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INTRODUCTION GENERALE

Au Ve siecle avant J.C., Hérodote préconisait de longues expositions a la lumiere
solaire pour améliorer la forme physique ainsi que certaines fonctions neuronales. Le
principe de la photothérapie repose sur l'absorption effective de la lumiere par des

molécules endogénes.

La photochimiothérapie ou thérapie photodynamique (PDT) consiste a administrer au
patient un produit exogene capable de se fixer dans les zones pathologiques et
d'absorber la lumiere (photosensibilisateur) pour générer en présence d'oxygene des

especes moléculaires cytotoxiques responsables de 1'effet thérapeutique.

Le concept de la PDT est vieux de 30 siecles, les indiens connaissaient empiriquement
ce procédé pour guérir le vitiligo (Spikes 1987). Actuellement 1'application de la
photochimiothérapie la plus répandue est la PUV A thérapie pour traiter le psoriasis.
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CHAPITREI

LA THERAPIE PHOTODYNAMIQUE, APPLICATIONS CLINIQUES ET
EXPERIMENTALES

1- Historique de la thérapie photodynamique

Le principe de photosensibilisation par la lumiére via une substance chimique a été
rapporté pour la premiere fois par Raab (1900) qui a observé un effet phototoxique sur

des paramécies en présence d'acridine orange.

Le concept de la PDT, consistant a irradier des tumeurs par la lumiere visible apres
administration d'une substance photosensibilisatrice a été appliqué pour la premiere 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 a la

Iumiére solaire.

En 1924, Policard a observé une fluorescence rouge attribuée a l'accumulation de
porphyrines endogenes produites par une forme d'infection bactérienne hémolytique au

niveau de tumeurs.

En 1942, Auler et Banzer ont rapporté une rétention de '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 I'Hp qui est un mélange
complexe de diverses porphyrines : I'hématoporphyrine dérivée (HpD). La localisation
tumorale de 'HpD au niveau des 1ésions néoplasiques épithéliales a ét€ démontrée par

fluorescence (Lipson 1961).

Le premier objectif de Lipson était la détection tumorale par fluorescence, il a ensuite
réalisé 1'intérét de cette rétention sélective de I'HpD et la possibilité d'exploiter ses
propriétés photodynamiques a 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 & une lumiere filtrée a partir d'une lampe a Xénon.
La régression de la lésion apres plusieurs semaines f{it considérée comme satisfaisante.

Jusqu'au milieu des années 70, aucun autre essai n'a €té rapporté dans la littérature.



Les années 70 ont connu un regain d'intérét pour cette forme de thérapie en raison de

deux facteurs essentiels :

- le développement technologique des lasers et des fibres optiques,
- I'utilisation de I'HpD en tant qu'agent photosensibilisateur ayant une affinité

pour les tissus cancéreux.

Les premiers essais réalisés in vivo avec I'HpD ont été rapportés par Dougherty (1975)
sur tumeurs implantées en sous-cutanée chez des souris et des rats. L'injection de I'HpD
par voie intrapéritonéale et l'exposition directe de la tumeur a la lumiere rouge a conduit
aune réduction du volume tumoral avec peu de dégits au niveau des tissus

environnants.

Apres une nouvelle utilisation clinique isolée rapporté chez 'homme pour un cancer de
la vessie (Kelly et Snell 1976), Dougherty et son équipe publiérent leur premiere 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 1'ceil etc).

Initialement, la thérapie photodynamique fiit appliquée a 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 étre

classés par groupes (Delaney 1990, Meunier 1992)



2-1- Les tumeurs cutanées et sous-cutanées

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.

2-2-Les tumeurs de la sphere ORL (téte 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 a Nancy, sur des patients
porteurs de lésions néoplasiques de la sphere ORL, les résultats obtenus étaient

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

2-3-Les tumeurs du systeme nerveux central

Laws et son équipe (1981) ont réalisé une étude de faisabilité de phase I sur les tumeurs
cérébrales. La PDT peut étre appliquée en tant que traitement adjuvant aux patients

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

2-4-Les tumeurs oculaires

La PDT a été plus pratiquée sur les mélanomes choroidiens (Bruce, 1989). Des réponses
compleétes ont été enregistrées chez les patients portant des l€sions de petite taille ou de
taille moyenne (<1 cm3). Pour des mélanomes pigmentés choroidiens, aucune réponse

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

2-5- Les tumeurs bronchiques

Les premiers essais cliniques utilisant I'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



bronchiques. Le carcinome in situ semble constituer une excellente indication (Nelson
1990).

2-6- Les tumeurs des tractus eesophagien et gastrointestinal

2-6-1-Les tumeurs esophagiennes

En 1987 Thomas et son équipe ont traité des cancers avancé€s de l'cesophage, une
amélioration nette de la dysphagie a été observée. Aida et Hirashima (1983) ont traité

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

2-6-2- Les tumeurs gastriques

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

précoce (Hayata 1985).

2-7- Les tumeurs du tractus génito-urinaire

Les premiers essais ont été réalisés par sur des carcinomes transitionnels de la vessie
(Kelly et Snell, 1976 ; Tsushiya 1983 ; Hisazumi 1983 ; Benson 1986). En raison du
caractére multifocal de ces 1ésions, l'illumination de tout le volume vesical est

nécessaire (Benson 1986).

2-8- Les tumeurs gynécologiques

2-8-1-Les tumeurs du vagin, de la vulve, du col utérin

De rares cas isolés, anecdotiques ont ét€ rapportés (Dahlman 1983, Corti 1989).



2-8-2-Les tumeurs de I'ovaire

Delaney (1990) a rapporté 3 cas de récidives de cancer de l'ovaire. Immédiatement
apres la chirurgie de réduction tumorale le traitement PDT a été délivré dans la cavité

péritonéale. 11 s'agissait d'une étude de phase I.

3-La photodétection en PDT

Le dépistage des cancers a un stade précoce a motivé le développement de la
photodétection en PDT. L'émission de fluorescence des photosensibilisateurs retenus
sélectivement au niveau du site néoplasique pourrait servir a préciser la localisation (et

lI'extension) d'une tumeur non visible par les autres méthodes diagnostiques.



CHAPITRE 11

LES CONCEPTS PHOTOCHIMIQUES ET PHOTOPHYSIQUES

La photochimie est I'étude expérimentale ou théorique des manifestations chimiques et
physiques des états €lectroniquement 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-Absorption électronique

Le processus d'absorption électronique peut étre 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 1'énergie qui la sépare de I'état
fondamental représente 1'énergie du photon. La molécule est dite alors excitée

€lectroniquement, elle a assimilé I'énergie cédée par le photon :
E=hv

h=constante de Planck

v =fréquence du photon

2- Description des états excités électroniques

Par absorption directe d'un photon de fréquence v, la molécule passe a I'état excité
singulet S; ou plus précisement a certains niveaux vibrationnels S, (diagramme de

Jablonsky figure II. 2). Par rapport a 1'état fondamental Sg la molécule posséde 1'énergie
cédée par le photon E=hv. La molécule excitée libére son excédent d'énergie par

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

des molécules voisines non excitées.
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figure I1. 1 : Représentation des états excités moléculaires électroniques : diagramme
de Jablonsky

3-Processus de désactivation de 1'état singulet

3-1- Processus non radiatifs

Les processus non radiatifs comprennent la relaxation vibrationnelle, la conversion
interne et le processus de transition intersystéme qui a une vitesse tres compétitive avec
tous les processus de désactivation de ]'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 1073 & 10 secondes.

3-2- Processus radiatif : émission de fluorescence

La durée de vie d'un état excité singulet est courte : 10711 2 106 secondes. L'émission
de fluorescence est un processus de retour a I'état fondamental : la molécule dans I'état
excité émet un photon a la fréquence V', I'électron retrouve son orbitale d'origine et la

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

entre états de méme multiplicité.



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).

4-Réactions photochimique impliquées en PDT

La thérapie photodynamique repose sur le principe d'activation du photosensibilisateur
par la lumiere. L'état électronique triplet du photosensibilisateur est la forme chimique
intermédiaire qui en présence d'oxygene conduit a la production d'agents cytotoxiques
responsables de l'effet thérapeutique. Les réactions photochimiques avec les

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

4-1- Réactions de type I

Ce sont des réactions de type radicalaire, le photosensibilisateur excité réagit
directement avec le substrat en produisant des radicaux libres, chargés ou neutres. Ces
réactions consistent soit en un transfert d'hydrogeéne vers le photosensibilisateur et la
formation de radicaux libres neutres soit en un transfert d'électron avec la formation

d'une forme ionique chargée.

