quant a leur potentiel radiosensibilisant, leur 

utilisation est limitee par des effets secondaires graves : 

toxicite renale et debalancements d'electrolytes qui s'ensuivent, 

neuropathie peripherique, 

myelosuppression, leucopenie, anemie et thrombocytopenic, 

toxicite du systeme auditif, incluant pertes de I'ouie a hautes frequences et tinnitus, 

certains cas de reactions anaphylactiques (CHABNER et al., 2001). 

Les effets secondaires des derives de porphyrines sans platine, a des doses radiosensibilisatrices, sont 

beaucoup moindres (photosensibilite de la peau) et cette tolerabilite justifie le developpement de cette 

classe de radiosensibilisateurs. 

2.2.2. Les limites et les effets secondaires de la chimiotherapie 

Les agents chimiotherapeutiques s'averent d'une efficacite variable, surtout utiles pour traiter les cancers 

inoperables (organes vitaux touches), ou avec metastases, ou les cancers liquides qui ne sont ni 
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localises ni delimitates. Neanmoins, les effets secondaires systemiques moderes a severes causes par 

la chimiotherapie diminuent drastiquement la qualite de vie des patients et requierent plusieurs autres 

traitements concomitants pour appaiser les effets secondaires dont la nausee, la douleur, la fatigue 

extreme generalisee, Pimmunodepression, le vieillissement premature, I'anemie. Somme toute, la 

chimiotherapie et le traitement de ses effets secondaires constituent des interventions couteuses et 

penibles. Malgre tout, on les utilise en raison de leur efficacite variable, a defaut d'avoir mieux a offrir. 

Les habitudes saines de prevention du cancer, les pratiques de detection precoce et les efforts de 

recherche et developpement de traitements plus efficaces, plus specifiques et done avec moins d'effets 

secondaires doivent progresser dans I'espoir d'ameliorer la qualite de vie et la survie des patients actuels 

et futurs. La therapie photodynamique et la radiotherapie (combinee ou non a des radiosensibilisateurs) 

offrent des traitements avec de moindres effets secondaires. 

2.3. Radiotherapie 

Tel que mentionne dans la section 2.1. Chirurgie de resection, dans les stades precoces de cancer du 

sein, on envisage souvent une therapie mammaire conservatrice. La therapie mammaire conservatrice 

consiste en une chirurgie mammaire conservant le plus possible le sein naturel (retirer la tumeur et une 

marge de resection) suivie d'un traitement de radiotherapie neo-adjuvante afin de detruire les cellules 

cancereuses residuelles (HIRAOKA ef a/., 1997). La radiotherapie adjuvante fait partie du traitement de 

plusieurs autres types de cancers. Le traitement de radiotherapie typique s'etale sur cinq a sept 

semaines, fractionne en doses quotidiennes de 2 Gy a raison de cinq jours par semaine, pour une dose 

totale de 50 a 60 Gy (HALL, 2000). 

2.3.1. Mecanisme d'action de la radiotherapie 

En general, des rayons X ou des rayons gamma sont utilises en radiotherapie : ce sont des sources de 

faible TEL (transfer! lineaire d'energie). L'utilisation de la radiation ionisante vise surtout a endommager, 

par effet direct et indirect, I'ADN des cellules cancereuses. Tel qu'illustre a la figure 4, la radiation 
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ionisante peut deposer directement de I'energie dans les molecules d'ADN et casser ses liaisons 

chimiques, endommageant ainsi directement I'ADN : c'est I'effet direct qui causerait de 30 a 40% des 

dommages par les rayons X et gamma (CHAPMAN et a/., 1973); (ROOTS ef a/., 1975). 

Cassure simple brin 

Pontage ADN-ADN 

Modification de base 

Cassure double brin 

Perte de base 

Effet indirect 

Photon 

4rmt 

Figure 4: Effet direct et indirect des radiations ionisantes sur I'ADN 

(TUBIANAefa/., 1986) 

L'effet indirect cause la majorite des dommages a I'ADN : la radiation ionisante depose de I'energie dans 

les molecules d'eau environnantes et cause la radiolyse de I'eau. Lors de la radiolyse de I'eau, le surplus 

d'energie brise les liaisons chimiques et genere des especes radicalaires. Parmi les especes radicalaires 

generees par les radiations a faible transfer! lineaire d'energie, le radical hydroxyl HO- s'avere le plus 

reactif en causant entre 60 et 70 % des dommages indirects aux cellules (CADET ef a/., 1999); 

(WAGNER, 2006). 
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Lors du traitement, les tissus sains sont aussi irradies, causant les effets secondaires de la radiotherapie. 

Afin de limiter la dose regue aux tissus sains, on fractionne la dose de radiations, Les cellules saines 

pouvant reparer plus efficacement les dommages a leur ADN que les cellules cancereuses, un 

fractionnement de la dose optimise le ratio de survie : on maximise la survie des cellules normales et on 

induit une mortalite importante chez les cellules cancereuses. De surcroit, ce fractionnement permet a la 

tumeur de se reoxygener, contribuant a augmenter la sensibilite des cellules cancereuses aux doses 

subsequentes de radiation (HALL, 2000). Une etude recente suggere meme que la reoxygenation induite 

par la radiotherapie diminue la malignite des cellules tumorales restantes en cours de traitement 

comparativement aux zones plus hypoxiques, pour des tumeurs de la tete et du cou (THORWARTH et 

a/., 2007). 

2.3.2. Les limites de la radiotherapie 

La radiotherapie se veut un traitement local, approprie pour des tumeurs solides et leur marge de 

resection. Les cancers liquides non localises (ex: leucemies) doivent plutot etre traites par 

chimiotherapie. Etant un traitement local, la radiotherapie n'est d'aucun secours pour traiter les 

micrometastases distantes en developpement ailleurs dans le corps qui n'ont pas ete detectees par 

imagerie medicale. C'est la raison pour laquelle des medecins prescrivent parfois preventivement de la 

chimiotherapie. 

Quant aux cancers situes sur ou dans des organes vitaux, la radiotherapie comporte des risques et 

beaucoup de precautions doivent etre prises pour eviter la mort du patient si on choisit la radiotherapie 

comme modalite de traitement. Par exemple, le cerveau s'avere un organe particulierement difficile a 

traiter lorsqu'il est atteint par le cancer (tumeur primaire ou metastases). Les lesions a cet organe sont 

irreversibles et peuvent diminuer drastiquement I'autonomie et la qualite de vie des patients, voire 

carrement causer leur mort. La chirurgie constitue done une operation risquee, delicate et sans garantie. 
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La barriere hematoencephalique limite I'acces aux agents chimiotherapeutiques. A ce propos, des efforts 

de recherche prometteurs se devouent actuellement a mettre au point I'ouverture de la barriere 

hematoencephalique pour y acheminer les agents chimiotherapeutiques (BELLAVANCE ef a/., 2008). 

Quant a la radiotherapie, une irradiation du cerveau (totale ou partielle) pourrait causer des dommages 

irreversibles. Des appareils de radiochirurgie tres precis, comme le Gamma knife™, permettent 

desormais de traiter des tumeurs ^ 3 cm de diametre au cerveau tout en epargnant tant que possible le 

tissu sain, si leur volume est bien delimite. Des etudes cliniques ont montre que I'irradiation au Gamma 

knife™ > 18 Gy reduisait drastiquement la recidive. Avec le traitement au Gamma knife™, > 70% de 

controle local a ete obtenu, alors que I'ajout de radiotherapie du cerveau au complet (XRT) n'apportait 

aucune amelioration significative (IWAI ef a/., 2008); (JAWAHAR et ai, 2002). Une resection chirurgicale 

suivie de radiotherapie adjuvante s'avere plus efficace que la radiotherapie seule ou la chirurgie seule 

pour traiter des metastases au cerveau. Une etude randomisee multicentrique a montre que la recidive 

etait moins frequente chez le groupe avec radiotherapie (18%) compare au groupe sans radiotherapie 

(70%) avec p < 0,001 (PATCHELL ef a/., 1998). Neanmoins, il y a place a amelioration : un taux de 18 % 

de recidive justifie de continuer les recherches pour diminuer davantage la recidive. Le developpement 

de radiosensibilisateurs s'avere une voie prometteuse pour reduire davantage la recidive dans les 

cancers au cerveau et autres organes vitaux. La mise au point de I'ouverture de la barriere 

hematoencephalique faciliterait I'acheminement de radiosensibilisateurs pour traiter les cancers au 

cerveau. 

En radiotherapie avec des doses fractionnees, il est difficile de traiter avec precision les organes qui 

bougent: le foie et la prostate sont des organes mous pouvant se deplacer legerement d'un jour a I'autre 

selon la position couchee, I'uterus se deplace graduellement en fonction du cycle menstruel, le colon est 

un organe mou et motile, les poumons bougent au rythme de la respiration, etc. II est possible de 

prescrire une marge de traitement beaucoup plus grande pour s'assurer que la tumeur a traiter soit 
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maintenue dans la zone irradiee, mais cela implique qu'un volume important de tissu sain soit irradie 

inutilement. Trois pistes de solutions peuvent surmonter ce probleme : 

des radiosensibilisateurs efficaces, permettant d'augmenter I'effet therapeutique de la radiotherapie 

tout en minimisant la dose d'irradiation necessaire, ce qui diminue aussi la dose recue dans les 

tissus sains environnants; 

des photosensibilisateurs permettant de traiter selectivement le cancer de surface sans irradier les 

tissus sains environnants grace a une source lumineuse acheminee par une sonde dans un orifice 

naturel. Cette solution ne s'applique que pour les cancers situes a ^ 6 mm de la surface, comme 

les cancers du systeme digestif; 

un systeme de positionnement par imagerie medicate (CURY et a/., 2006); (FRAZIER et al., 2004); 

(VICINIefa/., 2003). 

2.3.3. Les effete secondaires de la radiotherapie 

Une meta-analyse de 40 etudes cliniques incluant 20 000 patientes traitees pour un cancer du sein 

indique une nette reduction absolue de 19.7% du risque de recidive locale grace a la radiotherapie, soit 

une reduction du 2/3 par rapport aux patientes sans radiotherapie. Toutefois, il est intriguant de constater 

qu'il n'y a aucune difference significative dans leur survie globale dans les 20 annees suivant le 

traitement de radiotherapie. Quant aux taux de deces sur 20 ans exclusivement lies au cancer du sein, la 

radiotherapie n'offre que 4,8% d'amelioration absolue par rapport aux patientes qui n'ont pas regu de 

radiotherapie adjuvante (EARLY BREAST CANCER TRIALISTS1 COLLABORATIVE GROUP, 2000). On 

en deduit que plusieurs patientes sont decedees en raison de recidive a distance de leur cancer. Des 

radiosensibilisateurs permettraient d'eliminer davantage de cellules cancereuses residuelles, d'ou une 

reduction de la recidive locale et distante. Ainsi, des radiosensibilisateurs pourraient reduire davantage la 

mortalite liee au cancer du sein chez les patientes recevant de la radiotherapie. 
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Les effets secondaires les plus connus de la radiotherapie sont la fibrose du tissu sain environnant, 

I'atherosclerose radio-induite et le telangiectasia. Dans la meta-analyse citee ci-haut, on remarque en 

effet une augmentation relative de 30% de mortalite cardio-vasculaire chez les femmes ayant ete traitees 

par la radiotherapie, decoulant fort probablement de I'atherosclerose radio-induite. Chez les femmes 

traitees en radiotherapie, les autres causes de mortalite etaient legerement superieures, mais non 

significatives dix ans apres la radiotherapie (EARLY BREAST CANCER TRIALISTS' COLLABORATIVE 

GROUP, 2000). Une autre etude clinique demontre I'augmentation de mortalite pour causes 

cardiovasculaires decoulant de la radiotherapie, tout en mettant en evidence les benefices de la 

radiotherapie pour la survie sans recidive de cancer du sein. On y recommande d'adopter des protocoles 

de radiotherapie reduisant la dose de radiations au cceur et aux arteres principales (CUZICK et al., 

1994). Des etudes chez la souris confirment que la radiotherapie par doses fractionnees induit 

I'atherosclerose et la plaque inflammatoire chez la souris (HOVING ef al., 2008). L'utilisation de 

radiosensibilisateurs permettrait de reduire les doses d'irradiation au total et ainsi de reduire la dose de 

radiation au systeme cardiovasculaire pour une meme efficacite therapeutique. Quant aux complications 

esthetiques a long terme comme la fibrose et le telangiectasia qui ne menacent guere la survie, les 

etudes recentes annoncent la bonne nouvelle : certains facteurs de risque comme le tabagisme ont ete 

identifies et peuvent etre controles par les patientes (LILLA et al., 2007). 

De plus en plus de recherches indiquent que la radiotherapie pourrait stimuler I'invasion et le potentiel 

metastatique des cellules cancereuses en activant certaines molecules-clefs (MADANI ef al., 2008). Par 

exemple, I'irradiation de cellules de gliomes de rat a des doses sub-lethales a resulte en la formation 

accrue de tumeurs satellites apres leur injection dans le striatum de cerveaux de rats (PARK ef al., 

2006); (WILD-BODE ef al., 2001); (ZHAI ef al., 2006). L'augmentation radio-induite de I'expression de 

metalloproteinases de matrice (MMP) et de I'invasion accrue qui s'ensuit ont ete rapportees pour 

plusieurs types cellulaires cancereux : cancer du pancreas (OHUCHIDA ef al., 2004); (QIAN ef al., 
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2002), melanomes (KALISKI et al., 2005), cancer rectal (SPEAKE et al., 2005), cancer du colon et 

osteosarcomes (WANG ef al., 2000). Pour toutes les etudes precedentes, I'augmentation de I'invasion a 

ete mesuree apres I'irradiation des cellules cancereuses. 

Le Matrigel constitue un modele in vitro qui reconstitue les composantes de la matrice extracellulaire, tel 

que dans le tissu sain entourant une tumeur cancereuse. L'irradiation de Matrigel stimule I'invasion de 

cellules non-irradiees de carcinomes mammaires par I'intermediaire de certaines MMPs (PAQUETTE et 

al., 2007). Le meme phenomene a ete tout recemment mis en evidence in vivo chez des souris Balb/c 

saines dont les cuisses ont ete irradiees avant meme d'y implanter des cellules de carcinome mammaire 

en sous-cutane (LEMAY etal, (submitted)); (PAQUETTE ef al., 2008). 

L'atherosclerose et I'invasion radio-induites pourraient expliquer les resultats paradoxaux obtenus pour la 

survie globale au cancer du sein, malgre la radiotherapie. En effet, les metastases et I'invasion sont plus 

mortelles que la recidive locale en general. Dans ces cas ou l'irradiation du tissu sain augmenterait 

significativement I'invasion par les cellules cancereuses residuelles, les radiosensibilisateurs 

permettraient de reduire considerablement la dose de radiation au tissu sain tout en eliminant plus 

efficacement les cellules cancereuses residuelles avant qu'elles ne fassent de I'invasion ou des 

metastases. 
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2.4. Radiosensibilisateurs et radiosensibilisants 

Les agents radiosensibilisants correspondent a des agents dont I'effet cytotoxique s'additionne a I'effet 

des radiations. Les radiosensibilisateurs consistent en des molecules qui augmentent les effets des 

radiations ionisantes sur les cellules en augmentant la generation des especes reactives de I'oxygene 

(ROS) produits par les radiations. En void un bref historique : 

1958 Heidleberger introduit le concept de radiosensibilisateur a la suite de ses etudes 

precliniques avec des pyrimidines fluorees. 

1964 Moertel et al. rapportent une amelioration de la survie des patients avec cancers 

gastro-intestinaux lorsque la chimiotherapie et la radiotherapie sont combinees. 

1974 Nigra et al. attirent I'attention avec leur etude clinique du 5-fluorouracil en combinaison 

avec la mitomycine C et la radiotherapie. 

1992-present Plusieurs etudes rapportent les benefices de la combinaison d'agents 

chimiotherapeutiques avec la radiotherapie pour plusieurs types de cancers, 

notamment des cancers gastro-intestinaux, des poumons, de I'uterus (KVOLS, 2005). 

Toutefois, aucun radiosensibilisateur n'a ete officiellement approuve en clinique 

jusqu'a present. 
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Tableau 1 : Principaux agents non derives de porphyrines etudies jusqu'a 
present comme radiosensibilisants ou radiosensibilisateurs potentiels (BRUNNER 
etal., 2003); (CECCHINI etal., 2004); (CECCHINI etal., 2005); (CHABNER et al., 2001); 
(FULLERetal., 2008); (GIOVANNETTI etal., 2007); (KVOLS, 2005); (WITTE etal., 2005) 

MOLECULE 

Analogues 

halogenes de la 

thymidine (5FU, 

BrdUrd,...) 

Gemcitabine 

(analogue 

halogene de la 

cytosine) 

MECANISMES D'ACTION 
PROPOSES 

inhibent la thymidilate 

synthetase 

s'incorporent dans I'ADN : 

effet radiosensibilisateur 

surtout dans les regions 

simple brin de I'ADN 

causent la reticulation inter 

brin (mieux connue sous le 

nom Interstrand Cross-Link) 

inhibe la ribonucleotide 

reductase (requiert la 

depletion des reserves 

d'ATP) 

inhibe la polymerisation de 

I'ADN 

PROBLEMES 

courte demi-vie plasmatique: 

infusion intraveineuse en continu 

pendant5a6 semaines, 

predisposant les patients a la 

thrombose et aux infections 

nausee, diarrhee, ulcerations des 

muqueuses gastro-intestinales 

myelosuppression 

leucopenie 

thrombocytopenie 

anemie 

sequelles dermatologiques 

indesirables 

cardiotoxicite 

myelosuppression 

asthenie 

syndrome similaire a la grippe 

elevation des transaminases du foie 
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MOLECULE 

Analogues au 

platine (cisplatin, 

oxaliplatin,...) 

