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INTRODUCTION GENERALE

Le travail que j’ai realise au sein de I’équipe Interaction Rayonnement Tissu
Biologique (IRTB), du laboratoire de recherche CRAN, Nancy-Université CNRS, Centre
Alexis Vautrin est en continuité des travaux déja menés au sein de notre laboratoire, sur le
traitement du cancer de la vessie par la thérapie photodynamique (PDT). Soixante quinze a
quatre vingt pour cent des cas de carcinomes transitionnels de la vessie (TCC) sont des
tumeurs urothéliales non musculo-invasives. Ces tumeurs se caractérisent par un taux de
récidive élevé (50 a 70 %) apres résection transuréthrale (TUR) des lésions visibles a la
cystoscopie.

Actuellement, dans de nombreux centres hospitaliers, la cystoscopie standard est
associée a la cystoscopie de fluorescence dont le principe est basé sur la photodétection. Cette
méthode permet la visualisation de foyers tumoraux grace a I’émission de fluorescence, sous
I’action de la lumiére, d’un chromophore qui s’accumule préférentiellement dans la tumeur.
La cystoscopie de fluorescence augmente le diagnostic des tumeurs vésicales avec une
sensibilité supérieure a 90 %. Cette technique est réalisée sous lumiére bleue apres instillation
intravésicale de la prodrogue hexyl aminolévulinate (hALA) commercialisée depuis 2005
dans 25 pays européens sous le nom de Hexvix®. L’hALA permet la synthése intracellulaire
d’une molécule photoactive appelée protoporphyrine 1X (PplX). Cette molécule présente un
bon rendement quantique de fluorescence et de génération d’oxygeéne singulet de 56 % ce qui
lui confére des propriétés intéressantes pour son utilisation en PDT.

La thérapie photodynamique est basée sur I’utilisation de molécules photoactivables
(photosensibilisateurs ou PS) présentant un bon rendement en oxygene singulet qui, sous
I’action de la lumiere et en présence d’oxygeéne, induisent la synthése d’espéces réactives de
I’oxygene qui sont toxiques pour les cellules. Comparé a d’autres PS, I’lhALA-PpIX offre
beaucoup d’avantages pour le traitement photodynamique des tumeurs vésicales. Son
administration topique par instillation intravésicale permet d’éviter le phénoméne de
photosensibilisation cutanée et de limiter la synthése de PplX a la couche urothéliale et plus
particulierement au niveau des tumeurs superficielles.

L’efficacité de I’hRALA-PpIX-PDT dépend de plusieurs parametres tels que : la
dosimétrie de la lumiére, I’intervalle entre I’administration de I’hALA et I’irradiation, la
cinétiqgue de formation et de distribution de la PplX, sa concentration, sa localisation

intracellulaire ou encore sa photodégradation.
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Dans une premiere partie du travail, nous avons déterminé I’implication des
parameétres biologiques lies a la PplX dans la variabilit¢ de la réponse au traitement
photodynamique en fonction de la concentration initiale d’hALA. Nous avons quantifié la
PpX synthétisée, défini sa localisation intracellulaire, étudié sa cinétique de photodégradation
et les photoproduits formés puis identifié le premier site des dommages photoinduits.

Dans une deuxieme partie du travail, nous avons évalue la possibilité d’utiliser la PDT
en complément de la cystoscopie de fluorescence pour prévenir les récidives de tumeurs
vésicales. Pour cela, nous avons tout d’abord développé un nouveau modéle orthotopique
syngénique chez le rat, caractérisé par une tumeur solitaire de localisation prédefinie. La mise
au point d’un modele préclinique qui reproduit la situation post résection transuréthrale
dirigée par endoscopie de fluorescence nous a ensuite permis d’évaluer I’efficacité de la PDT

pour prévenir les récidives de tumeurs vésicales.
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I. CANCER DE LA VESSIE

I.1. Epidémiologie et étiologie

Le cancer de la vessie occupe le neuviéme rang des cancers chez I’homme?, il
représente le deuxieme cas de cancers de I’appareil urinaire aprés la prostate. Il touche
majoritairement les individus agés entre 50 et 70 ans et sa fréquence est 4 fois plus importante
chez I’homme que chez la femme. En effet 10,1 nouveaux cas pour 100.000 personnes par an
sont observés chez I’homme et 2,5 pour 100.000 chez la femme®. Une forte prévalence du
cancer de la vessie est observée dans les pays développés®. En Europe, la moyenne de survie a
5 ans, tous stades confondus, est de 70 % et varie largement selon les pays®. Aux Etats Unis le
pourcentage de survie a 5 ans est de 97 % pour des tumeurs de stade T1 et de 22 % pour des
tumeurs de stade T4,

Le principal facteur de risque du cancer de la vessie est le tabac. En effet, 50 % des cas
de cancer chez I’homme et 35 % chez la femme sont une conséquence du tabagisme®. Une
corrélation positive dose-réponse est obtenue en fonction du nombre de cigarettes fumées par
jour et du nombre d’années de consommation de tabac®. Un & quatre ans aprés sevrage, le
risque diminue de 30 % et & 25 ans il est réduit de 60 %° ’. L exposition professionnelle & des
carcinogenes chimiques comme les xenylamines et les benzidines (amines aromatiques
utilisés en industries chimiques) est un autre facteur de risque du cancer de la vessie®. Les
hydrocarbures aromatiques cycliques utilisés dans les industries de I’aluminium et du charbon
sont d’autres agents chimiques associés au risque de développer ce type de cancer®. D’autre
part, certains médicaments tels que les chlornaphazines, déerives du chloroéthyl de 2 naphthyl
amine et les cyclophosphamides sont associés a une augmentation du risque de néoplasme
vésical’. Les irritations dues aux sondes urinaires et les infections chroniques sont d’autres
facteurs de causalité. L’infection parasitaire induite par Schistosoma haematobium
(Bilharziose urinaire) est I’une des causes des tumeurs vésicales de type épidermoides
rencontrées en Egypte™ °. L’augmentation du risque de développement du cancer de la vessie
est associée a certaines anomalies génétiques. En effet, la déficience au niveau des 2 alléles de
la N-acetyltransferase (NATS), impliqués dans I’acétylation et la détoxification des amines

aromatiques, associee au tabagisme, est I’'un des exemples de [I’interaction gene-
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environnement impliquée dans le risque de cancer de la vessie®

. Il a par ailleurs été
démontré qu’une délétion au niveau du gene de la glutathion s transférase de type 1
(GSTML), impliqué dans la détoxification des peroxydes et dérivés, était associée au risque de
contracter le cancer de la vessie®***. Les mutations du géne p53 ont largement été étudiées
chez les patients atteints de cancer de la vessie et ont été associées aux risques de progression
tumorale. En effet, des études ont demontré que la surexpression du gene p53 associéee a la
progression tumorale est retrouvée dans 30 % des cas de cancer de la vessie'® *°. Les auteurs
ont suggéré la surexpression de la protéine p53 comme facteur pronostique des tumeurs

vésicales.

I.2. Histologie de la vessie

La vessie est un organe du systeme urinaire dont la fonction est de collecter I’urine
produite par les reins via les ureteres et de I’évacuer au cours de la miction via I’uretre. C’est
un organe pelvien creux dont la paroi est formée par quatre couches (Figure 1) :

e La muqueuse ou urothélium est un épithélium pavimenteux pseudostratifié
polymorphe, c'est-a-dire qu’il change d’aspect en fonction de son état de vacuité ou de
réplétion. Ce tissu est constitué de trois types cellulaires qui sont les cellules basales,
les cellules intermédiaires et les cellules superficielles'” 2. Chez 1’homme,
I’urothélium est formé de 3 & 6 couches cellulaires®® et le nombre est limité a 3
couches chez le rat"’.

e La sous muqueuse est une lamelle de tissu conjonctif riche en terminaisons nerveuses.
Elle est séparée de la muqueuse par une fine membrane basale, riche en
collagéne IV*°.

e La musculeuse (détrusor) est constituée de fibres musculaires lisses, elles sont
longitudinales en superficie, formant de gros faisceaux et circulaires en profondeur.

e L'adventice entoure la vessie et fusionne sur la face postérieure avec la séreuse

péritonéale'” %,

La vessie est richement innervée par des fibres d'origine sympathiques et

parasympathiques.
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Figure 1 : Histologie de la vessie
|.3. Classification des tumeurs vésicales

Les tumeurs de la vessie sont classées en 2 familles, les tumeurs d’origine épithéliale
et non-épithéliale. Les tumeurs d’origine épithéliale se composent majoritairement de
carcinomes transitionnels (> 90 %)% Les carcinomes épidermoides et les adénocarcinomes
sont faiblement rencontrés avec un pourcentage respectif de 5 % et 1 %,

Les tumeurs sont classées suivant le stade d’infiltration et le grade de différenciation
cellulaire?. L’évaluation du stade d’évolution tumorale est fortement corrélée au pronostic et
est critique pour la détermination du traitement approprié. La classification du stade est un
code standard international qui suit le systeme « T.N.M. » de I'American Joint Committee on
Cancer.

e La lettre « T » (Tumeur) suivie d'un chiffre allant de 0 a 4 décrit I’extension de la
Iésion dans la paroi de la vessie. Par exemple, les tumeurs classifiees T4 sont les plus
invasives et s’étendent aux organes adjacents.

e Lalettre « N » (Node ou ganglion) suivie d'un chiffre allant de 0 a 3 détermine la taille
et le nombre de ganglions lymphatiques atteints.

e La lettre « M » (Métastase) suivie d'un 0 ou d'un 1 indique si le cancer s'est étendu ou
non a des organes distants.

6éme

La classification du stade de cancers de la vessie définie par la édition de la classification

des tumeurs malignes de 2002 est présentée dans le tableau 1.
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Tableau 1 : Classification TNM des tumeurs vésicales®*

T : Tumeur primaire
la tumeur ne peut pas étre évaluée
pas de preuve de tumeur primaire

TX:
T0:
Tis :
Ta:
: pénétre la sous muqueuse
invasion du muscle enveloppant la vessie

T1

T2:

T3:

T4 .

carcinome in situ
confinée a la muqueuse

T2a : la moitié interne
T2b : la moitié externe

invasion de la graisse périvésicale

T3a : microscopique
T3b : macroscopique

envabhit les organes avoisinants

T4a : atteint la prostate ou I’utérus ou le vagin
T4b : atteint la paroi pelvienne ou abdominale

N : Node ou Ganglion

Nx : ganglions lymphatiques locaux ne peuvent pas
étre évalués

NO : absence de diffusion dans les ganglions
régionaux

N1 : un seul ganglion lymphatique touché de <2 cm
N2 : un ganglion de > 2 cm ; < 5 cm ou multiples
ganglions <5 cm

N3 : au moins un ganglion touché de > 5 cm?

M : Métastase distante

Mx : la présence de métastases a distance ne peut
étre évaluée

MO : pas de métastase a distance

M1 : une ou plusieurs métastases a distance

Traditionnellement, le grade des tumeurs vésicales suivait la classification WHO

(World Health Organization) de 1973 qui différencie le grade tumoral en 3 groupes : tumeurs

bien différenciées (G1), tumeurs moyennement différenciées (G2) et tumeurs faiblement

différenciées (G3). En 2004, I’organisation mondiale de la santé (OMS) et la société

internationale de pathologistes spécialisés en urologie (ISUP) ont publié une nouvelle

classification du grade tumoral basée sur des critéres morphologiques et cytologiques.?> % La

nouvelle classification WHO/ISUP classe le grade en 4 groupes qui sont I’urothélium

papillaire, 1’urothélium papillaire néoplasique a faible malignité (PUNLMP), I’urothélium

papillaire de faible grade, I’urothélium papillaire de haut grade. La comparaison entre les
classifications de 1973 et de 2004 est représentée dans la figure 22’. WHO 2004 offre une

meilleure classification des tumeurs en terme de risque et donc une meilleure approche

thérapeutique.

28, 29

| Grade 1

1973 WHO

| PUNLMP

2004 WHO

|

PUNLMEF : papillary urothefial neoplasms of low malignant poten tial

Figure 2 : Classification du grade tumoral suivant WHO 1973 et 2004’
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|.4. Tumeur urothéliale non musculo-invasive

Soixante quinze a quatre vingt pour cent des cas de carcinomes transitionnels de vessie
sont des tumeurs urothéliales non musculo-invasive s*. Soixante dix pourcent de ces tumeurs
sont des Iésions de type Ta, 20 % de type T1 et 10 % de type Tis>* (Figure 3). Les tumeurs de
stade Ta sont de type papillaire, limitées a I’urothélium avec un pourcentage de progression
faible (< 5%) mais un taux de récidives élevé (50 & 75 %)%. Les tumeurs de stade T1
envahissent la sous muqueuse®’. Les tumeurs de stade Tis sont planes et se limitent &
I’urothélium*. Dans 90 % des cas, ces lésions planes sont associées & d’autres carcinomes
transitionnels invasifs dont le diagnostic est concomitant ou antérieur au Tis** *.
Histologiquement les Tis se caractérisent par des dysplasies de haut grade®, ce qui leur
conférent un fort potentiel invasif>®*’. Le pourcentage de progression des Tis varie de 36 & 83
%% LLa période moyenne qui sépare le diagnostic du développement d’une tumeur invasive
est d’environ 5 ans®. La détection précoce des Tis est une étape primordiale pour réduire la
mortalité due au cancer de la vessie et améliorer la qualité de vie des malades en assurant la
préservation de la vessie. L’un des efforts de la recherche en urologie tente de développer des
techniques de diagnostic capables de détecter les Tis ainsi que des techniques thérapeutiques

pour son éradication.

Fat

Muscle
Connective tissue
Bladder lining

B
e

Tis
Ta
T1

Figure 3 : Les différents types de tumeurs urothéliales non musculo-invasive s

1.5. Diagnostic de fluorescence du cancer de la vessie

Le signe le plus fréquemment observé chez les individus atteints de tumeurs vésicales

est la présence de sang dans les urines (hématurie). Il existe différents moyens de
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diagnostiquer ces tumeurs : la cytologie urinaire, I’échographie vesicale, I’urographie
intraveineuse et le scanner. Les analyses les plus déterminantes sont I’endoscopie standard en

lumiere blanche et en fluorescence et I’étude anatomopathologique des biopsies prélevées.

1.5.1. Principe de la photodétection

La photodétection est basée sur I’interaction de la lumiére avec un chromophore.
L’excitation du chromophore & une certaine longueur d’onde, induit I’émission de
fluorescence. La variabilité de distribution du chromophore dans les tissus tumoraux et sains
implique une différence dans I’émission de fluorescence. Les chromophores peuvent étre soit
de nature :

e endogene (molécules impliquées dans I’autofluorescence des tissus) tels que les
dérivés nicotinamides (NAD, NADH), collagénes, élastines et les dérivés des flavines.
e exogene apres administration de photosensibilisateurs ou prodrogues précurseurs de

photosensibilisateurs.
1.5.2. Historique du diagnostic par fluorescence

La premiére observation de la fluorescence des porphyrines a partir des lésions
tumorales fut mentionnée en 1924 par Policard’. Il avait démontré que I’excitation de
tumeurs de rats induisait I’émission d’une fluorescence rouge qui correspondait a la
fluorescence de porphyrines endogénes. En 1942, les essais précliniques d’Auler et Banzer
ont montré I’accumulation de porphyrines au niveau de lésions tumorales et des ganglions
lymphatiques aprés injection intraveineuse d’hématoporphyrine (HpD) chez des rats*. En
1948, Figge et al. confirment que les porphyrines présentent une affinité sélective pour les
tissus tumoraux*?. L’utilisation de I’HpD dans la détection de tumeurs transplantées chez des

souris a été introduite en 1961 par Lipson et al*®

. Le photodiagnostic de tumeurs vésicales a
été proposé pour la premiere fois en 1976 par Kelly et Snell. Ces auteurs ont pu observer la
fluorescence de tumeurs vésicales apres I’injection intraveineuse d’HpD a 2 mg/kg chez des
patients**. En 1982, Benson décrivait la détection par fluorescence de carcinomes in situ®.
L’instillation intravésicale de porphyrines chez le rat a été introduite par Windahl et al. en
1993. Ces auteurs ont démontré I’accumulation des porphyrines au niveau de la vessie*®, mais
sans aucune sélectivité entre I’urothélium et la tumeur®’. En 1994 une nouvelle prodrogue,

le 5-acide aminolévulinique (5-ALA) permettant la synthese intracellulaire d’une molécule
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photoactive, la protoporphyrine X (PplX), a été utilisée pour la détection des tumeurs
vésicales chez le rat*. La PpIX est une molécule qui se caractérise par des bons rendements
quantiques de fluorescence et en oxygene singulet. L’avantage du 5-ALA est la possibilité de
I’instillation intravésicale. Ce type d’administration favorise une synthése de PpIX limitée a la
couche urothéliale et plus particulierement au niveau des tumeurs superficielles. Kriegmair et
al. sont les premiers & avoir décrit I”instillation intravésicale du 5-ALA chez I’homme*.