Transfert d'hydrogéne
3S + RH TS SH® + R°
3S + RH Transfertdelectron)s 5- + RE+

Les radicaux neutres ou chargés réagissent avec 1'oxygéne moléculaire pour donner des

agents de photooxydation puissants :

SH°+ 30y ——» S + HO%

- 3 >
S+ 00 S+ 0% Ion superoxyde

4-2- 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 oxygéne (Mac Robert 1989)



3%+ 30, —m—>» S+ 1o,

RH + !0 ————— 3 ROOH (photooxydation)

substrat réducteur

Dans les réactions de type II, I'nématoporphyrine a I'état triplet échange son excédent
d'énergie avec I'oxygene moléculaire qui a la particularité d'étre a un état triplet daas
son état fondamental. La réaction conduit a la product'on d'un état électronique excité
de l'oxygene : I'oxygene singulet, une forme trés réactive dans les systemes biologiques
(Mac Robert 1989).

P conversion
intersystéme
= S h transfert d'énergie
S | 3® Type 11
=3 3 302\ YP
= 3 o
é 5 102—3 Cytotoxicité
=]
< =
p 302
Les différents états €lectroniques Les différents états électroniques
du photosensibilisateur de l'oxygene

IP=¢tat singulet du photosensibilisateur

3P=état triplet du photosensibilisateur

P=¢état fondamental singulet du photosensibilisateur
10, ='oxygene singulet

30,=l'oxygene triplet

La proximité de transfert de I'énergie résonante de 1'état triplet des photosensibilisateurs
vers 1'oxygene moléculaire peut étre trés efficace et le rendement en oxygéne singulet
peut étre similaire a celui de I'état triplet du photosensibilisateur. Un autre aspect
important de ce mécanisme est la possibilit€ du retour du photosensibilisateur a son état
fondamental. Ainsi, l'oxygene singulet cytotoxique peut étre généré sans aucune
transformation chimique du photosensibilisateur qui peut & nouveau absorber un autre
photon et répéter le cycle. En effet, les molécules de photosensibilisateurs sont capables
de générer une concentration en oxygene singulet de plusieurs fois supérieure a leur

propre concentration initiale. Ceci peut étre un moyen tres efficace de potentialiser
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l'effet de photosensibilisation a condition que l'approvisionnement en oxygene soit
adéquat et que le photosensibilisateur ne soit pas lui méme détruit par oxydation, ce

dernier aspect concerne 1'objet de notre travail de theése.

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'oxygeéne singulet et a constaté que l'effet cytotoxique était completement

annihilé.

4-3- Réactions de type III

Des conditions trés spécifiques sont requises pour ce type de réactions qui ne
nécessitent pas l'intervention de I'oxygene. Il surviennent en milieux anaérobie ou dans
des milieux ou une concentration en réactifs tres €levée s'oppose a l'effet de I'oxygene.
Le processus photochimique qui peut se produire en présence des photosensibilisateurs

dans un systéme biologique est représenté sur le schéma suivant :
hv
SH —>» ISH* 3 3SH*

SH°* + B°

S° + Ht

SH=Photosensibilisateur a 1'état fondamental
ISH*=Photosensibilisateur a 1'état singulet
3SH*=Photosensibilisateur 2 1'état triplet
B=Accepteur d'électrons

SH°+, B°-» S°= especes radicalaires réactives

Si l'on prend I'exemple du systéme porphyrine-quinone, l'interaction se fait par transfert
de charge entre 1'état triplet du photosensibilisateur (porphyrine) et l'accepteur
d'électrons (quinone). L'interaction conduit a 1'éjection du proton de la porphyrine
anionique (SH°*) et a la production de trois especes radicalaires tres réactives sous des

conditions anaérobie (G. Laustriat 1986).

Ce type de réaction est trés peu cité dans les mécanismes photochimiques responsables
de la cytotoxicité des porphyrines. Les deux premiers mécanismes semblent €tre les

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

LA LUMIERE

1- Les sources de lumiére utilisées

1-1- Les lampes

Les lampes a gaz type xénon, halogenes ou vapeur de mercure sont utilisées pour les
traitements PDT. La lumiere 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).

1-2- Les lasers

L'introduction des lasers et des fibres optiques, a favorisé le développement de la
thérapie photodynamique. On dispose d'une puissance élevée et grice aux fibres
optiques, on peut atteindre quasiment tous les sites de 'organisme par voie interstitielle

ou endoscopique.
Parmi les différentes sources laser pouvant tre utilisées, sont citées :

- le laser a hélium-néon : il délivre une lumiere rouge a une longueur d'onde de

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

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

communément utilisée. La source du laser argon a 514,5/488 nm peut produire de 5 a
25 W de puissance. C'est le laser de pompe du laser a colorant qui contient un colorant
fluide comme le kiton-red ou la rhodamine B dont on peut régler I'émission a 630 nm.
La puissance effective pouvant €tre obtenue avec le laser argon-colorant est de 3 a 4W

dont 80% peuvent €tre transmis via une fibre optique.
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-le laser krypton : émet a 407 et 413 nm, dans le bleu-violet. Cette longueur
d'onde correspond a la bande de Soret du spectre d'absorption du noyau tétrapyrolique

et induit une fluorescence de la molécule susceptible d'étre 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)

1-3 Les diodes laser

Les diodes laser sont relativement peu onéreuses avec un cofit d'entretien négligeable,

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

Actuellement, les diodes courantes, peuvent générer jusqu'a 1 W de puissance a des
longueurs d'onde comprises entre 750 et 800 nm. Cet intervalle spectral est tres
intéressant pour l'utilisation de photosensibilisateurs de seconde génération
(bactériochlorine o). Le développement des diodes laser fait que les longueurs d'ondes

disponibles deviennent tous les jours de plus en plus nombreuses.

2- Distribution de la lumiére dans les tissus.

2-1- Les tumeurs superficielles

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

systeme optique de lentilles peut produire un spot uniforme.

2-2-Les tumeurs intraluminales ou intracavitaires

Pour les illuminations des tumeurs intraluminales ou intracavitaires comme les tumeurs
des bronches, de I'esophage ou de la vessie, une fibre optique munie d'un embout
diffuseur peut étre introduite a l'intérieur du canal d'un endoscope et amenée sous
contrdle de la vue au site a traiter. Des diffuseurs spécifiques ont été congus pour
I'cesophage et les bronches afin d'obtenir une illumination homogeéne dans des

conditions reproductibles.
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2-3-Mode de distribution de la lumiére

Pour controler la distribution spatiale de la lumicre 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 ou/et implanter plusieurs fibres

simultanément par voie interstitielle (Marijnissen, 1992).

Dans le cadre de 1'unité de recherche en thérapie photodynamique de Nancy, des
diffuseurs implantables destinés a 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 lumiére

Les unités de mesure sont exprimées en terme de densité de puissance de lumiére
incidente par rapport a la surface (Irradiance en W/cm?) ou en terme de densité

d'énergie par rapport a la surface (Fluence en J/cm?).

Pour prédire un effet photodynamique, le reproduire ou faire des essais comparatifs, une
connaissance approfondie de la distribution spatiale de la lumiere et de la dose d'énergie
absorbée par les tissus doit étre acquise. Des mesures directes au niveau de la tumeur

doivent étre effectuées (Marijnissen 1987).

Un modele 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 :

-I'absorption lumineuse dans les tissus biologiques grace a un modele statistique
simulant I'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 a fibres optiques a partir de la
lumiére rétrodiffusée (Abdul Nour, 1994)

La distribution de la lumiere peut étre évaluée en étudiant la distribution de la fluence

totale sur un modele 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 €laboré au sein de 1'unité de recherche en thérapie photodynamique de Nancy (D.
Lignon, 1993). Ce dispositif est inspiré de la mesure dosimétrique sur trois méridiens
(Marijnissen et al 1989). C'est un systéme de capteurs multiples et d'une source isotrope
positionnés par un systeme mécanique introduit a I'aide d'un cystoscope modifié€. Un
module électronique permet l'acquisition des flux lumineux issus des capteurs et un
programme informatique permet a l'opérateur de centrer la source de lumiere 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 DERIVES

1- Introduction

Les porphyrines sont connues pour jouer deux rdles importants en photobiologie : Gans
le régne végétal avec I'implication de la chlorophylle dans le phénomene de la
photosynthése et leur role en clinique humaine pour la photothérapie et la

photochimiothérapie.

Jusqu'a 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 lumiére, 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 A de diameétre pouvant loger un ion métallique.
Cette structure chimique offre des propriét€s photochimiques trés intéressantes et un
large spectre d'absorption de la lumiere. La chimie de ces composés est fascinante et la
variabilit€ du métal central offre a la nature plusieurs pigments indispensables & la vie.
Les complexes métal-porphyrine sont essentiellement : '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 mésomeres ont été identifiées et la forme la plus stable posséde un
azote tertiaire (=N-) sur les noyaux II et IV et deux azotes secondaires (-NH-) sur les
noyaux I et II. Les positions périphériques sont numérotées de 1 a 8. Les positions
interpyrrolytiques sont appelées «méso» et sont désignées par o, B, 7, & (figure IV.1).