Inhibiteurs de la 

topoisomerase 1 

(camptothecine, 

topotecan,...) 

Bloqueurs des 

recepteurs de la 

famille EGFR 

MECANISMES D'ACTION 
PROPOSES 

augmentent la formation 

d'intermediaires toxiques du 

platine en presence de 

radicaux libres 

inhibent la reparation de 

I'ADN 

augmentation radio-induite 

de I'absorption de platine par 

les cellules 

arretent le cycle cellulaire 

certains inhibent la 

thioredoxine reductase 

empechent le clivage de brin 

d'ADN necessaire a la 

reparation de I'ADN 

promeuvent I'apoptose radio-

induite 

inhibent la proliferation et 

redistribuent les phases du 

cycle cellulaire 

inhibent I'angiogenese 

inhibent la reparation des 

dommages 

PROBLEMES 

toxicite renale et debalancements 

d'electrolytes qui s'ensuivent, 

neuropathie peripherique, 

myelosuppressionjeucopenie, 

anemie et thrombocytopenie, 

toxicite du systeme auditif, incluant 

pertes de I'ou'i'e a hautes frequences 

et tinnitus, 

certains cas de reactions 

anaphylactiques. 

neutropenie 

thrombocytopenie 

anemie 

effets secondaires gastro-

intestinaux: diarrhee, nausee, 

mucosite, vomissements 

elevation des transaminases 

fatigue 

fievre 

erytheme (eruption cutanee) 

cardiotoxicite 

seules les cellules cancereuses 

exprimant ces recepteurs 

specifiques sont susceptibles a ce 

traitement 
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MOLECULE 

Inhibiteurs de la 

farnesyltransfe-

rase 

Inhibiteurs de la 

COX-2 

(Celecoxib) 

Bevazucimab (et 

autres anticorps 

monoclonaux) 

Thalidomide 

MECANISMES D'ACTION 
PROPOSES 

inhibent la phenylation de la 

proteine Ras, qui est 

responsable de la 

radioresistance 

inhibent la synthese de 

prostaglandines 

inhibent I'angiogenese, 

privant ainsi la tumeur 

d'oxygene et de nutriments 

pour se developper 

inhibe I'angiogenese 

PROBLEMES 

toxicite hematologique dans tous les 

essais cliniques 

les inhibiteurs de COX-1 

manquaient de specificite envers les 

tumeurs, mais les inhibiteurs de 

COX-2 sont plus specifiques 

augmentation du risque de 

problemes cardiovasculaires 

induction de I'hypoxie de la tumeur: 

on sait que les cellules cancereuses 

hypoxiques sont moins sensibles a 

la radiotherapie et on diminue ainsi 

son efficacite therapeutique 

induction de I'hypoxie 

La plupart des agents radiosensibilisants et radiosensibilisateurs potentiels causent plusieurs effets 

secondaires graves et une toxicite relativement importante. Les derives de porphyrines se demarquent 

par leur faible toxicite : le principal effet secondaire est la photosensibilite, qui peut aisement etre evitee 

en portant des vetements longs et en evitant I'exposition au soleil durant le traitement. Les derives de 

porphyrines offrent plusieurs caracteristiques du radiosensibilisateur ideal: 

toxicite minimale; 

accumulation dans les tumeurs a une concentration efficace; 

accumulation selective dans les cellules malignes par rapport au tissu sain; 

administration possible a chaque traitement de radiotherapie, si necessaire. 

Le Photofrin II est deja utilise en clinique comme photosensibilisateur et est presentement evalue comme 

31 



radiosensibilisateur (KULKA et ai, 2003); (SCHAFFER et ai, 2002); (SCHAFFER et ai, 2003); 

(SCHAFFER et ai., 2006). Le Photofrin II est compose d'un melange heterogene de polymeres 

d'hematoporphyrines: il contient des impuretes chimiques difficiles a separer, ce qui en complique le 

controle qualite et la pharmacocinetique. Quelques groupes de scientifiques de recherche essaient done 

de developper des radiosensibilisateurs chimiquement purs avec d'autres derives de porphyrines. 

Plusieurs parametres sont a I'etude pour comprendre les modifications chimiques optimales, 

notamment: la charge, la nature du metal central, I'hydrophobicite, la presence d'halogenes, la 

localisation intracellulaire et les autres applications concomitantes possibles comme I'imagerie medicale. 

D'abord, la charge des porphyrines influence leur solubilite dans I'eau et leur localisation intracellulaire. 

Des porphyrines chargees positivement ont davantage d'affinite avec I'ADN charge negativement 

(HIRAKAWA et a/., 2007); (ISHIKAWA et al., 2001); (MURASHIMA et ai, 2008); (YAMASHITA et al., 

2005). On rapporte egalement des interactions entre les porphyrines cationiques et les mitochondries, 

les liposomes, les erythrocytes (ENGELMANN et ai, 2007); (INADA ef a/., 2007); (WOODBURN et al., 

1992). Pour le present ouvrage, on a choisi de synthetiser des porphyrines tetracationiques (avec quatre 

charges positives) en raison de leur meilleure affinite pour les cibles cellulaires comme I'ADN et les 

mitochondries ainsi que leur bonne solubilite dans I'eau qui en facilite la formulation. 

Quant a I'effet de la nature du metal central dans les porphyrines cationiques, les travaux de deux 

groupes en particulier (JAMES et al. ainsi que O'HARA ef al.), ont inspire la presents etude. Initialement, 

les trois metaux prevus a I'essai etaient le cobalt, le zinc et le cuivre, compares a la porphyrine sans 

metal. En milieu oxique (cellules bien oxygenees), le cobalt' et le zinc offriraient une legere 

radiosensibilisation; en milieu hypoxique (tres peu oxygene), ces metaux amelioreraient la 

radiosensibilisation dans I'ordre suivant: Co > Zn > Cu ^ sans metal. Ces tests ont ete effectues a des 

1 Abandon des essais d'insertion du cobalt, voir la section Discussion. 
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concentrations de 50 a 100 |jM sur des cellules cancereuses en culture (JAMES ef a/., 1996); (O'HARA 

ef a/., 1989). L'effet du metal central semble controversy puisque d'autres groupes, comme Kulka ef a/., 

rapportent qu'un derive de porphyrine sans metal central, le Photofrin II, radiosensibilise des cellules 

cancereuses lorsque teste a une concentration de 1 pg/ml, ce qui equivaut environ a 1 pM (KULKA ef 

a/., 2003). La presente etude visait a comprendre I'impact de la nature du metal central: 

• a une concentration de 1 |jM, c'est-a-dire une concentration pharmacologiquement realiste 

lorsqu'un traitement in vivo ou clinique est envisage eventuellement; 

• en milieu oxique, representatif des cellules cancereuses residuelles (des amas de moins de 300 

cellules) apres le retrait de la masse cancereuse principale. Evidemment, le montage 

experimental s'avere beaucoup plus simple en milieu oxique que pour les conditions 

hypoxiques. Neanmoins, des tests en milieu hypoxiques pourraient faire I'objet d'etudes 

ulterieures si I'equipement necessaire devenait accessible. En effet, les cellules cancereuses en 

milieu hypoxique sont plus radioresistantes et il y a done aussi un interet clinique a developper 

des radiosensibilisateurs efficaces en milieu hypoxique. 

Quant au cuivre, ses radioisotopes disponibles offrent plusieurs autres possibility de combinaisons de 

traitement et/ou de diagnostic du cancer: brachytherapie tres specifique et imagerie medicale en 

tomographie par emission de positrons. 

2.4.1. Les effete des atomes d'halogenes sur les radiosensibilisateurs 

Jusqu'a present, la litterature ne rapporte que tres peu de donnees sur des radiosensibilisateurs 

halogenes. Seuls quelques analogues halogenes de bases azotees ont ete etudies jusqu'a present 

comme radiosensibilisateurs (voir Tableau 1). Ces derniers s'incorporent dans I'ADN des cellules et y 

provoquent differents dommages lors de I'irradiation. Toutefois, ils occasionnent plusieurs problemes de 
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toxicite, d'ou I'interet pour decouvrir d'autres molecules halogenees efficaces pour radiosensibiliser les 

cellules cancereuses, mais avec moins de toxicite systemique. 

line autre hypothese postule que les photons de haute energie peuvent briser le lien carbone - brome et 

ainsi generer des especes reactives du brome susceptibles d'endommager des biomolecules vitales pour 

les cellules cancereuses. Un tel mecanisme a ete observe avec le BrdU qui, lorsqu'irradie, genere des 

especes reactives causant des bris simple brin d'ADN et de la reticulation inter brin (CECCHINI et al., 

2004); (CECCHINI ef a/.; 2005) 

Ces nouvelles connaissances sur I'effet du metal central et de I'addition de bromes selon sa position sur 

la molecule permettront de contribuer au developpement rationnel de radiosensibilisateurs ameliores. 

2.5.Therapie photodynamique 

Des cultures tres anciennes associaient deja le soleil et la lumiere avec la vie et la medecine. II y a 34 

siecles, le livre indien sacre Atharva Veda ainsi qu'un manuscrit bouddhiste decrivaient un 

phototraitement du vitiligo. II y a des milliers d'annees, on connaissait deja des effets deleteres de 

I'exposition a la lumiere solaire. Ce n'est qu'au 20e siecle que I'humanite a decouvert la nature de la 

lumiere ainsi que des etats excites et des radicaux formes lors de I'interaction de la lumiere avec 

certaines molecules. La theorie des ondes electromagnetiques decrit partiellement le phenomene des 

radiations electromagnetiques, dont la lumiere visible (BENSASSON etal, 1993). En effet, cette theorie 

ne parvient pas a fournir une explication de I'interaction entre la lumiere et la matiere. Afin de mieux 

comprendre I'interaction de la lumiere avec la matiere, il s'avera necessaire d'introduire le concept de 

photons se comportant comme des particules energetiques (LEWIS, 1926). 
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La therapie photodynamique non-invasive depend d'une absorption de la lumiere par le tissu cible. 

Seules des lesions superficielles peuvent etre atteintes directement par la lumiere ou par des fibres 

optiques inserees dans les orifices corporels pour acheminer la lumiere sur la surface ciblee. La 

profondeur de penetrance de la lumiere visible se limite a quelques millimetres, par consequent la 

therapie photodynamique se limite a 4-5 mm de profondeur (BABINCOVA et ai, 2000). L'eau, ainsi que 

les chromophores dominants d'un tissu, soit I'hemoglobine et la melanine, absorbent la lumiere. Cette 

absorbance determine la profondeur de penetration de la lumiere dans le tissu. Les chromophores 

endogenes absorbent la lumiere de longueurs d'ondes caracteristiques a chacun d'entre eux. L'eau 

absorbe a des longueurs d'ondes £ 1300 nm. L'eau constitue la principale composante des tissus 

vivants. Par consequent, un photosensibilisateur ideal possede une absorption maximale a des 

longueurs d'onde inferieures a 1300 nm. Quant a la melanine, son maximum d'absorption se situe a 335 

nm, dans le spectre ultraviolet UVA (320-400 nm) (KOLLIAS, 1995). Ces rayons UVA traversent la 

couche d'ozone et peuvent endommager les tissus exposes. Quant aux rayons UVB, seulement 

partiellement absorbes par la couche d'ozone, ils penetrant mieux la peau et s'averent plus 

dommageables pour la peau et les yeux. La couche d'ozone absorbe completement les UVC (200-280 

nm), du moins pour le moment. La melanine sert a proteger I'ADN des rayons ultraviolets nefastes du 

soleil, en les absorbant. Par consequent, pour la therapie photodynamique, on prefere des longueurs 

d'ondes superieures a 400 nm pour minimiser I'absorption non-specifique par la melanine. Quant a 

I'hemoglobine, son spectre d'absorption ressemble a celui des porphyrines developpees dans la 

presente etude. L'absorption de I'hemoglobine peut done interferer un peu avec I'efficacite des 

photosensibilisateurs. En principe, des photons d'une longueur d'onde allant jusqu'a 1240 nm pourraient 

etre utilises. Les photons de 1240 nm correspondent a I'ecart d'energie entre I'oxygene a son niveau de 

base et I'etat singulet de I'oxygene. Cependant, il faut atteindre I'ecart entre I'etat de base et I'etat excite 

du sensibilisateur: des photons d'une longueur excedant 850 nm possedent une energie insuffisante 

pour generer de I'oxygene singulet (JUZENIENE et al., 2007). Bref, le photosensibilisateur ideal doit 
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absorber entre 400 nm et 850 nm et correspondre a I'intervalle de longueurs d'onde de la lumiere 

administree. 

Le spectre de la lumiere visible s'etend entre 400 et 700 nm de longueur d'onde, c'est-a-dire du violet au 

rouge. L'energie des photons est inversement proportionnelle a la longueur d'onde. Par exemple, un 

photon rouge de 700 nm possede 170 kJ/mole, alors qu'un photon violet de 400 nm possede 299 

kJ/mole (BENSASSON etal., 1993). 

Le Photofrin™ represente la premiere generation de photosensibilisateurs : des melanges de polymeres 

heterogenes dont les principaux pics d'absorption se situent vers 380 nm et entre 600 et 700 nm et qui 

comportent certaines limitations discutees plus loin. Plusieurs photosensibilisateurs de la seconde 

generation, des phtalocyanines, absorbent a des longueurs d'ondes superieures a 630 nm. Cette 

caracteristique presente I'avantage de minimiser Interference d'absorption par I'hemoglobine. En 

contrepartie, les phtalocyanines s'aggregent davantage que les monomeres de porphyrines, ce qui 

diminue leur coefficient d'extinction molaire, c'est-a-dire qu'elles absorbent moins intensement la lumiere. 

En effet, ce sont principalement les molecules non agregees qui generent I'oxygene singulet (GOMER ef 

a/., 1984); (GRIFFITHS etal., 1994); (MOAN etal., 1984); (MOAN etal., 1992); (STAR, 1995). Dans un 

monde ideal, la longueur d'onde optimale devrait fournir un rendement maximal de generation d'oxygene 

singulet et penetrer a la profondeur maximale (JUZENIENE et ai, 2007). 

Les considerations enumerees ci-haut justifient le choix d'utiliser tout le spectre visible (entre 400 et 700 

nm) pour effectuer les tests de photosensibilisation avec des porphyrines dont le maximum d'absorption 

se situe entre 400 et 460 nm, avec d'autres pics d'absorption secondaires decales vers le rouge. Dans le 

present travail, I'absence d'emission de rayons ultraviolets, capables de tuer les cellules en 
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endommageant I'ADN, a ete verifiee a I'aide de sondes appropriees sur les sources lumineuses utilisees 

pour les experiences decrites dans I'article. 

L'absorption de lumiere genere de la chaleur. En general, un debit d'illumination de 150 mW/cm2 causera 

de I'hyperthermie. De surcroit, un debit d'illumination eleve deplete rapidement I'oxygene (BABILAS ef 

ai, 2003); (BUSCH etai, 2002); (HENDERSON etal., 2000); (HENDERSON etal., 2006); (MICHAILOV 

et ai, 1997); (SITNIK et a/., 1998); (SVAASAND, 1985); (WANG ef a/., 2004). Lorsque I'oxygene se 

rarefie dans le milieu environnant des cellules cancereuses, la generation d'oxygene singulet diminue et 

par consequent, la therapie photodynamique perd de son efficacite. Par consequent, un faible debit 

d'illumination, soit 25 J/cm2, a ete utilise pour illuminer les cellules dans le present ouvrage. 

Les derives de porphyrines possedent des pics d'absorption maximale entre 400 et 850 nm et sont 

d'excellents generateurs d'oxygene singulet. C'est pourquoi leurs derives sont etudies pour leur potentiel 

photosensibilisateur. 

La therapie photodynamique est maintenant utilisee en clinique comme traitement pour la 

degenerescence maculaire et la myopie pathologique. Elle est meme etudiee en traitement experimental 

pour la maladie coronaire arterielle, le syndrome d'immunodeficience acquise (SIDA), des maladies 

autoimmunes, les rejets de greffes et la leucemie. L'accessibilite de la peau permet aux dermatologues 

d'utiliser la therapie photodynamique pour traiter certains problemes cutanes tels les keratoses 

actiniques, des carcinomes des cellules basales et la maladie de Bowen (LANE, 2003). N'importe quel 

tissu cancereux accessible directement avec un laser ou une autre source de lumiere adequate inseree 

dans un orifice corporel naturel peut etre traite en therapie photodynamique. Par exemple, la therapie 

photodynamique traite un large eventail de cancers gastrointestinaux en clinique a I'aide d'une source de 

lumiere endoscopique (WANG ef a/., 2007). 

