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INTRODUCTION




Introduction

a thérapie photodynamique (PDT) est une modalité de traitement des petites

tumeurs superficielles et accessibles a la lumiére. Son principe repose sur I’action

d’une molécule photoactivable, le photosensibilisateur (PS), qui s’accumule de
maniére préférentielle dans les tissus néoplasiques. Sous I’effet d’une irradiation lumineuse et
en présence d’oxygene, ce PS génere des espéces réactives de I’oxygeéne cytotoxiques. L effet
tumoricide de ce traitement résulte de la combinaison de dommages cytotoxiques directs sur
les cellules tumorales et de dommages indirects caractérisés par I’altération de la
vascularisation tumorale combinée a une activation du systéme immunitaire. La contribution
relative de chacun de ces types de dommages dans la photodestruction des tissus tumoraux est
a I’heure actuelle peu définie et apparait spéecifique a chaque PS.

Le Foscan® (méta-tetra(hydroxyphenyl)chlorine, m-THPC, Temoporfin) est un
photosensibilisateur de seconde génération, reconnu comme étant le plus actif sur le marché.
Il est actuellement utilisé pour le traitement palliatif et curatif de carcinomes épidermoides de
la téte et du cou ayant résisté aux thérapies conventionnelles. Les protocoles cliniques actuels
favorisent I’accumulation du Foscan® dans les cellules tumorales et produisent aprés PDT une
forte réponse inflammatoire liée a une importante nécrose des tissus ce qui entraine une
efficacité thérapeutique relative. La mort cellulaire par apoptose permet d’éviter cette réaction
inflammatoire ainsi que la perte de substance liée a la nécrose.

La mTHPC existe également sous des formes hydrosolubles de type liposomal
appelées Foslip® et Fospeg®. Les formulations liposomales des PSs recoivent a I’heure
actuelle un engouement tout particulier de part leurs propriétés a augmenter la vitesse de
pénétration et le taux de rétention des photosensibilisateurs dans les tissus tumoraux.
Néanmoins, un parametre majeur reste a évaluer en préambule d’un traitement PDT : la
redistribution du PS a partir de ces formulations. Les variations de ce parametre ont pour

finalité d’obtenir une meilleure efficacité du traitement.

Les travaux entrepris dans le cadre de cette these ont pour but d’optimiser I’efficacité
du traitement photodynamique avec la mTHPC en se basant sur sa distribution intratumorale
et en favorisant la mort cellulaire par apoptose. Ce ciblage tumoral passif a été obtenu gréce a
la modulation du temps séparant I’administration du PS de son irradiation (intervalle drogue
lumiere, IDL) et par conséquent du type de dommages photoinduits (directs ou indirects).

De plus, I’évaluation de la redistribution de la mTHPC a partir de nouvelles formulations
liposomales (Foslip® et Fospeg®), a également été réalisée afin de démontrer son influence sur
I’efficacité du traitement par PDT ainsi que sur les dommages photoinduits.
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1. LA THERAPIE PHOTODYNAMIQUE

1.1 Historique

Des I’ Antiquité, les Egyptiens, les Indiens et les Chinois utilisaient la lumiére solaire seule ou
combinée a des substances naturelles (psoralenes) pour le traitement de Iésions cutanées telles
que le vitiligo, le psoriasis et les cancers ainsi que pour des pathologies générales telles que
les psychoses (1,2). Cependant, le concept de «thérapie photodynamique », définie alors
comme I’action combinée d’une molécule photoactivable, de la lumiére et de I’oxygeéne,
n’apparut qu’au X1Xéme siécle avec la publication d’une étude réalisée par Oscar Raab (3).
En effet, le phénomene phototoxique fut analysé scientifiquement pour la premiére fois en
1897 par cet étudiant de I’Université de Munich, qui mit en évidence I’action cytotoxique de
colorants tels que I’acridine et ses dérivés sur des paramécies en présence de lumiére. Dés
1902, Ledoux-Lebards poursuivit ces travaux et déecrivit le role majeur de I’oxygéne dans
cette toxicité photoinduite (4) . Le Professeur Hermann Von Tappeiner, directeur de thése
d’Oscar Raab, fut le premier & employer le terme de "réactions photodynamiques" pour
caractériser le phénomeéne observe (5) et I’expérimenta avec succes en 1903, grace a I’action
combinée de la lumiere solaire et de I’éosine, chez des patients souffrant de lésions cutanées

syphilitiques ou tuberculeuses (6).