La structure plane de la molécule est due aux fortes liaisons m-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 libére ses deux atomes d'hydrogene et le métal en position centrale respecte
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une syméirie €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 tres thermostables (jusqu'a 300 a 400 °C).

2 o 3

1 4

5 B

8 5
7 Y 6

figure IV.1 : structure chimique des porphyrines

En substituant les positions périphériques par des chaines latérales diverses, plusieurs
dérivés peuvent étre obtenus. Les substituants généralement rencontrés peuvent Etre 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 monomeres

identifiés sont présentés sur la figure IV.2.

COOH

Sfigure IV.2 : Structure de base des monomeéres
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=R'= CH(OH)CH3 Hématoporphyrine IX (Hp)

R=R'= CH(OH)CH3-CH-CH?2 Hydroxy-€éthyl-vinyl-deutéroporphyrine
(HVD)
R=R'= CH=CH2 Protoporphyrine IX (Pp IX)

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

sont désignés sous l'abréviation de «DHE» (figures IV.3, 1V .4).

HO,C(CH,),  CHj H,C (CH,),CO,H

HO,C(CH,), (CH,),CO,H

HsC CHs

HOCH CHj HyC  HOCH
CH3 CH;

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

18



(CH,),CO,H

(CH,),CO,H

CH;

Jfigure IV.4 : Structure chimique de la dihématoporphyrine ester

3- Synthese chimique des porphyrines

3-1- L'hématoporphyrine
Le traitement chimique de I'hémoglobine par un acide minéral, fournit deux fractions

distinctes de la molécule :

- une fraction protéique : la globine
- un groupement prosthétique : 'heme avec un fer ferreux.

L'oxydation de I'héme transforme le fer de son état ferreux a son état ferrique et produit

I'hématine qui est tres stable. L'élimination du fer par un acide donne naissance a la
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porphyrine de I'némoglobine appelée plus communément protoporphyrine et la fixation

de molécules d'eau sur ses doubles liaisons vinyliques conduit a I'hématoporphyrine.

3-2- L'hématoporphyrine dérivée (HpD)

L'HpD est obtenue par traitement de I'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 isotonijue par
du chlorure de sodium. L'analyse par chromatographie liquide haute performance
(HPLC) (figure IV.5 ) révele les pics principaux démontre que 'HpD est un mélange
complexe de plusieurs composés (Dougherty et Mang 1987) :

- 20 % d'hématoporphyrine (Hp) ;
- 20 a 30 % d'hydroxyéthylvinyldeutéroporphyrine (HVD) ;
-3 a5 % de protoporphyrine IX (Pp IX) ;

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

RY
3021
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5487

5602

Ya

0607
1270
2 398

Figure IV.5 : Profil chromatographique d’une solution d’HpD (Queen Elisabeth
Hospital) : Hp (1), HVDI (1I), HVD 2 (Ill), Pp (1V) et DHE (V), (Azzi, 1992)
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Cette fraction hydrophobe de I'HpD a été isolée par filtration sur gel (Bio-gel P10, 100-
200 mesh). En milieu aqueux, elle est tres fortement agrégée et constitue 40 a 50 % de
I'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 P10, 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 fiaction A
consistait exclusivement en des dihématoporpayrines 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 étner ou esters dépend de la

méthode de synthese.

La fraction oligomérique étant composée de dimeres et d'oligomeres li€s de facon
covalentes par des bases ester et éther a tendance a s'agréger en milieu aqueux par des
liaisons non covalentes. Sous cette forme agrégée, I'HpD n'est ni fluorescente ni un bon
générateur d'oxygene singulet (Dougherty 1987). Par contre dans les solvants
organiques ou en présence de sérum, la désagrégation de la fraction hydrophobe est
favoris€e et le rendement en oxygeéne singulet est comparable a celui de

I'hématoporphyrine.

En résumé, 'HpD et le DHE ou Photofrin® sont composés d'Hp, dHVD et de Pp IX qui
sont moins actifs en tant que photosensibilisateurs in vivo et d'une fraction hydrophobe
composée de porphyrines reliées par des liaisons éther ou ester et formée de deux
(dimeres) a 6 (oligomeres) unités de porphyrines. Le photofrin II étant une fraction de
I'HpD, on l'assimilera dans le texte a I'HpD.

Dans le cadre des recherches entrepises au sein de 1'unité de recherche en thérapie
photodynamique, une méthode de synthése de I'HpD a partir d'hématies humaines
adultes a été mise au point. Pour tenter de définir la partie la plus active de I'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 a celle de la solution mere d'HpD est supérieure (Azzi,
1992, 1993). Les études en HPLC ont montré que I'HpD et 2 moindre degré sa fraction
oligomérique étaient des mélanges complexes de porphyrines ce qui rend leur étude

particulicrement difficile.



4- Propriétés spectroscopiques des porphyrines

4-1- Spectre d'absorption

Les porphyrines en solution absorbent la lumiere a des longueurs d'ondes spécifiques
dont les maxima (pics) caractéristiques permettent leur identification. En régle 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 a la limite entre 1'ultraviolet et le visible que 1'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 €lectroniques
différentes, deux formant la bande de Soret (V) et les deux autres aparaissent dans le
visible et concernent la bande I et III. Les bandes II et IV sont par contre d'origine
vibrationnelle (Kamalov 1985). Quel que soit le solvant utilisé, 1'allure du spectre
d'absorption reste la méme et le rapport d'intensit¢ entre les différentes bandes est
respecté. Cependant, la position des pics peut étre légérement décalée d'un solvant a

l'autre.

Absorbance

111
I i —_—
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350 380 400420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700

Longueur d'onde (nm)

figure IV.6 : Spectre d'absorption d'une solution d’'HpD (5ug/mi) dans du tampon
phosphate (PBS, pH 7,4)
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4-2- Spectres de fluorescence

Une autre propriété photophysique des porphyrines non-métalliques est leur
fluorescence qui est essentiellement due a la présence des liaisons nt-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 fluorescence situés pour le premier
a 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.7: Spectre d'émission de fluorescence d'une solution d’'HpD (51g/ml) dans du
tampon phosphate (PBS, pH 7,4)
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4-2-1 Spectre d'excitation

L'excitation de fluorescence de I'HpD peut étre 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 (PBS) a pH 7,4 est représenté sur la figure IV.8, les
différents pics sont situés a 395, 500, 537 et 557 nm.
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Jfigure IV.8: Spectre d'excitation de fluorescence d'une solution d'HpD (5ug/ml) dans
du tampon phosphate (PBS, pH 7,4)

4-3- Effets physiques du milieu sur 1'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 a céder des protons. Elles

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

spectroscopiques peuvent ainsi étre 1égerement différentes.

4.3-1- Effet du solvant

Les structures vibrationnelles du spectre d'absorption peuvent étre influencées par les
interactions avec le solvant, l'interaction universelle (effet de la constante diélectrique
du solvant) ou l'interaction par liaisons hydrogene. 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 systeme de type :
(&) (H)

AHg=—3 A +H' K= et pK = -log K
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CHAPITRE V

TRANSPORT, LOCALISATION ET SELECTIVITE DES PORPHYRINES

1- Transport et localisation des porphyrines

La nature des porphyrines circulantes déterminerait leur mode de transport et leur
localisation dans les tissus. Les porphyrines circulaates peuvent étre distinguées selon
trois groupes (Jori 1989, Korberlik 1991) :

a) les porphyrines agrégées : telles les oligomeres 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 monomériques : (essentiellement

I’hématoporphyrine) sont liées a 1’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.

¢) Les oligomeres et les esters d’hématoporphyrine : sont li€s aux

lipoprotéines et sont incorporés dans la cellule néoplasique par endocytose via des
récepteurs membranaires aux lipoprotéines. Ces porphyrines sont ensuite relarguées
dans le cytoplasme et se lient a 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 modeles tumoraux
de rongeurs ainsi que certaines lésions malignes de la peau et du cerveau chez '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 a la
compréhension des mécanismes d'incorporation des porphyrines par les tumeurs.
L’expression supérieure des récepteurs a LDL dans les cellules malignes par rapport
aux cellules normales est sans doute un facteur important favorisant la concentration de

I’HpD dans les tissus tumoraux.

7 a 8 heures aprés administration par voie systémique, les photosensibilisateurs
hydrophobes comme les oligomeres et les esters de porphyrines, se lient initialement
a I’albumine et aux liporotéines (HDL et LDL) de fagcon équivalente. Au-dela de 8
jours, les porphyrines sont exclusivement liées aux HDL (Jori 1987, Dougherty 1987).

2-1-2-Composés Hydrophiles

Les composés hydrophiles comme 1"’hématoporphyrine ainsi que les autres composés
monomériques de formes pseudomicellaires ou de structure non covalente se

complexent préférentiellement avec 1’albumine et les globulines.