En clinique, I’instillation intravésicale du 5-ALA permet une synthése accrue de PplX
au niveau des tissus tumoraux, ce qui augmente significativement la sensibilité du diagnostic
en détectant les Tis, les dysplasies et les tumeurs papillaires. Cette procédure a permis la
détection de Tis avec une sensibilité de 97 % et une spécificité de 65 %°°. Les limites de cette
technique sont les faux positifs car la fluorescence n’est pas spécifique au tissu tumoral. En
effet, 37 % de lésions fluorescentes sont histologiquement bénignes. L utilisation de 5-ALA
nécessite de fortes concentrations de prodrogue (> 180 mM) et un temps d’instillation de 2 &
6 h**>*. Ainsi, des esters d’acide aminolévulinique tel que I’hexylester d’ALA (hALA) ont été
développés, permettant I’augmentation de la synthese de la PplX en diminuant la
concentration de prodrogue instillée (8 mM) et le temps d’instillation (1 h)>*®>". L’hALA
induit une synthése de PplX 2 & 4 fois plus importante que le 5-ALA avec des concentrations
20 fois plus faibles. Une faible fluorescence est détectée dans les tissus sains ce qui diminue le
pourcentage de faux positifs.

D’autres produits ont été testés en clinique pour le diagnostic des tumeurs de la vessie
tels que I’hypéricine (phenanthro-perylenquinone hydoxylé) qui est un pigment fluorescent
synthétisé par les plantes du genre Hypercium®® *°.

L autofluorescence a également fait I’objet d’études pour le diagnostic des tumeurs
vesicales. En effet, les études de spectroscopies de fluorescence de vessies tumorales ont
montré qu’il y a une diminution de I’intensité de fluorescence des tumeurs par rapport a
Iépithélium normal®®®?. L’autofluorescence des tissus est essentiellement due a la forme
réduite de la nicotinamide dinucléotide (NADH), au collagéne et au tryptophane des
protéines® 6364,

L’hALA est le seul a avoir obtenu I’autorisation de mise sur le marché (AMM) pour le
diagnostic de tumeurs vésicales par cystoscopie de fluorescence. Il a été commercialisé en

2005 sous le nom de Hexvix® (Photocure, Oslo, Norway).
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1.5.3. Cystoscopie de fluorescence et diagnostic des tumeurs vésicales

Le probleme majeur de la cystoscopie conventionnelle en lumiére blanche est la non
visualisation de tumeurs planes (Tis) et les trés petits néoplasmes papillaires. La cystoscopie
de fluorescence en lumiére bleue est effectuée en complément de la cystoscopie
conventionnelle en lumiere blanche dans le but de guider les biopsies. La détection est basee
sur la visualisation d’une fluorescence rouge qui est émise par les tumeurs chargées de PplX,
suite a une illumination dans le bleu. Cette technique permet d’augmenter le diagnostic des
tumeurs vésicales avec une sensibilité supérieure & 90 %® (Figure 4). D’autre part, la
spécificité de la cystoscopie de fluorescence médiée par I’hALA-PpIX est de 80 %%°. Les faux
positifs sont essentiellement dus a I’inflammation et aux cicatrices™. Néanmoins, dans
certains cas, la fluorescence supposée faussement positive est associée a la présence
d’aberrations génétiques qui peuvent étre associées a un état précancéreux®’. Cette technique
permet de diminuer d’un facteur 2 la progression tumorale®. Des essais cliniques comparant
la cystoscopie de fluorescence a la cystoscopie standard montrent que le pourcentage de
récidives de tumeurs vésicales respectivement pour les 2 méthodes est de 16 % vs. 41 % sur
une période de 3 mois, de 43 % vs. 61 % sur une période d’un an et de 45 % vs. 75 % sur une

période de 5 ans®® ®°.

Blue LighiGEiads

Figure 4 : Cystoscopie de fluorescence (A : tumeur papillaire, B : tumeur micro-papillaire, C :

carcinome in situ, D : cicatrice avec tumeur résiduelle)
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|.6. Traitement des tumeurs urothéliales non musculo-invasives

L’estimation de I’efficacité du traitement est difficile en raison de I’importante
hétérogénéité des tumeurs vésicales. En conséquence, la stratification des tumeurs veésicales
est imperative pour classer les patients avec des risques similaires de recidive et/ou de
progression et permet ainsi d’appliquer des stratégies thérapeutiques adaptées a chaque
catégorie de risque. Le systéeme de stratification de I’organisation européenne de la recherche
et de traitement de cancer (EORTC) associe de nombreuses données telles que le nombre de
tumeurs, la fréquence et la precocité des récidives, le diamétre tumoral, le type de tumeur, le
stade TNM, le grade WHO et la présence ou I’absence de Tis™.

Si le risque de progression et de récidive tumorale est nul, une résection transuréthrale
(TUR) est realisée. Cette procédure constitue la premiére étape du traitement. Elle est réalisée
sous anesthésie générale ou sous rachianesthésie. Elle doit englober I’ensemble de la tumeur
et étre suffisamment profonde afin d’étudier avec précision le rapport de la tumeur avec le
chorion et le muscle vésical. Une surveillance endoscopique réguliére et prolongée est réalisée
aprés la TUR. Les principales complications dues a cette thérapie sont la perforation vésicale
et le saignement. Malgré I’évaluation macroscopique de I’urologue, la résection guidee par
endoscopie standard est souvent incompléte, surtout dans le cas de tumeurs multifocales, Tis
ou micro-papillaire. Des études ont montré que des reliquats tumoraux sont présents dans plus
de 40 % des cas, 6 semaines aprés la 1% résection de tumeurs T1"%. 1 est par ailleurs d’usage
courant de proposer une 2°™ résection biopsie a 6 semaines en cas de tumeur & haut risque, de
résection incompléte ou d’absence de muscle & I’examen histologique’.

La résection transuréthrale est associée & une chimiothérapie ou a une immunothérapie
intravésicale si la stratification indique la présence de tumeurs de stade T1, tumeurs
multifocales ou récidivantes et/ou avec un risque d’infiltration. Les deux produits qui sont
majoritairement utilisés dans les instillations postopératoires sont la mitomycine dans le cas
de chimiothérapie et le Bacille de Calmette et Guérin (BCG) dans le cas de I’immunothérapie.
Les tumeurs a haut risque sont préférentiellement traitées par le BCG. Une fibroscopie de
contréle est réalisée a 3 mois, a 6 mois, puis tous les 6 mois ou tous les ans en fonction de
I’agressivité tumorale. En cas de réecidive, la poursuite du traitement conservateur ou la
chirurgie radicale sont discutées au cas par cas. La cystectomie est rarement nécessaire en cas
de tumeur superficielle bien que le débat subsiste sur son utilité de premiére intention dans les

formes & trés haut risque’. Elle est envisagée en cas d’échec des traitements conservateurs.

11
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L’utilisation du laser (Argon et le Nd YAG) représente un autre type de traitement de
tumeurs urothéliales non musculo-invasives mais il occupe une place peu importante dans
I’arsenal thérapeutique. Ce dernier est réservé dans certaines institutions pour les patients avec
d’importantes co-morbidités. Le principal inconvénient de I’utilisation du laser est I’absence
d’examen histologique.

|.7. Prévention des récidives des tumeurs vésicales

1.7.1. Causes de récidives des tumeurs vésicales

Les tumeurs urothéliales non musculo-invasives se caractérisent par un taux de
récidive élevé (50 a 70 %) et cela méme apres une résection compléte des lésions visibles a la
cystoscopie’. Les récidives sont dues soit & des nouvelles apparitions de la tumeur, soit & une
résection incompléte de la tumeur’® ou bien & la réimplantation de cellules tumorales viables
issue de la résection transuréthrale’. La réimplantation de cellules tumorales est favorisée par
la présence de microtraumatismes au niveau de la paroi vésicale caractérisés par la perte de

mucopolysaccharides de la couche urothéliale™ .

1.7.2. Méthode de prévention des récidives

La cystoscopie de fluorescence a permis d’augmenter la sensibilité du diagnostic des
tumeurs vésicales jusqu’a un pourcentage supérieur a 90 % incluant la détection des petites
tumeurs papillaires et de Tis invisibles a la lumiére blanche. En permettant une résection plus
compléte des lésions, elle induit une diminution des récidives de 30 %°°. Néanmoins, la
morbidité due aux récidives des tumeurs vésicales reste elevée. Elle est majoritairement due a
la réimplantation de cellules tumorales apreés la résection. Pode et al. ont étudié le phénomene
d’implantation de cellules tumorales au cours de la TUR sur un modele de tumeurs veésicales
développé in vitro’’. Les auteurs ont démontré que I’implantation des cellules tumorales
s’initie apres 1 h de contact et atteint un maximum apres 24 h. Ils ont par ailleurs observé que
I’implantation est suivie par une prolifération et une multiplication des cellules tumorales. Ces
résultats présentent la nécessité d’un traitement préventif de I’implantation de cellules

tumorales a la premiere heure apres la résection transuréthrale.

12
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Il existe 2 méthodes permettant d’éviter la réimplantation de cellules tumorales au
cours de la TUR : soit diminuer le nombre de cellules tumorales viables dans la lumiére de la
vessie, soit réduire le nombre de sites susceptibles a I’implantation.

Des études précliniques montrent que I’instillation intravésicale de
glycosaminoglycane permet de réduire le nombre de sites d’implantation et de diminuer le
pourcentage de récidives. Van Every et al. ont observé que I’instillation intravésicale de
sucralfate (un dérivé synthétique du glycosaminoglycane) chez des rats, en aval de
I"instillation de cellules tumorales, induisait une diminution de I’implantation tumorale’. En
clinique une telle procédure devrait étre realisée immédiatement aprés la résection
transuréthrale afin d’éviter I’implantation de cellules tumorales. Néanmoins, I’utilisation post
résection transuréthrale de ce produit qui est un puissant anticoagulant, pourrait induire des
hémorragies vésicales graves. Son utilisation est donc impossible en clinique.

Différentes études précliniques ont été réalisées dans le but de prévenir les récidives
causées par la réimplantation de cellules tumorales viables dans la lumiére de la vessie. Les
cellules ont été instillées par voie intravésicale apres conditionnement de la vessie par

cautérisation (Tableau 2).

Tableau 2 : Etudes précliniques de prévention de récidives de tumeurs vésicales

TCC Nb C ou [C] Drogue utilisée V.A | F.D.I | Auteurs
Souris C3Hf/HeHa MBT2 10° cellules Nitrofurantoine v 2 ”
Rats Fischer 344 4909 107 cellules/ml Cyclophosphamide IP 10 80
Rats Fischer 344 AY27 10° cellules Epigallocatechin-3-gallate v 3 81
Souris C57/BL6 MB49 10° cellules Gemcitabine v 3 82

TCC : cellule de carcinome transitionnel, Nb C : nombre de cellule, [C] : concentration cellulaire,
IV : instillation intravésicale, IP : intrapéritonéal, V.A : voie d’administration, F.D.I : facteur de diminution de
I’implantation.

En clinique, plusieurs tests randomisés ont démontré [I’efficacité de Ila
chimioprévention pour prévenir les récidives des tumeurs. Cet effet a été observé avec la
mitomycine C, le thiotepa, la doxorubicine et I'épirubicine, comme rapporté dans une récente
méta-analyse de I’EORTC™. La mitomycine C est la plus souvent utilisée, c’est un
antibiotique aux propriétés chimiothérapiques qui inhibe la réplication de I’ADN. Elle peut
étre utilisée en cure prophylactique traditionnelle ou immédiatement aprés la résection®. La
chimioprophylaxie a base de mitomycine est indiquée dans le cas de tumeurs a risque
intermédiaire ou faible ayant récidivé. Elle permet la diminution du taux de récidive de 15 %

a 38 %% ¥ Cependant, elle ne prévient pas la progression tumorale®. La mitomycine est
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aussi le médicament le plus utilisé dans les instillations postopératoires précoces, en
instillation unique, @ moins de 24 heures apres la résection endoscopique. Cette instillation
permet la réduction de récidives précoces de 30 a 50 %% ¥. Les effets secondaires possibles
associés a ce traitement sont la cystite chimique, les calcifications pariétales et le rash cutané.

L’immunothérapie endovésicale a base de BCG est une autre procédure clinique
utilisee pour prévenir les récidives des tumeurs vesicales. Le BCG est une souche atténuée de
la bactérie Mycobacterium Bovis. Son mode d’action exact sur les tumeurs vésicales est mal
connu. Néanmoins, certains auteurs supposent que ce médicament agit localement en
stimulant la réponse immunitaire. Un contact direct entre le BCG et les cellules tumorales est
nécessaire pour le recrutement des lymphocytes T qui sont a la base de [Iactivité
antitumorale®. Le BCG est préconisé pour 2 indications principales : le traitement des
tumeurs urothéliales non musculo-invasives & haut risque de progression (Tis) et la
prophylaxie aprés le traitement. Le BCG constitue le traitement de référence des Tis avec des
taux de réponse d’environ 70 % & 2 ans®**%. C’est le seul médicament qui a prouvé sa capacité
a prévenir ou & retarder la progression tumorale®. Plusieurs études randomisées prospectives
ont montré que le BCG diminuait d’environ 25 % le taux de récidive de tumeurs urothéliales
non musculo-invasives®® % % e schéma instillatoire est actuellement débattu, notamment en
ce qui concerne la nécessité d’un traitement d’entretien et la dose utilisée®™ . En général, il
consiste en 6 instillations hebdomadaires apres la TUR suivi par 3 instillations mensuelles. En
cas de récidive apres un tel cycle thérapeutique, la procédure a suivre est discutée au cas par
cas en fonction de I’agressivité de la tumeur, de I’état général du patient, de la tolérance du
traitement et de la nature de la tumeur récidivée. Ainsi, soit un nouveau cycle d’instillation
intravésicale de BCG est proposé comme un traitement d’entretien soit une cystéctomie est
réalisée. Le traitement par BCG est plus efficace que la chimiothérapie, mais il est moins bien
toléré. Des effets secondaires locaux sont fréquemment observés tels que des troubles
mictionnels irritatifs, des cystites et des prostatites. Le BCG peut aussi entrainer des effets
secondaires genéraux tels que le syndrome grippal ou des réactions allergiques qui peuvent
nécessiter I’arrét des instillations et la mise en route d’un traitement antituberculeux.

D’autres agents immunomodulateurs tels que I’interféron ont été étudiés ou sont en
cours d’étude®® ¥’ Les incertitudes concernant la stabilité des cytokines dans les urines, le fort
colt de ces traitements et les doutes a propos de leur efficacité font qu’ils ne sont pas utilisés
en pratique courante.

Il est nécessaire de développer un traitement ou de mettre au point une procédure qui

pourrait étre utilisée immédiatement apres la TUR, qui permettrait de diminuer le taux de
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récidives de tumeurs vésicales sur une longue durée et avec peu ou pas d’effets indésirables.
Ceci permettrait de diminuer la morbidité due aux récidives des tumeurs vésicales et

d’améliorer la qualité de vie du patient.

Il. MODELES EXPERIMENTAUX DE TUMEURS VESICALES

La recherche préclinique a besoin d’un modele de tumeur expérimentale reproductible

et qui reproduit ou s’approche le plus possible de la situation clinique.
11.1. Modeles in vitro

Les études in vitro représentent une phase obligatoire des essais précliniques. Ce
modele a été développé depuis plusieurs années pour sélectionner de nouvelles molécules
anticancéreuses. Les lignées cellulaires sont soit issues de biopsies humaines, soit chimio-
induites chez I’animal. Suivant le type cellulaire et I’étude réalisée, les cellules sont cultivees
en monocouche ou en sphéroides. Les lignées humaines de tumeurs vésicales utilisées en PDT
sont nombreuses telles que : RT 112%, J-82, EJ, T-24 et les RT-4% 1%, Les lignées animales
de tumeurs vésicales utilisées en PDT sont les NBT-11 et les AY27% 192193 Malgré le nombre
d’études effectuées sur les lignées cellulaires, ce modéle est loin d’étre représentatif de la

situation clinique.

11.2. Explants

Les explants consistent a maintenir des tissus ou organes prélevés chez I’homme ou
chez I'animal en milieu adapté. Reese et al. ont décrit la culture de tissu épithélial
hyperplasique de vessie de rat sur des grilles métalliques en présence d’un milieu de

culture®®. Lyman et al. ont développé un modéle d’explant & partir de vessie de lapin pour

1'%, Crook et al. ont

développé un modéle d’explant de tumeurs vésicales superficielles fluorescentes de rat*®.

étudier I’adhérence des Candidas Albicans a I’epithélium vésica

Lyng et al. ont réalisé un explant a partir de I’'urothélium humain pour étudier I’effet de la

nitrosamine, 1’un des produits toxiques du tabac, sur la vessie'®’

. Marti et al. ont développé un
modele d’explant de muqueuse urothéliale humaine et de porc pour étudier I’accumulation de

la PpIX aprés apport de 5-ALA et dérivés'®. Les cultures de tissus et d’organes sont des
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atouts prometteurs dans le développement des recherches précliniques. Néanmoins, par

rapport aux expérimentations in vivo, les explants restent eloignés de la situation clinique.

11.3. Modeéles in vivo

Il existe plusieurs types de modeéles de tumeurs veésicales utilisés in vivo. Ces modeles
sont, hétérotopiques ou orthotopiques, spontanés, chimioinduits ou greffés, syngéniques ou
xénogéniques. Le choix du type de modéle se fait en fonction de I’étude a realiser.