A la recherche de nouvelles substances photoactives, Walter Hausmann étudia en 1911 les
effets de I’hématoporphyrine (Hp) qui se révéla tres efficace sur de petites Iésions cutanées
dues au psoriasis en association avec une irradiation aux rayons ultraviolets (UV) (7).
L’accumulation préférentielle de I’Hp au sein de tumeurs fut mise en évidence en 1924 par
Auler et Banzer chez I’Homme (8), suivis par Figge et al. qui proposerent alors I’Hp comme
photosensibilisateur (PS) pour la thérapie photodynamique (PDT) en raison de sa rétention
specifique dans le tissu tumoral (9). L’Hp, constituée d’un mélange complexe de porphyrines
et d’impuretés, fut purifiée en 1955 par Samuel Schwartz (10) pour donner naissance a
I’hématoporphyrine dérivée (HpD) (11) qui fut appliquée chez I’lhomme pour I’amélioration

des méthodes de diagnostic, en particulier endoscopiques (12,13).

La thérapie photodynamique connut un essor au cours des années 70. L'HpD commenca a étre
utilisée vers 1974 comme agent thérapeutique sous I’impulsion, notamment, de I’équipe de

Thomas Dougherty (Roswell Park Cancer Institute, Université de Buffalo). Ces chercheurs
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montrérent I'efficacité anti-cancéreuse a long terme de la thérapie photodynamique sur des
modeéles animaux tels que les rats et les souris, puis sur I'Homme (14). Dougherty et al ont
également isolé, par purification de I’HpD par chromatographie d'exclusion, un sous-mélange
plus connu aujourd'hui sous I'appellation de Photofrin®. Le Photofrin® a été approuvé pour la
premiere fois au Canada en 1993 pour le traitement du papillome de la vessie puis son
utilisation s’est répandue aux Etats-Unis, en Europe et au Japon pour le traitement de tumeurs

des voies aérodigestives supérieures (15).

La recherche se concentre actuellement sur I’élaboration de nouveaux photosensibilisateurs,
sur la compréhension des propriétés optiques des tissus et sur I’optimisation des protocoles
utilisés dans le cadre de traitements par thérapie photodynamique. L’efficacité clinique de la
PDT s’appuie sur une dosimétrie tres complexe incluant des parametres tels que la dose de
lumiere et de PS, le mode d’administration de la lumiére (simple, fractionné ou
métronomique) et du PS (topique, intraveineux, oral) et le temps séparant I’administration du
PS de I’irradiation lumineuse. L’étude et la compréhension de I’influence réciproque de ces
parametres est une composante essentielle de la stratégie visant a développer les applications

cliniques de la thérapie photodynamique.

1.2 Principe & réactions photochimiques

La thérapie photodynamique (PDT) est basée sur I’activation par la lumiere de molécules
photoactivables (photosensibilisateur) préférentiellement retenues par les tissus néoplasiques.
Le temps separant I’administration du PS de I’irradiation lumineuse de la tumeur est appelé
I’intervalle drogue-lumiére (IDL). Sous I’effet de I’irradiation lumineuse et en présence
d’oxygeéne, ces colorants, non toxiques a I’obscurité, générent des especes réactives de
I’oxygene (ERO) de courte durée de vie, capables de provoquer des altérations tissulaires
Iétales en réagissant avec les composants biologiques situés dans I’environnement immédiat
du PS.

En photobiologie, le terme "d’action photodynamique" est réservé aux réactions de
photosensibilisation consommant de I’oxygene moléculaire (5). Selon le diagramme simplifié
de Jablonski (Figure 1), aprés irradiation et absorption d'un photon, le PS passe de I'état
fondamental (*PS) & un état triplet excité (*PS*,) qui va étre stabilisé par conversion interne

(C1) au niveau d’excitation singulet de plus faible énergie (PS*;) et de courte durée de vie.
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Figure 1. Diagramme simplifié de Jablonski

Peu de réactions peuvent avoir lieu a partir de cet état électronique de la molécule en raison de
sa faible durée de vie (107 s). Le plus souvent, *PS*; rejoint un état triplet de plus faible
énergie (*PS.*) par conversion intersystéme (CIS)

Dans son état triplet de durée de vie plus longue (104 1s en fonction de son environnement),
le photosensibilisateur est un agent tres réactif qui va intervenir dans les réactions

photochimiques de type | et 11 (16) (Figure 2).:

¢ la réaction de Type | : le PS sous son état triplet peut prendre part a un processus

de transfert d'électrons ou d’hydrogénes avec un substrat biologique pour former des radicaux
libres et des ions radicalaires. L’oxygene moléculaire intervient en générant des EROs, telles

que le peroxyde d’hydrogene (H,O5), les ions superoxyde (O,") et le radical hydroxyle ("OH )

¢ la réaction de Type 2 : I'état triplet excité peut subir un processus photochimique

en réagissant avec I’oxygéne moléculaire et conduire a la formation d'une espéce

particulierement reactive de I'oxygene, I'oxygene singulet (*O;), de courte durée de vie.

Un rendement quantique en état triplet élevé ainsi qu’un état triplet de longue durée de vie
constituent donc des pré requis pour une photosensibilisation efficace (17).
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Type | P Type |1
lhv
— radicaux =~ <«—— P* —»  espeéces reactives —
S 0, de I’oxygene
0))

Dommages

> Oxydatifs

Figure 2. Les réactions photochimiques de type | et 11 faisant intervenir le photosensibilisateur a
I’état triplet suite a son activation par la lumiére.