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

Les tumeurs produisent des facteurs angiogenes qui stimulent le développement de la
vascularisation a 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 étre réduit ou ralenti (Feldman
1986). Les macromolécules et les lipides qui se trouvent dans l'espace interstitiel ne
sont que faiblement recyclées dans le systeme 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 a une concentration cinq fois plus élevée que dans le sang
(Matsumura 1986).
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En revanche, Jain (1987, 1988) a évoqué le probleme de l'importante pression
interstitielle et de la faible pression microvasculaire pour I'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
a travers la membrane plasmique (Dellinger 1986). Ce mécanisme de diffusion dépend
principalement de certains parameétres physicochimiques tels 1'hydrophobicité et la
charge €électrique de la molécule diffusante. Ces deux parametres peuvent étre modifiés

par I'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 oxygene. 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 1'excédent
d'acide qui est produit a 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'a 0,5 unité de pH et peut méme étre supérieure en

cas d'administration de glucose.

Brault (1990) a rapporté que l'acidité des tumeurs augmentait l'incorporation des
porphyrines a l'intérieur des membranes cellulaires et par conséquent jouerait un role
dans la rétention intratumorale sélective des porphyrines. D'autres auteurs ont démontré
in vitro qu'une valeur de pH faible favorisait l'incorporation de 'hématoporphyrine et de

I'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, I'équilibre de protonation des chaines d'acide
propionique des porphyrines peut €galement 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 collagéne. Or
les porphyrines présenteraient une affinité pour les protéines de cette matrice de soutien
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constituée essenticllement par : les protéoglycanes, la fibrine, 1'élastine et le collagéne.
La concentration élevée de ces protéines dans les tissus tumoraux pourrait par

conséquent étre 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 apparait important de développer des
procédures d'administration du photosensibilisateur qui favorisent son interaction avec
les LDL.

Les solutions proposées sont I'incorporation du photosensibilisateur 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 I'albumine sérique
(Jori 1983). L'addition de 10 a 15% de cholestérol a la bicouche lipidique du liposome
augmente de fagon tres significative 1'accumulation du photosensibilisateur par les
liposomes. De plus, si le sensibilisateur est suffisamment hydrophobe, aucune trace

détectable du produit n'apparait 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 triglycerol (47,5 %), de
cholestérol (47,5 %) et de dicétylphosphate (5%). Liée a ces niosomes, I'HpD ne
traverse ni la peau normale ni la peau débarassée de son stratum corneum (Ferrando e?
al 1990). Kennedy (1990) a également proposé pour les lésions cutanées
I'administration topique de l'acide 5-aminolévulinique (ALA), un précurseur de

synthése de la protoporphyrine endogene.

La sélectivité tumorale peut également &tre améliorée par le couplage du
photosensibilisateur a des anticorps monoclonaux spécifiques d'une tumeur donnée
(Mew 1983).

3-Biodistribution des porphyrines dans les tissus et les cellules

Pour étudier la biodistribution et la pharmacocinétique des photosensibilisateurs, 1'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 I'HpD marquée au 4C a été réalisée par Henderson
en 1992 qui a démontré, apres 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 a la
peau, au muscle, au cerveau et au poumon mais moindre que dans les organes du
systéme 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 systeme 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 étre compleétement dépourvus en dépit de 1’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 photosensibilisateur au niveau de la peau
recouvrant la tumeur est significativement comparable & 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 chaines secondaires et de la charge des

porphyrines

Woodburn 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. Apres 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 chalnes cationiques
dominantes se localisent dans les mitochondries tandis que les porphyrines a caractere

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 a une caméra vidéo intensificatrice et a
un systéme 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 étre 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 compléte de fluorescence au niveau

de la membrane plasmique.

Ceci suggere que la désagrégation des especes dimériques-oligomériques ne se fait donc
pas au niveau de la membrane plasmique et que seules les espéces monomériques y sont
retenues. L'incorporation cellulaire des especes agrégées se fait par pinocytose et seule

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

En augmentant le temps d'incubation des porphyrines avec les cellules (de 7 a 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 I'HpD

L'HpD ne peut étre exclusivement classée dans 1'une ou l'autre des catégories citées

précédemment en raison de sa composition physico-chimique.

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

parmi lesquelles on trouve des monomeres, des dimeres, des oligomeres et une fraction
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fortement agrégée. Moan en 1983 a démontré que les monomeres et les dimeres étaient
retenus tres rapidement (en moins d'une demi-heure) par les cellules mais qu'un simple
lavage avec un milieu contenant du sérum pouvait les faire disparaitre. Les oligomeéres
et les agrégats sont eux retenus apres des temps d'incubation plus longs (de 4 & 18h)

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

L'HpD est distribuée de maniere 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 mitochondries et
63% dans la fraction cellulaire soluble. Shulok (1630) a par ailleurs confirmé ces

données par microscopie de fluorescence.

32



CHAPITRE VI

LES AUTRES PHOTOSENSIBILISATEURS

1-Introduction
Les propriétés requises pour un photosensibilisateur sont essentiellement (Bonnet 1989,
Gomer 1989) :

- la pureté et la stabilité chimiques ;

- la faible toxicité en absence de lumiére ;

- une absorption importante de lumiére a des longueurs d'onde supérieures a
650 nm ;

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

- 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-lévulinique a (ALA) précurseur de la biosynthése 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 particulicrement entre 675 et 700 nm
(Rosenthal 1991).

Selon Ben-Hur et Rosenthal (1985, 1986) les processus photodynamiques engendrés par
les PC n'impliquent probablement pas I''O;. Langlois (1986) a démontré par ailleurs
que la voie photochimique majoritaire empruntée par une série de métallo
phtalocyanines était la réaction de type IL. Ces observations démontrent que le role I''O;

en PDT est encore trés controversé.

Brown (1986) a comparé les effets photodynamiques et les dommages causés sur le foie
de rat par I'AIPCS a 675 nm avec ceux de I'HpD a 630 nm et a constaté que malgré une
meilleure profondeur de pénétration de la lumiere a 675 nm, les effets obtenus avec
I'HpD et avec I'AIPCS étaient trés comparables. L'AIPCS ne semble pas induire de

photosensibilisation cutanée a la lumi¢re ambiante (Tralau 1987).

3-La méso tétra hydroxyphenyl chlorine (mTHPC)

C'est un produit pur avec une bande d'absorption dans le rouge 4 650 nm. La cinétique
d'incorporation ainsi que l'activité photodynamique de la mTHPC ont été comparées
a celle de 1'HpD sur les cellules HT29 d'adénocarcinome de cdlon humain. La cinétique
d'incorporation des photosensibilisateurs a été mesurée par cytométrie en flux
(Aexcitation=488nm, Asmission=260nm) et pour les deux photosensibilisateurs elle est
directement proportionnelle au temps d'incubation jusqu'a I'apparition d'un plateau a
12 heures. L'efficacité photodynamique a été évaluée par le test de cytotoxicité au MTT
apres photoirradiation & 630 nm pour I'HpD et & 650 nm pour la mTHPC. Quel que soit
le temps d'incubation, l'activité photodynamique in vitro de la mTHPC est supérieure a
celle de I'HpD (Rezzoug 1995).

D'autre part, la mTHPC aurait une certaine sélectivité vis-a-vis des tissus tumoraux, un
rapport tumeur/tissu sain de 10 a 15 a été rapporté et la photosensibilisation cutanée
serait de courte durée. Cette chlorine induit une réponse thérapeutique a une
concentration de 0,3 mg/kg et une fluence de 10 J.cm2 (Ris et al 1991, Ris et al 1993 a,
Ris er 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 révele deux pics distincts a 625 et
652 nm (Wagnicres 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 a 360, 525 et 760 nm. Ce dernier pic dans le
rouge lointain est tres intéressant en raison de la profondeur de pénétration de la lumiere

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

En raison de sa lipophilicité qui favorise sa diffusion a travers les membranes, ce
produit est trés 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 étre appliqué une heure aprés injection de la BCA
avec des doses de lumidre n'excédant pas 100 J.cm2, La BCA peut également étre
utilisée a des fins diagnostiques avec une lumiere d'excitation a 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-1) est supérieur a celui de
I'HpD (1170 M-1). La production d'oxygéne singulet et par conséquent l'efficacité
photodynamique de la BCA est plus importante que celle de I'HpD (Beems et al 1987).