37 



En clinique, des porphyrines ont ete approuvees pour utilisation en tant que photosensibilisateurs en 

therapie photodynamique : Photofrin™ et Photosan™ (deux polymeres de porphyrines). Bien qu'aucun 

radiosensibilisateur n'ait ete approuve en clinique jusqu'a present, des etudes preliminaires demontrent 

que des derives de porphyrines ont un fort potentiel (KULKA et al., 2003); (LUKSIENE, 2004); 

(LUKSIENE et al., 2006); (MILLER et al., 1999); (O'HARA et al., 1989); (SCHAFFER et al., 2003); 

(SCHAFFER et al., 2006); (SESSLER ef al., 2000); (VIALA et al., 1999); (VICENTE, 2001); (YOUNG et 

al., 1996a). Les derives de porphyrines peuvent aussi servir d'agents de fluorescence ou de 

radiotraceurs. II existe meme des derives de porphyrines en developpement dans le but de combiner a la 

fois un agent de fluorescence et un radiotraceur pour I'imagerie et en plus un photosensibilisateur pour le 

traitement du cancer (PANDEY et al., 2005). 

2.5.1. Mecanisme d'action de la therapie photodynamique 

La therapie photodynamique est une approche innovatrice en oncologie: au lieu d'utiliser des agents 

directement cytotoxiques, elle utilise une molecule specifique aux cellules cancereuses qui les tue 

indirectement seulement lorsqu'activee par la lumiere. «Si une porphyrine est injectee dans un tissu 

malade, tel une tumeur cancereuse, elle peut etre activee par la lumiere pour detruire ce tissu.»(Lane, 

2003) 

Lorsque des porphyrines non-metallees sont excitees en absorbant de la lumiere d'une certaine longueur 

d'onde, leurs electrons sont excites vers des orbitales d'energie plus elevees que le niveau basal. Ces 

porphyrines excitees peuvent alors transmettre leur energie a d'autres molecules avoisinantes comme 

I'oxygene moleculaire. Le reactif oxygene singulet est ainsi genere. L'oxygene singulet est tres reactif et 

il peut aussi produire d'autres especes reactives : ce sont des radicaux libres (ROS) (LANE, 2003). Sur 

la figure qui suit, la fleche en gras indique qu'il s'agit de la voie principaie de transfer! d'energie. 
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Type I : solvant ou substrat, 
transfert e" ou abstraction b 

Especes 
radicalaires 

Produits Produits Produits 

Figure 5 : Mecanisme de la generation d'especes reactives en therapie 
photodynamique (SELKE, 2007) 

Remarque : Le chiffre en exposant a gauche exprime I'etat quantique de la molecule. 1 = singulet,3 = 
triplet et ° = etat d'energie minimale. Par exemple, 102 signifie oxygene singulet et 3Sensibilisateur 
signifie I'etat triplet du sensibilisateur. Generalement, I'etat triplet est un etat d'energie superieure, done 
plus reactif que I'etat singulet. L'oxygene fait exception: son etat singulet est plus reactif que son etat 
triplet. L'oxygene moleculaire dans I'air respirable se trouve generalement a son etat triplet. 

2.5.2. Les photosensibilisateurs non-derives de porphyrines 

Bien que la recherche de photosensibilisateurs se concentre principalement sur les derives de 

porphyrines, il existe aussi d'autres types de composes chimiques au potentiel photosensibilisant. Le 

tableau suivant presents les principaux photosensibilisateurs qui ont ete a I'etude jusqu'a present (DIWU 

era/., 1994). 

En observant les structures chimiques des photosensibilisateurs ci-dessous, on remarque qu'ils sont tous 

des composes aromatiques dans lesquels il y a beaucoup d'electrons delocalises. Quelques-uns d'entres 

Sensibilisateur 

hv 
1Sensibilisateur 

Croisement intersysteme 

Sensibilisateur 
Type II : transfert 
d'energie de 302 

Sensibilisateur 
oxyde 

1o2 + 
°Sensibilisateur 
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eux sont charges: ils ont des charges positives. Les porphyrines a I'etude dans le present ouvrage 

presentent ces memes caracteristiques : aromatiques et cationiques. 

Enfin, I'acide 5-amino-levulinique (ALA), un precurseur de la synthese de porphyrines endogenes, peut 

augmenter la production de protoporphyrine IX lorsqu'administre en exces. L'acide aminolevulinique 

n'est ni aromatique ni photosensibilisateur seul: c'est la protoporphyrine IX qui s'avere la veritable 

molecule aromatique active. Administre oralement ou par voie intraveineuse, l'acide aminolevulinique 

cause de la photosensibilite; applique topiquement, il presente I'avantage d'eviter la photosensibilite 

systemique, en limitant la surproduction de protoporphyrine IX a la zone d'application. Sa toxicite est 

faible, car I'organisme elimine rapidement la protoporphyrine IX en 24 a 48 heures. En raison de sa 

grande hydrophilicite, l'acide aminolevulinique penetre peu les membranes cellulaires hydrophobes. 

Plusieurs derives esterifies de l'acide aminolevulinique, dont Hervix™, ont ete synthetises et eprouves en 

clinique pour contourner ce probleme qu'est la photosensibilite systemique (JUZENIENE ef a/., 2007). 
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Tableau 2 : Principaux photosensibilisateurs non derives de porphyrines 
(DAUB et a/., 2005) (ARA ef a/., 1987) 

COMPOSE STRUCTURE 
CHIMIQUE 

PARTICULATES 

Anthraquinones Synthetisee chimiquement 
Utilisee aussi comme laxatif 

Anthrapyrazoles 

Perylenequinones Toxine d'un microchampignon envahisseur de 
plantes: la cercosporine 

Xanthenes 

o 

Synthetisee chimiquement 
Utilisee aussi comme fongicide 

Rhodamine 123 NHjCJ Selectivity superieure pour les tumeurs 
Lie la membrane mitochondriale et inhibe la 
respiration cellulaire 

Acridines S'intercalent dans I'ADN et I'ARN 

Phenoxazines 

Phenothiazines Plusieurs derives sont des drogues avec des 
effets pharmacologiques sur le systeme nerveux: 
sedatifs, antipsychotiques, antiemetiques et 
autres. lis ont bien sur plusieurs effets 
secondaires. Initialement utilise comme 
insecticide et anthelmintique (contre les vers). 

Cyanines 
C H 3 C H 2 — N 

Utilises pour le marquage de nucleotides et des 
residus cysteines de proteines pour les etudes en 
fluorescence 

Merocyanine 540 Selectivity superieure pour les tumeurs 

W<E0O>8^ 

A 

Derives cyanines 
cationiques 

r \ 
y-~-

Selectivite superieure pour les tumeurs 
Cible cellulaire : les mitochondries 
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2.5.3. Les photosensibilisateurs derives des porphyrines 

Les derives de porphyrines photosensibilisateurs de la premiere generation comportent plusieurs 

defauts, dont la contamination par des impuretes et une photosensibilite prolongee de la peau durant 6 a 

8 semaines (MOSER, 1998); (DOUGHERTY etal., 1998); (WOHRLE etal, 1998). Neanmoins, pendant 

longtemps, le seul approuve en clinique a ete le Photofrin™ (HpD, Photofrin, Axcan Pharma) et depuis 

1993 on I'utilise encore couramment pour de nombreuses indications, dont les cancers gastriques, 

endobronchiaux, pulmonaire, cervical, de la vessie et de I'cesophage (JUZENIENE etal., 2007). 

Les photosensibilisateurs de la deuxieme generation comptent des monomeres : les phtalocyanines, les 

naphtalocyanines, les benzoporphyrines, les chlorines, les purpurines, les texaphyrines, les 

porphycenes, les pheophorbides, les bacteriochlorines et bien d'autres. Ces photosensibilisateurs 

contoument les problemes rencontres avec ceux de la premiere generation (MOSER, 1998); (ALLISON 

et al., 2004); (BONNETT, 1995); (CASTANO ef al., 2004); (DETTY et al., 2004); (PUSHPAN et al, 

2002): une substance chimiquement pure peut etre obtenue, la photosensibilite non-specifique de la 

peau a une duree moindre, ils generent efficacement I'oxygene singulet et ils absorbent intensement 

entre 650 et 850 nm. Deux sensibilisateurs de cette generation ont ete approuves en clinique, soit le 

mete-tetra hydroxyphenyle chlorine (m-THPC; Foscan, Biolitec AG) et le derive benzoporphyrine 

monoacide A (BPD-MA; Visudyne™, QLT Inc. et Novartis Opthalmics). En ce moment se deroulent 

d'autres etudes cliniques pour evaluer le potentiel de plusieurs autres photosensibilisateurs de deuxieme 

generation: le BOPP (porphyrine portant un atome de bore; Pacific Pharmaceuticals Inc.), le Npe6 

(mono-A/-aspartyl chlorine e6, talaporfine; Meiji Seika Kaisha Ltd), I'hypericine (Pharmaceuticals Inc.), 

I'AIPcSn (phtalocyanine sulfonee portant un atome d'aluminium, Photosense™; State Research Center), 

le derive de chlorine e6 (Photodithazine; State Research Center), I'ATMPn (porphycene; Glaxo-
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Wellcome Inc".), I'HPPH (2-[1-hexyloxyethyl]-2-devinyle pyropheophorbide-a, Photochlor™; Roswell Park 

Cancer Institute), le motexafin lutetium (MLu, lutetium(lll) texaphyrine, Lu-Tex, Antrin; Pharmacyclics 

Inc.), le SnET2 (ethyle etiopurpurine avec un atome d'etain, Sn etiopurpurine, rostaporfine, Photrex™; 

Miravant Medical Technologies) (CALZAVARA-PINTON et al., 2007); (HUANG, 2005); (MOAN et al., 

2003). 

Quant a la troisieme generation de photosensibilisateurs, elle consiste en des photosensibilisateurs de 

deuxieme generation lies a des transporteurs visant une accumulation encore plus selective dans les 

tumeurs (MOSER, 1998); (WOHRLE et al., 1998). Parmi ces derniers, il y a des photosensibilisateurs 

conjugues a des biomolecules telles des anticorps monoclonaux, des liposomes et autres (MOSER, 

1998); (DERYCKE et al., 2002); (WOHRLE et al., 1998). D'intenses efforts de recherche sont consacres 

a mieux comprendre et optimiser la structure chimique des derives de porphyrines pour ameliorer leurs 

proprietes photosensibilisantes. 

2.5.4. L'ajout d'halogenes sur des photosensibilsateurs et leur effet sur 

leurs proprietes photosensibilisantes 

L'ajout d'atomes de brome a la structure des photosensibilisateurs derives de la rhodamine augmente la 

duree de leur etat excite: I'addition de brome augmente la formation d'oxygene singulet et par 

consequent, augmente I'effet therapeutique de la rhodamine (LACERDA et al., 2005); (PAL ef al., 1996). 

Les atomes de brome, de fluor, de chlore et d'iode font tous partie de la famille des halogenes: leur 

caractere electrophile en fait de bons groupes partants. L'halogenation des porphyrines modifie leur 

nuage electronique en fonction de la position des halogenes sur la molecule. L'halogenation influence la 

generation de I'etat quantique de triplet, c'est-a-dire que l'halogenation augmente la probability qu'une 

porphyrine excitee genere I'oxygene singulet. Yang et al. ont demontre et explique avec elegance les 

11 Maintenant Glaxo-SmithKline depuis la fusion, apres que Particle cite ait ete ecrit 
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effets de I'halogenation avec le fluor et le chlore sur I'etat triplet de derives de porphyrines (YANG et al., 

1999). Ko et al. suggerent que la position des atomes de fluor et la position des cations sur la molecule 

influencent ses proprietes photosensibilisantes (KO et al., 2007). Un changement dans les proprietes 

photosensibilisantes a egalement ete observe avec I'addition d'atomes de chlore sur des porphyrines 

(DABROWSKI era/., 2007). 

La theorie de I'effet des atomes lourds stipule que I'echange d'atomes d'hydrogenes avec des atomes 

plus lourds (comme le brome) sur un chromophore"' augmente le croisement intersysteme. Autrement dit, 

I'effet des atomes lourds augmente la transition de I'etat singulet vers I'etat triplet en augmentant le 

couplage spin-orbitale, permettant ainsi des changements de spin autrement interdits (Si —• Ti) 

(WAIN WRIGHT, 1996). 

Or, pour une serie de derives de phtalocyaninesiv tetrahalogenes avec un zinc en leur centre, il a ete 

observe que I'augmentation de la formation de I'etat triplet et la diminution de la duree de I'etat triplet 

augmentaient dans I'ordre suivant: CI < Br < I, tel que predit par la theorie du couplage spin-orbitale. 

Cependant, I'agregation des phtalocyanines halogenees contrebalancait ces bienfaits (ZHANG et al., 

1993). En effet, les molecules sont de mediocres photosensibilisateurs lorsqu'agregees; les 

photosensibilisateurs monomerises (non agreges) generent davantage d'oxygene singulet et sont par 

consequent de meilleurs photosensibilisateurs. Les porphyrines cationiques de la presente etude 

devraient se monomeriser mieux que les phtalocyanines, alors I'effet des atomes lourds devrait en 

theorie se manifester davantage. 

111 Un chromophore est un groupement chimique qui absorbe selectivement la lumiere de certaines longueurs 
d'onde, dormant ainsi une couleur a certains composes organiques, tels les porphyrines. 
lv Les phtalocyanines sont des « cousines » proches des porphyrines. Les phtalocyanines sont des derivees des 
porphyrines, caracterisees par un anneau benzene juxtapose sur chacun des 4 cycles pyrrole d'une porphyrine de 
base. Les phtalocyanines sont done plus hydrophobes que les porphyrines en general. 
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2.6.Specificite des porphyrines envers les cellules cancereuses et leur 

localisation intracellulaire 

Les porphyrines s'accumulent en general davantage dans les cellules cancereuses que dans les cellules 

musculaires normales. D'ailleurs, plusieurs radiopharmaceutiques et agents de contraste pour rimagerie 

du cancer sont en developpement a partir de porphyrines. Cette accumulation specifique dans les 

cellules cancereuses motive le choix de molecules derivees de porphyrines comme radio et photo-

sensibilisateurs afin de minimiser les dommages au tissu sain. Tel que mentionne dans la section 1.3, la 

localisation intracellulaire specifique des porphyrines en determine le mecanisme de mort cellulaire 

(HSIEH et al., 2003). Dans le present ouvrage, nous avons done utilise la microscopie confocale a 

fluorescence pour observer la localisation intracellulaire des porphyrines a I'etude. II est done pertinent 

de se poser la question : «Comment et ou les porphyrines s'accumulent-elles dans les cellules 

cancereuses? » 

Pendant longtemps un dogme a ete entretenu selon lequel Theme et autres porphyrines diffuseraient a 

travers les membranes plasmiques des cellules. Cependant, la nature lipophilique des porphyrines 

favorise davantage leur accumulation dans la double membrane lipidique plutot que leur transport d'un 

cote a I'autre de la membrane. Krishnamurthy et al. suggerent que cette propriete des porphyrines de 

s'accumuler dans les membranes contribue en partie aux dommages infliges a la membrane plasmique 

et a celles des organelles intracellulaires lors de la therapie photodynamique (KRISHNAMURTHY ef al., 

2007). Bien que les dommages a la membrane plasmique puissent contribuer a la photosensibilisation, 

I'accumulation de porphyrines dans des organelles intracellulaires ou dans le noyau peuvent aussi 

contribuer significativement a I'effet photosensibilisateur. 

D'autres auteurs, comme Silva et al., suggerent que des porphyrines entrent dans les cellules par 

endocytose (SILVA ef al., 2008). L'hypothese de I'endocytose des porphyrines mediee par un recepteur 
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est apparue dans la litterature en 1979, suite a la decouverte d'une proteine liant I'heme avec une grande 

affmite et situee dans le duodenum chez le pore et I'humain (GRASBECK et ai, 1979). En 1985, 

Galbraith et al. ont trouve et decrit une proteine tres similaire liant Theme a la surface de cellules 

d'erythroleucemie chez la souris (GALBRAITH et ai, 1985). Quelques auteurs ont observe par 

microscopie electronique la formation de vesicules transportant I'heme de la membrance cellulaire a 

I'interieur de la cellule dans des lysosomes secondaires. Neanmoins, cette hypothese de I'endocytose 

demeure controversee et des transporters de I'heme ont ete decouverts recemment (WEST et ai, 

2008). 

Plusieurs transporters de porphyrines ont ete identifies (KRISHNAMURTHY et al, 2007), notamment 

HCP1 (Heme Carrier Protein 1). HCP1 est exprime a la surface apicale du duodenum pour absorber des 

metalloporphyrines de source alimentaire. L'hypoxie induit fortement la transcription de I'ARNm de 

HCP1, ce qui augmente I'expression de HCP1 pour importer davantage de metalloporphyrines. 

(SHAYEGHI et al., 2005) Chez un humain atteint du cancer, il est frequent que des cellules cancereuses 

se retrouvent en hypoxie. L'expression d'HCPI a effectivement ete confirmee a la surface de cellules 

cancereuses, soit la lignee d'hepatome Hepa et la lignee de neuroblastome NB41A (SHAYEGHI ef ai, 

2005). 