11.3.1. Modeles de tumeurs xénogreffées hétérotopiques

Ce modeéle est obtenu apres injection de cellules ou de fragments tissulaires en sous-
cutané ou en intraveineuse chez des animaux immunodéprimés™® 1%, Le modéle sous-cutané
présente I’avantage de possibilité d’évaluation de I’effet thérapeutique sur I’implant de visu.

L’injection intraveineuse permet I’obtention de métastases.

11.3.2. Modeéles de tumeurs xénogreffées orthotopiques

Ce modele est obtenu aprés conditionnement épithélial par cautérisation, suivi d’une
instillation intravésicale de cellules tumorales RT4 et EJ (carcinomes transitionnels de vessie
humains) chez des souris athymiques femelles (female nude). Ahlering et al. ont décrit un
modéle de tumeurs vésicales orthotopiques xénogréffées'®. Le méme modeéle a été développé
sur des rats imunodéprimés inoculés avec des cellules RT4. La prise tumorale était de
93,4 %™,

11.3.3. Modeles de tumeurs syngéniques hétérotopiques

Ce type de modele consiste en I’implantation en sous-cutané de cellules ou de tissus
provenant d’une espéce déterminée vers la méme espéce. Cohen et al. ont utilisé ce modéle

chez des rats Fischer 344, en implantant les cellules AY27 en sous-cutané™*.
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11.3.4. Modeéles de tumeurs syngéniques orthotopiques

Ce modéle englobe les tumeurs spontanées et les tumeurs implantées (chimioinduites ou

greffées).

= Tumeurs spontanées
Les tumeurs veésicales spontanées sont généralement rares chez I’animal. 1l a été observé
chez la souche de rat Brown Norway (BN/BiRij) agés de 18 a 36 semaines, que I’incidence de
tumeurs vésicales est de 28 % pour le male et 2 % pour la femelle*?. Les Iésions tumorales
comportent plusieurs stades : hyperplasie, carcinome papillaire, carcinome in situ et tumeurs
invasives'*®. Une autre souche de rat qui développe des tumeurs spontanées est la DA/Han,
avec un pourcentage de 53,9 % chez le male et 14,4 % chez la femelle, observé entre 25 et 36

mois*,

= Tumeurs chimioinduites

M5 soit par instillation intravésicale'® de

Ce modele est realise soit par ingestion
produits cancérigenes. Les plus utilisés chez les rongeurs sont le N-butyl-N-(4-hydroxybutyl)
nitrosamine (BBN)*** 2! le N-methyl-N-nitrosourea (MNU)"®: 120122123 ot |o N-[4-(5-nitro-
2-furyl)-2-thiazolyl] formamide (FANFT) 7119124 | es tumeurs obtenues sont multiples, de

nature épidermoide ou transitionnelle et varient du Tis aux tumeurs invasives.

=  Tumeurs greffées
Suivant le mode de conditionnement vésical et le type d’inoculation de cellules ou de
fragments tumoraux, différents modeles syngéniques orthotopiques sont obtenus.

Implantation par injection pariétale de cellules tumorales :

L’ implantation est réalisée par injection de cellules tumorales au niveau de la sous-muqueuse
de la paroi vésicale’*?". Les tumeurs implantées sont intramusculaires'®, ce modéle n’est
donc pas tres adapté aux études de PDT.

Implantation par instillation intravésicale :

Ce modele est obtenu aprés conditionnement épithélial qui peut étre réalisé de différentes
fagons :
- La cautérisation induit une dénudation de I’épithélium associée a des zones de

nécrose focale™. Le taux d’implantation tumorale chez des souris instillées par voie
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intravésicale est de 67 %"%. L’augmentation du temps d’instillation favorise 100 % de prise
tumorale'?®, Néanmoins, elle présente des inconvénients engendrés par la distension vésicale.

- L’abrasion mécanique induit des Iésions épithéliales focales'®. La Iésion est réalisée
a I’aide d’un fil d’abrasion en cuivre et induit une prise tumorale de 99,5 %. Cependant ce
type de modele n’est pas adapté a la PDT puisque les tumeurs développées sont sous-
épithéliales.

- Le traitement acide est réalisé par instillation intravésicale d’HCI 0,1 N*¥%13 syjvie
d’une neutralisation basique par du NaOH ou KOH a 0,1 N. L’instillation d’"HCI provoque
une dénudation globale de I’épithélium**®*%, |’implantation chez le rat Fischer est réalisée
aprés instillation intravésicale de cellules de carcinomes transitionnels de vessie de rats
Fischer 344 (AY27). Dix jours apreés I’instillation le taux de I’implantation est de 100 % et les

tumeurs sont de type Ta, T1 et Tis™*?,

Le choix de I’un ou de I’autre modeéle repose sur I’étude a réaliser. En PDT, un modele
idéal de tumeurs vésicales doit se caractériser par : des tumeurs urothéliales non musculo-

invasive s, syngéniques orthotopiques, de stade, de localisation et de volume prédictibles.

I1l. THERAPIE PHOTODYNAMIQUE

[11.1. Principe de la thérapie photodynamique

Le principe de la thérapie photodynamique (PDT) repose sur la réaction
photochimique résultant de I’activation d’un photosensibilisateur (PS) qui sous I’action de la
lumiére a une longueur d’onde spécifique et en présence d’oxygene, induit la syntheése
d’espéces réactives d’oxygéne qui vont détruire les cellules*®®. La PDT se distingue de la
photochimiothérapie (Psoralen-UVA (PUVA)-thérapie du psoriasis) qui n’implique pas
I’oxygéne et de la photothérapie ou la lumiére agit seule (traitement de I’ictere néonatal).

L’activité d’un PS se caractérise par son rendement quantique en état triplet a la
longueur d’onde d’excitation considerée. La longueur d’onde de la lumiére d’excitation est
choisie en fonction de la fenétre optique des tissus (600 nm < A < 800 nm) et le spectre
d’absorption du PS. Les sources de lumiére sont des lasers, des diodes laser ou des lampes
filtrées. La lumiere est amenée par une fibre optique dans le cas des lasers et est distribuée par

un diffuseur qui permet une illumination homogéne du site a traiter. L’intensité de la lumiére
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ou Iirradiance s’exprime en W.cm?, la dose de lumiére ou fluence s’exprime en J.cm™.
Actuellement, la PDT est utilisée pour la palliation et le traitement de certaines tumeurs
accessibles a la lumiére. En effet, certains PS ont obtenu I’autorisation de mise sur le marché
(AMM). Le Photofrin® est utilisé pour le traitement curatif de cancers de I’eesophage, le
Foscan® pour la palliation des cancers Ortho-Rhino-Laryngée (ORL), le Metvix® pour le
traitement de cancers de la peau. La PDT est aussi utilisée en clinique dans des domaines
autres que la cancérologie, par exemple en ophtalmologie pour traiter la dégénérescence

maculaire liée a I'age (DMLA).

I11.2. Historique de la thérapie photodynamique

La premiére étude de la PDT a été décrite par Raab en 1897, ou il décrit la mort de
paramécies sous I’action de la lumiére et en présence d’acridine orange'®. Les premiers essais
cliniques avec I’éosine ont été réalisés par von Tappeiner et Jesionek en 1903, qui ont
introduit le terme de «thérapie photodynamique™*». En 1960, Lipson et al. déterminent les
propriétés photodynamiques de 1’hématoporphyrine (HpD)**® et en 1972, Diamond et al.
démontrent que I’HpD, activée par la lumiere blanche induit la régression d’un gliome
expérimental chez le rat™®’. Les effets curatifs de la PDT ont également été obtenus sur un
modéle de tumeur mammaire transplantée chez des souris sensibilisées & la fluorescéine™.

L application de la PDT pour le traitement des tumeurs veésicales a été réalisée pour la
premiére fois par Kelly et Snell en 1975, Ces derniers ont observé que I’action de la
lumiére en présence de I’HpD, induisait la destruction totale de tumeurs vésicales humaines
transplantées chez des souris nude. Les études précliniques réalisées par Dougherty et al. ont
révelé I’efficacité de la PDT dans le traitement de différents types de carcinomes humains

(sein, colon, prostate, endométre, mélanome malin, chondrosarcome, angiosarcome)**.

[11.3. Mécanismes d’action fondamentaux en thérapie photodynamique

111.3.1. Voie d’excitation moléculaire

L’absorption de la lumiere par un chromophore représente la premiére étape de toutes
les réactions photophysiques et photochimiques. L énergie absorbée par une molécule conduit
a la formation d’un état excité instable (S1), avec une distribution électronique différente de
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celle de I’état fondamental (S0). Du fait de I’instabilité relative, I’état excité est un
phénomene transitoire et I’exceés d’énergie est libéré par la désexcitation du PS. Les voies de
désactivation possibles que peut suivre la molécule excitée sont représentées dans le

diagramme de Jablonski**

(Figure 5). L’état excité (S1) est un état trés instable, de courte
durée de vie (nanosecondes). La possibilité d’interaction avec d’autres molécules est donc trés
faible. Cependant, la molécule peut subir plusieurs phénomenes de désactivation avant de
retourner a son état fondamental. L’état singulet S1 peut retourner a son état fondamental par
un processus radiatif en émettant de la « fluorescence » ou par un processus non radiatif
appelé « conversion interne ». Durant la conversion interne, I’exces énergétique de la
molécule est libére sous forme de chaleur, qui peut facilement se dissiper dans le solvant ou le
tissu biologique'*. En plus de la fluorescence et de la conversion interne, I’état singulet S1
peut subir un changement de multiplicité de spin (la rotation de la particule sur elle-méme),
par un phénomeéne qui s’appelle « passage intersysteme » pour donner naissance a I’état triplet
T1. La durée de vie de I’état triplet est plus longue que celle de I’état singulet. Ceci augmente
la probabilité d’interaction de [I’état triplet avec d’autres molécules. Le processus
photophysique a travers lequel I’état triplet retourne a son état fondamental est appelé

«phosphorescence»'*'.
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Figure 5 : Diagramme de Jablonski représentant les différentes transitions énergétiques
possibles entre les états singulets : SO (état stable), S1 et S2 (états excités) et les états triplets
TletT2.
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I11.3.2. Réactions photochimiques

En présence d’oxygeéne, le photosensibilisateur excité *P* peut suivre deux types de
réactions photochimiques de types | et Il (Figure 6). Les mécanismes de type | impliquent une
interaction directe de I’état excité *P* avec le substrat pour générer des ions radicalaires, ce
type de réaction est prédominant dans un milieu polaire sous des conditions d’hypoxie. Les
mécanismes de type Il impliquent I’interaction de I’état excité *P* avec I’oxygéne moléculaire

(0,) pour induire la synthése d’intermédiaires d’oxygenes réactifs (‘0,)**

143, 144

, ce type de

réaction est favorisé par un milieu oxygené et lipophile
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Figure 6 : Réactions photochimiques de type | et 11

I11.4. Photosensibilisateurs

Les PS sont répartis en 2 grandes familles. Les PS non tétrapyrroliques et les
tétrapyrroliques qui peuvent étre de 3 types : de premiére génération (PS d’origine naturelle),

de deuxiéme génération (PS de synthése) et de troisieme génération (PS vectorisé).
I11.4.1. Les photosensibilisateurs non tétrapyrroliques

Parmi les PS non tétrapyrroliques utilisés en PDT, nous retenons I’hypericine. Cette
molécule est une quinone extraite de la plante Hypericium perforatum. La longueur d’onde

d’absorption de I’hypericine est de 590 nm avec un coefficient d’extinction molaire (g) de
41600 Mt.cm™,
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I11.4.2. Les photosensibilisateurs tétrapyrroliques

= Photosensibilisateur de premiere génération

L hématoporphyrine (HpD) a longtemps été le seul PS utilisé en PDT clinique. Il est le
premier a avoir obtenu I’AMM au Canada en 1993 et il est actuellement approuve dans 40
pays. L’HpD est un mélange de porphyrines contenant essentiellement de I’HpD, de
I’hydroxyethylvinyl deuteroporphyrine (HVD) et de la PplX. Le coefficient d’extinction
molaire de I’HpD & 630 nm est faible (~ 1170 M™*cm™)**. La composition chimique mixte de
I’HpD rend sa synthése peu reproductible, ainsi de nombreux autres formes d’HpD purifiées
ont été commercialisées telles que le Photosan® (Allemagne), Photogem® (Russie),
Haematodrex® (Bulgarie) et Photocarcinorin® (Chine).

Un autre PS constitué d’un mélange de porphyrines est le Photofrin® Ce PS est
constitué d’un mélange de monomeres, de diméres et d’oligomeres de porphyrines actives
avec moins de 20 % de formes monomeéres. Le Photofrin® est activé par la lumiére dans la
région spectrale de 630 nm, son coefficient d’extinction molaire a cette longueur d’onde est
faible (3000 Mcm™). La premiére indication clinique approuvée pour le traitement
photodynamique fut I’utilisation du Photofrin® pour le traitement de tumeurs vésicales au
Canada en 1982, suivie par les Etats Unis d’Amérique puis I’Europe. Bien que les résultats a
court terme furent trés encourageants (réponse > 80 %), cette application fut abandonnée a
cause des inconvénients du Photofrin® (manque de spécificité et fibrose réactionnelle
musculaire ainsi que sensibilisation cutanée prolongée).

Malgré la bonne activité photodynamique de I’HpD et le Photofrin®, ces PS possédent
de nombreux inconvénients tels que :

- Faible sélectivité tumeur vs. tissu sain et donc une photosensibilisation cutanée qui

peut durer des mois aprés une injection du PS par voie intraveineuse™*® 4.

- Composition chimique mixte et peu reproductible®.

- Faible coefficient d’extinction molaire qui impose [I’utilisation de trés fortes
concentrations de PS'*°.

- Faible pénétration tissulaire de la lumiere a 630 nm. Au niveau de la vessie, elle est

de I’ordre de 0,5 3 1 cm**’,
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= Photosensibilisateur de deuxiéme génération

Les inconvénients des PS de premiére génération ont abouti a la synthése de PS de deuxieme

génération qui répondent plus aux critéres d’un PS idéal dont les caractéristiques sont™*® 14 :

- Forte absorption dans la fenétre optique du spectre visible ou I’absorption des
chromophores endogenes est minimale.

- Rendement quantique élevé en état triplet, avec une énergie supérieure a 94 k J mol™.
- Fort rendement quantique en oxygene singulet.

- Non toxique a I’obscurite.

- Non carcinogéne et non mutagene.

- Pharmacocinétique avec une clairance rapide.

- Sélectivité importante pour le tissu tumoral.

- Composition stable et constante.

La majorité des PS de deuxiéme génération sont constitués d’un noyau tetrapyrrolique sur
lequel est greffé une chaine latérale qui permet d’améliorer sa stabilité et son absorption dans
le rouge. Actuellement de nombreux PS de deuxiéme génération ont éte développes. Certains
sont commercialisés, d’autres sont en cours d’investigation clinique ou préclinique, quelques
exemples :

- chlorines (Npe6 : N-aspartyl chlorin e6, mTHPC: 5,10,15,20-tetrakis (m-

hydroxyphenyl) chlorines).

- purpurines (SnTEZ2 : tin etiopurpurin).

- benzoporphyrines (BPD-MA : Benzoporphyrin derivative-monoacid ring A).

- phtalocyanines.

- texaphyrines.

Les PS de deuxiéme génération absorbent dans la fenétre thérapeutique et leur
coefficient d’extinction molaire est important, ce qui permet une tres forte activité a de faibles
doses. Malheureusement, du fait de leur faible sélectivité pour la tumeur, ils engendrent une
photosensibilisation cutanée et la PDT peut provoquer des dégats au niveau des tissus sains

3éme

génération sont en cours de développement. Ces

Zéme

irradiés. C’est pourquoi des PS de

derniers sont une forme plus développée de PS de génération. lls sont soit conditionnés
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dans des liposomes qui vont les véhiculer vers leurs cibles, soit greffés avec des acides
amines, protéines, polymeéres, carbohydrates ou anticorps qui vont leur permettre de se lier de
facon spécifique a des cibles moléculaires bien définies. Les PS de 3°™ génération tendent &
augmenter la sélectivité pour la tumeur et la clairance métabolique du PS, tout en gardant les
avantages du PS de 2°™ génération.

Une autre approche est de substituer les PS par des prodrogues, agents précurseurs de
PS. Les prodrogues sont des molécules non actives qui se transforment en produits
pharmacologiquement actifs aprés leur métabolisation'®. L’une des prodrogues utilisées en
PDT est le 5-acide aminolévulinique (5-ALA) qui a I’avantage de ne pas étre fluorescent et

permet une synthése intracellulaire d’une molécule photoactive, la PplX.

[11.5. Acide 5-aminolévulinique et ses dérivés

L’acide 5-aminolévulinique est une molécule présente naturellement dans les cellules
de notre organisme. Cette molécule est un précurseur intracellulaire de PplX via la voie de
biosynthese de I’heme, qui est rencontrée dans presque toutes les cellules mammiferes
aérobies. L’heme endogene inhibe I’exces de formation du 5-ALA par un mécanisme de

contrle négatif (feedback)™.

