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Introduction générale 



INTRODUCTION GÉNÉRALE 

Au ye siècle avant J.c., Hérodote préconisait de longues expositions à la lumière 

solaire pour améliorer la forme physique ainsi que certaines fonctions neuronales. Le 

principe de la photothérapie repose sur l'absorption effective de la lumière par des 

molécules endogènes. 

La photochimiothérapie ou thérapie photodynamique (PDT) consiste à administrer au 

patient un produit exogène capable de se fixer dans les zones pathologiques et 

d'absorber la lumière (photosensibilisateur) pour générer en présence d'oxygène des 

espèces moléculaires cytotoxiques responsables de l'effet thérapeutique. 

Le concept de la PDT est vieux de 30 siècles, les indiens connaissaient empiriquement 

ce procédé pour guérir le vitiligo (Spikes 1987). Actuellement l'application de la 

photochimiothérapie la plus répandue est la PUY A thérapie pour traiter le psoriasis. 
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CHAPITREI 

LA THÉRAPIE PHOTODYNAMIQUE, APPLICATIONS CLINIQUES ET 

EXPÉRIMENTALES 

1- Historique de la thérapie photodynamique 

Le principe de photosensibilisation par la lumière via une substance chimique a été 

rapporté pour la première fois par Raab (1900) qui a observé un effet phototoxique sur 

des paramécies en présence d'acridine orange. 

Le concept de la PDT, consistant à irradier des tumeurs par la lumière visible après 

administration d'une substance photosensibilisatrice a été appliqué pour la première fois 

par Tappeiner et Jesionek (1903) pour tenter de soigner des cancers cutanés chez 

plusieurs patients par une application topique d'éosine suivie d'une exposition à la 

lumière solaire. 

En 1924, Policard a observé une fluorescence rouge attribuée à l'accumulation de 

porphyrines endogènes produites par une forme d'infection bactérienne hémolytique au 

niveau de tumeurs. 

En 1942, Auler et Banzer ont rapporté une rétention de l'Hématoporphyrine (Hp) dans 

les sites néoplasiques, ce qui a été confirmé par Fige (1948) par analyse de 

fluorescence. 

En 1960, Lipson et Baldes ont préparé une forme dérivée de l'Hp qui est un mélange 

complexe de diverses porphyrines: l'hématoporphyrine dérivée (HpD). La localisation 

tumorale de l'HpD au niveau des lésions néoplasiques épithéliales a été démontrée par 

fluorescence (Lipson 1961). 

Le premier objectif de Lipson était la détection tumorale par fluorescence, il a ensuite 

réalisé l'intérêt de cette rétention sélective de l'HpD et la possibilité d'exploiter ses 

propriétés photodynamiques à des fins thérapeutiques. Le premier essai (Lipson, 1966) 

était un cas de cancer du sein ulcéré récidivé qu'il a traité par de multiples injections 

d'HpD et l'exposition locale à une lumière filtrée à partir d'une lampe à Xénon. 

La régression de la lésion après plusieurs semaines fût considérée comme satisfaisante. 

Jusqu'au milieu des années 70, aucun autre essai n'a été rapporté dans la littérature. 
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Les années 70 ont connu un regain d'intérêt pour cette forme de thérapie en raison de 

deux facteurs essentiels: 

- le développement technologique des lasers et des fibres optiques, 

- l'utilisation de l'HpD en tant qu'agent photosensibilisateur ayant une affinité 

pour les tissus cancéreux. 

Les premiers essais réalisés in vivo avec l'HpD ont été rapportés par Dougherty (1975) 

sur tumeurs implantées en sous-cutanée chez des souris et des rats. L'injection de l'HpD 

par voie intrapéritonéale et l'exposition directe de la tumeur à la lumière rouge a conduit 

à une réduction du volume tumoral avec peu de dégâts au niveau des tissus 

environnants. 

Après une nouvelle utilisation clinique isolée rapporté chez l'homme pour un cancer de 

la vessie (Kelly et Snell 1976), Dougherty et son équipe publièrent leur première série 

clinique (Dougherty, 1977 ; Dougherty, 1978), depuis lors plus de 10 000 cas ont été 

traités. 

2 ~ Les applications cliniques. 

La thérapie photodynamique (PDT) s'applique au traitement des lésions néoplasiques 

localisées : tumeurs superficielles peu étendues ou de petite taille (peau, voies 

aérodigestives supérieures, vessie, tumeurs du cerveau et de l'œil etc). 

Initialement, la thérapie photodynamique fût appliquée à des grosses tumeurs pour 

lesquelles les autres traitements avaient échoué. Si son efficacité a été observée, aucun 

essai comparatif avec les méthodes conventionnelles n'a démontré sa supériorité. 

L'avantage théorique du concept de la PDT est la sélectivité de rétention du 

photosensibilisateur qui permet le traitement selectif du site tumoral, ce qui par rapport 

aux autres méthodes réduit les effets secondaires et permet un diagnostic par 

fluorescence induite. Malheureusement, bien peu de photosensibilisateurs ont une 

sélectivité pour la tumeur par rapport aux tissus sains et encore ce ratio reste bien 

modeste. 

Les sites anatomiques tumoraux accessibles pour un traitement par la PDT peuvent être 

classés par groupes (Delaney 1990, Meunier 1992) 
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20 1 ~ Les tumeurs cutanées et sousDcutanées 

Il s'agit des métastases cutanées de cancer du sein, des carcinomes basocellulaires ou 

épidermoides, des mélanomes, du mycosis fongoides ainsi que les sarcomes de Kaposi 

(Dougherty 1986, Bandieramonte 1984). On ne doit cependant pas considérer cette liste 

comme exhaustive. 

202~Les tumeurs de la sphère ORL (tête et cou). 

Ces tumeurs sont en majorité des carcinomes épidermoides. Les premiers résultats ont 

été rapportés par Wile (1984) et Grossweiner (1987). 

Une étude originale a été réalisée au Centre Alexis Vautrin à Nancy, sur des patients 

porteurs de lésions néoplasiques de la sphère ORL, les résultats obtenus étaient 

intéressants en particulier pour les récidives tumorales en sites irradiés (Meunier, 1992). 

2D 3-Les tumeurs du système nerveux central 

Laws et son équipe (1981) ont réalisé une étude de faisabilité de phase 1 sur les tumeurs 

cérébrales. La PDT peut être appliquée en tant que traitement adjuvant aux patients 

porteurs de glioblastomes cérébraux (Kaye 1987, Muller 1987). 

2m4~ Les tumeurs oculaires 

La PDT a été plus pratiquée sur les mélanomes choroïdiens (Bruce, 1989). Des réponses 

complètes ont été enregistrées chez les patients portant des lésions de petite taille ou de 

taille moyenne «1 cm3). Pour des mélanomes pigmentés choroïdiens, aucune réponse 

complète n'a été observée (Murphree et Gomer, 1979). 

2-5- Les tumeurs bronch.iques 

Les premiers essais cliniques utilisant l'HpD concernaient la détection des tumeurs 

endo-bronchique (Lipson 1966). La PDT a été utilisée en tant que traitement palliatif 

(Pass 1989, Balchum 1985) ou curatif (Edell 1987, Hayata 1984) dans les tumeurs 
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bronchiques. Le carcinome in situ semble constituer une excellente indication (Nelson 

1990). 

2~6- Les tumeurs des tractus œsophagien et gastrointestinal 

En 1987 Thomas et son équipe ont traité des cancers avancés de l'œsophage, une 

amélioration nette de la dysphagie a été observée. Aida et Hirashima (1983) ont traité 

des carcinomes superficiels de l'œsophage avec un bon résultat, au moins à court terme. 

2-6-2= Les tumeurs gastriques 

La PDT est une bonne indication thérapeutique pour les tumeurs gastrique au stade 

précoce (Hayata 1985). 

2m 7 œ Les tumeurs du tractus génitoœurinaire 

Les premiers essais ont été réalisés par sur des carcinomes transitionnels de la vessie 

(Kelly et Snell, 1976 ; Tsushiya 1983 ; Hisazunll 1983 ; Benson 1986). En raison du 

caractère multifocal de ces lésions, l'illumination de tout le volume vesical est 

nécessaire (Benson 1986). 

2-S- Les tumeurs gynécologiques 

2-S-iuLes tumeurs du vagin, de la vulve, du col utérin 

De rares cas isolés, anecdotiques ont été rapportés (Dahlman 1983, Corti 1989). 
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2-8~2œLes tumeurs de l'ovaire 

Delaney (1990) a rapporté 3 cas de récidives de cancer de l'ovaire. Immédiatement 

après la chirurgie de réduction tumorale le traitement PDT a été délivré dans la cavité 

péritonéale. Il s'agissait d'une étude de phase I. 

3-La photodétection en PDT 

Le dépistage des cancers à un stade précoce a motivé le développement de la 

photo détection en PDT. L'émission de fluorescence des photo sensibilisateurs retenus 

sélectivement au niveau du site néoplasique pourrait servir à préciser la localisation (et 

l'extension) d'une tumeur non visible par les autres méthodes diagnostiques. 
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CHAPITRE II 

LES CONCEPTS PHOTOCHIMIQUES ET PHOTOPHYSIQUES 

La photochimie est l'étude expérimentale ou théorique des manifestations chimiques et 

physiques des états électroniquement excités produits soit par excitation optique directe, 

soit par transfert d'énergie, soit encore par excitation électrochimique (Lemaire, 1972). 

L'activation de la réaction photochimique est caractérisée par l'absorption d'au moins un 

photon. 

1 m Absorption électronique 

Le processus d'absorption électronique peut être décrit comme étant la collision d'un 

photon avec l'électron d'un atome ou d'une molécule entrainant la promotion d'un 

électron dans une orbitale inoccupée telle que l'énergie qui la sépare de l'état 

fondamental représente l'énergie du photon. La molécule est dite alors excitée 

électroniquement, elle a assimilé l'énergie cédée par le photon: 

h=constante de Planck 
v =fréquence du photon 

E=hv 

2- Description des états excités électroniques 

Par absorption directe d'un photon de fréquence v, la molécule passe à l'état excité 

singulet Sl ou plus précisement à certains niveaux vibrationnels Sn (diagramme de 

Jablonsky figure II. 2). Par rapport à l'état fondamental So la molécule possède l'énergie 

cédée par le photon E=hv. La molécule excitée libère son excédent d'énergie par 

fluorescence, par conversion intersystème ou par échange d'énergie vibrationnelle avec 

des molécules voisines non excitées. 
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figure II. 1 : Représentation des états excités moléculaires électroniques: diagramme 

de Jablonsky 

3-Processus de désactivation de l'état singulet 

3-1- Processus non radiatifs 

Les processus non radiatifs comprennent la relaxation vibrationnelle, la conversion 

interne et le processus de transition intersystème qui a une vitesse très compétitive avec 

tous les processus de désactivation de l'état singulet. La molécule est en fin de parcours 

piégée dans le niveau d'énergie le plus bas du niveau triplet. Elle a une durée de vie 

beaucoup plus longue que celle du singulet excité. L'état triplet est la forme chimique 

intermédiaire active pour la PDT, sa durée de vie est de 10-3 à 10 secondes. 

3-2- Processus radiatif: émission de fluorescence 

La durée de vie d'un état excité singulet est courte: 10-11 à 10-6 secondes. L'émission 

de fluorescence est un processus de retour à l'état fondamental: la molécule dans l'état 

excité émet un photon à la fréquence v', l'électron retrouve son orbitale d'origine et la 

molécule retourne à son état fondamental. La fluorescence est une transition radiative 

entre états de même multiplicité. 
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Ce processus photophysique est exploité dans le domaine de la PDT pour la 

photodétection des tumeurs (Light Induced Fluorescnce=LIF) (Bjorkman D.J. 1991, 

Baumgartner et al, 1987). 

4s Réactions photochimique impliquées en PDT 

La thérapie photodynamique repose sur le principe d'activation du photo sensibilisateur 

par la lumière. L'état électronique triplet du photosensibilisateur est la forme chimique 

intermédiaire qui en présence d'oxygène conduit à la production d'agents cytotoxlques 

responsables de l'effet thérapeutique. Les réa( tions photochimiques avec les 

porphyrines peuvent être de trois types différents (Laustriat, 1986). 

4œ 1 ~ Réactions de type 1 

Ce sont des réactions de type radicalaire, le photo sensibilisateur excité réagit 

directement avec le substrat en produisant des radicaux libres, chargés ou neutres. Ces 

réactions consistent soit en un transfert d'hydrogène vers le photosensibilisateur et la 

formation de radicaux libres neutres soit en un transfert d'électron avec la formation 

d'une forme ionique chargée. 

3S + RH 
Transfert d'hydrogène 

:>-

3S + RH Transfert d'électrons 
> s- + RH+ 

Les radicaux neutres ou chargés réagissent avec l'oxygène moléculaire pour donner des 

agents de photo oxydation puissants: 

+ 0-2 Ion superoxyde 

4-2Q Réactions de type II 

C'est le mécanisme moléculaire prédominant dans les milieux biologiques oxygénés. On 

a largement rapporté que la photototoxicité des sensibilisateurs était dépendante de la 

concentration en oxygène (Mac Robert 1989) 
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s 

-----> ROOH (photooxydation) 

substrat réducteur 

Dans les réactions de type II, l'hématoporphyrine à l'état triplet échange son excédent 

d'énergie avec l'oxygène moléculaire qui a la particularité d'être à un état triplet daLls 

son état fondamental. La réaction conduit à la producfon d'un état électronique excité 

de l'oxygène: l'oxygène singulet, une forme très réactive dans les systèmes biologiques 

(Mac Robert 1989). 

converslOn 
IP----,intersystème 

c 8 '" transfert d'énergie 'i ~ 3P 30~pe II 
~ ~ ___ --::-_102 -->~ Cytotoxicité 

~ ~ 1 
P__________________ __ ______ t~302 

Les différents états électroniques 
du photosensibilisateur 

l P=état singulet du photosensibilisateur 

3P=état triplet du photosensibilisateur 

Les différents états électroniques 
de l'oxygène 

P=état fondamental singulet du photosensibilisateur 

102 = l'oxygène singulet 

302= l'oxygène triplet 

La proximité de transfert de l'énergie résonante de l'état triplet des photosensibilisateurs 

vers l'oxygène moléculaire peut être très efficace et le rendement en oxygène singulet 

peut être similaire à celui de l'état triplet du photosensibilisateur. Un autre aspect 

important de ce mécanisme est la possibilité du retour du photosensibilisateur à son état 

fondamental. Ainsi, l'oxygène singulet cytotoxique peut être généré sans aucune 

transformation chimique du photosensibilisateur qui peut à nouveau absorber un autre 

photon et répéter le cycle. En effet, les molécules de photosensibilisateurs sont capables 

de générer une concentration en oxygène singulet de plusieurs fois supérieure à leur 

propre concentration initiale. Ceci peut être un moyen très efficace de potentialiser 
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l'effet de photosensibilisation à condition que l'approvisionnement en oxygène soit 

adéquat et que le photosensibilisateur ne soit pas lui même détruit par oxydation, ce 

dernier aspect concerne l'objet de notre travail de thèse. 

Pour mettre en évidence la prédominance du mécanisme de type II au niveau de la 

photosensibilisation cellulaire, Valenzo (1987) a réalisé des essais in vitro avec des 

piégeurs d'oxygène singulet et a constaté que l'effet cytotoxique était complètement 

annihilé. 

4a3~ Réactions de type HI 

Des conditions très spécifiques sont requises pour ce type de réactions qui ne 

nécessitent pas l'intervention de l'oxygène. Il surviennent en milieux anaérobie ou dans 

des milieux où une concentration en réactifs très élevée s'oppose à l'effet de l'oxygène. 

Le processus photochimique qui peut se produire en présence des photosensibilisateurs 

dans un système biologique est représenté sur le schéma suivant: 

hv 
SH >- lSH*--:i!>-~3SH* 

Lsw+ + BO-

L sc + H+ 

SH=Photosensibilisateur à l'état fondamental 

lSH*=Photosensibilisateur à l'état singulet 

3SH*=Photosensibilisateur à l'état triplet 

B=Accepteur d'électrons 

SHo+, BO-, SO= espèces radicalaires réactives 

Si l'on prend l'exemple du système porphyrine-quinone, l'interaction se fait par transfert 

de charge entre l'état triplet du photosensibilisateur (porphyrine) et l'accepteur 

d'électrons (quinone). L'interaction conduit à l'éjection du proton de la porphyrine 

anionique (SHo+) et à la production de trois espèces radicalaires très réactives sous des 

conditions anaérobie (G. Laustriat 1986). 

Ce type de réaction est très peu cité dans les mécanismes photochimiques responsables 

de la cytotoxicité des porphyrines. Les deux premiers mécanismes semblent être les 

plus importants avec une prédominance certaine pour les mécanismes de type II. 
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CHAPITRE III 

LA LUMIÈRE 

1 ~ Les sources de lumière utilisées 

1~1~ Les lampes 

Les lampes à gaz type xénon, halogènes ou vapeur de mercure sont utilisées pour les 

traitements PDT. La lumière émise est filtrée pour sélectionner la longueur d'onde 

adéquate pour l'activation du composé photosensibilisateur ainsi que pour éliminer les 

composantes infrarouge. 

De par leur faible intensité (généralement d'environ 50 mW), les lampes présentent des 

limites d'utilisation (Wilsone et al 1986). 

L'introduction des lasers et des fibres optiques, a favorisé le développement de la 

thérapie photodynamique. On dispose d'une puissance élevée et grâce aux fibres 

optiques, on peut atteindre quasiment tous les sites de l'organisme par voie interstitielle 

ou endoscopique. 

Parmi les différentes sources laser pouvant être utilisées, sont citées: 

- le laser à hélium-néon: il délivre une lumière rouge à une longueur d'onde de 

632,8 nm. La faible intensité de cette source laser limite son utilisation. 

- le laser à colorant : pompé par un laser argon est la source laser la plus 

communément utilisée. La source du laser argon à 514,5/488 nm peut produire de 5 à 

25 W de puissance. C'est le laser de pompe du laser à colorant qui contient un colorant 

fluide comme le kiton-red ou la rhodamine B dont on peut régler l'émission à 630 nm. 

La puissance effective pouvant être obtenue avec le laser argon-colorant est de 3 à 4W 

dont 80% peuvent être transmis via une fibre optique. 
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-le laser krypton: émet à 407 et 413 nm, dans le bleu-violet. Cette longueur 

d'onde correspond à la bande de Soret du spectre d'absorption du noyau tétrapyrolique 

et induit une fluorescence de la molécule susceptible d'être utilisée en photodiagnostic. 

-le laser Yag doublé-colorant: émet en mode pulsé, il présente la technologie 

fiable du laser solide (doublage de fréquence par KTP) 

1 œ3 Les diodes laser 

Les diodes laser sont relativement peu onéreuse8 avec un coût d'entretien négligeable, 

une grande fiabilité et une petite taille qui leur permet d'être transportées facilement. 

Actuellement, les diodes courantes, peuvent générer jusqu'à 1 W de puissance à des 

longueurs d'onde comprises entre 750 et 800 nm. Cet intervalle spectral est très 

intéressant pour l'utilisation de photosensibilisateurs de seconde génération 

(bactériochlorine a). Le développement des diodes laser fait que les longueurs d'ondes 

disponibles deviennent tous les jours de plus en plus nombreuses. 

2s Distribution de la lumière dans les tissus. 

2~ 1 ~ Les tumeurs superficielles 

Pour les tumeurs superficielles comme les tumeurs de la peau ou de la cavité bucale, un 

système optique de lentilles peut produire un spot uniforme. 

2-2-Les tumeurs intraiuminales ou intracavitaires 

Pour les illuminations des tumeurs intraluminales ou intracavitaires comme les tumeurs 

des bronches, de l'œsophage ou de la vessie, une fibre optique munie d'un embout 

diffuseur peut être introduite à l'intérieur du canal d'un endoscope et amenée sous 

contrôle de la vue au site à traiter. Des diffuseurs spécifiques ont été conçus pour 

l'œsophage et les bronches afin d'obtenir une illumination homogène dans des 

conditions reproductibles. 
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2~3~ Mode de distribution de la lumière 

Pour controler la distribution spatiale de la lumière les extrémités des fibres optiques 

sont modifiées (Marijnissen 1985, Muller 1987). Les embouts diffuseurs sont 

sphériques ou cylindriques isotropiques (Arnfield 1986). 

Pour traiter un volume tissulaire beaucoup plus étendu, on peut augmenter la puissance 

du laser et la surface de diffusion de la fibre optique oulet implanter plusieurs fibres 

simultanément par voie interstitielle (Marijnissen, 1992). 

Dans le cadre de l'unité de recherche en thérapie photodynamique de Nancy, des 

diffuseurs implantables destinés à l'irradiation interstitielle ont été réalisés et une 

technique d'injection angulaire du faisceau laser dans la fibre optique permet de 

modifier le profil de diffusion en sortie de la fibre optique (D. Lignon, 1990). 

3- Dosimétrie de lumière 

Les unités de mesure sont exprimées en terme de densité de puissance de lumière 

incidente par rapport à la surface (Irradiance en W/cm2) ou en terme de densité 

d'énergie par rapport à la surface (Fluence en J/cm2). 

Pour prédire un effet photodynamique, le reproduire ou faire des essais comparatifs, une 

connaissance approfondie de la distribution spatiale de la lumière et de la dose d'énergie 

absorbée par les tissus doit être acquise. Des mesures directes au niveau de la tumeur 

doivent être effectuées (Marijnissen 1987). 

Un modèle tumoral expérimental (souris nudes-tumeurs HT29) a été développé au sein 

de l'unité de recherche en thérapie photodynamique de Nancy, il a permis 

d'expérimenter et de valider plusieurs aspects dosimétriques : 

-l'absorption lumineuse dans les tissus biologiques grâce à un modèle statistique 

simulant l'évolution photonique dans une masse tissulaire qui a été ensuite conforté par 

des mesures expérimentales (Diebold 1991, Meunier 1991). 

-l'atténuation lumineuse mesurée par un capteur à fibres optiques à partir de la 

lumière rétrodiffusée (Abdul Nour, 1994) 

La distribution de la lumière peut être évaluée en étudiant la distribution de la fluence 

totale sur un modèle de transport des radiations (Patterson 1991a, Patterson 1991b). 
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Un dispositif de dosimétrie en temps réel adapté au traitement des cancers de la vessie 

a été élaboré au sein de l'unité de recherche en thérapie photodynamique de Nancy (D. 

Lignon, 1993). Ce dispositif est inspiré de la mesure dosimètrique sur trois méridiens 

(Marijnissen et al 1989). C'est un système de capteurs multiples et d'une source isotrope 

positionnés par un système mécanique introduit à l'aide d'un cystoscope modifié. Un 

module électronique permet l'acquisition des flux lumineux issus des capteurs et un 

programme informatique permet à l'opérateur de centrer la source de lumière et de 

reconstruire la vessie sous forme d'une cartographie des niveaux des flux lumineux 

atteignant la paroi. 
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CHAPITRE IV 

LES PORPHYRINES ET LEURS DÉRIVÉS 

1 ~ Introduction 

Les porphyrines sont connues pour jouer deux rôles importants en photobiologie : Gans 

le règne végétal avec l'implication de la chlorophylle dans le phénomène de la 

photosynthèse et leur rôle en clinique humaine pour la photothérapie et la 

photochimiothérapie. 

Jusqu'à présent, pratiquement les seuls photosensibilisateurs utilisés en clinique sont les 

porphyrines et leurs dérivés. Ces composés existent naturellement dans le corps humain. 

Les porphyrines, excitées par la lumière, présentent des propriétés de toxicité et de 

fluorescence. 

2- Structure chimique des porphyrines 

Les porphyrines sont des molécules planes formées de 4 noyaux pyrroles. La molécule 

présente une zone centrale vide de 7 Â de diamètre pouvant loger un ion métallique. 

Cette structure chimique offre des propriétés photochimiques très intéressantes et un 

large spectre d'absorption de la lumière. La chimie de ces composés est fascinante et la 

variabilité du métal central offre à la nature plusieurs pigments indispensables à la vie. 

Les complexes métal-porphyrine sont essentiellement: l'hémoglobine, la myoglobine et 

les cytochromes (Fer-Porphyrines) tandis que les complexes métal-chlorine sont 

représentés dans la nature par la chlorophylle (Magnésium-Chlorines). 

Plusieurs formes mésomères ont été identifiées et la forme la plus stable possède un 

azote tertiaire (=N -) sur les noyaux II et IV et deux azotes secondaires (-NH -) sur les 

noyaux 1 et II. Les positions périphériques sont numérotées de 1 à 8. Les positions 

interpyrrolytiques sont appelées «méso» et sont désignées par a, ~,y, 8 (figure IV.I). 

La structure plane de la molécule est due aux fortes liaisons Tt-électron dans le 

macrocycle. C'est la présence symétrique des quatre atomes d'azote qui permet de 

former des complexes métalliques des porphyrines. Pour accepter l'ion métallique, la 

molécule libère ses deux atomes d'hydrogène et le métal en position centrale respecte 
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une symétrie électrostatique avec les quatre azotes auquels il est relié par des liaisons de 

coordination équivalentes (Kamalov 1985). Cette structure chimique fait que les 

porphyrines sont très thermostables (jusqu'à 300 à 400 oC). 

2 fi 3 

l Y 4 

31j NH N , 
~ 

N 

8 5 

7 'Y 6 

figure IV.l : structure chimique des porphyrines 

En substituant les positions périphériques par des chaînes latérales diverses, plusieurs 

dérivés peuvent être obtenus. Les substituants généralement rencontrés peuvent être les 

radicaux: 

- méthyle (-CH3) sur les carbones 1,3,5,8 

- vinyle (-CH=CH2) sur les carbones 2, 4 

-carboxyméthyle (-CH2-COOH) ou carboxyéthyle (-CH2-CH2-

COOH) sur les carbones 6 et 7. 

Le résultat ainsi obtenu est constitué de diverses porphyrines dont quelques monomères 

identifiés sont présentés sur la figure IV.2. 

R R' 

COOH 

figure IV.2 : Structure de base des monomères 
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R=R'= CH(OH)CH3 

R=R'= CH(OH)CH3-CH-CH2 

(HVD) 

R=R'= CH=CH2 

Hématoporphyrine IX (Hp) 

Hydroxy -éthy 1-viny I-deutéroporphyrine 

Proto porphyrine IX (Pp IX) 

Certains de ces dimères tels la dihématoporphyrine éther ou ester ont été identifiés et 

sont désignés sous l'abréviation de «DHE» (figures IV.J, IV.4). 

HOCH 
1 

CH3 

H 
1 1 
C-o-C 
1 1 
CH3 CH3 

HOCH 
1 

CH3 

figure IY.3 : Structure de la dihématoporphyrine éther (D.H.E) 

(CH2)2C02H 
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(CH2)2C02H 

figure IV.4 .' Structure chimique de la dihématoporphyrine ester 

3- Synthèse chimique des porphyrines 

3-1- L 'hématoporphyrine 

Le traitement chimique de l'hémoglobine par un acide minéral, fournit deux fractions 

distinctes de la molécule: 

- une fraction protéique: la globine 

- un groupement prosthétique : l'hème avec un fer ferreux. 

L'oxydation de l'hème transforme le fer de son état ferreux à son état ferrique et produit 

l'hématine qui est très stable. L'élimination du fer par un acide donne naissance à la 
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porphyrine de l'hémoglobine appelée plus communément protoporphyrine et la fixation 

de molécules d'eau sur ses doubles liaisons vinyliques conduit à l'hématoporphyrine. 

3-2- L'hématoporphyrine dérivée (HpD) 

L'HpD est obtenue par traitement de l'hématoporphyrine par une acétylation acide avec 

un mélange d'acide sulfurique et d'acide acétique, suivie d'une alcalinisation avec une 

solution d'acétate de sodium. Un précipité brun est obtenu et une fois lavé et séché, il 

est mis en solution dans de la soude puis neutralisé et finalement rendu isotoni.:jue par 

du chlorure de sodium. L'analyse par chromatîgraphie liquide haute performance 

(HPLC) (figure IV.5 ) révèle les pics principaux démontre que l'HpD est un mélange 

complexe de plusieurs composés (Dougherty et Mang 1987) : 

- 20 % d'hématoporphyrine (Hp) ; 

- 20 à 30 % d'hydroxyéthylvinyldeutéroporphyrine (HVD) ; 

- 3 à 5 % de protoporphyrine IX (Pp IX) ; 

- 50 % d'une fraction plus hydrophobe mal résolue en chromatographie. 

II/ 
~\ ., ru _. 

0 
<Il 

Il 
,. 
'! 
'-

v 

"' n 
m 

IV 
N 

'" ., '" ŒJ " N 
0- <D 

ëi "' 0' ",ru 
1f10) 

"" '!è 
"'-

,. 
of) 

",<Il <D 
o~ 0 
<D '.0 (1) { 
on 

\JV 

Figure IV.5 : Profil chromatographique d'une solution d'HpD (Queen Elisabeth 

Hospital) : Hp (1), HVD1 (II), HVD 2 (III), Pp (IV) et DHE (V), (Azzi, 1992) 
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Cette fraction hydrophobe de l'HpD a été isolée par filtration sur gel (Bio-gel PlO, 100-

200 mesh). En milieu aqueux, elle est très fortement agrégée et constitue 40 à 50 % de 

l'HpD préparée selon la méthode décrite par Lipson (Dougherty 1984) sa composition 

chimique consisterait en deux hématoporphyrine-éther liées en 2 ou en 4 par leur 

groupement hydroxyéthylvinyl et désignées sous le nom de dihématoporphyrine éther 

(DHE). 

En utilisant une filtration sur gel (Bio-gel PlO, 100-200 mesh) avec des solvants 

organiques, il a été possible de séparer cette fraction en deux composantes nommées A 

et B. Kessel en 1986 a réalisé un clivage réducteur sélectif des liaisons esters en 

utilisant un réactif qui ne réduit pas les liaisons ethers, il a observé que la f(action A 

consistait exclusivement en des dihématoporp~lyrines esters, alors que la fraction B 

contenant du matériel non réduit, est probablement composée de dihématoporphyrine

éthers. Dans une solution d'HpD, le rapport des porphyrines éther ou esters dépend de la 

méthode de synthèse. 

La fraction oligomérique étant composée de dimères et d'oligomères liés de façon 

covalentes par des bases ester et éther a tendance à s'agréger en milieu aqueux par des 

liaisons non covalentes. Sous cette forme agrégée, l'HpD n'est ni fluorescente ni un bon 

générateur d'oxygène singulet (Dougherty 1987). Par contre dans les solvants 

organiques ou en présence de sérum, la désagrégation de la fraction hydrophobe est 

favorisée et le rendement en oxygène singulet est comparable à celui de 

l'hématoporphyrine. 

En résumé, l'HpD et le DHE ou Photofrin® sont composés d'Hp, d'HVD et de Pp IX qui 

sont moins actifs en tant que photo sensibilisateurs in vivo et d'une fraction hydrophobe 

composée de porphyrines reliées par des liaisons éther ou ester et formée de deux 

(dimères) à 6 (oligomères) unités de porphyrines. Le photofrin II étant une fraction de 

l'HpD, on l'assimilera dans le texte à l'HpD. 

Dans le cadre des recherches entrepises au sein de l'unité de recherche en thérapie 

photodynamique, une méthode de synthèse de l'HpD à partir d'hématies humaines 

adultes a été mise au point. Pour tenter de définir la partie la plus active de l'HpD, elle a 

été séparée par HPLC analytique en deux ou trois fractions selon leur hydrophobicité et 

leur temps de rétention sur la colonne. 

La fraction hydrophobe (DHE) a été séparée, elle constitue 73% du composé et son 

activité cytotoxique comparée à celle de la solution mère d'HpD est supérieure (Azzi, 

1992, 1993). Les études en HPLC ont montré que l'HpD et à moindre degré sa fraction 

oligomérique étaient des mélanges complexes de porphyrines ce qui rend leur étude 

particulièrement difficile. 
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4- Propriétés spectroscopiques des porphyrines 

4-1- Spectre d'absorption 

Les porphyrines en solution absorbent la lumière à des longueurs d'ondes spécifiques 

dont les maxima (pics) caractéristiques permettent leur identification. En règle générale, 

toutes les porphyrines ont un spectre électronique similaire avec quatre pics 

d'absorption dans la bande du visible dites bandes Q et un important pic aux alentours 

de 400 nm à la limite entre l'ultraviolet et le visible que l'on désigne par le terme de 

bande de «Soret». Un spectre d'absorption typique est présenté sur la figure IV.6. Le 

spectre d'absorption des porphyrines est le résultat de quatre transitions électroniques 

différentes, deux formant la bande de Soret (V) et les deux autres aparaissent dans le 

visible et concernent la bande 1 et III. Les bandes II et IV sont par contre d'origine 

vibrationnelle (Kamalov 1985). Quel que soit le solvant utilisé, l'allure du spectre 

d'absorption reste la même et le rapport d'intensité entre les différentes bandes est 

respecté. Cependant, la position des pics peut être légérement décalée d'un solvant à 

l'autre. 
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figure IV.6: Spectre d'absorption d'une solution d'HpD (5}1g/ml) dans du tampon 

phosphate (PES, pH 7,4) 
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Une autre propriété photophysique des porphyrines non-métalliques est leur 

fluorescence qui est essentiellement due à la présence des liaisons rr-électron sur le 

macrocycle. 

4-2~2 Spectre d'émission 

Quel que soit la longueur d'onde d'excitation, les spectres d'émission de fluorescence 

des porphyrines montrent deux pics distincts de flu c>rescence situés pour le premier 

à 610 et 630 nm et pour le second entre 670 et 690 nm. Un spectre typique d'émission 

de fluorescence est représenté figure IV. 7. 
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figure IV.?: Spectre d'émission de fluorescence d'une solution d'HpD (5J1glml) dans du 

tampon phosphate (PBS, pH 7,4) 
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L'excitation de fluorescence de l'HpD peut être effectuée en excitant les divers pics 

d'absorption du composé. Un spectre typique d'excitation de fluorescence d'une solution 

d'HpD dans du tampon phosphate (PES) à pH 7,4 est représenté sur la figure IV.S, les 

différents pics sont situés à 395, 500, 537 et 557 nm. 
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figure IV.a: Spectre d'excitation de fluorescence d'une solution d'HpD (5J1glml) dans 

du tampon phosphate (PBS, pH 7,4) 

4-3- Effets physiques du mmeu sur l'absorption d'une molécule 

De par leur structure chimique, la forme sous laquelle les porphyrines existent en 

solution dépend de la nature du solvant et de sa capacité à céder des protons. Elles 

peuvent subir soit une ionisation acide soit une proto nation de leurs atomes d'azote. 
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Selon les propriétés acides ou basiques des porphyrines, leur propriétés 

spectroscopiques peuvent ainsi être légèrement différentes. 

4-3-1- Effet du solvant 

Les structures vibrationnelles du spectre d'absorption peuvent être influencées par les 

interactions avec le solvant, l'interaction universelle (effet de la constante diélectrique 

du solvant) ou l'interaction par liaisons hydrogène. Ces effets peuvent modifier 

notablement un spectre d'absorption. 

4-3-2- Effet du pH 

Le pH peut modifier le nature de l'état fondamental d'une molécule et induire des 

modifications du spectre d'absorption. 

On rapelle que dans un système de type : 

K= (X) (H+) et pK = -log K 
(AH) 
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CHAPITRE V 

TRANSPORT, LOCALISATION ET SÉLECTIVITÉ DES PORPHYRINES 

1- Transport et localisation des porphyrines 

La nature des porphyrines circulantes déterminerait leur mode de transport el leur 

localisation dans les tissus. Les porphyrines circula1tes peuvent être distinguées selon 

trois groupes (Jori 1989, Korberlik 1991) : 

a) les porphyrines agrégées : telles les oligomères qui forment des 

structures micellaires. Ce sont des porphyrines non liées et sont prélevées par les 

macrophages, les cellules endothéliales et les cellules néoplasiques. 

b) Les porphyrines monomenques (essentiellement 

l'hématoporphyrine) sont liées à l'albumine et aux globulines. Ils ont une faible affinité 

pour les protéines qui les transportent et sont libérées au niveau des tissus par simple 

relargage au niveau de la matrice extracellulaire. 

c) Les oligomères et les esters d'hématoporphyrine : sont liés aux 

lipoprotéines et sont incorporés dans la cellule néoplasique par endocytose via des 

récepteurs membranaires aux lipoprotéines. Ces porphyrines sont ensuite rel arguées 

dans le cytoplasme et se lient à la matrice endocellulaire apolaire (Jori 1984, Jori 1987, 

Kessel 1986). 

2- Sélectivité tumorale des photosensibilisateurs 

La plupart des photosensibilisateurs sont distribués et retenus aussi bien par les tissus 

normaux que par les tissus néoplasiques. Néanmoins, dans certains modèles tumoraux 

de rongeurs ainsi que certaines lésions malignes de la peau et du cerveau chez l'homme, 

une faible sélectivité tumorale a été démontrée. 
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2-1- Influence des protéines du sérum sur la sélectivité tumorale 

2-1-1-Composés Hydrophobes 

La découverte d'un transport préférentiel des porphyrines hydrophobes par les 

lipoprotéines du sérum humain (Reyfmann 1984, Jori 1984), pourrait aider à la 

compréhension des mécanismes d'incorporation des porphyrines par les tumeurs. 

L'expression supérieure des récepteurs à LDL dans les cellules malignes par rapport 

aux cellules normales est sans doute un facteur important favorisant la concentration de 

l'HpD dans les tissus tumoraux. 

7 à 8 heures après administration par voie systémique, les photosensibilisateurs 

hydrophobes comme les oligomères et les esters de porphyrines, se lient initialement 

à l'albumine et aux liporotéines (HDL et LDL) de façon équivalente. Au-delà de 8 

jours, les porphyrines sont exclusivement liées aux HDL (Jori 1987, Dougherty 1987). 

2-1-2-Composés Hydrophiles 

Les composés hydrophiles comme l'hématoporphyrine ainsi que les autres composés 

monomériques de formes pseudomicellaires ou de structure non covalente se 

complexent préférentiellement avec l'albumine et les globulines. 

2-2- Influence des facteurs vasculaires au niveau des tumeurs 

Les tumeurs produisent des facteurs angiogènes qui stimulent le développement de la 

vascularisation à leur périphérie (Folkman 1986). La perméabilité anormale des 

vaisseaux sanguins tumoraux peut favoriser l'incorporation des photosensibilisateurs 

dans la tumeur (Underwood 1972, Ackerman 1978, Matsumura 1986). 

Le drainage lymphatique au niveau des tumeurs pourrait être réduit ou ralenti (Feldman 

1986). Les macromolécules et les lipides qui se trouvent dans l'espace interstitiel ne 

sont que faiblement recyclées dans le système sanguin (Courtice 1963). Les protéines 

dont le poids moléculaire est compris entre 15 000 et 70 000 se trouvent localisées dans 

cet espace interstitiel tumoral à une concentration cinq fois plus élevée que dans le sang 

(Matsumura 1986). 
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En revanche, Jain (1987, 1988) a évoqué le problème de l'importante pression 

interstitielle et de la faible pression microvasculaire pour l'incorporation des 

médicaments dans les tumeurs. 

2-3-Influences du pH sur la sélectivité tumorale des porphyrines 

Les porphyrines peuvent s'incorporer dans les cellules par simple diffusion passive 

à travers la membrane plasmique (Dellinger 1986). Ce mécanisme de diffusion dépend 

principalement de certains paramètres physicochimiques tels l'hydrophobicité et la 

charge électrique de la molécule diffusante. Ces deux paramètres peuvent être modifiés 

par l'équilibre acido-basique du milieu et par conséquent par la valeur du pH. 

La différence majeure entre les tumeurs solides et les tissus normaux environnants est 

leur apport nutritionnel. En effet, la croissance rapide et excessive des tumeurs produit 

une insuffisance en oxygène. Par conséquent, le glucose empreinte la voie métabolique 

anaérobie qui le transforme en acide lactique. La production et la consommation des 

protons pendant le mécanisme énergétique anaérobie ne sont pas équilibrés et l'excédent 

d'acide qui est produit à l'intérieur des cellules est déversé dans le milieu extracellulaire. 

Ceci a pour effet d'acidifier le milieu interstitiel tumoral. La différence entre tissu 

normal et tumoral peut atteindre jusqu'à 0,5 unité de pH et peut même être supérieure en 

cas d'administration de glucose. 

Brault (1990) a rapporté que l'acidité des tumeurs augmentait l'incorporation des 

porphyrines à l'intérieur des membranes cellulaires et par conséquent jouerait un rôle 

dans la rétention intratumorale sélective des porphyrines. D'autres auteurs ont démontré 

in vitro qu'une valeur de pH faible favorisait l'incorporation de l'hématoporphyrine et de 

l'hématoporphyrine dérivée dans les cellules en culture (Moan 1980, Bohmer 1985). 

L'acidité des tumeurs favorise la rétention des porphyrines avec des groupements 

fonctionnels carboxyliques. D'autre part, l'équilibre de protonation des chaînes d'acide 

propionique des porphyrines peut également influencer leur affinité pour les membranes 

cellulaires (Brault 1990). 

2-4- Influences de la composition du stroma et de la matrice tissulaire des tumeurs 

La plupart des carcinomes humains sont caractérisés par des stromas relativement 

rigides et de volume important. Ce stroma est essentiellement constitué de collagène. Or 

les porphyrines présenteraient une affinité pour les protéines de cette matrice de soutien 
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constituée essentiellement par: les protéoglycanes, la fibrine, l'élastine et le collagène. 

La concentration élevée de ces protéines dans les tissus tumoraux pourrait par 

conséquent être impliquée dans la localisation sélective des porphyrines (Gullino 1963). 

2~5~Les différentes méthodes proposées pour améliorer la sélectivité tumorale 

Au vu des données citées précédemment, il apparaît important de développer des 

procédures d'administration du photosensibilisateur qui favorisent son interaction avec 

les LDL. 

Les solutions proposées sont l'incorporation du photo sensibilisateur dans des liposomes 

constitués par des phospholipides qui gardent leur structure solide dans les conditions 

de température physiologique (telle la dipalmitoyl-phosphatidylcholine) et qui 

interagissent spécifiquement avec les LDL mais pas avec les HDL ou l'albumine sérique 

(lori 1983). L'addition de 10 à 15% de cholestérol à la bicouche lipidique du liposome 

augmente de façon très significative l'accumulation du photo sensibilisateur par les 

liposomes. De plus, si le sensibilisateur est suffisamment hydrophobe, aucune trace 

détectable du produit n'apparaît dans la matrice aqueuse (Reddi, 1987). 

Pour améliorer l'incorporation d'HpD dans des tumeurs cutanées, Notter et al (1992) ont 

proposé des niosomes composés d'héxadécyléther de trig1ycerol (47,5 %), de 

cholestérol (47,5 %) et de dicétylphosphate (5%). Liée à ces niosomes, l'HpD ne 

traverse ni la peau normale ni la peau débarassée de son stratum corneum (Ferrando et 

al 1990). Kennedy (1990) a également proposé pour les lésions cutanées 

l'administration topique de l'acide 5-aminolévulinique (ALA), un précurseur de 

synthèse de la protoporphyrine endogène. 

La sélectivité tumorale peut également être améliorée par le couplage du 

photosensibilisateur à des anticorps monoclonaux spécifiques d'une tumeur donnée 

(Mew 1983). 

3E Biodistribution des porphyrines dans les tissus et les cellules 

Pour étudier la biodistribution et la pharmacocinétique des photosensibilisateurs, l'une 

des méthodes les plus appropriées est le marquage radioactif qui ne modifie ni les 

propriétés photophysiques et photochimiques des molécules ni leurs caractéristiques 

biologiques (Bellnier 1989). 
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L'étude de la pharmacocinétique de l'HpD marquée au 14C a été réalisée par Henderson 

en 1992 qui a démontré, après administration par voie intrapéritonéale chez la souris, 

que la clairance sanguine se faisait selon une cinétique tri-exponentielle avec des demi

vies d'élimination de 4h, 9 jours et 36 jours 

3-1- Dans les tissus et les organes 

Les analyses pharmacocinétiques d'HpD marquée par le 14C et le tritium ont démontré 

une accumulation supérieure dans les tissus expérimentaux tumoraux par rapport à la 

peau, au muscle, au cerveau et au poumon mais moindre que dans les organes du 

système réticuloendothélial comme le foie, le rein et la rate (Gomer 1979, Wilson 

1989). 

Ces résultats démontrent que les photosensibilisateurs ont une grande affinité pour les 

organes du système réticulo-endothélial constitué de macrophages libres ou fixés aux 

tisssus comme les cellules de Kupffer du foie et les cellules de la rate. Les éléments 

sanguins semblent par ailleurs en être complètement dépourvus en dépit de l'importante 

concentration des porphyrines circulantes. 

Bellnier en 1989 a remarquablement démontré sur des souris portant des tumeurs 

greffées sous la peau que la concentration en photo sensibilisateur au niveau de la peau 

recouvrant la tumeur est significativement comparable à celle de la tumeur alors qu'elle 

est nettement inférieure ailleurs. 

3-2- Distribution subcellulaire des porphyrines 

3-2-1- Influence de la nature chimique des chaînes secondaires et de la charge des 

porphyrines 

W oodburn en 1991, a étudié par microscopie laser confocale sur deux lignées 

cellulaires de gliome la distribution subcellulaire de dix porphyrines différant par leur 

degré d'hydrophobicité et par leur charges électriques. Après un temps d'incubation de 

24 h, la distribution est en général cytoplasmique pour toutes les porphyrines. 

Sandberg et Romso (1980) ont montré les porphyrines avec des chaînes cationiques 

dominantes se localisent dans les mitochondries tandis que les porphyrines à caractère 

plus anionique se localisent au niveau des lysosomes. 
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3-2~2- Influence du degré d'agrégation des porphyrines 

Schneckenburger 1988 a tenté d'élucider la différence de distribution cellulaire de 

dérivés des porphyrines en fonction de leur taux d'agrégation. 

A l'aide d'un microscope de fluorescence relié à une caméra vidéo intensificatrice et à 

un système de traitement d'image, la fluorescence des porphyrines apparaissait 

essentiellement au niveau de la membrane plasmique, du cytoplasme et de la membrane 

nucléaire. 

En comparant les résultats obtenus avec des porphyrines de différentes natures avec 

ceux obtenus avec des dérivés de porphyrines connus pour être riches en composantes 

oligomériques, il a constaté une intensité similaire de fluorescence dans la partie 

centrale des cellules ainsi qu'une fluorescence beaucoup plus faible au niveau de la 

membrane plasmique. L'incubation avec le PHE (polyhématoporphyrine éther 

essentiellement dimérique et oligomérique) démontre une intensité beaucoup plus faible 

sur différentes zones cellulaires avec une absence complète de fluorescence au niveau 

de la membrane plasmique. 

Ceci suggère que la désagrégation des espèces dimériques-oligomériques ne se fait donc 

pas au niveau de la membrane plasmique et que seules les espèces monomériques y sont 

retenues. L'incorporation cellulaire des espèces agrégées se fait par pinocytose et seule 

une petite partie des agrégats est monomérisée ou dimérisée à l'intérieur des cellules. 

En augmentant le temps d'incubation des porphyrines avec les cellules (de 7 à 24h), la 

fluorescence est nettement plus prononcée dans la membrane nucléaire et autour d'elle 

plusieurs spots distincts de fluorescence apparaissent. Ceci démontre que la migration 

des molécules de porphyrines se passe dans le sens de la membrane plasmique vers la 

membrane nucléaire et des sites intracellulaires adjacents probablement les 

mitochondries et les autres organelles (Schneckenburger 1988). 

3~3~ La distribution subcellulaire de l'HpD 

L'HpD ne peut être exclusivement classée dans l'une ou l'autre des catégories citées 

précédemment en raison de sa composition physico-chimique. 

Dans les conditions physiologiques, l'HpD est composée d'un mélange de porphyrines 

parmi lesquelles on trouve des monomères, des dimères, des oligomères et une fraction 
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fortement agrégée. Moan en 1983 a démontré que les monomères et les dimères étaient 

retenus très rapidement (en moins d'une demi-heure) par les cellules mais qu'un simple 

lavage avec un milieu contenant du sérum pouvait les faire disparaître. Les oligomères 

et les agrégats sont eux retenus après des temps d'incubation plus longs (de 4 à 18h) 

mais sont en revanche beaucoup plus concentrés dans les cellules (Kessel 1986). 