1.2.1 Les réactions photochimiques de type |

Comme décrit précédemment, les réactions photochimiques de type | se traduisent par la
production de radicaux libres ou d’ions radicalaires suite au transfert d’électrons ou
d’hydrogénes entre le photosensibilisateur a I’état triplet et le substrat biologique S.

Le transfert d’électrons peut s’effectuer du photosensibilisateur vers le substrat (Eq. 1) ou du
substrat vers le photosensibilisateur (Eq. 2). Cependant, la plupart des substrats biologiques
vont subir une oxydation (Eq. 2).

(Eq. 1) pr+S  ——» P45

(Eq. 2) P*+S ——> P+S”

De la méme maniere, le photosensibilisateur a I’état triplet (Eq. 3) et le substrat (Eq. 4)

peuvent tous les deux jouer le réle de donneur d’hydrogene.

(Eq. 3) PH*+S —— P +SH'
(Eq. 4) p*+SH ——» PH'*S’

Les especes radicalaires générées au cours des réactions de type | peuvent intervenir dans

d’autres réactions :
¢ les formes oxydees du photosensibilisateur (Eq. 5) ou du substrat (Eq. 6) peuvent

par exemple rapidement réagir avec I’oxygéne moléculaire (O;) présent pour former des

radicaux péroxydes, initiant ainsi une chaine d’auto-oxydation.
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(Eq. 5) {P' +0, —— POO"
POO’ + PH — P" + POOH
(Eq. 6) S'+0, ——» SO0’
SOO"+ SH — S" + SOOH
¢ les formes semi-réduites du photosensibilisateur ou du substrat peuvent également

interagir de maniére efficace avec I’oxygene. Dans ce cas, le transfert d’électrons qui a lieu

entre les deux réactifs entraine la formation de I’anion superoxyde, O," (Eq. 7).
(Eq. 7) P"(ouS")+0, —> P (ouS)+0O;”

Une fois formé, I’anion superoxyde O, peut réagir directement avec différents substrats ou
comme précurseur d’autres especes réactives de I’oxygeéne. Il intervient notamment dans la

formation du péroxyde d’hydrogene (H,O) et du radical hydroxyle (OH).

Méme si I’oxygéne n’est pas impliqué dans la premiére étape du mécanisme, sa présence
dans I’environnement influence fortement les réactions photochimiques. Les processus de
type | induisent la formation d’especes réactives de I’oxygéne comme le péroxyde
d’hydrogene (H,0,), I’anion superoxyde (O,") et le radical hydroxyle ("OH) qui sont
reconnues comme de puissants oxydants d’une grande variété de biomolécules telles que le
cholestérol ou encore les chaines latérales de certains acides aminés (tryptophane, histidine et
méthionine) (18).

1.2.2 Les réactions photochimiques de type Il

Dans les réactions photochimiques de type Il, la présence d’oxygéne est requise deés la
premiere étape du processus. Dans ce cas, un transfert d’énergie s’effectue depuis le
photosensibilisateur a I’état triplet vers I’oxygéne moléculaire. Le processus (Eq. 8) permet la
régénération du photosensibilisateur dans son état fondamental et conduit a la formation
d’oxygeéne singulet (*O,) qui correspond & I’état singulet de I’oxygéne dont I’énergie est la
plus faible.

(Eq.8)°P*+0, —— P+'0,
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Le rendement quantique de production d’oxygene singulet du photosensibilisateur est un
parameétre d’importance en PDT. Ce parametre a deja été reporté pour plus d’une centaine de
molécules d’intérét en biologie (19).

Un mécanisme alternatif d’interaction entre I’état triplet excité du photosensibilisateur et
I’oxygéne moléculaire implique directement un transfert d’électrons. Cette réaction entraine la
production de I’anion superoxyde et de la forme radicalaire cationique du photosensibilisateur

mais reste cependant minoritaire en PDT.

1.3 Les mécanismes de photodestruction des tumeurs

Les effets antitumoraux de la PDT découlent de 2 mécanismes interconnectés (Figure 3) :
¢ des dommages directs se traduisant par un effet cytotoxique sur les cellules tumorales
¢ des dommages indirects sur la vascularisation tumorale qui se manifestent par :
e une altération de I’oxygénation et de I’apport en nutriments des tumeurs
e I’induction d’une forte réaction inflammatoire pouvant donner lieu au

développement d’une immunité systémique.