5-L'acide amino-lévulinique o (ALA)

L'ALA est une substance naturelle qui existe dans I'organisme et qui est impliquée dans
la voie de biosyntheése de 'heme. Une augmentation de la charge en ALA dans les
cellules induit la production endogene de la protoporphyrine IX (PP IX) qui est un
photosensibilisateur trés actif. La PP IX posséde un spectre d'activation similaire a celui
de I'HpD. Le principal avantage de ce produit est la possibilité d'administration par voie
topique chez les patients porteurs de 1ésions superficielles de la peau ou de 1ésions de la
vessie. L'ALA appliquée sur la Iésion, est convertie au bout de 2 a 3 h en PP IX qui peut
étre activée en surface par la lumiere. Ce traitement a donné des résultats tres
satisfaisants chez des patients atteints de la maladie de Bowen ou porteurs de carcinome
basocellulaire superficiel avec plus de 90 % de réponses complétes (Kennedy ef al
1990, Cairnduff ef al 1993). Administrée par voie intraveineuse, I' 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 I'HpD mais il peut &tre
utilis€ par voie topique ce qui supprime la photosensibilisation cutanée. L'ALA est

actuellement un sujet de recherche trés 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'oxygene
dans le milieu. L'oxygene singulet qui est 'agent cytotoxique principal, a une durée de
vie courte et une distance de diffusion trés limitée estimée a environ 0,1 um (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 chaines secondaires des porphyrines et de leur

charge électrique.

2-1- Les photosensibilisateurs lipophiles et anioniques

IIs 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 a 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 altérent l'activité de systémes

enzymatiques reliés aux récepteurs membranaires.
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2-2- 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 photosensibilisateurs cationiques

IIs s'accumulent préférentiellement au niveau de la mitochondrie (Salet et Moreno
1990). L'inhibition des enzymes mitochondriales est considérée comme l'action clé
conduisant a 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 systemes de transport
membranaire, la dépolarisation de la membrane plasmique ainsi que l'inhibition des
enzymes de réparation de 'ADN (Moan ef al 1989, Boegheim et al 1987, Specht et
Rodgers 1990).

2-4- Les photosensibilisateurs 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
I'ADN (Ramakrishnan er al 1989). Moan (1989) a suggéré que les dommages

provenaient essenticllement de la membrane nucléaire.

2-5- Les dérivées des porphyrines

2-5-1- L'hématoporphyrine dérivée

L'HpD est connue pour étre un mélange complexe de nombreuses especes hydrophiles
et hydrophobes dont le pourcentage est estimé respectivement a 75 et 25% des
porphyrines totales (Hilf ef al 1983). Selon le temps d'incubation des cellules avec ce
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photosensibilisateur, la nature des porphyrines retenues et les sites de

photosensibilisation différent.

Dans un milieu sans sérum, les cellules leucémiques L1210 incubées avec I'HpD (de 30
min & 1 heure), fixent essentiellement les monomeres (Kessel 1986). La phototoxicité
de '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 systeme 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 isomeres d'Hp et de HVD, méme trés peu de
temps apres injection, sont présents dans le cytosol a des taux largement suffisants pour
provoquer des dégats oxydatifs importants au niveau des protéines cytosoliques et plus

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

Des temps d'incubation plus longs (4 a 18 heures), conduisent a 'accumulation des
composants non-polaires de I'HpD (dimeéres et oligomeres) 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 parametres déja cités pius haut, des altérations
mitochondriales (Shulok 1986) avec une importante diminution de I'ATP intracellulaire.
Ceci a pour effet de compromettre la synthése de I'ADN. En effet, en utilisant de la
tymidine marquée Hilf en 1986 a constaté la relation de cause a effet entre le pool
d'ATP cellulaire et la syntheése d'ADN. Kessel a également conclu, que la synthése de
I'ADN est beaucoup plus sensible a une carence énergétique en ATP qu'elle ne l'est a

une déficience en acides aminés.

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

Composée de 80 a 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'oxygéne singulet pour inhiber certaines enzymes cytosoliques telle la

pyruvate kinase.

Néanmoins, les effets l1étaux primaires sont une conséquence immédiate de l'altération
membranaire. Henderson et Donovan (1989) ont observé aprés traitement

photodynamique de cellules in vitro un relagage du 31Cr qui témoigne d'une compléte
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désintégration de la membrane. IIs ont par ailleurs remarqué que la «fuite» de 1'enzyme
cytosolique - la lactate déshydrogénase (LDH) - commencait immédiatement apres
exposition a la lumiére 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 ef al 1986, Henderson et Donovan 1989) et d'histamine, médiateurs
de la réaction inflammatoire. Toutes ces substances sont potentiellement vasoactives et

sont a 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 a 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 €té rapportés pour 1'HpD, les purpurines, la Npe6
(chlorine mono-L-aspartyle e6), les phtalocyanines etc (Reed ef al 1988, 1989, Nelson
et al 1988, Morgan et al 1990).

En situation clinique, pour la peau érythéme et cedéme cutanés sont les premiers signes
de la réponse PDT. Ces effets sont observés avant ['apparition des dommages visibles

des cellules endothéliales, la thrombose et les hémorragies.

La thrombose vasculaire peut survenir immédiatement aprés exposition des tissus a la
lumiére et tres peu de temps apres injection du produit (2 I'exception des composés

cationiques).

Pour les composés hydrophiles, tels la TPPS4, la photosensibilisation vasculaire est
beaucoup plus importante 24 h apres injection du produit alors que sa clairance
sanguine est trés rapide. Ces résultats indiquent une relation entre la solubilité du

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

Aprés 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 a 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 aprés 1'exposition a la lumieére.

En raison de la dépendance des processus photodynamiques a 1'oxygene, 1'hypoxie
cellulaire représenterait un facteur limitant. L'hypoxie tumorale est fortement
dépendante de la dose de sensibilisateur mais peu de la dose de lumiere appliquée. Cet
écart a la loi de réciprocité sensibilisateur/lumiére, est probablement dii au taux de

sensibilisateur circulant restant aprés injection de fortes doses.

Tromberg 1990 a analysé le changement de I'oxygénation tumorale durant le traitement
PDT en implantant deux électrodes a oxygeéne par voie transcutanée et en mesurant en

temps réel I'oxygénation tissulaire. Ces mesures ont permis de distinguer trois étapes :
-I'étape de consommation d'oxygene par les processus photodynamiques.
-I'étape hypoxique ou viennent s'ajouter des perturbations du flux sanguin

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

définitive.

Selon la dose de lumiére et la quantité de photosensibilisateur dans la tumeur, 1'étape
hypoxique peut étre irréversible. La réversibilité de 1'hypoxie pourrait étre exploitée
pour rétablir l'oxygénation tumorale lors de traitements en doses de lumicére
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 modeles et les changements d'oxygénation pendant la PDT dépendent
tres fortement de la nature de la tumeur, des doses de lumiere et des parametres de
temps. Ainsi, si l'on prend l'exemple du rétinoblastome chez le rat, on constate une
augmentation initiale du flux sanguin en réponse 2 une dose thérapeutique de Pf II-
PDT. Les résultats préliminaires rapportés chez 1'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 étre 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 a la Jumiére des ['injection du sensibilisateur, ce qui correspond
a un délai de temps pour lequel le taux sanguin est tres élevé et le taux intratumoral est
pratiquement nul (Henderson et Fingar 1987). Denekamp (1983) a d'ailleurs rapporté
que le simple blocage de '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 péritumoraux est parfois suffisant pour induire une éradication compléte 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 a 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 1'un des premiers effets de la PDT in vivo est l'induction de l'agrégation
plaquétaire, l'expositicn de plaquettes isolées sensibilisées avec du Pf I et exposées a
des doses de lumiére proches des conditions cliniques, montre une rapide inhibition de
cette agrégation. Les phénoménes montrent 1'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 a la PDT dépend des altérations des

cellules tumorales et des dommages vasculaires.

In vivo apres PDT, un effet immédiat de 1étalité cellulaire est observé. La réduction du
volume tumoral observée ensuite (effets étalés dans le temps) refléte les phénomenes de
mort cellulaire retardée du fait de la nature méme 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 méme
des 3 & 4 heures suivant l'irradiation, par contre la réduction du nombre de cellules

clonogéniques est observée des la fin du traitement.

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

l'occlusion des vaisseaux se produit dés les premieres minutes d'exposition a la lumiére.
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- la phtalocyanine (AlPcSn) a un potentiel phototoxique cellulaire élevé (6 fois
supérieur a celui du Pf II) et une photosensibilité vasculaire relativement faible. La mort
cellulaire qui survient des la fin de l'exposition a la lumieére est au moins 10 fois

supérieure a celle qui se produit apres ['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'a 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 a la suite de traitements par
des radiations ionisantes ou par PDT (Kerr et al, 1987 ; Agarwal et al, 1991). Laukka
(1994) a étudié 'apoptose induite par PDT.

Pour les cellules L5178Y-S, I'apoptose contribue de fagon importante a la cytotoxicité
alors qu'au niveau des cellules SK-HEP-1, les mémes doses cytotoxiques ne démontrent

aucun effet apoptotique.

L'effet d'apoptose induit par PDT a par ailleurs ét€ 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-1 et 1.929), les
carcinomes humains (A549 et HSCCa) (Oleinick ef 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.