L'HpD est distribuée de manière générale dans le cytoplasme avec une localisation un 

peu plus importante dans la zone périnucléaire et au niveau des lysosomes (Woodburn 

1991, Berns 1982, Moan 1982). Moan en 1989 a quantifié cette distribution sur les 

cellules V79 et a démontré que 14% d'HpD était localisée dans les mitochondrie~ et 

63% dans la fraction cellulaire soluble. Shulok (1990) a par ailleurs confirmé ces 

données par microscopie de fluorescence. 
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CHAPITRE VI 

LES AUTRES PHOTOSENSIBILISATEURS 

1-Introduction 

Les propriétés requises pour un photo sensibilisateur sont essentiellement (Bonnet 1989, 

Gomer 1989) : 

- la pureté et la stabilité chimiques ; 

- la faible toxicité en absence de lumière; 

- une absorption importante de lumière à des longueurs d'onde supérieures à 
650nm; 

- un rendement quantique important en réactions photochimiques de type 1 et de 
type II; 

- une localisation tumorale sélective; 

- une clairance rapide au niveau des tissus sains. 

Les dérivés des porphyrines présentent une faible absorption dans les ondes spectrales 

rouges et une persistance de la photosensibilisation cutanée pendant plusieurs semaines. 

Plusieurs équipes développent actuellement une seconde génération de 

photosensibilisateurs tels (Van Hillegersberg 1994) : 

- les phtalocyanines ; 

- les chlorines ; 

- les bacteriochlorines ; 

-l'acide amino-Iévulinique a (ALA) précurseur de la biosynthèse de la 
protoporphyrine IX. 

2- Les phtalocyanines 

Les phtalocyanines (PC) sont des porphyrines synthétiques, les groupements pyrroles 

sont étendus par condensation avec des cycles aromatiques externes et pontés avec des 

«aza-nitrogens». L'élongation du chromophore conjugué lui donne une meilleure 
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absorption au niveau des bandes Q et plus particulièrement entre 675 et 700 nm 

(Rosenthal1991). 

Selon Ben-Hur et Rosenthal (1985, 1986) les processus photodynamiques engendrés par 

les PC n'impliquent probablement pas 1'102. Langlois (1986) a démontré par ailleurs 

que la voie photochimique majoritaire empruntée par une série de métallo 

phtalocyanines était la réaction de type II. Ces observations démontrent que le rôle 1'102 

en PDT est encore très controversé. 

Brown (1986) a comparé les effets photodynamiques et les dommages causés sur le foie 

de rat par l'AlPCS à 675 nm avec ceux de l'HpD à 630 nm et a constaté que malgré une 

meilleure profondeur de pénétration de la lumière à 675 nm, les effets obtenus avec 

l'HpD et avec l'AIPCS étaient très comparables. L'AIPCS ne semble pas induire de 

photosensibilisation cutanée à la lumière ambiante (Tralau 1987). 

3-La méso tétra hydroxyphenyl chlorine (mTHPC) 

C'est un produit pur avec une bande d'absorption dans le rouge à 650 nm. La cinétique 

d'incorporation ainsi que l'activité photodynamique de la mTHPC ont été comparées 

à celle de l'HpD sur les cellules HT29 d'adénocarcinome de côlon humain. La cinétique 

d'incorporation des photosensibilisateurs a été mesurée par cytométrie en flux 

(Àexcitation=488nm, Âémission=560nm) et pour les deux photosensibilisateurs elle est 

directement proportionnelle au temps d'incubation jusqu'à l'apparition d'un plateau à 

12 heures. L'efficacité photodynamique a été évaluée par le test de cytotoxicité au MTT 

après photoirradiation à 630 nm pour l'HpD et à 650 nm pour la mTHPC. Quel que soit 

le temps d'incubation, l'activité photodynamique in vitro de la mTHPC est supérieure à 

celle de l'HpD (Rezzoug 1995). 

D'autre part, la mTHPC aurait une certaine sélectivité vis-à-vis des tissus tumoraux, un 

rapport tumeur/tissu sain de 10 à 15 a été rapporté et la photo sensibilisation cutanée 

serait de courte durée. Cette chlorine induit une réponse thérapeutique à une 

concentration de 0,3 mglkg et une fluence de 10 J.cm-2 (Ris et al 1991, Ris et al 1993 a, 

Ris et al 1993 b). La propriété de fluorescence de la mTHPC en fait un bon candidat 

pour la détection des tumeurs. Différentes longueurs d'onde peuvent exciter ce produit, 

420, 555, 599 et 650 nm. L'émission de fluorescence révèle deux pics distincts à 625 et 

652 nm (Wagnières 1992). 
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4- La bactériochlorine a (BCA) 

La BCA est extraite de la chlorophylle de certaines bactéries photosynthétiques 

(Chromatium vinosum, Rhodospirillum rubrum) (Beems et al 1987, Shuitmaker 1993), 

c'est un composé ayant 3 pics d'absorption à 360,525 et 760 nm. Ce dernier pic dans le 

rouge lointain est très intéressant en raison de la profondeur de pénétration de la lumière 

dans les tissus qui est 10 fois supérieure à celle obtenue à 630 nm (Wilson 1985). 

En raison de sa lipophilicité qui favorise sa diffusion à travers les membranes, ce 

produit est très bien retenu par les cellules tumorales (Leengoed 1993). La mesure de 

fluorescence a montré une meilleure concentration au niveau du tissu tumoral avec un 

facteur de fluorescence de 2,5 fois supérieur. 

Le traitement photodynamique peut être appliqué une heure après injection de la BCA 

avec des doses de lumière n'excédant pas 100 J.cm-2. La BCA peut également être 

utilisée à des fins diagnostiques avec une lumière d'excitation à 514 nm qui induit une 

fluorescence vers 665 nm (Schuitmaker 1993). L'effet de photosensibilisation cutanée 

observée avec la BCA s'estompe au bout de quelques jours. 

Le coefficient d'absorption molaire de la BCA (32 000 M-l) est supérieur à celui de 

l'HpD (1170 M -1). La production d'oxygène singulet et par conséquent l'efficacité 

photodynamique de la BCA est plus importante que celle de l'HpD (Beems et al 1987). 

5-L'acide amino-lévulinique a. (ALA) 

L'ALA est une substance naturelle qui existe dans l'organisme et qui est impliquée dans 

la voie de biosynthèse de l'hème. Une augmentation de la charge en ALA dans les 

cellules induit la production endogène de la protoporphyrine IX (PP IX) qui est un 

photo sensibilisateur très actif. La PP IX possède un spectre d'activation similaire à celui 

de l'HpD. Le principal avantage de ce produit est la possibilité d'administration par voie 

topique chez les patients porteurs de lésions superficielles de la peau ou de lésions de la 

vessie. L'ALA appliquée sur la lésion, est convertie au bout de 2 à 3 h en PP IX qui peut 

être activée en surface par la lumière. Ce traitement a donné des résultats très 

satisfaisants chez des patients atteints de la maladie de Bowen ou porteurs de carcinome 

basocellulaire superficiel avec plus de 90 % de réponses complètes (Kennedy et al 

1990, Cairnduff et al 1993). Administrée par voie intraveineuse, l'ALA a démontré une 

rétention sélective au niveau des muqueuses et la durée de photosensibilisation est 

d'environ 24 h (Loh et al 1992). 
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Ce photosensibilisateur n'est en revanche pas aussi efficace que l'HpD mais il peut être 

utilisé par voie topique ce qui supprime la photosensibilisation cutanée. L'ALA est 

actuellement un sujet de recherche très productif. 
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CHAPITRE VII 

EFFET DE LA PDT SUR LES CELLULES ET LES TISSUS 

1-Introduction 

Les effets cellulaires de la PDT dépendent essentiellement de la présence d'oxygène 

dans le milieu. L'oxygène singulet qui est l'agent cytotoxique principal, a une durée de 

vie courte et une distance de diffusion très limitée estimée à environ 0,1 J..lm (Moan 

1990). 

Etant donné la large répartition intracellulaire (cytoplasme, membrane plasmique, 

membrane nucléaire) des photosensibilisateurs, les effets de la PDT peuvent 

virtuellement affecter toutes les composantes cellulaires. 

2-Sites de photosensibilisation et de dommages cellulaires 

Les sites de photosensibilisation tout comme les sites de localisation dépendent 

étroitement de la nature chimique des chaînes secondaires des porphyrines et de leur 

charge électrique. 

2-1- Les photosensibilisateurs lipophiles et anioniques 

Ils produisent généralement des dommages au niveau de toutes les structures 

membranaires cellulaires, qu'elles soient plasmique, mitochondriales, lysosomales, 

nucléaires ou appartenant aux réticulums endoplasmiques (Moan 1989). 

La réaction photodynamique conduit à la peroxydation du cholestérol et des 

phospholipides insaturés au niveau de la bicouche membranaire. Ceci a pour 

conséquences de diminuer la perméabilité et la fluidité membranaires et de favoriser 

une interaction entre les amino-lipides et les polypeptides. Tous ces facteurs qui 

affectent les propriétés dynamiques de la membrane altèrent l'activité de systèmes 

enzymatiques reliés aux récepteurs membranaires. 
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2E2~ Les photosensibilisateurs hydrophiles 

Ces photosensibilisateurs se localisent préférentiellement au niveau des lysosomes et 

induisent la destruction de ces structures avec un relargage des enzymes lysosomiales 

dans le cytoplasme. C'est la voie majeure de cytotoxicité pour les composés 

hydrophiles. Le cas en est illustré par les travaux de Roberts et al (1989 a) et ceux de 

Moan et al (1989) concernant la tétraphénylporphyrine tetrasulfonée (TPPS4). 

2~3- Les photosensibiHsateurs cationiques 

Ils s'accumulent préférentiellement au niveau de la mitochondrie (Salet et Moreno 

1990). L'inhibition des enzymes mitochondriales est considérée comme l'action clé 

conduisant à la mort cellulaire (Gibson et al 1989, Salet et Moreno 1990). Cependant, 

d'autres effets cellulaires précédent ceux des enzymes mitochondriales tels l'inactivation 

des enzymes cytosoliques et lysosomales, l'inactivation des systèmes de transport 

membranaire, la dépolarisation de la membrane plasmique ainsi que l'inhibition des 

enzymes de réparation de l'ADN (Moan et al 1989, Boegheim et al 1987, Specht et 

Rodgers 1990). 

2-4- Les photosensibiHsateurs lipophiles 

En ce qui concerne les photosensibilisateurs les plus lipophiles et les phtalocyanines, 

différents travaux se sont intéressés aux dommages qu'ils produisaient au niveau de 

l'ADN (Ramakrishnan et al 1989). Moan (1989) a suggéré que les dommages 

provenaient essentiellement de la membrane nucléaire. 

2-5- Les dérivées des porphyrines 

2-5-1- L 'hématoporphyrine dérivée 

L'HpD est connue pour être un mélange complexe de nombreuses espèces hydrophiles 

et hydrophobes dont le pourcentage est estimé respectivement à 75 et 25% des 

porphyrines totales (Hilf et 1983). Selon le temps d'incubation des cellules avec ce 
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photosensibilisateur, la nature des porphyrines retenues et les sites de 

photo sensibilisation diffèrent. 

Dans un milieu sans sérum, les cellules leucémiques L1210 incubées avec l'HpD (de 30 

min à 1 heure), fixent essentiellement les monomères (Kessel 1986). La phototoxicité 

de l'HpD dans ces conditions d'incubation est localisée au niveau de la membrane 

plasmique: altération de son intégrité structurale, de sa perméabilité, détérioration de 

son système de transport et diminution de son pool d'ATP (Kessel 1986, Dubelman et al 

1977, Girotti 1979). Si les cellules sont incubés avant photoirradition dans un milieu 

contenant du sérum il n'y a plus de toxicité. 

Les composés les plus hydrophiles tels les isomères d'Hp et de HVD, même très peu de 

temps après injection, sont présents dans le cytosol à des taux largement suffisants pour 

provoquer des dégats oxydatifs importants au niveau des protéines cytosoliques et plus 

particulièrement au niveau de la pyruvate kinase (Gibson 1989). 

Des temps d'incubation plus longs (4 à 18 heures), conduisent à l'accumulation des 

composants non-polaires de l'HpD (dimères et oligomères) et la migration des 

porphyrines de la membrane plasmique vers la membrane nucléaire et les sites 

intracellulaires adjacents. Les effets phototoxiques observés sont beaucoup plus 

prononcés et concernent en plus des paramètres déjà cités plus haut, des altérations 

mitochondriales (Shulok 1986) avec une importante diminution de l'ATP intracellulaire. 

Ceci a pour effet de compromettre la synthèse de l'ADN. En effet, en utilisant de la 

tymidine marquée Hilf en 1986 a constaté la relation de cause à effet entre le pool 

d'ATP cellulaire et la synthèse d'ADN. Kessel a également conclu, que la synthèse de 

l'ADN est beaucoup plus sensible à une carence énergétique en ATP qu'elle ne l'est à 

une déficience en acides aminés. 

2-5-2- La fraction oligomérique de l'HpD 

Composée de 80 à 90% de porphyrines hydrophobes (Dougherty 1987), qUI 

s'accumulent essentiellement au niveau des structures membranaires. Le pourcentage de 

matériel hydrophile représentant 20 % du matériel total est susceptible de produire 

suffisamment d'oxygène singulet pour inhiber certaines enzymes cytosoliques telle la 

pyruvate kinase. 

Néanmoins, les effets létaux primaires sont une conséquence immédiate de l'altération 

membranaire. Henderson et Donovan (1989) ont observé après traitement 

photodynamique de cellules in vitro un relagage du 51Cr qui témoigne d'une complète 
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désintégration de la membrane. Ils ont par ailleurs remarqué que la «fuite» de l'enzyme 

cytosolique - la lactate déshydrogénase (LDH) - commençait immédiatement après 

exposition à la lumière et s'achevait au bout de 30 minutes (Henderson et Donovan 

1989). 

La photoirradiation induit le relargage de certains médiateurs immunitaires et 

inflammatoires. Des études sur cultures de cellules ont montré une libération 

d'eicosanoides (Lim et al 1986, Henderson et Donovan 1989) et d'histamine, médiateurs 

de la réaction inflammatoire. Toutes ces substances sont potentiellement vasoactives et 

sont à l'origine des dommages vasculaires. 

La photosensibilisation des cellules macrophagiques in vitro, provoque la libération de 

TNF (Tumor Necrosis Factor), qui peut causer des dommages vasculaires (Evans 1990). 

En conclusion, la phototoxicité sur les cellules normales ou tumorales dépend de la 

localisation du photosensibilisateur dans la cellule, c'est à dire de ses propriétés de 

solubilisation. 

3- Effets vasculaires 

Un effet précoce de la PDT in vivo est de nature vasculaire. Les dommages tissulaires 

microscopiques et macroscopiques ont été rapportés pour l'HpD, les purpurines, la Npe6 

(chlorine mono-L-aspartyle e6), les phtalocyanines etc (Reed et al 1988, 1989, Nelson 

et al 1988, Morgan et al 1990). 

En situation clinique, pour la peau érythème et œdème cutanés sont les premiers signes 

de la réponse PDT. Ces effets sont observés avant l'apparition des dommages visibles 

des cellules endothéliales, la thrombose et les hémorragies. 

La thrombose vasculaire peut survenir immédiatement après exposition des tissus à la 

lumière et très peu de temps après injection du produit (à l'exception des composés 

cationiques) . 

Pour les composés hydrophiles, tels la TPPS4, la photo sensibilisation vasculaire est 

beaucoup plus importante 24 h après injection du produit alors que sa clairance 

sanguine est très rapide. Ces résultats indiquent une relation entre la solubilité du 

sensibilisateur, sa libération et/ou sa liaison avec les sites de sensibilisation vasculaires. 

Après administration d'HpD, Dougherty et Bellnier (1989) ont démontré la relation 

entre le taux sanguin circulant et les dommages vasculaires. Chez le rat, si le traitement 
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PDT est effectué à des taux circulant élevés, la formation d'une thrombose massive ainsi 

qu'une stase du sang est observée (Reed en 1989). 

La conséquence des dommages vasculaires sur le microenvironnement tumoral est 

importante. On constate rapidement une réduction de la vitesse du flux sanguin ainsi 

qu'une hypoxie au niveau de certaines fractions cellulaires tumorales (Star et al 1986, 

Reed et al 1988, Henderson et Fingard 1987,1989). Ces deux effets s'accentuent 

pendant et après l'exposition à la lumière. 

En raison de la dépendance des processus photodynamiques à l'oxygène, l'hypoxie 

cellulaire représenterait un facteur limitant. L'hypoxie tumorale est fortement 

dépendante de la dose de sensibilisateur mais peu de la dose de lumière appliquée. Cet 

écart à la loi de réciprocité sensibilisateurllumière, est probablement dû au taux de 

sensibilisateur circulant restant après injection de fortes doses. 

Tromberg 1990 a analysé le changement de l'oxygénation tumorale durant le traitement 

PDT en implantant deux électrodes à oxygène par voie transcutanée et en mesurant en 

temps réel l'oxygénation tissulaire. Ces mesures ont permis de distinguer trois étapes: 

-l'étape de consommation d'oxygène par les processus photodynamiques. 

-l'étape hypoxique où viennent s'ajouter des perturbations du flux sanguin 

-l'étape ischémique qui est la conséquence d'une occlusion vasculaire totale et 

définitive. 

Selon la dose de lumière et la quantité de photosensibilisateur dans la tumeur, l'étape 

hypoxique peut être irréversible. La réversibilité de l'hypoxie pourrait être exploitée 

pour rétablir l'oxygénation tumorale lors de traitements en doses de lumière 

fractionnées. Ceci permettrait une reprise du flux sanguin durant l'intervalle de temps 

séparant deux illuminations (Gibson et al 1990). Cependant, tous les cas présentés par 

Gibson sont des modèles et les changements d'oxygénation pendant la PDT dépendent 

très fortement de la nature de la tumeur, des doses de lumière et des paramètres de 

temps. Ainsi, si l'on prend l'exemple du rétinoblastome chez le rat, on constate une 

augmentation initiale du flux sanguin en réponse à une dose thérapeutique de Pf II

PDT. Les résultats préliminaires rapportés chez l'homme sont controversés et montrent 

aussi bien une diminution qu'une augmentation du flux sanguin (Horsmann et Winther 

1989). 

La destruction de la tumeur peut être également constatée sans qu'il n'y ait aucun effet 

propre au niveau des cellules tumorales. Un effet thérapeutique a été constaté par 
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exposition des tumeurs à la lumière dès l'injection du sensibilisateur, ce qui correspond 

à un délai de temps pour lequel le taux sanguin est très élevé et le taux intratumoral est 

pratiquement nul (Henderson et Fingar 1987). Denekamp (1983) a d'ailleurs rapporté 

que le simple blocage de l'approvisionnement sanguin de la tumeur, pendant une 

période de 15 heures induisait une régression totale. L'impact de la destruction du lit 

vasculaire sur la régression tumorale, a été démontré et le dommage des vaisseaux des 

tissus sains péri tumoraux est parfois suffisant pour induire une éradication complète de 

la tumeur (Fingar et Henderson 1987). 

Il est difficile d'identifier exactement les événements qui initient les dommages 

vasculaires induits par la PDT. En effet, toute perturbation au niveau de la paroi 

vasculaire peut conduire à une thrombose par une cascade d'événements qui touchent 

autant l'endothélium vasculaire que les stuctures de support ou les éléments figurés du 

sang en particulier les plaquettes. 

Alors que l'un des premiers effets de la PDT in vivo est l'induction de l'agrégation 

plaquétaire, l'exposition de plaquettes isolées sensibilisées avec du Pf II et exposées à 

des doses de lumière proches des conditions cliniques, montre une rapide inhibition de 

cette agrégation. Les phénomènes montrent l'impact de la PDT sur les cellules 

endothéliales des capillaires sanguins (Zieve et al 1966). 

4~ Réponse tumorale 

La durée de la réponse de la tumeur ou/et des tissus à la PDT dépend des altérations des 

cellules tumorales et des dommages vasculaires. 

ln vivo après PDT, un effet immédiat de létalité cellulaire est observé. La réduction du 

volume tumoral observée ensuite (effets étalés dans le temps) reflète les phénomènes de 

mort cellulaire retardée du fait de la nature même des lésions sub-cellulaires et des 

conséquences des dommages vasculaires. 

Henderson et Dougherty (1992) ont comparé les effets de la PDT sur les cellules 

tumorales par test de clonogénicité 

- la bactériochlorophylle ~<a» n'induit pas d'occlusion vasculaire au cours même 

des 3 à 4 heures suivant l'irradiation, par contre la réduction du nombre de cellules 

clonogéniques est observée dès la fin du traitement. 

- le Pf n, produit une réduction de la clonogénicité d'environ 20 à 30 % alors que 

l'occlusion des vaisseaux se produit dès les premières minutes d'exposition à la lumière. 
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- la phtalocyanine (AIPcSn) a un potentiel phototoxique cellulaire élevé (6 foÏs 

supérieur à celui du Pf II) et une photosensibilité vasculaire relativement faible. La mort 

cellulaire qui survient dès la fin de l'exposition à la lumière est au moins 10 fois 

supérieure à celle qui se produit après l'occlusion des vaisseaux. 

Patterson (1990) propose une méthode histologique d'évaluation de la nécrose tumorale. 

Mais il faut tenir compte du fait que les tissus d'apparence nécrosés peuvent contenir 

jusqu'à 20 % de cellules clonogéniques viables. Si la méthode histologique peut donner 

une idée sur l'effet cytotoxique direct sur la tumeur, il ne peut renseigner sur le potentiel 

curatif du traitement (Fingar et al, 1987). 

5-Apoptose et thérapie photodynamique 

L'apoptose a été démontrée sur différents types de cellules à la suite de traitements par 

des radiations ionisantes ou par PDT (Kerr et al, 1987 ; Agarwal et al, 1991). Laukka 

(1994) a étudié l'apoptose induite par PDT. 

Pour les cellules L5178Y -S, l'apoptose contribue de façon importante à la cytotoxicité 

alors qu'au niveau des cellules SK-HEP-l, les mêmes doses cytotoxiques ne démontrent 

aucun effet apoptotique. 

L'effet d'apoptose induit par PDT a par ailleurs été observé pour d'autres types de 

cellules tels les lymphocytes, les tymocytes et les cellules épithéliales (Oleinick et al, 

1993). Cependant, plusieurs lignées cellulaires telles les thymocytes humains (TK6), les 

fibroblastes de hamster (V79), les fibrosarcomes de souris (RIF-l et L929), les 

carcinomes humains (A549 et HSCCa) (Oleinick et al, 1993 ; He et al,1993) ont été 

testées et malgré la cytotoxicité induite par la PDT, aucun effet apoptotique n'a été 

démontré. La raison de cette différence de réponse entre les lignées cellulaires est 

inconnue. On ne peut conclure que la cytotoxicité induite par PDT est accompagnée 

d'un effet apoptotique quel que soit le tissu traité. 

6D Les effets secondaires de la PDT 

6-1- effet sur la peau 

L'un des effets néfastes de la PDT est la photosensibilisation cutanée. Tous les patients 

ayant reçu un traitement PDT avec l'HpD, demeurent photo sensibilisés pendant 
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plusieurs semaines. Les études précliniques de Bellnier et Dougherty (1989b) ont utilisé 

comme moyen d'évaluation in vivo l'oreille de la souris. Les tests réalisés par Henderson 

et al (1992) sur le modèle de la fenêtre cutanée reflètent également les taux de 

photosensibilisateurs circulants. 

La photosensibilisation cutanée se caractérise par un œdème et un érythème aigus avec, 

dans les cas extrêmes une nécrose. 

Pour éviter la photo sensibilité prolongée de la peau, plusieurs procédés peuvent être 

proposés: 

- un procédé photodynamique propose l'élimination du photosensibilisateur par 

photodestruction (Mang 1987, Boyle et Potter 1987) ; 

-l'augmentation de la clairance sanguine par procédé pharmacologique avec des 

agents absorbants, des diurétiques ou des modificateurs du métabolisme des 

porphyrines (Manyak et al 1988), des «piégeurs» de radicaux libres et d'oxygène 

singulet comme les caroténoïdes. On a aussi proposé des agents radioprotecteurs 

contenant des composés sulfbydrylés (Dillon et al 1988) comme le WR-2721 et ses 

dérivés. 

Certains nouveaux photosensibilisateurs permettraient d'éviter une photosensibilisation 

cutanée prolongée. C'est le cas de l'AlPcSn dont la photosensibilisation cutanée induite 

disparait au bout de deux semaines (Tralau 1989) pour la métallopurpurine (SnET2) elle 

dure 9 jours (Morgan 1990),5 jours pour la bactériochlorine a (bChla) et 24 heures pour 

la chlorine mono-L-aspartyle e6 (NPe6) (Roberts 1989b, Gomer 1990). 

6~2s Effet sur certains tissus 

Le traitement PDT à l'HpD ou à l'AlPcSn préserve l'intégrité stucturale et fonctionnelle 

des tissus riches en collagène ce qui permet de maintenir une fonction mécanique 

normale de certains organes comme le côlon ou la vessie (Barr 1990). 

Après PDT l'infiltration lympho-plasmocytaire des tissus montre l'importance de la 

réaction inflammatoire et suggère une possible réponse immunitaire (Shumaker et 

Hetzel 1987). Un taux élevé d'interleukine 1-béta, d'interleukine 2 ainsi que de TNF a 
(Tumor Necrosis Factor a) a été retrouvé dans les urines de patients ayant été traités 

pour un cancer de la vessie (Nseyo et al 1990). 
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6ç3~ Effets mutagènes et carcinogènes 

Aucun potentiel mutagène statistiquement significatif n'a été observé ni avec l'HpD ni 

avec l'AIPcSn (Gomer et al 1983, Ben-Hur et al 1985). 
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CHAPITRE VIII 

PHOTOBLANCHIMENT ou PHOTODÉGRADATJON DES PORPHYRINES 

1 ~ Introduction 

Les termes du «photoblanchiment» ou «photodégradation» sont définis comme étant 

une réaction de photodestruction autocatalytique du colorant suite à son exposition à la 

lumière. 

Le photoblanchiment pris dans son acception large associant destruction et modification 

est caractérisé par les modifications spectroscopiques du photosensibilîsateur après 

photoirradiation : réduction de l'absorbance au niveau de certaines bandes spectrales, 

diminution d'intensité de fluorescence et formation de nouvelles bandes d'émission et 

d'absorption. 

Ces modifications ne sont peut être pas sans conséquences sur les potentialités 

thérapeutiques et diagnostiques du photo sensibilisateur. En effet, la modification du 

spectre d'absorption modifie la profondeur de pénétration de la lumière et le rendement 

photochimique (Mang et al 1987, Potter et al 1987). 

Le photoblanchiment peut être exploité pour préserver les tissus sains et pour atténuer la 

photo sensibilisation cutanée (Boyle et Potter 1987, Roberts et al 1989, Spikes 1992). 

On a aussi évoqué la possibilité d'exploiter certains produits de phototransformation 

absorbant dans le rouge lointain pour améliorer l'efficacité du traitement (Gigiunas et al 

1991, Konig et al 1992). 

2~ Processus photochimiques de dégradation 

Les porphyrines, les métaHoporphyrines ainsi que tous les pigments pyrroliques, 

induisent leur propre photo-oxydation par un certain nombre de réactions pouvant aller 

du simple transfert d'électron via les chaînes secondaires d'oxydation, aux réactions 

oxydatives avec clivage du macrocycle tétrapyrrolique (Krieg et Whitten 1984). 

Lors de ce processus, le macro cycle est souvent dégradé par l'oxygène singulet ou à un 

moindre degré par l'ion superoxyde (via un transfert d'électron de l'état excité triplet des 

porphyrines) (Krieg et WhiUen 1984). En règle générale, les porphyrines sont 
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converties en produits absorbant très faiblement dans le domaine du visible (Spikes 

1992). 

3- Processus chimique de dégradation dans le milieu biologique 

La molécule serait époxydée au niveau de la double liaison entre l'anneau pyrrole et le 

pont méthine (Krieg et whitten, 1984). La forme époxyde des porphyrines serait un 

produit intermédiaire de l'oxydation de certaines métalloporphyrines avant d'atteindre 

une structure planaire tétrapyrrolique (Matsuura et al 1980, Smith et al 1982, Krieg et 

whitten 1984). Dans le milieu biologique, la photo transformation des macrocycles 

dépend de la présence d'acides aminés oxydables ou de protéines. La dégradation ne 

s'effectue pas directement par l'oxygène singulet mais par les produits d'oxydation qui 

résultent de l'interaction des substrats oxydables avec l'oxygène. 

4m Influence du microenvironnement sur la cinétique de photoblanchiment 

Au vu des mécanismes de photodégradation décrits précédemment, on peut s'attendre à 

ce que les processus soient très différents en solution ou dans un système biologique. En 

effet, plusieurs auteurs (Krieg et \Vhitten 1984, Moan 1984) ont démontré que l'HpD est 

dégradée beaucoup plus rapidement dans les cellules que dans des solutions salines et 

que les produits de dégradation obtenus sont différents. 

De plus dans un même milieu intracellulaire, selon les sites de liaison des porphyrines, 

la cinétique de photodégradation est différente (Schneckenburger 1988, Rück 1990). 

Dans le même microenvironnement, les porphyrines hydrophobes sont photoblanchies 

beaucoup plus rapidement que les porphyrines hydrophiles (Schneckenburger 1988, 

Rück 1990). Ainsi, une simple modification du microenvironnement induit des 

variations spectroscopiques importantes. 

Le taux de photoblanchiment du l'HpD correspond à une superposition de plusieurs 

processus ayant des cinétiques plus ou moins rapides selon les différentes composantes 

chimiques de l'HpD et de l'environnement (Spikes 1992). 

Selon Moan la cinétique de photodégradation est de premier ordre, elle ne dépendrait 

pas de la concentration initiale en porphyrines aussi bien dans les cellules qu'en solution 

(Moan et Berg 1991, Moan et al 1988, Moan 1987). Ceci est une approximation étant 

donné que l'ordre de la cinétique peut changer quand les temps d'exposition sont très 

longs (Mang 1987). 
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Toutes ces données introduisent la difficulté de l'étude du phénomène de 

photoblanchiment et en particulier pour des photosensibilisateurs complexes comme 

l'HpD. 

4m l œ Photodégradation des porphyrines en solution 

4m 1 œ 1- Influence du degré d l agrégation des porphyrines 

La variabilité des résultats obtenus avec les porphyrines a pu être en partie attribuée à 

leur différent degré d'agrégation dans différents environnements (Laferty 1978, Jori 

1980, Dougherty 1983 ). 

Les porphyrines dans leur état excité triplet sont les principaux médiateurs de la 

réaction photodynamique (Spikes 1975, Bonett 1983). En 1965, Kasha a observé que 

l'agrégation de certains colorants modifiait leur action photosensibilisatrice et a 

expliqué cette perte d'activité par une interaction directe entre l'état fondamental et l'état 

excité singulet, avec pour conséquence une diminution importante du rendement en 

états triplets. La probabilité d'une transition radiative de l'état singulet du monomère se 

trouve ainsi affectée par la transition directe du dipole vers les agrégats adjacents avec 

une fission de l'état excité singulet primaire. L'agrégation peut également affecter le 

rendement de l'état triplet en produisant un quenching statique et non-radiatif de l'état 

précurseur singulet (Andreoni 1983, Smith 1985). 

Cependant d'autres auteurs comme Spikes (1992) n'ont constaté aucune différence 

majeure entre la durée de vie des états triplets des agrégats et des monomères de 

l'hématoporphyrine. Les rendements en oxygène singulet sont très peu différents tandis 

que le rendement en fluorescence est de 2,2 fois supérieur pour les monomères/dimères 

(Moan 1982). 

Rodgers (1983) a constaté une faible différence de rendement en oxygène singulet entre 

les monomères/dimères et les agrégats et a conclu qu'elle était probablement due au fait 

que le transfert d'énergie de l'Hp excité vers l'oxygène est contrôlé par un processus de 

diffusion et que la constante de diffusion pour les agrégats est inférieure à celle des 

monomères/dimères. 

Pour démontrer l'effet de l'agrégation sur le taux de photoblanchiment, Spikes (1992) 

a étudié dans des conditions de pH et de molarité similaires (7,4 ; 5~M) le 

photoblanchiment de plusieurs porphyrines différentes: l'hématoporphyrine (Hp), le 
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photofrin II (Pf II), la tetra-(4-sulfonato-phenyl )porphyrine (TSPP) et l'uroporphyrine 

(Uro). 

Dans de telles conditions : 

* PF II est un mélange complexe de monomères, d'agrégats et de dimères/oligomères 
liés par des liaisons éther et ester; 

* la solution d'hématoporphyrine contient un mélange de monomères, de dimères non 
covalents et d'agrégats; 

* l'uroporphyrine est essentiellement monomérique ; 

* la TSPP est majoritairement dimérique. 

Par conséquent, ces travaux permettent la comparaison de systèmes simples comme les 

solutions d'uroporphyrine et de TSPP à des systèmes plus complexes comme l'HpD et le 

photofrin II qui contiennent plusieurs espèces moléculaires. 

Les résultats rapportés démontrent que le rendement quantique de photoblanchiment le 

plus important est enregistré avec le photofrin II et l'hématoporphyrine tandis que les 

plus faibles sont observés pour l'Uro et la TSPP. Il apparaît nettement que les 

porphyrines les plus photoblanchies sont celles qui sont les plus agrégées. Ceci est 

totalement contradictoire avec les propriétés énergétiques des agrégats que l'on a citées 

précédemment. 

Les cinétiques de photoblanchiment décrites sont initialement du premier ordre pour 

l'Hp, la TSPP et l'Uro mais sont modifiées pour des temps d'exposition plus longs. Par 

contre pour le photofrin II, plusieurs ordres de cinétique apparaissent et suggèrent que 

les différentes porphyrines composant le mélange peuvent être photoblanchies à des 

taux variables et par différents mécanismes. En effet, Grossweiner (1982) a démontré 

que les agrégats de l'hématoporphyrine peuvent induire la photolyse de systèmes 

membranaires artificiels (liposomes) par un processus photo dynamique de type I alors 

que dans le même système, les monomères et les dimères réagissent principalement 

selon des réactions de type II. 

D'autre part, les faibles rendements en oxygène singulet observés pour l'HpD et le 

photofrin II par rapport aux agrégats de porphyrines (Moan 1984) peuvent être 

expliqués par le fait que les agrégats ainsi que les dimères contenus dans l'HpD et 

photofrin II sont liés de façon covalente (Bonett et Berenbaum 1983, Berenbaum et al 

1982) contrairement aux agrégats des solutions de porphyrines qui se transforment en 

monomères ou dimères par simple dilution. Les liaisons covalentes seraient 

responsables du faible rendement en oxygène singulet obtenu dans ces solutions. 
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L'effet de du degré d'agrégation des porphyrines sur leur taux de photoblanchiment est 

très controversé. Dans le cas de l'HpD, les différentes porphyrines composant le 

mélange peuvent être photoblanchies à des taux variables et par différents mécanismes. 

Les porphyrines les plus photoblanchies sont celles qui sont les plus agrégées, elles sont 

photodégradées selon un processus photodynamique de type 1 alors que dans le même 

système, les monomères et les dimères réagissent principalement selon des réactions de 

type II. 

4~lw2- Influence des solvants organiques 

L'efficacité d'un photosensibilisateur et sa capacité à produire des états énergétiques 

triplets sont contrôlés par de nombreux paramètres chimiques, dont la polarité du milieu 

ambiant et le niveau d'agrégation des porphyrines. Le degré d'agrégation des 

porphyrines est conditionné par les propriétés du solvant dans lequel elles sont dissoutes 

et en particulier par sa constante diélectrique. 

En règle générale, le rendement quantique de photoblanchiment dans diverses solutions 

organiques (acétone, diméthylformamide, éthanol, formamide, méthanol) est inférieur à 

celui calculé dans un milieu aqueux tamponné (Spikes 1992). 

Aucune corrélation n'a pu être établie entre le rendement quantique de 

photoblanchiment et la durée de vie de l'oxygène singulet ou la solubilité de l'oxygène 

dans les solvants. En effet, la durée de vie de l'oxygène singulet est supérieure dans 

l'acétone par rapport à tous les autres solvants et pourtant le rendement de 

photoblanchiment de l'hématoporphyrine dans ce solvant est faible. Il en est de même 

pour les alcools et le diméthylformamide où la concentration en oxygène est supérieure 

à celle de solutions aqueuses oxygénées alors que les rendements de photoblanchiment 

y sont beaucoup plus faibles. 

Une corrélation a été établie entre le rendement quantique de blanchiment des 

porphyrines et la constante diélectrique des solvants : les rendements calculés dans des 

solutions à faible constante diélectrique (tels le diméthylformarnide et les alcools) sont 

beaucoup moins importants que ceux calculés dans les solvant aqueux à forte constante 

diélectrique. On incrimine la recombinaison des espèces ioniques qui est très favorisée 

dans les solvants à faible constante diélectrique (Farhataziz et Rodgers 1987). 

Dans les solvants à forte constante diélectrique les espèces ioniques intermédiaires ont 

une durée de vie beaucoup plus longue, ce qui favorise leur participation au processus 

de photodégradation et l'augmentation du taux de photoblanchiment 
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4~1~3~Influence de l'oxygène 

Spikes (1992) a montré que les porphyrines en solution (Hp, Pf II, et TSPP) pouvaient 

induire leur propre photodégradation par des réactions faisant intervenir l'oxygène 

singulet. A partir de ces données il était intéressant de comparer les taux de 

photoblanchiment obtenus avec ces porphyrines dans deux milieux différents : dans un 

milieu appauvri en oxygène par passage d'azote, le taux de photoblanchiment a baissé 

d'environ 10% par rapport au milieu exposé à l'air suggérant le rôle majeur de l'oxygène 

dans les réactions de photoblanchiment des porphyrines. 

Krieg et Whitten (1984) ont également démontré que l'Hp et l'HpD incorporées dans des 

microémulsions contenant des acides aminés oxydables avaient un taux de 

photoblanchiment supérieur à celui des porphyrines en solution. Ces produits n'étaient 

pas photoblanchis en absence d'oxygène. D'autres auteurs ont par contre démontré que 

l'hématoporphyrine dérivée incorporée dans des liposomes de phosphatidylcholine de 

jaune d'œuf ou des fantômes d'érythrocytes bovins était photoblanchie au même taux 

sous des conditions de saturation en oxygène ou en azote et que les réactions qui 

intervennaint étaient certainement des réactions de type 1 (Goy al en 1983, Sen et 

Grossweiner en 1988). 

Le processus de photo-oxydation des porphyrines requiert la présence essentielle mais 

non exclusive de l'oxygène. En effet, l'attaque directe des porphyrines par l'oxygène 

singulet survient en absence d'autres substrats dans le milieu. 

4$1-4-lnfluence du pH et de la force ionique 

La valeur du pH et la force ionique influent sur l'équilibre agrégats-monomères et par 

conséquent sur les propriétés spectroscopiques des porphyrines. La modification du 

photoblanchiment des porphyrines en fonction du pH dépend de la nature chimique des 

porphyrines. 

Spikes (1992) a rapporté qu'une diminution du pH de 7,4 à 5 avait pour conséquence 

une diminution des longueurs d'onde d'absorption de l'hématoporphyrine et de l'HpD 

traduisant probablement une augmentation du degré d'agrégation de ces porphyrines. En 

milieu acide, le rendement de photoblanchiment diminue de 70 à 30 %, ce qui suggère 

que les espèces agrégées sont beaucoup plus résistantes à la photodégradation. 
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L'augmentation du pH de 7,4 à Il,4 a très peu d'effet sur le photoblanchiment de l'HpD 

et de l'Hp. 

Les effets du pH sur la photodégradation ont été uniquement constatés pour l'Hp et 

l'HpD qui sont essentiellement des porphyrines hydrophobes, par contre aucun effet n'a 

été constaté sur l'uroporphyrine et la tétrasulfonatophényl-porphyrine (TSPP) qui sont 

des porphyrines hydrophiles. 

Ainsi, s'il existe une relation entre le pH du milieu et le photoblanchiment des 

molécules, c'est la conséquence d'une modification de la nature physico-chimique des 

porphyrines et non un effet direct sur leur processus photochimique de dégradation. 

4~ 1 œ5- Influence des substrats photo-oxydables 

Comme il a été précédemment mentionné, plusieurs types de biomolécules photo

oxydables tels les lipides insaturés, les protéines et les acides nucléiques peuvent 

interagir avec les porphyrines par différentes voies qui modifient le mécanisme et le 

rendement de photoblanchiment. 

Richard et al (1983) ont rapporté que l'hématoporphyrine en présence de sérum 

albumine humaine (HSA) était photoblanchie beaucoup plus rapidement que dans une 

simple solution tamponnée. Le même phénomène a été observé en présence de sérum de 

veau fœtal (Roberts et al, 1989; Bezdetnaya et al, 1994). 

Krieg et Whitten (1984) ont démontré que le taux de photoblanchiment de la 

protoporphyrine IX dans les microémulsions était nettement supérieur en présence de 

substrats photooxydables comme la cystéine, le diéthyl-sulfide, l'histidine, la 

méthionine ou le tryptophane. Ces mêmes auteurs ont par ailleurs remarqué que les 

produits de photodégradation des porphyrines en présence de ces substrats sont 

différents de ceux obtenus en simple solution. 

Spikes en 1992 a également étudié l'effet de trois acides aminés différents (histidine, 

tryptophane et méthionine) sur le photoblanchiment de quatre porphyrines (Hp, Pf n, 
TSPP, Uro). Il a exprimé leur efficacité de photo oxydation par rapport au rendement de 

consommation de l'oxygène ainsi que par l'accumulation des peroxydes d'hydrogène. En 

effet, selon la nature et la concentration de l'acide aminé et la nature des porphyrines, le 

rendement de photoblanchiment pouvait soit augmenter soit diminuer. Les mêmes 

porphyrines en présence de 0,1 à 1% d'albumine sérique humaine ont montré une nette 
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augmentation de leur rendement de photoblanchiment (de 2 à 3 fois supérieur à celui 

obtenu en solution tamponnée) ; ce serait dû à l'intervention des produits de photo

oxydation des protéines par l'oxygène singulet. 

Au vu de ces données, l'intervention des substrats photo-oxydables paraît indéniable 

malgré la divergence entre les résultats cités _plus haut. 

5-Méthodologies d'étude du photoblanchiment des porphyrines en milieu 

intracellulaire 

Moan a démontré au cours d'irradiation de cellules sensibilisées à l'HpD que le 

sensibilisateur subissait une photodégradation qui se manifestait par la diminution de 

l'intensité de fluorescence, la modification des spectres de fluorescence et d'absorption, 

en particulier l'apparition de nouvelles bandes d'absorption dans le rouge. Ces 

modifications avaient pour conséquence l'altération du rendement de photoinactivation 

des cellules (Mo an 1984, 1986). 

5-1-Méthodes spectroscopiques 

Les méthodes spectroscopiques d'étude du photoblanchiment les plus utilisées sont 

l'émission de fluorescence et l'excitation de fluorescence. Le spectre d'absorption des 

porphyrines intracellulaires ne peut être enregistré que pour des concentration en 

photosensibilisateur élevées. 

Moan a étudié les spectres d'excitation et d'émission de fluorescence dans les cellules 

NHIK 3025 (provenant de carcinome humain in situ) ayant été sensibilisées pendant 

18h avec du PfU à différentes concentrations (Moan 1986, Moan et al 1988). 

5~ 1 = l-Spectrométrie d'absorption 

Les modifications spectroscopiques dues au photoblanchiment des porphyrines sont 

caractérisées par une diminution de l'absorption au niveau de la bande de Soret et de 

certaines longueurs d'onde appartenant au domaine spectral du visible. 

A des concentrations très élevées, il est possible de suivre la décroissance de 

l'absorption spectrale des porphyrines intracellulaires. La cinétique de la diminution de 
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la bande de Soret (vers 405 nm) est plus lente que la décroissance de la fluorescence 

intégrale émise (Moan 1987, Moan 1988, Moan 1991, Bezdetnaya et al 1994). 

L'exposition de l'Hp et de l'HpD à la lumière fait apparaitre de nouveaux pics 

d'absorption vers 640 et 660 nm. La formation de ces photoproduits relativement stables 

pourrait être exploitée en PDT en raison de leur absorption au niveau de régions 

spectrales à haute transmission tissulaire (Streckyte et Rotomoskis 1993, Giniunas et al 

1990). 

5-1~2 Spectrométrie de fluorescence 

5~1-2-1-l'émission de fluorescence 

Dans des cellules non-photoirradiées, les pics d'émission de fluorescence de l'HpD et du 

Pf II se situent à 630 et 695 nm. Quand les cellules sont exposées à la lumière, ces 

spectres varient considérablement (Moan et al 1988) et l'intensité de fluorescence 

intégrale diminue avec la durée d'exposition à la lumière selon une cinétique 

exponentielle et avec une constante de décroissance très peu dépendante de la 

concentration des porphyrines intracellulaires (Moan 1986, Moan 1987). 

Le spectre d'émission de fluorescence des cellules photoirradiées révèle par ailleurs de 

nouveaux pics à des longueurs proches de 640-650 et 665-670 nm. Moan (1986, Moan 

et al 1988) a interprété l'apparition de ces pics comme la simple conséquence d'un 

changement d'environnement des porphyrines qui induirait le déplacement des pics 

originaux vers le rouge (red-shift) mais les changements de propriétés spectrales 

observés après photoirradiation sont aussi la conséquence d'une modification 

physicochimique de l'HpD. 

Cependant, des études plus récentes sur solutions aqueuses d'HpD (Konig 1990, Dietel 

et al 1990, Aveline 1992) ont démontré qu'un nouveau pic de fluorescence localisé à 

642 nm apparaissait après photoirradiation. La présence de piégeurs d'oxygène singulet 

tel l'azide de sodium réduit fortement la formation de ce produit fluorescent, ce qui 

laisserait supposer qu'il est le résultat de l'interaction de l'oxygène avec l'état triplet de 

l'HpD. 

De plus l'oxygène singulet est également responsable de la photodestruction propre de 

ce photoproduit fluorescent. En 1988, En Hua et al ont également rapporté l'existence 

d'un autre pic de fluorescence vers 460 nm dans les cellules tumorales S 180 (cellules 

d'ascites humaines). 
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Au vu des données obtenues par ces différents auteurs il paraît difficile de retenir 

uniquement la théorie de Moan, l'apparition de ces nouveau pics est bien le résultat 

d'une phototransformation et pas uniquement celui d'une modification de 

l'environnement chimique des porphyrines. 

Durant l'exposition à la lumière, l'intensité de la bande de Soret (vers 405 nm) diminue 

en fonction du temps d'exposition (Reddi et al 1981 ; Moan et Vistnes 1986, Moan et al 

1986, Moan et al 1988). La cinétique de décroissance de la bande de Soret suit un 

processus de dégradation de premier ordre qui signifie que l'oxygène singulet produit 

via les porphyrines sensibilisées oxyderait les protéines et acides aminés de son 

environnement. Ceux-ci une fois oxydés endommageraient uniquement la première 

molécule de porphyrine génératrice du phénomène. 

La liaison des porphyrines aux protéines augmenterait non seulement le 

photoblanchiment des porphyrines mais également la dégradation des protéines liées. 

Le phénomène de destruction des protéines membranaires augmenterait le taux relatif 

des porphyrines dans un environnement purement lipidique. Le rétrécissement de la 

bande de Soret après photoirradiation témoignerait de la photodestruction des sites de 

liaison protéique et de l'obtention d'un environnement beaucoup plus homogène 

(essentiellement lipidique) pour les molécules fluorescentes (Moan, 1988). 

Su2-Altération du rendement de photoinactivation des cellules 

Moan (1987) a montré que la modification des spectres de fluorescence due à 

l'exposition à la lumière était accompagnée d'une diminution du rendement de 

photoinactivation des cellules. n a calculé les courbes de survie des cellules 

sensibilisées à deux concentrations différentes de Pf II (0,4 et 12,5 iJ,g/ml) puis exposées 

à différentes fluences d'une lumière émettant entre 340 et 420 nm. Il a constaté que la 

courbe de survie des cellules ayant été incubées à faible concentration (0,4 iJ,g/ml) était 

déplacée vers des valeurs de fluences supérieures (figure VIII, 1). Ainsi, la 

photodégradation du photosensibilisateur dans les cellules aurait pour conséquence de 

nécessiter une dose de lumière supérieure pour atteindre un même effet cytotoxique 

donné. La dose requise semblerait alors être supérieure à la dose théorique calculée 

selon les bases dosimétriques de dépendance entre la lumière et le photosensibilisateur. 
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Figure VIII, 1 : Courbe de survie des cellules NHIK 3025 exposées à la lumièe après 

18 heures d'incubation avec 0,4 ou 12,5 /lglml de photofrin (Moan 1984,1986). 