Plusieurs experiences suggerent qu'un transport actif est necessaire pour acheminer les porphyrines 

dans les mitochondries afin d'assurer la biosynthese de I'heme (KRISHNAMURTHY et ai, 2007). La 

proteine Abcb6 est associee a la membrane externe des mitochondries et regule la biosynthese des 

porphyrines dans la mitochondrie. En s'appuyant sur leurs resultats publies en 2006, Krishnamurthy ef al. 

suggerent qu'Abcb6 soit impliquee dans I'importation des porphyrines dans la mitochondrie et ils 

speculent qu'Abcb6 jouerait un role dans la proliferation cellulaire. La proteine Abcb6 est fortement 

exprimee dans les cellules dont I'activite metabolique est tres elevee (KRISHNAMURTHY ef al., 2007); 
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(KRISHNAMURTHY et al., 2006). L'expression d'Abcb6 a ete detectee dans une lignee cellulaire de 

carcinome mammaire (PARK et al., 2006) et pourrait expliquer une accumulation de porphyrines dans 

les mitochondries de cellules cancereuses, tel qu'observe pour d'autres derives de porphyrines. 

3. Objectifs 

La presente etude a pour but d'evaluer in vitro I'effet de la presence et de la position des bromes sur les 

proprietes radio- et photosensibilisantes de porphyrines cationiques chez les cellules MDA-MB-231, une 

lignee cellulaire de carcinome mammaire chez I'humain. En plus, les impacts de la presence et de la 

nature du metal central sur leurs proprietes radio- et photosensibilisantes seront determines. Une 

meilleure comprehension de t'influence de ces parametres permettra de guider et d'optimiser le 

developpement rationnel de structures chimiques de porphyrines pour mettre au point des radio- et 

photosensibilisateurs ameliores. 
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Article scientifique 

4. Article scientifique 

4.1.Avant-propos : contribution de I'auteure a I'article scientifique 

Bromines on JV-allyl position of cationic porphyrins affect both 
radio/photosensitizing properties 

Picard, N., Ali, H., van Lier, J.E., Klarskov, K. et Paquette, B. 
Soumis a la revue Photochemical & Photobiological Sciences (Juillet 2008) 

Re-soumis apres corrections (Novembre 2008) 

Contribution: J'ai effectue toutes les syntheses, toutes les manipulations et toutes les 
analyses pour toutes les figures, a I'exception des spectres de masse et les mesures 
d'incorporation cellulaire (cell uptake) et de generation d'oxygene singulet. J'ai 
prepare les echantillons pour la spectrometrie de masse qui a ete effectuee par 
I'equipe de Klaus Klarskov Ph. D. J'ai analyse les resultats de la spectrometrie de 
masse avec I'aide et les conseils des co-auteurs. J'ai redige la premiere version du 
manuscrit de I'article. 
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Bromines on 7V-allyl position of cationic porphyrins affect both 

radio/photosensitizing properties 

Nathalie Plcard, HasratAU, Nicole Cauchon, Johan E. van Lier, Klaus Klarskov and Benoit 

Paquette 

With the aim to develop improved dual-action sensitizers suitable for both photodynamic 

therapy (PDT) and radiotherapy, we prepared a series of metal and metal-free cationic 

porphyrins, brominated either on 13- or iV-allyl positions. Photo- and radiosensitizing efficacy 

was evaluated in MDA-MB-231 breast cancer cells incubated with 1 uM porphyrin and treated 

with graded doses of visible light or 0-6 Gy of 60Co gamma irradiation. Metabolic activity after 

PDT or cell survival after gamma irradiation were estimated by a colorimetric (MTT) or 

clonogenicity assay, respectively. The highest photo- and radiosensitizing activities were 

observed with the porphyrins substituted with bromines on JV-allyl positions. The non-

metalated iV-allyl bromoporphyrin exhibited the highest photocytotoxicity (LD50 = 4.1 ± 0.6 

J/cm2, compared to 15.3 ± 2.2 J/cm2 for the non-brominated analog). The radiosensitizing 

capacity of the cationic porphyrins was also affected by these substitutions with the non-

metalated jV-allyl bromo analog showing the best improvement (LD50 = 1.2 ± 0.4 Gy vs. 3.6 ± 

0.9 Gy for the non-brominated analog). The increased photodynamic and radiosensitizing 

potencies due to bromine addition hold potential for the development of new, improved drugs 

for cancer treatment in combination with photodynamic and radiation therapy. 
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Introduction 

Treatment protocols of malignant tumors generally involve surgery, radiotherapy, 

chemotherapy, or a combination of these treatment modalities. More recently, photodynamic 

therapy (PDT) provides an alternative approach for the treatment of light-accessible cancers. 

Radiotherapy and photodynamic therapy treat well-localized tumors and provoke fewer side 

effects as compared to systemic treatments such as chemotherapy. Whereas ionizing radiation 

has a direct effect on living tissue, photodynamic therapy requires prior administration of a 

photosensitizer to convert the visible light to cytotoxic species which induce tumor regression. 

Radiosensitizers generate secondary toxic species that can enhance the efficacy of radiotherapy. 

PDT is a cancer treatment modality that uses visible light, a photosensitizer and molecular 

oxygen to generate reactive oxygen species (ROS), mainly singlet oxygen, that interact with 

vital cellular components inducing a cytotoxic effect1. Porphyrins are among the most studied 

photosensitizers due to their biocompatibility and excellent capacity to generate singlet oxygen. 

A mixture of hematoporphyrin derivatives (Photofrin™) is in worldwide use for PDT of 

advanced cancers accessible to visible light. However, Photofrin™ has several well-recognized 

limitations as a photosensitizer for PDT including chemical heterogeneity, poor 

pharmacokinetics and prolonged cutaneous photosensitivity. These drawbacks led to an 

intensive search for new, chemically well-defined, improved sensitizers for PDT including the 

advancement of novel porphyrins and phthalocyanines2. Among these, the cationic porphyrins 

arouse interest due to their good water-solubility, selectivity for tumor cells3, interaction with 

DNA and potential inhibition of telomerases 4"6 along with interactions with other vital cell 

targets such as mitochondria 7'8. 
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Certain porphyrins that localize in tumors have also been explored as potential 

radiosensitizers9"12. Several classes of metal complexes are proposed as radiosensitizers, 

including 

selected chemotherapeutic agents such as platinum drugs13, u. A central metal ion chelated into 

porphyrins improves their radiosensitizing properties under both oxic and hypoxic conditions, 

i.e. Zn » Cu > no metal15'16. However, conflicting reports on the radiosensitizing activities of 

metalloporphyrins have appeared, arguing that Photofrin™, without metal ion, radiosensitizes 

better than Zn metalloporphyrins derivatives17. Photofrin™, a non-metalated porphyrin 

derivative which is in clinical use for PDT of various cancers, was also studied extensively for 

its radiosensitizing properties10' u ' 18"20. Nevertheless, a clear understanding of structural 

features that could explain its activity remains obscure. Gadolinium-Texaphyrin (Gd-Tex) is an 

example of a porphyrin-based drug that has been advanced to clinical trials as a potential 

radiosensitizer2123. Currently, no approved radiosensitizer is available for clinical use. 

The radiosensitizing effect of atoms like bromine, gadolinium, iodine and platinum may 

involve a resonant or a non-resonant mechanism. The resonant mechanism implies ejection of a 

K-shell electron, which is subsequently filled with a higher orbital electron and ultimately 

yields a cascade of either characteristic x-rays or Auger electrons24'25. In the case of bromine, 

the energy of a K-shell electron is 13.4 keV26'27 and exposure to 60Co radiation (two gamma 

rays of 1,17 and 1,33 MeV) favors a non-resonant mechanism (i.e. energy of the incident 

radiation is not similar to the binding energy of the electrons ejected from the molecule 

irradiated) to inflict biological damage. Incorporating bromodeoxyuridine (BrdU) into DNA 
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increases the sensitivity of the DNA to radiation, resulting in single and double strand breaks. 

This confirms that the addition of bromine to uridine increases the formation of free radicals 

and other reactive species produced by ionizing radiation28"30. In the case of porphyrins, 

substitution of hydrogen atoms by halogens modifies electron distribution, influencing the 

triplet state quantum yield and singlet oxygen production, thus improving their photodynamic 

potency31. For example, substituting tetrapyridyl cationic porphyrins with fluorine at variable 

positions on the pyridinium ring increases its phototoxicity 32 while addition of bromine to 

rhodamine likewise enhances its photodynamic efficacy33. We recently reported the potential 

effect of bromine addition onto cationic porphyrins on the radiosensitizing potency of the parent 

molecule34. In a continuation of this work, we present here a detailed account of the synthesis 

and characterization of a series of brominated cationic porphyrins, their cell utake, capacity to 

generate singlet oxygen, photo- and radiosensitizing properties and an evaluation of potential 

structure-activity relationships. 

Materials and methods 

All solvents and reagents were high-quality grade and used without further purification. The 

purity and homogeneity of porphyrin products were established by analytical HPLC (Shimadzu) 

on a C18 PRP-1 reversed-phase column (Hamilton) (4.6 * 250 mm, 5 urn). A linear gradient of 

10% CH3CN and 90% buffer (12 mM TFA and 37 mM TEA, pH at 2.5) up to 100% CH3CN at 

2 mL/min over 30 min was used. Eluting porphyrins were detected at X = 420 or 450 nm. ESI-

MS/MS was carried out using a Q-tof-2 instrument and MALDI-TOF on a Tof Spec 2E 



5 

instalment, both from Micromass. For MS analysis, samples were dissolved in either 50% 

CH3CN/H2O or CH3OH/H2O. MALDI-TOF was performed using dithranol matrix or without 

matrix. UV-vis spectra were recorded using Hitachi U-2000 spectrophotometer. Fluorescence 

was detected with a Hitachi F-2000 spectrofluorometer. The starting material 5,10,15,20-

tetra(4-pyridyl)porphyrin for the synthesis of all modified porphyrins, was obtained from 

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Flash chromatography was performed on Sepra SDB-L (255 A, 

Phenomenex). 

Porphyrin synthesis 

5,10,15,20-tetra(4-pyridyl(iV-prop-2'-ene)) 2Lff,23#-porphine (2) 

5,10,15,20-Tetra(4-pyridyl)-21#,23/7-porphine (1) (100 umol) and 3-bromopropene (10X 

molar excess) in JV.iV-dimethylformamide (DMF) (20 mL) was heated at 60°C for 16 h in the 

dark and the color of the reaction mixture turned from purple to red. After cooling at room 

temperature, diethyl ether (100 mL) was added and the precipitated porphyrin was collected by 

filtration under vacuum on a 0.22 um nylon membrane. The resulting powder was air-dried and 

stored at 4°C, shielded from light. Yield: 95%; MS HRMS ESf: calcd. for C52H46N8 782.3845: 

Found m/z 195.5961 [M4*, 40%], 260.46 ([M-H]3+,100%), 247.11 ([M-C3H6]3+, 60%) 

350.16 ([M-(C3H6)2]
2+ 35%) UV-vis, K** (emulsion 5 uM) (log • ) : 424 nm (5.20), 369 nm 

(4.37), 519 nm (4.04), 555 nm (3.70), 585 nm (3.70), 642 nm (3.14); fluorescence (emulsion 5 

uM), A„: 424 nm, X^: 659, 686, 715 nm. 
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SaoaS^O-TetraC^pyridyl-iV-lSa'-dibromoprop-l '-eneJl^iafl-porphineCa) 

The same method was used as for the preparation of 2, except that the 3-bromopropene was 

replaced with 1,2,3-tribromopropene. On eluting with CH3OH/H20 (3:70) the final product 3 

was obtained. Yield >80 %; MS HRMS ESI+ calcd. for C52H38N8Br81405.668: Found 470.85; 

([M-C3H3Br2]3+ 15%) 404.90; ([M-(C3H3Br2)2]2+ 5%), 507.92; ([M-C3H3Br2]
2+ 100%); 606.86; 

(M-[C3H3Br2]1+ 20%), 198.85 (8%). MS MALDI-TOF: calcd. 1414.1415; Found 1419.8168 

(M+); 1221.2662 [M-C3H3Br2]; 1019.7605 [M-(C3H3Br2)2]; 815 [ M-(C3H3Br2)3]; 618 [M-

(C3H3Br2)4]; UV-vis, Xmilx (emulsion 5 uM) (log D): 417 nm (5.28), 369 nm (4.41), 513 nm 

(4.12), 547 nm (3.74), 587 nm (3.70), 643 nm (3.30); fluorescence (emulsion 5 uM), X«x: 430 

nm, Xem: 652 and 716 nm. 

5,10,15,20-Tetra(4-pyridyl-iV-propane)21fl,23fl-porphine (8) 

The same method was used as described above for 3, except that the 3-bromopropene was 

replaced with 1-bromopropane. Yield 93%; UV-vis, XmaX (methanol) (log • ) : 425 nm (4.93), 516 

nm (3.86), 551 nm (3.47), 591 nm (3.43), 646 nm (2.86). 

General procedure for metal insertion 

Metal free porphyrin (2, 3 and 8) (30 umol) and excess of metal salt Cu(OAc)2-H20 (100 umol) 

or Zn(OAc)2*H20 (100 umol) were mixed in methanol (15 mL) and stirred in the dark at room 

temperature for 2 h. Diethyl ether (50 mL) was added and the precipitated porphyrin was 
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collected by filtration. Flash chromatography over Sepra SDB-L (255 A; Phenomenex) in 

CH3OH/H20 (1:1) was used for purification to remove excess of the metal salt. 

Sao^lO-Tetra^pyridyl-iV-prop-r-eiie) porphyrinato Cu(H) (4) 

Yield: > 95%; MS HRMS ESI+ calcd. for C s ^ N g C u : 843.2984.: Found ESI+ m/z 210.81 

(M*+, 100%); 281.42 (M3+, 20%); 380.57 [(M-2xC3H5)
 2+, 90%]. UV-vis, A™« (emulsion 5 uM) 

(log D): 428 nm (5.15), 319 nm (4.20), 549 nm (4.12). 

5,10,15,20-Tetra(4-pyridyl-Ar-prop-2'-eiie) porphyrinato Zn(II) (5) 

Yield: > 95%; MS HRMS ESI+ cald. for Csa^NgZn 844.30. Found 282.2 (M3+, 80%); 

381.116 (M2+, [M-2xC3H5]+, 10%). UV-vis, K** (emulsion 5 uM) (log D): 439 nm (5.16), 324 

nm (4.27), 369 nm (4.24) 565 nm (4.12); 606 nm (3.68); fluorescence (emulsion 5 uM), X ex : 

441 nm, Xem. 634 nm (and a shoulder at 678 nm). 

5,10,15,20-Tetra(4-pyridyl-iV-2',3,-dibromoprop-2,-ene) porphyrinato Cu(II) (6) 

Yield: > 95%; MS HRMS ESI+ calcd. for C52H36Br8N8Cu: 1466.58. Found ESI+ 8 8 0 . 1 1 8 ^ -

3xC3H3Br2, 30%,], 539.499 ([M2+ -2xC3H3Br2], 100%). UV-vis, Xttax (emulsion 5 uM) (log D): 

414 nm (5.29), 538 nm (4.21); 606 nm (3.92). 
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5,10,15,20-Tetra(4-pyridyl-iV-2',3'-dibromoprop-2'-ene) porphyrinato Zn(H) (7) 

Yield: > 95%; MS HRMS ESI+ calcd. for C52H36BrgN8Zn: 1467.58. Found 881.08 ([M+-

3xC3H3Br2], 35%), 441.05 ([M2+-3xC3H3Br2].50%). UV-vis, W (emulsion 5 uM) (log D): 426 

nm (5.17), 559 nm (3.89); 598 nm (3.38); fluorescence (emulsion 5 uM), A«x: 421 nm, X^,: 609 

and 656 nm. 

5,10,15,20-Tetra(4-pyridyl(iV-propane)) porphyrinato Cu(BT) (9) 

Yield > 95%; UV-vis, ^ (methanol) (logD): 411 nm (4.74), 539 nm (3.70). 

2,3,7,8,12,13,17,18-Octabromo-5,10,15,20-tetra(4-pyridyI(A^-propane)) porphyrinato Cu(H) 

(10) 

Bromine (4.5 mmol) in DMF (1 mL) was slowly added to a solution of 9 (0.1 mmol) in DMF 

(25 mL) over a period of 20 min at room temperature. The resulting mixture was stirred for 12 

h. Water (25 mL) was added and porphyrin was collected by filtration under vacuum. Yield 60-

85 %. MS HRMS ESI+: calcd for C52H44N8Br8Cu: 1474.6451. Found 368.1909 (M*+, 100%), 

352.2154 ([M-Cu]4+65%); 432.87 ([M-C3H7Br2]3+, 50%). UV-vis W (emulsion 5 uM) (log e): 

450 nm (4.35), 584 nm (3.72). 
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Drug formulation 

Porphyrin (10) is not water-soluble and thus was formulated as Cremophore EL emulsion to 

impart solubility as previously published35. Briefly, freshly synthesized 10 was air-dried in the 

dark, dispersed in a mixture of methanol (containing 10% Cremophore EL) and CHCI3 (1:5) and 

sonicated 20 min. Methanol and CHCI3 were removed by rotary evaporation under reduced 

pressure. PBS was added to the viscous and colored liquid and carefully mixed. Compounds 2 

to 9 dissolved well in water, ethanol and particularly in methanol. Methanol was used as the 

solvent for calibration by spectrophotometer, using the intensity of the Soret band (X -

maximum of the peak at 411-450 nm; s = 170 000 to 190 000 M"1 cm"1). For uniformity in drug 

formulation, all porphyrins were emulsified according to the procedure described for 10. The 

resulting emulsions were filtered sterile on a 0.22 um Millipore filter. These stock solutions 

were diluted in PBS or in sterile medium prior to use. 