&a l
b !
it} PS5 i |
PS } \ PS accumulation | |

administration | | distribution in the |
i 4 tumour Bl

tumour cell death
ion of the microv: ilature
neutrephil infiltration

removal of apoptotic cells
development of systemic immunity

neutrophil

dendritic cell
lymphocyte
K

Figure 3. Principes de photodestruction de tumeurs par la Thérapie Photodynamique
(d’apres Agostinis et al. (20))
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La contribution relative de chacun de ces mécanismes dépend principalement du type et de la
dose de PS utilises, de I’intervalle drogue-lumiére, de la dose de lumiere administrée, de
I’oxygénation de la tumeur et fort probablement d’autres variables encore non identifiées (20).
Le traitement PDT a la capacité d’induire une mort cellulaire selon diverses voies : la nécrose,
I’apoptose ou I’autophagie (20). Le type de mort cellulaire photoinduite est étroitement lié a la
localisation subcellulaire du photosensibilisateur. Durant la PDT, la formation d'une espece
particulierement réactive de I'oxygene a notamment été mise en évidence : I'oxygéne singulet
(*0,), Cette molécule posséde une courte durée de vie (10-320 nanosecondes) et ne diffuse
qu’a une faible distance (10-55 nm) (21). Par conséquent, les sites primaires des
photodommages sont étroitement liés au site de localisation intracellulaire spécifique du

photosensibilisateur (22).

Localisation subcellulaire des PS

La distribution subcellulaire des photosensibilisateurs dépend en grande partie de leur degré
d’hydrophobicité. Les photosensibilisateurs hydrophobes ont la capacité de traverser les
membranes plasmiques via un processus de diffusion passive pour aller se localiser dans les
structures membranaires des différents organites intracellulaires. Les organites présents dans
la zone périnucléaire tels que I’appareil de Golgi et le réticulum endoplasmique sont les
premiers concernés. En revanche, le noyau n’est pas un organe cible des photosensibilisateurs
(23) ce qui, dans un contexte clinique, est d’une importance capitale car cela évite la
formation de dommages au niveau de I’ADN qui pourraient avoir des effets carcinogéenes
irreversibles.

L’un des organites ciblés majoritairement et efficacement par la PDT est la mitochondrie
(24-26). L’accumulation dans la mitochondrie de photosensibilisateurs tels que les composés
lipophiliques cationiques, peut étre facilitée par le gradient électrochimique de la membrane
mitochondriale. De plus, les photosensibilisateurs neutres peuvent également s’accumuler
dans la mitochondrie (27) de part leur affinité particuliere pour certains types de lipides tels
que la cardiolipine (e.g Phtalocyanine 4, Pc 4 (28)) ou le phosphatidyl glycol trés présents au
niveau de la membrane interne de la mitochondrie (29). Les porphyrines endogénes, et parmi
elles la Protoporphyrine 1X (PplX), sont également des ligands des récepteurs périphériques
des benzodiazépines (PBR) localisés dans la mitochondrie. D’autres porphyrines de structure
voisine de la PplX ont également une forte affinité pour les PBR (30). L’Hypéricine,
particulierement hydrophobe, se localise préférentiellement dans le réticulum endoplasmique

aprées internalisation (31). De plus le role essentiel que joue la mitochondrie dans I’initiation
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de I’apoptose par la PDT est incontestable (32). Cet aspect sera discuté ultérieurement dans le
paragraphe intitulé « mort cellulaire photoinduite par PDT ».

Les photosensibilisateurs hydrophiles quant a eux, n’ont pas la capacité de diffuser au travers
de la membrane plasmique et sont incorporés dans la cellule par endocytose. Ainsi, la mono-
L-aspartyl chlorine e6 (NPe6, Talaporfin) est localisée préférentiellement au niveau des
lysosomes. De maniére générale, la photoactivation de photosensibilisateurs localisés dans les
lysosomes et la membrane plasmique induit la mort des cellules par nécrose, alors que celle

des photosensibilisateurs localisés dans les mitochondries induit I’apoptose (33).

Dommages vasculaires

Le flux sanguin est le moyen d’apporter aux tissus et aux tumeurs I’oxygene et les nutriments
indispensables a leur survie. La PDT peut induire une altération du systéme vasculaire qui
alimente la tumeur, la privant ainsi de I’oxygéne et des nutriments nécessaires a sa croissance.
Dans ce cas, les dommages vasculaires induisent indirectement la mort des cellules tumorales
par ischémie (34). La perturbation de la microcirculation tissulaire induite par PDT fut
rapportée pour la premiere fois en 1963 (35). L’équipe de Star et al. utilisa le modele de la
chambre intravitale chez des rats porteurs de tumeurs mammaires traitées par HpD-PDT (36).
Ils mirent en évidence une vasoconstriction initiale des vaisseaux tumoraux suivie de réponses
hétérogenes telles qu’un arrét du flux sanguin, des hemorragies ou la formation d’agrégats
plaquettaires dans de plus larges vaisseaux.