5m3m Relation entre la péroxydation lipidique et la photodégradation des 

porphyrines cellulaires 

Une irradiation en lumière ultra-violette ou visible, induit le photoblanchiment de la 

protoporphyrine, de l'hématoporphyrine et de l'HpD dans les cellules (Reyftmann et al 

1986, Morlière et al 1987, Schneckenburger et al 1988). La cinétique complexe de 

photoblanchiment révèle clairement l'hétérogénéité de distribution des porphyrines dans 

les cellules (Morlière et al, 1987). Le photoblanchiment des porphyrines est plus 

prononcé dans la membrane plasmique que dans le noyau (Schneckenburger et al, 

1988). 

Ainsi, la péroxydation photoinduite des lipides membranaires semble être impliquée 

dans le phénomène de photoblanchiment des porphyrines (Reyftmann 1986, Morlière et 

al 1987). 

Candide (1988) a appuyé cette hypothèse en utilisant in vitro des lipoprotéines (LDL) 

normales ou délipidées chargées d'HpD et de protoporphyrine et en démontrant 

l'interaction de la péroxydation lipidique sur le photoblanchiment des porphyrines. 

La photosensibilisation des cellules par les porphyrines a pour conséquence l'apparition 

d'une importante émission de fluorescence vers 400-500 nm. Cette fluorescence est due 
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à des produits de pigments lipofuschines qui sont des bases de Schiff conjuguées, 

formés à partir de groupements amine et de malonaldehyde provenant de lipides 

polyinsaturés peroxidés (Kohen et al, 1984 ; Reyftmann et al, 1986 ; Morlière et al, 

1987). Il est très intéressant de noter que ces produits ne sont pas formés uniquement 

durant l'exposition à la lumière mais que le phénomène se poursuit après l'arrêt de la 

photoirradiation ce qui indique l'intervention de chaines de réactions radicalaires induite 

par la péroxydation des lipides. 

6-Etude du photoblanchiment in vivo 

6s 1-Dosimétrie et photoblanchiment 

Le processus photodynamique requiert l'action combinée de la lumière, des 

composantes actives du photo sensibilisateur et de l'oxygène. 

En PDT, les approches de dosimétrie sont théoriquement basées sur la quantité 

d'énergie effective absorbée par l'HpD localisée dans les tissus. Cowled et Forbes 

(1985) ont noté que pour un effet biologique équivalent, la dose de DHE injectée et la 

dose de lumière variaient de façon inverse. Fingar en 1987, a précisé que cette règle 

était respectée tant que des doses de lumière importantes n'étaient pas utilisées avec des 

doses de photosensibilisateur très faibles. 

Durant l'exposition à la lumière, les dérivés des porphyrines sont photochimiquement 

détruits (Moan et al, 1984 ; Mang et al, 1987 ; Potter et al, 1987). Ce processus est mis 

en évidence par la réduction des quantités de photo sensibilisateurs extraits des tissus 

ainsi que par la perte de la fluorescence induite in vivo chez l'homme ou la souris. 

Grossweiner en 1986 et Potter en 1987 ont statué sur le fait qu'un résultat thérapeutique 

probant ne pouvait être obtenu que si des doses limites supérieures étaient bien 

respectées. 

Ils ont démontré que la concentration de photo sensibilisateur présente dans le tissu, en 

un point donné diminuait de manière exponentielle selon la dose de lumière absorbée. 

(1) 

Jo représente la dose de lumière incidente absorbée (en J.cm-2) Co est la concentration 

initiale du photosensibilisateur et C(J 0) est la concentration du photo sensibilisateur. 
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La constante de décroissance (~) est exprimée en cm2.J-l. 

Cette décroissance exponentielle de la quantité de photosensibilisateur extraite des 

tissus a été calculée au niveau d'une tumeur expérimentale de carcinome mammaire de 

souris d'épaisseur inférieure à 3 mm (SMTF) et illuminée uniformément (630 nm, 75 

mW/cm2 ). La fluorescence des tumeurs in vivo suit la même décroissance 

exponentielle. Ces deux méthodes donnent dans ces conditions expérimentales une 

constante ~ =0,004 cm2.J-l (Potter et Mang 1984, Mang et al, 1987). 

6-2m Concept du photoblanchiment et son application dans les études in vivo 

La photodestruction des porphyrines a été observée aussi bien sur tumeurs spontanées 

humaines qu'au niveau de tumeurs expérimentales. 

Si l'on considère les impératifs dosimétriques, une photodestruction du produit aurait 

pour conséquence directe une destruction tumorale incomplète (Moan et al 1984, Moan 

et al 1987, Moan 1986, Mang et al 1987, Barr et al 1990, Patterson et al 1990). 

Si la concentration des porphyrines dans les tumeurs est supérieure à celle des tissus 

sains avoisinants, le photoblanchiment pourrait atténuer la photo toxicité induite au 

niveau des tissus sains, sous réserve d'une dosimétrie correcte (Boyle et Potter 1987, 

Potter et al 1987). Ce raisonnement est juste, mais l'absence de gradient de 

concentration des porphyrines (HpD ou sa fraction oligométrique) entre tumeur et tissus 

sains limite son application en clinique. 

7~La phototransformation des porphyrines 

7 ~ 1 G Identification physico-chimique des produits de la phototransformation 

La modification du spectre d'absorption de l'HpD due à la formation des photoproduits 

concerne plus particulièrement une diminution de l'intensité des bandes d'absorption 

caractéristiques du mélange et l'augmentation de l'absorption intégrale dans le rouge 

avec l'apparition d'une bande à 663 nm et d'un épaulement entre 645 et 650 nm 

(Aveline, 1992). 
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L'analyse HPLC des solutions irradiées montre que les composés formés par 

photodégradation de l'HpD en milieu organique sont principalement les photoproduits 

des porphyrines vinyliques principalement les chlorines dont la nature chimique 

explique l'apparition de la bande d'absorption à 663 nm et celle de l'épaulement à 645 

nm. 

D'autres produits de la phototransformation de l'HpD avec une nouvelle bande 

d'absorption vers 642 nm ont été observés. Leur nature chimique a été déterminée par 

diverses méthodes et ils présenteraient des caractéristiques spectroscopiques 

comparables à celles des espèces agrégées et plus particulièrement avec les formes 

dimériques (Konig et al, 1990). Leur formation est conditionnée par la présence de 

structures auto-associées de type sandwich qui consistent en deux structures dimériques 

dont les deux composantes cycliques se superposent et sont liées par des liaisons n:-n:, 

les deux substituants 2 et 4 des cycles peuvent également intervenir au niveau de la 

surface d'interaction. Cette hypothèse a été confortée par des essais sur des solutions 

micellaires où ces associations en type sandwich sont détruites et où la formation des 

photoproduits est totalement inhibée. La stucture en «Sandwich» des dimères de 

porphyrines est représenté sur la figure VIH.2 (Streckyte et Rotomskis, 1993). 

COOH COOH 

Figure VIl1.2 : Structure en «Sandwich» des dimères de porphyrines 

Î-2-Intérêt biologique des produits de la phototransformation 

Compte tenu de la moindre absorption des tissus dans le rouge et dans le proche infra

rouge, la formation de ces nouveaux photoproduits pourrait être utile pour la PDT s'ils 

sont eux même photoréactifs. L'efficacité photodynamique des produits ayant une bande 

d'absorption vers 640 nm est très controversée. Konig (1990) rapporte une très faible 

activité sur culture de cellules. Les mesures physiques des rendements en état triplets et 
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en oxygène singulet pour des solutions d'HpD enrichies de photoproduits montre que 

l'extinction de l'état triplet est beaucoup plus rapide et le rendement en oxygène singulet 

beaucoup plus faible que dans celui de la solution d'HpD témoin. 

Giniunas et al (1990) ont montré que l'exposition à la lumière (laser argon bleu-vert) de 

solutions d'HpD dans du tampon phosphate induisait la formation de photoproduits 

(HpDPP) actifs, stables avec une nouvelle bande d'absorption vers 640 nm. Leur 

cinétique de formation a été déterminé à partir de la variation de l'absorption à 640 mn 

en fonction de la durée d'exposition. Les solutions ainsi préparées sont expérimentées 

sur tumeurs de souris. Deux sources de lumières sont utilisées simultanéffil:nt, une 

lampe xénon de longueur d'onde 11.=610 à 660 nm et un laser krypton de longueur 

d'onde 11.=647 nm. 

Après irradiation, l'observation de la croissance dynamique des tumeurs, de la durée de 

vie moyenne des animaux et les changements morphologiques des tissus tumoraux 

incitent l'auteur à considérer que les HpDPP sont des photo sensibilisateurs plus actifs 

que l'HpD. L'explication physique repose sur un coefficient d'extinction de l'HpDPP à 

640 nm supérieur à celui de l'HpD à 620 nm (Jonusauskas et al 1987). Dans l'intervalle 

spectral compris entre 610 et 660 nm, le nombre de photons absorbé par les HpDPP est 

deux fois supérieur à celui de l'HpD (Giniunas et al 1991). 

L'existence de ces photoproduits pourrait expliciter une contradiction longtemps 

rencontrée dans la littérature. Moan et al (1984) et Byme et al (1987) ont constaté que 

les porphyrines ayant un degré d'agrégation important avaient une meilleur activité 

photosensibilisatrice mais paradoxalement, leur rendement en oxygène singulet était 

nettement moins important que celui des espèces monomériques. L'explication serait la 

contribution active des photoproduits qui ont un rendement en oxygène singulet 

beaucoup plus important que la molécule mère. Dietel et al (1990) ont rapporté que ces 

photoproduits étaient efficaces même à des longueurs d'ondes inférieures à 640 nm. 

Dans ce cas, leur activité photodynamique est inférieure à celle de l'HpD mais reste 

néanmoins comparable à celle de l'HpD à des niveaux d'absorption plus faibles. 

L'étude du photoblanchiment des porphyrines dans les systèmes biologiques doit non 

seulement considérer la photodégradation des molécules mais également leur 

photo transformation. 

La diversité des facteurs physico-chimiques pouvant influencer les événements ainsi 

que la complexité chimique d'un mélange comme l'HpD, contribuent à la difficulté 

d'étude d'un tel phénomène en milieu biologique. Si le choix de l'HpD n'est pas le 

meilleur, il a été guidé par le fait que le photosensibilisateur était utilisé en clinique 
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humaine et avait bénéficié d'études plus approfondies en comparaison à d'autres 

molécules. 
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Objectifs de ['étude 



OBJECTIFS DE L'ÉTUDE 

La thérapie photo dynamique requiert l'action combinée de la lumière et des 

composantes actives du photosensibilisateur. Nos travaux concernent l'évaluation in 

vitro et in vivo des effets biologiques de la thérapie photodynamique. 

L'un des facteurs pouvant conditionner l'efficacité du traitement est le phénomène de 

photoblanchiment. Il se traduit par une modification du spectre d'absorptiun, une 

diminution de l'intensité de fluorescence ainsi qu'une formation de nouveaux 

photoproduits. Toutes ces modifications affectent les potentialités thérapeutiques et 

diagnostiques du photosensibilisateur. 

L'hématoporphyrine derivée (HpD) a été proposée en thérapie photodynamique (PDT) 

pour le diagnostic des néoplasies par détection de la fluorescence induite et pour leur 

traitement. Le choix de la longueur d'onde de lumière est un compromis entre les 

propriétés d'absorption de la lumière par l'HpD et par les tissus. La lumière bleue 

(Â.:::A15nm) correspond à la bande d'absorption maximale de l'HpD mais elle pénètre 

très peu les tissus (0,2 à 0,4 mm), elle est utilisée pour le diagnostic par fluorescence. La 

lumière rouge (630 nm) correspond quant à elle à l'une des faibles bandes d'absorption 

de l'HpD mais sa pénétration peut atteindre jusqu'à 5 mm dans les tissus biologiques, 

elle est pour cette raison utilisée à visée thérapeutique. 

L'objectif principal de cette étude consiste à démontrer si l'illumination de l'HpD à visée 

de diagnostic peut induire la photodégradation du photosensibilisateur présent dans la 

tumeur et par conséquent altérer l'efficacité de l'étape thérapeutique successive 

Cette étude sera réalisée sur deux modèles différents : 

in vitro: sur cellules HT29 en monocouche, l'influence de l'association séquentielle des 

deux photoirradiations sera évaluée par le test de cytotoxicité au MTT. Ces mesures 

seront comparées à des mesures de fluorescence intracellulaire de l'HpD par cytométrie 

en flux et à des mesures spectrométriques (absorption et émission de fluorescence). 

in vivo: sur tumeurs HT29 greffées, les résultats obtenus dans le protocole 

d'association séquentielle des deux lumières seront comparés à ceux obtenus dans les 

protocoles de photoirradiations uniques en lumière rouge ou en lumière bleue. 

Différentes méthodes d'évaluation seront utilisées: l'extraction chimique de l'HpD 

intratumorale, l'évaluation de la décroissance de fluorescence de l'HpD intratumorale, 
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le dosage du MDA marqueur de la peroxydation des lipides membranaires qUI 

interviennent dans le processus radicalaire. Les résultats obtenus par ces méthodes 

d'évaluation indirectes seront comparés aux résultats obtenus par la méthode 

d'évaluation des effets biologiques. 

En raison de l'influence du microenvironnement sur la cinétique et les processus de 

photodégradation, dans une seconde partie de notre étude, nous nous intéresserons à la 

caractérisation et à l'évaluation du phénomène de photoblanchiment de l'HpD dans 

différents milieux biologiques et par différentes méthodes. 

In vitro : sur solutions d' HpD photoirradiées à différentes fluences de lumière en 

présence ou en absence de sérum. Trois méthodes sont sélectionnées : la décroissance 

de l'absorbance au niveau de la bande de Soret, la décroissance de fluorescence induite 

par excitation dans la bande de Soret et une troisième méthode basée sur la diminution 

de la photoinativation cellulaire. Une analyse comparative des constantes de 

photodégradation évaluées par ces différentes méthodes sera réalisée. 

In vivo,' sur tumeurs HT29 greffées sur souris après injection d'HpD et exposition 

à différentes fluences en lumière bleue (À<415 nm) ou en lumière rouge (630 nm). 

Sachant que la profondeur de pénétration de la lumière bleue dans les tissus est limitée, 

nous rechercherons si les phénomènes de photodégradation se propagent dans la tumeur 

en évaluant la cinétique de photodégradation à différents niveaux de l'épaisseur de la 

tumeur. Les constantes de photodégradation seront évaluées à partir de la diminution de 

la fluorescence des tumeurs et de la décroissance des quantités d'HpD extraites des 

tumeurs. 

Nos résultats seront présentés en deux parties distinctes, la première comprendra les 

essais in vitro sur culture de cellules et sur solutions d'HpD, la seconde partie traitera de 

l'expérimentation animale. 
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Essais "in vitro" 



CHAPITRE IX 

ÉVALUATION DE L'EFFET DE L'ASSOCIATION SÉQUENTIELLE DE DEUX 

PHOTOIRRADIATIONS. CONSÉQUENCES DU PHOTOBLANCHIMENT ET DE LA 

FORMATION DES PHOTOPRODUITS SUR L'EFFICACITÉ DE LA PDT 

1-0bjectif de l'étude 

L'objectif de cette étude est de reproduire sur un modèle in vitro un schéma clinique 

hypothétique où un diagnostic par détection de fluorescence précéderait un traitement 

photodynamique et d'en évaluer les conséquences sur l'activité thérapeutique. 

La photodégradation associe la photodestruction des molécules et la formation de 

nouveaux produits (Moan, 1988 ; Konig, 1990). Ces deux phénomènes sont 

susceptibles d'interférer sur l'effet cytotoxique. 

En explorant un large intervalle de fluences en lumière bleue, nous nous efforcerons 

d'approcher les deux phénomènes et d'étudier leur interactions et leurs conséquences. 

Plusieurs techniques sont mises en œuvre. 

1-Un essai de cytotoxicité où les résultats sont interprétés après analyse 

d'isobologrammes selon le principe décrit par Berenbaum (1991). 

2-Une analyse en cytométrie en flux de la fluorescence intracellulaire des cellules 

photoirradiées. L'allure des courbes de décroissance de fluorescence fournit une 

information sur la cinétique de photodégradation de l'HpD dans les cellules. Les 

intensités de fluorescence mesurées sur les échantillons photoirradiés peuvent être 

comparées à la valeur de fluorescence témoin et fournir une donnée quantitative du 

phénomène de photodégradation. 

3-Des mesures spectrométriques d'absorption et d'émission de fluorescence. 
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2 a Matériel et méthodes 

2mlm Hématoporphyrine dérivée (HpD) 

Une solution injectable t 5 mg/ml d'origine australienne (Queen Elizabeth Hospital, 

Woodville, Australie) est utilisée. Elle est stockée en absence de lumière à une 

température de O°e. Avant utilisation, les aliquots sont dilués dans du milieu de culture 

stérile supplémenté de 10% de sérum de veau fœtal (SVF) pour obtenir des 

concentrations comprises entre 5 et 100 Ilg/ml. 

2=2- Lignée cellulaire 

La lignée cellulaire utilisée est le carcinome de côlon humain HT-29, cette lignée a été 

isolée en 1964 par J. Fogh. Elle est classée de grade histologique II (tumeur 

moyennement différenciée) et présente une morphologie épithéliale (ATCC 1988). 

Cette lignée se cultive en monocouche à une concentration de 5.104 cellules/ml dans du 

milieu Dulbecco's MEM (Biochrom, Berlin, FRG) enrichi de L-glutamine 200 mM 

(2%), d'insuline 40 VI/ml (3%), de pénicilline et streptomycine 100 V-lOO Ilg/rnl (1 %) 

et de 10% de serum de veau fœtal (Sigma). Les cellules sont maintenues à 37°C, à 5% 

de C02 et le milieu est remplacé deux fois par semaine. 

La lumière bleue: est émise par un laser krypton (Spectra Physics 2020) délivrant la 

lumière à une longueur d'onde inférieure à 415 nm (deux raies principales à 407 et 413 

nm). La puissance de la lumière émise est de 100 mW. La densité de lumière 

(irradiance) utilisée est de 0,1 mW.cm-2 et les fluences de photoirradiation des cellules 

varient de 0,01 à 0,5 J.cm-2. 

La lumière rouge: est émise par un laser à colorant pompé par un laser argon. Le laser 

argon (Spectra Physics 2030) émet de la lumière dans un intervalle spectral compris 

entre 350 et 700 nm à une puissance maximale de 25 W. Le laser à colorant (Spectra 

Physics 375B) utilise le kiton-red dont la longueur d'onde d'émission est réglée à 630 

nm. Sa puissance maximale est de 3,7 W. 
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La puissance utilisée en sortie de fibre du laser argon-colorant est à de 2 W, l'irradiance 

est maintenue constante à 1,6 mW.cm-2. La fluence utilisée pour les essais de 

photoirradiation des cellules en lumière rouge est de 20 J.cm-2. 

Les photo irradiations : sont strictement définies, la lumière est transmise par une fibre 

optique de 600 !lm de diamètre portant à son extrémité une micro lentille. 

L'homogénéité et le diamèt e du spot sont obtenus par réglage de l'écrasement de la 

fibre. La puissance en sortie de fibre est contrôlée régulièrement (puissance-mètre 

Newport 815). 

Des spots limineux de 20 cm de diamètre. sont obtenus en maintenant la fibre optique à 

une hauteur de 45 cm au dessus des plaques multipuits. Les fluences sont déterminées 

par le temps d'exposition et de la puissance lumineuse en sortie de fibre. L'homogénéité 

des spots est controllée par six mesures réparties sur la totalité du spot. 

2-4 œ Essais de cytotoxicité au MTT 

Les essais de cytotoxicité sont réalisés avec du MTT (bromure de 4,5-dimethylthiazol-

2-yl)-2,5-diphényle tétrazolium ; Sigma, M-2128). Cette méthode est dérivée de la 

technique mise au point par Mosmann (1983). Le MTT est un composé jaune pâle en 

solution aqueuse, qui est métabolisé par les cenules vivantes et transformé en sel de 

forrnazan de coloration brune (figure IX.l). 

MTT 

FORMAZAN 

Q 
NH 
1 

C ,,_ff 
,_~-N=NK-sy CH3 

CH3 

Figure IX.1 : Structure chimique du MIT et de son produit de transformation 

Le principe de cet essai est basé sur la réduction mitochondriale du MTT par les 

succinates déshydrogénases, couplées au système des cytochromes oxydases en deux 
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points de la chaîne (Mosmann 1983). Ainsi, seules les cellules dont l'activité 

mitochondriale respiratoire est intacte sont capables de réduire métabolique ment le 

MTT dont le produit de transformation absorbe la lumière vers 540 nm. Cet essai a été 

comparé dans la littérature aux essais clonogéniques et une corrélation significativ~ a 

été constatée entre les deux méthodes (CarmichaeI1987, Merlin 1991). 

L'évaluation de la cytotoxicité induite par traitement photodynamique est réalisée selon 

la méthode rapportée par J.L. Merlin (1992) (figure IX.2). Des boîtes de culture 

multipuits (96 puits) sont utilisées, dans chacun des puits sont ensemencées 2.104 

cellules. Trois jours après ensemencement, le milieu est aspiré et remplacé par des 

solutions d'HpD (10 à 100 J.lg/ml). Ces dilutions sont réalisées à partir de la solution 

mère d'HpD à 5 mg/ml dans du milieu de culture dépourvu de rouge de phénol, 

indicateur de pH dont l'absorption propre de la lumière peut interférer avec les effets de 

la PDT (Merlin et al, 1991). Pour chaque concentration d'HpD seront réalisés 8 essais. 

Les cellules sont ensuite incubées à 37°C pendant 3 heures, puis lavées au P.B.S et 

replacées dans du milieu de culture complet. Les boîtes sont ensuite exposées à la 

lumière. 

Les cellules sont d'abord exposées à différentes fluences (de 0,01 à 0,5 J.cm-2) en 

lumière bleue délivrée par le laser krypton (Â..<415nm). Elles sont immédiatement, 

soumises à la lumière rouge du laser à colorant (Â.=630 nm) à une fluence de 20 J.cm-2• 

La fluence de 20 J.cm-2 en lumière rouge a été sélectionnée par des essais dose-réponse 

(Merlin, 1991). 48 heures après la photoirradiation, chaque puits reçoit 50 J.lI d'une 

solution de MTT (5 mg/ml) dilué dans du PBS. Après 3 heures de contact nécessaire à 

la métabolisation du colorant, l'intégrité cellulaire est détruite par addition de 50 J.lI de 

dodécyl sulfate de sodium (SDS) à 25% et la densité optique est lue à 540 nm sur un 

lecteur de microplaques Titertek Multiskan MCC/340 (Flow Laboratories, Les Ulis, 

France). 

Les résultats sont exprimés en terme de pourcentage de prolifération cellulaire par 

rapport à un témoin non traité et comparés à ceux obtenus dans les mêmes conditions 

avec la photoirradiation en lumière rouge uniquement. Des essais témoins sont réalisés 

afin d'évaluer la cytotoxicité de l'HpD en absence de lumière et de la lumière en absence 

d'HpD (lumière bleue et lumière rouge). Toutes les mesures ont été reproduites à trois 

reprises, chaque série comportant 8 points d'essai 
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Méthode de calcul de l'additivité de deux traitements 

Lors d'association de deux traitements photodynamiques différents B (lumière bleue) et 

R (lumière rouge), induisant chacun une cytotoxicité sur les cellules en culture, l'effet 

de leur utilisation conjointe B+R (lumière bleue + lumière rouge) peut être estimé à 

partir de l'analyse des courbes iso-effet (Berenbaum 1981, Merlin 1994). 

L'observation d'un effet identique E (iso-effet) est obtenu selon le traitement utilisé (B, 

R ou B+R) à des concentrations en tIpD différentes. 

L'index d'interaction (1) des deux traitements est calculé algébriquement comme étant la 

somme des rapports des concentrations requises pour obtenir l'iso-effet E par le 

traitement B+R sur la concentration susceptible de produire le même effet dans le cas 

des traitements B et R seuls. 

CB : concentration requise pour produire l'effet E après photoirradiation en lumière 

bleue, 

CR : concentration requise pour produire l'effet E après photoirradiation en lumière 

rouge, 

CB+R : concentration requise pour produire l'effet E dans le cas de l'association des 

deux lumières. 

Si I<ll'effet est synergique 

1=1 l'effet est additif 

1> l l'effet est antagoniste 
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Cellules HT29 en 
monocouche 

Incorporation 
d'HpD 

cellules photoirradiées 

Trypsination 

Incubation 3h, 
37°C 

:> 
Lavage au PBS 

P-lOOmW 

FluencesdeOQl à05Jcm-2 

F1uence 20 J cm-2 

Incubation 
48h,37°C 

:> 
Addition de MTT 

Suspension 
cellulaire 

Incubation 3h, 
37°C 

:> 

Boite 96 puits 

Distribution 2.104 
cellules par puits 

Incorporation de 
milieu 

Laser Krypton M>415 nm 

Lavage 

Photoirradiations 

Laser~n 

Solubilisation SDS Lecture de D.O à 540 nm 

Figure IX.2 : Protocole expérimental des essais de cytotoxicité au MIT sur cellules 

HT29, après association séquentielle de deux photo irradiations (415 et 630 nm) en 

présence d'HpD. 
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2-5- Cytométrie en flux 

Le schéma expérimental est représenté figure IX.3. Les cellules sont mises en culture 

pendant 3 jours à 37°C dans des boîtes 25 cm2 (2.106 cellules par boîte). Le milieu de 

culture est ensuite remplacé par une solution d'HpD (50 à 200 Ilg/ml). Après trois 

heures d'incubation, les cellules sont lavées deux fois avec du PBS, trypsinées et 

remises en suspension dans du milieu de culture. La suspension cellulaire est ensuite 

distribuée dans des boîtes de 3,5 cm de diamètre qui seront photoirradiées selon 

différentes modalités. Entre les photoirradiations, les cellules sont maintenues à 

l'obscurité. Les cellules sont ensuite exposées à la lumière bleue, les valeurs d'irradiance 

et de fluences utilisées sont similaires à celles utilisées pour les essais de cytotoxicité 

(irradiance de 0,1 mW.cm-2, fluences comprises entre 0,01 et 0,5 J.cm-2) et ceci dans le 

but de pouvoir corréler les résultat obtenus par les deux méthodes. 

L'analyse de la fluorescence intracellulaire est réalisée sur un cytomètre en flux 

Orthocyte (Ortho Diagnostic Systems) équipé d'une lampe à Xenon. La longueur d'onde 

d'excitation à 488 nm est sélectionnée en intercalant sur le trajet optique un bloc filtre 

(miroir dichroïque + filtre passe bande). L'émission est détectée au-delà de 580 nm 

(filtre passe haut). Un nombre minimal de 10 000 cenules est analysé pour chaque essai. 

Les cellules vivantes sont identifiées et sélectionnées selon des critères morphologiques 

définis selon la double diffusion de lumière (FALS, Forward Angle Light Scattering et 

LALS, Large Angle Light Scattering). La fluorescence rouge de l'HpD intracellulaire 

est ensuite analysée. Le signal de fluorescence est amplifié selon un mode 

logarithmique et les valeurs médianes obtenues sur les histogrammes de fluorescence de 

la population cellulaire sont ensuite converties en valeurs linéaires d'intensité de 

fluorescence en utilisant la formule suivante: 

10(MINxAC) 

M= représente le nombre de modules de l'amplificateur (=3 modules) 

N= nombre des canaux de détection (=256) 

~C= la différence du nombre du canal de fluorescence médiane rouge entre le témoin 

non irradié et les cellules irradiées. 

La photodégradation de l'HpD est exprimée par une diminution de l'intensité de 

fluorescence intracellulaire par comparaison à des échantillons identiques non 

photoirradiés. Tous les essais réalisés ont été reproduits au minimum trois fois. 
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Figure IX.3 : Protocole d'évaluation par cytométrie en flux de la fluorescence 

intracellulaire de l'HpD après photoirradiation des cellules HT29 en lumière bleue. 
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2~6œ 1 œ Photo irradiation des solutions 

Afin de simuler l'environnement biologique dans lequel se trouve les cellules, une 

solution d'HpD (5 Ilg/ml) est préparée dans du PBS (pH=7,4) supplémenté de 10 % de 

sérum de veau fœtal, ensuite photoirradiées strictement dans les mêmes conditions que 

lors des essais cellulaires. Le volume de solution photoirradié est de 2 ml, la hauteur de 

la solution dans la boîte correspond strictement à celle séparant le tapis cellulaire de la 

surface du milieu de culture 

solution sans cellules h=h' solution avec cenules 

La source de lumière utilisée est le laser krypton (À=:;; 415 nm). La puissance de la 

lumière émise est de 100 mW. La densité de lumière (irradiance) utilisée est de 0,1 

mW.cm-2, les fluences varient de 0,01 à 2 J.cm-2. Le protocole expérimental de 

photoirradiation des solutions est schématisé figure IX.4. 

Les spectres d'émission de fluorescence sont mesurés à l'aide d'un spectrofluorimètre 

Perkin-Elmer LS 50R La longueur d'onde d'excitation des solutions t:orrespond à la 

bande d'absorption maximale de l'HpD O.exc=405 nm) et les spectres sont enregistrés de 

540 à 700 nm et traités par un logiciel (FL Data Manager) qui permet de gérer les 

opérations d'intégration, de soustraction ainsi que diverses autres fonctions. 

Les spectres d'absorption sont réalisés à l'aide d'un spectrophotomètre Perkin-Elmer 

(UV-visible Lambda-Bio) géré par le logiciel PECSS. Les spectres sont enregistrés de 

350 à 700 nm. Les spectres d'absorption différentielle sont obtenus en prenant comme 

ligne de base l'absorption d'une solution équimolaire d'HpD sans photoirradiation. 
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Mesures spectrophotométriques 
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Figure IX.4 : Protocole de photo irradiation des solutions d'HpD (5pglml, pH 7,4) dans 
du PBS supplémenté de 10% de SVF. 
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3~ Résultats et discussion 

3~ 1 D Essais de cytotoxicité 

3-1-1 ~ Essais dose~réponse en lumière bleue 

Avant de réaliser les essais de photoirradiations séquentielles (à 415 et à 630 nm), il est 

indispensable d'effectuer des essais dose-réponse à la lumière bleue afin de déterminer 

les niveaux de cytotoxicité générés par les fluences utilisées. Une série de doses de 

lumières bleue (fluences : 0,01 ; 0,025 ; 0,05 ; 0,1 ; 0,25 et 0,5 lcm-2) a été associée à 

différentes concentrations d'HpD (10, 30, 50, 70, 90 et 110 Ilg/m1). Les courbes de 

cytotoxicité obtenues sont représentées figure IX.5. 

100,00 

'Ii 
':.1 
~ 

9 
.~ 10,00 
,g -c- HpD 10Ilg/mi 
:;.: --v- HpD 30llg/ml .... 

~ 1,00 
--0-- HpD 50llglml 

.... 
-l&-- HpD 70llglml ... 

~ 
~ ~ HpD 90llg/ml 

-...- HpD llOllg/ml 
0,10 -f-.--.---.--..,.....---,..-........ -...,.....-.----...-....... --I 

0,00 0,050,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,400,45 0,50 

Fluence (J.cm-2) 

Figure IX.5 : Courbes dose-réponse de cellules HT-29, ayant incubé pendant 3 heures 

dans des solutions d'HpD supplémentées de 10% de SVF, puis exposées à différentes 

fluences de lumière bleue. 

Aucun effet cytotoxique significatif n'est observé pour les fluences inférieures à 0,05 

J.cm-2 en présence d'HpD même aux concentrations les plus élevées. Les fluences 
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provoquant plus de 50 % de cytotoxicité sont par ailleurs comprises entre 0,1 et 0,5 

J/cm2. 

Pour illustrer le niveau de cytotoxicité atteint aux différentes fluences, les 1Cso 

(concentrations inhibant 50 % de la croissance cellulaire) ont été calculées (figure IX.6). 

Nous observons que la relation qui lie la IC50 et les fluences, évolue selon une 

cinétique exponentielle avec un plateau qui suggère un phénomène de saturation. 
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Figure IX.6 : Concentrations d'HpD requises pour induire 50% d'inhibition de la 

croissance cellulaire (lCSO) à une fluence donnée en lumière bleue. Les données 

correspondent à la moyenne de 3 essais réalisés en 8 exemplaires (l'erreur standard sur 

la moyenne est dans tous les cas inférieure à 5%). 

3~lm2m Photoirradiations séquentielles (415 et 630 nm) 

Ces essais ont été réalisés dans l'objectif de reproduire sur un modèle in vitro le schéma 

hypothétique d'un photodiagnostic précédant un traitement photodynamique et d'évaluer 

les conséquences de cette association séquentielle sur l'efficacité du traitement 

photodynamique. Une série de doses de lumière bleue (fluences : 0,01 ; 0,025 ; 0,05 ; 

0,1 ; 0,25 et 0,5 J.cm-2) a été associée à une fluence fixée à 20 J.cm-2 en lumière rouge 

en présence de différentes concentrations en HpD comprises entre 5 et 100 J,!g/ml. Au 

sein de cet intervalle de concentrations elle représente la dose de lumière générant un 

effet photodynamique optimal. Des courbes de survie en fonction de la concentration 

75 



sont réalisées pour ces essais de photoirradiations séquentielles et superposées sur un 

même graphique aux essais à la lumière rouge seule et à la lumière bleue seule. 

Nous avons choisi de considérer 3 fluences de pré-irradiation différant par leur poP 'loir 

cytotoxique, 0,01 J.cm-2 est une fluence non-cytotoxique, 0,25 J.cm-2 est moyennement 

cytotoxique (IC50=42 ~g/m1) et 0,5 J.cm-2 est très cytotoxique (IC50=24Ilg/ml). 

3al-2-1-Photoirradiations séquentielles comportant des fluences en lumière bleue 

ne provoquant aucune cytotoxkité 

Pour illustrer l'effet de l'association d'une fluence en lumière bleue ne provoquant aucun 

effet cytotoxique à une fluence en lumière rouge induisant une efficacité 

photodynamique, nous avons représenté la courbe de survie obtenue en associant 0,01 

lcm-2 en lumière bleue à 20 J.cm-2 en lumière rouge en présence d'HpD. 

Sur un même graphique, cette courbe est superposée aux courbes de cytotoxicité 

obtenues à différentes concentrations en HpD pour les essais en lumière rouge seule et 

lumière bleue seule (figure IX.7). 

10 
-a-- Bleu 0,01 J.cm-2 

---4- Rouge 20 J.cm-2 

-....-
l 

Bleu+Rouge (0,01 +20) J.cm-2 

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 

HpD (Ilg/ml) 

Figure IX.7 : Courbes de cytotoxicité en fonction de la concentration en HpD. 

Photoirradiation en lumière bleue (0,01 J.cm- 2 J, en lumière rouge (20 J.cm- 2 J et en 

association séquentielle des deux lumières (Bleue+RougeJ. Chaque point représente la 

moyenne de 3 essais réalisés en 8 exemplaires (l'erreur standard calculée sur la 

moyenne est inférieure à 5% J. 

Aucune cytotoxicité n'est apparente à 0,01 J.cm-2 ce qui permet d'extrapoler 

directement sur les courbes 1'effet d'une photoirradiation préalable en lumière bleue. En 
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effet, nous observons que la courbe d'association se distingue de la courbe témoin de 

cytotoxicité en lumière rouge et témoigne d'une importante diminution de l'activité 

photodynamique. Pour illustrer cet effet, nous avons calculé les concentrations requises 

pour induire le même effet cytotoxique dans chacun des deux cas (tableau XI.I). Nous 

observons que pour obtenir des niveaux de cytotoxicité équivalents (iso-effet) les 

concentrations sont supérieures dans le cas de l'association des deux lumières. 

Tableau IX.1 : Concentrations d'HpD requises pour produire le même effet (10, 50 et 

90% d'inhibition de la croissance cellulaire) en lumière rouge (20 J.cm- 2) et en 

association la lumière rouge à des fluences ne provoquant pas de cytotoxicité en 

lumière bleue (0.01, 0,02, 0,03 et 0.05 J.cm-2). Chaque valeur représente la moyenne de 

3 essais réalisés en 8 exemplaires (l'erreur standard calculée sur la moyenne est 

inférieure à 5%). 

Concentrations d'HpD requises pour un isoeffet (Jlglml) 

Lumière roufle (J.cm-2) Association des deux lumières 
% d'inhibition de 

croissance 20 0,01+20 0,02+20 0,03+20 0,05+20 

10 9±O,5 ll±O,5 30±1,5 23±1,2 20±1,2 

50 19±1 26±1,5 55±3 40±2 32±1,5 

90 43±2 61±3 non détenniné 60±3 38±2 

Pour un % d'inhibition de croissance donné, la concentration d'HpD pour un iso-effet 

passe par un maximum pour la fluence de préirradiation de 0,02 J.cm-2. 

À partir des concentrations représentées ci-dessus (tableau XLI), sera calculé l'indice 

d'interaction des deux traitements. L'absence de cytotoxicité du premier traitement 

(lumière bleue) simplifie la formule algébrique de 1 et la perte d'activité peut être 

évaluée directement par calcul du rapport des concentrations requises pour produire un 

iso-effet donné pour chaque modalité de traitement. 

Les concentrations d'HpD représentant trois niveaux d'activité photodynamique (10, 50 

et 90 % d'inhibition de la croissance cellulaire) sont calculées pour chaque modalité de 

traitement et ont été considérées pour calculer les indices d'interactions. Quel que soit 
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l'iso-effet considéré ou la fluence de préirradiation en lumière bleue, les valeurs de 1 

obtenues sont supérieures à l, ce qui démontre une altération de l'efficacité 

photodynamique par rapport au témoin photoirradié en lumière rouge seule (tableau 

XI.2). 

Tableau IX.2 : Indices d'interaction obtenus pour trois iso-effets (10, 50 et 90%) par 

association de la lumière bleue à des fluences ne provoquant aucune cytotoxicité (0.01, 

0,02, 0,03, et 0,05 J.cm-2) à une fluence constante en lumière rouge (20 J.cm-2). 

Indice d'interaction des deux lumières 

Fluences en lumière % d'inhibition de la croissance cellulaire 

bleue (1.cm-2) 10 50 90 

0,01 1,2 1,4 1,4 

0,02 3,5 2,9 non déterminé 

0,03 2,5 2,1 1,4 

Q Q5. 22 1.1 I j 2 

3-1w2-2- Photoirradiations séquentielles comportant des fluences en lumière bleue 

générant un effet cytotoxicique 

Nous avons fait précéder la photoirradiation en lumière rouge à une fluence de 20 J.cm-

2 de celle avec différentes fluences générant un effet cytotoxicique en lumière bleue (0,1 

; 0,25 ; 0,35 et 0,5 J.cm-2). Nous ne présentons ici que les courbes de cytotoxicité 

associant 0,25 et 0,5 lcm-2 en lumière bleue à 20 J.cm-2 en lumière rouge (figures IX.8 

et IX.9). Les courbes de cytotoxicité obtenues avec la lumière ::-~mge seule se 

superposent à celles obtenues dans l'essai des photoirradiations séquentielles et aucune 

différence entre les deux courbes n'est observée. 

Compte tenu de la cytotoxicité de la première photoirradiation en lumière bleue, aucune 

extrapolation graphique directe de l'effet associatif n'est possible. La nature de 

l'interaction est déterminée par calcul de l'indice d'interaction 1 à partir des 

concentrations requises dans chacun des essais pour induire le même iso-effet. Nous 

avons calculé d'après les courbes de cytotoxicité, les concentrations en HpD requises 

pour induire 10%, 50%, et 90% d'inhibition de la croissance cellulaire pour chaque 

modalité de traitement (tableau IX.3). 
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À l'exception de l'essai associatif avec 0,35 J.cm-2 en lumière bleue qui manifeste une 

interaction nulle pour l'iso-effet 50 %, toutes les valeurs de 1 obtenues sont supérieures 

à 1 révélant ainsi une interaction négative. 
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Figure IX.8 : Courbes de cytotoxicité obtenues par traitement avec la lumière bleue 

(0,25 J.cm- 2), la lumière rouge (20 J.cm-2) et l'association séquentielle des deux 

lumières (Bleue+Rouge) en présence d'HpD. Chaque point représente la moyenne de 3 

essais réalisés en 8 exemplaires (['erreur standard calculée sur la moyenne est dans 

tous les cas inférieure à 5%). 
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Figure IX.9 : Courbes de cytotoxicité obtenues par traitement avec la lumière bleue 

(0,5 J.cm-2), la lumière rouge (20 J.cm-2) et ['association séquentielle des deux lumières 

(Bleue+Rouge) en présence d'HpD. Chaque point représente la moyenne de 3 essais 

réalisés en 8 exemplaires (l'erreur standard calculée sur la moyenne est dans tous les 

cas inférieure à 5%). 
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Tableau IX.3 : Concentration d'HpD requises pour produire les iso-effets (10, 50 et 

90%) en lumière rouge (20 1.cm-2) et par association séquentielle de la lumière bleue 

(0.1, 0.25, 0,35 et 0.5 J.cm-2) à la lumière rouge. Les valeurs représentées sont 

calculées à partir des courbes dose-réponse obtenues en présence d'HpD. Chaque point 

représente la moyenne de 3 essais réalisés en 8 exemplaires (l'erreur standard calculée 

sur la moyenne est dans tous les cas inférieure à 5%). 

Concentrations d'HpD requises pour un isoeffet 

% d'inhibition 

Lumière rouge 
Lumière hleue (J.cm-2) (J.cm-2) __ A_s_so_c_ia_ti_on_d_e_s~d_eu_x_lu_m_i_èr_e_s 

de croissance 0,1 0,25 0,35 0,5 20 0,1+20 0,25+200,35+20 0,5+20 

JO 45±2,5 17±O,9 10±0,5 12±O,6 9±O,5 20±1,5 6±O,5 5±O,5 9±0,6 

50 70±4,2 42±2 30±2 24±1 19±1 50±1,5 16±2 12±2 19±2 

90 non déterminé 105±5 42±3 5l±2,5 43±2 60±3,5 40±2 37±2 39±2 

Nous observons que la concentration d'HpD requise pour atteindre un iso-effet donné 

est plus importante à 0,25 lcm-2 qu'à 0,35 J.cm-2 particulièrement pour l'iso-effet 50%. 

Tableau IX.4 : Indices d'interaction obtenus pour trois iso-effets (l0, 50 et 90%) par 

association séquentielle de la lumière bleue à des fluences provoquant un effet 

cytotoxique (0.1,0,25,0,35 et 0,5 J.cm-2) à unefluence constante en lumière rouge (20 

J.cm-2). 

Indice d'interaction 

Fluences en lumière % d'inhibition de la croissance cellulaire 

bleue (1.cm-2) la lQ 90 

0,1 2,5 3,1 1,4 

0,25 1,1 1,25 1,3 

0,35 1,1 1 1,3 

0,5 1,75 1,8 1,7 
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Pour illustrer l'effet interactif des deux lumières sur toute la gamme de fluences 

utilisées en lumière bleue, les valeurs de 1 ont été reportées sur un graphe (figure IX.lO). 
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4,00.,.---------------------......, 
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Fluences en lumière bleue (J.cm-2) 

Figure IX.JO : Variation de ['indice d'interaction 1 en fonction des fiuences de 

photoirradiation en lumière bleue associée à une fluence de 20 J.cm-2 en lumière rouge, 

en présence d'HpD. 

Globalement, tous les points se situent au dessus de 1, témoignant d'un effet négatif, 

Cependant, selon l'intervalle de fluences considéré, la valeur de 1 est plus ou moins 

importante. En effet entre 0 et 0,03 J .cm-2, la valeur de 1 est largement supérieure à 1 

(jusqu'à 3,5 pour un iso-effet de 10% d'inhibition de la croissance cellulaire) et aurait 

tendance à augmenter en fonction des fluences. Au-delà de 0,03 J .cm-2 et jusqu'à 0,05 

J .cm-l , l'indice d'interaction 1 est toujours supérieur à 1 mais sa valeur décroît en 

fonction des fluences. Entre 0,05 et 0,1 J.cm-2, 1 augmente à nouveau pour ensuite 

décroître progressivement entre 0,1 et 0,35 J.cm-2• Au-delà de 0,35 J.cm-2 1'effet 

interactif négatif est de nouveau plus prononcé avec des valeurs de 1 d'environ 1,7. 

Comment interpréter cette évolution de l'effet interactif? 

Si seul le phénomène de photodégradation est envisagé, l'indice l devrait non seulement 

être supérieur à l mais de plus évoluer selon un profil logarithmique inverse à la 

cinétique exponentielle du photoblanchiment. Par conséquent, l'effet que nous 
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observons ne peut être exclusivement le résultat d'une photodégradation stricte des 

molécules d'HpD. 

Quels sont alors les différents facteurs qui altèrent l'efficacité photodynamique de la 

seconde exposition en lumière rouge? 

Selon l'intervalle de fluences considéré, différentes hypothèses peuvent être émises. 

Nous nous intéresserons tout d'abord aux fluences comprise entre 0,01 et 0,03 J.cm-2 

qui ne génèrent aucune cytotoxicité en présence d'HpD mais pour lesquelles nous 

observons néanmoins un effet négatif très prononcé avec un maximum obtenu à 0,02 

J.cm-2 (jusqu'à 3,5 pour un pourcentage d'inhibition de la croissance cellulaire de 10%). 

L'absence de cytotoxicité dénote un effet photobiologique très faible sinon inexistant. 

L'absence de cytotoxicité à ces fluences n'exclut pas la photodégradation de l'HpD. Le 

seuil photochimique est plus faible que le seuil photobiologique et les effets cellulaires 

réels sont probablement insuffisants pour induire une perturbation détectable par le test 

auMTT. 

Sachant que la photodégradation est engendrée par des réactions de même type que 

ceux impliqués dans les processus de cytotoxicité (réactions photochimiques de type l 

et de type II), Il semble donc difficile dans ces conditions d'absence de cytotoxicité 

d'admettre un effet de photoblanchiment important et d'attribuer l'interaction négative 

observée dans cet intervalle de fluences à une simple photodégradation de l'HpD. 

Par ailleurs l'exposition des cellules à des doses de lumière ne provoquant pas de 

cytotoxicité en présence d'HpD, peut engendrer un mouvement photoinduit des 

porphyrines de leur site initial de liaison vers d'autres sites cellulaires (Moan, 1986 ; 

Moan et al, 1988 ; Rück et al, 1990), Ceci aurait pour conséquences l'altération de 

l'efficacité photodynamique en raison du changement des sites d'action. 

De plus cette translocation photo induite est accompagnée d'une modification du 

microenvironnement de l'HpD ce qui conduit à des transformations chimiques telles la 

désagrégation et/ou la formation de nouveaux photoproduits ne possédant aucune 

activité photodynamique qui peuvent être également à l'origine de reffet négatif observé 

dans cet intervalle de fluences. 

Au-delà de 0,03 J.cm-2 et jusqu'à 0,05 J.cm-2 l'indice d'interaction 1 est toujours 

supérieur à l mais sa valeur décroit légérement jusqu'à 0,05 J.cm-2 pour augmenter 

à nouveau à partir de 0,1 J.cm-2, Sachant qu'à partir de cette fluence, un pouvoir 

cytotoxique apparaît, la diminution de l'activité photodynamique illustrée par 
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l'augmentation de l'indice 1 à cette fluence peut être interprétée comme la conséquence 

de la photodégradation de l'HpDo 

En revanche pour les fluences comprises entre 0,1 et 0,35 J.cm-2 la diminution très 

importante de la valeur de l suggére la dégradation de la molécule mère. Mais on peut 

supposer une formation concomitante de nouveaux produits avec probablement une 

activité photosensibilisatrice .:iusceptible de compenser en partie l'effet négatif engendré 

par le photoblanchiment. 

Au-delà de cet intervalle de fluences, la valeur de 1 devient plus importante suggérant 

à nouveau la prédominance du processus de photodégradation qui doit alors englober 

les molécules mères et les photoproduits. 