Néanmoins, la présence de 5-ALA exogéne dévie les
mécanismes de régulation de la voie de biosynthese en faveur d’une synthése accrue de la
PpIX*% 133 Cette molécule photoactive présente un rendement en oxygéne singulet de 56 %
et un bon rendement quantique de fluorescence™. Le spectre d’absorption de la PpIX
présente plusieurs pics d’absorbance a 405, 520, 550, 600 et 650 nm (Figure 7). L’absorption
maximale de la PpIX est & 405 nm au niveau de sa bande de Soret, avec un coefficient

d’extinction molaire de 1,24 x 10° Mtcm?

. Le spectre d’émission de la PplX est
caractérisé par 2 pics, le plus important se situe a 635 nm et le second a 700 nm (Figure 7).

L’avantage de I’utilisation de prodrogue tel que le 5-ALA par rapport a un agent
photosensibilisant conventionnel, est sa forte sélectivité tumorale et I’absence de
photosensibilisation cutanée™®. Le 5-ALA commercialisé sous le nom de Lévulan®, a été
approuvé en 1999 par le US Food and Dug Administration pour le traitement de kératoses
actiniques aprées une application topique.

En dépit de ses avantages, le 5-ALA présente plusieurs inconvénients. En effet, sa
forme zwitterionique rend difficile son passage a travers la membrane plasmique, ce qui

explique sa faible pénétration apres application topique. D’autre part, la forte biodisponibilité
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du 5-ALA induit des effets indésirables (nausée, vomissement, diminution de la pression
pulmonaire systolique et diastolique) aprés injection systémique™” %,

De ce fait, les recherches se sont focalisées sur la synthese de dérivés de 5-ALA
présentant un pouvoir lipophile plus important pour une application topique, tout en
diminuant la concentration de la prodrogue utilisée et son temps d’application. Des
formulations liposomales et des n-alkylesters de 5-ALA ont ainsi été développées. Deux de
ces n-alkylsters, le methylaminolévulinate (MAL) et I’hexylaminolévulinate (HAL) ont
obtenu I’autorisation de mise sur le marché. Le Metvix® (MAL) développé pour le traitement
des kératoses actiniques et carcinomes basocellulaires en Europe et en Australie et le Hexvix®
(HAL) developpé pour la détection des cancers de la vessie dans 27 pays européens.

D’autres prodrogues a base de 5-ALA sont en cours d’études expérimentales. Ce sont
des nanoparticules constituées de branchement de plusieurs molécules de 5-ALA formant des
prodrogues polymeres appelées dendrimeres. Ils permettent I’incorporation d’une plus grande

quantité de 5-ALA avec un relargage permanent et donc une synthése continue de PpIX** 1.
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Figure 7 : Spectre d’absorption (bleu) et de fluorescence (rouge) de la PpIX

25



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

[11.6. Voie de biosynthese de I’héme et protoporphyrine 1X

La voie de biosynthése de I’héme est essentielle pour la fonction de toutes les cellules
mammiféres aérobies. L’heme est un cofacteur contenant un atome de fer servant a accueillir
un gaz diatomique (souvent le dioxygéne (O-)) au centre d’un large anneau organique appelé
protoporphyrine 1X (PplX). Ce cofacteur est retrouvé dans de nombreuses hémoprotéines
comme I’hémoglobine et les cytochromes. La PplX joue un réle important dans la régulation
de la synthése protéique et la différenciation cellulaire’®’. La voie de biosynthése de 1’héme
est finement régulée par de nombreux mécanismes a différents niveaux cellulaires. La
quantité d’héme nécessaire pour le fonctionnement cellulaire différe significativement d’une
cellule a une autre et d’un tissu a un autre.

La voie de biosynthese de I’heme se fait en 8 étapes, 4 étapes cytoplasmiques et 4

étapes mitochondriales™*

(Figure 8). La premiere et les 3 derniéres étapes prennent place dans
la mitochondrie. La biosynthese de I’héme débute avec la formation du 5-ALA apres la
condensation de succinyl CoA et de glycine. La réaction est catalysée par la d-
aminolévulinate (ALA) synthase. L’heme exerce un feedback négatif sur la d-aminolévulinate
(ALA) synthase pour réguler la synthése du 5-ALA.

Le 5-ALA quitte la mitochondrie par un processus inconnu et I’association de 2
molécules forme un dérivé monopyrrolique, le porphobilinogéne, aprés action de la d-
aminolévulinate dehydratase encore appelée la porphobilinogéene synthase. Une désamination
de la porphobilinogene est ensuite réalisee par la porphobilinogene désaminase
(hydroxyméthyl  synthase) induisant la  formation d’un  composé instable,
I’hydroxyméthylbilane. Ce composé instable subit ensuite soit une transformation spontanée
en uroporphyrinogene | puis en coproporphyrinogéne | soit une catalyse enzymatique réalisee
par I’uroporphyrinogene IlIl  cosynthase pour former I’uroporphyrinogene III.
L’hydroxymeéthylbilane joue un rdle important dans la régulation de la conversion
enzymatique qui induit la formation de I’uroporphyrinogéne I11.

La décarboxylation de I’uroporphyrinogene 111 par I’uroporphyrinogéne decarboxylase
induit la synthése de la coproporphyrinogene I11. Cette derniere est transportée dans I’espace
inter-membranaire des mitochondries par I’intermédiaire des récepteurs périphériques des
benzodiazépines (PBR)'®. Dans les mitochondries, la transformation de la
coproporphyrinogéne Il en PplX est réalisée par 2 réactions oxydatives. La premiere
oxydation sous [I’action de coproporphyrinogéne oxydase induit la synthese de la

protoporphyrinogene IX et la seconde oxydation réalisée par la protoporphyrinogéne oxydase
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donne la PplX. La transformation de la PpIX en heme est la derniére étape de la voie de
biosynthese. Elle est catalysée par la ferrochélatase dont le role est I'incorporation d’une
molécule de fer dans le cceur de la PplX. La ferrochélatase est I’une des enzymes limitantes
de la voie de biosynthése de I’heme.

La portée de la synthése de I’héme est dépendante de I’activité des enzymes
impliquées dans sa voie de biosynthése et est régie par leurs constantes d’affinités (Km)
envers leurs substrats (Tableau 3). L’altération du Km enzymatique induit la modification de
la régulation de la synthése de I’héme. Une trés forte concentration de 5-ALA cytoplasmique
inhibe I’action des ferrochélatases, de ce fait la PpIX s’accumule dans les cellules'®® %,
L’ apport d’esters de 5-ALA induit une accumulation cytoplasmique du 5-ALA aprés action

des estérases cytoplasmiques.
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Figure 8 : Voie de biosynthése de I’héme
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Tableau 3 : Km des enzymes impliquées dans la voie de biosynthése de I’héme déterminé

chez I’ Homo sapiens™?

Etapes | Enzyme EC PM | Km[mM] | Auteurs
1 5-ALA synthase 2.3.1.37|110 [ 0,02 165, 166
2 5-ALA dehydrase 4.2.1.24|252 0,27 167
3 Hydroxy méthyle bilane synthase (PBG deaminase) |4.3.1.8 |25 [0,07 168
4 Uroporhyrinogéne cosynthase 4.2.1.75|30 [0.02 169
5 Uroporhyrinogéne décarboxylase 41.137|52 |[3,510™ 170
6 Coproporphyrinogéne oxidase 1.3.3.3 [80 [0,001 171,172
7 Protoporphyrinogéne oxidase 1.3.34 |32 [0,09 171,173
8 Férrochélatase 4.99.1.1140 [0,01 1ra

EC : Enzyme Commission numbers, PM : Poids moléculaire, Km : Constante de Michaelis

[11.7. 5-ALA et traitement photodynamique des tumeurs vésicales

La premiere indication clinique approuvee en PDT a été le traitement de tumeurs
vésicales par le Photofrin 11° au Canada en 1982. Bien que les résultats & court terme furent
treés encourageants (réponse > 80 %), cette application fut abandonnée a cause de la
photosensibilité cutanée prolongée et la perte de fonctionnalité vésicale engendrée apres
administration systémique du Photofrin 11°. Des études cliniques avec d’autre
photosensibilisateurs tel que I’hématoporphyrine (HpD) et I’ester de dihématoporphyrine
(DHE), ont montré des résultats et des effets secondaires semblables & ceux du Photofrin 11°.
D’autres produits, parmi lesquels I’hypéricine et les prodrogues (5-ALA, ester de 5-ALA,
dendrimeres de 5-ALA) précurseurs de la PplX, ont été développés. Ils offrent I’avantage
d’une administration topique, par voie intravésicale, qui permet d’éviter la phototoxicité
cutanée et la perte de fonctionnalité de la vessie. Des essais précliniques et cliniques sur le
traitement photodynamique des tumeurs vésicales traitées par le 5-ALA et ses dérivés ont été

réalisés afin de mettre au point les paramétres thérapeutiques.

I11.7.1. Essais précliniques

Les effets du traitement photodynamique des vessies tumorales traitées par 5-ALA ou
hALA dépendent de la voie d’administration (intraveineuse vs. intravésicale), de la dose de
lumiére appliquée et de la concentration de la prodrogue (Tableau 4). Les lésions
superficielles, limitées a I’épithélium, sont souvent détruites alors que les Iésions invasives

sont résistantes. Des dommages musculaires sont souvent observés aprés injection
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intraveineuse du 5-ALA ainsi qu’a de fortes doses de lumiére. D apres les essais précliniques

de PDT médiée par 5-ALA-PplX, la voie d’administration qui permet une bonne efficacité

thérapeutique, avec un minimum d’effets secondaires est I’instillation intravésicale d’une

faible concentration de prodrogue. L’utilisation intravésicale d’ester de 5-ALA (hALA)

permet de diminuer la dose de prodrogue de 20 fois par rapport au 5-ALA. El Khatib et al.

démontrent que la PDT de tumeurs vésicales realisee apres instillation intravésicale de 8 mM

d’hALA avec une dose de lumiére de 20 J/cm?2 permet I’éradication totale de la tumeur tout en

préservant le reste des tissus vésicaux'’.

Tableau 4 : Essais précliniques de PDT des tumeurs vésicales

Dose prodrogue V.A | Dose (J/cm?) Résultats Auteurs
500 mg/kg 5-ALA [ IV |50 J/cm? Nécrose tumorale a 60 %
100 J/cm? Nécrose tumorale & 75 %
150 J/cm? Nécrose tumorale totale
Nécrose partielle ou totale de la paroi 176
100 mg/ml 5-ALA |11V |50 J/cm? Nécrose tumorale a 30 %
100 J/em? Nécrose tumorale > 90 %
150 J/em? Nécrose tumorale > 90 %
Nécrose partielle ou totale de la paroi
40 mg/ml5-ALA [V [154100J/cm? | Lésions planes détruites 1
Lésions papillaires partiellement détruites
300 mg/kg 5-ALA | IV Nécrose tumorale a 55 %
Inflammation, cedéme, hémorragie
100 mg/ml 5-ALA |1y | 40 Yem? Nécrose tumorale & 90 % 178
Nécrose épithéliale
Inflammation, cedéme, hémorragie
300 mM 5-ALA IV [15a100 Jcm? | Efficacité = Photofrin® administré en 1V 179
Phototoxicité pour le tissu normale est faible
8 mM hALA 15 J/em? Tumeur intacte, muscle intact
20 J/cm? Tumeur détruite, muscle intact
25 J/cm? Tumeur détruite, altération focale ou totale du muscle
v 175
40a80J/cm? | Altération totale de la paroi vasculaire
16 mM hALA 15 J/lcm? Tumeur intacte, altération focale du muscle
20480 J/cm? | Tumeur intacte, altération totale du muscle

VA : voie d’administration, 1V : intraveineuse, 1V : instillation intravésicale

[11.7.2. Essais cliniques

Les études cliniques ont été réalisées quelques semaines apres résection transuréthrale
chez des patients multirécidivistes. La premiére étude clinique de PDT médiée par le 5-ALA a

été realisee par Kriegmair et al apres instillation intravésicale de 5-ALA et une irradiation
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dans le vert suivie d’une illumination dans le rouge. Trois mois aprés la PDT, ils observent
une réponse thérapeutique de 40 %°°. Berger et al. ont observé une efficacité au traitement de
51,6 % sur une période de 20 mois en réduisant la dose de 5-ALA et en illuminant
uniquement dans le rouge’®. Les mémes résultats ont été observés par Waidelich et al. en
utilisant de la lumiére blanche. Le taux de récidive apres 5-ALA-PpIX-PDT est de 50 % pour
les tumeurs papillaires et 44 % pour les Tis*®. Aucun essai clinique de PDT utilisant I’lhALA

n’a été réalisé sur des tumeurs vésicales.

[11.8. Parameétres régissant I’efficacité du traitement photodynamique

L’efficacité de la PDT dépend de plusieurs parametres : la dosimétrie de la lumiere, la
cinétique de distribution et de métabolisation du PS, I’intervalle de temps entre I’injection du
PS et I’irradiation, sa sélectivité dans les tissus neoplasiques, sa photodegradation, sa
concentration et sa localisation intracellulaire. L optimisation du traitement photodynamique

clinique est difficile étant donné la variabilité interindividuelle de ces parametres.

111.8.1. Dosimétrie de la lumiere

Différentes sources lumineuses sont utilisées en traitement clinique ou expérimental
par PDT. Les sources de lumiére sont des lasers, des diodes laser ou des lampes filtrées. Dans
le cas des lasers, la lumiere est amenee par une fibre optique et est distribuée par un diffuseur
qui permet une illumination homogéne du site a traiter. Dans le cas de la vessie, les diffuseurs
utilisés sont de type sphérique. La longueur d’onde de la lumiere d’excitation est choisie en
fonction de la fenétre optique des tissus (600 nm < A < 800 nm) et I’un des pics d’absorption
du PS. L’irradiation du tissu a la longueur d’onde de la bande Soret de la protoporphyrine 1X
(405 nm) limite la profondeur de pénétration de la lumiére & 2 mm*®,

L’«Optical Penetration Depth» (OPD) ayant été mesurée a 4 mm a 635 nm pour un
carcinome transitionnel de la vessie'®’. Cette longueur d’onde est retenue pour la PDT des
tumeurs vésicales traitées par 5-ALA-PpIX**.

La dosimétrie de la lumiere consiste a déterminer la dose de lumiére nécessaire pour la
destruction complete des cellules tumorales tout en préservant I’intégrité fonctionnelle du
tissu adjacent'®. La dose de la lumiére recue par la paroi de la vessie est 5 fois plus

importante que la dose calculée & la sortie de la fibre, ce qui est d0 a I’anatomie creuse de la
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vessie présentant des effets de sphére d’intégration (rétrodiffusion de la lumiére non
absorbée)'®*. L utilisation d’un systéme de dosimétrie in situ permet de controler la dose

réelle de lumiére que recoit la paroi vésicale pendant la PDT84*%,

111.8.2. Photoblanchiment de la protoporphyrine 1X

Au cours de la PDT et sous I’action de la lumiére, le PS subit un phénoméne de
photodégradation appelé photoblanchiment. La premiere observation de ce phénomeéne en
PDT a été décrite par Moan et al.'®’. Le photoblanchiment a été proposé comme un paramétre
de dosimétrie. En effet, I’efficacité du traitement photodynamique est souvent associée a une
cinétique rapide de photoblanchiment et est corrélée au type de photoproduits formés'®® 8,
Lorsque la concentration de PS dans la tumeur est faible, le photoblanchiment diminue

I’efficacité de la PDT.

= Mécanismes du photoblanchiment

L’oxygéne singulet (*O,) formé au cours de la PDT interagit avec le PS et induit 2
mécanismes de photoblanchiment™® :

- La phototransformation «photomodification» qui se traduit par une modification
chimique du PS induisant la diminution de son absorbance et de sa fluorescence.

- La photodégradation «true photobleaching» qui se traduit par la rupture du
macrocycle (dégradation du PS) induisant la perte de I’absorption du PS dans la région
du visible.

Les 2 mécanismes de phototransformation et de photodégradation sont souvent concomitants.
Ils peuvent étre associés a un phénomene de re-localisation du PS qui est dd & un mécanisme
de destruction de ses sites de liaison avec les protéines'®!.

Le photoblanchiment de la PplX a été étudié dans plusieurs environnements (en
solution, in vitro et in vivo), il entraine la diminution de la bande de Soret du PS et donc la
perte de son intensité de fluorescence™®® 3 1% Cette diminution est associée & I’apparition de
nouvelles bandes correspondant a la formation de photoproduits.

En presence d’oxygene, la PplX catalyse sa propre photo-oxydation induisant la
formation de 2 types de photoproduits, les hydroxyaldéhydes et les formylporphyrines'®. Le
schéma réactionnel suivant résume le mécanisme de photoblanchiment des porphyrines

(Figure 9). En plus de la photo-oxydation qui est engendrée majoritairement par de I’oxygéne
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singulet, la structure tétrapyrrolique de la PplX peut étre détruite par des dérivés oxydés et

cela dans les milieux riche en lipides, protéines et acides aminés'*® .