Cells and culture conditions 

Human breast carcinoma MDA-MB-231 cells (ATCC, Rockville, MD) in minimum essential 

medium (MEM) (Sigma-Aldrich), 10% fetal bovine serum, 2 mM L-glutamine, 1 mM sodium 

pyruvate, 2 U/mL penicillin G, 2 ug/mL streptomycin and 250 ng/mL amphotericin B were 

incubated at 37°C under 5% CO2. Cells were incubated with the porphyrins for 3 h at 1 ^M in 

0.1% Cremophore EL in MEM without serum, shielded from light35. 
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Phototoxicity assay 

Cells in logarithmic growth phase were seeded (1.5 xlO5 per well) in a 96-well plate. Two 

columns per plate did not receive cells to serve as blanks and two other columns per plate 

served as controls of cells without porphyrins. After 18 h, cells were washed and incubated with 

porphyrins for 3 h. Wells were washed twice with PBS and filled with MEM for illumination 

with visible light (two 500 W tungsten/halogen lamps fitted with a 5 cm filter containing water) 

at 25.3 mW cm"2. Metabolic survival was assessed with a MTT assay, using the tetrazolium salt 

MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Sigma-Aldrich)36. Eight 

replicates were done for each experimental condition. Experiments were repeated 4 times. 

Statistical analysis used standard deviation and match-paired Student Mest. 

Radiotoxicity assay 

Cells in logarithmic growth phase were incubated with porphyrins (1 uM, 3 h), then washed 

twice with PBS and harvested. After suspending in MEM medium without serum, 1.0 xlO5 

cells/mL were irradiated with gamma rays of 1.17 and 1.33 MeV (0-6 Gy), delivered by a 60Co 

source (Gammacell 220, MDS Nordion). Cells were plated in 100 mm Petri plates: 1000 cells 

(0-2 Gy); 10 000 cells (4 Gy); 25 000 cells (6 Gy). Cells were incubated for 9 to 14 days for the 

clonogenic assay . Colonies were stained with crystal violet and counted, considering 50 cells 

per colony as the threshold of viability. Each experimental condition was carried in triplicates. 

Experiments were repeated 4 times. Statistical analysis used standard deviation and match-

paired Student /-test. 
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Cell uptake 

Cellular uptake was determined after incubation with 10 uM of porphyrin for 3 h in MEM 

without serum. Cells were then washed with PBS pH 7.4 and 1 mL of lysing buffer (0.6 % SDS 

and 0.1 M EDTA pH 7.4) was added in the Petri dishes followed by an incubation at 37°C for 1 

h. Cell extracts were diluted (1:1) in DMF and the porphyrins were quantified by absorbance 

using a HITACHI U-2000 spectrophotometer. The protein concentration was determined using 

the Bio-Rad DC Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, CA). Cells incubated without porphyrins 

were used as background. The efficacy of porphyrins extraction was determined by adding 10 

uM porphyrins to cell extracts which were obtained from cells not incubated with these drugs. 

Cellular uptake is reported as moles of porphyrin per mg of cell proteins. 

Singlet oxygen quantification 

Singlet oxygen production by the porphyrin derivatives was measured using 9,10-

diphenylanthracene (DPA, Aldrich) as chemical trap38. Briefly, 0.7 ml of 2 uM porphyrin in 

DMF, containing 85 uM of DP A, was placed in a quartz cuvette, which was exposed to visible 

light (two 500 W tungsten/halogen lamps fitted with a 5 cm filter containing water) for 5 min 

(3.3 J/cm2). Upon oxidation by singlet oxygen DP A is converted to the stable 9,10-

diphenylanthracene endoperoxide (DAP) which no longer absorbs light at 395 nm. The loss of 

DPA is directly proportional to the amount of singlet oxygen produced. DPA concentrations 

were monitored before and after irradiation by measuring its absorption at 395 nm. The amount 

of singlet oxygen was calculated using change in absorbance and an extinction coefficient for 

DPA at 395 nm of 12389 M 1 cm"1. Each assay was repeated three times. 
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Br 

DMF, 60°C; 16h 

AByt bromide, 
DMF, 60°C; 16h 

Cu(OAc)2, MeOH 
r.t.2h 

Br2, DMF 

r.t, 12h 

4: R= H; M= Cu 
5:R=H;M=2n 
6: R= Br; M=Cu 
7: R= Br; M= Zn 

Scheme 1 
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Fluorescence staining 

MDA-MB-231 cells were seeded at 3.9 x 103 cells/cm2 onto circular 22 mm diameter glass 

coverslips placed in 6-well plates and incubated for 18 h at 37°C. Cells were then washed twice 

with PBS and incubated with 1 uM porphyrins in MEM medium without serum for 3 h at 37°C, 

shielded from light. Cells were delicately washed 3 times with Hank's balanced salts solution 

(HBSS) with 20 mM 4-(2-hydroxyethyl)-l-piperazineethanesulfonic acid (HEPES). 

Mitochondria were colored with 150 nM Myto tracker green (Invitrogen inc., Canada) and 

nuclei were colored using 10 nM Syto 13 green (Invitrogen inc., Canada), in HBSS with 20 mM 

HEPES for 60 min at 37°C. Cells were delicately washed twice with HBSS with 20 mM HEPES 

at 4°C. Cover glasses were mounted on slides with Vectashield mounting medium (Vector 

Laboratories, Peterborough, U.K.) 
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Fig. 1 Effect of the position of bromine substitution on UV-vis spectra of cationic porphyrins. 

Substitution on 13-positions (10) decreases drastically the absorbance and leads to a red-shift of the 

Soret band. Bromination of JV-allyi positions (6) increases the intensity of both Soret and Q-bands. 

Reference porphyrin without bromine (4). 
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Confocal microscopy 

Cells were examined with a scanning confocal microscope (FV1000, Olympus) coupled to an 

inverted microscope fitted with a 63x oil immersion objective (Olympus). Specimens were 

laser-excited at 488 nm (40 mW Argon laser) and 633 nm (Helium-Neon laser). In order to 

avoid cross-talk between the emitted SYTO 13 and porphyrin, fluorescence images were 

collected sequentially at wavelengths of 500-530 nm and > 650 nm, respectively. Optical 

sections of 256 x 256 pixels (optical resolution: lateral - 0.207 um; axial - 0.8 um) were taken. 

Images were acquired typically from 10 cells per experimental condition. 

Image analysis 

For Alexa 488/Cy5 merged fluorescence images the dots fluorograms were obtained by plotting 

pixel values of each component towards horizontal and vertical axis, respectively. For 

illustration purposes, images were contrast enhanced, pseudo-colored accordingly to their 

original fluorochromes, merged (FluoView software (Olympus)), then cropped and assembled 
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Results 

Synthesis 

As shown on scheme 1, all quaternized porphyrin analogs bearing four TV-alkyl substituents 

were prepared by the modification of a previously published procedure34. For the preparation of 

the non-brominated analogs, compound 1 was quaternized with allylbromide to give the 

tetrapropene derivative 2, which on treatment with Cu(OAc)2 or Zn(OAc)2 in methanol (2 h) 

gave 4 and 5, respectively. The brominated analogs were prepared by treatment of 1 with 1,2,3-

tribromopropene to give the JV-(l,2-dibromo)-tetrapropene derivative 3, which on treatment 

with Cu(OAc)2 or Zn(OAc>2 in methanol (2 h) gave 6 and 7, respectively. 

For the preparation of the D-octabromo analog 10, compound 1 was treated with 1-

bromopropane in DMF at 60°C to yield the quaternized product 8, which was subsequently 

metalated with Cu(OAc)2 in methanol at 25°C to yield 9. Bromination at the D-position of 9 

was accomplished by treatment with Br2 in DMF (12 h at room temperature) to give 10 as a 

major product (up to 85%). The product was precipitated with cold water, filtered on fritted 

glass, washed several times with pure water and air-dried39. HPLC analysis showed the 

presence of two minor peaks. Mass spectral analysis confirmed the presence of octabrominated 

porphyrin, along with hepta- and hexabrominated porphyrin impurities. Attempts to obtain 

exclusively the octabromo product failed even after prolonged reaction time, or varying the 

amount of the bromine, accordingly the material was used as is for biological studies. Attempts 

to remove the Cu metal from 10 failed even in strong acidic conditions (H2S04 95%, cone. HCl 
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and TFA)jy. 

Attempts to synthesize the Zn analog of 10 failed. Bromination on the Dposition was initially 

performed using JV-bromosuccinimide in CH3OH at reflux, as previously reported40' 41. 

However, the desired product could not be isolated. Bromination of a similar Zn porphyrin on 

the Dposition with Br2 in chloroform/methanol has been reported42. Our attempts of 

Q bromination with Br2 in methanol and in DMF of Zn analog of 9 failed and porphyrin 

degradation products were observed. 

All products, excepted compound 10, were isolated from the reaction mixture by precipitation 

with diethyl ether. The purity and homogeneity of the products were established by analytical 

HPLC. Products were characterized by UV-vis and mass spectral analysis (ESI and MALDI-

TOF). 

Fluorescence and UV-vis spectrometry 

The fluorescence emission and UV-vis spectral data of these cationic porphyrins are listed in 

the Materials and Methods section. For non-metalated (2 and 3) and Zn porphyrins (5 and 7), 

the fluorescence maxima show large bands (between 600 and 750 nm) upon excitation by 

visible light at the Soret band. For Cu porphyrins (4, 6 and 10), no fluorescence could be 

detected upon excitation. The UV-vis spectra of porphyrins 2 to 7 were similar with an intense 

Soret band at 427 ± 13 nm and weaker Q bands with similar extinction coefficients in the 510-

660 nm regions. Spectral properties of the porphyrins are affected by the position of the 
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bromines. Substitution on the B-position (10) decreases drastically the absorbance and leads to a 

red-shift of the Soret band. Conversely, bromination on JV-allyl positions (6) results in a blue-

shift and an increase in absorption (Fig. 1). The absorbance spectra of porphyrins without metal 

or with Cu are very similar, whereas insertion of Zn leads to a modest red-shift. 
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Table 1 Photo- and radiotoxicity of porphyrin derivatives, together with cell uptake and singlet 

oxygen production 

Porphyrins Metal Bromines Cell uptakeSinglet oxygen LD50 LD50 

(mole x lO^uM / 10 uMphototoxicity radiotoxicit 

mg protein) porphyin) (J/cm2) y (Gy) 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

10 

Free 

Free 

Cu 

Zn 

Cu 

Zn 

Cu 

No 

Yes 

No 

No 

Yes 

Yes 

Yes 

0.29 ± 0.02 

0.39 ±0.01 

0.45 ± 0.04 

0.64 ± 0.04 

3.63 ±0.16 

2.27 ±0.39 

N.D.2 

9.5 ±1.5 

4.8 ±0.2 

0 

6.3 ± 0.2 

0 

5.1 ±0.1 

0 

15.3 ±2.2 

4.1 ±0.6 

>45.0 

7.9 ±1.0 

>45.0 

11.7± 1.2 

>45.0 

3.6 ±0.9 

1.2 ±0.4 

2.3 ± 0.5 

4.4 ±1.3 

1.3 ±0.5 

1.3 ±0.3 

1.6 ±0.7 

No drug - - - - >45.0 1.6 ±0.3 

1 Porphyrins 3, 6 and 7 feature bromines on JV-allyl positions. Porphyrin 10 has bromines attached 

on 13-positions. 

2 Not determined due to the instability of porphyrin 10. 
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StabUity 

All compounds tested, except 10, were stable as a solid at 4°C in the dark for several months. 

All compounds tested, except 10, when formulated at 5 uM in 0.5% Cremophore EL, were 

stable for at least 2 weeks. Conversely, a progressive decomposition, as assessed by a decrease 

of absorbance, was observed when the porphyrins bearing 8 bromines on JV-allyl position (3, 6 

and 7) were formulated at 5 uM in 0.5% EtOH in PBS at 4°C in the dark. Non-brominated 

porphyrins (2, 4 and 5) were stable for more than 5 days under the same conditions. 

After an irradiation of 100 Gy or 68 J/cm2 illumination, porphyrins bearing 8 bromines on N-

allyl position (3, 6 and 7) remained stable when formulated in 0.5% Cremophore EL, but not in 

0.5% EtOH in PBS. Regarding the porphyrins without bromine (2, 4 and 5), they remained 

stable in both formulations after either 100 Gy or 68 J/cm2 illumination. 

Mass spectrometry 

The assigned structures of the final products were confirmed using MALDI and ESI+ mass 

spectroscopy. ESI+ was performed in a mixture of H20/CH3CN (1:1). Fragmentation pattern 

showed variations in relative intensity of multiple charged molecular ions and loss of iV-alkyl 

groups attached to the jV-atom of the pyridine rings. In the case of compounds 4 and 10, the M4+ 

ion represented 100% relative intensity while compound 2 yielded the M3+ ion as 100%. ESI+ 

spectra of iV-bromoalkyl compounds are more complex due to the loss of the JV-side chain. To 

obtain a more informative spectrum and molecular ion peak, we also used MALDI-TOF. 

Different matrix systems were used but none gave improves spectra as compared top ESI+ and 

only small peaks corresponding to loss of the side chains were observed. 
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Comparison of MS spectra of 3 using ESI* and MALDI-TOF techniques, shows that 

fragmentation occurs at the positively charged iV-allyl position combined with loss of central 

metal, in agreement with other reports43"45. A small peak corresponding to the dibromopropene 

substituent is also detected (m/z = 198) using ESI+. MALDI-TOF was done with matrix 

(dithranol) or without matrix. This technique also gave the peaks corresponding to the loss of 

the side chain. 

Cell photosensitization 

The breast cancer cells were incubated for 3 h with 1 uM of porphyrin derivatives 2-7 or 10 and 

irradiated with the full spectrum of visible light at various doses. 

Compounds bearing a Cu as a central metal, i.e. 4, 6 and 10, were devoid of any 

photosensitizing effect which correlated with their incapacity to produce singlet oxygen (Table 

1). This result is in accordance with other studies showing that porphyrins substituted with Cu 

cannot generate singlet oxygen (for review see 16). 

Addition of a central Zn (5) improved the LD50 by 2-fold compared to the metal-free analog 2. 

Although the substition with Zn significanlty (P value < 0.05) reduced the production of singlet 

oxygen, the cell uptake was improved by 2-fold suggesting that the higher photosensitization 

obtained with compound 5 was caused a better ability to accumulate in the MDA-MB-231 cells. 

Reduction of singlet oxygen production was also associated with the addition of bromines on 
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the JV-ally position. Capacity of the metal free porphyrin 3 bearing bromines to produce singlet 

oxygen was reduced by 2-fold compared to its non-brominated analog 2. Nevertheless, 

substitution of bromines increased the photosensitizing activity. Porphyrin 3 was the most 

potent compound exhibiting a LD50 = 4.1 ± 0.6 J/cm , compared to a LD50 15.3 ± 2.2 J/cm for 

the non-brominated analog 2. This enhancement obtained with compound 3 could in part be 

related to a 30% increase of cell uptake. 

Metallation of compound 3 with Zn (i.e. 7) greatly increased the accumulation of the cationic 

porphyrin in MDA-MB-231 cells (Table 1). Surprisingly, the LD50 of the porphyrin subtituted 

with Zn (7) was reduced from 11.7 ± 1.2 J/cm2 to 4.1 ± 0.6 J/cm2 compared to the non-

subtituted analog 3, although similar capacities to produce singlet oxygen were measured. 

Cell radiosensitization 

Breast cancer cells MDA-MB-231 were incubated with porphyrins 2-7 or 10 at 1 uM, i.e. a 

concentration that did not induce any toxicity in the absence of radiation. After 3 h incubation, 

MDA-MB-231 cells were irradiated (0-6 Gy). 

Bromination of porphyrins 2, 4 and 5 to yield analogs 3, 6 and 7 improved their radiosensitizing 

capacity by a factor 2-3. In the case of the metallated analogs 6 and 7 this enhanced activity was 

parallelled by a substantial increase in MDA-MB-231 cell uptake (Table 1). Position of the 

bromine attachment on the porphyrin did not affect the radiosensitizing activity; similar LD50 
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were measured for the porphyrin bromination on the iV-allyl (6) or ^-position (10) position (P 

value > 0.5). Although metallation of the brominated porphyrin 3 with Cu (6) or Zn (7) 

enhanced cell uptake, their radiosensitizing potential remained similar. It is noteworthy that all 

three non-brominated cationic porphyrins (i.e. 2, 4 and 6) excerted a weak radioresistance onto 

the MDA-MB-231 cells (Table 1). 

Since porphyrins 4, 6, 10 do not fluorescence due to the central Cu, we did not attempt to 

visualize their cell distribution by confocal microscopy. Localisation of porphyrins without 

metal (Fig. 2) and with Zn (data not shown) was similar and was not affected by the bromines. 

The brominated iV-allyl porphyrin (3) and its unsubtituted analog (2) were mainly observed in 

the mitochondria (Fig. 2A), although a significant accumulation was noted in the nucleus (Fig. 

2B). 

Discussion 

Cationic porphyrins strongly interact with DNA solubilized in water4"6' ** and have previously 

been studied for their photosensitization properties45. However, little is known about the effect 

of bromo substitution on their photo- and radiosensitizing properties. Here, we evaluated the 

effect of bromination on the (3- and N-allyl positions of cationic porphyrins on both their photo-

and radiosensitizing potencies using MDA-MB-231 human breast carcinoma cells. 