Néamoins, tous ces événements photochimiques ou biologiques évoqués pour 

interpréter l'évolution de l'effet interactif en fonction de la fluence n'en demeurent pas 

moins des hypothèses qui restent à vérifier. 

Dans une première étape, nous essayerons de démontrer le phénomène de 

photodégradation par analyse de fluorescence, la diminution de l'intensité de 

fluorescence reflétant le photoblanchiment des porphyrines. 

Pour cel à, nous avons utilisé la cytométrie en flux permettant d'analyser l'évolution de 

la fluorescence intracellulaire après exposition aux différentes fluences en lumière 

bleue. 

En parallèle, des mesures spectrofluorimétriques ont été réalisées sur des solutions 

d'HpD supplémentées de 10% de sérum de veau fœtal et photoirradiées dans les mêmes 

conditions que les cellules dans le but de confirmer les données obtenue:: au niveau 

intracellulaire par la CMF mais également de rechercher l'apparition éventuelle de 

nouveaux pics d'émission relatifs aux photoproduits. 

3m2a Etude par CMF de l'évolution de la fluorescence de l'HpD intracellulaire 

après photoirradiation 

Pour réaliser cette étude, nous avons incubé les cellules HT29 pendant 3 heures en 

présence de différentes concentrations d'HpD. Après lavage, les cellules sont exposées 

à la lumière bleue à différentes fluences (0,01 à 0,5 J.cm-2). Durant tout le protocole 

expérimental, les cellules sont maintenues dans l'obscurité. La fluorescence 

intracellulaire de l'HpD est mesurée par cytométrie en flux immédiatement après 

photoirradiation. 
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Les intensités de fluorescence obtenues (unités arbitraires) sont représentées en fonction 

des doses de photoirradiation et des concentrations en HpD (figure IX. 11). L'évolution 

de l'intensité de fluorescence intracellulaire est caractérisée par une augmentation de la 

fluorescence initiale pour des fluences inférieures à 0,03 J/cm2, suivie d'une 

décroissance exponentielle d'allure bimodale. 
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Figure IX. 11 : Evolution de la fluorescence de l'HpD intracellulaire sur cellules HT29 

photo irradiées et analysées par CMF. Chaque point représente la moyenne obtenue sur 

au moins trois essais (l'erreur standard calculée sur la moyenne est inférieure 5%) 

Le phénomène initial d'augmentation de fluorescence est statistiquemeul significatif 

(p<0,04, test Student apparié). 

Comment expliquer cette augmentation de la fluorescence initiale ? 

Dans le milieu intracellulaire, les interactions liant les événement biologiques, 

chimiques et photochimiques compliquent l'interprétation des effets de la lumière. La 

compétition entre l'augmentation de tluorescence et le photoblanchiment dans le milieu 

intracellulaire a été rapporté dans la littérature. 

Elle est observée après de très courtes expositions à la lumière et a été attribuée à un 

déplacement intracellulaire photoinduit des porphyrines dont le macrocycle 

tétrapyrrolique resterait intact mais dont le changement du microenvironnement 

chimique favoriserait certaines réactions de transformations chimiques comme la 
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désagrégation ou la formation de nouveaux photoproduits qui induiraient des 

modifications spectrales (Moan, 1986 ; Moan, 1988 ; Moan et al, 1988 ; Rück et al, 

1990). 

Pour expliquer la baisse d'efficacité du traitement observée aux fluences inférieures à 

0,03 lcm-2, nous avons déjà évoqué les hypothèses de translocation cellulaire de l'HpD 

avec une modification des sites d'action de la PDT, ainsi que les modifications 

chimiques photoinduites des porphyrines telle la désagrégation. 

L'augmentation de fluorescence observée à ces fluences serait un élément 

supplémentaire en faveur de la désagrégation (monomérisation) des porphyrines dans le 

milieu intracellulaire qui augmenterait la proportion du phénomène de conversion 

intersystème et l'effet photochimique. Par conséquent l'effet négatif observé lors des 

associations (lumière bleu, lumière rouge) pourrait être attribué à un processus de 

photodégradation. 

En revanche, la seconde partie de la courbe décrit une décroissance exponentielle de la 

fluorescence qui caractérise le phénomène de photoblanchiment. Cette décroissance en 

deux temps suggère la coexistence de plusieurs cinétiques plus ou moins rapides. 

L'HpD étant un mélange de plusieurs espèces chimiques, son photo blanchiment 

implique plusieurs processus (Moan 1987, Moan 1988, Moan 1991). En effet, il a été 

démontré que dans un même environnement biologique, les agrégats de l'HpD 

réagissent selon des processus de type 1 alors que dans le même système les monomères 

et les dimères réagissent selon des réactions de type II (Grossweiner, 1982). 

La cinétique bi-exponentielle peut également être attribuée à la différence 

d'accumulation du photosensibilisateur à l'intérieur de la cenule et l'influence du 

microenvironnement chimique sur la cinétique de photoblanchiment Jes porphyrines 

(Rück et al 1990). En effet, la localisation de l'HpD au niveau de différents sites 

intracellulaires dépend de la durée d'incubation et du degré d'hydrophobicité du 

photo sensibilisateur. Dans nos conditions expérimentales, à savoir une incubation de 3 

heures des cellules avec l'HpD, la concentration du produit se fait au niveau de la 

membrane nucléaire, au niveau des zones cytoplasmiques adjacentes et au niveau de la 

membrane plasmique (Shneckenburger 1988). Si ces différents sites représentant trois 

micro-environnements réellement différents, la cinétique de photoblanchiment et 

l'extinction de la fluorescence pourraient être aussi différentes. 

La différence de cinétique de photodégradation peut être également liée au 

photoblanchiment spécifique des porphyrines liées aux protéines. La liaison des 

porphyrines aux protéines accélérerait la photodégradation des porphyrines ainsi que 
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celles des protéines qui y sont liées. La destruction des protéines membranaires modifie 

la composition chimique du micro-environnement cellulaire qui devient purement 

lipidique et ralentit la photodégradation des porphyrines (Moan, 1988). 

Pour démontrer les cinétiques exponentielles sur chaque partie de la coe::-be de 

décroissance, les constantes de photodégradation ont été calculées. Exprimées en cm2.J

l, les constantes k correspondent à l'inverse de la fluence induisant 37% de baisse de 

fluorescence, kl est calculé sur la partie initiale mono-exponentielle de la première 

partie de la courbe (fluences comprises entre 0,03 et 0,15 J.cm-2) et k2 sur la partie 

mono-exponentielle initiale de la seconde partie de la courbe (fluences comprises entre 

0,25 et 0,4 J.cm-2). Les valeurs des constantes kl démontrent une cinétique d'environ 

deux fois plus rapide sur la première partie de la courbe (tableau IX.5). 

Au vu de ces résultats, il est donc possible d'attribuer une part de l'effet négatif observé 

dans les essais de photoirradiations séquentielles à la photodégradation des molécules 

d'HpD induite par la première photoirradiation en lumière bleue. 

Il faut également noter qu'après la première baisse brutale de la fluorescence initiale à 

0,03 J.cm-2, une stabilisation de la fluorescence est observée jusqu'à 0,25 J.cm-2 et le 

même profil est observé sur la seconde partie de la courbe où une diminution nette 

apparaît à 0,25 lcm-2 suivie également d'un plateau de valeurs constantes. Ces phases 

de plateaux sont importantes à souligner car elles témoignent peut être de l'équilibre 

entre deux phénomènes, la photodégradation et la formation de nouveaux photoproduits 

fluorescents dont la fluorescence intrinsèque se superposerait à celle des molécules 

d'origine. Les valeurs de fluorescence enregistrées par cytométrie en flux, sont détectées 

au-delà de 600 nm par un filtre passe haut et la fluorescence des produits nouvellement 

formés pourrait ainsi contribuer à augmenter l'intensité enregistrée et modifier la 

cinétique de décroissance de fluorescence. 

L'existence de ces photoproduits a été rapportée par Moan (1988) qui a observé 

l'apparition d'un épaulement vers 660 nm sur les spectres d'émission de fluorescence du 

Pf II dans les cenule~ photoirradiées. Il a par ailleurs observé un épaulement similaire 

entre 645 et 650 nm sur des solutions de Pf II irradiées à des fluences de lumière 

élevées (Moan, 1986). 

Si l'hypothèse de la dualité représentée par la photodégradation et la formation de 

nouveaux photoproduits dans le milieu intracellulaire est vraie, elle pourrait expliquer la 

variation du niveau d'interactivité négative obtenue en fonction des fluences de 

préirradiation en lumière bleue. 

86 



Afin de vérifier la photodégradation et la formation des photoproduits de l'HpD en 

milieu intracellulaire, nous avons simulé un environnement biologique sur les solutions 

d'HpD, que nous avons traité dans les mêmes conditions que les cenules et analysé par 

des méthodes spectrométriques. 

Tableau IX.5 : Constantes de photoblanchiment calculées sur les deux parties de la 

courbe de décroissance de fluorescence de l'HpD sur cellules HT29 photoirradiées et 

analysées en CMF. 

Constantes de photodégradation (cm-2.J-I) 

HpD Ilg/ml kl k2 

50 3,22 10-2 1,38 10-2 

100 2,53 10-2 1,61 10-2 

150 3,91 10-2 162 10-2 , 

200 3,68 10-2 6,9 10-3 

3m3-Analyses spectrométriques 

Les mesures spectrométriques sont réalisées sur des solutions d'HpD (5 Ilg/rnl) diluées 

dans du tampon phosphate (PBS, pH: 7,2) supplémentée de 10% de sérum de veau 

fœtal et photoirradiées en lumière bleue dans des conditions strictement similaires à 

celles des cellules. La puissance de la lumière émise est de 100 mW. L'irradiance est de 

0,1 mW.cm-2 et les fluences varient de 0,01 à 21cm-2. 

3-3-1-Mesures spectrofluorimétriques 

Le phénomène de photoblanchiment se manifeste par la modification de l'intensité de 

fluorescence et la modification de l'allure des spectres. 
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3-3-1-1- Diminution de l'intensité de fluorescence totale de l'HpD en solutions 

photoirradiées. 

Pour démonter toutes ces modifications spectrales, nous avons analysé les spectres 

d'émission des solutions témoins que nous avons comparé à ceux des solutions 

photoirradiées. Les mesures spectrofluorimétriques ont été réalisées avec une longueur 

d'onde d'excitation de 405 nm (bande d'absorption maximale de l'HpD) et l'émission est 

enregistrée sur un domaine spectral de 540 à 700 nm. Les spectres témoins démontrent 

deux pics d'émission majeurs à 624 nm et 682 nm (figure IX.12). 

Après exposition des solutions à des fluences ~ 0,1 J.cm-2, une diminution nette des pics 

d'émission est constatée (pour une fluence de 0,5 J.cm-2, la diminution est de 11,5 % 

à 624 nm et de 10 % à 682 nm), associée à une augmentation de la fluorescence entre 

645 et 655 mn (figure IX.12), témoignant de l'apparition de photoproduits qui 

fluorescent à ces longueurs d'ondes. Ces observations sont en parfait accord avec les 

données obtenues par Moan qui a observé un épaulement similaire entre 645 et 650 nm 

sur des solutions de Pf II irradiées à des fluences de lumière élevées (Mo an, 1986). 
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Figure IX.I2 : Superposition d'un spectre d'émission de fluorescence témoin d'une 

solution d'HpD (5 f,lg/ml) diluée dans du PBS supplémenté de 10% de SVF (pH 7,4).(1) 

à un spectre d'émission d'une solution d'HpD identique mais photo irradiée à 0,5 J.cm-2 

(2). 
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Nous avons réalisé ces mesures en spectrofluorimétrie pour mieux comprendre la 

photodégradation et la formation des photoproduits et pour comparer ces phénomènes 

à ceux qui surviennent en milieu intracellulaire. Pour pouvoir comparer les données 

obtenues par les deux méthodes de mesure (cytométrie en flux et analyse spectr<lle), il 

convient de considérer la valeur intégrale d'émission de fluorescence entre 600 et 700 

nm puisque la fluorescence intracellulaire par cytométrie en flux est mesurée avec un 

filtre passe haut à 600 nm. 

Les opérations d'intégration de la surface totale d'émission comprise entre 600 et 700 

nm sont réalisées par le logiciel FLDM relié au système de mesures. Les valeurs 

obtenues sont ensuite reportée~ sur un graphe en fonction des fluences d'exposition en 

lumière bleue (figure IX. 13). 
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Figure IX.13 : Evolution de l'intensité de fluorescence intégrale entre 600 et 700 nm 

mesurée par spectrofluorimétrie sur solutions d'HpD supplémentées de 10% de sérum 

de veau fœtal et exposées à différentes fluences en lumière bleue. Chaque point 

représente la moyenne d'au moins trois essais. 

La représentation des valeurs de fluorescence intégrale des spectres en fonction des 

photoirradiations (figure IX.13) démontre le même phénomène que celui observé au 

niveau intracellulaire par CMF. Une augmentation de la fluorescence initiale est 

observée pour les fluences inférieurs à 0,03 J/cm2 (temps d'exposition<3 secondes), une 

diminution importante est ensuite enregistrée à 0,1 J/cm2. 
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L'augmentation de la fluorescence initiale est comparable à ce qui se passe dans le 

milieu intracellulaire bien qu'elle soit obtenue dans un système expérimental où la 

liaison de l'HpD à des sites intracellulaires spécifiques n'est pas envisageable. 

En raison de cette similitude, nous pouvons donc supposer que l'augmentation de la 

fluorescence initiale des cellules est plus imputable à une modification physico

chimique qu'à la trar: ,location de l'HpD vers d'autres sites cellulaires. Cette 

modification chimique photoinduite comme nous l'avons déjà évoqué consisterait en 

une monomérisation des agrégats et/ou la formation de photoproduits fluorescents. 

Au-delà de 0, l J.cm-2, la fluorescence intégrale augmente à nouveau jusqu'à rejoindre le 

niveau initial à 0,35 J.cm-2 et ensuite décroître jusqu'à 2 J.cm-2. La décroissance 

exponentielle enregistrée est spécifique au phénomène de photodégradation qui semble 

prédominer au sein de cet intervalle de fluences. La cinétique bi-exponentielle observée 

dans les essais de CMF n'est pas retrouvée en solution. Ceci conforte l'hypothèse d'une 

accumulation différentielle du photosensibilisateur à l'intérieur de la cellule et de 

l'existence de différentes cinétiques de photoblanchiment des porphyrines dans le 

milieu intracellulaire. 

Comment justifier l'augmentation de fluorescence observée entre 0,1 et 0,35 J.cm-2? 

L'hypothèse d'une apparition de nouveaux photoproduits fluorescents qui 

contribueraient à augmenter la fluorescence totale est à considérer. 

3~3-1-2- Détermination et caractérisation des photoproduits de l'HpD par 

spectrofluorimétrie différentielle. 

Dans l'objectif d'élucider les augmentations de fluorescence observées (figure IX. 13), 

les mesures de spectrofluorimétrie différentielle ont été réalisées pour démontrer si ce 

phénomène est lié à l'apparition de nouveaux produits fluorescents ou simplement celui 

d'une monomérisation des espèces agrégées qui augmenterait globalement le niveau de 

fluorescence de l'HpD sans générer de nouveaux pics. 

Ces mesures consistent à soustraire la surface intégrale de fluorescence d'une solution 

photoirradiée à celle d'une solution témoin, permettant ainsi de mettre en évidence les 

nouveaux pics de fluorescence relatifs à d'éventuels photoproduits. Ces opérations ont 

été effectuées sur une longueur spectrale de 600 à 700 nm. 
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Ainsi, pour les faibles fluences (0,01 à 0,02 lcm-2) apparaît un pic fin vers vers 640 nm 

qui disparaît complètement au-delà de 3 secondes d'exposition (fluences> 0,03 J.cm-2), 

ce qui montre la photoinstabilité de ces produits. 

A partir de 0,1 J.cm-2 (13 secondes d'exposition) apparaissent de nouveaux produits 

fluorescents dont l'émission est comprise entre 645 et 655 nm avec un pic majoritaire 

vers 651 nm et une dim1nution des pics d'émission à 624 et 682 nm. Un spectre 

différentiel typique est représenté sur la figure 14. 
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Figure IX.14: Spectre differentiel typique de fluorescence, obtenu par soustraction du 

spectre d'émission d'une solution d'HpD (5 mg/ml dilué dans du PBS supplémenté de 

10% de SVF) photoirradiée à 0,5 J.cm-2 au spectre d'une solution témoin équimolaire 

sans photo irradiation. 
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Pour illustrer la formation de ces produits, nous avons représenté en fonction des doses 

de lumière de photoirradiation, l'évolution de la valeur moyenne de fluorescence 

obtenue sur trois essais différents au niveau du pic à 651 nm. 

La production de ces photoproduits semble dépendre des doses de lumière. Les 

photoproduits sont relativement photostables jusqu'a 1 lcm-2, ensuite le processus de 

photodégradation commence ce qui démontre que ces photoproduits ont une bande 

d'absorption vers la longueur d'onde de lumière qui les produit (À$;415 nm). Par ailleurs, 

si l'on compare ces résultats à ceux obtenus par cytométrie en flux, les plateaux de 

stabilisation de la fluorescence entre 0,1 et 0,25 J.cm-2 ainsi qu'entre 0,3 et 0,5 J.cm-2 

sont probablement le fait de la contribution de ces photoproduits à la fluorescence 

intracellulaire intégrale mesurée. 
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Figure IX.15: Formation des photoproduits émettant à 651 nm enfonction des doses de 

lumière bleue. Chaque point représente la moyenne d'un minimum de trois essais. 

Parralèlement à toutes ces manifestations observées par spectrométrie de fluorescence, 

il est intéressant de comparer les modifications des spectres d'absorption afin de 

rechercher de nouvelles bandes d'absorption qui témoigneraient également de 

l'apparition de photoproduits. 
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Les mesures en spectrométrie d'absorption sont également réalisées sur des solutions 

d'HpD (5 Ilg/m1) diluées dans du PBS (pH 7,2) supplémenté de 10% de SVP. Les 

solutions sont photoirradiées en lumière bleue (P=l00 mW) avec une densité de lumière 

de 0,1 mW.cm-2 et des fluences variant entre 0,01 et 2 J.cm-2. 

Les modifications des spectres d'absorption après photoirradiation sont démontrées par 

analyse des spectres d'absorption différentielle, obtenus en prenant comme ligne de 

base l'absorption d'une solution équimolaire d'HpD sans photoirradiation. 

Sur la figure IX.16 est représenté un spectre typique d'absorpion différentielle d'une 

solution d'HpD photoirradiée. Nous observons une nette diminution de l'absorption au 

niveau de la bande de Soret (de 370 à 420 nm) une augmentation de l'absorption entre 

450 et 600 nm et l'apparition d'une nouvelle bande vers 642 nm. 
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Figure IX.16: Spectre d'absorption différentielle d'une solution d'HpD (5 j.lg/ml dans 

du PBS +10% sérum) exposée à la lumière bleue (0.1 mWcm-2, 0.5 J.cm-2 ). 

3e3~2&1~ Diminution de la bande de Soret 

La diminution de l'absorption au niveau de la bande de Soret est caractéristique du 

phénomène de photodégradation et plus particulièrement de la destruction du noyau 

tétrapyrrolique des porphyrines. 
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Pour illustrer cette cinétique de photodégradation, nous avons reporté sur un graphe les 

valeurs moyennes de l'absorbance relative obtenues sur un minimum de trois spectres 

différentiels pour chaque fluence de photoirradiation (figure IX.17 ). 
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Figure IX.17: Diminution de l'absorbance au niveau de la bande de Soret en fonction 

des fluences en lumière bleue. Chaque point représente la moyenne obtenue sur trois 

essais. 

Nous observons une cinétique de photodégradation très lente, de profil pluri

exponentiel Cette cinétique en plusieurs phases est typique des composés comme l'HpD 

contenant différentes espèces moléculaires (monomères, dimères et agrégats) qui dans 

un même environnement chimique ont des vitesses de dégradation différentes. 

3-3a 2-2- Formation d'une bande d'absorption à 642 nm 

Hormis la diminution de l'absorption au niveau de la bande de Soret (figure IX.17) 

l'augmentation de l'absorption entre 400 et 650 nm révèle l'apparition de nouveaux 

photoproduits avec un pic vers 460 nm plus important que celui de la solution mère 

d'HpD et une nouvelle bande d'absorption vers 642 nm. Nous nous intéresserons plus 

particulièrement à cette nouvelle bande d'absorption dans le rouge qui est «spécifique» 

du photoproduit. 
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L'estimation quantitative de la formation des photoproduits absorbant à 642 nm est 

exprimée par le rapport de l'absorption à 642 nm de l'échantillon photoirradié sur celle 

de l'échantillon témoin à cette même longueur d'onde (figure IX.18). 
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Figure IX.18 : Cinétique de formation des photoproduits en fonction des fluences 

d'exposition en lumière bleue, illustrée par l'absorbance relative de la solution irradiée 

à 642 nm comparée à celle de la même solution non irradiée (M642/A642). Chaque 

point représente la moyenne de trois essais. 

Cette cinétique de formation démontre une production de ces produits très faible entre 0 

et 0,1 J.cm-2, plus importante jusqu'à 0,35 J.cm-2 où la valeur maximale est atteinte. Au

delà de cet intervalle et jusqu'à l J .cm-2, la courbe présente une décroissance 

exponentielle probablement due à la photodégradation concomitante de ces produits. 

Une nouvelle augmentation apparaît vers 2 J.cm-2. Ce phénomène d'augmentation et de 

diminution témoigne d'un équilibre compétitif entre la formation et la dégradation de 

ces produits. 

Cette photodégradation révèle par ailleurs que ces photoproduits absorbent également la 

lumière bleue (vers 415 nm) qui les génère ce qui contribuerait à l'augmentation de 

l'absorption globlale au niveau de la bande de Soret et expliquerait la cinétique de 

photodégradation observée (figure IX. 17). 
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Il semble par ailleurs intéressant de noter que l'allure de la cinétique de formation de ces 

photoproduits est proche de celle des photoproduits fluorescents vers 650 nm (figure 

IX.15) ce qui suggérerait que les photoproduits qui absorbent à 642 nm soient peut être 

les mêmes que ceux qui fluorescent vers 650 nm. Néanmoins, il est très difficile 

d'accepter une telle hypothèse avant d'identifier chimiquement la nature de ces produits 

et d'étudier leur propriétés spectrales. 

Notre étude étant plus vouée au domaine biologique, nous nous sommes intéressés 

à l'activité de ces produits dans le milieu intracellulaire plutôt qu'à leur structure 

chimique. 

En considérant les résultats de cytotoxicité obtenus dans les essais de photoirradiations 

séquentielles et la cinétique de formation de ces produits, la photoinactivation des 

cellules semblerait être dépendante de la quantité de photoproduits formée lors de la 

première illumination en lumière bleue. 

En effet, pour les fluences comprises entre 0,15 et 0,35 J.cm-2 nous observons que la 

formation de ces photoproduits est maximale et que parallèlement l'effet négatif illustré 

par la valeur de 1 décroît considérablement. Il est par ailleurs intéressant de remarquer 

que pour 0,35 J.cm- 2, fluence qui correspond à l'une des valeurs maximales 

d'absorbance relative enregistrées sur la courbe de cinétique de formation (figure 

IX.18), une interaction nulle est obtenue pour les essais de cytotoxicité. Ceci 

supposerait que le niveau de production de ces photoproduits compenserait 

complètement la photodégradation de la molécule mère et qu'ils seraient eux-même des 

photosensibilisateurs cytotoxiques. 

Pour les fluences supérieures à 0,35 J .cm-2 (figure IX.l8), une phase de décroissance 

exponentielle relative à la photodégradation simultanée de ces photoproduits est 

observée. Cette phase est illustrée dans les essais de cytotoxicité par l'augmentation de 

l'effet négatif au-delà de 0,35 lcm-2 (tableau IX.4). 

Cette concordance des résultats illustre probablement que au sein de cet intervalle de 

fluences et dans nos conditions expérimentales, ces photoproduits exerceraient une 

activité photodynamique qui compenserait partiellement la perte d'activité engendrée 

par la dégradation de «la molécule mère d'HpD». 
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

La simulation de l'étape diagnostique par une illumination préalable des cellules à la 

lumière bleue (À<415 nm) a pour conséquence d'altérer l'efficacité de la lumiere rouge 

(630 nm) délivrée à visée thérapeutique. 

L'effet d'association des deux lumières a été démontrée par l'estimation de l'indice 

d'interaction 1 dont la valeur supérieure à 1 indique une interaction négative. Celle ci 

pourrait être expliquée par la photodégradation de l'HpD lors de la première 

illumination. 

Cependant, cet effet a tendance à s'estomper aux fluences d'exposition en lumière bleue 

supérieures à 0,1 J.cm-2 ce qui suggère l'existence de deux phénomènes simultanés: 

photodégradation des molécules initiales et formation de photoproduits pourvus d'une 

activité photodynamique. 

Nos résultats expérimentaux confrontés aux données bibliographiques (cf chapitre XII, 

7-2), nous permettent de conclure que la variation d'indice d'interaction 1 observée sur 

nos essais de cytotoxicité est le fait de la contribution photodynamique des 

photoproduits et de la photodestruction des porphyrines. 

Ces photoproduits absorbent plus efficacement la lumière rouge et leur absorpion à des 

longueurs d'onde plus grandes permet une pénétration plus importante dans les tissus 

biologiques. 

Ainsi, si lors de l'étape thérapeutique nous envisageons une illumination simultanée 

avec deux raies de lumières la première susceptible d'exciter la molécule mère d'HpD 

(À=630nm) et la seconde les photoproduits (À=642nm) on pourrait non seulement 

solliciter la molécule mère d'HpD mais également ses photoproduits à leur longueur 

d'onde d'absorption maximale. L'efficacité photodynamique pourrait être ainsi 

améliorée et la photodégradation compensée par exploitation en temps réel des produits 

de la phototransformation. 
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CHAPITRE X 

ÉTUDE DE L'INFLUENCE DU MICROENVIRONNEMENT 

SUR LE PHOTOBLANCHIMENT DE L 'HpD. 

ANALYSE COMPARATIVE DES CINÉTIQUES DE PHOTODÉGRADATION ÉVALUÉES 

PAR MÉTHODES SPECTliOSCOPIQUES ET PAR UN TEST BIOLOGIQUE DE LA PHOTO~ 

INACTIVATION CELLULAIRE 

Dans les phénomènes photobiologiques, le microenvironnement chimique est une 

donnée importante aussi bien pour les réactions de phototoxicité cellulaire que pour les 

réactions de photodégradation du chromophore. Nous nous sommes intéressés à 

l'in:teraction de l'HpD avec les protéines du sérum par l'étude des propriétés 

spectroscopiques du photo sensibilisateur et sa cinétique de photoblanchiment. Nous 

avons également visualisé le phénomène de photoblanchiment par des images réelles de 

l'extinction de fluorescence de l'HpD intracellulaire et montré la différence de cinétique 

de la photodégradation en fonction de la localisation sub-cellulaire. 

La photodégradation de l'HpD se manifeste par la modification de ses propriétés 

spectroscopiques et par la diminution de son pouvoir photo-oxidatif. Dans cette étude, 

nous avons réalisé une analyse comparative des cinétiques de photodégradation 

évaluées à partir de ces différentes propriétés. 

Nous avons montré dans le chapitre IX que l'exposition séquentielle <lvs cellules à la 

lumière engendrait une réduction de la photoinactivation en raison de la 

photodégradation de l'HpD intracellulaire. 

Cependant, la complexité du microenvironnement cellulaire ainsi que la composition 

chimique hétérogène de l'HpD entravent toute évaluation quantitative rigoureuse du 

photoblanchiment. En effet, dans un tel environnement l'altération de la cytotoxicité 

peut être le fait de divers évènements qui se superposent dont la modification physico

chimique photoinduite de l'HpD. 

La complexité chimique de l'HpD et la différence du degré d'hydrophobicité de ses 

composants engendrent une hétérogénéité de distribution subcellulaire qui confère des 

ordres de cinétique de photodégradation différents selon le compartiment cellulaire 
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considéré. Ces différentes données peuvent modifier le taux global du 

photoblanchiment de l'HpD dans la cellule. 

Ainsi pour nous affranchir des difficultés inhérentes au milieu intracellulaire, nous 

avons élaboré une nouvelle approche expérimentale qui consiste à pré-irradier les 

solutions d'HpD à différentes fluences, de les mettre ensuite au contact des cellules et 

d'évaluer la perte de cytotoxicité par rapport à une solution témoin non photoirradiée. 

L'évaluation directe de la pllotodégradation des porphyrines sera estimée à partir de la 

diminution du pouvoir cytotoxique de l'HpD pré-irradiée. La constante de 

photoblanchiment obtenue sera comparée à celles obtenues par spectrofluorimétrie et 

spectrométrie d'absorption. 

2-Matériel et méthodes 

2~lm Lihématoporphyrine dérivée 

Solution injectable à 5 mg/ml d'origine australienne (Queen Elizabeth Hospital, 

Woodville, Australie). Les différentes concentrations sont obtenues par dilution de la 

solution mère soit dans du PBS ou dans du PBS supplémenté de 2% de sérum de veau 

fœtal (SVF). 

2-2- Lignée et culture cellulaires 

La lignée cellulaire utilisée est la même que celle décrite précédemment, le carcinome 

de côlon humain (HT-29). Les cellules sont ensemencées dans des boîtes de culture de 

96 puits à raison de 2.104 cellules par puits. Trois jours après ensemencement, le milieu 

est aspiré et les cellules sont incubées en présence d'HpD (2,5 ; 5 et 7,5 Ilglrnl). Les 

cellules sont ensuite incubées à 37°C pendant 2 heures, lavées au P.RS pour évacuer les 

porphyrines non-incorporées puis replacées dans du milieu complet (avec 10% de SVF) 

avant d'être exposées à la lumière. 

2=3s Les photo irradiations 

2-3~ 1 G La source de lumière 

Laser krypton (Spectra Physics 2020) délivrant la lumière à une longueur d'onde 

inférieure à 415 nm (deux raies principales à 407 et 413 nm). La puissance de la lumière 

émise est de 100 mW. La densité de lumière (irradiance) utilisée est de 0,1 mW.cm-2. 
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2-3-2- photoirradiations des solutions d'HpD 

2 ml de solutions d'HpD à des concentrations différentes (2,5 ; 5 et 7,5 ~g/ml) sont 

exposées à la lumière dans des boîtes de pétri de 35 mm de diamètre soit une hauteur du 

liquide de 4 mm, à des fluences variant de 0,01 à 7 J.cm-2. Ces solutions som 

maintenues dans des conditions strictes de stérilité et d'obscurité, elles sont ensuite 

mises immédiatement au contact des cellules ou analysées par les méthodes 

spectrométriques. 

Après incubation des cellules avec les différentes solutions de porphyrines 

photoirrachées, les boites de culture multipuits sont exposées à la lumière bleue (À:::;415 

nm). La puissance en sortie de fibre est de 100 mW et la fluence utilisée est 0,5 J.cm-2. 

Les cellules ainsi traitées sont ensuite conservées pendant 48 heures à 37°C. 

2-4- Essai de cytotoxidté 

L'essai de cytotoxicité est réalisé selon le même protocole que celui décrit dans le 

chapitre précédent (cf chapitre IX, 2-4). Les résultats sont exprimés en pourcentage de 

prolifération cellulaire par rapport à un témoin non traité et comparés à ceux obtenus 

dans les mêmes conditions avec les solutions de porphyrines non-photoirradiées. Toutes 

les mesures ont été répétées à trois reprises, chaque série correspond à la moyenne de 8 

points d'essai. 

Le protocole global de l'essai expérimental est rapporté de façon schématique sur la 

figure X.l. 
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Figure X.l : Shéma du protocole expérimental de l'évaluation des cinétiques de 

photodégradation par le test biologique de cytotoxicité au MIT. 
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2-5~ 1 -8pectrofluorimétrie 

Les spectres de fluorescence sont mesurés avec un spectrofluorimètre Perkin-Elmer LS 

50B relié à un logiciel (FL Data Manager) qui permet de restituer les données sous 

forme de spectres et de gérer sur toute la longueur spectrale les opérations d'intégration, 

de soustraction ainsi que diverses autres fonctions. 

2-5-2-8 pedrophotométrie 

Les spectres d'absorption sont réalisés sur un spectrophotomètre Perkin-Elmer (UV

visible Lambda-Bio) géré par le logiciel PECSS. Les spectres sont lus sur une longueur 

spectrale de 350 à 700 nm. 

2-6-Microscopie de fluorescence et analyse d'images 

La lignée cellulaire HT29 est cultivée dans du RPMI 1640 supplémenté de sérum de 

veau fœtal (10%). Les cellules ont été incubées en présence d'HpD (50 Ilg/ml) pendant 

18 h. Après lavage, les cellules sont trypsinées, remises en suspension dans du tampon 

PBS et analysées par microscopie de fluorescence. 

2-6-2- Microscopie de fluorescence 

Le microscope de fluorescence utilisé (Zeiss) possède une source de lumière blanche 

à vapeur de mercure. La longueur d'onde d'excitation est obtenue par un filtre passe-bas 

(480 nm) et l'émission est recueillie par un filtre passe bande centré sur 630 nm. Le 

signal est ensuite traité par une caméra haute sensibilité (Hamamatsu C2400) capable de 

détecter des intensités lumineuses jusqu'à 10-4 lux. Le signal vidéo issu de la caméra est 
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ensuite transmis à une unité de traitement d'image. Celle-ci comprend un micro

ordinateur de type IBM PC (microprocesseur 80386) cadencé à 25 MHz équipé d'une 

carte MVP (Matrox Vision Processor) munie d'un processeur spécialisé en traitement 

d'image. 

Les résultats sont visualisés en comparant des images recueillies dans une zone de 

150 x 150 pixels contenr:1t une cellule isolée. L'acquisition d'images est réalisée 

pendant 40 secondes. Une quantification relative du phénomène est effectuée par 

extraction de la valeur moyenne d'intensité lumineuse de la zone observée. 

Cette partie du travail a été réalisée par l'équipe du LAB.EL sous la direction des 

professeur Schultz et Jaquet (Maire 1995) en collaboration avec le centre hospitalier de 

Mulhouse (Dr. Jung). 

3-Résultats et discussion 

3-1-Effets de l'interaction de l'HpD avec les protéines du sérum 

Les protéines du sérum peuvent jouer un grand rôle dans la modification des propriétés 

spectroscopiques de l'HpD ainsi que son incorporation cellulaire. 

3-1-1- Effet sur l'incorporation et la rétention de l'HpD par les cellules 

Pour démontrer l'effet des protéines sériques sur la rétention cellulaire de l'HpD, nous 

avons incubé des cellules HT29 pendant 2 heures à 37°C en présence de solutions 

d'HpD à 5 J..lg/ml diluées dans du PBS contenant des taux variables de sérum de veau 

fœtal (SVF). Les cellules ainsi traitées sont ensuite analysées par cytométrie en flux (cf 

chapitre IX, 2-5). Les valeurs de fluorescence intracellulaire obtenues par CMF sont 

exprimées en valeurs relatives par rapport à un témoin sans sérum (100% de 

fluorescence en unités arbitraires). 

Une diminution d'environ 60% de la fluorescence est observée sur les cellules incubées 

en présence de 2% de sérum, ensuite cette diminution évolue beaucoup plus lentement 

entre 2% et 5% (22% de perte de fluorescence) jusqu'à atteindre un plateau de valeurs 

constantes entre 5 et 15 % de sérum (figure X.2). 
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Comment expliquer que pour une durée d'incubation et une quantité d'HpD identiques, 

une différence très nette de fluorescence apparaît entre le témoin et les essais avec 

sérum? 

Sachant que les conditions expérimentales sont strictement les mêmes, s~mle une 

modification d'incorporation, de rétention ou de clairance cellulaire de l'HpD pourraient 

justifier une telle différence. 
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Figure X.2 : Variation de la fluorescence intracellulaire enfonction du pourcentage de 

sérum dans le milieu. Les valeurs représentées correspondent à la moyenne de trois 

essais et en raison de la faible importance des erreurs standards, elles sont dissimulées 

par les symboles du graphique. 

Pour expliquer ce phénomène, il faut évoquer le rôle des protéines du sérum dans la 

désagrégation des espèces oligomériques et dans la clairance des porphyrines. En effet, 

l'environnement hydrophobe créé par les protéines conduit à un effet de dépliement des 

liaisons éther et ester des polymères, ce qui confère aux porphyrines des caractéristiques 

similaires à celles des monomères (Cubbedu et al, 1987). Les espèces monomériques 

sont incorporées et éliminées de la cellule beaucoup plus rapidement que les dimères et 

les oligomères (Moan et Sommer, 1983 ; Dellinger et Brault, 1992). 

Moan (1984) a suggéré que les protéines sériques interagissaient plus particulièrement 

avec le matériel lipophile localisé sur la membrane externe de la cellule. Ainsi, la 

clairance rapide de l'HpD suggérerait qu'en présence des protéines du sérum dans 

l'environnement cellulaire, la lipophilicité des porphyrines est modifiée ce qui 

faciliterait ainsi leur élimination de la cellule (Korberlik, 1993). 
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L'allure exponentielle de la courbe suggère un phénomène de saturation des liaisons 

protéine-porphyrine à partir de 5% de sérum dans le milieu. Aux vues de nos résultats et 

des données citées ci dessus, nous pourrions conclure que la présence de SVF dans le 

milieu d'incubation modifie très sensiblement (jusqu'à 80 % en présence de 5% de 

SVF) le pourcentage de rétention de l'HpD par la cellule ce qui n'est certainement pas 

sans conséquences sur le pouvoir de photoinactivation par PDT. 

3-1-2-Influence sur l'effet cytotoxique 

Pour démontrer l'effet du sérum sur la modification du pouvoir de photo-inactivation 

cellulaire, nous avons comparé les niveaux de cytotoxicité obtenus avec des cellules 

HT29 incubées pendant deux heures à différentes concentrations d'HpD dans des 

milieux contenant des taux de sérum de 2% ou 10%. Les cellules sont ensuites lavées et 

exposées à une dose fixe de lumière bleue (À<415 nm, fluence= 0,5 J.cm-2). L'essai de 

cytotoxicité au MTT est réalisé après un délai de 48 heures selon le protocole décrit 

précédemment. 

Si l'on considère la CI50 (figure X.3), dans le milieu contenant 2 % de SVF une 

concentration de 4 Ilg/ml est suffisante pour induire 50% d'inhibition de la croissance 

cellulaire alors que le même effet requiert une concentration de 18 Ilg/ml dans le milieu 

contenant 10% de sérum. Nous pourrions trouver l'explication de cette différence de 

cytotoxicité dans les phénomènes de monomérisation, de désagrégation et de clairance 

cellulaire évoqués dans le paragraphe précédent. 
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Figure X.3 : Courbe de cytotoxicité des cellules HT29 en fonction de la concentration 

en HpD et en présence de taux différents de sérum dans le milieu d'incubation. Chaque 

point représente la moyenne de trois essais indépendants. 
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3Œl-3~Int1uence sur les propriétés spectroscopiques de l'HpD en solution 

Avant de discuter les variations des propriétés de fluorescence et d'absorption de l'HpD 

en présence des protéines du sérum, les caractéristiques spectrales des différentes 

espèces moléculaires constituant l'HpD doivent être distinguées. 

En solution aqueuse, la fluorescence de l'HpD est due essentiellement aux composantes 

monomériques comme l'Hp ou l'HVD. Leur maximum d'excitation se situe vers 390-

400 nm et leur émission vers 610-615 nm (Moan et Sommer, 1981). Une faible intensité 

de fluorescence peut également provenir des dimères et oligomères dont le pic 

d'excitation maximal se situe vers 395-405 nm et leur émission vers 620-625 nm (Moan 

et Sommer, 1981 ; Pottier et Truscott, 1986). 

Cependant, dans un milieu aqueux et aux conditions de pH physiologique, les 

oligomères et les monomères peuvent également se présenter sous des formes 

extrêmement agrégées qui empêchent toute détection par fluorescence. En revanche, ils 

sont discernables au niveau du spectre d'absorption avec un pic maximal à 360-370 nm 

pour les oligomères et de 370-375 nm pour les monomères. Par ailleurs, les mêmes 

composantes libres présentent sur le spectre d'absorption des bandes de Soret déplacées 

vers le rouge, 390-400 nm pour les monomères et 395-405 nm pour les dimères et les 

oligomères (Brown et al, 1976; Pottier et Truscott, 1986). 

A partir de ces données et de nos propres spectres témoins, nous pourrons déterminer 

les variations spectroscopiques qui surviennent en présence de sérum. 

En absence de sérum et dans les conditions de pH physiologique (pH 7,4) le spectre 

d'absorption d'une solution d'HpD (5 Ilg/ml) dans du PBS révèle des pics d'absorption 

à 620, 567, 537, 503 et 370 nm. L'amplitude du pic vers 370 nm est au moins 30 fois 

supérieure à celle du pic à 620 nm et sa présence révèle l'importance des formes 

agrégées des monomères et des oligomères dans le milieu (figure X.4, spectre 1). 

En présence de 2% de SVP (pH 7,4), un léger déplacement vers le rouge est enregistré 

(environ 3 nm) et les pics se situent à 623, 570, 540 et 506. La bande de Soret est 

beaucoup plus large et présente deux bandes distinctes à 381nm et 395 nm (figure X.4, 

spectre 2) qui témoignent de la coexistence de différentes espèces moléculaires, la 

bande à 395 nm est typique des monomères et oligomères libres et la bande à 380 nm 

est typique des monomères et oligomères agrégés. Ainsi, la présence de sérum dans le 

107 



milieu suggère un processus de désagrégation des polymères de porphyrines associées 

par des liaisons non-covalentes. 
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Figure X.4 : Spectres d'absorption d'une solution d'HpD (5Jlglml) dans du tampon 

phosphate (PBS, pH 7,4) sans sérum (1), avec 2% de SVF (2). 

3-1-3-2-Modification du spectre d'émission de fluorescence 

Le spectre de fluorescence d'une solution d'HpD (5 Jlg/ml, pH 7,4) dans du PBS, 

présente un pic à 615 nm et un second à 675 nm (figure X.5, spectre 1). En présence de 

2 % de SVP les pics sont déplacés vers le rouge à des longueurs d'ondes respectives de 

624 et 682 nm (figure X.5, spectre 2) et leur intensité de fluorescence est deux fois 

supérieure. Cette augmentation de fluorescence de l'HpD en présence des protéines du 

sérum, suggère également l'apparition d'espèces monomériques fluorescentes provenant 

de la monomérisation des porphyrines agrégées (Smith, 1985 ; Poletti et al, 1984). 
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D'autre part, le déplacement des bandes d'émission vers le rouge est probablement dû 

au changement des taux relatifs des différentes espèces moléculaires ainsi qu'au 

caractère hydrophobe des liaisons porphyrine-protéine (Korberlik et Hung, 1991). En 

effet, la liaison des monomères avec les protéines du sérum telles l'albumine ou les LDL 

induit le déplacement du pic de 615 nm relatif aux monomères libres vers 624 nm 

(Smith et Neuschatz, 1983 ; Reyfmann et al, 1984). 

3-1-3-3-Modification du spectre d'excitation de fluorescence 

Les spectres d'excitation de fluorescence sont enregistrés au niveau des bandes 

d'émissions maximales dans les deux milieux. En solution aqueuse dans du PBS, le 

spectre d'excitation de fluorescence de l'HpD est enregistré à une longueur d'onde 

d'émission de 615 nm et les pics détectés se situent à 395, 500, 537 et 557 nm (figure 

X.6, spectre 1). Par opposition au spectre d'absorption le pic majoritaire se trouve à 395 

nm et non à 370 nm ce qui témoigne que dans cette solution, malgré l'importance des 

espèces agrégées seules les composantes monomériques fluorescent. En effet, les 

monomères sont connus pour avoir leur maximum d'excitation vers 390-400 nm et leur 

émission vers 610-615 nm (Moan et Sommer, 1981). 

En présence de sérum, le spectre est enregistré à une longueur d'onde d'émission 

maximale de 625 nm. En comparaison avec la solution d'HpD dans du PBS, les pics 

sont décalés vers des longueurs d'onde supérieures: 403, 505, 541, et 565 nm (figure 

X.6, spectre 2). La bande de Soret est beaucoup plus large et son intensité plus 

importante, la largeur du pic à mi-hauteur est de 30 nm dans du PBS et de 45 nm en 

présence du SVF, les intensités d'absorption sont respectivement de 116 et 145 (en 

unités arbitraires). Cette modification de l'allure au niveau de cette bande témoigne 

d'une part de l'apparition d'espèces fluorescentes obtenues par monomérisation des 

espèces agrégées et d'autre part révèle la contribution de la fluorescence des dimères et 

oligomères dont le pic d'excitation maximal se situe vers 395-405 nm (Moan et 

Sommer, 1981 ; Pottier et Truscott, 1986). 
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Figure X.5 : Spectres d'émission de fluorescence d'une solution d'HpD (5pglml) dans 

du tampon phosphate (PBS, pH 7,4) sans sérum (1), avec 2% de SVF (2). 
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Figure X.6 : Spectres d'excitation de fluorescence d'une solution d'HpD (5pglml) dans 

du tampon phosphate (PBS, pH 7,4) sans sérum (1, détecté à 615 nm), avec 2% de SVF 

(2, détectéeà 625 nm). 
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3w2~ Analyse comparative des cinétiques de photoinactivation de l'HpD dans 

différents microenvironnements 

Le photoblanchiment a pour conséquences la modification des propriétés d'absorption et 

de fluorescence de la molécule, ainsi qu'une diminution de ses propriétés 

photooxidatives. Dans cette étude, notre objectif est d'évaluer le taux de 

photoblanchiment de l'HpD dans des micro-environnements chimiques différents en 

exploitant les trois effets suivants: 

-la décroissance de l'absorbance au niveau de la bande de Soret; 

-la décroissance de la fluorescence au niveau du pic d'émission majoritaire; 

-la diminution de l'effet cytotoxique. 

3B2~lœEtude spectrométrique de la photodégradation de i'HpD en solution 

Pour réaliser cette étude, nous avons photoirradié les solutions d'HpD diluées dans du 

PBS seul ou supplémenté de 2% de SVF à différentes fluences (0,1 à 2 J.cm-2). Les 

solutions ainsi traitées sont maintenues à l'obscurité totale avant analyse 

spectrométrique. Toutes les mesures sont reproduites au moins cinq fois. 

3-2-1œ l œ Décroissance de l'absorption au niveau de la bande de Soret 

L'une des caractéristiques du phénomène de photoblanchiment est la décroissance de 

l'absorption au niveau de la bande de Soret, témoin de la photodestruction du noyau 

tétrapyrrolique des porphyrines. 

Selon le microenvironnement chimique de l'HpD, l'absorption au niveau de la bande de 

soret des espèces photochimiquement actives peut être plus ou moins décalée vers des 

longueurs d'onde supérieures. Ainsi en présence de SVF dans le milieu, la bande de 

soret est centrée à 403 nm et dans un milieu sans sérum (dans du PBS) elle est centrée à 

395 nm (figure X.5). La détermination de la cinétique de photodégradation de l'HpD 

sera extrapolée de la décroissance de la bande de Soret dans chacun des deux milieux. 
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Figure X.7 : Courbe d'évolution de l'absorption à 395 nm pour des solutions d'HpD 

diluées dans du PBS (sans sérum) photoirradiées à différentes fluences. 
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Figure X.8 : Courbe d'évolution de l'absorption à 403 nm pour des solutions d'HpD 

diluées dans du PBS supplémenté de 2% de SVF, photoirradiées à différentes fluences. 
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Les figures X.7 et X.8 illustrent le profil type de la photo destruction de la bande de 

soret dans chacun des deux milieux. Nous observons que la décroissance de l'absorption 

en fonction des fluences évolue selon une cinétique très lente. En effet, pour une 

concentration de 5 Mg/ml d'HpD et une fluence de photoirradiation de 2 J.cm-2, 

l'évaluation de la décroissance d'absorption par rapport à la valeur initiale est de l'ordre 

de 6 % en présence de sérum et de 2,5 % dans les solutions de PBS. 

Les constantes de photodégradation dans chacun des deux milieux et pour les trois 

concentrations d'HpD utilisées, sont calculées à partir de la décroissance exponentielle 

initiale des courbes. Les constantes obtenues correspondent à la moyenne des valeurs 

calculées sur cinq essais indépendants (tableau X.l). 