Produits absorbants dans 'L Tilirubine
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Figure 9 : Photoblanchiment des porphyrines

= Paramétres affectant le photoblanchiment de la PpIX

Les propriétés photophysiques d’un PS dépendent de son environnement (quantité
d’0,, pH, température, irradiance, force ionique)'®. La concentration et I’état d’agrégation
d’un PS influence sa cinétique de photoblanchiment™®. L’augmentation de la concentration de

Photofrin® et mTHPC résulte en un photoblanchiment rapide”®® ***

alors que différentes
études ont démontre que la cinétique de photoblanchiment de la PplX est indépendante de sa
quantité mais dépend de son environnement. En effet, les études in vitro montrent qu’une
faible constante de photoblanchiment est observée & une forte concentration de PplX?°% 23,
Inversement, une constante de photoblanchiment élevée est observée avec une forte

concentration de PpIX au niveau de la peau de souris®®

. Aucun impact de la variation de la
concentration du 5-ALA sur la cinétique de photoblanchiment de la PpIX n’a été observe dans
une étude in vivo réalisée sur la peau normale de souris®®.

Différents auteurs ont démontré un photoblanchiment différent entre les formes

monomeres et agrégées de porphyrines. En effet, du fait que la photo-oxydation de la PplX est
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engendrée essentiellement par de I’oxygéne singulet, la cinétique de photoblanchiment des
formes monomeres est plus rapide que celle des formes agrégées et cela est di a la faible
accessibilité du noyau des formes agrégées a I’oxygene®®® 2. L’état d’agrégation du PS
affecte sa localisation intracellulaire et celle-ci influence sa cinétique de photoblanchiment.
Schnekenburger et al. ont démontré que le photoblanchiment des porphyrines était différent
suivant que ces derniéeres étaient localisees au niveau du cytoplasme ou au niveau des
membranes®”’.

L’irradiance est un autre parametre qui influence la cinétique du photoblanchiment de
la PplX. Finlay et al. ont démontré que le photoblanchiment de la PpIX induite par le 5-ALA
différe suivant I’irradiance appliquée®®. Une forte irradiance implique une consommation
rapide d’oxygene et en conséquence, un photoblanchiment plus lent.

Contrairement a la mTHPC et au Photofrin, le photoblanchiment de la PplX ne peut étre
utilisé comme base pour la dosimétrie de I’oxygene singulet et cela pour diverses raisons :

- Le photoblanchiment de la PpIX dépend de sa localisation intracellulaire, qui elle

méme dépend de la concentration de prodrogue administrée (5-ALA ou ester)®®. Le

photoblanchiment est donc dose prodrogue dépendant.

- Les photoproduits formés au cours du photoblanchiment, spécialement Ila

photoprotoporphyrine (pPp), sont eux méme des PS qui contribuent également a la

dose photodynamique®®.

- L’oxygene singulet généré par les photoproduits contribue aux phénomenes de

photoblanchiment de la PpIX*%,

- La PplIX subit un photoblanchiment méme en absence d’oxygéne?.

- La PpIX peut se re-localiser au cours du traitement, ce qui modifie la cible

biologique de la PDT, le rendement quantique du PS et donc sa cinétique de

photoblanchiment®°.

- La PpIX est en synthése continue ce qui peut modifier la mesure de sa concentration

et donc sa cinétique de photoblanchiment®®,

Les photoproduits de la PplX s’avérent étre utiles pour la dosimétrie de I’oxygene
singulet’®. Le photoprotoporphyrine (pPp) est le photoproduit le plus important retrouvé au
cours des phénomenes de photoblanchiment de la PplX liés a I’oxygene. Néanmoins, ce
photoproduit présente des inconvenients pour la dosimétrie de I’oxygene singulet car il peut
étre également produit en absence d’oxygéne. De plus, il s’accumule en plus grande quantité
en conditions hypoxiques. Il est donc difficile de déterminer la quantité de pPp qui est

engendrée exclusivement par I’oxygéne singulet®®,
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111.8.3. Localisation intracellulaire du photosensibilisateur

Les propriétés de fluorescence de la plupart des PS exogénes et endogénes ont permis
d’étudier leur localisation, le plus souvent par des techniques de microscopie de fluorescence.
La localisation d’un PS est régie par ses caractéristiques physicochimiques, sa capacité de
liaison aux protéines, son état d’agrégation, sa concentration extra et intracellulaire et sa durée
d’incubation?™.

Les PS hydrophobes possédent une forte affinité pour les membranes plasmiques a
travers lesquelles ils peuvent diffuser passivement. Ils peuvent ensuite se localiser dans les
structures membranaires des différents organites cellulaires. L’un des exemples de PS
hydrophobe est I’hypéricine, elle se localise préférentiellement dans la membrane du
réticulum endoplasmique (RE)?*%. Les PS hydrophiles ne diffusent pas a travers la membrane
plasmique mais sont incorporés par endocytose. lls sont localisés de maniere préférentielle
dans les lysosomes, exemple Npe6.

En plus des caractéristiques physicochimiques du PS qui influence sa localisation, des
phénomenes de relocalisation peuvent avoir lieu pendant I’irradiation. Certaines porphyrines
cationiques initialement localisées dans la membrane plasmique peuvent étre libérées dans le
cytosol?™®. Il en est de méme pour certains PS initialement localisés dans les lysosomes.

La durée d’incubation du PS peut aussi modifier sa localisation. Une durée longue
favorise la localisation du Photofrin® dans I’appareil de Golgi au lieu de la membrane
plasmique*. De méme la localisation de la zinc (11) phthalocyanine est mitochondriale aprés
24 h d’incubation alors qu’elle est localisée dans I’appareil de Golgi aprés 2 h d’incubation®®.

L’effet cytotoxique du PS est réalisé par I’intermédiaire d’espéces reactives de
I’oxygene. Ces derniéres sont caractérisées par une demi-vie et un espace de diffusion tres
courts. Le rayon d’action de I’oxygéne singulet dans les milieux biologiques est de I’ordre de
20 nm*®. Ainsi la premiére cible endommagée par la PDT est I’organite de localisation du PS
ou qui en est extrémement proche.

Les mitochondries sont une cible importante de la PDT et sont impliquées dans

I’initiation de la mort cellulaire par apoptose®’**

. Certains PS hydrophobes ont une
localisation mitochondriale comme la Pc 4 et la PplX. La Pc 4 possede une affinité pour
certains lipides (cardiolipine, phosphatidyl glycol) et la PplX pour les récepteurs
périphériques des benzodiazépines (PBR) qui sont présents au niveau de la membrane interne
des mitochondries?®. La localisation mitochondriale peut étre facilitée par le gradient

électrochimique de cet organite. Cependant, I’accumulation mitochondriale de la PplX induite
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apreés apport exogéne du 5-ALA ou de ses dérives est due au fait que cet organite est le lieu de
la synthése de ce PS. Néanmoins, en fonction du type cellulaire étudié, de la concentration de
la prodrogue utilisée (5-ALA ou ses dérivés esters) et le temps d’incubation, la localisation
mitochondriale de la PplX synthétisée peut étre affectée.

La localisation intracellulaire du PS régit le type de mort cellulaire aprés PDT?Y. 1l est
donc important de determiner la localisation du PS. Il existe 2 méthodes pour déterminer la
localisation intracellulaire d’un PS : la méthode directe et la méthode indirecte.

La méthode directe est réalisée par une technique de co-localisation entre les organites

cellulaires et le PS**. Les organites ciblés soit par un anticorps conjugué a un fluorochrome
soit par une sonde fluorescente s’accumulant préférentiellement dans I’organite émettent une
fluorescence qui est recoupée avec celle du PS. Le fluorochrome utilisé pour le marquage des
organites doit avoir des caractéristiques d’absorption et d’émission lui permettant d’étre
différencié du PS. L’aire de chevauchement de fluorescence entre les 2 images renseigne sur
la localisation du PS. Cette méthode est souvent utilisée in vitro.

La méthode indirecte est basée sur la détermination de la premiere cible photo-endommagée

par la PDT. L’étude est réalisée a plusieurs temps post PDT par microscopie électronique a
transmission. La méthode indirecte est une alternative a la co-localisation, elle est souvent

utilisée ex vivo??® 22,

111.8.4. Facteurs affectant I’accumulation sélective de la protoporphyrine IX

L’accumulation d’un PS est affectée par divers éléments de I’environnement cellulaire
tels que : I’intégrite tissulaire, la modification des propriétés des cellules tumorales, le pH et la
température intra et extra-cellulaire. Dans le cas de PplX endogéne formée apres apport de 5-
ALA ou de ses dérivés, les facteurs environnementaux n’affectent pas le PS (PplX) mais sa
prodrogue précurseur. La synthése endogene de la PpIX impliquant une catalyse enzymatique,
I’accumulation et la quantité de ce PS dans les tissus tumoraux vs. tissus sains dépendent des
facteurs impliqués dans la voie de biosynthése de I’héme. La connaissance des facteurs
affectant I’accumulation de la PpIX induite par le 5-ALA exogéne, permet de développer des
stratégies pour augmenter la synthése, la sélectivite et la spécificité de la PplX dans les tissus

tumoraux.
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= Facteurs morphologiques et environnementaux

Les modifications de I’environnement macroscopique de la tumeur consistent en
I’augmentation de I’activité angiogénique, de la pression interstitielle, de la perméabilité
vasculaire, de la température et des altérations de I’architecture tissulaire. Les modifications
du microenvironnement tumoral concernent la modification des paramétres meétaboliques, du
nombre d’organites cellulaires et de I’expression génique. Tous ces facteurs peuvent
influencer I’accumulation de la PplX dans les tissus tumoraux incubés en présence de 5-ALA
ou ses dérivés esters exogenes.

Architecture tissulaire

L’ implication de I’altération de la barriére tissulaire dans la sélectivité de synthése de

PplX a été démontrée dans le cadre de tumeurs vésicales aprés instillation topique du 5-ALA

et de ses dérivés esters. En effet, lors du photodiagnostic par fluorescence des carcinomes

superficiels de la vessie, les faux positifs observeés sont causés par I’incorporation de I’hALA

dans les tissus inflammatoires. Ces derniers presentent des caractéristiques d’altération
224

tissulaire identiques au carcinome in situ“".

Barriére membranaire et diffusion du 5-ALA et dérivés

Un autre mécanisme qui régit la syntheése et I’accumulation sélective de la PplX est la
diffusion du 5-ALA ou dérivés a travers la membrane plasmique. Les cellules cancéreuses se
caractérisent par un pouvoir métabolique trés élevé et donc une demande trés importante en
substances vitales. Le transport de ces substrats se réalise dans la majorité des cas par voie
active, ce qui induit la surexpression de récepteurs membranaires par les cellules tumorales?®>
226 Du fait de la similarité structurale entre le 5-ALA et de nombreux acides aminés, le
transport de cette prodrogue s’effectue de facon active (Na+/ CI- dépendant), et par
I’intermédiaire de certains transporteurs d’acides aminés®*’??. Ainsi, la surexpression de ces
récepteurs au niveau des membranes plasmiques des cellules tumorales est un facteur
favorisant I’accumulation selective de la PplX dans ces cellules. Considérant I’hydrophilie du
5-ALA et son transport actif, la biodisponibilité de la prodrogue reste limitée par rapport a
une diffusion passive. L’ester de 5-ALA offre une meilleure disponibilité intra-cellulaire, du

fait de sa lipophilicité, la prodrogue traverse la membrane plasmique de fagon passive.
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Température

La temperature des tissus néoplasiques dépend du grade de différenciation cellulaire et
elle est plus importante dans les tissus cancéreux que dans les tissus normaux®® . Dans une
étude réalisée par Stefanadis et al. il a été démontré par une méthode de thermographie
réalisée in vivo sur des vessies tumorales, que la température des tissus normaux differe des
tissus néoplasiques d’un intervalle de 0,5 K & 1,6 K. La synthése de PpIX est fortement

dépendante de la température”" *

, ainsi I’élévation de la température dans les tissus
tumoraux favorise positivement la production de PplX aprées apport exogéne de 5-ALA ou
dérivés. Il a été démontré que I’activité de la porphobilinogéne déaminase (PBG-D), était 2
fois plus importante & 45 °C qu’a 37°C*®" ! En appliquant le principe d’Arrhenius sur les
vessies tumorales, I’augmentation de la température a 1,6 K induit une augmentation de la
formation de PplX de 1,5 fois.

Parameétres métaboligues

Les paramétres métaboliques tels que I’oxygéne, le glucose et la quantité de protons
influencent la synthese de PplX. Au niveau des zones tumorales, les concentrations de ces
métabolites sont inhomogeénes. D’autre part, les tumeurs qui se localisent a une distance
supérieure a 100 ou 200 um des vaisseaux sanguins s’adaptent a un environnement hypoxique
et synthétisent leur énergie a partir de la glycolyse anaérobie?®*. L’une des conséquences de la
modification du profil métabolique est la variabilité intra et extra-cellulaire du pH. Il a été
démontré que la synthese de PplX apres apport de 5-ALA exogéne ou de ses dérivés dépend
de la valeur du pH®* %, Les cellules ont la capacité de réguler leurs pH intracellulaire, ce
dernier n’a donc pas d’impact sur I’accumulation sélective de la PplX. Cependant, la variation
du pH du milieu extracellulaire modifie les caractéristiques physicochimiques de la prodrogue
(5-ALA ou ses esters) en affectant sa diffusion a travers la membrane plasmique et donc
I’accumulation de la PplX dans les tissus. La production de la PpIX est maximale lorsque le
pH extracellulaire est de 7,4 (condition physiologique) et elle est trés faible a pH acide.

Mitochondrie :

C’est dans cet organite que s’initie et s’acheve la synthese de PplX. Le nombre et le
volume des mitochondries dans les cellules néoplasiques peuvent influencer de fagon trées
importante I’accumulation de la PpIX aprés apport de 5-ALA. Gibson et al. ont montré qu’un
nombre important de mitochondries était corrélé avec une forte synthése de PpIX**°. Gabeler
et al. ont démontré qu’au niveau des artéres centrales et périphériques, la quantité de PplX
synthétisée aprés une administration systémique du 5-ALA ne dépend pas du nombre de

mitochondries®®’.
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= Facteurs impliqués dans la voie de biosynthése de I’héme :

Facteurs enzymatiques

De nombreuses études se sont focalisées sur I’implication de I’altération de I’activité
des enzymes de la voie de biosynthese de I’héme des cellules cancéreuses et I’accumulation
de la PpIX. Gibson et al. ont démontré que la modification du métabolisme des cellules
tumorales favorise I’augmentation de la synthése de PpIX aprés apport de 5-ALA exogéne®®,
Différents auteurs ont remarqué une augmentation de I’activité enzymatique pré PplX et la
diminution de [P’activité des enzymes post PplX, dans différentes souches de cellules
tumorales. En effet, Kondo et al. ont démontré une augmentation de I’activité de la
porphobilinogene déaminase (PBG-D) dans 5 souches de cellules néoplasiques de foie de

rat%3,

Les mémes auteurs ont également observé une diminution de [I’activité des
férrochélatases dans les cellules néoplasiques par rapport aux cellules saines. Navone et al.
ont démontré une forte activité de la 5-ALA déshydratase (5-ALAD), la PBG-D et
I’uroporphyrinogene décarboxylase dans les tissus de cancer de sein humain corrélée avec une
augmentation de la synthése de PpIX®*°. Hinnen et al. ont observé une augmentation de
I’activité de la PBG-D et une diminution de I’activité de la ferrochélatase dans les tissus
précancéreux et cancéreux de I’cesophage®*. Ces auteurs ont ainsi établi un index d’efficacité
du traitement photodynamique «PDT power index». Le role de la PBG-D comme enzyme de
régulation de la voie de biosynthese de I’heme a été démontré dans plusieurs travaux de
Greenbaum et al.?*!. Les auteurs ont observé que I’activité de la PBG-D était dépendante de la
différenciation cellulaire. Dans les lignées cellulaires faiblement différenciées, I’augmentation
de I’activité de la PBG-D est associée a la diminution de I’activité des ferrochélatases.
L activité de la PBG-D semble jouer un réle mineur comme enzyme limitant de la synthese de
PpIX au niveau des cellules tumorales de la vessie. Les études de Hilf et al. montrent qu’il n’
y a aucune augmentation de la synthése de PplX dans des cellules tumorales vésicales
transfectées par PBG-D et incubées avec de I’hALA en comparaison avec les cellules
tumorales non transfectées®*. Les études de Krieg et al. renforcent les résultats de Hill et al.
en montrant que la PBG-D joue un rdle mineur dans la régulation de la synthése de PplX dans
les cellules urothéliales®”. D’aprés ces études, il est clair que I’implication de la PBG-D
comme enzyme limitant de I’accumulation de la PplX au niveau des tumeurs urothéliales est
tres faible.

L’activité des ferrochélatase est impliquée dans I’accumulation de la PplX dans les
cellules tumorales de la vessie. Les travaux de Krieg et al. réalisés sur 3 types de lignées
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cellulaires de tumeurs vésicales montrent une corrélation négative entre I’accumulation de la

PplIX et I’activité de la ferrochélatase?** 2*.

Récepteur/transporteur

Les récepteurs/transporteurs périphériques de benzodiazépine (PBR) sont des
protéines mitochondriales de 18 kDa, nécessaires pour la liaison, la capture et le relargage de
substrats tels que les porphyrines. Au cours de la voie de biosynthése de I’héme, le passage de
la coproporphyrinogene Il du cytoplasme vers les mitochondries est réalisé par
I’intermédiaire de ces récepteurs®*> 2.