The addition of bromine atoms on the Af-allyl positions of non-metalated porphyrins, i.e. 
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compounds 3, improves both its photo- and radiosensitizing properties. In structurally related 

phthalocyanines, the addition of bromine substituents increases the triplet state formation and 

hence, the generation of singlet oxygen 47. In the present study we found that bromination of 

cationic porphyrins led to a reduction in singlet oxygen production. Thus the non-brominated 

porphyrins (2, 5) showed a higher capacity for singlet oxygen production as compared to their 

brominated analogs (3, 7). Nevertheless, the photosensitizing potential of brominated porphyrin 

3 was found to be 3-fold higher as compared to that of the non-brominated parent porphyrin 2. 

This enhancement could in part be related to a 30% increase in cell uptake (Table 1). All 

cationic porphyrins tested showed uptake by the nucleus, although the highest sub-cellular 

accumulation was found in the mitochondria. Bromination of the cationic porphyrins did not 

modify their distribution in the MDA-MB-231 cells. The high photosensitization potential 

observed with compound 3 appears therefore not to be associated with a preferential 

accumulation in DNA. Since our confocal data are insufficient accurate to allow quantitative 

estimates of porphyrin uptake in subcellular organelles, we cannot associate the 

photosensitizing effect with a specific subcellular target. 

The effect of the nature of the central metal ion on the photosensitizing properties of porphyrin-

based photosensitizers has been well established. Photo-excited Cu-porphyrins have short half-

lifes and lack phototoxicity16. Addition of bromines on N-allyl or P-positions of Cu-porphyrin 

4 to yield 6 and 10, respectively, did not improve photosensitizing properties and all three 

porphyrins lacked potential to produce singlet oxygen. In contrast both the brominated metal-

free porphyrin (3) and its Zn analog (7), showed good capacities for singlet oxygen production 
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(Table 1) These observation are in line with those reported for cationic porphyrins bearing four 

TV-methyl substituents, where singlet oxygen production was found to be similar for the metal-

free and the Zn derivatives48. 

A Nopoipfauin Compound I Compound 3 g Nopoiphynn Compound: Compound! 

Fig. 2 Cellular localization of cationic porphyrins observed by confocal microscopy. MDA-MB-231 

cells incubated for 3 h with 1 uM of porphyrins 2 or 3 were then incubated with either the 

Mitotracker green (A), or the Syto 13 green (B) to stain respectively the mitochondria or the 

nucleus 
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Regarding the radiosensitizing potetial of our cationic porphyrins, neither the presence nor 

nature of a central metal did affect their activities. This, in spite of substantial differences in 

cell uptake values that showed a 6-10 fold increase in uptake following substitution of the 

metal-free porphyrin (3)with Cu (6) or Zn (7). Their cellular localization pattern were also 

comparable, suggesting saturation of their radiosensitizing activities was reached. 

Conversely, bromination of cationic porphyrins on both $- or JV-allyl positions increased the 

radiosensitizing activity. However, bromination on JV-allyl position is preferable since these 

porphyrins were found to be more stable. Overall, our data suggest that bromination favours the 

formation of reactive cytotoxic species while the central metal ion does not significantly affect 

this process, at least under our experimental conditions using a porphyrin concentration of 1 

uM. It is noteworthy that incubation with metal free, non-brominated cationic porphyrin (2) 

induced some radioresistance in the MDA-MB-231 cells. This radioprotective effect remains to 

be further explored. Our data suggest that the radiosensitizing enhancement through JV-allyl 

bromination should also be explored using alternative carrier molecules. 

In vitro assays with MDA-MB-231 cells were all carried out with 1 uM porphyrin, i.e. a non-

cytotoxic concentration in the absence of radiation. It has been shown that a higher 

radiosensitizing effect of brominated cationic porphyrins can be obtained at a concentration of 

10 uM, i.e. a concentration that induced mild cytotoxicity in the absence of radiation34. 

Similarly, the supra-additive synergistic effect of radiation in combination with agents such as 

cisplatin or 5-fluorouracil is frequently measured at drug concentrations that are toxic for 



26 

cancer cells49. Therefore, the radiosensitizing effect of our brominated cationic porphyrins can 

likely be improved using higher drug concentration that induce some degree of cytotoxicity 

without radiation. 
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Fig. 3A: Mass spectrometry of compound in electrospray (ESI). Reduction of N+ from N-pyridyl 

ring and loss of N-allyl brominated arms observed. Even the dibromopropene arm alone is detected 

in the mass spectrometer. Other groups reported reduction of N+ on N-pyridyl ring in mass 

spectrometry with loss of moieties previously attached there. {{335 Ramos,C.I. 2007;281 

Silva,E.M. 2006; }} Suggested chemical structures are drawn in rectangles, though exact status of 

protonation is uncertain due to uncertainty in mass ± 2 units per bromine atom on the molecule. 2 

main isotopes of bromine exist in nature, sharing almost 50% each of abundance. 79Br and 81Br. 
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Fig. 3B : Mass spectrometry of compound 2 in Matrix Assisted Laser Desorption Ionization - Time 

of Flight (MALDI-TOF) with dithranol matrix. Reduction of N+ from N-pyridyl ring and loss of 

brominated N-allyl arms observed. 

Conclusions 

Our data show that addition of bromine atoms to the iV-allyl positions of cationic porphyrins 

improves their potential to sensitize cancer cells to photons of visible light and ionizing 

radiation. A 4-fold increase in photocytotoxicity is observed with the non-metalated, iV-allyl 

analog, compound 3. In the case of the radiosensitizing potency, the overall enhancement in 

activity due to bromination is modest, particular if taken into account that the non-brominated 

analogs exhibit some radioprotective activity under our experimental conditions. 
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5. Resultats non publies et limitations au projet 

5.1. Syntheses chimiques 

Initialement, il avait ete prevu d'incorporer aussi du cobalt comme metal central pour chaque derive de 

porphyrine. En effet, pour d'autres derives metalloporphyrines charges evalues comme 

radiosensibilisateurs a une concentration de 50-100 uM, le cobalt (Co), le fer (Fe) et le zinc (Zn) 

s'averaient les meilleurs en conditions oxiques et hypoxiques (O'HARA et ai, 1989). Neanmoins, des 

problemes majeurs d'oxydo-reduction sont survenus lors des essais de metallation avec le cobalt. En 

effet, suite a une incubation de quelques heures des porphyrines avec differents sels de cobalt dans les 

memes conditions que pour le zinc ou le cuivre, le chromatogramme montrait plus d'une douzaine de 

pics, suggerant une degradation et differents derives. Des experiences dans d'autres laboratoires ont 

montre que la presence d'un atome central de cobalt augmentait le potentiel de redox et que chaque 

brome ajoute sur la porphyrine augmentait le potentiel redox. Les porphyrines etaient stables pour une 

reduction, mais lors des reductions subsequentes leurs bromes s'eliminaient de la molecule (D'SOUZA et 

ai, 1993). Ce phenomene expliquerait peut-etre les problemes de degradation. II aurait peut-etre done 

fallu utiliser des solvants ultra-purs et empecher les porphyrines d'entrer en contact avec d'autres 

impuretes qui puissent favoriser I'oxydoreduction pendant la reaction de metallation. Differents sels ont 

ete essayes, sans succes, dont le chlorure de cobalt hydrate et I'acetate de cobalt. Un degazage du 

methanol suivi d'un bullage en atmosphere inerte ont ete tentes pour retirer I'oxygene pendant la 

metallation: au mieux, trois pics majeurs etaient observes sur le chromatogramme au lieu d'un seul 

comme pour le produit de depart non metalle. Devant ces difficultes, I'incorporation de cobalt a ete 

abandonnee dans le present projet. Les decomptes de colonies apres irradiation des cellules dans le 

present ouvrage ne demontraient aucune difference significative selon le metal central avec ces 

porphyrines a une concentration de 1 uM ; a cette concentration pharmacologiquement atteignable et 
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realiste, I'effet du metal semble negligeable sur I'effet radiosensibilisateur, du moins avec les porphyrines 

testees dans la presente etude. Quant a I'effet photosensibilisateur, la litterature rapporte une mediocre 

amelioration des metalloporphyrines portant un Co2+, un Cu2+ou un Fe2+ (ALI etal., 1999). 

Tel que discute dans notre article, les analogues du compose 10 non metalle et metalle avec un zinc 

n'ont pas ete testes faute de pouvoir en synthetiser en quantite et purete satisfaisantes. En effet, 

I'addition de bromes en position S-pyrolle doit etre effectuee sur une porphyrine metallee avec un cuivre, 

sinon il y a de la degradation en plusieurs sous-produits. Toutefois, le retrait du cuivre central a I'aide 

d'acides forts a echoue. 

5.2. Spectrometrie de masse 

Les spectres de masse, autant en MALDI-TOF qu'en electronebulisation demontrent une fragmentation 

de la porphyrine, tel qu'aborde brievement dans notre article. Le fragment attache en position W-allyl est 

souvent elimine. Ce lien N-C est I'un des plus faibles de la molecule. Un lien chimique impliquant un N 

charge positivement est moins stable. Lorsque la molecule est excitee par le laser du spectrometre de 

masse MALDI-TOF, il est possible que le surplus d'energie et/ou d'ions puisse detruire ce lien. Le patron 

suivant est reproductible en MALDI-TOF : M, M - 1 fragment, M - 2 fragments, M - 3 fragments, M - 4 

fragments. Pourtant, il est presque impossible que ces especes manquant 3 ou 4 fragments en position 

A/-allyl preexistaient en solution avant: chaque fragment porte une charge positive rendant la molecule 

soluble dans I'eau. Sans ces charges positives, la molecule ne serait pas aussi soluble dans I'eau et les 

solvants polaires comme le methanol. La porphyrine manquant 4 fragments correspond au reactif de 

depart qui est completement insoluble dans I'eau et dans le methanol. Le meme patron de fragmentation 

est observe reproductiblement en electronebulisation. Meme le fragment detache est clairement 

observable a 198 Da. Deux exemples de la perte de fragments sur I'atome d'azote (A/) d'un groupe 

pyridyl d'une porphyrine cationique ont ete publies dans une revue specialisee de spectrometrie de 

62 



masse (SUVA et al., 2006); (TOMAZELA ef al., 2004). De plus, la perte du metal central est parfois 

observee. Les liens de coordination du metral central peuvent etre brises plus facilement que des liens 

covalents. II existe aussi un exemple dans la litterature de perte du cuivre central dans une porphyrine 

lors de I'analyse par spectrometrie de masse utilisant un laser pour la desorption (DALE ef al., 1996). 

Ce phenomene de fragmentation pourrait etre accentue par la presence de I'oxygene singulet, qui est 

tres reactif. En effet, la matrice utilisee, le dithranol, s'apparente chimiquement aux anthraquinonesv et 

possede aussi la capacite de generer des especes reactives de I'oxygene (MULLER ef al, 1993). Les 

porphyrines analysees peuvent elles-memes produire I'oxygene singulet. 

v Consulter le Tableau 2 de la section 2.5.2 Les photosensibilisateurs non derives de porphyrines. 
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Figure 6 : Fragmentation des porphyrines en spectrometrie de masse 
A) Interpretation de la fragmentation du compose 3 en electronebulisation positive 
B) Interpretation de la fragmentation du compose 3 en MALDI-TOF avec une matrice de dithranol 
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Enfin, la presence de 8 atomes de brome sur la molecule non metallee complique I'analyse du spectre de 

masse. L'abondance naturelle de I'isotope 79Br est de 50,697%; celle de I'isotope 81Br est de 49,317%. 8 

atomes de brome x 2 isotopes naturels = 16 possibilites au total, dont certaines correspondent a la 

meme masse moleculaire, ce qui resulte en 9 masses possibles pour le meme ion moleculaire. Pour la 

porphyrine metallee avec un cuivre, 18 masses sont possibles (9 masses moleculaires x 2 isotopes du 

cuivre = 18 masses moleculaires). II existe deux principaux isotopes stables naturels de cuivre : 63Cu 

(69,173%) et 65Cu (30,833%). Quant a la porphyrine metallee avec un zinc, 36 masses sont possibles (9 

masses moleculaires x 4 isotopes du zinc = 36 masses moleculaires). II existe quatre principaux isotopes 

stables naturels de zinc: 64Zn (48,63%), 65Zn (27,92%), ®ln (4,11%), ®ln (18,84%). Sur les spectres de 

masse, il est effectivement possible d'observer la multiplicite des pics autour de la moyenne de la masse 

de Hon moleculaire. Avec autant de variabilite, il devient impossible de determiner avec certitude I'etat 

protone ou non des fragments. 

II est important de noter qu'il faut absolument eviter d'ajouter toute trace d'acide trifluoroacetique (TFA) 

dans les echantillons, sinon I'ion moleculaire de ces porphyrines ne pourra pas etre observe en 

electronebulisation. Le mecanisme exact de ce probleme est inconnu. 

5.3. Quantification des porphyrines accumulees dans les cellules 

Puisque les resultats obtenus en microscopie confocale a fluorescence n'etaient pas quantitatifs, d'autres 

techniques ont ete evaluees afin de determiner la concentration de porphyrines incorporees dans les 

cellules suite a I'incubation. Des profils d'accumulation cellulaire differents auraient pu contribuer a 

expliquer les differences d'efficacite observees, c'est-a-dire que si une prophyrine s'accumule 5 fois plus 

dans la cellule qu'un autre analogue, elle pourrait avoir 5 fois plus d'effet, si I'effet est proportionnel a la 

dose. Or, aucune correlation ne peut etre etablie, selon les resultats de la mesure d'incorporation 
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cellulaire apres une incubation avec 10 uM de porphyrines, suivie d'une lyse cellulaire (voir Tableau 1 

dans notre article). 

Les porphyrines pourraient avoir subi des modifications chimiques une fois dans la cellule et certains de 

ces derives de porphyrines pourraient etre plus actifs que d'autres. Un changement de profil en 

spectrophotometrie aurait pu indiquer de telles modifications: ajout, retrait ou changement de metal 

central caracterise par des changements de bandes Q; oxydation ou autre modification de la porphyrine 

caracterisee par un deplacement de la bande de Soret; liaison a un recepteur ou autre biomolecule 

caracterisee par un deplacement du spectre. Par exemple, la ferrochelatase dans les mitochondries 

aurait pu reconnattre le compose 3 et y incorporer un atome central de fer. Le fer aurait pu contribuer a 

I'effet radiosensibilisateur (O'HARA et al., 1989). La ferrochelatase peut aussi effectuer la reaction 

inverse et retirer des atomes de cobalt ou de zinc du centre pour en faire des porphyrines non metallees 

(TAKETANIefa/,,2007). 

Les essais de detection des porphyrines directement dans les cellules entieres ont echoue. En effet, les 

composantes cellulaires absorbent davantage que les porphyrines jusqu'a environ 370 nm. Le spectre 

UV-visible des cellules et la bande de Soret des porphyrines (vers 420 nm) se chevauchent. Le signal de 

la bande de Soret etait camoufle par la forte absorption des cellules, rendant impossible la quantification 

des porphyrines ou I'observation d'un deplacement du spectre UV-visible, qui aurait pu donner un indice 

de modification chimique. 
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Discussion 

6. Modifications chimiques des sensibilisateurs et leur impact sur 
la sensibilisation des cellules cancereuses 

6.1. Comment les atomes de brome augmentent I'effet photosensibilisateur 

6.1.1. Hypothese retenue : augmentation de la duree de la demi-vie I'etat 

excite 

Chez des phtalocyanines de structure chimique comparable, I'ajout d'atomes de brome augmente le 

rendement de formation de I'etat excite du photosensibilisateur (ZHANG et ai, 1993). Ce phenomene 

serait attribuable a I'effet des atomes lourds, lequel permet des changements quantiques autrement 

interdits (Si—»Ti) (WAINWRIGHT, 1996). Cet effet devrait en theorie etre accentue chez les porphyrines 

cationiques, car celles-ci se monomerisent bien, alors que les phtalocyanines ont tendance a perdre de 

I'efficacite a produire I'oxygene singulet a cause de leur aggregation. 

Les atomes de brome sont tres electronegatifs: ils attirent les electrons delocalises et peuvent contribuer 

a stabiliser plus longtemps un etat excite de la molecule. L'ajout de bromes en position A/-allyl amplifie le 

nombre de resonances possibles comparativement a une substitution en position R-pyrrole. Plus la demi-

vie des porphyrines a I'etat excite augmente, plus grande sera la probabilite d'interagir avec I'oxygene et 

de former I'oxygene singulet. Cette hypothese expliquerait les resultats obtenus en suggerant cet ordre 

croissant relatif de demi-vie de I'etat excite: bromes en position U-pyrrole < sans brome < bromes en 

position A/-allyl. L'augmentation de la duree de la demi-vie de I'etat excite des porphyrines grace aux 

bromes en position A/-allyl semble la plus plausible, neanmoins il faudrait verifier cette duree et quantifier 

la generation d'oxygene singulet dans d'autres experiences de chimie physique. 