Tableau X.l : Constantes de photodégradation calculées à partir de la décroissance 

d'absorption au niveau de la bande de soret dans des solutions d'HpD avec sérum 

(Âsoret=403 nm) ou sans sérum (Âsoret=395 nm). Les valeurs calculées représentent la 

moyenne ± écart-type sur cinq essais. 

Constantes de photodégradation en cm2.J-l 

HpD (l1glml) PBS SVF SVFIPBS 

2,5 0,018 ±O,OOI 0,035 ±O,003 1,94 

5 0,015±O,003 0,035 ±O,004 2,33 

7,5 0,024 ± 0,006 0,045 ±O,007 1,88 

la comparaison des constantes de photodégradation obtenues dans les deux milieux 

démontre que la présence de sérum augmente significativement (environ deux fois) la 

photodestruction de l'HpD. 

3-2-1-2-Décroissance de fluorescence 

La décroissance de l'intensité de fluorescence des spectres est évaluée par rapport au pic 

d'émission majoritaire des solutions à 615 nm en absence de sérum et à 624 nm en 

présence de sérum. Les figures X.9 et X.l 0 représentent le profil type de la décroissance 

de fluorescence dans chacun des deux micro-environnements. Les constantes de 
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photodégradation correspondent aux pentes des courbes, calculées à partir de la 

décroissance exponentielle initiale. Les valeurs représentées correspondent à la 

moyenne de cinq essais indépendants. 
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Figure X.9 : Courbe de décroissance de l'intensité du pic de fluorescence à 615 nm sur 

les solutions d'HpD dans du PBS. 
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Figure X.JO : Courbe de décroissance de l'intensité du pic de fluorescence à 624 nm 

sur les solutions d'HpD dans du PBS supplémenté de 2% de SVF. 
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Tableau X.2 : Constantes de photodégradation calculées à partir de la décroissance de 

fluorescence des pics d'émission des solutions d'HpD à 624 nm en présence de sérum et 

à 615 nm en absence de sérum. Les valeurs calculées représentent la moyenne ± écart

type sur cinq essais. 

Constantes de photodégradation en cm2Jl 

HpD (l1g/ml) Fluorescence (PBS) Fluorescence (SVF) Fluo(SVF)/Fluo(PBS) 

2,5 0,070 ±0,013 0,307 ±0,013 4,39 

5 0,065±0,OO6 0,254 ±0,022 3,91 

7,5 0,063 ± 0,004 0,199 ±O,OlO 3,16 

La comparaison des courbes de décroissance de fluorescence dans les deux milieux 

démontre qu'à concentration équivalente, l'intensité de fluorescence initilale (IF) 

mesurée en unités arbitraires est plus prononcée dans les solutions d'HpD diluées en 

présence de sérum, pour 5 Ilg/m1 IF= 75 dans du PBS et IF= 125 en présence de SVP. 

En effet, la désagrégation des porphyrines associées par des liaisons non-covalentes en 

présence de sérum fait apparaitre des espèces monomériques qui augmentent l'intensité 

intégrale de fluorescence (Smith, 1985 ; Poletti et al, 1984). 

D'autre part, le phénomène d'extinction de fluorescence semble beaucoup plus rapide 

dans le milieu contenant du sérum et en considérant une même fluence de 

photoirradiation (ex: 0,5 J.cm-2) et une concentration d'HpD fixe (5 f.1g/ml) , nous 

pouvons observer que la décroissance de la fluorescence initiale en présence de sérum 

est de 23% comparée à 8% obtenue dans les solutions d'HpD dans du PBS. Ce 

phénomène est par ailleurs mis en évidence par le calcul des constantes de décroissance 

de fluorescence qui semblent être 3 à 4 fois plus élevées en présence de sérum (tableau 

X.2). 

Pourquoi le phénomène de photodégradation est-il plus prononcé en présence de sérum 

dans le milieu? 

La présence de SVF dans les solutions d'HpD nous permet d'assimiler ce 

microenvironnement à un milieu biologique. Dans un tel système, plusieurs 

biomolécules photo-oxydables peuvent interagir avec les porphyrines et modifier le 

mécanisme et le rendement de photoblanchiment. 
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Nos résultats sont en accord avec les données de la littérature (Richard et al, 1983 ; 

Roberts et al, 1989 ; Bezdetnaya et al, 1994) qui rapportent l'influence de l'albumine 

sérique humaine ou du sérum de veau fœtal sur l'augmentattion du taux de 

photodégradation des porphyrines. 

Dans le processus de photoblanchiment, la première étape consiste en un transfert 

d'énergie de l'état triplet des porphyrines à l'oxygène moléculaire et la production de 

l'oxygène singulet. Dans un milieux aqueux simple, cas du PBS, le processus de photo

oxydation consiste en l'attaque directe des porphyrines par 102 (réaction de type il). En 

revanche, dans les milieux plus complexes (en présence de SVF), les substrats 

potentiellement photooxydables sont convertis en présence d'102 en oxydants puissants 

capables à leur tour de réoxyder les molécules de porphyrines (réaction de type I). Aux 

vues des résultats obtenus, il semblerait que les protéines sériques interviennent lors du 

processus de photoblanchiment et que la voie préférentielle de photodégradation soit la 

réaction de type I. En effet, étant donné que les constantes de photodégradation sont 

plus élevées dans le milieu avec sérum (tableaux X.1 et X.2) que dans le milieu aqueux 

(PBS) où l'absence de substrats photooxydables exclut la possibilité de réaction de type 

I, nous pouvons conclure que l'accélération de la photodégradation est la conséquence 

de la contribution des réactions radicalaires dans le processus de type 1. 

Cette prédominance de la réaction de type I pourrait également être expliquée par la 

différence de la nature chimique des porphyrines dans les deux différents milieux. En 

présence de SVF, le spectre d'absorption (figure X.5, spectre 2) révèle par l'allure de la 

bande de Soret, la coexistence de différentes espèces moléculaires dont l'activité 

photochimique a été démontrée par le spectre d'excitation de fluorescence alors que 

dans le milieu aqueux (PBS) seules les espèces monomériques sont potentiellement 

actives (figure X.7). Selon l'espèce chimique considérée, la nature des réactions 

photochimiques impliquées est très différente. Les polymères empruntent 

préférentiellement un processus photodynamique de type I alors que dans le même 

système, les monomères et les dimères réagissent principalement selon des réactions de 

type II (Grossweiner, 1982). Ainsi, dans du milieu sans sérum le processus 

photochimique le plus dominant serait la réaction de type il (via l'oxygène singulet) 

alors qu'en présence de sérum les deux processus pourraient interagir avec une 

prédominance pour les réactions de type 1. 

3-3-Evaluation de la photodégradation de l'HpD par essais de cytotoxicité 

La photodégradation sera évaluée par comparaison de l'effet de photoinactivation 

cellulaire obtenu avec la solution témoin à celui obtenu avec les solutions pré-irradiées. 
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La figure X.II démontre l'effet typique de décroissance de la cytotoxicité des cellules 

mises en contact avec des solutions d'HpD préalablement exposées à la lumière bleue 

(fluences comprises entre 0,01 et 7 J.cm-2). L'évolution de l'altération de l'activité 

photodynamique révèle un effet de photodégradation de l'HpD. Pour illustrer ce 

phénomène, nous avons déterminé une donnée supplémentaire: «la concentration active 

d'HpD». Cette donnée correspond à la quantité d'HpD réellement présente dans le 

milieu après photo irradiation. 

Elle est évaluée à partir de la courbe de cytotoxicité obtenue avec les solutions d'HpD 

photoirradiées et d'une courbe de calibration obtenue dans les mêmes conditions mais 

avec des solutions témoins non-photoirradiées (figure X.12, courbe de calibration). 

A chaque niveau de cytotoxicité correspond une concentration d'HpD donnée qui est 

extrapolée à partir de la courbe de calibration. Ces concentrations appelées 

«concentrations actives» sont représentées en fonction des fluences de pré irradiation de 

l'HpD (figure X.13). La photodégradation de l'HpD est ainsi exprimée par rapport à la 

décroissance de la concentration d'HpD active dans le milieu d'incubation après 

photo irradiation des solutions. 
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Figure X.II : Courbes de décroissance du pouvoir de photoinactivation des cellules 

HT29 à une fluence de 0,5 J.cm-2, en fonction des fluences de préirradiation des 

solutions d'HpD. 
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Figure X.12 : Courbe de cytotoxicité des cellules HT29 exposées à la lumière bleue 

(Â<415 nm) à unefluence de 0,5 J.cm-2 en fonction de la concentration en HpD (courbe 

de calibration). 
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Figure X.13 : Courbe de de décroissance des concentrations actives d'HpD dans le 

milieu d'incubation après photo irradiation des solutions à différentes fluences en 

lumière bleue (Â<415 nm). 
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À partir de la représentation semi-logarithrnique de la concentration active d'HpD en 

fonction des fluences (figure X.14), nous avons déterminé les pentes initiales 

correspondant aux constantes de photodégradation (tableau X.3). 
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Fluences de préirradiation (J.cm-2) 

Figure X.14 : Courbe semi logarithmique de la décroissance de la concentration active 

dans le milieu en fonction des fluences de préirradiation. 

Tableau X.3 : Constantes de photodégradation de l'HpD évaluées à partir de la 

décroissance du pouvoir de photoinactivation des cellules. 

HpD (flg/ml) 

2,5 

5 

7,5 

Constantes de photodégradation de 
l'HpD (cm2Jl ) 

2,8±O,3 

2,0 ±O,6 

1,0 ±O,l 

L'analyse comparative des cinétiques de photoblanchiment de l'HpD dans une solution 

aqueuse supplémentée de 2% de SVF par les méthodes spectrométriques et par le test 

biologique de cytotoxicité au MTT démontre que le taux de photodégradation le plus 

élevé est obtenu avec cette dernière méthode qui mesure plus particulièrement les 
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conséquences biologiques de la photodégradation. La fluorescence explore moins 

précisément les qualités photochimiques des solutions d'HpD irradiées. 

Si nous comparons dans les mêmes conditions de photoirradiation le taux de 

photoblanchiment évalué à partir de la décroissance de fluorescence à celui obtenu à 

partir de la décroissance d'absorption au niveau de la bande de Soret, nous observons 

une différence de l'ordre d'un facteur 10 entre les deux méthodes. Cette différence 

revient au fait que chacune des deux méthodes analyse plus ou moins spécifiquement un 

composé chimique donné de l'HpD. En effet, le rendement de fluorescence des 

monomères est beaucoup plus élevé que celui des agrégats dont les états excités 

singulets sont rapidement «quenchés» (Smith, 1985), cette propriété photochimique les 

rend plus photodégradables que les formes agrégées. Ainsi, le taux de photoblanchiment 

évalué par la méthode de fluorescence prend plus particulièrement en compte la 

photodégradation des formes monomériques. En revanche l'absorption au niveau de la 

bande de Soret est principalement due aux formes agrégées qui sont 

photochimiquement plus stables et dont la photodégradation évolue beaucoup plus 

lentement que celle des formes monomèriques. 

En conclusion, nous pensons que l'évaluation du taux de photodégradation de l'HpD par 

ces deux méthodes spectrométriques sous-estime les conséquences réelles de la 

photodégradation de l'HpD dans le milieu biologique. Notre approche expérimentale est 

à notre avis celle qui rend le mieux compte des effets de la photodestruction du 

composé et ce d'autant que l'étude a une finalité clinique. 

3-4-Visualisation de la photodégradation de l'HpD intracellulaire par microscopie 

de fluorescence et analyse d'images 

La technique utilisée dans cette partie de notre étude est en étape de développement 

préliminaire. Elle permet l'accès à différents niveaux d'information concernant le 

comportement du phénomène de photodégradation au niveau cellulaire et subcellulaire, 

mais ne permet en aucun cas de le quantifier. 

3-4-1-Visualisation de la distribution intracellulaire de l'HpD 

Sur la figure X.15, nous observons 16 images de fluorescence recueillies pendant 60 

secondes sur une cellule HT29 photoirradiée par une lumière bleue (Â,<480 nm) à 

120 



travers l'objectif du microscope. L'émission de fluorescence est recueillie à travers un 

filtre passe bande centré sur 630 nm. 

Figure X.15 : Images de fluorescence recueillies pendant 60 secondes. La cellule H129 

est photoirradiée par une lumière bleue (À<480 nm) à travers l'objectif du microscope. 

L'émission de fluorescence est recueillie à travers un filtre passe bande centré sur 630 

nm. 
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A partir des images représentées figure X.15, à l'aide du logiciel NIH-Image (National 

Institute of Health, Bethesda, MD) nous avons étudié les variations d'intensité 

lumineuse (en niveaux de gris) sur une ligne horizontale traversant chaque image. 

Les niveaux de gris évoluent de 0 à 256 (0 pour le niveau maximal de fluorescence et 

256 en absence totale de fluorescence). La distribution initiale de l'HpD intracellulaire 

après une durée d'incubation de 18 heures est obtenue à partir de la première image de 

fluorescence de la cellule qui correspond au temps zéro de l'acquisition des données. La 

répartition topographique intracellulaire est estimée à partir des niveaux de gris (figure 

X.16). 

100 

zone nucléaire 

50 

o~~ ______________________ ~ ____ ~ ______ ~ 

Figure X.16 : Distribution topographique de l'intensité de fluorescence en niveaux de 

gris, dans les différentes zones intracellulaires sur une cellule H'fl9 incubée à 50 pg/ml 

d'HpD pendant 18 heures. 

La plus forte concentration d'HpD est observée au niveau du cytoplasme où le niveau 

zéro est atteint. Nous observons également une concentration d'HpD relativement 

élevée au niveau de la membrane nucléaire avec une valeur de 41 en niveaux de gris et 

une concentration moins importante au niveau de la membrane cytoplasmique avec des 

valeurs respectives de138 et 133. 

La détermination de l'intensité de fluorescence au niveau du noyau est en revanche plus 

difficile en raison des variations observées sur le diamètre du noyau entre 51 et 195. 

Ainsi, l'HpD intracellulaire semble se localiser dans les différentes zones intracellulaires 

selon l'ordre décroissant suivant: cytoplasme, membrane nucléaire, noyau, membrane 

cytoplasmique. 

Cette forte concentration au niveau du cytoplasme, pourrait être expliquée par le fait 

qu'au cours des temps d'incubation relativement longs (18 h), les porphyrines migrent 
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de la membrane plasmique vers la zone nucléaire et les sites adjacents comme les 

mitochondries et d'autres organites intracellulaires (Schneckenburger, 1988). 

3-4-2-Visualisation de phénomène d'extinction de fluorescence 

Par ailleurs, nous avons représenté figure X.17, le profil type de l'évolution de la 

fluorescence intégrale enregistrée sur une cellule isolée pendant une durée de 40 

secondes d'exposition à la lumière du microscope (À<480 nm). 

1,25.,.-----------------, 

1,00 

0,75 

0,50 

0,25 

0,00 -+--r----,---r---r------,r----,------r--~__I 
o 5 10 15 20 25 30 35 40 45 

Temps d'exposition (en sec) 

Figure X.17 : Cinétique de photoblanchiment de l'HpD à partir d'images de 

fluorescence recueillies pendant 40 secondes sur une cellule HT29 isolée. L'intensité de 

fluorescence est exprimée en valeurs normalisées en rapportant l'intensité de 

fluorescence de chaque image (F) à l'intensité de fluorescence initiale (Fa) relevée au 

début de l'acquisition. 

Les valeurs moyennes d'intensité de fluorescence recueillies à un temps donné (F) sont 

normalisées par rapport à l'intensité de fluorescence initiale de la cellule (Fo). 

L'expression du rapport FlFo en fonction du temps d'exposition à la lumière permet 

d'illustrer la cinétique de décroissance de la fluorescence intracellulaire. L'observation 

de la cinétique de photodégradation (figure X.17) démontre une phase de décroissance 

exponentielle rapide sur la partie initiale de la courbe Gusqu'à 10 secondes), une phase 

plus lente entre 10 et 20 secondes et un plateau de valeurs constantes entre 20 et 40 

secondes. La représentation logarithmique de la courbe de cinétique de 

photodégradation sur la partie initiale comprise entre 0 et 20 secondes (figure X.18) 
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révèle une allure bi-exponentielle de la cinétique de photoblanchiment ce qui est en 

parfait accord avec nos essais de cytométrie en flux (chapitre IX, 3-2). Sur chaque partie 

exponentielle de la courbe une constante k a été évaluée, elle correspond à la pente de 

décroissance de fluorescence sur chaque mono-exponentielle, kl correspond à la 

constante calculée pour un temps d'exposition inférieur à 10 secondes et k2 à la 

constante calculée pour un temps d'exposition compris entre 10 et 20 secondes, elles 

sont exprimées en seconde- l . 

1Q---------------------------------~ 

0,1+-~--~~--~~~~--~~--~~~ 
o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 

Durée d'exposition (en sec) 

Figure X.l8 : Représentation logarithmique de la cinétique de photoblanchiment de 

l'HpD sur la partie initiale de décroissance exponentielle (de 0 à 20 secondes). 

Tableau X.4 : Constantes d'extinction de la fluorescence intracellulaire calculées sur 

huit cellules HT29 isolées. 
Cellules HT29 isolées 

Constantes (sec-1 ) 1 2 3 4 5 6 7 8 MOy"enne 

kl 0,085 0,085 0,071 0,069 0,046 0,078 0,064 0,057 0,069± 0,005 

k2 0,027 0,027 0,025 0,018 0,016 0,025 0,018 0,011 0,021±o,OO2 

Sur le tableau X.4, nous avons représenté les constantes d'extinction de fluorescence de 

chaque mono-exponentielle obtenues sur huit cellules HT29 isolées. L'observation des 

valeurs moyennes démontrent que la constante k l est en moyenne 3 fois supérieure à k2. 

Ces résultats sont en accord avec nos propres données obtenues en cytométrie en flux 

où la constante k2 est en moyenne 2 fois supérieure à k 1. 
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Figure X.19 : Distribution topographique de l'intensité de fluorescence en niveaux 
de gris obtenues sur les images de fluorescence intracellulaire après exposition à la 
lumière. 

125 



256 ... =-:-----,:J'""...,..,..----------.,...., 

.oo~ ________________ ~ •. oo~----------------..,..,.. 

image nO 9 image n° 10 

256.00=r __ 7<7""""""":-=---------r--, 

.M~ ________________ ~ •. oo~ ________________ ~ 

image nO Il image n° 12 

ooo~ ________________ ~ .OOL-________________ -J 

image n° 13 image nO 14 

ooo~ ________________ ~ 
.oo~ ________________ ..,..,. 

image nO 15 image nO 16 

Figure X.19 (bis): Distribution topographique de l'intensité de fluorescence en 
niveaux de gris sur les images de fluorescence intracellulaire obtenues après 
exposition à la lumière. 
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Les données de la littérature rapportées par Rück (1988) démontrent par ailleurs que 

selon le photo sensibilisateur étudié le facteur de différence entre k1 et k2 peut varier 

d'environ 5 à 10 avec une valeur toujours plus importante pour kl. Cette allure bi

exponentielle peut refléter par ailleurs l'existence de différentes cinétiques de 

photodégradation selon les sites subcellulaire et en fonction du microenvironnement 

chimique (Schneckenburger 1988, Rück 1990). 

Les figures X.19 et X.19 bis correspondent à la répartition des niveaux de gris calculés 

de l'image nOI (temps zéro de l'aquisition des données) à l'image nO 16 (après 40 

secondes d'exposition à la lumière) sur une ligne horizontale traversant chaque image au 

même niveau. Ces figures illustrent l'évolution de l'extinction de la fluorescence 

intracellulaire de l'HpD sur une durée de 40 secondes. À partir de ces histogrammes et 

considérant qu'ils ont été enregistrés sur une ligne horizontale de l'image, nous pouvons 

exploiter cette technique pour analyser la cinétique d'évolution de la fluorescence de 

l'HpD dans chaque zone de la cellule. Sur l'exemple représenté (figures X.l9 et X.l9 

bis) les valeurs de constantes de photodégradation ont été calculées sur une surface 

constante dans chaque zone cellulaire par rapport à l'évolution des niveaux de gris. Les 

valeurs obtenues sont de 0,031 pour la membrane plasmique, 0,050 pour la membrane 

nucléaire, 0,044 pour le noyau et 0,026 pour le cytoplasme. Cette différence de valeurs 

entre les compartiments intracellulaires, fournit un aperçu de l'influence du 

microenvironnement sur la photodégradation de l'HpD. Il faut néanmoins rester très 

prudents quant à l'aspect quantitatif de cette technique. 

La différence d'extinction de fluorescence peut être due à la différence de répartition 

intracellulaire des différentes espèces chimiques constituant l'HpD. En effet, les 

monomères sont connus pour être plus spécifiquement retenus par la membrane 

plasmique et le cytoplasme alors que les polymères sont localisés au niveau de la zone 

nucléaire et périnucléaire (Scheckenburger, 1988). Ces différentes espèces chimiques 

ont des rendements de fluorescence très différents ce qui reflète la différence de durée 

de vie de leurs états excités ainsi que leur rendement de photodégradation. L'extinction 

de fluorescence serait ainsi nettement plus prononcée pour les monomères que pour les 

dimères et oligomères. Ceci est une première explication à cette différence de cinétique. 

Néanmoins, le photoblanchiment étant un phénomène très dépendant du 

microenvironnement chimique, ceci laisse par ailleurs suposer que la même molécule 

pourrait être dégradée plus ou moins rapidement selon la composition en protéines et 

lipides du milieu environnant (Moan, 1988). Hormis ces deux facteurs, le phénomène 

de photoblanchiment étant dépendant de l'oxygène, cette différence de cinétique 

pourrait également être attribuée à la différence d'approvisionnement en oxygène au 
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niveau des différents sites de liaison des porphyrines intracellulaires (Krieg et Whitten, 

1984). 

4-Conclusion et perspectives 

Le premier objectif de ce travail, était de démontrer l'influence du microenvironnement 

biologique sur le photoblanchiment de l'HpD. La présence de SVP dans les solutions 

d'HpD nous a permis de travailler dans des conditions assimilables au milieu 

biologique. 

Nous avons d'abord voulu montrer l'influence d'un système biologique sur la 

modification des propriétés chimiques et spectroscopiques de l'HpD. Le rôle des 

protéines plasmatiques dans la désagrégation des espèces oligomériques et dans le 

changement des taux relatifs des différentes espèces moléculaires constituant l'HpD 

a ainsi été mis en évidence. Ainsi, il paraît important dans les phénomènes de 

photoblanchiment de définir la nature du microenvironnement car une modeste 

modification peut induire des variations spectroscopiques importantes que l'on pourrait 

attribuer à une attaque du macrocycle tétrapyrrolique mais qui en réalité n'a aucune 

relation avec la photodégradation des molécules. 

De plus, dans un tel système, en raison de la présence de plusieurs biomolécules photo

oxydables pouvant interagir avec les porphyrines le mécanisme et les rendements de 

photo blanchiment peuvent être modifiés. En présence de protéines sériques le 

rendement de photoblanchiment est plus élevé et le processus de photodégradation 

semble emprunter préférentiellement la réaction de type I. 

Au vu de ces données on peut s'attendre à ce que les processus photochimiques et 

photophysiques soient encore plus complexes dans le milieu intracellulaire. Par la 

technique de microscopie de fluorescence et analyse d'image, nous avons démontré par 

évaluation des niveaux de gris dans les différents compartiments intracellulaires, la 

différence de fluorescence de l'HpD au niveaux des différents sites intracellulaires ainsi 

qu'une cinétique d'extinction d'allure exponentielle bimodale qui témoigne de 

l'existence de différents ordres de cinétique de photoblanchiment dans la cellule. 

La diversité des facteurs physico-chimiques pouvant influencer les phénomènes 

photochimiques, la complexité chimique d'un composé comme l'HpD ainsi que 

l'hétérogénéité des micro-environnements subcellulaires contribuent à la difficulté 

d'étude du photoblanchiment dans le milieu biologique or le photoblanchiment est un 

témoin de la réaction photochimique et indirectement de la phototoxicité cellulaire. 
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En perspective, nous pourrions envisager après calibration de l'appareillage d'étudier 

plus précisément la localisation du photosensibilisateur dans les différents 

compartiments subcellulaires par multimarquage de fluorescence (sondes spécifiques, 

anticorps monoclonaux), de suivre la cinétique de photoblanchiment du 

photosensibilisateur dans chaque compartiment et enfin d'évaluer ainsi l'influence du 

microenvironnement sur le taux de photodégradation. 
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Expérimentation animale 



CHAPITRE XI 

DÉTERMINATION DES CONSTANTES DE PHOTODÉGRADATION DE L'HPD 
SUR TUMEURS HT29 PHOTOIRRADIÉES. ANALYSE COMPARATIVE DES TAUX 

DE PHOTODÉGRADADTION OBTENUS AVEC DEUX LONGUEURS D'ONDE 
DE PHOTOIRRADIATIONS DIFFÉRENTES (413 ET 630 NM) 

1-Introduction 

Dans le chapitre précédent, nous avons démontré que l'évaluation du taux de 

photodégradation de l'HpD par les méthodes spectrométriques basées sur la réduction de 

l'absorption ou de la diminution de l'intensité de fluorescence, sous-estimait les 

conséquences réelles de ce phénomène en milieu biologique. Nous avons voulu dans une 

première partie de cette étude, réaliser in vivo une analyse similaire en comparant les 

constantes de photodégradation obtenues par deux procédés différents: la diminution de la 

fluorescence des tumeurs et la diminution des quantités d'HpD extraites des tissus après 

photoirradiation. 

Sachant que des relations linéaires relient la quantité d'HpD injectée aux souris à la 

fluorescence des tumeurs et aux quantités extraites des tissus, le phénomène de 

photodégradation in vivo peut être mis en évidence par l'étude de ces deux paramètres 

(Mang, 1987). 

Sur une surface tissulaire illuminée uniformément avec une dose de lumière Jo, la 

fluorescence (Fo) ainsi que la concentration d'HpD (Co) dans les tissus au début de 

l'exposition diminuent en fonction des doses de lumière selon une cinétique exponentielle 

pour atteindre respectivement F(Jo) et C(Jo) 

13 l et 132 correspondent aux constantes de photodégradation du photosensibilisateur dans le 

tissu. Elle est exprimée en cm2.J-l (Boyle et Potter ; 1987). 

Dans une seconde partie de notre étude, sachant que la source excitatrice est une lumière 

bleue dont la profondeur de pénétration dans les tissus n'excède pas 0,2 mm (Van Gemert, 

1985 ; Rezzoug, 1994), nous avons voulu rechercher si les phénomènes de 

photodégradation agissaient uniquement dans les limites de pénétration de la lumière ou 
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s'ils se propageaient dans l'intégrité de la tumeur. Pour cel à nous avons évalué les 

constantes de photodégradation à différents niveaux dans l'épaisseur de la tumeur. 

Le troisième volet de notre étude, comprend une analyse comparative entre les constantes 

de photodégradation obtenues avec une longueur d'onde peu absorbée par les tissus soit 

une lumière rouge 1..=630 nm et une longueur d'onde fortement absorbée soit une lumière 

bleue 1..<415 nm. 

2-Matériel et méthodes 

2-1- Hématoporphyrine dérivée (HpD) 

Solution injectable à 5 mg/ml d'origine Australienne (Queen Elizabeth Hospital, 

Woodville, Australie) diluée dans du sérum physiologique NaCI 9%0 avant d'être injectée 

aux souris. 

2-2- Modèle tumoral greffé 

Le modèle choisi est l'adénocarcinome de côlon humain (HT -29) greffé sur souris 

athymiques (Swiss nu/nu, Iffa Credo) agées de cinq semaines, d'un poids moyen de 25 g. 

Les tumeurs sont induites par injection de 8.106 cellules viables dans une solution de 

glucose à 5%. Un volume tumoral de lcm3 est atteint 3 semaines après injection. 

2-3- Photoirradiation des tumeurs 

Vingt quatre heures avant photoirradiation, les souris reçoivent par voie intrapéritonéale 

une dose équivalente à 10 mg/kg d'HpD. Les tumeurs sont exposées superficiellement à un 

spot de lumière homogène de 2 cm de diamètre. 

La lumière bleue: est émise par un laser krypton (Spectra Physics 2020) délivrant la 

lumière à une longueur d'onde inférieure à 415 nm (deux raies principales à 407 et 413 

nm). La puissance de la lumière émise est de 100 mW, l'irradiance de 32 mW.cm-2 et les 

fluences varient de 0,5 à 5 J/cm2. 

La lumière rouge : est émise par un laser à colorant pompé par un laser argon. Le laser 

argon (Spectra Physics 2030) continu peut produire de 5 à 25 W. Le laser à colorant 

(Spectra Physics 375B) utilise le kiton-red dont la longueur d'onde d'émission est filtrée à 

630 nm. L'irradiance est de 150 mW.cm-2 et les fluences d'irradiation varient de 50 à 250 

J.cm-2. 
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Après photoirradiation, les tumeurs sont prélevées et conservées à l'abri de la lumière dans 

de l'azote liquide à -180°C. 

2-4- Mesure de la fluorescence tumorale par spectrométrie frontale 

Le montage consiste en une fibre optique excitatrice reliée au laser krypron (À=407 nm, 

32 mW). L'extrémité réceptriCf' est reliée à un spectrographe de type CP 200 (Jobin Yvon, 

France) équipé d'un détecteur CCD refroidi à l'azote liquide. Le système est relié à un 

logiciel qui permet de gérer le temps d'intégration de la CCD et de restituer les données 

sous forme de courbes calibrées en longueurs d'ondes de 200 à 800 nm. Tous les spectres 

sont normalisés par rapport à la paissance rétrodiffusée à 407 nm en considérant que la 

puissance d'excitation est constante et que le tissu tumoral est un milieu diffusant. Le 

signal de fluorescence recueilli est proportionnel à la puissance absorbée et inversement 

proportionnel à la puissance rétrodiffusée (Guillemin 1995). 

Pour éviter tout artefact d'absorption, de réflexion ou fluorescence de la surface cutanée, la 

tumeur sera dénudée ensuite exposée à un spot de 2 cm de lumière émise par la fibre 

excitatrice (Irradiance= 10,2 W /cm2). Les valeurs de fluorescence sont recueillies 

ponctuellement toutes les 50 secondes. La constante de photodégradation est ensuite 

déterminée en représentant le rapport FlFo (fluorescence au temps t / fluorescence initiale 

au temps 10) en fonction des fluences utilisées. Les constantes calculées sont exprimées en 

cm2.J-I. 

2-5- Détermination des quantités d'HpD intratumorales 

2-5-1- Méthode chimique d'extraction 

Les porphyrines sont extraites chimiquement des tissus selon la méthode de Gervais 

(1983). Au moyen d'un broyeur mécanique (Ultraturax, équipé d'un axe 10), 200 mg de 

tissu tumoral sont désintégrés dans 1 ml d'eau distillée. A la suspension tumorale obtenue 

sont rajoutés dans l'ordre : 2 ml de tampon acétate de sodium (pH=3,2) et 1 ml de 

méthanol. Les tubes sont agités au vortex pendant quelques secondes. Ensuite sont ajoutés 

2 ml de solvant d'extraction (acétate d'éthyle-méthanol 90 : 10) et environ 100 mg de NaCI. 

Les tubes sont agités pendant 10 min et centrifugés à 800 g pendant 5 mn. Les phases sont 

séparées, la phase organique est conservée et la phase aqueuse est extraite une nouvelle 

fois avec le solvant d'extraction. Après avoir réuni les deux extraits organiques, 

l'échantillon est agité pendant 5 minutes et ensuite centrifugé à 800 g. La phase organique 

est aspirée sous vide et l'HpD résiduelle est récupérée dans une phase acide (2 ml d'HCI 
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4N). La quantité d'HpD extraite est déterminée par spectrofluorimétrie. Le rendement 

d'extraction de cette méthode est de 80%, il est déterminé sur un échantillon auquel a été 

rajouté une quantité connue d'HpD. 

2~5~2m Mesure de la fluorescence des extraits tumoraux 

Les spectres d'émission de fluorescence sont mesurés sur un spectrofluorimètre Perkin

Elmer LS 50B. La longueur d'onde d'excitation est de 405 nm et les spectres sont 

enregistrés de 540 à 700 nm et traités par un logiciel (FL Data Manager) qui permet de 

gérer des opérations d'intégration, de soustraction et diverses autres fonctions. 

2m5m3. Méthode de quantification de l'HpD intratumorale 

Afin d'éliminer les modifications de fluorescence de l'HpD dues au micro-environnement 

chimique propre à chaque fragment tumoral, chaque échantillon tumoral constitue son 

propre témoin. Chaque extrait est incrémenté progressivement de quantités d'HpD connues, 

le spectre de fluorescence est tracé pour chaque incrément et superposé aux spectres 

précédents. Les intensités de fluorescence sont relevées et portées sur un graphe en 

fonction des quantités d'HpD ajoutées. La droite obtenue permet par extrapolation du zéro 

de fluorescence de déterminer la quantité Xo d'HpD initialement présente dans l'échantillon 

2m 5-3-1. Correction de l'autofluorescence des tissus 

La correction de l'autofluorescence des tissus repose sur le principe de calcul d'un rapport 

R entre l'intensité de l'autofluorescence à un point invariable du spectre (point isobestique, 

568 nm) et celle à un point correspondant au pic de fluorescence majoritaire de l'HpD (600 

nm). 

Ce rapport R est constant, sa valeur a été déterminée sur un "pool" d'échantillons tumoraux 

témoins sans HpD et non hémorragiques. Ainsi, connaissant la valeur de fluorescence au 

point isobestique et celle de R, il est possible de déduire la contribution de 

l'autofluorescence au niveau du pic majoritaire sur un échantillon tumoral avec HpD. 

R::: Fluorescence à un point invariable =1,12 

Fluorescence au niveau du pic majoritaire 

2-5-3-2- Exemple de quantification de l'HpD sur un échantillon tumoral 

La superposition des spectres (figure XI.1) permet d'observer deux points dont la 

fluorescence est invariable quelque soit la quantité d'HpD ajoutée (points isobestiques). Ils 

se situent à 568 et 690 nm. Les intensités de fluorescence à 600 nm sont ensuite corrigées 
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par soustraction de la valeur de fluorescence à 568 nm / R et ensuite reportées sur une 

droite en fonction des quantités ajoutées (figure XI.2). 

Fluorescence à 568 nm= 13,5 

Fluorescence initiale à 600 nm=13,5/l,12=12,05 

La valeur 12,05 est retranchée à toutes les valeurs de fluorescence à 600 nm. 

Nous observons une linéarité parfaite avec un coefficient de corrélation R=0,999. La droite 

obtenue permet par extrapolation du zéro de fluorescence de déterminer la quantité Xo 

d'HpD initialement présente dans l'échantillon. 
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Figure XI.I : Superposition des spectres d'émission de fluorescence de l'extrait tumoral 

après addition progressive d'incréments de 0,05 f.1g d'HpD et du spectre initial du même 

échantillon tumoral après extraction. Les points isobestiques se situent à 568 et 690 nm. 
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Figure XI.2 : Courbe d'évolution de l'intensité de fluorescence en fonction de la quantité 

d'HpD rajoutée. 

2-5-3-3. Normalisation des résultats par rapport aux protéines tissulaires 

Les quantités d'HpD extraites des tissus sont ensuite normalisées par rapport à la 

concentration protéique de chaque échantillon tumoral et les résultats sont exprimés en ng 

d'HpD/ mg de protéines. 

La concentration protéique des échantillons tumoraux est dosée par la méthode à l'acide 

bicinchoninique (BCA) dont le principe de dosage est le suivant. L'échantillon de protéines 

à doser est mélangé à une solution alcaline de BCA et de CUS04 de coloration verte, les 

ions Cu2+ sont réduits par les protéines en solution en ions Cu+ qui forment avec le BCA 

un complexe coloré en pourpre. L'intensité de coloration est directement proportionnelle à 

la concentration en protéines dans l'échantillon et peut être lue à une longueur d'onde 

comprise entre 540 et 590 nm. 
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3-Résultats 

3-1- Evaluation de la photodégradation de l'HpD intratumorale par méthode 

spectrométrique 

3-1-1- Spectres d'émission de fluorescence sur tumeurs HT29 

Les spectres d'émission de fluorescence enregistrés sur tumeurs HT29 présentent une 

allure générale similaire à celle des spectres enregistrés sur solutions d'HpD. Cependant, 

les pics majoritaires de l'émission sont décalés vers la droite, 630 nm et 695 nm au lieu de 

624 et 682 nm observés sur les solutions d'HpD suplémentées de 10 % de SVP (cf chapitre 

X). 

Ce décalage des pics vers la droite, comme nous l'avons déjà évoqué pour les solutions 

d'HpD supplémentées de SVP (cf chapitre X), est probablement le fait de la richesse en 

protéines de l'environnement tumoral qui joue un rôle dans la monomérisation des espèces 

agrégées et dans le changement du taux relatif des différentes espèces moléculaires 

composant l'HpD. Tous ces éléments ainsi que la nature hydrophobe des liaisons 

porphyrine-protéine induisent un décalage des bandes d'émission de fluorescence vers la 

droite (Korbelik et Hung, 1991). 

100 

90 

~ 

80 '" ., A 

> 
'i 
ë 70 
'" ~ 

"2 60 
2-
8 

50 == ., 
u 
'" ~ 

40 0 
::> 

t;: ., 
"0 30 
~ 
"V; 

== B 20 
.5 

10 

0 

200 300 400 500 600 700 800 
Longueur d'onde (nro) 

Figure XI.3 Spectres d'émission de fluorescence enregistrés sur tumeurs HT29 24 heures 

après injection par voie intrapéritonéale chez la souris d'une dose équivalente à 10 mg !kg 

Spectre A : enregistré sur tumeur témoin non-photo irradiée, spectre B : enregistré sur 

tumeur photo irradiée en lumière bleue (fluence : 1J.cm-2). 
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Comparés aux spectres obtenus sur solutions, les spectres d'émission de fluorescence 

enregistrés sur tumeur montrent un épaulement supplémentaire entre 660 et 680 nm qui 

pourrait être attribué à l'apparition de nouvelles espèces fluorescentes résultant d'un 

environnement chimique plus complexe. Du fait que la source d'excitation utilisée est 

relativement puissante (lumière bleue, À~ 415 nm), on ne peut exclure que les spectres 

considérés comme témoins aient été enregistrés après une rapide photodégradation de 

l'HpD et l'épaulement observé serait alors le résultat de l'apparition de nouveaux 

photoproduits fluorescents. Toutes les différences constatées entre les spectres de l'HpD en 

solution et les spectres enregistrés sur tumeur mettent en évidence une fois de plus le rôle 

du microenvironnement sur les propriétés physico-chimiques de l'HpD. 

L'exposition des tumeurs à la lumière (À<415 nm, fluence 1 J.cm-2) induit une diminution 

de l'intensité des pics d'émission d'environ 12% à 630 nm et de 13 % à 394 nm. En 

suivant l'évolution de l'intensité de fluorescence au niveau des pics majoritaires 

d'émission de fluorescence nous pouvons étudier le phénomène de photodégradation de 

l'HpD in vivo sur tumeurs greffées. 

3-1-2- Étude de la photodégradation de l'HpD sur tumeurs HT29 gréffées 

La décroissance de fluorescence de l'HpD obtenue in vivo sur tumeurs, est déduite de la 

diminution de l'intensité du pic de fluorescence à 630 nm. Les valeurs de fluorescence F 

relevées après exposition à une dose de lumière donnée sont normalisées par rapport 

à l'intensité de fluorescence initiale Fo. 

0,8 

0 0,6 

~ 
0,4 

0,2 

0 

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 

Fluences (J.cm-2) 

Figure XI.4 Cinétique de décroissance de la fluorescence tumorale en fonction des 

fluences photo irradiation en lumière bleue. Les valeurs représentent la moyenne (± écart 

type) des intensités de fluorescence obtenues sur cinq tumeurs différentes. 

En fonction des doses de lumière appliquées, la fluorescence initiale du tissu diminue selon 

une cinétique exponentielle (figure XI.4). 
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La constante de photoblanchiment est déduite de l'équation FlFo = e-~J (Mang et al, 1987). 

Fo = fluorescence initiale recueillie sur la tumeur non-exposée à la lumière ; 

F = fluorescence après une dose de lumière d'exposition J ; 

J = dose de lumière (fluence en J.cm-2) ; 

B = constante de décroissance de fluorescence. 

O,I~---------r--------~--------~--------~ 

° 0,5 1 1,5 2 

Fluences (J.cm-2) 

Figure X/.S : Représentation semi-logarithmique de la décroissance exponentielle de la 

fluorescence intratumorale en fonction des fluences d'exposition en lumière bleue. Les 

valeurs représentent la moyenne (± écart type) des intensités de fluorescence obtenues sur 

cinq tumeurs différentes 

La pente initiale de décroissance exponentielle est calculée à partir de la représentation 

semi-Iogarithmique des valeurs de fluorescences normalisées FlFo en fonction des fluences 

(figure 6) dont l'équation de la courbe est la suivante: 

FlFo=e (-0,375J) 

son coefficient de corrélation R est de 0,98 et la valeur ~ de la constante de 

photodégradation correspond à 0,375 cm2.J-l. Cette valeur déduite de la décroissance de 

fluorescence des tumeurs photoirradiées en lumière bleue est du même ordre que les 

constantes calculées sur solutions d'HpD supplémentées de 10% de SVF et qui sont 

comprises entre 0,2 et 0,3 cm2.J-l. 
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3-2- Evaluation de la photodégradation de l'HpD intratumorale par méthode 

d'extraction chimique 

La photodégradation de l'HpD intratumorale a été évaluée par extraction de l'HpD par un 

procédé chimique après exposition des tumeurs à la lumière et par comparaison avec les 

quantités obtenues à celle extraite sur une tumeur témoin non-photoirradiée. 

3-2-1- Validation de la méthode d'extraction 

Avant d'effectuer les essais sur tumeurs photoirradiées, nous avons réalisé une série 

d'extractions sur des souris qui ont reçu différentes doses d'HpD (5, 10, 15 et 20 mg/kg). 

En admettant une relation linéaire (figure XI.6) entre la quantité d'HpD injectée aux souris 

et la quantité d'HpD extraite des tumeurs, ces essais ont permis de valider la technique 

d'extraction utilisée dans cette partie de notre étude. 
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Figure X/.6 Relation linéaire entre la quantité d'HpD extraite et la quantité injectée aux 

souris. La tumeur est prélevée 24 heures après injection de l'HpD. Chaque point de 

mesure représente la moyenne des quantités extraites sur cinq tumeurs différentes 

réalisées en triple exemplaire. 

3-2-2- Détermination de la constante de photoblanchiment après exposition des 

tumeurs à la lumière bleue 

Les tumeurs sont exposées superficiellement à différentes fluences de lumière, elles sont 

immédiatement excisées et l'HpD est extraite à partir de chaque tumeur au niveau de trois 

échantillons différents : un échantillon supérieur prélevé à la surface de la tumeur, un 
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échantillon inférieur prélevé à la base de la tumeur et enfin un échantillon appelé aléatoire 

prélevé de manière aléatoire dans la tumeur. La cinétique de photodégradation est ensuite 

étudiée en représentant les quantités extraites sur les différents échantillons tumoraux en 

fonction des doses de lumière appliquées. 

L'allure des coubes d'évolution des quantités d'HpD en fonction des fluences est similaire 

pour les trois types d'échantillons, la cinétique de décroissance est très rapide pour les 

fluences inférieures à 1 lcm-2, ensuite le phénomène est plus lent et tend vers un plateau 

jusqu'à 5 J.cm-2 (figure XL7). 

30 
ffJ 
V échantillon supérieur .... 
.~ '""' 25 if: ... (J) • échantillon inférieur ...... ::: x '§ v 20 
Q 

0 .... 
0.. 

0.. (J) =c '"0 15 
::0 b1) 

ffJ E --. 'v b1) 10 .-= = ...... ::: C (J) 
~ '-" 

'T 

I!lil échantillon aléatoire 

::1 5 
CJ 

0 
0 2 3 4 5 6 

Fluence (en lcm-2) 

Figure Xl. 7 : Quantités d'HpD extraites sur différents échantillons tumoraux en fonction 

des doses d'exposition à la lumière bleue (X::;415 nm). Chaque point correspond à la 

moyenne des quantités extraites sur cinq tumeurs différentes. 

Les quantités d'HpD extraites pour chaque catégorie d'échantillon, ont été comparées par 

analyse de variance ANOV A utilisant la procédure de Scheffé pour les comparaisons 

multiples (limite de confiance fixée à 95%). Aucune différence significative n'est observée 

entre les différents échantillons. 

Pour chaque catégorie d'échantillons tumoraux, la quantité Q d'HpD extraite après une 

dose de photo irradiation J est normalisée par rapport à la quantité initiale Qo extraite sur 

une tumeur témoin non-photoirradiée. Les valeurs ainsi normalisées sont ensuite reportées 

et analysées en fonction des fluences de photoirradiation et les constantes de 

photoblanchirnent sont calculées à partir de la décroissance exponentielle initiale (jusqu'à 2 

J.cm-2)de la courbe (figure XI.8) selon l'équation théorique suivante: 

Q/Qo=e-BJ 
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Qo = quantité d'HpD initiale extraite sur une tumeur témoin non-photoirradiée ; 

Q = quantité d'HpD extraite après exposition à une dose de lumière J ; 

J = dose de lumière (fluence en J.cm-2) ; 

~ = constante de décroissance de la quantité d'HpD présente dans les tissus. 

1~--------------------------------------~ o échantillon inférieur 

r(l> échantillon supérieur 

• échantillon aléatoire 

o g 

O,l+---------~--------~--------~--------~ 

° 0,5 1 1,5 2 

Fluence (en J.cm-2) 

Figure XI.8 Représentation semi-Iogarithmique de l'évolution des quantités d'HpD 

extraites sur les différents échantillons tumoraux en fonction de l'exposition à la lumière 

bleue. Chaque point correspond à la moyenne des quantités extraites sur cinq tumeurs 

différentes. 

Pour les trois catégories d'échantillons tumoraux, nous avons déterminé les équations des 

courbes de décroissance des quantités d'HpD en fonction des fluences et leurs coefficients 

de corrélation R : 

échantillon inférieur : YI =e-2,286J R=0,998 

échantillon supérieur : Y2=e-2,lOIJ R=l,OO 

échantillon aléatoire : R=0,988 

Les constantes de photodégradation correspondent aux pentes de décroissance au niveau 

des courbes exponentielles : 

Pl = 2,286 pour l'échantillon inférieur 

P2= 2,101 pour l'échantillon supérieur 

P3= 2,162 pour l'échantillon aléatoire 
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Compte tenu de l'absence d'une différence statistiquement significative entre les quantités 

d'HpD extraites sur les trois catégories d'échantillons tumoraux, nous pouvons considérer 

que les constantes de photodégradation obtenues a partir de ces valeurs sont les mêmes. 

Ces résultats montrent qu'en dépit du faible coefficient de pénétration de la lumière bleue 

dans la tumeur, le taux de photodégradation de l'HpD est le même indépendamment du 

niveau de profondeur analysé. 

3Q2~3 Détermination de la constante de photoblanchiment après exposition des 

tumeurs à la lumière rouge 

Les tumeurs HT29 sont exposées à un spot de lumière rouge d'irradiance constante de 160 

mW.cm-2, les fluences varient de 50 à 250 lem-2. Sachant que la lumière rouge a une 

profondeur de pénétration de 4 à 5 mm (Van Gemert 1985, Meunier 1991) et que 

l'épaisseur des tumeurs que nous avons utilisée n'excède pas 5 mm, nous pouvons 

considérer que dans ces conditions l'intégralité de la tumeur est exposé à la lumière et 

l'extraction est réalisée directement sur l'intégralité de la tumeur. 

Les quantités d'HpD extraites après photoirradiation des tumeurs sont normalisées par 

rapport à la quantité extraite au niveau de la tumeur témoin. Les données sont représentées 

sous forme de Q/Qo en fonction des fluences de photoirradiation, elles correspondent à la 

moyenne des valeurs obtenues sur cinq souris différentes. Nous observons (figure XI.9) 

une décroissance d'allure exponentielle et la constante de photodégradation est calculée à 

partir d'une représentation semi-Iogarithmique de la partie initiale (jusqu'à 150 J.cm-2 ) de 

la courbe (figure XI. 10). 
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Figure XI.9 .' Courbe de l'évolution des quantités d'HpD après exposition à différentes 

fluences en lumière rouge. Chaque point correspond à la moyenne des quantités extraites 

sur cinq tumeurs différentes. 
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Figure XI.IO : Représentation semi-Iogarithmique de la courbe d'évolution des quantités 

d'HpD après exposition à différentesfluences en lumière rouge, Chaque point correspond 

à la moyenne des quantités extraites sur cinq tumeurs différentes. 