D’aprés Taketani S et al., I’interaction coproporphyrinogéne 111-PBR au niveau de la
membrane externe des mitochondries, n’est pas due a une affinité substrat-récepteur mais a la
concentration cytoplasmique du coproporphyrinogéne 1112’

Le PBR est exprimé dans presque tous les tissus et son expression est plus importante
dans les tissus néoplasiques que les tissus normaux. Divers auteurs ont démontré la
surexpression de ces récepteurs dans les tissus néoplasiques : colon®®, cerveau®®, sein®®,

! et foie®. Ces tissus synthétisent des quantités importantes de PpIX aprés leur

ovaire®
incubation avec le 5-ALA ou ses dérivés. L’augmentation de I’expression du PBR dans les
cellules tumorales est I’un des facteurs qui favorise I’accumulation de la PpIX dans les tissus
néoplasiques.

L’ activité d’un récepteur est fonction de son affinité envers son substrat. La saturation
d’un récepteur modifie son affinité envers son substrat et diminue donc son efficacité.

Le PBR présente une forte affinité pour les porphyrines qui est fonction de leur type
(Tableau 5). Verma et al. ont démontré que I’affinité du PBR pour son substrat porphyrique
détermine I’effet phototoxique des porphyrines (Tableau 5)2*.

Taketani S et al. ont montré que I’inhibition des PBR par des substrats a haute affinité
induit la diminution de la synthése de PplX. Les auteurs ont demontré que I’inhibition affecte
la liaison de la coproporphyrinogéne Il au récepteur et donc sa translocation dans la
mitochondrie et sa conversion en PpIX*. Mesenholler et Matthews ont observé la méme
relation entre PBR et accumulation de PplX dans les cellules glandulaires du pancréas
(AR4 2J). Les auteurs ont aussi observé une diminution significative de la synthese de PplX
qui est fonction de I’inhibition des PBR engendrée par des substrats a tres haute affinité tels
que : le 1-(2-chlorophenyl)-N-methyl-N-(1-methylpropyl)-3-isoquinoline-carboxamide
(PK11195), le dipyridamole et le 7-(dimethylcarbamoloxy)-6-phenylpyrrolo-[2,1-d]
benzothiazepine (DPB). Ces auteurs ont par ailleurs observé que 24 h post inhibition des

PBR, la synthése de PplX est déviée en faveur d’une formation d’un autre type de porphyrine
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a localisation cytoplasmique (Zn-protoporphyrine IX) comportant des caractéristiques d’un

PS et avec un pic d’émission de 580 nm**.

Tableau 5 : Relation entre I’affinité Porphyrine-PBR et effet phototoxique?*

Porphyrines Ki (nM) DE37 (nM)
Porphyrines neutres 14 20
Protoporphyrine IX 20 60
Mésoprotoporphyrine 40 50
Deuteroporphyrine 1X 50 60
Fe-Protoporphyrine 1X (Héme) 50 > 32 000
N-méthyl mésoprotoporphyrine 1X 90 350
N-méthyl protoporphyrine 1X 95 400
2,4(4,2) Hydroxyéthylvinyldeuteroporphyrine 1X 100 125
Photophrin 11 100 153
Hématoporphyrine 1X 350 1000
Zn-Protoporphyrine 1X 375 800
Chlorine E6 500 1 000
Sn-protoporphyrine 1X 2000 12 000
Coproporphyrine 11 2 500 > 10 000
Coproporphyrine IX 5000 8 000
Coproporphyrine | 100 000 > 10 000
Héxapoprphyrine 24 000 > 10 000
Pentaporphyrine > 100 000 > 10 000
Héptaporphyrine > 10000 > 10000
Biluribine > 100 000 > 2500

Ki : Constante d’inhibition obtenue en calculant la concentration de PK 11195(°*H), qui permet le déplacement
de 50 % de substrat porphyrine du PBR. DE37 : La dose de porphyrine qui permet d’induire un effet

phototoxique de 37 % par rapport au contrdle.

Fer
En plus du role des férrochélatases décrit précédemment, la disponibilité du fer joue
aussi un role trés important dans I’accumulation de la PpIX. Le mécanisme de capture du fer

par les cellules normales et tumorales est identique. Cependant, les cellules tumorales
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présentent un niveau trés élevé de récepteurs de transferrine (TfR1). La transferrine est un
transporteur de fer du milieu sanguin vers les cellules. La présence d’un niveau éleve de TfR1
au niveau des cellules tumorales augmente le taux de fer disponible au niveau de la zone
tumorale. Ceci rend les cellules tumorales plus sensibles aux chélateurs de fer que les cellules
normales. Différentes études ont démontré que le traitement avec des chélateurs de fer de
cellules tumorales prétraitées au 5-ALA, permet [’augmentation de la quantité de
protoporphyrine X164 234258

L’augmentation de I’expression des TfR n’implique pas toujours I’augmentation de la
concentration cytoplasmique du fer. En effet, la disponibilité cytoplasmique du fer dans les
cellules de plusieurs types de carcinomes est plus faible que dans les cellules des tissus
sains®>. Ceci peut étre attribué a la faible valeur du pH extracellulaire des cellules tumorales,
qui induit la libération prématurée du fer a partir de la transferrine et cela avant
I’internalisation. D’autre part, les cellules tumorales présentent un noyau volumineux et une
surface cytoplasmique faible, par conséquent le fer se retrouve en plus grande quantité dans le
noyau, ol il est impliqué dans les mitoses®®.

Certains auteurs ont demontré qu’il n’ y a aucune corrélation entre I’expression de
TfR1 et la synthése de PpIX aprés apport de 5-ALA exogene®*® %,

D’aprés Pourzand et al. la variation intracellulaire du fer dépend du stade de
développement cellulaire qui influence fortement la formation de PplX apres apport de 5-
ALA exogeéne®®. En effet les auteurs ont observé que dans les fibroblastes en division, la
synthése de PplX augmente lorsque les cellules sont en contact du chélateur de fer. Cette
observation a été confirmée par d’autres auteurs qui ont démontré que I’augmentation de
I’accumulation de la PpIX est fonction de la densité cellulaire en subconfluence aussi bien
qu’en confluence, oul le pool de fer est limité* 2.

Il existe donc de multiples facteurs qui affectent la voie de biosynthese de I’heme qui
sont résumés dans le Tableau 6. Au cours des expérimentations sur le traitement
photodynamique medié par 5-ALA-PplX, il est important de quantifier la PplX et d’identifier
les différentes porphyrines induites apres apport de 5-ALA ou ses esters exogenes. Ceci
permet d’une part, d’évaluer la concentration de prodrogue permettant la synthése d’une
quantité maximale de PplX induisant un bon effet thérapeutique et d’autre part, de déterminer
I’implication d’autres dérivés porphyriques dans I’effet photodynamique. Il existe différentes
techniques pour identifier et quantifier la PplX et ces dérivés, la méthode de référence est la

chromatographie liquide haute performance (HPLC) equipée d’un détecteur de fluorescence.
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Cette technique permet de séparer les porphyrines suivant leur solubilité dans un solvant

mobile par rapport a une phase stationnaire, leur taille, leur charge et leur spectre d’émission.

Tableau 6 : Facteurs affectant la sélectivité de I’accumulation de la PpIX*>?

Facteurs généraux Facteurs spécifiques
Facteurs environnementaux pH
Température

Intégrité tissulaire
Modification des propriétés cellulaires des tumeurs

Altération des turnover de Concentration en fer
la voie de biosynthése de I’héme Augmentation de I’activité des enzymes pre-PplX

Diminution de I’activité des enzymes post-PplX
Modification de I’expression des récepteurs PBR

111.8.5. Mécanisme de la photodestruction

La photodestruction des cellules tumorales se fait soit par un mécanisme direct ou

indirect?.

Le mécanisme direct : la PDT induit des dommages toxiques directs sur les cellules tumorales

conduisant a la mort cellulaire soit par apoptose, autophagie ou nécrose selon la dosimétrie et
la localisation intracellulaire du PS.
Le mécanisme indirect : la PDT induit des dommages vasculaires et produit de

I’inflammation. Les dommages vasculaires se traduisent par des altérations des cellules
endothéliales avec une modification de I’organisation du cytosquelette et un efflux de
calcium?®®. La photodestruction des vaisseaux conduit & la diminution du flux sanguin, ce qui
entraine une hypoxie tissulaire et conduit a la mort des cellules par asphyxie. La contribution
relative de I’effet vasculaire a la réponse de la PDT dépend de la nature du PS, de sa
distribution au moment de I’irradiation et de I’intervalle drogue-lumiére®®®. Les dommages
vasculaires et la nécrose tumorale induisent I’activation de médiateurs de I’inflammation®’.
En effet, les polynucléaires et les plaquettes vont migrer vers les vaisseaux puis vers la tumeur
nécrosée ou ils vont libérer de nombreux médiateurs de I’inflammation tels que I’histamine, la
sérotonine, les prostaglandines, les cytokines et I’interféron®®. La sécrétion de médiateurs
inflammatoires par les cellules immunitaires entraine le recrutement de lymphocytes et de
phagocytes au niveau du site tumoral, ce qui potentialise I’effet tumoricide de la PDT?®.

Effet mixte : La combinaison de I’effet cellulaire direct et de I’effet indirect améliore

I’efficacité du traitement. 1l a été démontré qu’un protocole de photosensibilisation et

42



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

d’irradiation permettant de cibler a la fois le tissu et les vaisseaux améliore I’efficacité de la
PDT?®

Les tumeurs urothéliales non musculo-invasive s sont avasculaires. L’utilisation de
I’hALA en topique favorise une accumulation du PS au niveau de la muqueuse. Par
conséquent, I’effet de la PDT sera majoritairement dii @ un mécanisme de photodestruction

direct.

111.8.6. Les différents types de mort cellulaire

Les 3 trois types majeurs de mort cellulaire sont la nécrose, I’autophagie et I’apoptose.
La nécrose est traditionnellement considérée comme une forme de mort cellulaire passive et
non régulée. Elle est caractérisée morphologiquement par un gonflement de la cellule, une
vacuolisation du cytoplasme et la perte de I’intégritt membranaire. La rupture de la
membrane plasmique libere le contenu intracellulaire dans I’espace extracellulaire ce qui
produit de I’inflammation®®. Un exemple classique de conditions nécrotiques est la
thrombose vasculaire qui conduit a la déplétion en oxygene et nutriments provoquant la
nécrose massive des cellules endothéliales?”*. Dans la plupart des cas, la mort nécrotique est
la conséquence d’un traumatisme engendré sur les cellules. En PDT, I’augmentation de

215272 | a localisation des PS est

I’intensité de la dose de lumiére favorise la mort par nécrose
également un facteur qui contribue a I’orientation de la mort vers une nécrose ou un autre type
de mort cellulaire. L’inactivation des procaspases -9 et -3 associée a une relocalisation d’un

210

PS de la membrane plasmique vers le cytosol favorise la nécrose“. Ce type de mort cellulaire

est associé a la perte précoce de I’intégrité de la membrane plasmique. Il est prédominant dans
le cas de PDT médiée par des PS & localisation membranaire?'® 2% 217 273 274 | o tyne
d’espéces réactives de I’oxygéne impliquées lors des mécanismes de PDT est un autre
parameétre qui détermine le type de mort cellulaire. L’augmentation de la durée de vie de
I’oxygeéne singulet produit au niveau du réticulum endoplasmique (RE)/Golgi augmente la
mort nécrotique®”. La nécrose peut survenir en concomitance avec I’apoptose. Ce type de
mort cellulaire n’est pas seulement lié a des conditions traumatiques mais peut également se
produire lors de certains processus physiologiques et se substituer a I’apoptose. Certaines
études récentes tendent a montrer que la nécrose peut résulter d’un programme régulé et étre

ainsi une mort cellulaire programmée de type 111%™,
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L ’autophagie ou mort cellulaire programmée de type I, dérive lors de conditions de stress
aggravees, d’un processus de survie par lequel la cellule s'adapte, notamment, a la carence
nutritive. Elle consiste en la séquestration de matériel cytoplasmique et a son adressage au
lysosome. Elle se distingue de I’apoptose par des criteres morphologiques et moléculaires.
Elle agit grace a la formation de vésicules autophagiques ou autophagosomes formés a partir
de I’assemblage et I’expansion de structures bi-membranaires du RE. Ces autophagosomes
encapsulent les matériels cytosoliques et fusionnent avec des lysosomes ou vacuoles ou leur
contenu est dégradé. Des études récentes ont montré que la PDT pouvait induire un processus
autophagique lié & la mort cellulaire?®%"®,
L ’apoptose ou mort cellulaire programmeée de type |, est un processus par lequel des cellules
déclenchent leur auto-destruction en réponse a un signal. C'est une mort cellulaire
physiologique, génétiquement programmeée, nécessaire a la survie des organismes
pluricellulaires. Contrairement a la nécrose, elle ne provoque pas dinflammation.
Physiologiquement la membrane plasmique reste intacte mais la cellule émet des signaux qui
permettent sa phagocytose par les globules blancs et notamment les macrophages. L apoptose
se caractérise par des modifications de la morphologie cellulaire définie par une condensation
du cytoplasme et une altération des mitochondries, une convolution des membranes nucléaires
et cytoplasmiques, une compaction et une marginalisation de la chromatine nucléaire
aboutissant a la fragmentation de I’ADN pour finalement former les corps apoptotiques. Ce
type de mort peut étre déclenché soit par des mécanismes extrinseques, par I’intermédiaire de
signaux provenant de récepteurs des membranes plasmiques, soit par des mécanismes
intrinséques, par des événements survenant sur les organites cellulaires principalement au
niveau des mitochondries. L’apoptose est caractérisee par une succession d’événements
moléculaires impliquant, en particulier, les caspases (cystinyl aspartate-specific proteases).
Les photodommages induits par I’lhRALA-PpIX sont principalement mitochondriaux.
Ces derniers engendrent dans la majorité des cas une apoptose intrinseque qui se traduit par
une libération du cytochrome C et/ou de I’AIF (Apoptosis Inducing Factor) accompagnée en
général de la diminution du potentiel membranaire et du niveau d’ATP. La PplX présente une
affinité pour les récepteurs périphériques des benzodiazépines (PBR). La présence de ces
récepteurs est critique pour le maintien et la stabilité de la membrane mitochondriale externe

246

et prévient lI'apoptose=. Il a été démontré, que I’altération des PBR au cours de la PDT

médiée par I’hALA-PpIX induisait une apoptose intrinséque caspase-3 dépendante®”® ou

162 280

caspase-3 indépendante™ ou encore mixte=".
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L apoptose intrinseque s’initie suite & un stress engendré au niveau des mitochondries,
ce qui induit la libération dans le cytoplasme de protéines modulatrices de I’apoptose
(cytochrome C et Apoptosis-inducing factor (AlIF)) (Figure 10). Le cytochrome C libéré dans
le cytoplasme, s’associe a d’autres protéines telles que le complexe Apaf-1 (Apotosis Protease
Activating Factor 1) / procaspase-9 pour former I’apoptosome qui va activer la chaine de
procaspases en caspases actives notamment les caspases -9 et -3. Les caspases activées vont
induire le clivage d’autres protéines essentielles a la survie des cellules en particulier des
endonucléases qui vont contribuer a la fragmentation de I’ADN. La libération du cytochrome
C est impliquée dans la voie de I’apoptose caspase -3 dépendante. Une deuxieme protéine
peut étre impliquée dans I’apoptose intrinseque, I’AlF. Cette protéine se situe dans l'espace
inter-membranaire mitochondrial ou elle possede une fonction oxydoréductase. Apres un
stimulus apoptotique, I’AlIF migre des mitochondries vers le cytoplasme puis vers le noyau ou
elle induit la condensation de la chromatine.
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Figure 10 : Schéma de I’apoptose engendrée par les photodommages mitochondriaux.

La mort apoptotique peut étre étudiée a différents niveaux et par différentes
techniques. In vitro, I’induction ou [I’activation des événements moléculaires de la
transduction du signal peuvent étre mis en évidence par des techniques classiques de biologie
moléculaire. Ex vivo, les colorations histologiques permettent I’identification des cellules en
fin d’apoptose par leur morphologie caractéristique. L’immunohisto(cyto)chimie grace a
I’emploi d’anticorps spécifiques dirigés contre des protéines spécifiques impliquées dans les
événements apoptotiques est I’une des techniques les plus utilisées. La détection du
cytochrome C permet de déterminer la modification de la perméabilité des mitochondries. La
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présence de caspases activées permet de déterminer les modifications biochimiques. Il existe
d’autres techniques mettant en évidence la fragmentation de I’ADN comme la méthode
TUNEL. La méthode standard permettant d’étudier les modifications de la morphologie

cellulaire produites au cours de I’apoptose reste la microscopie électronique a transmission.

Il existe peu d’études mettant en évidence I’apoptose ex vivo apres ALA-PpIX-PDT.
Webber et al. sur un modéle d’adénocarcinome colique implanté en sous-cutané chez la souris

281 yamamoto et al. sur un modele de

ont observé I’apoptose par simple analyse histologique
gliosarcome implanté en sous-cutané chez le rat, ont mis en évidence I’apoptose gréace a la

méthode TUNEL??,
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Optimiser la PDT pour :
- traiter les tumeurs vésicales (page : 47)
prévenir les récidives des tumeurs vésicales



OBJECTIFS

OBJECTIFS

Nos travaux antérieurs ont permis I’optimisation des parametres physiques (dose de
lumiere et irradiance) pour une efficacité optimale du traitement photodynamique de tumeurs
vésicales. Néanmoins, nous avons observé que pour les mémes conditions d’irradiations,
I’efficacité du traitement photodynamique différe en fonction de la concentration d’hALA. La
PDT réalisée apres instillation intravésicale de 8 mM d’hALA chez des rats Fischer femelles
344 induit la destruction totale de la tumeur avec une musculeuse intacte, alors que la tumeur

reste intacte et la musculeuse est affectée a 16 mM d’hALA.