Les mécanismes des dommages vasculaires photoinduits ont été décrits selon deux
événements initiateurs potentiels, conduisant chacun a une destruction tumorale par collapsus

vasculaire, arrét du flux sanguin et hémorragie (37) :

e les dommages directs aux cellules endothéliales
Les cellules endothéliales sont exposées a des doses plus importantes de PS et d’oxygene
(38). Le traitement par PDT peut induire une rapide dépolymérisation des microtubules du
cytosquelette cellulaire (suite a un influx calcique), entrainant un arrondissement et une
contraction des cellules endothéliales et par conséquent une interruption des jonctions
cellulaires et la perte des communications intercellulaires (34). Tous ces événements
conduisent a une augmentation de la perméabilité vasculaire, une fuite des éléments sanguins
et une diminution de la perfusion tumorale (39). L exposition de la matrice extracellulaire et

de la lame basale suite a I’altération de I’endothélium entraine une activation des plaquettes et
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des neutrophiles polymorphonucléaires (PMN) qui viennent adhérer a la paroi de
I’endothélium et réduisent ainsi le diametre luminal. Cette activation est concomitante a la
production de thromboxane (Tx), une prostaglandine vasoconstrictrice au pouvoir agrégeant
de la famille des eicosanoides, qui contribue a amplifier I’agrégation plaquettaire et qui

constitue également un puissant vasoconstricteur.

e la rupture de I’équilibre entre facteurs vasoconstricteurs et vasodilatateurs
A titre d’exemple, le monoxyde d’azote (NO) est un facteur vasodilatateur et anti-coagulant
permettant d’éviter la thrombose des vaisseaux tumoraux. Son oxydation par les EROs rompt
I’équilibre préexistant au sein des vaisseaux tumoraux entre facteurs pro- et anti-coagulants.
Parallelement, les produits générés (principalement le péroxyde nitriqgue, ONO;) induisent
I’apoptose des cellules endothéliales et la formation de caillots sanguins conduisant a
I’occlusion vasculaire (40). La privation des cellules tumorales en oxygéne et nutriments,
associée a une deuxiéme vague de radicaux a été démontrée comme conduisant a une nécrose

puis a une cure tumorale.

Activation du systéeme immunitaire

Les recherches pré-cliniques conduites chez divers modeles animaux ont permis une meilleure
compréhension des réponses immunitaires photoinduites (41,42). Diverses études réalisées sur
des tumeurs portées par des souris immunocompeétentes ou immunodéficientes ont révélé que,
malgré une efficacité similaire de la PDT a court terme, seules les souris immunocompétentes
présentaient une réponse compléte au traitement, témoignant ainsi de I’implication majeure du

systeme immunitaire dans la réussite du traitement par PDT (43,44).

1.4 Mort cellulaire induite par PDT

1.4.1 La nécrose

La nécrose est traditionnellement considérée comme une forme de mort cellulaire passive et
non régulée. Elle est la forme principale de mort cellulaire lors d’accidents traumatiques, suite
a certaines pathologies ou lors de déficits métaboliques. La nécrose est morphologiquement
caractérisée par un gonflement de la cellule et une vacuolisation du cytoplasme. La rupture de
la membrane plasmique qui en résulte conduit & la libération dans le milieu extérieur du

contenu cytoplasmique. (Figure 4).
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Figure 4. Modifications morphologiques au cours de la mort cellulaire par nécrose

La nécrose est accompagnée habituellement d’une réponse inflammatoire qui consiste en la
présence d’exsudats et de cellules spécialisées du systéeme hématopoiétique comme les
lymphocytes et les macrophages (45). A la suite d’un stress photooxidatif, les PSs induisent la
péroxydation du cholestérol membranaire ainsi que d’autres phospholipides insaturés. Ces
dommages sont a I’origine de phénomeénes d’enflement et de bourgeonnement, de la libération
de vésicules contenant des enzymes membranaires et d’une inhibition de I’activité des
ATPases (46). La perte de I’intégrité membranaire et de I’homéostasie ionique conduit

rapidement les cellules a la mort par nécrose.

Dans un contexte clinique, la mort par nécrose des tissus s’accompagne d’une perte de
substance donnant lieu a d’importantes douleurs pour le patient mais également de possibles

complications liées a la dégradation trop brutale des tissus (perforations d’organes...).

1.4.2 L’apoptose
L apoptose est définie comme une mort cellulaire génétiqguement programmée et met en jeu
différentes voies de signalisation intracellulaire complexes aboutissant au démantelement
cellulaire. L apoptose fut pour la premiere fois décrite par Kerr et al (47). Elle joue un role
essentiel durant le développement et I’homéostasie tissulaire et sa dérégulation a des
conseéquences pathologiques telles que des anomalies du développement, des désordres

immunitaires, des maladies neurodegénératives ou des cancers.