6- 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 recu un traitement PDT avec 1'HpD, demeurent photosensibilisés 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 modéle de la fenétre cutanée refletent également les taux de

photosensibilisateurs circulants.

La photosensibilisation cutanée se caractérise par un cedéme et un érythe¢me aigus avec,

dans les cas extrémes une nécrose.

Pour éviter la photosensibilité prolongée de la peau, plusieurs procédés peuvent étre

proposés :

- un procédé photodynamique propose I'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
porphvrines (Manyak et al 1988), des «piégeurs» de radicaux libres et d'oxygeéne
singulet comme les caroténoides. On a aussi proposé des agents radioprotecteurs
contenant des composés sulthydrylés (Dillon er al 1988) comme le WR-2721 et ses

dérivés.

Certains nouveaux photosensibilisateurs permettraient d'éviter une photosensibilisation
cutanée prolongée. C'est le cas de I'AIPcSn dont la photosensibilisation cutanée induite
disparait au bout de deux semaines (Tralau 1989) pour la métallopurpurine (SnET?2) elle
dure 9 jours (Morgan 1990), 5 jours pour la bactériochlorine a (bChla) et 24 heures pour
la chlorine mono-L-aspartyle €6 (NPe6) (Roberts 1989b, Gomer 1990).

6-2- Effet sur certains tissus

Le traitement PDT a I'HpD ou a I'AlPcSn préserve 1'intégrité stucturale et fonctionnelle
des tissus riches en collagéne ce qui permet de maintenir une fonction mécanique

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

Aprés PDT l'infiltration lympho-plasmocytaire des tissus montre 'importance de la
réaction inflammatoire et suggére une possible réponse immunitaire (Shumaker et
Hetzel 1987). Un taux élevé d'interleukine 1-béta, d'interleukine 2 ainsi que de TNF o

(Tumor Necrosis Factor o) 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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6-3- Effets mutagenes et carcinogenes

Aucun potentiel mutagene statistiquement significatif n'a ét€ observé ni avec 'HpD ni
avec I'AIPcSn (Gomer et al 1983, Ben-Hur et al 1985).
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CHAPITRE VIII

PHOTOBLANCHIMENT OU PHOTODEGRADATION DES PORPHYRINES

1-Introduction

Les termes du «photoblanchiment» ou «photodégradation» sont définis comme étant
une réaction de photodestruction autocatalytique du colorant suite a son exposition a la

lumiére.

Le photoblanchiment pris dans son acception large associant destruction et modification
est caractérisé par les modifications spectroscopiques du photosensibilisateur aprés
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 €tre pas sans conséquences sur les potentialités
thérapeutiques et diagnostiques du photosensibilisateur. En effet, la modification du
spectre d'absorption modifie la profondeur de pénétration de la lumiére et le rendement
photochimique (Mang ef al 1987, Potter et al 1987).

Le photoblanchiment peut €tre exploité pour préserver les tissus sains et pour atténuer la
photosensibilisation 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 métalloporphyrines 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 chaines secondaires d'oxydation, aux réactions

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

Lors de ce processus, le macrocycle est souvent dégradé par l'oxygene singulet ou a un
moindre degré par l'ion superoxyde (via un transfert d'électron de 1'état excité triplet des
porphyrines) (Krieg et Whitten 1984). En regle générale, les porphyrines sont
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converties en produits absorbant trés 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 I'anneau pyrrole et le
pont méthine (Krieg et whitten, 1984). La forme époxyde des porphyrines serait un
produit intermédiaire de 1'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 phototransformation des macrocycles
dépend de la présence d'acides aminés oxydables ou de protéines. La dégradation ne
s'effectue pas directement par 1'oxygene singulet mais par les produits d'oxydation qui

résultent de l'interaction des substrats oxydables avec 1'oxygene.

4-Influence du microenvironnement sur la cinétique de photoblanchiment

Au vu des mécanismes de photodégradation décrits précédemment, on peut s'attendre a
ce que les processus soient tres différents en solution ou dans un systéme biologique. En
effet, plusieurs auteurs (Krieg et Whitten 1984, Moan 1984) ont démontré que 1'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 méme milieu intracellulaire, selon les sites de liaison des porphyrines,
la cinétique de photodégradation est différente (Schneckenburger 1988, Riick 1990).
Dans le méme microenvironnement, les porphyrines hydrophobes sont photoblanchies
beaucoup plus rapidement que les porphyrines hydrophiles (Schneckenburger 1988,
Riick 1990). Ainsi, une simple modification du microenvironnement induit des

variations spectroscopiques importantes.

Le taux de photoblanchiment du I'HpD correspond a une superposition de plusieurs
processus ayant des cinétiques plus ou moins rapides selon les différentes composantes

chimiques de I'HpD et de I'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 tres
longs (Mang 1987).
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Toutes ces données introduisent la difficulté de 1'étude du phénomene de
photoblanchiment et en particulier pour des photosensibilisateurs complexes comme
I'HpD.

4-1-Photodégradation des porphyrines en solution

4-1-1- Influence du degré d'agrégation des porphyrines

La variabilité des résultats obtenus avec les porphyrines a pu étre en partie attribuée a
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
I'agrégation de certains colorants modifiait leur action photosensibilisatrice et a
expliqué cette perte d'activité par une interaction directe entre 1'état fondamental et 1'état
excité singulet, avec pour conséquence une diminution importante du rendement en
états triplets. La probabilité d'une transition radiative de I'état singulet du monomere se
trouve ainsi affectée par la transition directe du dipole vers les agrégats adjacents avec
une fission de 1'état excité singulet primaire. L'agrégation peut également affecter le
rendement de 1'état triplet en produisant un quenching statique et non-radiatif de I'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 monomeres de
I'hématoporphyrine. Les rendements en oxygéne singulet sont tres peu différents tandis
que le rendement en fluorescence est de 2,2 fois supérieur pour les monomeéres/dimeres
(Moan 1982).

Rodgers (1983) a constaté une faible différence de rendement en oxygene singulet entre
les monomeres/dimeres et les agrégats et a conclu qu'elle était probablement due au fait
que le transfert d'énergie de I'Hp excité vers I'oxygeéne est controlé par un processus de
diffusion et que la constante de diffusion pour les agrégats est inférieure a celle des

monomeres/dimeéres.

Pour démontrer l'effet de 1'agrégation sur le taux de photoblanchiment, Spikes (1992)
a étudié dans des conditions de pH et de molarité similaires (7,4 ; SuM) le

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

Dans de telles conditions :

* PF II est un mélange complexe de monomeres, d'agrégats et de dimeres/oligomeres
liés par des liaisons éther et ester ;

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

* I'uroporphyrine est essentiellement monomérique ;

* ]la TSPP est majoritairement dimérique.

Par conséquent, ces travaux permettent la comparaison de systémes simples comme les
solutions d'uroporphyrine et de TSPP a des systemes plus complexes comme I'HpD et le

photofrin II qui contiennent plusieurs espéces moléculaires.

Les résultats rapportés démontrent que le rendement quantique de photoblanchiment le
plus important est enregistré avec le photofrin II et 'hématoporphyrine tandis que les
plus faibles sont observés pour 1'Uro et la TSPP. Il apparait nettement que les
porphyrines les plus photoblanchies sont celles qui sont les plus agrégées. Ceci est
totalement contradictoire avec ies propriétés €nergétiques des agrégats que 1'on a citées

précédemment.

Les cinétiques de photoblanchiment décrites sont initialement du premier ordre pour
I'Hp, la TSPP et I'Uro mais sont modifiées pour des temps d'exposition plus longs. Par
contre pour le photofrin II, plusieurs ordres de cinétique apparaissent et suggeérent que
les différentes porphyrines composant le mélange peuvent étre photoblanchies a des
taux variables et par différents mécanismes. En effet, Grossweiner (1982) a démontré
que les agrégats de I'hématoporphyrine peuvent induire la photolyse de systemes
membranaires artificiels (liposomes) par un processus photodynamique de type I alors
que dans le méme systeme, les monomeres et les dimeres réagissent principalement

selon des réactions de type IL

D'autre part, les faibles rendements en oxygene singulet observés pour 1'HpD et le
photofrin II par rapport aux agrégats de porphyrines (Moan 1984) peuvent étre
expliqués par le fait que les agrégats ainsi que les dimeres contenus dans I'HpD et
photofrin II sont liés de fagon covalente (Bonett et Berenbaum 1983, Berenbaum et al
1982) contrairement aux agrégats des solutions de porphyrines qui se transforment en
monomeéres ou dimeres par simple dilution. Les liaisons covalentes seraient

responsables du faible rendement en oxygene singulet obtenu dans ces solutions.
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L'effet de du degré d'agrégation des porphyrines sur leur taux de photoblanchiment est
treés controversé. Dans le cas de I'HpD, les différentes porphyrines composant le
mélange peuvent €tre photoblanchies & 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 I alors que dans le méme
systeme, les monomeres et les dimeres réagissent principalement selon des réactions de

type II.