Le premier objectif de ce travail a eté de déterminer I’implication des parameétres

biologiques liés a la PpIX dans la variabilité de la réponse au traitement photodynamique en
fonction de 2 concentrations d’hALA (8 et 16 mM). Plusieurs parameétres ont été étudiés :
1- La distribution tissulaire et la localisation intracellulaire de la PplX.
2- L’identification et la quantification des porphyrines extraites a partir de vessies
saines et tumorales.
3- La cinétique in vivo du photoblanchiment de la PplX et la formation de
photoproduits.
4- Le type de mort cellulaire, en particulier I’apoptose, des cellules tumorales.

Le second objectif de ce travail a été d’évaluer la possibilité de réduire le taux de

récidives de tumeurs urothéliales non musculo-invasive s en appliquant la PDT suite & une
résection transuréthrale (TUR) dirigée par endoscopie de fluorescence. Le but est de détruire
les cellules tumorales viables issues de la résection afin d’éviter leur réimplantation. Dans
cette partie d’étude nous avons :
1- Développé un modele de tumeur orthotopique syngénique, qui se caractérise
par une tumeur solitaire, de volume et de localisation prédéfinis.
2- Réalisé la PDT avec les parametres physiques optimisés, sur un modele
préclinique que nous avons développé et qui simule la situation post TUR

dirigée par cystoscopie de fluorescence.
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[Partie 4] RESULTATS

4.1. PARAMETRES REGISSANT LA REPONSE AU
TRAITEMENT PHOTODYNAMIQUE CHEZ DES
RATS PORTEURS DE TUMEURS VESICALES EN
FONCTION DE DEUX CONCENTRATIONS D’hALA
(8 ET 16 mM).

4.2. NOUVEAU MODELE DE TUMEUR VESICALE
SOLITAIRE ORTHOTOPIQUE SYNGENIQUE A
LOCALISATION PREDICTIBLE.

4.3. PREVENTION DES RECIDIVES DE TUMEURS
VESICALES PAR LA THERAPIE
PHOTODYNAMIQUE SUR UN MODELE DE RAT
MIMANT LA SITUATION CLINIQUE POST
RESECTION TRANSURETHRALE DIRIGEE PAR
ENDOSCOPIE DE FLUORESCENCE.

(page : 48 - 92)
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RESULTATS

PARTIE 1:

PARAMETRES REGISSANT LA REPONSE AU TRAITEMENT PHOTODYNAMIQUE
CHEZ DES RATS PORTEURS DE TUMEURS VESICALES EN FONCTION DE DEUX
CONCENTRATIONS D’hALA (8 ET 16 mM) :

= Analyse de la variation de I’effet thérapeutique en fonction de la concentration
d’hALA dans un modele de tumeurs urothéliales non musculo-invasive s
implantées chez des rats

<<Analysis of differential PDT effect in rat bladder tumor model according to

concentrations of intravesical hexyl-aminolevulinate. Photochem Photobiol Sci;

2008;7:1018-24>>

= Etude in vivo de I’état d’agrégation et de la cinétique de photoblanchiment de la

PplX apres instillation intravésicale de deux concentrations d’hALA 8 et 16 mM

= Mecanisme de photodestruction des cellules tumorales apres traitement de vessies
par de ’hALA-PpIX-PDT

PARTIE 2 :
MODELE DE TUMEUR VESICALE ORTHOTOPIQUE ET SYNGENIQUE

= Nouveau modele de tumeur vésicale solitaire orthotopique syngenique, a localisation
prédictible

<<A novel orthotopic bladder tumor model with predictable localization of a solitary

tumor. Cancer Biol Ther. 2006;5:1327-31>>
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PARTIE 3 :
PREVENTION DE RECIDIVES DES TUMEURS VESICALES PAR PDT

= Prévention de récidives de tumeurs vésicales par la thérapie photodynamique sur un
modele de rat qui mime la situation clinique post résection transuréthrale dirigée par
endoscopie de fluorescence

<<Prevention of bladder tumor implantation with photodynamic therapy in a rat model

mimicking post fluorescence guided tur. Sous presse. J UROL. 2009>>
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[Partie 4.1] RESULTATS

PARAMETRES REGISSANT LA REPONSE AU
TRAITEMENT PHOTODYNAMIQUE CHEZ DES
RATS PORTEURS DE TUMEURS VESICALES EN
FONCTION DE DEUX CONCENTRATIONS D’hALA
(8 ET 16 mM) :

- Analyse de la variation de |'effet thérapeutique en
fonction de la concentration d’hALA dans un modele
de tumeurs urotheliales non-invasives implantées
chez des rats.

- Etude in vivo de I'état d’agrégation et de la cinétique
de photoblanchiment de la protoporphyrine IX aprés
instillation intravésicale de deux concentrations
d’Hexvix 8 et 16 mM.

- Meécanisme de photodestruction des cellules
tumorales aprés traitement des vessies par hALA-
PpIX-PDT.

(page : 50 - 78)
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PARAMETRES REGISSANT LA REPONSE AU TRAITEMENT
PHOTODYNAMIQUE CHEZ DES RATS PORTEURS DE TUMEURS
VESICALES EN FONCTION DE DEUX CONCENTRATIONS D’hALA
(8 ET 16 mM)

Les travaux antérieurs du laboratoire ont permis I’optimisation des parametres
photophysiques pour une efficacité optimale du traitement photodynamique de tumeurs
vesicales. Néanmoins, nous avons observé que I’efficacité du traitement photodynamique
differe en fonction de la concentration d’hALA utilisee. En effet, dans des conditions
d’irradiation identiques, la tumeur est completement détruite a 8 mM d’hALA-PDT mais reste
intacte a 16 mM d’hALA-PDT et I’effet est inversé pour le muscle.

Le but de cette partie de travail est d’étudier les parametres qui affectent I’efficacité du
traitement photodynamique de tumeurs vésicales en fonction des 2 concentrations d’hALA.

Des tumeurs vésicales urothéliales non musculo-invasive s, orthotopiques et
syngéniques ont été implantées chez des rats Fischer 344 femelles. Dix jours apres I’induction
tumorale, 2 concentrations d’hALA (8 et 16 mM) ont été instillées par voie intravésicale et
différents parametres ont ensuite été étudiés. La distribution tissulaire et la localisation
intracellulaire de la PpIX ont été observées ex vivo. L’identification et la quantification des
porphyrines ont été réalisées par chromatographie liquide haute performance (HPLC) a partir
d’extraits de vessies saines et tumorales. La cinétique de photoblanchiment de la PplIX et la
formation de photoproduits ont été réalisées in vivo. L’étude du type de mort cellulaire des
cellules tumorales aprés PDT avec 8 mM d’hALA a ensuite été entreprise.

L’analyse par HPLC indique que la PplX est la seule porphyrine synthétisée au niveau
de vessies saines et tumorales aux 2 concentrations d’hALA utilisées. La quantité de PplX
synthétisée au niveau des vessies tumorales instillées avec 8 mM d’hALA est plus importante
que pour celles instillées avec 16 mM d’hALA. La microscopie confocale révele une
fluorescence ponctuée de la PplX au niveau des zones tumorales des vessies instillées avec 8
mM d’hALA et une fluorescence diffuse dans ces mémes zones pour les vessies instillées
avec 16 mM d’hALA. L’ immunofluorescence et la microscopie électronique indiquent une
destruction des cellules et des mitochondries limitée aux tumeurs traitées avec 8 mM hALA.-
PDT et aux muscles traités avec 16 mM hALA-PDT. La cinétique de photoblanchiment de la

PpIX au niveau des vessies traitées avec 8 mM et 16 mM est identique (ksmv = 0,3 cm?/J,
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Kismm = 0,27 cm?J), avec la formation d’un seul photoproduit qui correspond a la
photoprotoporphyrine (pPp).

La destruction de la tumeur a 8 mM est due aux photodommages mitochondriaux qui
sont dépendants de la localisation de la PplX et de sa quantité, induisant une mort des cellules
tumorales par apoptose. L’inefficacité de la PDT a 16 mM est due a la forte dose d’hALA qui
a induit une diminution de la synthése de PplX et sa relocalisation. La cinétique de
photoblanchiment de la PplX n’est affectée ni par la variation de la localisation intracellulaire
de la PplX ni par sa quantité. Dans nos conditions expérimentales, le photoblanchiment de la
PpIX et la formation de photoproduits, ne peuvent pas étre utilisés comme paramétres

prédictibles de I’efficacité du traitement photodynamique de tumeurs vésicales par I’hALA.
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Analyse de la variation de I’effet thérapeutique en fonction de la concentration
d’hALA dans un modele de tumeurs urothéliales non musculo-invasives

implantées chez des rats
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The hexylester of 5-aminolevulinic acid (HAL) is a very efficient precursor of the photosensitizer
protoporphyrin IX (PpIX) for photodynamic therapy (PDT). Our previous study, performed in rat
orthotopic bladder tumors, indicated an opposite effect of HAL/PpIX-PDT according to HAL
concentration. The present study investigated possible reasons for this differential effect considering the
impact of extracted amounts of PpIX in normal and tumor bearing bladders along with PpIX
distribution in distinctive histopathological layers. High performance liquid chromatography (HPLC)
analysis of tumor and normal bladder tissues after 8 mM and 16 mM HAL instillation showed that
PpIX was the main porphyrin species. The PpIX production in tumor bladders instilled with 8 mM
HAL was significantly higher than after 16 mM HAL. Fluorescence confocal microscopy demonstrated
a punctuate bright fluorescence pattern in tumor zones of bladders instilled with 8§ mM HAL, whereas a
more diffuse cytoplasmatic fluorescence distribution was observed after 16 mM HAL instillation.
Immunofluorescence staining together with transmission electron microscopy showed severe
mitochondrial damage in tumor zones of bladders treated with 8§ mM HAL/PpIX PDT, with intact
mitochondria in tumor zones of bladders treated with 16 mM HAL/PpIX PDT. We conclude that the
differential response to HAL/PpIX PDT in function of HAL concentrations could be attributed to
diminished PpIX synthesis and differential intracellular localisation of PpIX. Mitochondria were
shown to be the critical photodamaged sites of HAL/PpIX PDT and as such tissue sensitivity to
treatment can be estimated through investigation of intracellular PpIX distribution.

Introduction

Photodynamic therapy (PDT) is a treatment modality based on the
cytotoxic effect occurring on target tissues by interaction of a pho-
tosensitizer with light in the presence of oxygen.! One of the major
advances in PDT can be attributed to the use of 5-aminolevulinic
acid (ALA) to induce protoporphyrin IX (PpIX) for the treatment
of early stage cancers as well as diagnosis.>* ALA is a precursor
in the heme synthesis pathway. Exogenous ALA overcomes the
negative feedback exerted by heme on endogenous ALA formation
and promotes the transient formation of PpIX. Hexvix® or hexyl-
aminolevulinate (HAL), a more lipophilic derivative of ALA, was
approved as an adjunct to standard cystoscopy in the fluorescence
diagnosis of bladder cancer in 27 European countries. Due to
its higher local bioavailability, the latter allows inducing higher
or identical fluorescence levels at 20 fold lower concentrations

“Photobiology in Cancerology, Centre Alexis Vautrin, CRAN Nancy Uni-
versity, CNRS, Avenue de Bourgogne 54511, Vandoeuvre les Nancy Cedex,
France. E-mail: m.dhallewin@nancy.fuclce.fr; Fax: +33 3 83 59 83 79;
Tel: +33 38359 83 06

*Department of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, School of Pharma-
ceutical Sciences, University of Geneva, University of Lausanne, Geneva,
Switzerland

‘Department of pathology and cytology, University Hospital Nancy,
Vandoeuvre-les-Nancy, France

and shorter incubation times.*S Fluorescence cystoscopy has been
shown in large multicenter studies to enhance detection by 30%,
to reduce progression by a factor 2 and to significantly reduce
recurrence rate up to 8 years.%’

The efficacy of ALA-PDT is determined by a variety of
parameters such as intracellular localisation and concentration
of PpIX at the time of treatment, optical tissue parameters,
light fluence and fluence rate, oxygenation of the tissue. Our
pilot study in a rat orthotopic bladder tumor model indicated
a narrow therapeutic window, in which a selective HAL/PpIX-
PDT effect was achieved. Complete tumor eradication, without
damage to underlying tissues, was observed with § mM HAL and
a fluence of 20 J cm™? delivered at 100 mW cm. Applying the
same dosimetric parameters for 16 mM resulted in a massive wall
necrosis, whereas the tumor remained intact.® These differential
effects were observed at comparable PpIX fluorescence levels in the
tumor as assessed spectroscopically in situ. However, fluorescence
does not necessarily reflect drug concentration and considering
that the amount of PpIX critically determines the sensitivity of
urothelium to irradiation, PpIX extraction is warranted.” Another
parameter, which was reported as an important determinant
for photodynamic efficacy of PpIX is its subcellular localisation
pattern.’® The very short lifetime of singlet oxygen (10-40 ns)
and resulting short diffusion length (10-20 nm), leads to the
destruction of cell components only in very close vicinity of the
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generation site.”? Trradiation of cells incubated with exogenous
PpIX, preferentially localized in the cell membrane or cytoplasm,
induced less cell death than illumination of ALA-induced PpIX,
with preferential mitochondrial localization.'®!*!*

In the present study we undertook a mechanistic analysis of
differential PDT effects in response to different HAL concentra-
tions. Emphasis was put on two distinct parameters, HAL-induced
PpIX accumulation and localization with subsequent subcellular
damage.

Material and methods
Bladder cancer cell line

The tumor cell line (AY27) was initially derived from carcinomas
of the urinary bladder induced in female Fischer (F344) rats con-
tinuously fed with N-[4-(5-nitro-2-furyl)-2-thiazolyl] formamide
(FANFT). The papillary transitional AY27 cell line was primarily
established by subcutaneous transplantation and subsequent
maintenance in cell culture. The culture medium used was RPMI-
1640 (GIBCO, Invitrogen, UK), supplemented with 10% fetal calf
serum, 5% L-glutamine (200 mM) and 5% penicillin—streptomycin
(Biotech, GmbH, Aidenbach, Germany). Cells were cultured in
75 cm? tissue culture flasks with 0.2 um vented cup (Fisher
Bioblock Scientific S.A.S, Illkirch, France) and maintained in
humidified incubator with 5% CO, environment. At confluence,
cultured cells were dissociated with 2 ml trypsin—EDTA for 10 min
at 37 °C, then centrifuged and re-suspended in complemented
RPMI 1640 medium. Cell viability was determined by standard
trypan blue (0.4%) exclusion test.

Animal tumor model

All animal procedures were performed according to institutional
and national guidelines. Female Fischer (F344) rats weighing 160—
200 g were purchased from HARLAN Laboratories (Gannat,
France). Animals were maintained in our animal care facility
and housed four per cage at room temperature (22 + 2 °C) with
food and water ad libidum. The orthotopic bladder cancer model
was previously described by Xiao et al.’® Briefly, animals were
anaesthetized with an intraperitoneal injection of 45 mg kg™
sodium pentobarbital (Ceva Santé Animale, Libourne, France)
and body temperature was maintained with thermostatic blanket
during experiments. The rat bladders were catheterized with 16 G
intravenous cannula (Terumo Surflo, Guyancourt, France).
Epithelial desquamation was obtained through an intravesical
instillation of 0.5 ml HCI (0.1 N) during 15 s, neutralized with
0.5 ml of NaOH (0.1 N). Bladders were washed with PBS and
a bladder tumor cell suspension (0.5 ml containing 10° AY-27
cells) was instilled intravesically for one hour. All experiments
were carried out on tumor bearing rats 10 days after tumor cell
implantation.

Hexylester aminolevulinate

Solutions containing 8 or 16 mM HAL (Photocure, Oslo, Norway)
were prepared by dissolving HAL powder in phosphate buffer
saline (PBS). Animals were anesthetized and catheterized with a
14 G intravenous cannula (Terumo Surflo, Guyancourt, France).

0.5 ml of HAL (8 and 16 mM) was administered intravesically for
one hour. Fluorescence confocal microscopy, protoporphyrin IX
tissue extraction and PDT, were performed after a resting time of
two and three hours for 8 and 16 mM HAL respectively, according
to our previous protocol.?

Fluorescence confocal microscopy

Bladders of 10 rats were excised and embedded in optimal
cutting temperature compound (Tissue-Tek; Sakura Finetek,
Tokyo, Japan), and kept at —80 °C for one hour. Five pm
frozen sections were prepared and examined under fluorescence
confocal microscopy (Nikon TE2000-U microscope linked with
a Biorad LRC Radiance 2100 fitted with a 100 mW argon ion
laser). Excitation was performed using a 514 nm diode laser and
fluorescence was collected using a x40 dic Nikon oil immersion
objective with a lateral resolution of 0,15 pum and an axial
resolution of 1.52 um. PpIX fluorescence was collected using
HQS590LP filter collecting fluorescence signals above 590 nm. The
final fluorescence images were constructed using photocounting
process (512 x 512 pixels, 302 x 302 um or 76 x 76 um FOV (field
of vision), 166 line per second scan).