Les caractéristiques morphologiques de I’apoptose (Figure 5) sont les suivantes:
+ Bourgeonnement de la membrane plasmique,
¢ Rétrécissement cellulaire par condensation du cytoplasme et de la chromatine,
¢ Fragmentation de I’ADN internucléosomal,

+ Formation de veésicules : les corps apoptotiques.
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Figure 5. Modifications morphologiques au cours de I’apoptose (d’aprés lecerveau.mcgill.ca)

Trois voies d’induction d’apoptose par la PDT ont été decrites (Figure 6) (48). La voie
extrinséque faisant intervenir des récepteurs membranaires de la super-famille des TNFR
(Tumor Necrosis Factor Receptor) et la voie indépendante des caspases ont un impact
mineur par rapport a la voie intrinseque faisant intervenir la mitochondrie. En effet, du fait de
I’importance du stress oxydatif produit au niveau des organites cellulaires, la voie intrinseque

de I’apoptose est majoritaire en PDT.

La réponse apoptotique intrinséque induite par la PDT s’explique entre autre par le fait que de
nombreux PS ont pour cible la mitochondrie (23,49). De plus, certains PSs se localisant dans
d’autres organites tels que les lysosomes, le réticulum endoplasmique ou I’appareil de Golgi
(23,24,50,51) peuvent induire une apoptose des cellules par I’intermédiaire de signaux qui
convergeront vers la mitochondrie. Celle-ci joue donc un réle central dans le

processus apoptotique (52-54).

La voie intrinseque de I’apoptose se caractérise par la libération rapide du cytochrome c
mitochondrial vers le cytosol (55,56) accompagnée ou non de la perte du potentiel
membranaire mitochondrial (53). La formation d’un complexe appelé « apoptosome », entre
le cytochrome ¢, I’APAF-1 (apoptosis activating factor), le dATP et la procaspase 9 (57) va
conduire a I’activation de la cascade des caspases, notamment les caspases effectrices 3, 6 et 7
qui sont des éléments centraux dans le processus de mort cellulaire programmeée (56,58).
L’activation des caspases aboutit alors au clivage de substrats indispensables a la survie
cellulaire (Figure 6) tels que la protéine DFF45 (ICAD) dont le clivage par les caspases
effectrices induit I’activation de nucléases. L’ADN est digéré au niveau de sites
internucléosomaux puis il y a formation de corps apoptotiques qui sont ensuite phagocytés par
les macrophages. D’autres protéines sont également altérées : inactivation des protéines
toporisomeérases de réparation et de réplication de I’ADN due au clivage de PARP, inactivation

des protéines intervenant dans I’épissage de I’ARN messager, destruction des lamines due au
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clivage de la caspase 6 entrainant une condensation de la chromatine, clivage des protéines du

cytosquelette d’ou une perte de structure et d’adhésion cellulaires.

— »
e A e

Membrane plasmigque / ﬁ

Cytoplasme L
Apparell de Golg y

\\ - Rellcl.lum ondoplasmlque !hv

X .4

“® (Mochr-omo e Caspases-3, 6, -7

Casm C I ? effectrices
:f:ff e Clivages de substrats
APOFTOSOME vimux
r nﬂéﬁé@u% Protéines de Klnases
structures
Cyele cellulaire Complexe Protéines de
Réparation ADN  CADACAD (DFF) signalisation
&
Dégradation IcAD( | _/i
(DFF45) clivé -
w @ cap (oFFao)

l

FRAGMENTATION DE L'ADN :
APOPTOSE

Figure 6. Les différentes voies d’activation de I’apoptose induites par la thérapie photodynamique
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1.4.2.1 Invitro

In vitro, I’apoptose peut étre conditionnée par différents parameétres tels que le type cellulaire
employé (cellule compétente pour I’apoptose), la concentration et la localisation
intracellulaire du PS (33). Considérant que les mitochondries sont des organites-clés dans
I’apoptose photoinduite, il est logique que I’apoptose induite par la PDT soit trés rapide
(quelques heures) (33). Malgré cela, il a été rapporté que les photosensibilisateurs avec une
localisation autre que mitochondriale, émettent des signaux toxiques qui convergent sur les
mitochondries (48) (Figure 6).

1.4.2.2 In vivo
In vivo, les études sur I’apoptose induite par PDT portent sur différents types de tumeurs pour
différents types de photosensibilisateurs. Le tableau 1 issu de la revue d’Oleinick et al (33) a
été mis a jour et liste ces différentes études. Méme si a I’heure actuelle diverses techniques
sont disponibles pour la détection de I’apoptose in vivo (immunohistochimie, TUNEL
(terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labelling), électrophorése sur
gel d’acrylamide...), la localisation intratumorale ainsi que la quantification des cellules

apoptotiques photoinduites par PDT n’ont été que trés peu étudiées in vivo.

Une seule publication a montré une apoptose initiale des cellules endothéliales 4 heures post
PDT suivie d’une extension au parenchyme tumoral suite & un traitement Photofrin®-PDT sur
des tumeurs de sarcomes humains xeénogreffées sur souris « nude ». Cette localisation
intratumorale de I’apoptose a été realisée via une technique imminohistochimique de co-
marquage des cellules endothéliales (anticorps anti-PECAM : Platelet Endothelial Cell
Adhesion Molecule) et de I’apoptose par la technique du TUNEL (59).