L'équation de la courbe a été déterminée: 

son coefficient de corrélation est R=0,998 et la constante de photodégradation est ~4=0,046 

cm2.J-l. 

3-2-4 Comparaison des constante de photo blanchiment déterminées par 

spectrométrie et par méthode d'extraction chimique sur tumeurs photoirradiées en 

lumière bleue 

Tableau XI.I : Constantes de photodégradation calculées à partir des deux méthodes de 

mesure (spectrométrie et extraction chimique) pour les tumeurs photo irradiées en lumière 

bleue et en lumière rouge. 

Lumière bleue 

Lumière rouge 

Constantes de photodégradation (en cm 2.1-1) 

Spectrométrie 

0,375 

non déterminée 

Extraction chimique 

échantillon supérieur 

échantillon inférieur 

échantillon aléatoire 

0,046 

2,101 

2,286 

2,162 
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Les résultats présentés tableau XLI démontrent une très grande différence, environ un 

facteur de 6 entre la valeur obtenue par spectrométrie de fluorescence et la valeur obtenue 

par extraction chimique. 

4~ Discussion 

Tableau XI.2 : Tableau récapitulatif des valeurs de constantes de photodégradation 

obtenues dans différents milieux: cellulaire, tumoral et aqueux. Les valeurs représentées 

pour les milieux cellulaires et aqueux correspondent à une constante calculée pour une 

concentration de 5 f.1glml. La constante de photodégradation évaluée par extraction 

chimique de l'HpD tumorale correspond à la moyenne des valeurs obtenues sur les trois 

différents échantillons tumoraux. 

Constantes de photodégradation (en cm 2.]-1) 

Tumeurs HT29 

Spectrométrie 
de fluorescence 

Extraction 
chimique 

valeur moyenne 
"'" 2,183 

Test de 
cytotoxicité 

Cellules HT29 2,0 

solutions d'HpD 0,254 
(5/lglml +2 % SVF, 

Comment justifier la différence entre les constantes déterminées par spectrométrie et par 

extraction chimique? 

La fluorescence mesurée en surface de la tumeur dépend des propriétés optiques de la 

tumeur dont dépendent la pénétration de la lumière d'excitation et son émission au travers 

des tissus. La géométrie de la tumeur ainsi que le diamètre du spot de lumière incidente 

sont deux facteurs qui peuvent affecter les propriétés optiques en augmentant la diffusion 

de la lumière à l'intérieur du tissu. La reflexion de la fraction de lumière diffuse peut être 

amplifiée au contact de la limite air-tissu en raison de la différence d'indice de réfraction 

entre ces deux milieux, ce qui peut augmenter la valeur de l'irradiance jusqu'à un facteur 

de 3,5. Le rendement d'énergie en surface de la tumeur est ainsi augmenté et la profondeur 

de pénétration de la lumière est diminuée (Marijnissen et Star 1987, Profio et Doiron 1987, 

Jaques 1993) 
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Nous pourrions ainsi justifier la faible valeur de la constante de photodégradation 

enregistrée par la méthode spectrométrique par une intense réflexion de la lumière diffuse 

au niveau des couches superficielles de la tumeur qui compenserait la diminution de 

fluorescence provoquée par photoblanchiment. Si l'on admet l'hypothèse de la lumière 

diffuse au niveau des couches superficielles, il faut considérer que dans ces conditions la 

pénétration de la lumière se limite aux couches superficielles du tissu. Ainsi, quand l'HpD 

en surface est complètement photoblanchie, la fluorescence au niveau des couches les plus 

profondes du tissu persiste et ralentit la cinétique globale de photoblanchiment (Jaques, 

1993). 

Les résultats obtenus in vivo sont en accord avec ce que nous avons observé au cours des 

essais in vitro (chapitre X), les constantes de photoblanchiment déterminées sur les 

solutions d'HpD par diminution de l'intensité de fluorescence sont de 5 à 9 fois inférieures 

à celles évaluées par le test biologique. 

Il est intéressant de noter que les constantes de photodégradation obtenues par 

spectrométrie de fluorescence dans les essais in vivo et dans les essais in vitro sont d'un 

ordre de grandeur comparable (respectivement 0,375 et 0,254 ; tableau XL2) ce qui 

conforte l'assimilation d'un modèle de solutions d'HpD-SVF à un tissu biologique. Van 

Gemert et al (1985) avait admis cette hypothèse en assimilant le rendement relatif de la 

fluorescence de l'HpD dans les tissus à celui d'une solution d'HpD contenant 10% de 

sérum. 

Comparaison des constantes de photodégradation déterminées à différents niveaux de 

l'épaisseur des tumeurs photo irradiées en lumière bleue ()..,::{4 15 nm). 

La similitude des valeurs des constantes de photoblanchiment obtenues sur les différents 

échantillons tumoraux à différents niveaux est difficilement interprétable (tableau XLI). Si 

nous considérons que le photoblanchiment de l'HpD est un phénomène dépendant 

uniquement du taux d'oxygène singulet dont le seuil de production est déterminé par la 

longueur d'onde de photoirradiation et surtout par la profondeur de pénétration de cette 

lumière dans le tissu, compte tenu des données que nous avons concernant la profondeur 

de pénétration de la lumière bleue dans les tissus (0,1 à 0,2 mm selon J.e Van Gemert et al 

(1985) ; 0,2 et 0,4 mm selon Rezzoug et al, 1993); nous devrions nous attendre à ce que la 

constante de photoblanchiment évaluée sur la face superficielle de la tumeur, soit 

nettement supérieure à celles des autres échantillons prélevés en face inférieure et de 

manière aléatoire. 
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Cependant, si l'on admet que malgré sa faible pénétration dans les tissus, la lumière bleue 

peut engendrer des phénomènes photodynamiques radicalaires qui pourraient s'étendre 

dans l'intégrité tumorale, la confusion obtenue par ces résultats pourrait être levée. 

En effet, plusieurs auteurs (Reyftmann 1986, Morlière et al 1987) ont rapporté que le 

photo blanchiment des porphyrines était en relation étroite avec la peroxydation 

photoinctuiœ des lipides membranaires. Ces mêmes auteurs ont mis en évidence la 

formation d'espèces fluorescentes formées à partir de groupements amine et de 

malonaldéhyde provenant de lipides polyinsaturés peroxydés dont la production était 

parfaitement corrélée au photoblanchiment des porphyrines du milieu. Il est également très 

intéressant de noter que ces produits ne sont pas formés uniquement durant l'exposition à la 

lumière mais que le phénomène se poursuit après l'arrêt de la photoirradiation ce qui 

indique bien l'intervention de chaînes de réactions radicalaires (Kohen et al, 1984 ; 

Reyftmann et al, 1986; Morlière et al, 1987). 

De plus, parallèlement aux processus photodynamiques de type I et de type II, il existe in 

vivo un troisième processus faisant intervenir des radicaux libres formés intrinsèquement 

dans le tissu tumoral (Gal 1992). Les porphyrines dans leur état triplet interagissent avec 

ces radicaux libres par un processus de transfert d'électrons qui contribuerait pour une 

grande part à l'ensemble du phénomène photodynamique. Le rapport de la concentration 

moyenne initiale des radicaux dans la tumeur sur la concentration correspondante en 

oxygène dans le tissu a une valeur approximative de l (Mosyenko et Bullach, 1974 ; 

Shulyakovskaya et al, 1993) ce qui permet de considérer que la contribution des 

mécanismes de type radicalaire dans le processus photodynamique global est équivalente à 

celle des mécanismes faisant intervenir l'oxygène (Shulyakovskaya et al, 1993). 

Un type de processus photochimique similaire ayant été identifié comme un mécanisme de 

type III a été décrit par Laustriat (1986). Des conditions très spécifiques sont requises pour 

ce type de réaction qui ne nécessite pas l'intervention de l'oxygène. Il survient en milieu 

anaérobie ou dans des milieux où une concentration en réactifs (quenchers) très élevée 

s'oppose à l'effet de l'oxygène. Le processus qui peut se produire est le transfert de charge 

entre l'état triplet du photosensibilisateur (porphyrine) et l'accepteur d'électrons. 

L'interaction conduit à l'éjection du proton de la porphyrine anionique et à la production de 

trois espèces radical aires très réactives sous des conditions anaérobies. 

Nos résultats apparaissant contradictoires avec les données physiques de pénétration de la 

lumière bleue dans les tissus pourraient trouver une explication dans l'existence de ces 

processus radicalaires qui se produiraient en absence d'oxygène et qui pourraient envahir 

toute la tumeur. 
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Les tumeurs HT29 que nous avons utilisé sont très peu vascularisées, d'importantes zones 

de nécrose apparaissent au centre des tumeurs et témoignent d'une absence d'oxygénation. 

Cette donnée histologique et physiologique pourrait contribuer à conforter l'hypothèse 

précédente. 

Afin de vérifier cette hypothèse, il serait intéressant de coupler les essais avec une mesure 

de la pression d'oxygène dans les tissus pendant la photoirradiation ; recherche qui est 

cours au laboratoire du Centre Alexis Vautrin à Nancy. 

Indépendamment de ces réactions radicalaires nous pouvons proposer également une 

hypothèse d'ordre méthodologique ou technique. 

Les tumeurs sont photoirradiées superficiellement selon un faisceau côni que de diamètre 

constant qui englobe toute la tumeur. Etant donnée la géométrie tumorale, la section 

transversale de la tumeur en partie supérieure et inférieure conduirait à un prélèvement de 

parties latérales inférieures qui seraient inévitablement photoirradiées. Ceci pourrait 

effectivement contribuer à modifier les concentrations d'HpD dans la couche inférieure et 

augmenter le taux de photodégradation, cet effet est à priori mineur. 

Comparaison des constantes de photodégradations obtenues sur tumeurs photo irradiées 

en lumière bleue ()..::;/15 nm) et sur tumeurs photo irradiées en lumière rouge (À=630nm). 

La constante de photodégradation déterminée sur les tumeurs photoirradiées en lumière 

rouge (0,046 cm2.J-I) est de 10 fois supérieure à celle déterminée par Mang en 1987 par 

photométrie de fluorescence sur des tumeurs sous-cutanées de carcinome mammaire de 

souris. Nous observons une fois de plus que la méthode d'évaluation spectrofluorimétrique 

donne des valeurs inférieures à celle de la méthode d'extraction chimique. Néanmoins, il 

est important de tenir compte du fait que le modele tumoral est différent et que la DHE qui 

est le photo sensibilisateur utilisé ne correspond qu'à une fraction de l'HpD. Ces deux 

facteurs peuvent contribuer pour une large part à cette différence. 

Par ailleurs, la méthode d'extraction chimique sur les tumeurs HT29 démontre un taux de 

photoblanchiment supérieur en cas de photoirradiation en lumière bleue par rapport 

à l'irradiation en lumière rouge. Sachant que le photoblanchiment est dépendant du nombre 

de quanta absorbés, ces résultats sont en accord avec le spectre d'absorption de l'HpD 

(Dietel, 1990; Profio 1984). Le taux le plus important de photoblanchiment est observé au 

niveau de la bande de Soret (lumière bleue, À< 415 nm) et le taux le plus faible au niveau 

de la bande rouge (À=630 nm). Au niveau de cette bande l'absorption de l'HpD est 18 fois 

moins importante. 
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Ces résultats sont en accord avec ceux de Jaques et al (1993) qui a montré par mesure de la 

diminution de la fluorescence de tumeurs sous-cutanées chez le rat que les longueurs 

d'onde de lumière les moins pénétrantes au niveau des tissus induisent une cinétique de 

photoblanchiment plus rapide que les lumière qui pénétrent en profondeur. C'est logique 

car les photons bleus sont plus énergétiques que les photons rouges. 

5-Conclusion et perspectives 

Nous avons montré que la faible pénétration de la lumière bleue dans les tissus biologiques 

n'était pas un facteur limitant le prGcessus de photodégradation au sein de la tumeur. Ceci 

pourrait être expliqué par l'existence de chaînes de réactions radicalaires qui pourraient 

s'étendre à tout le volume tumoral. 

Si cette hypothèse est vraie, il est important de considérer que des réactions 

photodynamiques qui conduisent au photoblanchiment du. photosensibilisant ne sont pas 

exclusives et peuvent en conséquence induire un effet photodynamique. Pour envisager 

cette hypothèse, il convient de suivre la régression tumorale des tumeurs photoirradiées 

à différentes doses de lumière bleue. 
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CHAPITRE XII 

ÉVALUATION DE L'EFFET DE L'ASSOCIATION SÉQUENTIELLE DE DEUX 
PHOTOIRRADIATIONS SUR TUMEURS HT29 GREFFÉES 

1-Introduction 

Dans cette dernière partie de notre étude nous avons reproduit sur un modèle in vivo le 

schéma d'un protocole clinique hypothétique où un diagnostic par détection de 

fluorescence précéderait un traitement photodynamis ue. 

Les essais in vitro présentés chapitre IX ont démontré que l'ass0ciation séquentielle de 

deux photoirradiations avait pour conséquence le photoblanchiment de l'HpD et l'altération 

de l'efficacité de la PDT. 

Pour valider les hypothèses établies à partir du modèle cellulaire en monocouche 

négligeant l'organisation tri-dimensionnelle et les propriétés physiologiques des tumeurs, 

un modèle in vivo a été développé (xénogreffe de cellules HT29 sur souris athymiques). 

Nous avons choisi pour la lumière rouge une fluence de 150 J.cm-2 qui correspond à la 

dose communément utilisée dans les essais cliniques (Moan 1988). Pour la lumière bleue, 

nous avons sélectionnée une fluence en lumière bleue de 1 J.cm-2. 

Les résultats obtenus avec l'association séquentielle des deux lumières ont été comparés à 

ceux obtenus dans les protocoles de photoirradiations uniques en lumière rouge ou en 

lumière bleue. Différentes méthodes d'évaluation ont été adoptées: 

-une méthode analytique: l'extraction chimique de l'HpD intratumorale ; 

-une méthode physique: l'évaluation de la décroissance de fluorescence de l'HpD 

intratumorale; 

-méthode biochimique : le dosage du malondialdéhyde (MDA), marqueur de la 

peroxydation des lipides membranaires qui interviennent dans le processus radicalaire ; 

-une méthode d'évaluation des effets biologiques: le suivi de l'évolution du volume 

tumoral sur les souris traitées. 

Pour chaque méthode d'évaluation, les résultats obtenus sur chaque catégorie de traitement 

sont analysés par des tests statistiques: analyse de variance et Mann-Whitney. 
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2-Matériel et méthodes 

2-1-Modèle animal 

Souris athymiques femelles (swiss nude) agées d'environ cinq semaines, de poids moyen 

de 25 grammes et porteuses de tumeurs HT-29 d'environ 1cm3 induites par injection de 

8.106 cellules tumorales HT29 viables. Vingt quatre heures avant traitement, les souris 

reçoivent par voie intrapéritonéale une dose d'HpD équivalente à 10 mglkg. 

2-2-Photoirradiations des tumeurs 

Selon la modalité de photoirradiation des tumeurs, les souris traitées sont séparées en trois 

groupes: 

-le premier groupe est constitué de souris dont les tumeurs sont photoirradiées à la lumière 

bleue (1 J.cm-2), il sera appelé groupe LB ; 

-le second groupe est constitué de souris dont les tumeurs sont photoirradiées à la lumière 

rouge (150 J.cm-2), il sera appelé groupe LR ; 

-le troisième groupe est constitué de souris dont les tumeurs sont exposées 

séquentiellement à la lumière bleue puis à la lumière rouge (l'intervalle de temps séparant 

les deux photoirradiations est compris entre 20 et 30 minutes), il sera appelé groupe AS. 

Les tumeurs sont exposées superficiellement à des spots de lumière de 2 cm de diamètre 

qui recouvrent toute la surface tumorale. Le choix d'un diamètre constant permet de 

minimiser l'erreur sur la dose de lumière délivrée à chaque souris. 

Les spots de lumière sont obtenus au moyen d'une fibre optique de 600 !lm de diamètre 

(Silica, Sedi-France) portant à son extrémité une microlentille. L'homogénéité du spot est 

obtenue par réglage de l'écrasement de la fibre. La puissance en sortie de fibre est contrôlée 

par un puissance-mètre (Newport 815). 

Lumière rouge: laser à colorant (Â.=630 nm) la puissance en sortie de fibre est de 500 mW, 

l'irradiance de 160 mW/cm2 et la fluence totale utilisée est de 150 J/cm2. 

Lumière bleue: laser krypton (À.<415 nm), puissance en sortie de fibre de 100 mW, 

irradiance constante de 32 mW/cm2 et la fluence utilisée est de 1 J/cm2. 
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Pour les protocoles concernant les extractions chimiques d'HpD et de MDA, les tumeurs 

sont prélevées et immédiatement conservées à l'abri de la lumière dans de l'azote liquide. 

2-3-Mesure de la température intratumorale 

Pour s'assurer que l'effet de régression ou de retard de croissance tumorale est imputable à 

l'action photodynarnique et non à un effet hyperthermique, nous avons mesuré l'évolution 

de la température pendant l'exposition des tumeurs à la lumière. Les mesures ont été 

effectuées sous la peau au contact de la tumeur toutes les 30 secondes au moyen d'un 

thermocouple chromel-alumel (Digisense, Bioblock, Illkirch, France) sur un nombre 

minimal de cinq souris. 

2-4-Formule de calcul des doses de lumière équivalentes 

Les doses d'énergie absorbées par un photosensibilisateur donné dépendent de son spectre 

d'absorption et de la longueur d'onde de la lumière excitatrice. La formule de calcul des 

doses d'énergie équivalentes, tient compte de la longueur d'onde de la lumière excitatrice, 

du temps d'exposition à cette lumière et de l'absorption du produit à cette longeur d'onde. 

Elle permet pour une dose de lumière délivrée à une longueur d'onde donnée À}, de 

calculer le temps d'exposition correspondant pour obtenir la même dose d'énergie à une 

longueur d'onde 1..2 (équation 1). 

Compte tenu de la différence des coefficients d'atténuation des deux lumières dans les 

tissus, une même dose de lumière incidente n'aura pas les mêmes effets dans le bleu ou 

dans le rouge. En utilisant la loi de Beer-Lambert, les doses de lumières incidentes seront 

corrigées en fonction de leur coefficient d'extinction dans les tissus, à une distance x 

donnée (équation 3). 

t}l} (1-T})=t2h (1-T2) (1) 

T=lO-A (2) 

1=10 e-flx (3) 

t=temps d'exposition à la lumière (en secondes) 

T =transmission 

A=absorbance 

lo=le flux lumineux initial (watt.cm-2) 
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I=le flux lumineux mesuré après avoir traversé une épaisseur x (watt.cm-2) 

Il=coefficient d'atténuation global 

l/ll=profondeur à laquelle 63% de la dose de lumière incidente est absorbée par le tissu 

x=distance parcourue par le flux lumineux (en mm) 

Pour les tumeurs HT29, les valeurs des coefficients d'extinction calculées pour la lumière 

rouge et la lumière bleue correspondent respectivement à IlR=0,71 mm- 1 et IlB=2,5 mm- 1 

(Meunier 1991, Rezzoug 1992). 

À une distance théorique x parcourue par le flux lumineux, les fluences théoriques sont: 

Fluence (lumière bleue) : FB= tB.(IOB e-IlBX). 

Pour une fluence FB en lumière bleue, sa fluence équivalente en lumière rouge est déduite 

des formules suivantes: 

la fluence FR correspondante est: 

2-5~ Mesure de la fluorescence tumorale par spectrométrie frontale 

Le montage consiste en une fibre optique excitatrice reliée au laser krypron (À<415nm, 

32 mW). L'extrémité réceptrice est reliée à un spectrographe de type CP 200 (Jobin Yvon, 

France) équipé d'un détecteur CCD refroidi à l'azote liquide. Le système est relié à un 

logiciel qui permet de gérer le temps d'intégration de la CCD et de restituer les données 

sous forme de courbes calibrées en longueurs d'ondes de 200 à 800 nm. 

2~6- Détermination des quantités d'HpD intratumorale 

L'extraction et la quantification de l'HpD intratumorale sont réalisées selon la méthode 

décrite dans le chapitre précédent (cf. chapitre XI, 2-5). Les résultats sont exprimés 

par rapport aux protéines tissulaires et les quantités extraites sur les tumeurs photoirradiées 

sont comparées à celles obtenues sur les tumeurs témoins non photoirradiées. 
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2-7-Dosage indirect de la production des radicaux libres dans la tumeur après 

photoirradiation 

Aucune méthode ne pennet actuellement de réaliser une mesure directe des radicaux libres 

dans les tissus biologiques, seule une approche indirecte par la mesure des produits de la 

peroxydation lipidique permet d'évaluer le phénomène radicalaire. La mesure de la 

peroxydation lipidique dans les tumeurs peut rendre compte de l'importance des réactions 

radicalaires engendrées après photoirradiation. 

Parmi les produits de la peroxydation lipidique, nous pouvons citer le malondialdéhyde (ou 

malonaldéhyde ou MDA) est le marqueur le plus utilisé en biologie clinique. Ce composé 

peut provenir de l'oxydaüon des acides aminés ou des hydrates de carbone, de la synthèse 

de prostaglandines. Sa principale source est la peroxydation des lipides insaturés des 

membranes et des lipoprotéines. La libération du MDA à partir des hydropéroxydes est 

catalysée par des traces de métaux, principalement le fer ferreux (Fe2+). 

2-7-1-Principe de dosage du MDA 

C'est une méthode de dosage fluorimétrique à l'acide thiobarbiturique (TBA). Deux 

molécules de TBA se fixent sur une molécule de MDA, à 95°C en milieu acide pour 

donner un complexe fluorescent rose. 

Schéma de la réaction: 

HSîfyH :Syl)oH + 

o~ ok 

TBA TBA 

CHO 

1 

IH2 
CHO 

MDA 

OH 

Complexe 

2-7-2-Protocole de dosage du MDA dans les tumeurs photoirradiées 

OH 

Les échantillons tumoraux sont désintégrés au moyen d'un broyeur mécanique (Ultraturax, 

équipé d'un axe 10) dans 1 ml de PBS. La suspension tumorale obtenue est centrifugée 

pendant 15 minutes à 29 000 g et le surnageant contenant les débris membranaires est 

prélevé pour le dosage du MDA. La méthode de mesure choisie utilise l'acide 
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thiobarbiturique (TBA) et repose sur la propriété de fluorescence du complexe MDA-TBA 

formé à 95°C en milieu acide. L'intensité de fluorescence est mesurée sur un 

spectrofluorimètre (Perkin Elmer, France) avec des longueurs d'onde d'excitation et 

d'émission respectivement de 532 et de 553 nm. 

2-8-Evaluation de l'évolution du volume tumoral 

La réponse biologique est évaluée en terme de croissance tumorale en calculant le rapport 

V IV 0, V étant le volume tumoral atteint après un nombre de jours J après traitement et V 0 

le volume initial mesuré au jour Jo. 

Le volume tumoral est calculé selon une géométrie sphéroidale : V= (1t/6) x DI.D2.D3 

Dl, D2 et D3 représentant les trois coordonnées mesurées sur la tumeur: l'épaisseur, la 

largeur et la longueur. L'évolution de la croissance tumorale est suivie sur cinq différents 

groupes de souris. Deux groupes témoins, le premier n'ayant pas reçu d'HpD et le second 

ayant reçu la même dose d'HpD que les groupes traités (10 mg/kg) mais dont les tumeurs 

ne sont pas exposées à la lumière. En raison des expositions à la lumière ambiante au 

moment de la mesure des volumes tumoraux, le choix de ce second groupe témoin est 

justifié par une éventuelle contribution de cette lumière à un effet photodynamique. Les 

trois autres groupes correspondent aux groupes LB, LR et AS. 

Les volumes tumoraux sont mesurées tous les deux jours pendant une durée de vingt jours, 

et comparés pour les cinq groupes de souris. Pour chaque groupe, le rapport moyen (V No) 

est obtenu sur une moyenne de 6 souris au minimum. 

2-9- Analyse statistique 

La comparaison des données a été réalisée par analyse de variance ANOVA utilisant la 

procédure de Scheffé pour les comparaisons multiples avec une limite de confiance fixée à 

95 %. La comparaison deux à deux des différentes catégories est réalisée par le test de 

Mann-Whitney. 
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3~ Résultats 

3 g 1-Mesure de la température tumorale pendant le traitement photodynamique 

Aucune augmentation significative de la température tumorale n'a été enregistrée sur les 

tumeurs pendant leur exposition à la lumière rouge ou à la lumière bleue. Dans ces 

conditions, aucune contribution de l'effet hyperthermique ne peut être envisagee. 

3-2-Calcul des doses équivalentes de lumière 

Pour la simulation de la phase thérapeutique nous avons sélectionné une fluence en lumière 

rouge (630 nm) de 150 J.cm-2 (les fluences communément utilisées sont comprises entre 

135 et 200 J.cm-2 ). Pour l'étape de diagnostic par fluorescence nous avons selectionné une 

fluence de l lcm-2 qui correspond à 30 secondes d'exposition à la lumière (À<415 nm) et 

un taux de photodégradation évalué à 33% par procédé d'extraction chimique de l'HpD 

intratumorale et à environ 20% par spectrométrie frontale (cf Chapitre XI, 3-1-2 et 3-2-2). 

Temps d'expositions: 

Irradiances : 

Coefficients d'atténuation global: 

Absorbances : 

tB = 31 secondes, tR = 942 secondes 

JOR = 159 mW.cm-2, lOB = 31,8 mW.cm-2 

!-lR = 0,71 mm-l, !-lB = 2,5 mm-1 

AR= 0,0269, AB= 0,561 

Afin de pouvoir comparer l'effet de l'association des deux différentes lumières nous avons 

calculé pour la fluence en lumière bleue, sa fluence équivalente en lumière rouge (cf. 2-4). 

À une distance théorique de 0,5 mm parcourue par le flux lumineux, les fluences théoriques 

calculées sont 0,280 J.cm-2 pour le groupe LB, 105 J.cm-2 pour le groupe LR. 

Pour une fluence FB en lumière bleue de 0,280 lcm-2, sa fluence FR équivalente en lumière 

rouge correspond à 6,5 lcm-2. Elle est déduite des formules suivantes: 

Ces fluences théoriques vont nous permettre de comparer les résultats obtenus avec les 

différents modes de photo irradiation. 
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3~3aEvaluation par spectrométrie frontale du taux de photoblanchiment sur tumeurs 

photoiIrradiées 

Les spectres de fluorescence sont enregistrés sur les tumeurs avant et après 

photoirradiation. Les figures XII. 1 , XII.2 et XII.3 représentent le profil type des spectres 

obtenus respectivement après photoirradiation en lumière bleue, en lumière rouge et en 

association séquentielle des deux lumières. Les spectres d'émission de fluorescence 

présentent deux pics d'émission majoritaires l'un vers 630 nm et l'autre vers 694 nm. Le 

pourcentage de photoblanchiment est déduit de la diminution de l'intensité du pic 

majoritaire de fluorescence à 630 nm. En associant les deux lumières, nous observons 

(figure XH.3) une modification d~ l'allure du spectre illustrée par une augmentation de 

fluorescence entre 655 et 665 nm qui témoigne probablement de l'apparition de 

photoproduits qui fluorescent à ces longueurs d'onde. 
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Figure XI!.i : Spectres d'émission de fluorescence sur tumeurs HT29 enregistrés 24h 

après injection aux souris d'une dose d'HpD de 10 mg/kg. Spectre A, avant 

photoirradiation et spectre B après photoirradiation en lumière bleue (1 J.cm-2) 
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Figure XII.2 : Spectres d'émission de fluorescence sur tumeurs HT29 enregistrés 24h 

après injection aux souris d'une dose d'HpD de 10 mg/kg. Spectre A, avant 

photo irradiation et spectre B après photo irradiation en lumière rouge (150 J.cm-2) 
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Figure XII.3 : Spectres d'émission de fluorescence sur tumeurs HT29 enregistrés 24h 

après injection de 10 mglkg d'HpD Spectre A, avant photo irradiation et spectre B après 

association des deux lumières: bleue 1 (J.cm-2) et rouge (150 J.cm-2). 
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Le taux de photoblanchiment est calculé pour chaque modalité de traitement sur quatre 

souris différentes, les valeurs obtenues sont présentées tableau XI!. 1. 

Tableau XII.I : Pourcentages de photoblanchiment déduits de la diminution de l'intensité 

du pic d'émission à 630 nm sur les spectres d'émission de fluorescence obtenus après 

photoirradiation des tumeurs en lumière bleue (1 J. cm-2), en lumière rouge (150 J. cm-2) et 

en associant les deux lumières. Les résultats représentent la moyenne obtenue sur un 

nombre minimal de quatre souris (±écart type). 

Lumière bleue 

11,8±2,4 

% de photoblanchiment 

association séquentielle 
Lumière rouge des deux lumières 

42,0±6,7 35,0±2,6 

Les résultats obtenus (tableau XII.I) démontrent que le taux de photoblanchiment observé 

sur le groupe LB est environ de 3,5 inférieur au groupe LR et environ de 3 fois inférieur 

groupe AS. L'analyse de variance au sein des trois groupes de souris démontre une 

différence hautement significative (p=O,OOOI) entre le groupe LB et les deux autres 

groupes. En revanche aucune différence n'est constatée entre le groupe LR et le groupe AS. 

3-4- Evaluation du taux de photoblanchiment par extraction chimique de l'HpD 

intratumorale 

Cette méthode chimique va permettre de déterminer les quantités d'HpD intratumorale. 

Nous comparerons ensuite les quantités d'HpD extraites sur les tumeurs témoins non

photoirradiées et sur les trois autres groupes LR, LB, et AS. Les mesures ont été faites sur 

cinq tumeurs dans chaque groupe. 
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Figure XII.4 : Quantités d'HpD extraites 24h après injection d'une dose d'HpD 

équivalente à 10 mg/kg, sur tumeurs témoins HT29 sans photoirradiation et sur tumeurs 

exposées à la lumière bleue (1J.cm-2), à la lumière rouge (150 J.cm-2) et à l'association des 

deux. Les résultats correspondent aux quantités moyennes obtenues sur cinq tumeurs (± 

écart type). 

La comparaison des quantités extraites sur les quatre groupes de souris révèle une 

différence hautement significative entre le témoin et les tumeurs photoirradiées (tableau 

XII.2). En revanche, la comparaison deux à deux des quantités d'HpD extraites sur les 

groupes LB, LR et AS ne révèle aucune différence significative. 

Tableau XII.2 : Comparaison des quantités d'HpD extraites des différents groupes de 

tumeurs (test Mann-Whitney), n=5 ; seuil de significativité p=o, 05, NS : différence non 

significative. 

Comparaison Significativité 

témoin vs. bleu p=0,0117 

témoin vs. rouge p=0,0365 

témoin vs. association p=0,009 

bleu vs. rouge NS 

bleu vs. association NS 

rouge vs. association NS 
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3-5-Evaluation de la peroxydation lipidique au niveau des tumeurs 

Les mesures ont été effectuées sur cinq tumeurs dans chaque groupe. 

10 -

T 
r 

7,5 -

T 
5- ·····1······ T 

2,5 -

.... :::::::::::::::: 

témoin témoin HpD bleu rouge 

Figure XII.5 : Quantités de MDA extraites sur des tumeurs HT29 non photo irradiées (sans 

HpD : témoin avec HpD : témoin HpD J et exposées à la lumière bleue (1 J.cm-2 J, à la 

lumière rouge (150 J.cm-2 J et à l'association des deux. Les résultats correspondent aux 

quantité moyennes obtenue sur cinq tumeurs (± écart type J. 

Aucune différence significative n'est observée ente les quantités de MDA extraites des 

échantillons tumoraux témoins sans HpD ou avec HpD. La différence est par ailleurs 

hautement significative (p<0,02, test d'analyse de variance) entre ces témoins et les 

échantillons tumoraux photoirradiées. 

Aucune différence significative n'est observée entre les quantités moyennes de MDA 

extraites pour les groupes LB et AS. En revanche une faible tendance (p<O,l) existe entre 

le groupes LB et le groupe LR, le groupe AS et le groupe LR. 

3-6- Evolution du volume des tumeurs après traitement 

L'évolution de la croissance tumorale est suivie sur cinq différents groupes de souris. Deux 

groupes témoins: le premier n'ayant pas reçu d'HpD et le second ayant reçu la même dose 

d'HpD que les groupes traités (10 mglkg) mais dont les tumeurs ne sont pas exposées à la 

lumière. Les trois autres groupes correspondent aux groupes LB, LR, et AS. Les mesures 

sont effectuées sur une moyenne de 6 souris au minimum. 
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L'évolution de la croissance tumorale est illustrée par la représentation des volumes relatifs 

(V No) en fonction du nombre de jours après traitement (figure XII.6). 

o 
> >: 
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Figure XI/.6 : Croissance tumorale sur cinq différents groupes de souris, deux groupes 

témoins non photoirradiés sans HpD et avec HpD et trois autres groupes correspondant 

aux souris traitées par exposition à la lumière bleue (1 J.cm-2) à la lumière rouge (150 

J.cm-2) et à l'association séquentielle des deux lumières. Chaque groupe est constitué d'un 

nombre minimal de 6 souris. 

La comparaison des rapport moyens (V No) des deux groupes témoins ne révèle aucune 

différence significative. Ces deux courbes témoins se distinguent avec une cinétique de 

croissance linéaire et plus rapide que celle des groupes de souris traitées. En effet, pour 

atteindre un volume 1,5 fois supérieur au volume initial, la durée requise par les tumeurs 

témoins est en moyenne de 5 jours, elle est d'environ 14 jours pour le groupe LB, de 15 

jours pour le groupe LR et de Il jours uniquement pour le groupe AS. 

Nous constatons chez les groupes LR et AS une augmentation initiale du volume tumoral 

en raison de l'apparition d'un œdème qui survient à l'issue de la photoirradiation en lumière 

rouge. Cet effet semble se résorber à partir du quatrième jour. Par conséquent nous 

comparerons les cinétiques de croissance tumorale chez les différents groupes à partir du 

jour J4. En revanche, pour le groupe LB la décroissance du volume tumoral se produit entre 

Jo et J4· 

161 



Une stabilisation de l'évolution du volume tumoral est observée chez les groupes LB et AS 

entre j4 et js suivie d'une reprise de la croissance. Pour le groupe LR il ya une décroissance 

du volume tumoral jusqu'à j 10. 

Pour la cinétique des deux groupes LR et LB, la comparaison statistique deux à deux des 

données ne révèle aucune différence significative. Les différences constatées au quatrième 

et au sixième jour sont dues à un œdème persistant au niveau des tumeurs du groupe LR. 

La cinétique d'évolution des tumeurs du groupe AS est plus rapide, elle est illustrée par une 

courbe qui se situe au dessus de celles des groupes LB et LR. 

La comparaison statistique des données du groupe LB et du groupe AS révèle une 

différence significative (p<O,05) sur toute la durée du suivi de l'évolution tumorale excepté 

pour les jours J 10, J 14 et ho. 

Par ailleurs, la comparaison des données obtenues sur le groupe AS et le groupe LR 

démontre une différence significative (p<O,05) uniquement les huit premiers jours, ensuite 

les croissances tumorales des deux groupes de tumeurs se rejoignent. 

4s Discussion 

Le premier objectif de cette étude était de démontrer si une première exposition des 

tumeurs à une lumière à visée de diagnostic altère l'efficacité de la seconde photoirradiation 

à visée thérapeutique. A cette question, seule l'évaluation de l'efficacité biologique peut 

procurer une réponse. Néanmoins les différents évènements physico-chimiques pouvant 

survenir lors des différentes étapes d'illumination peuvent fournir les données nécessaires 

à la compréhension des phénomènes photodynamiques en général et du phénomène de 

photodégradation en particulier. 

Détermination de taux de photoblanchiment par évaluation de la décroissance 

de fluorescence de l'HpD intratumorale. 

Les résultats obtenus démontrent un taux de photoblanchiment pour le groupe LB d'environ 

3,5 inférieur à ceux obtenus pour les groupes LR et AS. Sachant que la fluence théorique 

du groupe LB est de 6,5 J.cm-2, c'est à dire une fluence environ 16 fois inférieure à celle du 

groupe LR, ces résultats semblent conformes à la relation qui lie le phénomène de 

photodégradation à la dose de lumière. 

Néanmoins, considérant cette même relation et sachant que pour le groupe AS les deux 

fluences s'additionnent pour donner une fluence théorique de 111,5 J.cm-2, le taux de 
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photoblanchiment devrait être supérieur à celui obtenu pour une fluence théorique de 

105 J.cm-2 en lumière rouge. L'absence de différence entre des taux de photoblanchiment 

obtenus dans ces deux groupes de tumeurs apparaît par conséquent paradoxale. 

Ces données démontrent la complexité de l'étude d'un tel phénomène par une méthode 

spectrofluorimétrique. Il est en effet très difficile de réaliser une évaluation objective de ce 

phénomène in vivo car à la fluorescence de l'HpD peut se rajouter celle des substrats 

biologiques émettant aux mêmes longueurs d'ondes, notamment celle des porphyrines 

endogènes dont les pics d'émission se situent à 630 et à 677 nm. A cette fluorescence peut 

également se rajouter celle des produits de la phototransformation. Lors de l'association des 

deux lumières, la fluence théoriGüe étant relativement importante (111,5 J.cm-2), nous 

constatons une modification de l'allure du spectre d'émission avec une augmentation de la 

fluorescence entre 655 et 665 nm (figure XII.3) et qui témoigne de l'apparition de 

photoproduits fluorescents. Ces données sont en accord avec les résultats obtenus in vitro 

sur les spectres des solution d'HpD supplémentées de SVP (Chapitre IX, figure 12), nous 

avons observé une augmentation de fluorescence similaire entre 645 et 655 nm que nous 

avons identifié par spectrofluorimétrie comme de nouveaux pics relatifs à des 

photoproduits. Ces observations corroborent par ailleurs les données obtenues par Moan 

qui a observé un épaulement similaire entre 645 et 650 nm sur des solutions d'HpD 

photoirradiées (Moan, 1986). 

Hormis ces photoproduits déjà observés sur solutions, il n'est pas exclu qu'à 630 nm, bande 

d'émission maximale de l'HpD, il Y ait contribution de produits fluorescents dont 

l'existence serait masquée par celle de la molécule mère d'HpD et pourraient modifier le 

taux global de photoblanchiment déduit de la diminution de l'intensité du pic à 630 nm. 

Le troisième facteur qui pourrait contribuer à la difficulté d'évaluation du taux de 

photoblanchiment par cette méthode est d'ordre technique. En effet, l'utilisation d'un 

spectromètre avec une source d'excitation dans le bleu dont la profondeur de pénétration 

dans les tissus est limitée ne peut rendre compte que de l'extinction de fluorescence des 

molécules superficielles. Par conséquent, l'évaluation du phénomène n'est pas déduite de la 

diminution de fluorescence de la totalité des molécules intratumorales mais uniquement de 

celle des molécules superficielles ce qui induirait une surestimation du phénomène. 

Considérant tous ces facteurs, il semble difficile dans ces conditions d'obtenir une 

évaluation rigoureuse de la constante de photoblanchiment par cette méthode de mesure. 
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Détermination de taux de photoblanchiment par une méthode chimique d'extraction de 

l'HpD intratumorale 

En assimilant les fluences utilisées dans chaque groupe de souris à des fluences 

équivalentes en lumière rouge, nous obtenons après correction à une distance théorique de 

0,5 mm une fluence de 6,5 J.cm-2 pour le groupe LB, de 105 J.cm-2 pour le groupe LR et de 

111,5 J.cm-2 pour le groupe AS. 

L'analyse statistique des quantités d'HpD extraites des différents groupes de tumeurs ne 

démontre aucune différence significative bien que la fluence théorique utilisée en lumière 

bleue soit environ 16 fois inférieure à la fluence en lumière rouge. 

Cette absence de différence entre les taux de photoblanchiment suggérerait que selon la 

longueur d'onde de lumière utilisée les processus photodynamiques impliqués soient 

différents. 

La lumière rouge pénétrant plus profondèment dans les tissus, on pourrait supposer que les 

molécules de porphyrine peuvent absorber l'énergie photonique même à l'intérieur de la 

tumeur. Les états triplets excités de l'HpD pourront ensuite céder soit directement leur 

excédent d'énergie à l'oxygène moléculaire de l'environnement tumoral et engendrer la 

production d'oxygène singulet (réaction de type II) soit indirectement via un substrat 

oxydable du milieu (réaction de type 1). Les réactions photodynamiques qui risqueraient de 

se produire dans de telles conditions impliqueraient majoritairement l'oxygène. 

En revanche, en ce qui concerne la lumière bleue, le transfert de l'énergie photonique des 

molécules de porphyrines à l'oxygène n'est envisageable que sur la partie superficielle de la 

tumeur. Par conséquent, un transfert direct des états triplets excités de l'HpD vers l'oxygène 

moléculaire en profondeur de la tumeur n'est pas envisageable. En revanche, nous avons 

montré que le taux de photoblanchiment ne dépendait pas directement de la profondeur de 

pénétration de la lumière dans le tissu (cf chapitre XI, 4) et nous avons envisagé la 

possibilité de l'intervention d'un troisième processus photo dynamique dans lequel les 

porphyrines dans leur état triplet interagiraient par un processus de transfert d'électrons 

avec des radicaux libres formés intrinsèquement dans le tissu tumoral (Gal 1992). Ce 

mécanisme de type radicalaire contribuerait pour une large part au processus 

photodynamique global (Shulyakovskaya et al, 1993). 

La différence de résultats obtenus entre les deux lumières résiderait alors dans la différence 

des taux relatifs de participation de chacune des réactions photodynamiques au processus 

global de photodégradation. 
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Evaluation du taux des processus photodynamiques radicalaires par une méthode 

biochimique de dosage du MDA. 

Nous observons sur les échantillons tumoraux témoins (avec ou sans HpD) l'existence 

d'une quantité de radicaux libres initiale imputable aux réactions radicalaires endogènes 

dans les tissus néoplasiques (Emanuel, 1977). Aucune différence significative n'est 

observée entre le témoin sans HpD et le témoin avec HpD ce qui confirme que l'HpD en 

absence de lumière n'engendre aucun processus radicalaire propre. La comparaison des 

quantités de MDA extraites des tumeurs photoirradiées ne révèle aucune différence 

significative entre les trois groupes. Cette absence de significativité est probablement due à 

la grande variabilité inter-essais souvent rencontrée dans les essais in vivo et également à la 

complexité de dosage des produits radicalaires. 

Néamoins, la tendance à la production accrue de radicaux libres dans les essais impliquant 

la photoirradiation en lumière bleue semble être marquée. Si l'on considère qu'il existe une 

relation directe entre la dose de lumière, l'effet photodynamique et la production de 

radicaux libres, nous devrions nous attendre à ce que le taux de peroxydation lipidique soit 

plus important pour les tumeurs photoirradiées en lumière rouge que pour celles 

photoirradiées en lumière bleue, nous observons pourtant la tendance inverse. 

Cet effet paradoxal pourrait être expliqué par la différence des durées d'exposition pour 

chaque modalité de photoirradiation. En effet, une fluence de 1 J.cm-2 en lumière bleue 

nécessite un temps d'exposition relativement court (30 secondes) tandis qu'une fluence de 

150 J.cm-2 en lumière rouge nécessite un temps d'exposition plus long (8 minutes). Pendant 

les temps d'exposition prolongés un processus métabolique protecteur vis a vis des 

radicaux libres pourrait se manifester par la libération d'antioxydants endogènes 

susceptibles de piéger ces produits. La participation du gluthation réduit (GSH) a 

également été citée dans la réparation et la protection du stress oxydatif provoqué par les 

processus photodynamiques. Le GSH peut agir selon différentes voies, il peut piéger les 

espèces radicalaires telles les espèces actives de l'oxygène 102 (oxygène singulet) et 0-2 

(ion superoxyde) ainsi que les radicaux hydroxyles OHo et le peroxyde d'hydrogène H202 

(Thomas & Girotti, 1989). Le GSH peut également intervenir en tant que substrat de la 

GSH-peroxydase, enzyme impliquée dans la détoxification de 102 ainsi que celle d'une 

grande variété d'hydroperoxydes organiques tels les hydroperoxydes lipidiques (Flohe 

1982). 

D'autre part, la production accrue de MDA dans les essais impliquant la lumière bleue 

pourrait expliquer le taux de photodégradation important observé par extraction chimique 

sur les tumeurs du groupe LB et du groupe AS. li a été en effet démontré qu'une irradiation 

en lumière ultra-violette ou visible induisait dans les cellules un photoblanchiment de 
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l'HpD nettement plus prononcé dans la membrane plasmique que dans les autres 

compatiments cellulaires (Schneckenburger et al, 1988). Ceci est dû à la peroxydation 

photoinduite des lipides membranaires qui semble être impliquée dans le phénomène de 

photoblanchiment des porphyrines (Reyftmann 1986, Morlière et al 1987). 

Cette différence de lipoperoxydation membranaire entre les groupes LB et AS et le groupe 

LR pourrait par ailleurs conforter l'hypothèse de l'existence d'une différence entre les taux 

relatifs de participation des trois différents processus photochimiques (réaction de type I, 

de type II et de type III) à l'ensemble du processus de photodégradation. Les processus 

radicalaires semblent en effet être plus prononcés en cas de photoirradiation par la lumière 

bleue. 

Nous observons par ailleurs qu'en dépit d'une fluence théorique nettement supérieure dans 

le groupe AS, la quantité de MDA est comparable à celle des tumeurs du groupe LB. Il est 

très possible que lors de l'exposition à la lumière bleue le seuil supérieur de production de 

MDA soit atteint, ce qui expliquerait qu'aucune différence n'apparaisse entre les deux 

essais. L'effet des anti-oxydants endogènes qui pourraient intervenir lors de la seconde 

exposition en lumière rouge pourrait également être incriminé. 

Evaluation des effets biologiques en suivant l'évolution du volume tumoral sur les souris 

traitées. 

L'évolution du volume tumoral après exposition séquentielle aux deux lumières révèle un 

effet moindre qui témoigne de l'altération de l'activité photodynamique. Il est difficile 

d'attribuer cette perte d'efficacité à un photoblanchiment strict des molécules d'HpD lors de 

la première exposition des tumeurs à la lumière bleue. En effet, aucune relation directe ne 

permet de lier les résultats du test biologique à celles des différentes autres méthodes 

d'évaluation. 

En revanche, sachant que pour des raisons techniques les deux expositions à la lumière 

peuvent être espacées d'environ 20 à 30 minutes, nous pouvons assimiler cette modalité de 

photoirradaition à un fractionnement de doses. Les résultats concernant ce phénomène sont 

très controversés. Moan (1979) a démontré sur culture de cellules que pour une même dose 

totale de lumière, plus le temps séparant les photoirradiations est élevé et plus la 

cytotoxicité est importante. Ainsi la première exposition à la lumière devrait initier un 

processus qui fragiliserait les cellules et les rendrait plus photosensibles. Graschew et 

Shopova (1988) ont observé in vivo un meilleur effet tumoral après fractionnement de la 

dose de lumière. 

D'autres travaux ont par ailleurs démontré des données totalement contradictoires, Merlin 

et al (1992) et Foultier et al (1989) rapportent une altération du pouvoir de 
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photoinactivation cellulaire suite au fractionnement des doses de lumières. Benstead et 

Moore (1988) a également démontré in vivo que le fractionnement de la lumière induisait la 

nécrose au niveau des tissus tumoraux et épargnait les tissus sains. La diminution de la 

cytotoxicité après une double photo irradiation peut être expliquée par l'installation d'un 

processus métabolique de réparation évoqué précédemment. 

Nos résultats sont plus en accord avec ces données, il est en effet très possible que le laps 

de temps de 20 à 30 minutes séparant les deux photoirradiations soit suffisant pour initier 

un processus de réparation et de détoxification à l'origine de la diminution de la régression 

tumorale et pourtant on pourrait aussi évoquer un rôle - en sens inverse - d'une 

réoxygénation des tissus. 