4-1-2- Influence des solvants organiques

L'efficacité d'un photosensibilisateur et sa capacité a produire des états énergétiques
triplets sont contr6lés par de nombreux parametres 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 regle générale, le rendement quantique de photoblanchiment dans diverses solutions
organiques (acétone, diméthylformamide, éthanol, formamide, méthanol) est inférieur a

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

Aucune corrélation n'a pu é&tre établie entre le rendement quantique de
photoblanchiment et la durée de vie de l'oxygene singulet ou la solubilité de 'oxygene
dans les solvants. En effet, la durée de vie de I'oxygene singulet est supérieure dans
I'acétone par rapport a tous les autres solvants et pourtant le rendement de
photoblanchiment de I'hématoporphyrine dans ce solvant est faible. Il en est de méme
pour les alcools et le diméthylformamide ot la concentration en oxygeéne est supérieure
a 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 a faible constante diélectrique (tels le diméthylformamide et les alcools) sont
beaucoup moins importants que ceux calculés dans les solvant aqueux a forte constante
diélectrique. On incrimine la recombinaison des espéces ioniques qui est tres favorisée

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

Dans les solvants a forte constante diélectrique les espéces ioniques intermédiaires ont
une durée de vie beaucoup plus longue, ce qui favorise leur participation au processus

de photodégradation et 'augmentation du taux de photoblanchiment
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4-1-3-Influence de I'oxygene

Spikes (1992) a montré que les porphyrines en solution (Hp, Pf II, et TSPP) pouvaient
induire leur propre photodégradation par des réactions faisant intervenir I'oxygene
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 oxygene par passage d'azote, le taux de photoblanchiment a baissé
d'environ 10% par rapport au milieu exposé a I'air suggérant le rdle majeur de 1'oxygene

dans les réactions de photoblanchiment des porphyrines.

Krieg et Whitten (1984) ont également démontré que 1'Hp et I'HpD incorporées dans des
microémulsions contenant des acides aminés oxydables avaient un taux de
photoblanchiment supérieur & celui des porphyrines en solution. Ces produits n'étaient
pas photoblanchis en absence d'oxygene. D'autres auteurs ont par contre démontré que
I'hématoporphyrine dérivée incorporée dans des liposomes de phosphatidylcholine de
jaune d'ceuf ou des fantémes d'érythrocytes bovins €tait photoblanchie au méme taux
sous des conditions de saturation en oxygeéne ou en azote et que les réactions qui
intervennaint étaient certainement des réactions de type 1 (Goyal en 1983, Sen et

Grossweiner en 1988).

Le processus de photo-oxydation des porphyrines requiert la présence essentielle mais
non exclusive de l'oxygene. En effet, 'attaque directe des porphyrines par l'oxygene

singulet survient en absence d'autres substrats dans le milieu.

4-1-4-Influence du pH et de la force ionique

La valeur du pH et la force ionique influent sur 1'équilibre agrégats-monomeéres 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 a 5 avait pour conséquence
une diminution des longueurs d'onde d'absorption de 'hématoporphyrine et de I'HpD
traduisant probablement une augmentation du degré d'agrégation de ces porphyrines. En
milieu acide, le rendement de photoblanchiment diminue de 70 & 30 %, ce qui suggére

que les especes agrégées sont beaucoup plus résistantes a la photodégradation.

51




L'augmentation du pH de 7,4 a 11,4 a trés peu d'effet sur le photoblanchiment de 'HpD
et de I'Hp.

Les effets du pH sur la photodégradation ont été uniquement constatés pour I'Hp et
I'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.

4-1-5- 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 I'hématoporphyrine en présence de sérum
albumine humaine (HSA) était photoblanchie beaucoup plus rapidement que dans une
simple solution tamponnée. Le méme phénomene a €té observé en présence de sérum de
veau feetal (Roberts ef 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 mémes 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 'effet de trois acides aminés différents (histidine,
tryptophane et méthionine) sur le photoblanchiment de quatre porphyrines (Hp, Pf 11,
TSPP, Uro). Il a exprimé leur efficacité de photooxydation par rapport au rendement de
consommation de 1'oxygene ainsi que par l'accumulation des peroxydes d'hydrogene. En
effet, selon la nature et la concentration de 'acide aminé et la nature des porphyrines, le
rendement de photoblanchiment pouvait soit augmenter soit diminuer. Les mémes
porphyrines en présence de 0,1 a 1% d'albumine sérique humaine ont montré une nette
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augmentation de leur rendement de photoblanchiment (de 2 a 3 fois supérieur a celui
obtenu en solution tamponnée) ; ce serait dfi a l'intervention des produits de photo-

oxydation des protéines par l'oxygene singulet.

Au vu de ces données, l'intervention des substrats photo-oxydables parait 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 a I'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 1'altération du rendement de photoinactivation
des cellules (Moan 1984, 1986).

5-1-Méthodes spectroscopiques

Les méthodes spectroscopiques d'étude du photoblanchiment les plus utilisées sont
I'émission de fluorescence et 1'excitation de fluorescence. Le spectre d'absorption des
porphyrines intracellulaires ne peut €tre 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 Pf II a différentes concentrations (Moan 1986, Moan et al 1988).

5-1-1-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 trés élevées, il est possible de suivre la décroissance de

'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 I'Hp et de 'HpD a la lumiére fait apparaitre de nouveaux pics
d'absorption vers 640 et 660 nm. La formation de ces photoproduits relativement stables
pourrait étre exploitée en PDT en raison de leur absorption au niveau de régions

spectrales a haute transmission tissulaire (Streckyte et Rotomoskis 1993, Giniunas et al
1990).

5-1-2 Spectrométrie de fluorescence

5-1-2-1-1'émission de fluorescence

Dans des cellules non-photoirradiées, les pics d'émission de fluorescence de 'HpD et du
Pf II se situent a 630 et 695 nm. Quand les cellules sont exposées a la lumiere, ces
spectres varient considérablement (Moan et al 1988) et l'intensité de fluorescence
intégrale diminue avec la durée d'exposition a la lumiere selon une cinétique
exponentielle et avec une constante de décroissance trés peu dépendante de la

concentration des porphyrines intracellulaires (Moan 1986, Moan 1987).

Le spectre d'émission de fluorescence des cellules photoirradiées révele par ailleurs de
nouveaux pics a 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 apreés photoirradiation sont aussi la conséquence d'une modification

physicochimique de I'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 a
642 nm apparaissait apres photoirradiation. La présence de piégeurs d'oxygene 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'oxygene avec 1'état triplet de
I'HpD.

De plus I'oxygene singulet est également responsable de la photodestruction propre de
ce photoproduit fluorescent. En 1988, En Hua et al ont également rapporté 1'existence

d'un autre pic de fluorescence vers 460 nm dans les cellules tumorales S180 (cellules

d'ascites humaines).
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Au vu des données obtenues par ces différents auteurs il parait difficile de retenir
uniquement la théorie de Moan, 1'apparition de ces nouveau pics est bien le résultat
d'une phototransformation et pas uniquement celui d'une modification de

I'environnement chimique des porphyrines.

5-1-2-2- I'excitation de fluorescence

Durant I'exposition a la lumiére, I'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 I'oxygene singulet produit
via les porphyrines sensibilisées oxyderait les protéines et acides aminés de son
environnement. Ceux-ci une fois oxydés endommageraient uniquement la premiere

molécule de porphyrine génératrice du phénomene.

La liaison des porphyrines aux protéines augmenterait non seulement le
photoblanchiment des porphyrines mais également la dégradation des protéines liées.
Le phénomene de destruction des protéines membranaires augmenterait le taux relatif
des porphyrines dans un environnement purement lipidique. Le rétrécissement de la
bande de Soret apres photoirradiation témoignerait de la photodestruction des sites de
liaison protéique et de l'obtention d'un environnement beaucoup plus homogéne

(essentiellement lipidique) pour les molécules fluorescentes (Moan, 1988).

5.2-Altération du rendement de photoinactivation des cellules

Moan (1987) a montré que la modification des spectres de fluorescence due a
I'exposition a la lumiére était accompagnée d'une diminution du rendement de
photoinactivation des cellules. Il a calculé les courbes de survie des cellules
sensibilisées a deux concentrations différentes de Pf I (0,4 et 12,5 pg/ml) puis exposées
a différentes fluences d'une lumiere émettant entre 340 et 420 nm. Il a constaté que la
courbe de survie des cellules ayant été incubées a faible concentration (0,4 pg/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 lumiére supérieure pour atteindre un méme effet cytotoxique
donné. La dose requise semblerait alors étre supérieure a la dose théorique calculée

selon les bases dosimétriques de dépendance entre la lumiere et le photosensibilisateur.
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Figure VIII, 1 : Courbe de survie des cellules NHIK 3025 exposées a la lumiée aprés
18 heures d'incubation avec 0,4 ou 12,5 ug/ml de photofrin (Moan 1984,1986).