Il y a également une seule observation d’apoptose induite par la mTHPC-PDT in vivo a la
suite du traitement de tissus craniens normaux et tumoraux. L’analyse histologique a montré
la mort des cellules majoritairement par nécrose avec un taux d’apoptose assez faible qui
apparait inversement proportionnel a la dose de lumiére appliquée (60). L’apoptose
photoinduite par un traitement mTHPC-PDT in vivo reste trés peu décrite. Aucune
optimisation des conditions de traitement favorisant la mort par apoptose du tissu tumoral n’a

encore été mise en évidence.
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Photosensibilisateurs Modeles animaux Réferences
Photofrin® ALA/Pp IX, mTHPC Cerveau normal, lapins (60)
AICIPc, SnET2 Tumeurs intracrniennes VX2, souris
Sarcome humain A673, souris « nude » (59)
Glioblastome intracérébral humain U87, souris « nude » (61)
Carcinome épidermoide murin NR-S1, souris (62)
Photofrin® —— -

Tumeur humaine biliaire NOZ, souris (63)
Mélanome humain HTB-67, souris SCID (64)
Adénocarcinome humain pulmonaire ASTC-a-1, souris 65
« nude » (65)
Gliosarcome 9L, rat (66)
Adénocarcinome colique murin Colo-26, souris (67)
ALA, PpIX, HAL Tumeur vésicale orthotopique, rat (68)
Carcinome épidermoide humain Me180, souris « nude » (69)
Methyl ester of 5-aminolevulinic Adénocarcinome humain ovarien HTOA, MCAS et (70)

acid (Methyl-ALA) TOV21G, souris « nude »
mTHPC PEG conjugué Adénocarcinome mammaire, souris (71)
. Néovascularisation choroidale, rat (72)

Verteporfin - — -
Carcinome épidermoide A431, souris « nude » (73)
Npe6 Tumeur humaine glandes salivaires HSG, souris « nude » (74)
Chlorine e6 (Ce6) Tumeur épithéliale rénale RK3E-ras, rat (75)
Talaporfin sodium Tumeur cérébrale, rat (76)
HPPH (2-[1-hexyloxyethyl]-2- Adénocarcinome colique murin Colo-26, souris (77)

devinylpyropheophorbide)
Fibrosarcome humain radio-induit RIF-1, souris (78)
Hypéricine Tumeur vésicale, souris « nude » (79)
Adénome pituitaire GH4C1, rat (80)
Fibrosarcome humain radio-induit RIF-1, souris (81)
Papillome cutané chimio ou radio-induit, souris (82)
Papillome cutané chimio-induit, souris (83)
Phtalocyanine 4 (Pc4) Carcinome humain ovarien OVCAR-3, souris « hude » (84)
Adénocarcinome colique humain SW480, souris « nude » (85)
Adénocarcinome mammaire murin LM2, souris (86)
Carcinome hépatique HepG2, souris « nude » (87)
Carcinome coligue HT29, souris « nude »
Indole-3-acetic acid (IAA) Tumeur hépatique SK-HEP-1, souris « nude » (88)
. Mélanome humain B16F1, souris SCID (89)
Methylene blue (MB) - - - -

Adénocarcinome mammaire JC, souris (90)

Tableau 1. L’apoptose photoinduite par PDT évaluée dans des modeles précliniques
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1.5 Les photosensibilisateurs
1.5.1 Propriétés idéales d’un photosensibilisateur
L’hématoporphyrine et ses dérivés purifiés comme le Photofrin®, le Photosan® et le
Photohem® ont été les premiers PSs utilisés en PDT et sont référencés comme étant des PSs
de premiere génération. Ces PSs présentent cependant des inconvénients majeurs. Leur
sélectivité tumorale réduite et leur clairance lente conduisent a une photosensibilisation
cutanée de plusieurs semaines a laquelle s’ajoute une faible absorption dans le rouge qui rend
le traitement des tumeurs profondes difficiles. De plus, ces composés sont des mélanges de
composition complexe et difficile a reproduire qui faussent les études dose-réponse. Ces

inconvénients ont conduit a I’élaboration d’une liste de critéres auxquels un PS doit répondre:
e composé pur et facile a synthétiser
o faible toxicité a I'obscurité et photosensibilité cutanée limitée
¢ bonne sélectivité tumorale et clairance rapide
e rendement quantique en oxygene singulet elevé
o forte absorption entre 620 et 800 nm (fenétre thérapeutique).