67 



6.1.2. Toxicite des atomes de brome libres : peu probable 

Le brome libre est tres reactif et potentiellement tres toxique pour les cellules. Evidemment, la purification 

sur colonne servait a enlever tous les sels et impuretes residuels de la synthese chimique des 

porphyrines. L'excedent d'energie lors de I'etat excite des porphyrines pourrait-il simplement favoriser 

i'elimination des bromes? Les liens simples carbone-brome sont fragiles: des photons dans I'ultraviolet 

peuvent causer une rupture homolytique, c'est-a-dire que chaque atome garde son electron non paire. 

Effectivement, le brome est un excellent atome partant pour une substitution nucleophile. Cependant, 

chez les porphyrines de cette etude, les carbones porteurs de bromes sont planaires, car ils participent a 

un lien double et sont hybrides sp2, alors la substitution nucleophile ne s'applique pas. Par contre, 

I'elimination des bromes serait possible, mais la formation d'un intermediate carbocation est defavorisee 

par la charge positive qui existe deja sur un atome d'azote a proximite. Les resultats des tests de stabilite 

suggerent que les porphyrines bromees conservent leur integrite, car aucun changement significatif du 

spectre UV-visible ou de la solubilite n'etait observable apres ['illumination et I'irradiation a 100 Gy. 

6.1.3. Toxicite des fragments dibromopropenes : possible mais peu 

probable 

La cellule pourrait avoir achemine les porphyrines pres de son ADN, la ou elle est vulnerable aux 

attaques chimiques. Plusieurs articles dans la litterature scientifique rapportent I'habilete de differentes 

porphyrines chargees positivement a se lier a I'ADN (charge negativement) en solution aqueuse (IKAWA 

et a/., 2008); (ZHAO et al., 2008); (ZHANG ef a/., 2008). Lorsque la lumiere excite les porphyrines, celles-

ci se fragmenteraientvi et libereraient du dibromopropene dans I'ADN. II est connu que le 2,3-

dibromopropene reagit avec I'adenosine pour former des nucleosides bromes (QIU ef al., 1998). Ces 

Fragmentation telle qu'observee en spectrometrie de masse, voir Figure 6 de la section 5.2 Spectrometrie de masse. 
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modifications, en plus des attaques de I'oxygene singulet produit par les porphyrines excitees, pourraient 

causer des bris dans I'ADN et provoquer la mort cellulaire. 

Toutefois, les resultats obtenus lors des tests de stabilite suggerent que ce mecanisme d'action est peu 

probable. En effet, le spectre UV-visible des porphyrines en solution demeurait tres stable apres une 

illumination prolongee. S'il y avait eu une fragmentation generalisee, les porphyrines auraient precipite et 

I'intensite de la bande de Soret aurait diminue significativement, puisque les porphyrines auraient perdu 

leurs charges positives et par consequent, seraient moins solubles. La formulation dans le cremophore 

ELvii empeche de reanalyser les echantillons en spectrometrie de masse ou meme par HPLC, alors on 

ne peut pas affirmer hors de tout doute I'absence de fragmentation lors de I'illumination. De surcroit, la 

fragmentation se produisait dans le spectrometre de masse lorsque les porphyrines etaient excitees avec 

un laser tres puissant qui emet a des longueurs d'onde dans la gamme de I'ultraviolet. Or, les conditions 

therapeutiques different, car les boites d'illuminations n'emettaient pas de rayons ultraviolets et I'absence 

de rayonnement ultraviolet a ete confirmee™. II semble done que les porphyrines de la presente etude ne 

se fragmentaient guere lorsqu'illuminees avec le spectre de la lumiere visible. 

6.2. Contribution du metal central a I'effet photosensibilisateur 

Tel qu'attendu, les porphyrines contenant un atome de cuivre en leur centre n'ont guere demontre d'effet 

photosensibilisateur. Effectivement, il est connu que le cuivre inactive I'oxygene singulet (JOSHI, 1998). 

De surcroit, les caracteristiques des metalloporphyrines contenant des ions metalliques reguliers, tel le 

Zn, avec une configuration d° ou d10, sont essentiellement determinees par les electrons n du 

™ Le cremophor EL est une huile de castor polyethoxylee. II s'agit d'un excipient servant a stabiliser l'emulsion 
de porphyrines dans un systeme aqueux. La porphyrine 10 est insoluble dans l'eau et necessitait un tel excipient 
pour etre emulsifiee. Afin d'uniformiser, toutes les porphyrines de la presente etude ont ete preparees avec la 
meme formulation. Puisque le cremophore EL est une huile visqueuse, il aurait sans doute bloque la colonne du 
HPLC. 
vm Absence de rayonnement ultraviolet confirmee grace aux appareils et l'expertise de Dr Antonio Conconi. 
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macrocycle des porphyrines. Quant au Cu, il s'agit d'un metal de transition avec des orbitales d 

incompletes: ces orbitales peuvent significativement s'integrer avec les orbitales du macrocycle de 

porphyrine. Ainsi, les etats excites des metalloporphyrines contenant un cuivre en leur centre ont une 

demi-vie tres courte et leur rendement quantique de formation de l'etat triplet est tres faible. Par 

consequent, les metalloporphyrines contenant un cuivre en leur centre generent tres peu d'oxygene 

singulet, voire pas du tout (MILANESIO ef a/., 2008). 

Quant a la chelation du Fe2+ par les porphyrines sans metal central, elle semble peu probable ou du 

moins negligeable pour expliquer les spectaculaires resultats obtenus en photosensibilisation avec le 

compose 3 sans metal central. La litterature rapporte que les metalloporphyrines portant un Fe2+ en leur 

centre s'averent de mediocres photosensibilisateurs, tout comme c'est le cas avec le Cu2+et le Co2+ (ALI 

et al., 1999). L'etat photoexcite des porphyrines portant un cuivre en leur centre est extremement court, 

d'ou la mediocre photosensibilisation. Le zinc augmente le temps de demi-vie de l'etat triplet, d'ou une 

meilleure generation d'oxygene singulet et done plus de photosensibilisation (ALI ef al, 1999). 

L'absence de metal ou la presence de zinc dans des porphyrines donnent generalement un effet 

photosensibilisateur (ALI ef al, 1999). Dans notre etude, pour la porphyrine sans brome, les derives avec 

zinc (5) ou sans metal (2) generent un effet photosensibilisateur a peu pres egal. Quant aux derives de 

porphyrine avec des bromes en position /V-allyl, la molecule sans metal (3) se demarque par un effet 

photosensibilisateur de loin superieur a son analogue portant un zinc (7). Une autre etude realisee avec 

des derives de porphyrine (methyl pyropheophorbide-a) corrobore I'observation que le derive sans metal 

est un photosensibilisateur plus efficace que le derive portant un zinc en son centre (CHEN et al, 2005). 

Ces resultats s'expliqueraient par la capacite de I'atome central de zinc de diminuer la formation 

quantique d'oxygene singulet par des processus competitifs non-radiatifs (MATHAI ef a/., 2007). Une 
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experience de chimie physique* a montre que la formation de complexes supramoleculaires avec le zinc 

au centre de porphyrines fluorees inhibait fortement la formation d'oxygene singulet (KASHIWAGI ef a/., 

2003). Le zinc peut accepter des ligands axiaux. En effet, des interactions entre les porphyrines face-a-

face (Zn-Zn ou Zn-imidazole) ont ete observees par cristallographie a rayons-X entre des porphyrines 

avec un Zn en leur centre. Ces interactions seraient accompagnees de transferts d'energie (GROS et ai, 

2007). Par consequent, I'energie peut etre transferee aux ligands axiaux plutot que d'etre transferee a 

I'oxygene pour former I'oxygene singulet, ce qui expliquerait le rendement inferieur pour la generation 

d'oxygene singulet. 

L'implication des atomes de zinc dans ces interactions intermoleculaires expliqueraient le deplacement 

vers le rouge observe en spectrophotometrie UV-visible pour les composes 5 et 7 par rapport a leur 

analogue sans metal central (KASHIWAGI ef a/., 2003). Le deplacement vers le rouge a plus d'ampleur 

pour les composes sans bromes que pour les composes avec des bromes en position A/-allyl. Les 

bromes pourraient peut-etre causer un encombrement sterique qui nuirait un peu a ces interactions 

intermoleculaires. 

Ces resultats suggerent que les porphyrines bromees en position A/-allyl generent davantage d'oxygene 

singulet que les porphyrines sans brome. La presence du zinc dans le compose 7 diminuerait 

drastiquement la formation d'oxygene singulet par rapport au compose 3 : des interactions 

intermoleculaires avec le zinc expliqueraient cette compensation a la baisse de I'effet 

photosensibilisateur par rapport au compose 3 sans metal. 

1X Plus precisement, il s'agit d'une experience de detection directe de la phosphorescence caracteristique suivant 
l'excitation polychromatique des porphyrines etudiees, portant differents metaux en leur centre ou aucun metal. 
Pour de plus amples details sur le montage experimental, consulter l'article (MATHAI ef a/., 2007). 
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6.3. Comment les atomes de brome augmentent I'effet radiosensibilisateur 

Un effet indirect des radiations, tel que decrit sur la figure 4, pourrait impliquer des especes reactives 

issues de la radiolyse de I'eau. Dans un tel cas, les especes reactives pourraient attaquer I'atome d'azote 

charge en position A/-allyl et generer le fragment 2,3-dibromopropene et contribuer a I'effet 

radiosensibilisant tel que decrit a la section 6.1.3. pour I'effet photosensibilisant. 

L'ajout d'halogenes a permis d'augmenter I'effet radiosensibilisateur de molecules autres que les 

porphyrines. L'imidazole est une molecule simple qui n'est pas vraiment radiosensibilisatrice. Si on y 

ajoute un groupe nitro qui polarise les electrons du cycle, alors il est interessant d'observer que les 

derives nitroimidazoles montrent un effet radiosensibilisateur. L'ajout d'un halogene sur un derive 

nitroimidazole augmente encore davantage les proprietes radiosensibilisatrices et I'effet depend de la 

position de I'halogene (GUPTA et a/., 1985). Ces observations suggerent que la deformation du nuage 

electronique d'un heterocycle azote par des groupes attracteurs d'electrons correle bien avec une 

augmentation des proprietes radiosensibilisatrices. La deformation du nuage electronique pourrait causer 

un effet similaire avec les porphyrines, qui sont elles aussi des heterocycles azotes. 

H \ O ^ N R / \ , 
R \\ I R 

o 

Effet radiosensibilisateur 

Figure 7 : Substitutions electrophiles sur des heterocycles azotes et leurs effets sur leurs 
proprietes radiosensibilisatrices 
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Des etudes de cinetique des electrons ont demontre que les groupements pyridinium peuvent servir de 

canal favorisant le passage des electrons TT dans des porphyrines cationiques irradiees en solution 

(Grodkowski et al., 1984). Les porphyrines de la presente etude possedent toutes 4 groupes pyridinium 

substitues. Les bromes en position N-allyl pourraient accentuer la canalisation des electrons TT en raison 

de leur electronegativite. Ce phenomene contribuerait a deformer davantage le nuage electronique et 

accentuerait I'attraction electrophile vers I'exterieur de I'heterocycle aromatique azote du coeur des 

porphyrines. Les porphyrines avec des bromes en position N-allyl se sont averees les meilleurs 

radiosensibilisateurs comparees aux autres dans la presente etude. 

6.3.1. Mecanisme le plus probable : augmentation de la duree de la demi-

vie d'un etat excite des porphyrines, generant ainsi plus d'especes 

reactives de I'oxygene 

Les atomes de brome sont tres electronegatifs: ils attirent les electrons delocalises et peuvent contribuer 

a stabiliser plus longtemps un etat excite de la molecule. L'ajout de bromes en position A/-allyl permet 

davantage de formes de resonance possibles que les bromes en position (J-pyrrole. Plus la demi-vie des 

porphyrines a I'etat excite augmente, plus grande sera la probability d'interagir avec I'oxygene et de 

former des especes reactives de I'oxygene (ROS). Les especes reactives de I'oxygene seraient les 

veritables effectrices de I'effet radiosensibilisateur, tel que decrit dans la figure 5 par I'effet indirect. Les 

ROS regroupent I'oxygene singulet et des radicaux libres tels I'anion superoxide, le peroxyde 

d'hydrogene, le radical hydroxyle et le peroxynitrite. Les radicaux libres sont des especes chimiques 

possedant un ou plusieurs electrons non paires. L'oxygene singulet n'est pas un radical libre. 

La modulation des ROS pourrait s'averer benefique pour traiter le cancer. Les ROS interviennent de 

facon tres complexe dans la signalisation cellulaire des cellules cancereuses ou favorisent la 

transformation de cellules normales en cellules malignes. II existe deux principales approches opposees. 
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La premiere approche vise a augmenter la neutralisation (scavenging) des ROS, mais les essais 

cliniques se sont averes peu concluants. La seconde approche vise au contraire a augmenter et/ou 

favoriser I'accumulation des ROS dans les cellules cancereuses dans I'espoir d'y declencher I'apoptose. 

Des concentrations elevees de ROS favorisent I'apoptose en provoquant I'ouverture des pores de 

transition permeabilisant les mitochondries et en relachant des facteurs pro-apoptotiques (FRUEHAUF ef 

a/., 2007). II a ete demontre que I'inhibition de la thioredoxine pouvait causer la mort des cellules 

cancereuses et que cette activite therapeutique pouvait etre augmentee par I'anion superoxide, un ROS. 

Le derive de porphyrine Motexafin gadolinium™ inhibe la thioredoxine, mais en plus il convertit la 

thioredoxine en un generateur de ROS. Ce derive de porphyrines s'est montre un radiosensibilisateur 

prometteur dans les essais cliniques jusqu'a present (FRUEHAUF et a/., 2007). II semble plausible que 

d'une fagon similaire, les porphyrines de la presente etude augmentent les ROS dans les cellules 

cancereuses pour causer la mort cellulaire. 

Cette hypothese expliquerait les resultats obtenus en suggerant cet ordre croissant relatif de demi-vie de 

I'etat excite: bromes en position IS-pyrrole s sans brome < bromes en position W-allyl. Pour I'effet 

radiosensibilisant, I'augmentation de la duree de la demi-vie de I'etat excite des porphyrines grace aux 

bromes en position N-allyl semble la plus plausible, neanmoins il faudrait verifier cette duree, identifier et 

quantifier les especes reactives de I'oxygene dans d'autres experiences. Quant a I'effet 

photosensibilisateur, nos resultats (voir tableau 1 dans notre article) montrent que les porphyrines sans 

bromes generent davantage d'oxygene singulet que les porphyrines avec des bromes en position W-allyl, 

contrairement a ce qui etait attendu. Le mecanisme d'action reste done a elucider. D'autres experiences 

seront necessaires pour repondre a des questions comme «Y a-t-il d'autres ROS impliques? Si oui, 

lesquels?». 
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6.3.2. Cascade d'electrons Auger : hypothese peu probable 

Un mecanisme de radiosensibilisation resonant implique que des rayons ionisants ejectent un electron 

d'une couche interne d'un atome lourd, comme le brome. Le graphique de la figure 8 montre la 

probability de rejection d'un electron d'une couche interne du brome en fonction de I'energie des rayons 

ionisants incidents. Les electrons des couches superieures descendent pour remplacer I'electron 

manquant et I'excedent d'energie est emis sous forme de rayons-X. Certains de ces rayons-X peuvent a 

leur tour ejecter d'autres electrons des couches internes. II s'ensuit une cascade d'electrons Auger, au 

cours de laquelle plusieurs electrons sont ejectes et plusieurs rayons-X sont emis, ejectant d'autres 

electrons et ainsi de suite, tel qu'illustre sur la figure 8. 

Bien qu'interessant, le mecanisme de radiosensibilisation augmentee grace a I'effet Auger semble tres 

improbable dans le cas des porphyrines de cette etude. Tel que montre sur le graphique de la figure 8, 

les rayons ionisants incidents doivent posseder une energie legerement superieure mais tres proche de 

celle de la couche electronique visee pour qu'un electron d'une couche interne soit ejecte et que I'effet 

Auger contribue significativement a I'effet radiosensibilisateur (USAMI ef a/., 1991). Les electrons de la 

couche K du brome possedent une energie de 13,47 keV, alors que la source de 60Co utilisee pour 

irradier les cellules emet deux rayons gamma principaux possedant 1,17 et 1,33 MeV respectivement. A 

des energies aussi elevees, un mecanisme resonant impliquant un effet Auger semble improbable. 
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Figure 8: Effet Auger 
A) L'image de gauche montre ce qui se produit juste apres rejection d'un premier electron 
de la couche interne K. L'image de droite montre comment progresse la cascade Auger 
avec emission de rayons-X et d'electrons Auger. Le noyau de brome possede 35 protons, done 
il y a 35 electrons autour. Le cercle blanc vide represente un electron manquant. La fleche noire 
pleine indique la descente d'un electron pour le remplacer. La fleche noire en pointilles represente 
remission de rayons-X, Enfin, la fleche verte indique rejection d'un electron Auger, 

B) Le graphique tire d'un autre article scientifique (USAMI, N. et al., 1991) montre la 
probability d'ejecter un electron d'une couche interne en fonction de I'energie des rayons 
ionisants incidents. 
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6.4. Contribution du metal central a I'effet radiosensibilisateur 

En milieu oxique (cellules bien oxygenees), a des concentrations de porphyrines entre 50 a 100 [JM, le 

cobalt et le zinc offriraient une legere radiosensibilisation selon la litterature (JAMES et ai, 1996); 

(O'HARA et ai, 1989). A une concentration de porphyrines de 1 |jM dans la presente etude, aucune 

difference significative n'a pu etre observee selon la presence et la nature du metal central. Neanmoins, 

aucun essai de radiosensibilisation n'a ete effectue avec le cobalt dans la presente etude, alors son effet 

demeure inconnu avec les molecules etudiees ici. 