S-Conclusion et perspectives 

Dans cette dernière partie de notre étude nous avions pour objectif de reproduire sur un 

modèle in vivo le schéma d'un protocole clinique hypothétique où un diagnostic par 

détection de fluorescence précéderait un traitement photodynamique et de démontrer si 

l'association séquentielle de deux photo irradiations avait pour conséquence une altération 

de l'efficacité de la PDT. 

Seul le test biologique nous a permis de répondre à cette question pour laquelle les autres 

méthodes d'évaluation physiques ou chimiques ne peuvent fournir une réponse objective. 

Nous n'avons en effet constaté aucune relation directe pouvant lier les données obtenues 

par les trois méthodes d'évaluation indirecte aux conséquences biologiques réellement 

observées sur les souris. 

D'autre part, malgré des données environnementales, géométriques, physiques et optiques 

totalement différentes entre les milieux in vitro et in vivo l'altération des effets de la PDT 

lors d'une association séquentielle des deux lumières semble incontestable dans les deux 

cas. 

Néanmoins, avant de conclure hâtivement à un tel effet et de l'extrapoler au domaine 

clinique, il serait intéressant de poursuivre les essais d'évaluation de l'effet biologique in 

vivo sur une large gamme de fluences en lumière rouge et en lumière bleue. 

Nous avons montré dans les essais in vitro que l'effet négatif des deux photoirradiations 

avait tendance à s'estomper à certaines fluences d'exposition en lumière bleue. Cette 

amélioration a été expliquée par la production de produits avec une nouvelle bande 

d'absorption à 642 nm et dont l'existence a été suggérée par des mesures d'absorbance 
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différentielle. Ces produits ont souvent été démontrés dans la littérature par des mesures in 

vitro et in vivo (Moan 1988, Konig 1990, Rotomskiene et al, 1988 ; Dietel et al, 1990). Ils 

peuvent avoir une activité photodynamique importante et un pouvoir d'inhibition de la 

croissance tumorale supérieurs à celui de l'HpD (Giniunas et al, 1990), de plus leur 

efficacité photodynamique a été montrée à des longueurs d'ondes inférieures à 640 nm 

(Dietel et al, 1990). 

Au vu de ces données bibliographiques et de nos propres résultats obtenus in vitro, il serait 

intéressant de poursuivre ces essais et de prospecter un large intervalle de fluences afin de 

cibler la production optimale de ces produits. 

D'autre part, pour répondr~ à une question plus fondamentale concernant la différence des 

taux de participation des processus radical aires pour la lumière rouge et la lumière bleue, il 

serait intéressant d'administrer la même dose d'énergie en lumière bleue et rouge et de 

comparer les quantités de radicaux libres produits pour chaque photoirradiation. 
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CONCLUSION GÉNÉRALE ET PERSPECTIVES 

l-Nous avons montré que la simulation de l'association séquentielle de deux 

photoirradiations avait pour conséquence d'altérer l'efficacité photodynamique. 

Cet effet qui aurait tendance à s'estomper dans les essais in vitro pour certaines fluences 

d'exposition lors de la première photoirradiation suggèrerait l'existence de deux 

phénomènes simultanés : photodégradation des molécules initiales et la formation de 

photoproduits pourvus d'une activité photodynamique qui compenserait partiellement la 

destruction du photosensibilisateur. 

Les mesures d'absorbance et de fluorescence sur des solutions d'HpD supplémentées de 

SVF ont révélé l'apparition de nouveaux pics relatifs aux photoproduits de l'HpD. Nous 

avons plus particulièrement observé les produits avec une nouvelle bande d'absorption vers 

642 nm. Leur efficacité photodynamique même à des longueurs d'ondes inférieures à 640 

nm a été rapportée dans la littérature. En absorbant au niveau des longueurs d'ondes plus 

éloignées dans le rouge, ces photoproduits offrent la possibilité d'utilisation d'une lumière 

avec un coefficient de pénétration beaucoup plus important au niveau des tissus 

biologiques. 

Dans le modèle in vivo, malgré l'organisation tri-dimensionnelle et la complexité des 

phénomènes optiques, l'altération des effets de la PDT observée in vitro sur le modèle 

cellulaire en monocouche, est retrouvée. Cependant, si les essais analysant la régression 

tumorale permettent d'aboutir à une telle conclusion, toutes les autres méthodes indirectes 

d'évaluation soulignent la complexité des phénomènes mis en jeu au cours des réactions 

photobiologiques. 

En effet, malgré une meilleure pénétration de la lumière rouge et une dose de lumière deux 

fois supérieure, l'indice de peroxydation lipidique ou le taux de photoblanchiment évalué 

par extraction chimique de l'HpD sont supérieurs en lumière bleue. Ces résultats révèlent 

une absence de corrélation apparente entre la quantité d'énergie absorbée par le 

photosensibilisateur et le photoblanchiment et suggèrent la participation de processus 

photodynamiques différents selon la longueur d'onde de lumière utilisée. 

2-Le second objectif de ce travail, était d'évaluer les constantes de photodégradation dans 

différents environnements biologiques in vivo et in vitro. 

La présence de SVF dans les solutions d'HpD nous a permis de travailler en présence de 

plusieurs biomolécules photo-oxydables pouvant interagir avec les porphyrines. Un tel 
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système est assimilable à un milieu biologique. Dans ces conditions, la cinétique et les 

rendement de photoblanchiment sont modifiés, les processus de photodégradation semblent 

emprunter les voies photochimiques de type II et de type 1 avec une prédominance pour 

cette dernière. D'autre part, l'analyse comparative des constantes de photodégradation 

évaluées par les différentes méthodes révèle que les méthodes spectrométriques sous 

estiment les conséquences réelles de la photodégradation de l'HpD dans le milieu 

biologique. Seule la constance de photoblanchiment déduite de la réduction du pouvoir de 

photoinactivation cellulaire permet une évaluation objective des conséquences de la 

photodégradation du produit. 

La détermination des constantes de photodégradation de l'HpD sur tumeurs HT29 

photoirradiées et l'analyse comparative des taux de photodégradation obtenus avec deux 

longueurs d'onde de photoirradiations différentes (413 et 630 nm) démontrent d'une part 

que la faible pénétration de la lumière bleue dans les tissus n'est pas un facteur limitant et 

que les réactions photochimiques induites impliquent l'intervention de chaînes de réactions 

radicalaires. D'autre part, la comparaison des constantes évaluées par la même méthode 

d'extraction chimique sur les tumeurs HT29 photoirradiées en lumière rouge et lumière 

bleue démontre un taux de photoblanchiment plus important en lumière bleue. 

Après ces observations, différentes perspectives s'imposent. La première concerne la 

poursuite des essais d'évaluation de l'effet biologique in vivo sur une large gamme de 

fluences en lumière rouge et en lumière bleue. Il n'est pas exclu que sous certaines 

conditions de photoirradiations nous puissions observer la production de photoproduits 

actifs que l'on pourrait exploiter pour améliorer l'efficacité photodynamique. 

Si ces photoproduits existent nous pourrons envisager des essais avec une illumination 

simultanée avec deux raies de lumières, la première susceptible d'exciter la molécule mère 

d'HpD (À.=630nm) et la seconde les photoproduits (À.=642nm). L'efficacité photodynamique 

pourrait être ainsi améliorée et la photodégradation compensée par exploitation en temps 

réel des produits de la phototransformation. 

Nous avons également démontré que la faible pénétration de la lumière bleue dans les tissus 

biologiques n'était pas un facteur limitant à la propagation du processus de 

photodégradation au sein de la tumeur. Si cette hypothèse est vraie, il est important de 

considérer que des réactions photodynamiques qui conduisent au photoblanchiment du 

photo sensibilisant ne sont pas exclusives et induisent un effet PDT au niveau de la tumeur. 

Al' issue de cette hypothèse, nous envisageons de rechercher si un tel effet existe, en 

suivant la régression tumorale des tumeurs photoirradiées à différentes doses de lumière 

bleue. 
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Notre dernière perspective concerne une question plus fondamentale, la différence des taux 

de participation des processus radicalaires pour la lumière rouge et la lumière bleue. Il 

serait intéressant d'administrer la même dose d'énergie en lumière bleue et en lumière rouge 

et de comparer par la suite les quantités de radicaux libres produits pour cpqque 

photoirradiation. 
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Annexes 



figure II.1 (p 8) 

LISTE DES FIGURES 

Distribution des spins électroniques dans l'état fondamental 

et dans l'état excité 

figure II. 2 (p 9) Représentation des états excités moléculaires électroniques: 

diagramme de Jablonski 

figure IV.l (p 19) Structure chimique des porphyrines 

figure IV.2 (p 19) Structure de base des monomères 

figure IV.3 (p 20) Structure de la dihématoporphyrine éther (D.H.E) 

figure IV.4 (p 21) Structure chimique de la dihématoporphyrine ester 

Figure IV.5 (p 22) Profil chromatographique d'une solution d'HpD( Queen 

Elisabeth Hospital) : Hp (1), HVD1 (II), HVD 2 (ID), Pp 

(IV) et DHE (V), (V.Azzi, 1992) 

figure IV.6 (p 24) Spectre d'absorption d'une solution d'HpD (5Jlg/ml) dans 

du tampon phosphate (PBS, pH 7,4) 

figure IV. 7 (p 25) Spectre d'excitation de fluorescence d'une solution d'HpD 

(5Jlg/ml) dans du tampon phosphate (PBS, pH 7,4) 

figure IV.8 (p 26) Spectre d'émission de fluorescence d'une solution d'HpD 

(5Jlg/ml) dans du tampon phosphate (PBS, pH 7,4) 

Figure VIII, 1 (p 61) Courbe de survie des cellules NHIK 3025 exposées à la 

lumièe après 18 heures d'incubation avec 0,4 ou 12,5 Jlg/ml 

de photofrin (Moan 1984,1986). 

Figure VIII.2 (p 65) 

Figure IX.l (p 71) 

Structure en "Sandwich" des dimères de porphyrines 

Structure chimique du MTT et de son produit de 

transformation 



Figure IX.2 (p 74) 

Figure IX.3 (p 76) 

Figure IX.4 (p 78) 

Figure IX.5 (p 79) 

Figure IX.6 (p 80) 

Figure IX.7 (p 81) 

Figure IX.8 (p 84) 

Figure IX.9 (p 84) 

Protocole expérimental des essais de cytotoxicité au MIT 

sur cellules HT29, après association séquentielle de deux 

photoirradiations (415 et 630 nm) en présence d'HpD. 

Protocole d'évaluation par cytométrie en flux de la 

fluorescence intracellulaire de l'HpD après photoirradiation 

des cellules HT29 en lumière bleue. 

Protocole de photoirradiation des solutions d'HpD (5J.1g/ml, 
pH 7,4) dans du PBS supplémenté de 10% de SVP. 

Courbes dose-réponse de cellules HT -29, ayant incubé 

pendant 3 heures avec de l' HpD puis exposées à différentes 

fluences de lumière bleue. 

Concentrations d'HpD requises pour induire 50% 

d'inhibition de la croissance cellulaire (IC50) à une fluence 

donnée en lumière bleue. Les données correspondent à la 

moyenne de 3 essais réalisés en 8 exemplaires (l'erreur 

standard sur la moyenne est dans tous les cas inférieure 

à 5%). 

Courbes de cytotoxicité en fonction de la concentration en 

HpD. Photoirradiation en lumière bleue (0,01 J.cm-2), en 

lumière rouge (20 J.cm-2) et en association séquentielle des 

deux lumières (Bleue+Rouge). Chaque point représente la 

moyenne de 3 essais réalisés en 8 exemplaires (l'erreur 

standard calculée sur la moyenne est inférieure à 5%). 

Courbes de cytotoxicité obtenues par traitement avec la 

lumière bleue (0,25 J.cm-2), la lumière rouge (20 J.cm-2) et 

l'association séquentielle des deux lumières (Bleue+Rouge) 

en présence d'HpD. Chaque point représente la moyenne de 

3 essais réalisés en 8 exemplaires (l'erreur standard calculée 

sur la moyenne est dans tous les cas inférieure à 5%). 

Courbes de cytotoxicité obtenues par traitement avec la 

lumière bleue (0,5 J.cm-2), la lumière rouge (20 J.cm-2) et 

l'association séquentielle des deux lumières (Bleue+Rouge) 

en présence d'HpD. Chaque point représente la moyenne de 



Figure IX.lO (p 86) 

Figure IX.ll (p 87) 

Figure IX.12 (p 88) 

Figure IX.13 (p 89) 

Figure IX.14 (p 89) 

Figure IX.15 (p 91) 

Figure IX.16 (p 96) 

3 essais réalisés en 8 exemplaires (l'erreur standard calculée 

sur la moyenne est dans tous les cas inférieure à 5%). 

Variation de l'indice d'interaction 1 en fonction des fluences 

de photoirradiation en lumière bleue associée à une fluence 

de 20 J.cm-2 en lumière rouge, en présence d'HpD. 

Variation de l'indice d'interaction 1 pour des fluences en 

lumière bleue comprises entre ° et 0,03 J.cm-2 associées à 

une fluence de 20 J.cm-2 en lumière rouge, en présence 

d'HpD. 

Variation de l'indice d'interaction 1 pour des fluences en 

lumière bleue comprises entre 0,03 et 0,1 J.cm-2 associées à 

une fluence de 20 J.cm-2 en lumière rouge, en présence 

d'HpD. 

Variation de l'indice d'interaction 1 pour des fluences en 

lumière bleue comprises entre 0.10 et 0,35 J.cm-2 associées 

à une fluence de 20 J.cm-2 en lumière rouge, en présence 

d'HpD. 

Variation de l'indice d'interaction 1 pour des fluences en 

lumière bleue comprises entre 0,35 et 0,5 J.cm-2 associées à 

une fluence de 20 J.cm-2 en lumière rouge, en présence 

d'HpD. 

Evolution de la fluorescence de l'HpD intracellulaire sur 

cellules HT29 photoirradiées et analysées par CMF. Chaque 

point représente la moyenne obtenue sur au moins trois 

essais (l'erreur standard calculée sur la moyenne est 

inférieure 5%) 

Superposition d'un spectre d'émission de fluorescence 

témoin d'une solution d'HpD (5 Jlg/ml) diluée dans du PBS 

supplémenté de 10% de SVF (pH 7,4).(1) à un spectre 

d'émission d'une solution d'HpD identique mais 

photoirradiée à 0,5 J.cm-2 (2). 



Figure IX.17 (p 97) 

Figure IX.18 (p 99) 

Evolution de l'intensité de fluorescence intégrale entre 600 

et 700 nm mesurée par spectrofluorimétrie sur solutions 

d'HpD supplémentées de 10% de sérum de veau fœtal et 

exposées à différentes fluences en lumière bleue. Chaque 

point représente la moyenne d'au moins trois essais. 

Spectre differentiel typique de fluorescence, obtenu par 

soustraction du spectre d'émission d'une solution d'HpD (5 

mg/ml dilué dans du PBS supplémenté de 10% de SVF) 

photoirradiée à 0,02J.cm-2 au spectre d'une solution témoin 

équimolaire sans photoirradiation. 

Figure IX.19 (p 100) Spectre differentiel ttypique de fluorescence, obtenu par 

soustraction du spectre d'émission d'une solution d'HpD (5 

mg/ml dilué dans du PBS supplémenté de 10% de SVF) 

photoirradiée à 0,5 Icm-2 au spectre d'une solution témoin 

équimolaire sans photoirradiation. 

Figure IX.20 (p 101) Formation des photoproduits émettant à 651 nm en fonction 

des doses de lumière bleue. Chaque point représente la 

moyenne d'un minimum de trois essais. 

Figure IX.21 (p 102) Spectre d'absorption différentielle d'une solution d'HpD 

(5 J..1g/ml dans du PBS +10% sérum) exposée à la lumière 

bleue (0.1 mW.cm-2, 0.5 J.cm-2). 

Figure IX.22 (p 103) Diminution de l'absorbance au niveau de la bande de Soret 

en fonction des fluences en lumière bleue. Chaque point 

représente la moyenne obtenue sur trois essais. 

Figure IX.23 (p 104) Cinétique de formation des photoproduits en fonction des 

fluences d'exposition en lumière bleue, illustrée par 

l'absorbance relative de la solution irradiée à 642 nm 

comparée à celle de la même solution non irradiée 

(M642/A642). Chaque point représente la moyenne de 

trois essais. 



Figure X.1 (p 110) 

Figure X.2 (p 113) 

Figure X.3 (p 114) 

Figure X.4 (p 117) 

Figure X.5 (p 118) 

Figure X.6 (p 118) 

Figure X.7 (p 120) 

Figure X.8 (p 120) 

Figure X.9 (p 122) 

Shéma du protocole expérimental de l'évaluation des 

cinétiques de photodégradation par le test biologique de 

cytotoxicité au MIT. 

Variation de la fluorescence intracellulaire en fonction du 

pourcentage de sérum dans le milieu. Les valeurs 

représentées correspondent à la moyenne de trois essais et 

en raison de la faible importance des erreurs standards, elles 

sont dissimulées par les symboles du graphique. 

Courbe de cytotoxicité des cellules HT29 en fonction de la 

concentration en HpD et en présence de taux différents de 

sérum dans le milieu d'incubation. Chaque point représente 

la moyenne de trois essais indépendants. 

Spectres d'absorption d'une solution d'HpD (5Jlg/ml) dans 

du tampon phosphate (PBS, pH 7,4) sans sérum (1), avec 

2% de SVF (2). 

Spectres d'émission de fluorescence d'une solution d'HpD 

(5Jlg/ml) dans du tampon phosphate (PBS, pH 7,4) sans 

sérum (1), avec 2% de SVF (2). 

Spectres d'excitation de fluorescence d'une solution d'HpD 

(5Jlglml) dans du tampon phosphate (PBS, pH 7,4) sans 

sérum (1, détecté à 615 nm) , avec 2% de SVF (2, détectée 

à 625 nm). 

Courbe d'évolution de l'absorption à 395 nm pour des 

solutions d'HpD diluées dans du PBS (sans sérum) 

photoirradiées à différentes fluences. 

Courbe d'évolution de l'absorption à 403 nm pour des 

solutions d'HpD diluées dans du PBS supplémenté de 2% 

de SVF, photoirradiées à différentes fluences. 

Courbe de décroissance de l'intensité du pic de fluorescence 

à 615 nm sur les solutions d'HpD dans du PBS. 



Figure X.10 (p 122) 

Figure X.ll (p 125) 

Figure X.12 (p 126) 

Figure X.13 (p 126) 

Figure X.14 (p 127) 

Figure X.15 (p 129) 

Figure X.16 (p 130) 

Figure X.17 (p 131) 

Courbe de décroissance de l'intensité du pic de fluorescence 

à 624 nm sur les solutions d'HpD dans du PBS 

supplémenté de 2% de SVF. 

Courbes de décroissance du pouvoir de photoinactivation 

des cellules HT29 à une fluence de 0,5 J.cm-2, en fonction 

des fluences de préirradiation des solutions d'HpD. 

Courbe de cytotoxicité des cellules HT29 exposées à la 

lumière bleue (1<415 nm) à une fluence de 0,5 J.cm-2 en 

fonction de la concentration en HpD (courbe de calibration). 

Courbe de de décroissance des concentrations actives 

d'HpD dans le milieu d'incubation après photoirradiation 

des solutions à différentes fluences en lumière bleue 

(1<415 nm). 

Courbe semi logarithmique de la décroissance de la 

concentration active dans le milieu en fonction des fluences 

de préirradiation. 

Images de fluorescence recueillies pendant 60 secondes. La 

cellule HT29 est photoirradiée par une lumière bleu 

(À<480 nm) à travers l'objectif du microscope. L'émission 

de fluorescence est recueillie à travers un filtre passe bande 

centré sur 630 nm. 

Distribution topographique de l'intensité de fluorescence en 

niveaux de gris, dans les différents zones intracellulaires sur 

une cellule HT29 incubée à 50 J..Lg/ml d'HpD pendant 

18 heures. 

Cinétique de photoblanchiment de l'HpD à partir d'images 

de fluorescence recueillies pendant 40 secondes sur une 

cellule HT29 isolée. L'intensité de fluorescence est 

exprimée en valeurs normalisées en rapportant l'intensité de 

fluorescence de chaque image (F) à l'intensité de 

fluorescence initiale (Fo ) relevée au début de l'acquisition. 



Figure X.18 (p 132) 

Figure X.19 (p 133) 

Représentation logarithmique de la cinétique de 

photoblanchiment de l'HpD sur la partie initiale de 

décroissance exponentielle (de ° à 20 secondes). 

Distribution topographique de l'intensité de fluorescence en 

niveaux de gris obtenues sur les images de fluorescence 

intracellulaire après exposition à la lumière. 

Figure X.19bis (p 134) Distribution topographique de l'intensité de fluorescence en 

niveaux de gris obtenues sur les images de fluorescence 

intracellulaire après exposition à la lumière. 

Figure XI.1 (p 142) 

Figure XI.2 (p 143) 

Figure XI.3 (p 144) 

Figure XI.4 (p 145) 

Figure XI.5 (p 146) 

Superposition des spectres d'émission de fluorescence de 

l'extrait tumoral après addition progressive d'incréments de 

0,05 J.lg d'HpD et du spectre initial du même échantillon 

tumoral après extraction. Les points isobestiques se situent à 

568 et 690 nm. 

Courbe d'évolution de l'intensité de fluorescence en 

fonction de la quantité d'HpD rajoutée. 

Spectres d'émission de fluorescence enregistrés sur tumeurs 

HT29 24 heures après injection par voie intrapéritonéale 

chez la souris d'une dose équivalente à 10 mglkg Spectre A: 

enregistré sur tumeur témoin non-photoirradiée, spectre B: 

enregistré sur tumeur photoirradiée en lumière bleue 

(fluence: 1J.cm-2). 

Cinétique de décroissance de la fluorescence tumorale en 

fonction des fluences photoirradiation en lumière bleue. Les 

valeurs représentent la moyenne (± écart type) des intensités de 

fluorescence obtenues sur cinq tumeurs différentes. 

Représentation semi-Iogarithmique de la décroissance 

exponentielle de la fluorescence intratumorale en fonction des 

fluences d'exposition en lumière bleue. Les valeurs 

représentent la moyenne (± écart type) des intensités de 

fluorescence obtenues sur cinq tumeurs différentes 



Figure XI.6 (p 147) 

Figure XI.7 (p 148) 

Figure XI.8 (p 149) 

Figure XI.9 (p 150) 

Figure XI.I0 (p 151) 

Figure XII.! (p 1(4) 

Figure XH.2 (p 1(5) 

Figure XH.3 (p 1(5) 

Relation linéaire entre la quantité d'HpD extraite et la quantité 

injectée aux souris. La tumeur est prélevée 24 heures après 

injection de l'HpD. Chaque point de mesure représente la 

moyenne de quantités extraites sur cinq tumeurs différentes 

réalisées en triple exemplaire. 

Quantités d'HpD extraites sur différents échantillons tumoraux 

en fonction des doses d'exposition à la lumière bleue 

(À~415 nm). Chaque point correspond à la moyenne des 

quantités extraites sur cinq tumeurs différentes. 

Représentation semi-Iogarithmique de l'évolution des quantités 

d'HpD extraites sur les différents échantillons tumoraux en 

fonction de l'exposition à la lumière bleue. Chaque point 

correspond à la moyenne des quantités extraites sur cinq 

tumeurs différente 

Courbe de l'évolution des quantités d'HpD après exposition à 

différentes fluences en lumière rouge. Chaque point correspond 

à la moyenne des quantités extraites sur cinq tumeurs 

différentes. 

Représentation semi-logarithmique de la courbe d'évolution des 

quantités d'HpD après exposition à différentes fluences en 

lumière rouge. Chaque point correspond à la moyenne des 

quantités extraites sur cinq tumeurs différentes. 

Spectres d'émission de fluorescence sur tumeurs HT29 

enregistrés 24h après injection aux souris d'une dose d'HpD de 

10 mglkg. Spectre A: avant photoirradiation, spectre B après 

photoirradiation en lumière bleue (l J.cm-2) 

Spectres d'émission de fluorescence sur tumeurs HT29 

enregistrés 24h après injection aux souris d'une dose d'HpD de 

10 mglkg. Spectre A: avant photoirradiation, spectre B après 

photoirradiation en lumière rouge (150 J.cm-2) 

Spectres d'émission de fluorescence sur tumeurs HT29 

enregistrés 24h après injection de 10 mglkg d'HpD Spectre A 



Figure XII.4 (p 167) 

Figure XII.5 (p 168) 

Figure XII.6 (p 169) 

avant photoirradiation, spectre B après association des deux 

lumières: bleue IJ.cm-2) et rouge, 150 J.cm-2. 

Quantités d'HpD extraites 24h après injection d'une dose 

d'HpD équivalente à 10 mg/kg, sur tumeurs témoins HT29 

sans photoirradiation et sur tumeurs exposées à la lumière bleue 

(IJ.cm-2), à la lumière rouge (150 J.cm-2) et à l'association 

des deux. Les résultats correspondent aux quantités moyennes 

obtenues sur cinq tumeurs (± écart type). 

Quantités de MDA extraites sur des tumeurs HT29 non 

photoirradiées (sans HpD: témoin avec HpD: témoin HpD) et 

exposées à la lumière bleue (1 J.cm-2), à la lumière rouge 

(150 J.cm-2) et à l'association des deux. Les résultats 

correspondent aux quantité moyennes obtenue sur cinq tumeurs 

(± écart type). 

Croissance tumorale sur cinq différents groupes de souris, 

deux groupes témoins non photo irradiés sans HpD et avec 

HpD et trois autres groupes correspondant aux souris traitées 

par exposition à la lumière bleue (1 J.cm-2) à la lumière rouge 

(150 J.cm-2) et à l'association séquentielle des deux lumières. 

Chaque groupe est constitué d'un nombre minimal de 6 souris. 



Tableau IX.1 CP 82) 

Tableau IX.2 (p 83) 

Tableau IX.3 (p 85) 

Tableau IX.4 (p 85) 

Tableau IX.5 (p 94) 

LISTE DES TABLEAUX 

Concentrations d'HpD requises pour produire le même effet 

(10,50 et 90% d'inhibition de la croissance cellulaire) en 

lumière rouge (20 lcm-2) et en association la lumière rouge 

à des fluences ne provoquant pas de cytotoxicité en lumière 

bleue (0.01, 0,02, 0,03 et 0.05 J.cm-2). Chaque valeur 

représente la moyenne de 3 essais réalisés en 8 exemplaires 

(l'erreur standard calculée sur la moyenne est inférieure à 

5%). 

Indices d'interaction obtenus pour trois iso-effets (10, 50 et 

90% ) par association de la lumière bleue à des fluences ne 

provoquant aucune cytotoxicité (0.01, 0,02, 0,03, et 

0,05 J.cm-2) à une fluence constante en lumière rouge 

(20 lcm-2). 

Concentration d'HpD requises pour produire les iso-effets 

(10,50 et 90%) en lumière rouge (20 J.cm-2) et par 

association séquentielle de la lumière bleue (0.1, 0.25, 0,35 

et 0.5 J.cm-2) à la lumière rouge. Les valeurs représentées 

sont calculées à partir des courbes dose-réponse obtenues en 

présence d'HpD. Chaque point représente la moyenne de 3 

essais réalisés en 8 exemplaires (SE<5%). 

Indices d'interaction obtenus pour trois iso-effets (10, 50 et 

90%) par association séquentielle de la lumière bleue à des 

fluences provoquant une effet cytotoxique (0.1, 0,25, 0,35 

et 0,5 lcm-2) à une fluence constante en lumière rouge 

(20 J.cm-2). 

Constantes de photoblanchiment calculées sur les deux 

parties de la courbe de décroissance de fluorescence de 



Tableau X.1 (p 121) 

Tableau X.2 (p 123) 

Tableau X.3 (p 127) 

Tableau X.4 (p 132) 

l'HpD sur cellules HT29 photoirradiées et analysées en 

CMF. 

Constantes de photodégradation calculées à partir de la 

décroissance d'absorption au niveau de la bande de soret 

dans des solutions d'HpD avec sérum (lsoret=403 nm) ou 

sans sérum (lsoret=395 nm). Les valeurs calculées 

représentent la moyenne ± écart-type sur cinq essais. 

Constantes de photodégradation calculées à partir de la 

décroissance de fluorescence des pics d'émission des 

solutions d'HpD à 624 nm en présence de sérum et à 615 

nm en absence de sérum. Les valeurs calculées représentent 

la moyenne ± écart-type sur cinq essais. 

Constantes de photodégradation de l'HpD évaluées à partir 

de la décroissance du pouvoir de photoinactivation des 

cellules. 

Constantes d'extinction de la fluorescence intracellulaire 

calculées sur huit cellules HT29 isolées. 

Tableau XI.1 (p 151) Constantes de photodégradation calculées à partir des deux 

méthodes de mesure (spectrométrie et extraction chimique) 

pour les tumeurs photoirradiées en lumière bleue et en lumière 

rouge. 

Tableau XI.2 (p 152) Tableau récapitulatif des valeurs de constantes de 

photodégradation obtenues dans différents milieux: cellulaire, 

tumoral et aqueux. Les valeurs représentées pour les milieux 

cellulaires et aqueux correspondent à une constante calculée 

pour une concentration de 5 J,lg/ml. La constante de 

photodégradation évaluée par extraction chimique de l'HpD 

tumorale, correspond à la moyenne des valeurs obtenues sur 

les trois différents échantillons tumoraux. 



Tableau XII.l (p 166) Pourcentages de photoblanchiment déduits de la diminution de 

l'intensité du pic d'émission à 630 nm sur les spectres 

d'émission de fluorescence obtenus après photoirradiation des 

tumeurs en lumière bleue (1 J.cm-2), en lumière rouge 

(150 J.cm-2) et en associant les deux lumières. Les résultats 

représentent la moyenne obtenue sur un nombre minimal de 

quatre souris (± écart type). 

Tableau XII.2 (p 167) Comparaison des quantités d'HpD extraites des différents 

groupes de tumeurs (test Mann-Whitney), n=5; seuil de 

significativité p=0,05, NS: différence non significative. 
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MTT Assays Allow Quick and Reliable 
Measurernent of the Response of Hurnan Turnour 

Cells to Photodynarnic Therapy 
Jean-Louis Merlin, Samir Azzi, Dominique Lignon, Carole Ramacci, 

Nadia Zeghari and François Guillemin 

MCF-7 and HT-29 celllines were selected as a reliable model to examine the possible parameters affecting the 
sensitivity of tumour cells to photodynamic therapy (PDT) using a dye-laser at 630 nm. The chemical composition 
of haematoporphyrin derivative (HPD) was determined by high-performance liquid chromatography (HPLC) 
analysis and was in agreement with reported values. MTT assays were performed to assess the time-dependency 
of PDT and the influence of the output power and light ftuence. The results showed a maximal cytotoxicity 48 h 
after photoirradiation. The output power (1 or 2 W) did not significandy affect the cytoxicity when the ftuence 
was constant (20 J/cm2). However, an increase in ftuence (10-40 J/cm2) led to a significant enhancement of 
cytotoxicity until maximal values were reached (30-40 J/cm2). A further increase in ftuence (50 J/cm2) proved to 
induce a fall-off in cytotoxicity related to the intense photobleaching of HPD. 
Eur] Cancer, Vol. 28A, No. 8/9, pp. 1452-1458,1992. 

INTRODUCTION 
PHOTODYNAMIC THERAPY (PDT) is based upon the specific 
properties of a compound such as haematoporphyrin derivative 
(HPD) to be retained in tumour tissue longer (han in normal 
tissues such as skin, lung, brain, muscle [1]. When the sensitised 
tissue is exposed to an argon-dye laser generated red light (630 
nm), the sensitiser is activated photochemically, thus permiuing 
a selective destruction of the tumour. The resulting cytotoxicity 
has been reported to be induced by the generation of oxygen 
singlets [2], damaging mainly plasma membranes [3], mitochon
dria [4], cytoplasmic or nuclear organelles and enzymes [5, 6], 
in addition to the surrounding vessels [7]. Although it is weil 
stated that the transport of HPD involves binding to serum 
proteins, the nature of the actual mechanism responsible for the 
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selective tumoral biodistribution of HPD remains unclear [8] 
but has been demonstrated to be related to the pH-mediated 
generation of ionic species in tumoral sites. However, at the 
cellular level, it has been demonstrated that HPD accumulation 
involves passive diffusion facilitated by the low tumour pH [9]. 

Since PDT was tirst introduced for the treatment of malignant 
tumours, more than 4000 patients have undergone this therapy 
[10, Il]. HPD has dominated the biomedical studies since its 
discovery in 1%1 [12] and is now the only photosensitiser 
permiued for use in c1inical trials mainly for the treatment of 
tumours of the upper aerodigestive tract [13, 14], gastrointesti
nal [15] or disseminated intraperitoneal [16] neoplasms. New 
developments are being investigated for the treatment of brain 
tumours [17] and attempts to use topic administration of HPD 
[18] have been reported. The main advantage of HPD lies in 
the lack of severe toxicity, especially on nonirradiated areas, 
while its major drawback is its chemical composition, comprising 
a mixture of several porphyrin-derivated compounds including 
oligomeric species [19]. For this reason and despite numerous 
studies, the relationship between the chemical composition and 
the photodynamic activity of HPD remains unclear, the activity 
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being attributed to various componenrs including dihaematopor
phyrin ethers, esters or oligomeric compounds [l, 20, 21]. 

Therefore, the relationship between dose and cytowxic effecr 
should be defined in well-stared conditions and comparisons 
between the differem HPD solutions established with regard to 
their respective chemical compositions since any difference 
could drasticaHy modify the biological acrivity [22J. 

This study was deve!oped to esrablish a reliable experimental 
mode! using a procedure based on colorimetric measurements 
proving less time-consuming than conventional colony-forming 
assays. The MTT assay would allow an easy-to-manage and 
rapid evaluation of parameters influencing cell and tumour 
response to PDT. The respecti\'e influence of the laser lighr 
power used for phowirradiation (output power), its total fluence 
(total energy per surface unit) and rime dependency of the 
cytotoxicity were investigated. 

MA TE RIALS AND METHODS 
Celllines and cullUre conditions 

MCF-7 and HT-29, human breast and colon adenocarcinoma 
cell lines, respectively, were studied. MCF-7 cell li ne was 
examined because of its abiliry to form three-dimensional models 
such as spheroids which Îs planned as a future extension of our 
experimental study. HT-29 cells were grown according to the 
recommendations of our research group (French INSERM 
network of scientists "Cancer Phorochemotherapy"), since they 
could easily be xenografted into athymic mice and used as an in 
vivo mode!. 

Both celllines were maintained in Dulbecco's modified Eagles 
medium (Intermed, Noisy-le-Grand), supplemented with 10% 
heat-inactivated fetal calf serum (FCS; Sigma), penicillin and 
streptomycin at 37°C in a 5% COz atmosphere. Serum-containing 
medium was prefered in order to mimic the in vivo biological 
conditions since HPD is known to be transported bound to 
serum proteins. 

The cultures proved te be mycoplasma-free by the EORTC 
Clonogenic Assay Screening Study Group test procedure (Dr 
L. Suardet, Institut Suisse de Recherches Experimentales sur le 
Cancer, Lausanne). 

Exponentially growing cells were harvested by enzymatic 
disaggregation (trypsin-EDTA) and assayed for cytotoxicity. 

H aemaloporphyrin derivacive 
HPD was purchased from the Queen Elizabeth Hospital, 

Woodville, Australia, in 5 mg/ml solution for human use and 
stared at O°C in the absence of light. Aliquots were diluted in 
physiological saline ta produce in vitro concentrations ranging 
from 1 to 200 fLg/ml and were used within 24 h. 

High-performance liquid chromatography (HPLC) 
The HPD solution was characterised by HPLC analysis using 

a Vista LC 5500 system (Varian) on a C18 Novapak column 
(160 x 4.6 mm; Waters, St Quentin en Yvelines). Linear 
gradient elution was performed from a mixture made of 5 
mmoi/I tetrabutyiammonium phosphate: acetonitrile : methanol 
(45:45:10 v/vlv) to acetanitrile; methanol (90:10 v/v) al a flow 
rate of 1 mi/min. The ultraviolet detection was carried out at 
405 nm as reported [21]. 

HP D-uprake kinelics 
Monolayered cel! cultures plated in 25 cm l culture ftasks (2 x 

106cells per flask) were incubated in 5-100 fLg/ml HPD solutions 
al 3rc. One ftask was used for each concentration and each 

lime of incubation. The cclls were incubated with HPD then 
harvested by trypsinaüon, washed [wice and resuspended in 
phosphate buffered saline (PBS) before being assayed for intra
cellular fluorescence in an Orthocyte flow cytometer (Ortho 
Diagnostics) using excitation at 488 nm. The fluorescence was 
detected above 600 nm as described elsewhere [23J. Ce Ils were 
first identified and selecred using forward angle light scattering 
(F ALS) and then analysed for red fluorescence emitted by 
intracellular HPD. Logarithmic amplification was applied ta the 
signaIs in order to obtain the whole range of HPD concentrations 
(5-100 f.Lg/ml) on the same scale. Each analysis was performed 
on a minimum of 104 cells. Red fluorescence histograms were 
analysed and the values of the median peak channel (N) were 
converted into relative fluorescence inrensiries (F) using the 
equation F = lO:-l 'oo. Therefore, in the case of logarithmic 
amplification, a 2-fold increase in the fluorescence channel 
number represents a 1O-fold increase in fluorescence. 

Photo irradiation 
Cells in 96-well dishes (2 x 104 cells per weil) were incubated 

with HPD for 3 h, then washed [wice with PBS to remove non
internalised HPD, and resuspended in phenol red-free medium, 
since it was shown ta inrerfere with PDT on MCF-7 cells [241. 
The dishes were then immediately photoirradiated at 630 nm 
using a Spectra Physics 375B argon-pumped dye laser (Spectra 
Physics, Les Ulis). The standardisation experiments were first 
performed with a total fluence of 20 Jlcm2 and an output power 
of 1 W. The effect of both parameters on cytotoxicüy was then 
evaluated using output powers of land 2 W and fiuences from 
10 to 50 J/cm2 • Light spots of 22 cm in diameter were used for 
simultaneous irradiation of [WO microwell dishes. The spot 
homogeneity was adjusted by fastening the optical fibre and 
controlled photoelectrically. Ali dishes were kept covered during 
the photoirradiaüon in order to maintain the sterility of the 
culture_ The temperature was comrolled by immersion of a 
NiCrlNiAI thermal probe in the culture medium through the 
cover of the multiwell dishes exposed ta light. 

Cytotoxiciryassays 
MIT assays were carried out according to a procedure based 

on Tada el al. [25J. MIT, 3-[(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide] (Sigma) was dissolved in PHS, 
filter sterilised and stored at 4°C. After photoirradiation, the 
dishes were incubated at 3rc for 0-72 h. 50 ~I of a 0.5% MIT 
solution was added to each weil and incubated for 3 h at 37°C to 
allow MTT metabolisation. 

The crystals formed were dissolved witrun 15-30 min, by 
adding 100 fLl per well of 25% SDS solution and vigorously 
pipetted to ensure homogeneity of solution prior to scanrnng_ 
The absorbances al 540 nm were measured on a Multiskan MCC 
340 plate reader (Flow). The results were compared with the 
control wells and expressed with respect to control values. 

RESULTS 
Chemical characterisalion ofHPD 

The reversed phase HPLC analysis of HPD revealed a mixture 
of monomeric porphyrins: haematoporphyrin IX (Hp), 2-hyd
roxyethylvinyldeuteroporphyrin isomers (HVDl, HVD2), pro
toporphyrin (Pp) and a hydrophobie fraction containing 
dihaematoporphyrin ether ester (DHE) and oligomeric com
pounds. The retention times (Fig. 1) were found to be 3.3 min 
for Hp, 7.1 min for HVDl, 8.0 min for HVD2 and 10.0 min for 
Pp. DHE and oligomeric compounds eluted between 10 and 
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Fig. L Reversed phase HPLC analysis ofHPD. Analysis was perfor. 
med on a C18 Novapak column (l60 x 4.6 mm) using linear gradient 
durion al l ml/min and detection at 405 nm. Retention limes were 
3.3 min for Hp (1),7.1 min for HVDI (II), 8.0 min for HVD2 (HI), 
1.0.0 min for Pp (IV), DHE (V) was duted between 10 and 20 min. 

20 min. The respective amoums of each compounds were 
calculated: 31% for Hp, 8.7% for HVDI, lO.4% for HVD2, 
7.7% for Pp and 38.6% for DHE and oligomeric (,'lmpounds. 

HP D-upcake kinetics 
The uptake kinetics of HPD were determÎned using MCF-7 

and HT-29 cells incubated in S, 10,20, SO and 100 jLg/ml HPD 
solutions for 1,3, 24 and 48 h. 

The results (Fig. 2) expressed as relative fluorescence intensity 
showed that the concentration of imracellular HPD rose with 
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Fig. 2. HPD uptake kinetics. Cells were incubated in 5-100 fJ-g/ml 
HPD solutions tllen trypsinised and analysed by fiow cytometry with 
excitation at 488 nm and detection above 600 nm. Results are mcan 
relative fluorescence Întensities deduced from median peak values of 
duplicated red-fluorescence hislograms (S.D.). 0 5 l'-glml, (> 10 
j.tglml, 0 20 fJ-g/mi, .. 50 I-'-g/mi, III 100 I-'-glml, (a}MCF-7, (1)) HT-29 
ecUs. 

extracellular concentration and rime of incubation. Maximal 
values were anained at about 24 h with no funher significam 
increase in HPD accumulation up ta 48 h. 

A 3-h incubation was se!ected for ail the following experimems 
in order to shorten the total duration of the assay since similar 
results were obtained using 24- and 48-h lime points. 

HPD-uptake kinetics were established on both celilines and 
showed the sa me genera! pattern although MCF-7 cells (Fig. 
2a) appeared to incorpora te approximately [wice as much HPD 
as HT-29cells(Fig. 2b). 

Tlzemzal effeCl of P DT 
The exposure to a 20 J/cm2 1ight did not generate any notice

able temperature fluctuations. As the photoirradiation was per
formed in a 25°C heated room, a slight decrease in temperature 
rended to stabilise the medium temperature near 25°C in 60 
min. This slight drop in temperature did not affect the growth 
of HT-29 or MCF-7 cells in unirradiated control dishes (data 
not shown). No thermal effect appeared thereafter ta be associ
ated with PDT under our experimemal conditions using 630 
nm Iight, large spot irradiation and the cytotoxic effects assessed 
in the following experimems resulted only from the photodyn
amic activity. 

Cyroroxiciry assays 
Before performing cytotoxÎcÎty assays, we examined the lin

earity of the MTT assay with increasing number of cells plated 
between 104 and 106 cells/ml and found quite satisfactory results 
for both celllines (r > 0.995). Blank measurements were perfor
med on wells containing no cel! and no HPD. Other possibilities, 
no cell with various HPD concentrations (100 or 200jLg/ml) 
were examined and were found not tG induce any significant 
differences. 

The HPD solution did not appear cytotoxic in eimer MCF-7 
or HT -29 ceUs lines when the ceUs were not exposed tG light. 
Similarly, light exposure alone (20 J/cm1) did not induce any 
significam cytotoxicity in either celiline (data not shown). 

MIT assays, performed 0, 24, 48, 72 Il after the PDT (20 
J/cm2)(Fig. 3) on ceUs plated into multiweU disnes, indicated 
that the effects of PDT were time-dependent. Maximal cell 
killing was not apparent immediately afler the exposure ta light 
and appeared to increase with rime up ta a maximal value 48 h 
afrer photoirradiation. A longer interval of lime (72 h) brought 
on an apparent regrowth since the surviving ceUs probably began 
ta divide. 

The two cell lines showed a similar pattern of time-delll.yed 
cytotoxicity. According to the HPD uptake results obtained by 
fiow cytometry analyses, HT-29 cells (Fig. 3b) appeared to be 
slightly more sensitive to PDT than MCF-7 ceUs (Fig. 3a) since 
no significam difference could be found between these two cell 
lines in terms of cytotoxicity to HPD, while HT-29 ceUs 
internalised less HPD than MCF-7 ceUs. Ali the foUowing 
experiments were carried out by MIT assays performed 48 h 
after PDT. 

1 nfiuence of the output power 
MIT assays were performed on cells receiving the same total 

ftuence of 20 ]lcm1 but al different rates: 1 W during 134 min 
and 2 W during 67 min; no significam differences were detected 
between the two series of experiments (Fig. 4). 

Light exposure alone (thermal effect) did not appear ta affect 
the growth rate of cells receiving only photairradiation as these 
wen: comparable to the growth rates of control ceils (data not 
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Fig. 3. Time delayed cytotoxicity of POT. MTT assays w( re perfor
med immediateIy (.), or 24 (+), 48 (0) or 72 h (0) afterexposure of 
the cells to 630 nm Iight. Results are mean values of three triplicated 
assays. S.D. were always less than 10% orthe values. (a) MCF-7, (b) 
HT -29 cells. 

shown). These results were consistent for both MCF-7 (Fig. 4a) 
and HT-29 (Fig. 4b) cell lines. A 2 W photoirradiation was 
se!ected for the foliowing experiments in order to shorten the 
duration oflight exposure. 

Influence of lhe lOlal fluence 
Variation of the total light fiuence from 10 to 50 Jtcm1 was 

achieved by increasing the overall duration of exposure of a 2 W 
light spot from 34 to 168 min. Increasing the total fiuence (Fig. 
5) caused a proportional enhancement of the cytotoxicity from 
10 to 40 Jtcm1• A 50 Jtcm1 light fluence did not appear to 
induce any further increase in cytotoxicity. At the highest HPD 
concentrations, a fali-off in cytotoxicity was noted for both cell 
lines and seemed to be corre!ated to the fiuence value. Plotting 
the results as % control vs. fiuence for HPD concentration of 
20,50,100,150 and 200 f.J.glrnl (Fig. 6)c1earlydemonstrated that 
an increase in both fiuence and HPD extraceUular concentration 
resulted in a decrease in cytotoxicity. Between 30 and 40 Jtcm2 , 

the pattern of cytotoxicity was thoroughly modified; at 50 
Jtcm1, the results appeared confiicting since the higheSt HPD 
concentrations produced the lowest cytotoxicity. 

From these results, the rate of the loss of photodynamic 
activity induced by photo-irradiation at high fluences was esti
matcd. For 50, 100, 150 and 200 f.J.g/ml HPD concentrations, 
iso-effects lower concentrations Icading to the same cytotoxicity 
were deduced from the dosc-response curves of each cellline at 
10,20,30,40, and 50 Jem! (Table 1). From these values, we 

calculated the apparent rates of loss of photodynamic activity, 
i.e. the percentage of HPD unablc to generate any photodynamic 
effect when exposed to light. These values were plotted against 
the fiuence valt.es for each HPD concentration (Fig. 7). This 
phenomenon appeared to be quite proportional to both the 
fiuence and the HPD concentration and to reach high values 
(60-90%) for cells exposed to 50 J/cm2 • 

DISCUSSION 
The importance of an in vitro biological mode! for PDT using 

cultured cells is summarised in the following two points. Firstly, 
analysis and interpretation may be used for the deveIopment of 
mechanistic mode!s. Secondly, they can be a simple way of 
evaluating photosensitisers from different origins and testing 
new photosensitisers. Many studies have already reported the 
survival rates of tumour ceUs to photosensitisers on modeIs 
related to PDT using conventional c1onogenic assays as a means 
of determining the overall survival rates of celis exposed to 
cytotoxic agents. However, these experiments are quite often 
rime consuming since 7-21 days are needed to aliow for colony 
formation [Il, 26--28]. To our knowledge, other methods such 
as MIT assays to determine time-dependent cytotoxicity were 
not employed, although they could shorten the total duration of 
the experiment and yield more numerous results since most of 
the steps are automated. The results presented in this paper 
demonstrate that photodynamic survival curves obtained with 
MCF-7 or HT-29 ceUlines and HPD using MTT assays are 
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Fig. 4. Inftuence of the output power. Cells were exposed to a 20 
J/cm! constant light ftuence delivered by means of 1 CO) or 2 (+) w 
laser light. ResuIts are mean valuesofthree triplicated assays (S. O.). 
(a) MCF-7, (b) HT-29 ceUs. 
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Fig. 5. Intluence of the total Iight ftuence. Using 2 W Iight, ceUs 
were exposed to ftuences from 10 to 50 J/cm2 • Results are mean 
values of three triplicated assays. S.D. a1ways less than 15% of the 
values were omitted from the graph •• 10 J/cm2 • • 20 J/cm2,O 30 
J/cm2 , Â 4OJ/crnZ. 0 5OJ/cm2• (a) MCF-7, (b) HT-29ceUs. 

quite reproducible and yield results within 48 h. The general 
patterns of cytotoxicity obtained using MIT assays were consist
ent with those determined using conventional colony-forming 
assays on both MCF-7 (24) and HT-29 cells (data not shown). 
Although the variations of the ICso and I~ values were found 
hetween the two procedures, the values obtained with the MIT 
heing approximately 1.5-fold higher, the difference remained in 
the range of the ratios previously reported [29] with anticancer 
agents. 