Le parametre le plus critique reste la profondeur de pénétration de la lumiére dans les tissus
qui dépend de divers phénomenes tels que la réflexion, la diffusion, la transmission,
I’absorption ou une combinaison d’entres eux (Figure 7). La lumiére bleue pénétre moins
profondément dans les tissus que la lumiere rouge et infrarouge. La zone allant de 620 a 800
nm est la seule a présenter une relation étroite entre la profondeur de pénétration de la lumiére
et la longueur d’onde de la source lumineuse incidente. Ainsi, a I’intérieur de cette « fenétre
thérapeutique », plus la longueur d’onde est élevée et plus la lumiére pénétre profondément
dans les tissus (3-8 mm de 630 a 800 nm) (91).

light beam
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Figure 7. Profondeur de pénétration de la \ H‘,/ 4
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Les principaux PSs utilises pour la PDT et ayant obtenu une autorisation de mise sur le

marché (AMM) sont présentées dans le Tableau 2.

LONGUEUR TYPES DE
PHOTOSENSIBILISATEUR | STRUCTURE D’ONDE (nm) AMM ESSAIS CANCER
Poumons,
Porfimer sodium . . oesophage, voie
(Photofrin) (HpD) Porphyrine 630 Mondial - billiaire, vessie,
cerveau, ovaire
ALA Precurse_ur 635 Mondial ) Peau, vessie,
Porphyrine cerveau, oesophage
Esters d’ALA Precursgur 635 Europe - Peau, vessie
Porphyrine
. ® Téte et cou,
Temoporfin (Foscan™) Chlorine 652 Europe Etats-Unis | poumon, cerveau,
(mTHPC) A
peau, voie billiaire
. - . Mondial Royaume Ophthalmique,
Verteporfin (Visudine) Chlorine 690 (DMLA) Uni pancreas, peau
HPPH Chlorine 665 i Etats-Unis | o etcol,
oesophage, poumon
SnEt2 (Purlytin) Chlorine 660 - Etats-Unis Peau,sein
Talaporfin . . Foie, colon,
(LS11, NPe6) Chlorine 660 - Etats-Unis cervea
Ce6-PVP (Fotolon), dérivés Biélorussie Sarcome
Ce6 (Radachlorin, Chlorine 660 - . nasopharyngé,
- . Russie
Photodithazine) cerveau
Silicon phthalocyanine (Pc4) | Phthalocyanine 675 - Etats-Unis Lym(p:)er}(l)L:rI]eestz_IL_Jtane
Padoporfin (TOOKAD) Bacteriochlorine 762 - Etats-Unis Prostate
Motexafinlutetium (Lutex) Texaphyrine 732 - Etats-Unis Sein

Tableau 2. Liste des photosensibilisateurs actuellement utilisés en clinique

(d’apres Agostinis et al (20))

1.5.2 Les photosensibilisateurs de 2°™ et 3*™ générations

Les PS de deuxiéme génération ont été mis au point afin de pallier les défauts de ceux de
premiére génération. La majorité d’entre eux testés en clinique sont de nature
tétrapyrrolique (porphyrines, chlorines, bactériochlorines) et présentent un fort rendement
guantique en oxygeéne singulet ainsi qu’une forte absorption dans les grandes longueurs
d’onde.

Les PS de troisieme génération sont en fait des PS de deuxiéme génération modifiés de facon
a cibler activement les cellules tumorales. L’addition de divers groupements chimiques
(acides aminés, sucres, proteines, polymeres, hydrates de carbone), le couplage a des
anticorps spécifiques ou I’inclusion de PS dans des liposomes sont les stratégies les plus

fréqguemment utilisées (92). En effet, ces groupements sont intéressants de part leur affinité

25



Chapitre | : Synthése Bibliographique

particuliere pour les antigénes ou les récepteurs surexprimés a la surface des cellules

tumorales ou bien encore leur propriétés pharmacocinétiques particulieres.

1.5.3 La mTHPC : meta-tetra(hydroxyphenyl) chlorine
1.5.3.1 Description & caractéristiques
La mTHPC (Foscan®, Temoporfin) est un photosensibilisateur de seconde génération
découvert en 1989 par I’équipe de Bonnet et al. (93) (Figure 8) et actuellement commercialisé

par Biolitec GmbH (Iéna, Allemagne).

CH

Figure 8. Structure moléculaire de la mTHPC

Cette molécule est issue de la réduction d’une double liaison du noyau tétrapyrrolique de la
porphyrine analogue (la méta-tétrahydroxyphényl-porphyrine) et présente de nombreux

avantages (Tableau 3).

Propriétés photodynamiques Avantages
Pureté > 99% Composition stable du médicament
Coefficient d'extinction molaire Absorption optimale
(29 600 M*.cm™ a 650 nm) & 20 fois > celui du Photofrin®

Absorption a 652 nm (rouge) Pénétration plus profonde de la lumiere dans

les tissus

Longue durée de vie de I'état triplet Production d'un plus grand nombre d'espéces

(250 ns dans méthanol) réactives de lI'oxygéne
Grande sélectivité pour les cellules . . ,

. Cellules saines préservées
cancéreuses
Faible photosen