5-3- Relation entre la péroxydation lipidique et la photodégradation des

porphyrines cellulaires

Une irradiation en lumiéere ultra-violette ou visible, induit le photoblanchiment de la
protoporphyrine, de I'hématoporphyrine et de 'HpD dans les cellules (Reyftmann et al
1986, Morlicre et al 1987, Schneckenburger et al 1988). La cinétique complexe de
photoblanchiment révele clairement I'hétérogénéité de distribution des porphyrines dans
les cellules (Morliere 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 &tre impliquée
dans le phénomene de photoblanchiment des porphyrines (Reyftmann 1986, Morli¢re et
al 1987).

Candide (1988) a appuyé cette hypothese 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 1'apparition
d'une importante émission de fluorescence vers 400-500 nm. Cette fluorescence est due
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a des produits de pigments lipofuschines qui sont des bases de Schiff conjuguées,
formés a partir de groupements amine et de malonaldehyde provenant de lipides
polyinsaturés peroxidés (Kohen et al, 1984 ; Reyftmann ef al, 1986 ; Morliére et al,
1987). 1l est trés int€ressant de noter que ces produits ne sont pas formés uniquement
durant I'exposition a la lumiére mais que le phénomene se poursuit apres l'arrét 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

6-1-Dosimétrie et photoblanchiment

Le processus photodynamique requiert l'action combinée de la lumiere, des

composantes actives du photosensibilisateur et de 1'oxygene.

En PDT, les approches de dosimétrie sont théoriquement basées sur la quantité
d'énergie effective absorbée par I'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 lumiére variaient de fagon inverse. Fingar en 1987, a précisé que cette regle
était respectée tant que des doses de lumiere importantes n'étaient pas utilisées avec des

doses de photosensibilisateur tres faibles.

Durant l'exposition a la lumicre, 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 photosensibilisateurs extraits des tissus

ainsi que par la perte de la fluorescence induite in vivo chez 'homme ou la souris.

Grossweiner en 1986 et Potter en 1987 ont statué sur le fait qu'un résultat thérapeutique

probant ne pouvait tre obtenu que si des doses limites supérieures étaient bien

respectées.

Ils ont démontré que la concentration de photosensibilisateur présente dans le tissu, en

un point donné diminuait de maniere exponentielle selon la dose de lumiere absorbée.
C(Jo) = Co exp (-Bo) (1)
Jo représente la dose de lumiere incidente absorbée (en J.cm2) C, est la concentration

initiale du photosensibilisateur et C(J,,) est la concentration du photosensibilisateur.
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La constante de décroissance ([3) est exprimée en cm2.J-1.

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 a 3 mm (SMTF) et illuminée uniformément (630 nm, 75
mW/cm?2). La fluorescence des tumeurs in vivo suit la méme décroissance
exponentielle. Ces deux méthodes donnent dans ces conditions expérimentales une
constante B =0,004 cm2.J-1 (Potter et Mang 1984, Mang et al, 1987).

6-2-Concept du photoblanchiment et son application dans les études in vivo

La photodestruction des porphyrines a ét€ observée aussi bien sur tumeurs spontanées

humaines qu'au niveau de tumeurs expérimentales.

Si I'on considere les impératifs dosimétriques, une photodestruction du produit aurait
pour conséquence directe une destruction tumorale incompléte (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 a celle des tissus
sains avoisinants, le photoblanchiment pourrait atténuer la phototoxicité 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-Identification physico-chimique des produits de la phototransformation

La modification du spectre d'absorption de I'HpD due a la formation des photoproduits
concerne plus particulierement une diminution de l'intensité des bandes d'absorption
caractéristiques du mélange et 1'augmentation de l'absorption intégrale dans le rouge
avec l'apparition d'une bande a 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 I'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 a 663 nm et celle de I'épaulement a 645

nm.

D'autres produits de la phototransformation de I'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 a celles des especes agrégées et plus particulierement avec les formes
dimériques (Konig er 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 li€es par des liaisons 7-T,
les deux substituants 2 et 4 des cycles peuvent également intervenir au niveau de la
surface d'interaction. Cette hypothese a été confortée par des essais sur des solutions
micellaires ou ces associations en type sandwich sont détruites et ou la formation des
photoproduits est totalement inhibée. La stucture en «Sandwich» des diméres de

porphyrines est représenté sur la figure VIIL.2 (Streckyte et Rotomskis, 1993).

Figure VIIL2 : Structure en «Sandwich» des diméres de porphyrines

7-2-Intérét biologigue 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 étre utile pour la PDT s'ils
sont eux méme photoréactifs. L'efficacité photodynamique des produits ayant une bande
d'absorption vers 640 nm est tres controversée. Konig (1990) rapporte une tres faible

activité sur culture de cellules. Les mesures physiques des rendements en état triplets et
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en oxygene singulet pour des solutions d'HpD enrichies de photoproduits montre que
l'extinction de I'état triplet est beaucoup plus rapide et le rendement en oxygeéne singulet

beaucoup plus faible que dans celui de la solution d'HpD témoin.

Giniunas et al (1990) ont montré que 1'exposition a la lumiére (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 a partir de la variation de l'absorption a 640 nm
en fonction de la durée d'exposition. Les solutions ainsi préparées sont expérimentées
sur tumeurs de souris. Deux sources de lumiéres sont utilisées simultanément, une
lampe xénon de longueur d'onde A=610 & 660 nm et un laser krypton de longueur
d'onde A=647 nm.

Apres irradiation, I’observation de la croissance dynamique des tumeurs, de la durée de
vie moyenne des animaux et les changements morphologiques des tissus tumoraux
incitent 'auteur a considérer que les HpDPP sont des photosensibilisateurs plus actifs
que I’'HpD. L'explication physique repose sur un coefficient d’extinction de I"HpDPP a
640 nm supérieur a celui de ’'HpD a 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 a celui de 'HpD (Giniunas et al 1991).

L’existence de ces photoproduits pourrait expliciter une contradiction longtemps
rencontrée dans la littérature. Moan et al (1984) et Byrne et al (1987) ont constaté que
les porphyrines ayant un degré d’agrégation important avaient une meilleur activité
photosensibilisatrice mais paradoxalement, leur rendement en oxygene singulet était
nettement moins important que celui des especes monomériques. L'explication serait la
contribution active des photoproduits qui ont un rendement en oxygene singulet
beaucoup plus important que la molécule mere. Dietel et al (1990) ont rapporté que ces
photoproduits étaient efficaces méme a des longueurs d'ondes inférieures a 640 nm.
Dans ce cas, leur activité photodynamique est inférieure a celle de I'HpD mais reste

néanmoins comparable a celle de I'HpD a des niveaux d'absorption plus faibles.

L'étude du photoblanchiment des porphyrines dans les syst¢mes biologiques doit non
seulement considérer la photodégradation des molécules mais également leur

phototransformation.

La diversité des facteurs physico-chimiques pouvant influencer les événements ainsi
que la complexité chimique d'un mélange comme I'HpD, contribuent & la difficulté
d'étude d'un tel phénomene en milieu biologique. Si le choix de I'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 a d'autres

molécules.
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Objectifs de l'étude



OBJECTIFS DE L’ETUDE

La thérapie photodynamique requiert l'action combinée de la lumiere et des
composantes actives du photosensibilisateur. Nos travaux concernent I'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 phénomene de
photoblanchiment. Il se traduit par une modification du spectre d'absorption, 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 lumiere est un compromis entre les
propriétés d’absorption de la lumiere par I’HpD et par les tissus. La lumiere bleue
(A<415nm) correspond a la bande d’absorption maximale de I'HpD mais elle pénctre
tres peu les tissus (0,2 a 0,4 mm), elle est utilisée pour le diagnostic par fluorescence. La
lumiére rouge (630 nm) correspond quant a elle a I’'une des faibles bandes d’absorption
de ’HpD mais sa pénétration peut atteindre jusqu’a 5 mm dans les tissus biologiques,

elle est pour cette raison utilisée a visée thérapeutique.

L'objectif principal de cette étude consiste & démontrer si l'illumination de I'HpD a visée
de diagnostic peut induire la photodégradation du photosensibilisateur présent dans la

tumeur et par conséquent altérer l'efficacité de I'étape thérapeutique successive

Cette étude sera réalisée sur deux modeles différents :

in vitro : sur cellules HT29 en monocouche, !'influence de 'association séquentielle des
deux photoirradiations sera évaluée par le test de cytotoxicité au MTT. Ces mesures
seront comparées a des mesures de fluorescence intracellulaire de 'HpD par 