Before concluding or comparing our results with previously 
published data, two important points have to he discussed 
concerning the chemical composition of the HPD solution 
employed and the level of interference due to thermal effects 
in our experimental system, since laser-generated light could 
increase the temperature of the culture media and potentiate the 
effects of PDT as already reported [30-32]. 

The composition of our HPD solution was found to correlate 
with the values reported by Kessel [1,21]: Hp 31%, HVD 19"/0, 
Pp 8% and DHE 39"/0 for our solution against 35, 20, 5 and 35% 
reported by Kessel. Under our experimental conditions using 
large spot for photoirradiation no significant increase in tempera
ture was noted, suggesting that the observed cytotoxic effects 
were due to PDT. 

The results reported in this paper show that the cellular 
cytotoxicity of PDT is mainly due to time-delayed effects 
appearing maximal 48 h after photoirradiation, further support-
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Fig. 6. Spontaneous decrease of the cytotoxicity. Decreases in cyto
toxicity were observed in relation with the ftuence value. This effect 
was particularly intense for ceUs exposed to high HPD concentrations 
and to high fiuences (40 and 50 J/cm2 ). Results are mean values of 
three triplicated assays. S.D. a1ways less than 15% of the values were 
omitted from the graph. 0 20 p.gIml, • 50 p.gIml, 0 100 p.gIml, Â 
150 p.gIml,. 200 fLglml. (a) MCF-7 , (b) HT-29ceUs. 

ing the comparison hetween X-ray irradiation cytotoxic effects 
and PDT [23]. The antitumour effects of PDT were found to 
he closely related to the total fluence up to 40 J/cm2 where 
maximal values were attained. This effect may he linked to the 
occurrence of photobleaching that was clearly demonstrated 
by fluorescence studies, reporting high fluorescence decays 
comparable to the relative decrease in cytotoxicity we calculated 
from iso-effects HPD concentrations. Using 630 nm light, values 
of 5oo/o photobleaching were reported to occur at 10 J/cm2 [33] 
and 63% at 28 J/cm2 [34] as well as 8oo/o at 2.3 J/cm2 using 404 

Table 1. For each fluence value, the hn.vest HP D concentration 
leading to the same cytotoxiciry (isoeffect concentration) as 50, 100, 
150 and 200 pglml were deduced fram the dose-response curve of 

each ceilline 

Auence Ufcm2) 

HPD (fLg/ml) 
10 20 30 40 50 

MCF-7cells 50 20(60) 
100 30(60) 20(80) 
150 100(35) 30(80) 20(85) 
200 100(50) 70(65) 20(90) 20(90) 

HT·29cells 50 20(60) 
100 30(70) 20(80) 
150 70(55) 30(80) 20(85) 
200 120(40) 50(75) 30(85) 30(85) 

Numbers in brackets express the relative quantity (%) of HPD, which 
appears to loose its photodynamic activity whcn exposed to high fluences. 
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Fig. 7. Evaluation of the relative loss of cytotoxicity. Each pointwas 
calculated as ratios of isoeffect HPD low and high concentrations 
obtained with each fluence: 50(+), 100 (0), 150 (Â) and 200 (.) 
.... g/mL (a) MCF-7, (b) HT-29 cells. 

nm light [35] on human tumour ceUs. This particular finding 
may prove very useful in clinical applications since overdosing 
light above this limit will only generate time consumption 
and raise the incidence of side-effects without enhancing the 
response. On theother hand, underdosinglightcoulddrastically 
affect the efficiency of PDT treatments since the antitumour 
effect could be lessened if no bleaching is generated (under the 
limit) but increased if the total fluence is set above the limit of 
photobleaching. This is of main importance in view of the major 
research interests in PDT arising from the fractionation of 
photoirradiation [36], which should not be undertaken without 
taking into account this time dependency and the photobleaching 
phenomenon. 

Throughout this study, MCF -7 and HT -29 celllines appeared 
quite suitable to deve10p an experimental two-dimensional 
mode1 for PDT. 

The results reported in this paper emphasise the importance 
of both photosensitiser and light dosimetries in PDT. The 
pharmacological parameters of HPD, together with the optical 
characteristics of tissues are to be precise1y determined in order 
to optimise both doses of HPD and light. In this particular 
case, and as far as dosimetry experiments are concemed, the 
development of three-dimensional mode1s (in vitro or in vivo) is 
required to allow the extrapolation of the results to human 
c1inical applications [37]. Such mode1s for light dosimetry in 
human tumours are under CUITent investigation. 
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INflUENCE Of UGHT fRACTIONATION ON THE PHOTODYNAMIC 
ACTIVITY Of HEMATOPORPHYRIN DERIVATIVE ON HUMAN TUMOR 
CEll UNES. 

Jol. Merlin, N. Zeghari, G. Griffon, C. Ramacci, D. Ugnon and F. Guillemin 

Unité de Recherche en Thérapie Photodynamique, URA CNRS 821, 
Centre Alexis Vautrin, F-54511 Vandœuvre-Ies-Nancy Cedex, France 

INTRODUCTION 

Hematoporphyrin derivative-mediated photodynamic therapy (HPD-PDT) has bean 
developed in biomedical studies and is naw the only photosensitizer allowed for 
use in clinical trials for the treatment of tumours of the aero-digestive tract [1], 
gastrointestinal [2] or disseminated intraperitoneal [3J neoplasms. The selection of 
HPD was initially basad upon the specifie properties of this substance to be 
selectivaly retained in !ligner rates in tumour tissues [4]. Exposure of the sensitized 
tissues to light has been reported to selectively destroy the tumour by damaging 
plasma membranes, mitochondrias [5], cytoplasmic or nuclear organelles and 
enzymes [51 as weil as the sl.lrrol.lnding vasculature [7]. The main advantages of 
HPD lie in the lack of severe side-affects, while ils major drawback remains iis 
complex chemical composition which consists in a mixture of several porphyrln
derivated compounds including oiigomeric species [8J. Actually and des pite 
numerous studiss, the structl.lre-activity relationship remains under dabats, the 
activity baing ascribed to dihematoporphyrin ethers, esters or oligomeric 
compounds [3}. On another hand, il has basn demonstrated that the cytotoxic actillity 
of HPD depends on the light fluance but is drastically altered by the occurence of 
photobleaching of the photosensitizer [9]. This study was proposed ta inllestigate 
whether the fractionation of the light exposure could reduc:e the bialogical 
consequences of this phenomenon and fl.lrther enhance the photodynamic potential 
adiv!ty of H PD. . 

MATERIAl AND METHODS 

The whole experimental procedure is reported in a previously published paper [9]. 
Briefly, MCF-7 and HT-29, respectively hl.lman breast and colon adenocarcinoma 
ceUs were collec:ted in DMEM (Seromed) supplemented wilh 10% fatal calf serum 
(Sigma) and assayed for cytotoxicily in 96-well dishes (2.104 celisfoNell). The cells 
were incubated with HPD (Queen Elizabeth Hospital, Woodville, Australia) for 3 tI, 
then resuspem:led in culture medium and exposed te 630 nm light using an argon
pumped clye laser (Spectra Physics). Total fluances of 20, or 60 J/cm2 were 
a.dministered in single, MO or three fractions separated by 24 or 46 hrs. Cytotoxieity 
was assayed in adding 50!!1 of 125J!moill Mn solution (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyl-tetrazolium bromide, Sigma) in each weil for 3 h at 37°C. 
Absorbance was measured at 540 nm on a Multiskan plate rE~ader (Flow 
Laboratories) aner 100 ,.tI of sodium dodecyl sulfate solution (1 molli) was added in 
eseh weil. 
The results were expressed as % of control wells receiving neither HPD nor light 
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and kept incubated for 48h. Kinetics of HPD were established by flow cytometry 
(Orthocyle cytofluorometer, Ortho Diagnostic Systems). Excitation wavelength was 
set at 488 nm and emission was recorded above 580 nm. Ali the results are mean 
values of triplicated experiments. 

RESULTS 

Klnetlcs of Intracellular HPD 
Flow cytometry analyses of the variations of intracellular HPD was performed on 
MCF-7 cells incubated in 20, 50 and 100 /lg/ml HPD solutions for 3 h then left 
protected from light, in HPD-free medium for 24 or 48 h, corresponding to the lapse 
of time including the successive fractions of photoirradiation. Results (table 1 ) 
showed that intracellular HPD concentrations sharply decreased (-30 to 52%) within 
the first 24 h for ail HPD concentrations. The relative rate of decrease was then quite 
reduced within the following 24h (-5 to 15%). The 48 h-values did not significantly 
differ from the 24 h-values (Student's t test, IiSO.05). 

HPD concentration (/lg/ml) Table 1: 
Kinetics of intracellular HPD 

20 50 100 determined by flow cytometry. Data 

3h incub. 
are mean fluorescence values 

-, 10.5 59.3 100 relative to the concentration reached 

+24h 
after 3h incubation at 37°C in 100 

5.0 38.8 69.8 /lglml H PD solution. CeUs were 

+48h 4.5 36.3 
washed and left protected from IIght 

56.5 for 24 and 48 h at 37°C. 
(S.D were less than 15%) 

Photodynamlc actlvlty of fractlonaled HPD·PDT 
When 20 J/cm2 total f1uence was applied, fractionation decreased significantly the 
photodynamic activity of HPD on both cell lines (figure 1). On both cell lines, an 
increase in the cell number was observed for low HPD concentrations (S20 /lg/ml) 
exposed to fractionated light. This phenomenon was found more pronounced in HT-
29 than in MCF-7 ceUs. 
When 60 J/cm2 total fluence (figure 2) was applied on ceUs incubated in low HPD 
concentrations (S20 J.19/ml), fractionation did not induce any significant modification 

. of the· cytotoxicity pattern although trends were noted ta a lesser activity of 
fractionated light probably because the possibility of regrowth. of undamaged cells 
as it was precedently observed with fractionated 20 J/cm2 fluence. On· ce"s 
incubated in higher concentrations (20 to 200 /lg/ml), fractionation was found to tend 
to enhance the photodynamic activity on both ceillines. 
ln ail cases, high HPD concentrations led to a lasser photodynamic activity as 
iIIustrated by the V-shape of the dose response curves. This phenomenon was more 
apparent when· 60 J/cm2 . fluence was used and fractionation of light appeared to 
lower this phenomenon especially when 48 h were left between each fraction of 20 
J/cm2 •. 
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Figure 1 : Cytotoxicity of HPD-PDT on MCF-7 (A) and HT-29 (8) cells. 20 J/cm2 

total fluence is applied under continuous (.) or fractionated exposure in two (0) 
or three fractions (X) separated by 24 h. Mean values of triplicated experiments ± 
standard errors. 
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Figure. 2 : Cytotoxicity of HPD-PDT on MCF-7 (A) and HT-29 (8) cells. 60 J/cm2 

total fluence is applied under continuous ( • ) or fractionated exposure in three 
fractions separated by 24 ( 0 ) or 48 h (X). Mean values of triplicated experiments 
± standard errors. 

Photobleachlng of HPD 
Flow cytometry analyses of cells continuously irradiated (table 2) revealed that the 
intracellular concentration of HPD was drastically affected by exposure to light 
because of photobleaching. 20 J/cm2 induced a straight decay (35 ta 58%) of the, 
fluorescence and the inactivation of HPD was more intense when 60 J/cm2 f1uence 
was applied in single exposure especially for concentrations above 100J.l.Q/ml. 
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HPD (J1g/ml) 

20 50 100 150 200 

20J/cm2 % photobleaching 0 34 52 60 63 

% photobleaching 16 57 63 63 62 
60J/cm2 % inactivated HPD 60 80 82 85 

3x20J/cm2 % inactivated HPD 40 74 83 87 

Table 2: Flow cytometry analysis of the bleaching of HPD in ceUs exposed to 60 
J/cm2 in single or fractionated exposure and rates of inactivation of HPD on HT-
29 ceUs determined from MIT assays with iso-effects calculati,on. 

DISCUSSION 

Many in vitro studies were already reported using conventional colony forming 
assays to determine the overall survival rates of cells exposed photodynamic 
treatment in time-consuming experiments [10]. Few experiments dealing with light 
fractionation [11-13) were reported and often lacked in direct comparisons between 
continuous and fractionated irradiation. In our previous paper [9). we demonstrated 
that MTT assays which we used in the present study. could yield reliable results and 
shorten the total duration of the experiments. The results presented in this paper 
showed that the cytotoxicitv of POT was maximal after 48h and depended on the 
total fluence up to 40 J/cm2 where maximal values were reached. higher fluences 
being relatively less active because of the photobleaching of HPO. The present 
study was designed to investigate whether the fractionation of the light exposure 
could overcome this phenomenon and allow to reach higher levels of cytotoxicity. 
The schedule of light fractionation (24 or 48h between each fraction) was designed 
so that the ceUs were re-exposed to Iight before the maximal cytotoxicity was 
reached. The results obtained with a total Iight fluence of 20 J/cm2 were consistent 
with our previous results (9) which demontrated that fluences lower than 10 J/cm2 

had no cytotoxic effect on ceUs incubated in less than 20J1g/ml HPO solutions. The 
lack cytotoxicity of each fraction would left undamaged cells able to further divide 
before the complete active light fluence Was achieved and explained the increase in 
cell number obtained with low HPO concentrations and fractionated light exposure. 
This hypothesis appeared further justified since 3 fraction-exposure was less 
cytotoxic than 2 fraction- and than continuous-exposure. The difference noted 

'between HT-29 and MCF-7 cells should be attributed to their mean doubling time 
which were respectively 24 and 36h and allowed quicker regrowth of sublethaly 
damaged HT-29 cells than MCF-7. This results are in full agreement with those 
obtain by other groups using conventional clonogenic assays and strengthen the 
comparison that could be proposed between X-ray irradiation and POT [12]. Using 

, 60 J/cm2 fluence in fractions of 20 J/cm2 appeared interesting because of the 
possibility to reduce the photobl('~ching which is always developed with high HPO 
concentrations exposed to high fluences. Low H PD concentrations should be 
avoided since the photodynamic activity could be reduced. allowing the regrowth of 
the sublethaly damaged tumor ce Ils and finally impairing the efficacy of the 
treatment. 
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.. 'The present results emphasize the acute need of dosimetry for both photosensitizer 
trend light in PDT. Pharmacolagicai evaluation of HPD is needed ta ensure that 
~. l active intratumoral doses are reached as weil as an optical evaluation of the tissues 
r ta optimise both doses of HPD and light which are iimiting the efficacy of 

photodynamic treatments. Deveiopment of three dimensional models is under 
current investigation to ailow the transposition of the results to hum an!>. 
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INTRODUCTION 

The fluorescence properties of porphyrin were tirs! found useful for the detection of 
neoplastic sites [1]. later ii was demonsirated that illumination of sensitized tissues 
at an appropriais wavelength generated cylotoxic molecular species which lad to the 
eradication of tumors [2]. Porphyrins as weil as other agents [3, 4] can undergo 
photoctlemical reactlons in which absorption of a photon induess the conversion of 
the elactronic ground-state to the first excited singlet-state S1. Deactivation of this 
state can be aehieved either by fluorescence or by intersystem crossing to triplet
state. The porphyrin triplet-state favours the photodynamic processus by energy 
ti'ansfen to oxygen and to other substrates which lead ta production of singlet oxygen 
and radical forms directly involved in cell damage [4]. On another !land. porphyrins 
undergo photodegradation whan exposse! to light (photobleaehing) aitering both 
fluorescence and absorption propanies of the photosensitizer [5.6,7]. Clinleaily, the 
main Inconvenient of tumor diagnosis by fluorescence detection wouid be the 
photobleacl1ing of the photosensitizer which would impair the efficiency of the funher 
therapeutic phase. The present study was designed to investigate on ceU moclals the 
biological consequences of hematoporphyrin derivativs (HPD) photobleaching on 
the efficiency of photodynamic therapy (PDT). 

MATERIAl AND METHODS 

HT-29 ceilline (colon carcinoma) was maintained al 37° C. 5 %, C02 in Dulbecco':; 
MEM supplemented with 10% heat inactivated fetal calf serum (FCS) (Sigma), 
penicillin and streptomycin. HPD was obtained from the Oueen Elizabeth Hospital 
(Woodville, Australia). The IIgl1t sources for the bleaching el;(periments were an 
argon pumped dye-laser (DL) (Spectra Physics 375 B) and CI krypton laser (Kl) 
(Spectra Physics 2020) emitting respective!y al 630 nm and in the blue spectral 
range () .. <415nm). Cytotoxicity assays were performed according to Merlin et al. [8] 
using the MIT assays. Briefly, cells plated in 96-well plates (2.104 cens par weil) 
were incubated for 3h in HPD concentrations ranging from 10 ta 200llg/ml, then 
washed with fresh medium before being successively 6xposed te Kl at 0.01-0.5· 
J/cm:! and/or to DL al 20 J!cm:! (Kl+DL assays). The influence of KL exposure on the 
Dl photodynamic activity was 911aluated in comparing Kl+DL assays with control DL 
assays. The photobieaching of HPD was evaluated as the loss in photodynamic 
activity after evaluation of the cytotoxicity. 
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50 I!I or 1251!molll MIT (3-(4.5 Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyitetrazoiium 
bromide) (Sigma) was added into each weil for 3 h at 37"C to allow MIT 
metabolisation. The formazan crystals were soiubilized by adding 50 I!i of 25% SDS 
solution to each weil. Absorbances were measured al 540 nm on a Multiskan plate 
rE~ader (Flow laboratories). Additivity of Kl and Dl cytotoxicities were estimated 
according ta Steel and Peckham [91 tram the respective survival rates obtained with 
each treatment useel alone.The results were expressed as mean vah.les of a 
minimum of 3 wells in triplicated assays. 
Photobleaching rate was evaluated by means of inïracellular HPD fluorescence 
monitoring [5. 7 ] aner comparaison with non-exposed contrais using flow cytometry 
on a Orthocyte apparatus (Ortho Diagnostics Systems). Excitation was set al 488 nm 
and fluorescence was detecled abova 600 nm. KL+Dl assays were compared ta Kl 
and Dl assays. Ail the 9xperiments were performed in triplicata. 

RESUlTS 

CytotoxlcUy assays 
The relationships between cytotoxicity and fluences were determined trom dose
response curves of sensitized HT-29 ceUs exposed ta Kl (Â<415 nm) (data not 
shown). The laser krypton fluences to be used in combination with Dl axposure 
(photobleaching experiments) were selected between 0.01 and 0.5 J/cm2• 

ExpQsure to KL at o.Q1J/cm2 tQflQwed QV DL Bt 2Q J/çm2 
No cytotoxicity appeared ai 0.01J/cm2 and allowed direct estimation of the 
photobleaching rate in comparing Kl+Dl assays with Dl assays. 
Iso-affects HPD concentrations (Table 1) were foune! higher wh sn cells wara 
previously photoirradiatad by KL This decrease in efficiency might he ·due ta the 
pnotobleaching of HPD although the fluance ussd (O.01J!cm2) was quite low. From 
these results, the photoblaaching appeared to depend on the concentration of HPD. 

% control Dl 
5 '45 

10 35 
20 30 
30 25 
40 22 
50 18 

HpD (pg/mi) 

Dl+Kl Difference % 
70 55 
45 28 
38 26 
30 20 
25 13 
20 11 

Table 1: 
HpD concentration required to 
achiave iso-effets witt! 20 J/cm2 
Dl exposure or combined with 
0.01 J/cm2 Kl. Differef)ces were 
expressed as percentage of 
photoinactivated HpD. 

Light exposure ta Kt al 0,5 and 0.25 J/çm2 follQwed QV DL ai 20 J/crr(l 
At 0.5 and O.25J/cm2, Kl exposure induced cytotoxic effects. Because of the 
combined cytotoxicity of DL and Kl, low pl1otobleaching rate was not detected (data 
not schown). Comparing theoretical additive effects witt! 8xperimental vaiues. sub
additive affect was observad (Table 2). 
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Photobleaching rate was indireetly evaluated through the deerease of 
photodynarnic activity and tended to depend on the fluence. For example, at 20 
Ilglml, the decrease in activity was 53% for 0.5 J/em2 and 25 % for 0.25 J/cm2• 

KL 0.25 J/cm2 KL 0.5 J/cm2 

HPD %Iossin KL KL+DL %Iossin 
Ilg/ml DL KL KL+DL activity aetivity 

0 100 100 100 (100-100) 100 100 (100-100) 

5 90 100 90 (70-90) 100 90 (70-90) 

10 90 97 n (70-90) 95 85 (25-80) 33 

20 50 80 40 (35-25) 25 90 35 (8-25) 53 

30 18 65 17 (8-17) 47 25 13 (4-3) 73 

50 9 50 9 (8-4) 33 8 12 (4-3) 74 

70 5 40 3 (8-2) 20 4 6 (4-1) 82 
90 3 22 2 (8-2) 20 3,5 4 (4-2) 42 

Table 2 : Effect of combination of KL (0.25 J/em2 or 0.5 J/em2) with DL (20 
J/cm2). The figures in parentheses show the envelop of additivity caleuiated 
from the respective survival rates obtained with each photoirradiation alone. 

,Loss in activity was calculated from the differenee between theoritical and 
experimentat values. 

Flow cytometry 
Considering the results obtained with KL alone (table 3), the photobleaching of HPD 
only appeared at 0.15 J/cm2 and was found to depend on both HPD concentration 
and fluence until cytotoxie fluences were reaehed (0.3 J/em2). 
Above this value, the photobleaching did not appear to further depend on the HPD 
concentration and fluence values since no significant differences were further 
noticed. 
ln fact, the eombination of highly cytotoxic fluenees and concentrations (0.5 J/cm2 

and 100 Ilg/ml) altered the evaluation of photobleaehing since it was exclusively 
assessed from the fluorescence of surviving cells which beeame less and less 
numerous as the fluence increased. 
The photobleaching rates observed using KL (0.5 J/em2) or DL (20 J/em2) exposure 
alone (Table 4) were approximatively similar although the DL fluenee was 40-fold 
higher than the KL fluence. 
These results were in agreement with the absorption speetrum of H PD. Below 
100Ilg/ml, combination of the two lasers was found to induee a higher fluorescence 
decrease than the exposure to KL or DL alone. 
Above 100llg/ml, these results were not further confirmed because of the occurence 
of high immediate cytotoxicity impairing the detection of fluorescence in surviving 
cens as encountered previously. 



Laser krypton fluences values (J/cm2) 
HpD flg/ml 0.01 0.1 0.15 0.25 0.3 0.4 0.5 

o 
20 
50 
100 
150 
200 

7 (3) 
16 (7) 
28 (5) 

8 (2) 
12 (6) 
25 (7) 
37 (5) 
45 (4) 

5 (2) 
14 (1) 
47 (7) 
49 (5) 
47 (4) 

5 (2) 
32 (3) 
61 (6) 
66 (7) 
74 (3) 

24 (7) 
49 (3) 
55 (8) 
57 (6) 
65 (9) 

Table 3 : Photobleaching rate is expressed as a ~ean of HPD cellular 
fluorescence decrease evaluated by comparaison with non-exposed samples. 
Mean of triplicated experiments (SD). 

% loss in cellular fluorescence 

HpD 
flg/ml 

o 
20 
50 
100 
150 
200 

DL 20 

34 (8) 
52 (6) 
60 (4) 
63 (5) 

DISCUSSION 

0.25 J/cm2 

KL KL+ DL 

8 (2) 38 (7) 
12 (6) 55 (4) 
25 (7) 59 (3) 
37 (5) 60 (2) 
45 (4) 65 (3) 

0.5J/cm2 
KL KL+ DL 

24 (7) 27 (9) 
49(3) 64(1) 
55 (8) 68 (2) 
57 (6) 58 (6) 
65 (9) 58 (6) 

Table 4 : 
Photobleaching rate 
determined by flow 
cytometry. Fluences 
were 0.25 and 0.5 
J/cm2 in KL and 20 
J/cm2 in DL. 
Mean of triplicated 
experiments (SD). 
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The present results, showing that the photobleaching rate appeared with lower 
fluences when HPD is exposed in the blue spectral range (KL, lS415 nm) than in the 
red light (DL, 1=630 nm), were found in agreement with the absorption spectrum of 
HPD [10] and confirmed that the the photodegradation of HPD is quite related to the 
absorbed quantity of light quanta. This phenomenon should be caused by the 
interaction of the porphyrin excited triplet state with oxygen to form singlet-oxygen 
which causes damage to the molecule of HPD [11]. Therefore, the present results 
might indicate that exposition to the light in the blue range could produce more 
singlet-oxygen than the red light. The cytotoxicity assays demonstrated that 
exposure of cells to KL th en to DL impaired the cytotoxicity of DL photodynamic 
treatment. Inactivation rates were found higher than those detected by flow 
cytometry. For example, with 50fl9 HPD/ml and exposition to KL (0.5 J/cm2) then to 
DL, MTT assays revealed a 74% decrease in efficiency while cytometry analyses 
indicated only 64% decrease in fluorescence. Since different levels of 
photobleaching were found with the MTT assay and flow cytometry, singlet and 
triplet HPD state wich are mainly involved respectively in cytotoxicity and 
fluorescence, might not be produced at the same rate. Because photobleaching 
occurs at lower fluence in regard of MTT results (15-fold less than with flow 
cytometry), compounds with higher triplet production and which are known to be 
implicated into cytotoxicity might be more sensitive to the photodegradation. 
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This iS li1 agreement with the results of other groups who reported that a 
photoproduct like singlet-axygen 102 generated by energy transfert from the triplet 
porphyrin form ta the molecular oxygen causes the photodegradation mainly to the 
porphyrin which generated it [7]. in addition, the results showed that singlet 
compounds with high fluorescence properties (high singlet state) seems less 
sensitive to photobleaching. These results are in agreement with the literature data 
reporting that the HPD components wich are generating cytotoxicity has a quantum 
yield for the triplet state usually higher (above 0.7) than components generating high 
fluorescence whose quantum yield is less than 0.2 [12}. 
Additionaly, the two methodologies that we used for evaluation of photobleaching 
indicate that a previous exposition to KL induce a significative photodegradation of 
HPD which is proportional toth to the fluence and to the concentration of the 
photosensiUzer, as previously reported by Grossweiner [13]. 
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ABSTRACT 

In the present study, the biological testing of the photodegradation of protoporphyrin IX (PP 
IX) is proposed. The method implies preirradiacon of PP IX ()..<415 nm) in buffer solution (with or 
without serum) with the following adding to ceUs and irradiation of this mixture (1..<415 nm). The 
increase in survival wÎth increase in preirradiarion fluence was used for estimation of rate and 
quantum yield of pp IX photobleaching in solutions. The quantum yield estimated by the proposed 
method was compared with quantum yields of photodegradation of pp IX by decay in absorbance 
and decay in f1 uorescence. The highest quantum yield of photodegradation of PP IX obtained by the 
test of ceUs photoinactivation, the lowest by the decay monitored by absorbance. The different values 
of quantum yield of photodegradation are discussed in the view of photobleaching of monomeric 
forms which much more photo labile than aggregates and of photoproduct formation. Biological 
testing of photodegradation of monomeric species of PP IX seems to be the most specifie. 

1. INTRODUCTION 

Porphyrins are widely used in photodynamic therapy (PDT) of cancer, chey are known to be 
degraded upon irradiation. This process often called "photobleaching" is of dinical importance. Since 
in vivo destruction of sensitizer can be either a disadvantage or an advantage1.2·3. The evidence for 
porphyrins photodegradation is usually obtained by the reduced absorbance in a visible spectral band, 
the decrease in the fluorescence intensity or the formation of new ernission bands. photooxidation 
products of the substrates. 

The mechanism of photodegradation of porphyrins is complex and differs in solution and in 
various organized media. Ir has been shown that quantum yields of photobleaching of sorne 
porphyrins in aqueous solution are low but can be significantly increased in the presence of 
photooxidizables substrates (methionine, tryptophan. cysteine) and model electron acceptors 1. This 
photodegradation was monitored by the decay of soret band. The presence of photooxidizables 
compounds cysteine, histidine, methionine and tryptophan also increased the rate of photobleaching 
of protoporphyrin IX (PP IX) in a microemulsion4. This was observed by the decay of absorbance at 
507 nm. the increased rate of photobleaching was explained as a attack of the porphyrin macrocycle 
by reactive singlet oxygen photooxydation products of the substrates. 

In the case of cells, loaded with porphyrins, the spectroscopie changes were explained by 
several reasons : photoinduced chemical modification of porphyrins without distructure of 
macrocycle; photodestruction of porphyrin macrocycle and photoinduced movement of the 
porphyrins to different locations in the cellsS.6. 

It is weIl known that during photooxidation of porphyrins photoproducts appears 7.8 which can 
be photodynamically active compound9 The spectral characteristics of such photoproducts can 
overlap with the parent compound. This complicates the interpretation of the results of 
photodegradation efficiency obtained by spectroscopie methods. Measurements of such type are 
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especially complicated in cells, taking into account the photoinduced movement of porphyrins in 
cells5. 

In the present work, the new experimental approach is proposed for investigation of pp IX 
photobleaching in solutions. It implies preirradiation of pp IX in solutions with different fluences. 
Preirradiated pp IX was mixed with culture of tumor cells, the cells were irradiated in the presence of 
preirradiated pp IX. The increase in survival with increase in preirradiation fluence was used for 
estimation of pp IX photobleaching in solutions. This biological testing of pp IX photobleaching 
was compared with traditional estimation of pp IX photobleaching monitored by absorption and 
fluorescence. 

2. MA TERIALS AND METHODS 

2.1. Chemicals 

Protoporphyrin IX (PP IX) disodium salt was obtained from Sigma. PP IX was dissolved in 
5% glucose up to 100 !lglmL This solution was further diluted in phosphate buffer saline (PBS) up to 
5 !lg/ml. For cell experimentS, fetal calf serum (FCS; DutSher, Brunath, France) was added, so that 
the final concentration of serum Was 2% (VN). 

2.2. Cell culture 

HT29, human colon adenocarcinoma cellline was used. The cells were inocculated in 75 cm2 

plastic tissue culture flasks in number of 2.104 ceIls/ml and maintained in Dulbecco's modified 
Eagle's medium (Biochrom, Berlin. FRG) supplemented with 10% heat inactivated fetal calf serum 
(FCS; Sigma), penicillin and streptomycin. The cells were kept 72h at 37°C in a 5% C02 atmosphere 
te reach exponential growth then trypsinized to obtain cell suspensions. 200 !J.l of cell suspension 
containing 2.1 Q4 viable cells were plated per weIl into 96-well micro titre dishes. Cells were allowed 
to attach to the dishes for 48h at 37°C before being experimented. 

2.3. Photoirradiation of pp IX samples 

The light source was krypton laser (Spectra Physics 2020) emitting in the blue spectral range 
(~415 nm) with two main bands at 405 and 413 nm. Solutions of pp IX (5 !lglml in PBS with or 
without 2% FCS ) were irradiated in plastic dishes of 35 mm diameter under different fluences (from 
0.01 to 1.5 J/cm-2), the fluence rate was 7.7 mW/cm2 

2.4. Photo irradiation of ceIls 

The medium from culture dishes were aspirated using a fine-point Pasteur pipet and cells were 
incubated for two hours in pp IX solution (5 !lglml with 2% FCS previously irradiated or not). The 
medium was removed and cells washed twice with cold PBS to remove non-internalised PP IX. 
Complete medium was added to ce Ils and the dishes underwent the irradiation at fluence of 0.5 J/cm2 

(krypton laser) and fluence rate of 31.4 m W/cm2. 

2.5. Cytotoxicity assays 

According to Merlin et allO the cells were kept for 48 hours at 37°C before the cytotoxicity 
was estimated using (4,5 Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT Sigma) 
assay. The assay is dependent on the mitochondrial reduction of MTT by succinate dehydrogenase 
system via coupling at two pointS along the cytochrome oxidase system Il. Only cells with active 
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mitochondria, ioe metabolically viable cells can convert JVfTT to a blue formazan product which can be 
measured spectrophotometically12. MIT has been compared to clonogenic assay and good correlation 
between the two method has been shown J3,14. After 48h light exposure, 50 !lI of 125 !lmoVI MTT 
was added into each well for 3 h at 37°C to allow MTT metabolisationo NITT medium blank contrais 
with no ceUs received also the same volumeo After incubation, the formazan crysrals were solubilized 
by adding 50 !lI of 25% sodium dodecyl sulfate solution into each weiL Absorbance were measured 
at 540 nm on a Multiskan plate reader (Flow Laboratories)o Absorbance of blank control was 
substracted from the absorbance values in the other wells. The results were exposed as mean values 
of a minimum of 8 wells in triplicated assayso Cytetoxicity was evaluated as percentage of control 
values. 

2.6. Fluorescence and absorption measurments.O 

Fluorescence measurements were recorded using a Perkin-Elmer LSSOB luminescence 
spectrometer tltted with a red-sensitive photomultiplier (Hamamatsu R 928). 
Absorbance spectra were measured by means of a Perkin-Elmer Lambda Bio sectrophotometer. 

3. RESULTS AND DISCUSSION 

3.1. Spectroscopie investigation 

Under our conditions of solubilization pp IX presents as a highly aggregated compound. In Fig.l 
(curve 1), the absorption spectrum of pp IX in phosphate buffer saline (PBS) is presente do The Soret 
band is not observed and Q-band is red-shifted in comparison with Q-band in organic solution, 
known from literature 15•16 . According to the literature data17,l8. the absence of Soret band is 
indicative for the complete aggregation of porphyrins. In the presence of 2% ferai calf serum (FCS) 
(Fig.!, curve 2), a new maximum appears at 413 nm which corresponds to Soret band and most 
probably is due to partial disaggregationo The aggregated species of porphyrins are known to have 
weak fluorescent properties 19,10 Even in highly aggregared species, fluorescence is due to 
monomeric forms of porphyrinso Excitation fluorescence spectra of pp IX measured in the absence 
and presence of serum (Figo2) completely differ from absorption spectra. The Soret band is revealed 
in this spectra and is located at 397 nm in buffer solution of pp IX; in the presence of serum the Soret 
band is shifted to 411 nm and the intensity is significantly increased. The shape of fluorescence 
excitation spectra correlates to monomeric forms of pp IX, known in the literature l5.16o Therefore 
we can consider that in our solution only monomeric forms are responsible for fluorescence. 
Measuring of fluorescence spectra of pp IX in different environmem can give additional information 
about photechemical activity of the dye, because fluorescence properties are known to correlate with 
photochemical ability of a pigment2!. The fluorescence maximum of pp IX in buffer was around 621 
nm (data not shown)o In presence of serum, it shifted te 636 nm (Figo 3, curve 1) and intensity 
inereased nearly 6 times. Our results are in close agreement with those obtained by Go Lozovava 15, 
where authors explained the maximum of fluorescence of pp IX in PBS ae 618 nm through the 
formation of clusters, which nevertheless can be photochemically activeo Presence of serum in the 
mentioned work, as weIl as in our case brought to the formation of water-soluble complexes of pp 
IX-protein. In fact, porphyrins are known to bind readily with ligand and binding affinity correlated 
with the tendency of porphyrins ta aggregate. At the same rime, when bound to protein, the y are 
largely monomerized, and are still good producers of singlet oxygen on illuminationo 
So, as follows from spectroscopie measurements of pp IX in aqueous solution the dye presents 
mainly in the form of aggregates (may be oligomers) with a small fraction of monomers. Only 
monomers are responsible for fluorescence. Presence of macromolecular carrier (FCS) increases the 
monomerization and as a consequence the fluorescence is strongly enhancedo 
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Wavelength. nm 

Figure 1: Absorption spectra of protoporphyrin IX (5 !lglml) in phosphate buffer. 
l without serum, 2 with 2% of fetal calf serum (FCS). 

Wavelen~th. nm 

Figure 2: Fluorescence excüation spectra of protoporphyrin IX (5 jJ.g1ml) in phosphate buffer. 
l without serum (detected at 620 nm), 2 with 2% of FCS (detected at 634 nm) .. 
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Figure 3: Fluorescence spectrum of protoporphyrin IX (5 Ilglml) in phosphate buffer. 

in presence of serum CÀ, exc :: 405 nm) 

3.2. Spectroscopie study of photodegradation of pp IX with and withont serum. 

3.2.1. Decay of absorbance. 

Decay of absorbance of pp IX in solution observed during light exposure was monitored at 
wavelength 413 mn and 405 mn (with and without serum, respectively). From the initial parts of the 
curves, the rate of photodegradation, as weIl as quantum yield (QY) was calculated (Table 1). The 
quantum yield of photobleaching appeared to be quite low (1.4x40-5) in buffer solution for pp IX, 
but increased strongly in the presence of serum (2.6x.1 0-4). Nearly the same order of QY of 
photodegradation followed by decay of absorbaoce is known for other porphyrins in aqueous 
solutions, including hematoporphyrin (HP) and Photofrin III (PF II). It is known that 
photobleaching of Hp24 and PF rps is increased in the presence of human serum albumin (HSA). 
The presence of photooxidizable substrates a1so significantly increased the rate of photobleaching for 
pp IX in microemulsion*. Most probably, ooly monomeric forms of pp IX undergoes quick 
photodegradation, therefore in the presence of serum the QY of photodegradation increases. Indeed, 
analysis of difference absorption spectra of preirradiated PP IX against pp IX shows that wavelength 
dependence of decay in absorbance is close to the fluorescence excitation spectra with differences 
never exceeding 2 nm (data not shown). This coincidence indicates that only disaggregated forms of 
pp IX are photolabile, while aggregates are essentially more stable. 
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3.2.2. Decay of fluorescence 

Decay of fluorescence of pp IX during irradiation was monitored in maxima at À. = 620 nm 
(solution of pp IX in buffer) and À. = 636 nm (buffer solution of pp IX with serum). The rate of 
photodegradation and quantum yields measured from the initial parts of the curves are presented in 
Table 1. The decay of fluorescence in the presence of serum is nearly 50 times higher than without 
serum. This difference is likely due to monomerization of pp IX in the presence of serum and 
bleaching of monomeric forms. The fluorescence yield is known to be higher for monomers than that 
for aggregates, what was shown for HP26. The fact is, that in aggregates singlet state quenching 
takes place responsible for the lower fluorescence yield26. From the data of Table l, appears that the 
rate of decay of fluorescence of pp IX with serum is about an order of magnitude higher than decay 
of absorbance under the same conditions of irradiation. The reasons of such difference are the 
following : when we monitor photobleaching by fluorescence, we measure practically only 
monomeric forms of dye, while aggregates are not fluorescent. Quite different situation we have in 
the case of absorbance measurement : absorbance mainly belongs to aggregated forms, which are 
photochemically stable, and too much less extend to monomeric photolabile forms. This is why, the 
rate of relative decrease in absorbance during irradiation is much lower than rate of decrease of 
fluorescence. It may be proposed that estimation QY monitored by fluorescence is lower than in 
reality. One may notice that simultaneously with decrease in fluorescence intensity, the shape of 
fluorescence band changes upon irradiation (Fig 3), which strongly indicate that fluorescence 
spectrum of initial pp IX overlaps with emission spectra of sorne photoproducts. Therefore any 
conclusion conceming photodegradation of pp IX made by the decay of fluorescence may not reflect 
the real rate of photobleaching of sensitizer. 

Table 1: Rate and quantum yield of photodegradation of pp IX in solutions with and 
without serum estimated by three different methods: absorbance, fluorescence and cell 
photoinactivation-test. Quantum yields of photobleaching were calculated as (initial rate of 
disappearance of pp IX) / (initial rate of absorption of photons by the reaction mixture). 

Absorbance Fluorescence Cell photo inactivation-test 

Pp IX in: Rate Quantum yield Rate Quantum yield Rate Quantum yield 
(cm2/J) (cm 21J) (cm21J) 

PBS 0.004 ± 0.00 1 1.4 10-5 0.02±0.004 6.2 10-5 0.112 ± 0.02 3.710-4 

PBS 0.08 ±0.01 2.6 107 
(+ 2% FCS) 

0.91 ±0.17 2.9 10-3 2.33 ±0.55 7.710-3 

3.3. Decay in cell photoinactivation 

A new test-system is proposed for investigation of photodegradation of porphyrins in solutions 
in comparing the survival of HT29 cells being incubated in pp IX preirradiated or not. The dose
response curve of survival is presented in Fig. 4. The fluences of preirradiation of pp IX are plotted 
on abscissa. The data of typical experiment are presented in Fig. 4. It is seen that at fluences of 0.3 
J/cm2 and higher the survival reaches plateau at about 90% and do not increase any more. This 10% 
lethal effect is due to dark cytotoxic properties of pp IX at concentration used in our experiment. 
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To evaluate the concentration of pp IX remaining after first irradiation the following approach was 
used. We estimated the concentration dependency of phototoxic effeet of pp IX from the 
concentration-response curve for œil cytotoxicity (Fig. 5). From this data, the concentration of pp 
IX, which corresponds to the given level of survival in Fig. 4 was calculated. This calculated 
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Figure 4 : Dose-Response curve of eytotoxicity in HT29 cells. 
Cyroroxicity is piotted versus preirradiation fluence of pp IX 
(5 !-tg/mi) in the presence of serum. Cytotoxicity was estimated 
by MTT test. Data of typical experiment out of five are presented. 
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Figure 5 : concentration dependence of phototoxic effect of pp 
IX. Irradiation was done at the fluence 0.5 J/cm2 (À. < 415 nm). 
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Figure 5 : Remaining concentration calculated from the 
concentration-response relationship for ceU cytotoxicity versus 
pp IX preirradiation fluence. Buffered solutions of pp IX 
(5 /lglml)were iorradiated in the presence of 2% FCS. 

concentration of remaining unbleached pp IX was plotted as a function of fluences of preirradiation 
Fig. 5. From initial part of the curve the rate and QY of photodegradation was estimated (Table 1). 
The QY of de gradation followed by cel! inactivation appeared to be 7.7 x 10-3. Thus, the comparative 
analysis photodegradation of aqueous solution of pp IX in the presence of serum monitored by three 
methods : decay in absorbance in Soret band, decay in fluorescence and decay in œil inactivation 
showed that highest quantum yield of photodegradation was in the latter case. 

4. CONCLUSION 

The problem of photodegradation of sensitizers, used in PDT is very important in the view of 
clinical dosimetry2. As the drugs usually used for PDT -treatment, such as hematoporphyrin 
derivative (HpD) or PF II. are complex mixtures, containing oligomeric, dimeric and monomeric 
species the interpretation of the results of photobleaching studies with these sensitizers is difficult. 
Therefore, in the present study we investigated photodegradation of pp IX, which is known to be 
highly cytotoxic. Moreover, this sensitizer is of big interest as a mediator of 5-aminolevulunic acid 
(ALA) - induced photodynarnic therapy27.To simulate the situation encountered in vivo where the 
sensitizer interacts with body fluids, photodegradation was examined not only in buffer solution. but 
also in the presence of serum proteins contained in fetai calf serum (FCS). 

The comparison of QY of photodegradation of pp IX in solution (with and without serum) by 
three applied methods : decay in absorbance, decay in fluorescence and decay in cell 
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photoinactivation points to severa! facts. First of ail, photobleaching of pp IX significantly increases 
in the presence of serum, measured by either of the three methods. 

Our spectroscopie experiments with pp IXare consistent with the fact that porphyrins are 
known to be largely monomerized when bound to protein28 . From the other side, pp IX in 
monomeric forro is most photolabile and increased photolability correlates with higher QY of 
fluorescence and generation of singlet oxygen 16.20 In aggregated species internaI crossing is 
increased due to this fluorescence and intersystem crossing are decreased. From this data follows that 
under irradiation of pp IX (with or without serum) the photobleaching of monomers presumably 
takes place. This is why efficiency of photobleaching is much higher in the presence of serum. 
The most interesting resuit of present work is that QY of photodegradation of pp IX estimated by 
mentioned three methods are significantly different between themselves. SO, QY of photodegradation 
of pp IX, irradiated in the presence of serum and estimated by decay in absorbance was 2.6xlO--1- ; 
data from decay of fluorescence gave a value one order of magnitude higher (2.9x10-3). In the work 
of J. Moan9 the decays in absorbance, fluorescence and photosensitizing effect of Pf II were 
compared and rate of sensitizing efficiency was found to be lowest. The highest was decay of 
fluorescence. The data of this work cannot be compared with our data because of principal different 
conditions of experiment : the fluorescence, absorbance was measured directly in ceUs, 
photosensitizing efficiency was estirnated as a result of simultaneous irradiation of ceUs with Pf II. In 
our model of photobleaching, we srudy the rate of photodegradation in solution, without cells. 

The biological test-system of photobleaching presented in our work appeared to be the most 
sensitive. 

The main drawback of spectrophotometric method is that we measure absorbance, which 
belongs to photos table aggregates. Fluorescence method is better, because in this case we estimated 
the fluorescence of monomers. but emission band of pp IX overlaps with emission band of 
photoproduct, and due to chis total luminescence decays slower than the concentration of monomeric 
pp IX. But probably, chis photoproduct is not so phototoxic as parent pp IX. Due to this, biological 
testing of photobleaching of monomerie pp IX is the most specifie and gives the highest QY. 
Our preliminary results have shown that storage of preirradiated pp IX during 24 hours results to the 
gradual increase of their fluorescence. Most probably, we deal with monomerization and appearance 
of monomers due to disaggregation. It seems to be that after bleaching of monomers the equilibrium 
between monomeric and aggregated species is established, but this process is time-consuming and 
lasts mu ch longer than the cime of our experiment. 
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CARACTÉRISATION ET ÉTUDE DES CONSÉQUENCES BIOLOGIQUES DU 
PHOTOBLANCHIMENT DE L 'HÉMATOPORPHYRINE DÉRIVÉE UTILISÉE EN 

THÉRAPIE PHOTODYNAMIQUE 

RÉSUMÉ 

La photodégradation de l'hématoporphyrine dérivée (HpD) est caractérisée par une 
modification du spectre d'absorption, un~ diminution de l'intensité de fluorescence, ainsi 
qu'une altération du pouvoir de photoinactivation cellulaire. A partir de ces trois critères, 
seront évaluées les constantes de photodégradation de l'HpD dans deux environnements 
biologiques différents. 
In vitro: sur solutions d'HpD supplémentées de sérum (2%). Le taux de photodégradation le 
plus important est obtenu à partir des essais de cytotoxicité cellulaire (test au MIT) suggérant 
que le système biologique d'estimation du photoblanchiment est le plus sensible. 
In vivo " sur tumeurs HT29 greffées sur souris et exposées à différentes fluences en lumière 
bleue ou en lumière rouge. Malgré sa faible profondeur de pénétratio!l dans les tissus, la 
lumière bleue induit un taux de photodégradation supérieur à celui de la lumière rouge et elle 
semble par ailleurs réagir selon un processus radicalaire qui gagnerait tout le volume 
tumorale . . 
L'HpD étant proposée en thérapie photodynamique (PDT) pour le diagnostic et le traitement 
des néoplasies, notre second objectif est de démontrer in vitro et in vivo si l'illumination de 
l'HpD à visée de diagnostic (Â,<415 nm) peut altérer l'efficacité de l'étape thérapeutique 
successiv~ (Â.=630 nm). 
In vitro : les essais sur culture de cellules ont démontré que l'exposition séquentielle aux . 
deux lumières diminuait la cytotoxicité. Cette interadion négative peut être modifié par la 
production de photoproduits avec une faible activité photodynamique dont l'existence a été 
confirmée par la détection de nouveaux pics d'absorption et de fluorescence. 
In vivo: L'évolution du volume tumoral après exposition séquentielle aux deux lumières est 
plus rapide que celle des témoins exposés à une seule photoirradiation. Aucune relation 
directe ne permet de lier l'altération de l'activité photodynamique aux résultats obtenus par 
les autres méthodes d'évaluation du photoblanchiment. Seule l'évaluation des conséquences 
biologiques peut fournir ,me réponse objective. 

MOTS CLÉS: 

Hématoporphyrine dérivée (HpD), Thérapie photodynamique (PDT), Photoblanchiment. 
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