7. Comparaison entre les methodes de bromination 

L'alkylation permet d'ajouter huit atomes de brome en position A/-allyl sur des porphyrines cationiques. 

Tel que mentionne dans la discussion du memoire de Jean-Philippe Tremblay-Morin (TREMBLAY-

MORIN, 2005), la douceur des conditions d'alkylation presente d'enormes avantages de synthese 

comparativement a la bromination avec du Eto. L'alkylation permet d'ajouter les bromes sur une molecule 

beaucoup plus simple que la porphyrine. La simplicity de la molecule tribromobropene en simplifie la 

caracterisation en spectrometrie de masse, car la molecule ne porte que 2 atomes de bromes au lieu de 

8. Puisque le brome se presente sous deux principaux isotopes, soit le 79Br et le 81Br, un atome de 

brome sur une molecule genere deux pics distincts en spectrometrie de masse. Deux atomes de brome 

generent 3 pics: (2 x 79 + M; 2 x 81+ M; 79 + 81 + M). Avec 8 atomes de brome sur une meme 

molecule, les choses se compliquent et la determination de la masse exacte devient tres imprecise. Avec 

8 atomes de brome sur une meme molecule, le spectre de masse donnera en theorie 9 pics d'intensite 

differentes (8 x 79 + 0 x 81 + M; 7 x 79 + 1 x 81 + M; 6 x 79 + 2 x 81 + M; et ainsi de suite). Lorsque s'y 

ajoutent les incertitudes reliees a la fragmentation, a la perte d'un atome de metal central, les impuretes, 

la possibilite d'une bromination partielle, etc., I'analyse devient compliquee et ses resultats, moins fiables. 
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Bref, I'ajout de bromes sur une porphyrine par N-alkylation presente un avantage au niveau de la 

caracterisation par spectrometrie de masse. La strategie d'alkylation permet aussi de simplifier la 

caracterisation par RMN1H (resonance magnetique nucleaire des protons). En effet, le 1,2,3-

tribromoprop-1-ene contient moins d'atomes d'hydrogenes que la porphyrine finale : I'analyse en est plus 

simple, car il y a moins de pics integres. 

De surcroit, I'ajout de bromes par A/-alkylation au lieu de la fi-bromination avec du Br2 presente des 

avantages au niveau de la stabilite des produits. La porphyrine a 8 bromes obtenue par W-alkylation 

demeure stable (> 3 mois en poudre a 4°C a I'abri de la lumiere sous atmosphere d'air normal) 

beaucoup plus longtemps que la porphyrine a 8 bromes en position fi (< 3 jours en poudre, meme sous 

athmosphere inerte a I'argon a 4°C a I'abri de la lumiere). Des produits ou intermediaires de reactions 

plus stables signifient moins d'efforts et de temps pour repeter les syntheses ainsi que moins d'impuretes 

au fil du temps et moins de gaspillage. Le 1,2,3-tribromopropene synthetase pour la W-alkylation demeure 

stable pendant plusieurs mois a -20°C sous forme d'huile doree, a I'abri de la lumiere sous atmosphere 

inerte. Le chimiste peut done reutiliser un meme lot de ce reactif plusieurs fois sans manipuler 

directement du Br2, qui est beaucoup plus dangereux et toxique. De surcroit, une meilleure stabilite 

permet aussi de minimiser les efforts des pharmacologues ou biologistes charges de tester les produits 

sur le vivant. En effet, pour un produit labile comme la porphyrine portant 8 bromes en position IS, la 

synthese, la solubilisation, la calibration, la sterilisation et toutes les autres etapes de preparation du 

produit doivent etre repetees a chaque journee d'experiences. En contrepartie, une porphyrine stable 

pendant deux semaines en solution permet d'effectuer les experiences en serie pendant deux semaines, 

ce qui minimise les pertes de temps. Enfin, la stabilite constitue un critere pratique indeniable pour 

I'applicabilite en clinique. Une porphyrine dont la stabilite se limite a 3 jours s'avere peu attrayante pour 

une compagnie pharmaceutique et peu pratique pour les cliniciens. Un si court delai manque de realisme 
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pour la fabrication, le controle de la qualite, I'emballage, le transport, la distribution, la formulation en 

injectable sterile et enfin I'administration au patient. A defaut de trouver une formulation assurant une 

longevite raisonnable de ce produit, on le rejetterait. Quant a la porphyrine bromee par A/-alkylation, sa 

stabilite permet d'envisager avec realisme son utilisation en clinique. 

Quant a la solubilite du produit, encore une fois les porphyrines bromees par A/-alkylation presentent un 

net avantage comparativement aux porphyrines bromees en position ft avec du Eto. Les atomes 

d'hydrogene a la position ft possedent un petit pKa, c'est-a-dire un certain potentiel d'ionisation. Par 

consequent, ces hydrogenes contribuent a leur solubilite dans I'eau et dans d'autres solvants polaires. La 

porphyrine bromee en position ft perd de la solubilite dans I'eau, car elle a perdu ces atomes 

d'hydrogenes dans le macrocycle qui avaient tous un petit pKa. De plus, son utilisation dans le vivant 

s'avere plus compliquee et requiert davantage de travail pour la formulation. 

En ce qui conceme la purification du produit, encore une fois la porphyrine bromee par A/-alkylation 

ressort gagnante. Premierement, les rendements de bromination par N-alkylation surpassent 90 % et de 

fagon reproductible, tandis que pour la ft-bromination les rendements s'averent plus faibles (60 a 85%) et 

variables, car le Br2 et le HBr forme attaquent la porphyrine. Deuxiemement, la porphyrine bromee par N-

alkylation pouvait etre purifiee par chromatographie liquide sur une colonne Sepra SDB-L (255 A, 

Phenomenex) avec des solvants polaires faciles a eliminer par evaporation rotative sous pression reduite 

a des temperatures n'excedant pas 60°C. Quant a la porphyrine ayant subi la ft-bromination avec Br2, 

elle restait fixee dans la colonne et seul le DMF permettait de la recuperer que tres partiellement. Le 

processus laborieux excede la duree de la stabilite du produit, meme en poudre. Autre probleme 

supplementaire, le DMF s'evapore difficilement et necessite beaucoup de chaleur: des temperatures 

superieures a 60°C permettent aux bromes de s'eliminer de la molecule et par consequent, le produit se 
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degrade pendant son isolation. De plus, la cristallisation de cette porphyrine dans le DMF avec de Tether 

a temperature ambiante s'est averee peu efficace. Par consequent, le seul moyen trouve pour purifier la 

porphyrine bromee en position IS avec du Br2 dans du DMF consiste a la faire precipiter avec de I'eau 

pure sur un filtre sous vide et de rincer maintes fois avec de I'eau. Dans le but d'assecher le produit, le 

filtrage sous vide est maintenu pendant plusieurs minutes, puis la « pate » de porphyrine est etendue en 

fine couche sur un papier a pesee afin d'aider I'eau a s'evaporer a temperature ambiante, a I'abri de la 

lumiere. Les produits de degradation restants et/ou de bromination partielle accompagnaient le produit 

desire pour la caracterisation et les essais biologiques, faute de pouvoir mieux les separer. Quant a la 

porphyrine bromee par A/-alkylation, bien que brute elle affichait 5 pics au HPLC, sa caracterisation 

demontre qu'il ne s'agissait que d'isomeres geometriques. 

La purification a servi a isoler les deux produits correspondant aux 2 pics majeurs obtenus sur le 

chromatogramme. II serait neanmoins possible d'obtenir un seul produit majeur si on utilisait un seul 

isomere (E ou Z) du 1,2,3-tribromopropene au lieu d'utiliser un melange. La possibilite de purifier la 

porphyrine bromee par A/-alkylation sur une colonne de chromatographie liquide Sepra SDB-L (255 A, 

Phenomenex) permet d'en retirer plus parfaitement I'exces de metal-acetate suite a la metallation. Cette 

etape empeche d'obtenir des resultats biologiques fausses par I'interaction d'un metal libre sur les 

cellules. 

Finalement, la bromination par A/-alkylation ouvre la porte facilement a de nombreuses possibilites de 

metaux centraux, alors que les restrictions imposees par la (i-bromination en limitent le choix. En effet, 

les douces conditions de bromination par A/-alkylation permettaient de brominer une porphyrine non-

metallee sans la detruire. La porphyrine obtenue (3) demeurait sans metal central et par consequent, ses 

bases libres pouvaient librement reagir avec la plupart des metaux divalents par la suite. La metallation 
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avec le cuivre acetate ou avec le zinc acetate fonctionnait a temperature ambiante, soit des conditions 

sans chauffage preservant I'integrite des bromes sur la porphyrine. Par contre, les dures conditions de 

bromination avec le Eta detruisent les porphyrines non-metallees. Une metallation prealable avec le 

cuivre etait necessaire. Suite a la bromination (10), les tentatives de demetallation dans un acide tres 

concentre (H2SO4 98%, TFA, HCI) se sont toutes soldees par un echec. Ces conditions acidiques 

intenses pourraient degrader la porphyrine. Si la demetallation avait reussi avec un rendement 

raisonnable, un certain pourcentage de la porphyrine aurait quand meme conserve le cuivre en son 

centre. La metallation subsequente avec un autre metal aurait produit un melange de metalloporphyrines 

portant soit un cuivre, soit I'autre metal. II serait pratiquement impossible de bien purifier et d'isoler 

separement ces metalloporphyrines. 
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8. Localisation intracellulaire 
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Figure 9: Resultats de la microscopie confocale a fluorescence 
A) Ci-haut: Colocalisation des porphyrines dans le noyau cellulaire 
B) Page suivante: Colocalisation des porphyrines dans les mitochondries 
Le numero des porphyrines refere au schema des syntheses chimiques dans {'article. Sur les 
fluorogrammes, I'intensite du signal rouge (porphyrines) est en abscisse et I'intensite du signal vert 
(noyau ou mitochondries) est en ordonnee. Les cellules MDA-MB-231 ont ete incubees pendant 3 
heures avec 1 uM de porphyrine. Ensuite, les cellules ont ete incubees avec (A) le« Mitotracker 
green » pour colorer les mitochondries ou (B) le« Syto green » pour colorer les noyaux. 
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Selon les resultats de colocalisation en microscopie confocale a fluorescence, les porphyrines etaient 

localisees principalement dans les mitochondries et aussi un peu au noyau. II est intriguant d'observer 

que certaines mitochondries semblent avoir capture beaucoup de porphyrines alors que d'autres n'en ont 

pas accumule. La cause de cette heterogeneite demeure obscure. Ces differences pourraient etre reliees 

a un empilement des porphyrines une fois a Tinterieur des cellules, mais considerant leurs 4 charges 

positives, cela sembie plutot improbable, Ce phenomene pourrait etre attribuable a des differences dans 

I'activite metabolique des mitochondries ou des differences dans I'expression de recepteurs et/ou de 

transporters ayant de I'affinite avec les porphyrines a I'etude, Les porphyrines ont aussi ete observees 
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dans le noyau. Les fluorogrammes indiquent une correlation inverse: plus I'ADN est compact et moins les 

porphyrines s'y accumulent. Cela suggere que les porphyrines s'intercalent dans les regions 

decompactees de la chromatine, probablement les regions transcriptionnellement actives. 

9. Interactions moleculaires a explorer 

«Corpora non agunt nisi fixata» Ce dicton de Paul Erhlichx resume les fondements de la 

pharmacologic : les corps n'agissent pas sans se lier. Afin d'optimiser le developpement rationnel de 

radio- et photosensibilisateurs ameliores, il pourrait etre utile de comprendre davantage les interactions 

moleculaires des porphyrines synthetisees pour la presente etude, en fonction des changements a leur 

structure chimique. Les resultats de microscopie confocale a fluorescence ont revele la presence des 

porphyrines a I'etude surtout dans les mitochondries et un peu au noyau, sans toutefois preciser avec 

quelles molecules elles interagissent. 

Tel que mentionne precedemment, des porphyrines cationiques peuvent se lier a de I'ADN en solution 

aqueuse, mais est-ce extrapolable dans une cellule cancereuse metaboliquement active? Des etudes 

plus approfondies et elaborees en microscopie confocale a fluorescence pourraient peut-etre repondre a 

cette question. 

Est-ce qu'un ou des recepteurs est implique dans I'effet photo- et radiosensibilisateur? Si oui, quelle est 

I'affinite et la selectivity des porphyrines pour ce recepteur? II serait interessant de faire des etudes de 

liaison avec les porphyrines cationiques synthetisees dans le present ouvrage et de comparer avec 

x Paul Ehrlich (1854-1915) a remporte un Prix Nobel de physiologie et medecine en 1908 pour la decouverte de la 
phagocytose. Paul Ehrlich fut un pionnier de la pharmacologic therapeutique. II a introduit les concepts de 
recepteur et de chimiotherapie, reliant la structure chimique d'une molecule a son activite pharmacologique. Un 
article lui est dedie en l'honneur du centenaire de son prix Nobel (BOSCH, 2008). 
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d'autres porphyrines et differents recepteurs d'interet exprimes a la membrane mitochondriale. Une autre 

approche pharmacologique interessante consisterait a repeter les essais MTT et clonogeniques en 

incubant les cellules au prealable avec un antagoniste du ou des recepteurs d'interet et a observer 

ensuite si les effets photo- et radiosensibilisateurs changent. PBR (Peripheral Benzodiazepine Receptor) 

est un exemple de recepteur d'interet, c'est-a-dire une recepteur pour lequel des porphyrines ont une 

affinite relativement elevee selon la litterature (SNYDER ef a/., 1987); (VERMA et ai, 1987); (VERMA ef 

ai, 1988); (VERMA ef a/., 1998). Les ligands de PBR a des concentrations nanomolaires peuvent induire 

I'apoptose a partir des mitochondries (AZARASHVILI ef a/., 2007). Les recepteurs PBR sont situes a la 

membrane mitochondriale dans les cellules non-cancereuses et assument les fonctions suivantes: 

transporter des derives du cholesterol et regulateur de la steroi'dogenese, de la respiration cellulaire et 

de I'apoptose. Dans des lignees cellulaires de cancers aggressifs du sein, du foie et du cerveau, PBR est 

surexprime a la membrane nucleaire pour transporter le cholesterol dans le noyau et reguler la 

proliferation cellulaire (LI ef a/., 2001). La lignee cellulaire de carninome mammaire humain MDA-MB-

231, la meme que celle utilisee dans le present ouvrage, surexprime le recepteur PBR et est consideree 

comme une lignee cellulaire de cancer aggressif. Lorsque I'expression de PBR y est reduite de 50% 

grace a I'infection par un lentivirus contenant un siARN, la concentration des proteines suivantes 

augmente significativement dans les cellules: p21, cycline A, caspase-3 clivee (activee) et p53. 

Consequemment, les cellules MDA-MB-231 infectees avec une expression reduite de PBR restent 

davantage dans la phase Gi du cycle cellulaire et proliferent beaucoup plus lentement que les cellules 

MDA-MB-231 exprimant fortement PBR (LI et ai, 2007). 

De surcroit, I'oxygene singulet reagit avec le cholesterol pour produire des derives oxydes du cholesterol 

qui s'averent de puissants inhibiteurs de la synthese des sterols et regulent I'expression de plusieurs 

genes (BJORKHEM, 2002). D'une part, la monographie du Photofrin II avertit les usagers que les 
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hormones steroidiennes administrees apres la therapie photodynamique diminuent I'efficacite du 

Photofrin™. D'autre part, d'autres hormones steroidiennes comme le 2-methoxyoestradiol, augmentent 

synergiquement les effets anti-tumoraux de la therapie photodynamique (GOLAB ef a/., 2003). Ces 

indices suggerenf une interaction entre les steroi'des et les porphyrines : il serait interessant d'investiguer 

sur les interactions des porphyrines. 

D'autres metaux comme le nickel et I'indium pourraient etre inseres dans le centre des porphyrines: 

dans un autre derive de porphyrine, ces metaux augmentaient a la fois son affinite pour les recepteurs 

PBR et son efficacite a generer I'oxygene singulet en therapie photodynamique (CHEN ef a/., 2005). 

Conclusions 

1) A une concentration de 1 uM des porphyrines de la presente etude, ('influence du metal central: 

a) negligeable sur I'effet radiosensibilisateur; 

b) I'absence de metal donne les meilleurs photosensibilisateurs, suivie du zinc, alors que pour le 

cuivre I'effet photosensibilisateur est nul. 

2) A une concentration de 1 uM des porphyrines de la presente etude, I'influence des bromes et de leur 

position: 

a) les bromes en position A/-allyl offrent la meilleure augmentation de radiosensibilisation; 

b) les bromes en position A/-allyl offrent la meilleure augmentation de photosensibilisation. 

3) Le mecanisme d'action reste a confirmer. L'hypothese qui semble la plus plausible postule que les 

bromes a cette position favorisent une augmentation de la duree de demi-vie de I'etat excite de la 

porphyrine et done une augmentation de la production d'especes reactives de I'oxygene (oxygene 

singulet et/ou autres). 
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