Protoporphyrin IX tissue extraction and HPLC analysis

24 rats were used: 12 healthy rats and 12 tumor bearing rats
separated in six groups. Healthy bladder controls, healthy bladders
instilled with 8 mM or 16 mM HAL, bladder tumors control
and bladder tumors instilled with 8 mM or 16 mM HAL. After
dissection and removal of the bladders, ten ul of extraction
solvent (EtOH/DMSO/acetic acid 80/20/1) was added per
milligram of sample tissue. The samples were then mechanically
grinded and sonicated for 15 min at 0 °C. After centrifugation
for 5 min at 12 000 x g, the supernatant was recovered and
stored at —80 °C in the dark prior to analysis. Porphyrins were
analyzed by HPLC-FD, according to a modified method from
Tunstall er al.'® Samples were injected into a LaChrom D7000
system (Merck-Hitachi, Tokyo, Japan), equipped with a L7100
high pressure pump. Separation was carried out on an inversed
phase column 125/4 Nucleodur 3 pm C18 gravity (Macherey-
Nagel, Oensingen, Switzerland) protected with a corresponding
precolumn. Elution was performed at a flow rate of 1 ml min~!
with a two-component elution. A linear gradient started with
100% of solvent A (ammonium acetate (0.5 M, pH 5.5) 90%
and acetonitrile 10%) to 25% of solvent A and 75% of solvent
B (methanol 90% and acetonitrile 10%) after 45 min. The solvent
mixture was kept unchanged for 15 min and the column was re-
equilibrated with 100% solvent A for 10 min. Porphyrins were
detected with a fluorescence detector (LaChrom L-7480) with an
excitation wavelength set at 407 nm and emission at 620 nm.
The porphyrin concentration in the samples was determined
by measuring the area under the curve and compared with
standard curves. Standards used were a chromatographic marker
containing the regular isomers 8- (uroporphyrin 1), 7-, 6-, 5-, 4-
(coproporphyrin I), and 2-carboxylate porphyrins, completed with
uroporphyrin II1, coproporphyrin I11, zinc protoporphyrin IX and
protoporphyrin IX. All porphyrin standards were purchased from
Porphyrin Products (Logan, Utah, USA) and were dissolved in
the prementioned extraction solvent mixture.
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‘Whole bladder PDT

Light was delivered by an argon pumped dye laser (Spectra
Physics 2020, Les Ulis, France). The optical fiber (400 um)
with a spherical light diffuser (IP159 Medlight S.A., Eccublens,
Switzerland) was introduced in the bladder through a connector
(Qosina, Edgewood, New York USA) screwed on a 14 G catheter.
The fiber was placed in a central position in the bladder filled with
0.5 ml of sterile PBS. Irradiation was performed at a wavelength
of 635 nm (20 J cm~2, 100 mW cm™).

Mitochondrial damage

Mitochondrial damage was assessed by two methods: immunoflu-
orescent marking of ATP synthase B and transmission electron
microscopy. Four rats were used for each category: (i) control
tumors without HAL incubation or irradiation, (ii) control tumors
with irradiation only and tumor bearing bladders treated with
(iii) 8 and (iv) 16 mM HAL PDT. Immediately and 4 h post-PDT,
the rats were euthanized and a cystectomy was performed.

Immunofluorescence study. After cystectomy, the bladder was
embedded in optimal cutting temperature compound (Tissue-Tek;
Sakura Finetek, Tokyo, Japan), and kept at —80 °C until use.
Blocks were cryosectioned at 5 um thickness. Frozen sections were
immediately immersed in formaldehyde 3% for fixing at room
temperature for 15 min. The antibodies used for mitochondria
labelling were: anti-ATP Synthase  (EC 3.6.3.14) mouse -anti
-rat (Sigma, Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA) as primary
antibody and goat-anti-Mouse IgG FITC conjugate (Sigma,
Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA) as secondary antibody.
The sections were rinsed three times with PBS and treated with
blocking solution (5% goat serum in PBS 1x/0.3 Triton 100x)
for 1 h at room temperature followed by incubation with primary
antibody (5 ugml™") overnight at 4 °C. The slides were then washed
with PBS and incubated with secondary antibody diluted at 1/64
for 1 h at room temperature and then rinsed three times with
PBS. Finally, the slides were mounted with fluorescent mounting
medium (DakoCytomation, Glostrup, Denmark) and specimens
were examined with a fluorescence microscope (Olympus AX-70,
Rungis, France).

Transmission electron microscopy. Immediately after cystec-
tomy the bladders were fixed in 2.5% glutaraldehyde in phosphate
buffer 0.1 M overnight at 4 °C. Full thickness biopsies from
healthy and implanted tumors were cut in thin pieces and washed
5 min with sodium cacodylate. Subsequently, they were fixed in 1%
osmium tetroxide in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.2) for 90 min
and washed once again with sodium cacodylate. The samples
were dehydrated through series of graded alcohol, embedded
in Resin/Epon and sectioned into semi-thin sections (2 pm),
which were stained with toluidine blue for pathology control. The
sample was then further sectioned into ultrathin slices (75 nm) and
contrasted with uranyl acetate and lead citrate and observed on
a transmission electron microscope (CM10, Philips, Eindhoven,
The Netherlands).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using unpaired ¢-tests; p values
of less than 0.05 were considered significant.

Results
In situ fluorescence distribution of PPIX

Fig. 1 shows confocal fluorescence images of tumor bearing rat
bladders two and three hours after the end of an intravesical
instillation of 8§ mM (Fig. 1A) or 16 mM HAL (Fig. 1B). After
instillation of 8 mM HAL, transitional cell carcinoma (TCC) and
healthy urothelium show the presence of bright fluorescent spots.
An intravesical instillation of 16 mM HAL leads to a similar
fluorescence distribution pattern in normal urothelium, whereas
transformed AY27 epithelium exhibits a more diffuse fluorescence.
At both HAL concentrations, the fluorescence intensity of PpIX
in muscle was barely detectable.

Fig. 1 Confocal fluorescence microscopy obtained from tumor bearing
bladder sensitized with 8 (A) and 16 mM HAL (B) showing fluorescence
distribution (L: lumen, T: tumor and NE: normal epithelium). Bar =
50 um.

HPLC-assessed tissue extraction of PpIX and its metabolites

Application of two HAL concentrations on tumor bladders
resulted in accumulation of PpIX along with related metabolites
(Fig. 2A). PpIX was the main detected porphyrin species, whereas
the amount of all other metabolites was very low and never
exceeded 0.06 nmol (g tissue)~'. Similar contents of PpIX pro-
metabolites were recorded in healthy bladders subjected to both
HAL concentrations (data not shown). PpIX concentrations in
healthy bladders were not significantly different after instillation
with 8 and 16 mM of HAL (2.06 vs. 2.86, p > 0.05) (Fig. 2B).
Likewise, no statistically significant difference was found between
tumor bladders instilled with 16 mM HAL and healthy bladders,
irrespective of the HAL (p > 0.05) (Fig. 2B). However, the PpIX
production in tumor bladders instilled with § mM HAL was higher
than that after 16 mM HAL (7.52 nmol g~' vs. 4.72 nmol g™'; p <
0.05) (Fig. 2B).

Photodamaged sites

Mitochondrial damage in tumor bearing bladders was probed by
immunofluorescent staining of mitochondrial ATP synthase .
ATP synthase is a transmembrane protein responsible for driving
the reversible reaction from ADP + phosphate to ATP." Tts -
subunit is located in the peripheral stalk. Using fluorescence
labelled anti-ATP synthase [, intact mitochondria are revealed
as fluorescence spots as shown in frozen section of untreated
tumor (Fig. 3A) and muscle (Fig. 3D). Immediately after 8 and
16 mM HAL-PDT, the mitochondrial staining pattern remained
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Fig.2 Porphyrin profile expressed in nmol g~! of tissue extracted ex vivo from tumor bladders (TB) non-instilled and instilled with two HAL concentration
separated by HPLC-FD; (URO I: uroporphyrin I, URO III: uroporphyrin III, 7CP, 6CP, 5CP: 7-, 6-, 5-carboxylate porphyrins, MP: mesoporphyrin,
CPI: coproporphyrin I, CPIII: coproporphyrin III, ZnP: zinc protoporphyrin IX, PpIX: protoporphyrin IX) (A). PpIX quantity extracted from normal
O and tumor bearing M bladders in control animals (no drug) and after 8 and 16 mM HAL instillation, measured by HPLC-FD (B).

8'mM HAL

Fig. 3 Immunofluorescence staining with ATP synthase B (x40). A:
tumor zone of untreated bladder; B: tumor zone of bladder treated
with 8 mM HAL-PDT; C: tumor zone of bladder treated with 16 mM
HAL-PDT; D: muscle of untreated bladder; E: muscle of tumor bladder
treated with 8 mM HAL-PDT, F: muscle of tumor bladder treated with
16 mM HAL-PDT. Inserted are magnifications of single cells. Sections
of tumor bearing bladders were observed at 4 h post-PDT (/1 = 635 nm,
fluence = 20 J cm~2, fluence rate = 100 mW cm~2). (T: tumor, M: muscle).

unchanged (data not shown). Four hours post-PDT with § mM
HAL, the fluorescence pattern becomes diffuse in the tumor
compartment of bladders (Fig. 3B) while the muscularis remains
punctuated (Fig. 3E). In contrast, the fluorescence aspect in
the tumor of bladders after 16 mM HAL-PDT was punctuated
(Fig. 3C) whereas that of the bladder muscle was diffuse (Fig. 3F).

Transmission electron micrographs of tumor bladders treated
with 8 and 16 mM HAL-PDT are displayed in Fig. 4. No
signs of tumoral nor muscular damage were observed in non-
irradiated bladders (Fig. 4A, 4D). No abnormalities were noticed
immediately after 8 or 16 mM HAL-PDT (data not shown).
Four hours after the addition of 8 mM HAL-PDT, we observed
damage in AY27 cells of bladders (Fig. 4B) together with intact
muscle cells (Fig. 4E). Alterations of tumor cells treated with § mM
HAL-PDT (Fig. 4B) consisted in chromatin condensation and
mitochondrial damage with crest ruptures, vacuoles and swelling
(insert to Fig. 4B). Tumor cells of bladders treated with 16 mM

Muscle cells 16 snM HAL

Fig. 4 Transmission electron microscopy of tumor-bearing bladders
sections observed at 4 h post-PDT (4 = 635 nm, fluence = 20 J cm~2, fluence
rate =100 mW cm~2). A: tumor cells of untreated bladder (x2.95 K); insert:
enlarged image (x15.5 K) of intact mitochondria (M). B: tumor cells of
bladder treated with 8§ mM HAL-PDT (x5.2 K); insert: enlarged image
(x28.5 K) of altered mitochondria (M) and chromatin condensation (CC).
C: tumor cells of bladder treated with 16 mM HAL-PDT (x2.2 K); insert:
enlarged image (x15.5 K) of intact mitochondria (M). D: myocytes of
untreated tumor bearing bladder (x5.2 K), E: myocytes of tumor bladder
treated with 8 mM HAL-PDT (x5.2 K). F: damaged myocytes (DMC) of
bladder treated with 16 mM HAL-PDT (x5.61 K).

HAL-PDT remain intact even 4 h post-PDT (Fig. 4C) whereas
completely destroyed myocytes (Fig. 4F) were noted at the same
conditions.

Discussion

In a previous study we have optimised HAL-PpIX based photo-
dynamic treatment of bladder cancer in an orthotopic rat bladder
tumor model.® Among several tested HAL concentrations and
light doses, we have found conditions that resulted in an inverted
PDT effect on tumor and muscle. This opposite effect was obtained
at similar HAL-induced PpIX fluorescence levels of the mucosal
layer as measured non-invasively in situ.

This journal is © The Royal Society of Chemistry and Owner Societies 2008
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In order to introduce a mechanistic aspect of this selective PDT
effect, we focused our present investigation on two parameters:
the extracted amounts of HAL-induced PpIX in normal and
tumor bearing bladders and the PpIX distribution in distinctive
histopathological layers of the bladder and successive photodam-
age.

The HPLC profiles of porphyrin metabolites of healthy and
tumor bladders at both HAL concentrations (8 and 16 mM)
showed that the main porphyrin species was PpIX (Fig. 2A).
Further, HPLC results clearly demonstrated that the PpIX amount
of tumor bearing bladders instilled with 8§ mM HAL was higher
than healthy bladder instilled with both HAL concentrations (8
and 16 mM) as well as tumor bearing bladders instilled with 16 mM
HAL (Fig. 2B). This differential PpIX accumulation between
tumor bearing and healthy bladders is consistent with the differ-
ence in metabolising ability of the porphyrin-heme biosynthetic
pathway between cancerous and normal cells and/or increased
permeability of tumor cells for HAL.'"® HPLC analysis was
performed on whole bladder extracts, thus with an intermingling
input from both tumor and muscle compartment. Since healthy
bladders produced an identical amount of PpIX, irrespective
of pro-drug concentration, it is reasonable to assume that the
reduced amount of PpIX in whole bladder extracts after 16 mM
compared to 8 mM is due to reduced tumoral PpIX synthesis.
PpIX synthesis is known to be critically dependent on initial pro-
drug concentration. There is a threshold after which a reduction
of the PpIX quantity is observed. Steinbach et al. demonstrated
in vitro a linear correlation between the concentration of ALA
and the fluorescence intensity of PpIX up to a certain ALA
concentration, after which a plateau was observed.” He et al.
reported a linear increase of PpIX accumulation in human dermal
microvascular endothelial cells (HMEC-1) after incubation with a
certain range of HAL concentrations, followed by decline at higher
pro-drug concentrations.?! The same tendency was reported in an
in vivo study in pig bladders and in human oesophagus: increasing
the ALA dose leads to increasing PpIX production up to a certain
point, after which PpIX levels remain stable.”* In a clinical pilot
study of photodetection of bladder cancers with HAL, Lange et al.
observed that PpIX generation is positively correlated with low
HAL concentrations (4 and 8 mM) while instillation with 16 mM
resulted in less PpIX accumulation.*

The decrease in the amount of PpIX observed in our study could
be attributed to several mechanisms related to heme biosynthesis.
Esterase activity, which is responsible for hydrolysis of HAL
to ALA is probably not the limiting step since the kinetics of
porphyrin synthesis from ALA esters are comparable to ALA in
almost all tissues.* Increasing the pro-drug concentration and,
thus, increasing intracellular ALA content, can in turn cause
inhibition of rate-limiting enzymes of the heme biosynthesis
pathway such as porphobilinogen synthase and porphobilinogen
deaminase (PBGD) (EC 4.3.1.8).”® The inhibition of these critical
enzymes induces a deviation of heme biosynthesis pathway which
causes the cytoplasmic porphyrin synthesis. However, PBGD
activity seems to play a minor role for the differential accumulation
of PpIXin urothelial cells.?® Another possibility could be related to
a saturation of benzodiazepine receptor (PBR), responsible for the
transport of cytoplasmic coproporphyrinogen III to mitochondria
where the transformation to protoporphyrin IX takes place, thus
leading to a diminution of PpIX.*?® Additional experiments

establishing a specific binding of coproporphyrinogen 111 to PBR
upon our conditions are needed to verify this hypothesis.

Another parameter, which is of paramount importance for pho-
todynamic efficacy is the pro-drug induced PpIX intratissular and
intracellular localization.”** Fluorescence confocal microscopy
images demonstrated a punctuate bright fluorescence patterns in
tumor zones of bladders instilled with 8 mM HAL (Fig. 1A),
whereas a more diffuse cytoplasmatic fluorescence distribution
was observed after 16 mM HAL instillation (Fig. 1B). Considering
that endogenous PpIX biosynthesis takes place in mitochondria,
we have assumed a mitochondrial PpIX accumulation after
8 mM HAL. Since PpIX-mitochondrial colocalisation studies
are technically impossible on frozen sections, we have studied
mitochondrial PpIX localisation indirectly, through the detec-
tion of photodamaged sites. Mitochondrial photodamage was
assessed by immunofluorescence staining of anti-ATP Synthase
B and electron microscopy. Fluorescence labeling of mitochondria
showed fluorescent spots in tumor zones of untreated bladders
(Fig. 3A). Four hours after 8§ mM HAL-mediated PDT, the
pattern becomes diffuse in the tumor, indicating disruption of the
mitochondrial membrane (Fig. 3B). This observation is consistent
with tumor necrosis as assessed by HES staining in our previous
study.® Alternatively, four hours after 16 mM HAL-PDT, the
fluorescence pattern in the tumor zone remained punctiform
(Fig. 3C), corresponding to intact tumor as observed on pathology
slides.?

Electron microscopic observation of bladder tumors four hours
after PDT confirmed results of immunofluorescence. After § mM
HAL-PDT, we observed tumor cell alterations with mitochon-
drial damage and chromatin condensation (Fig 4B, insert 4B)
corresponding to apoptotic features of cell death. We have
inspected other intracellular organelles (endoplasmic reticulum,
Golgi apparatus; data not shown) and mitochondria appeared to
be the only photodamaged site. Sixteen mM HAL-PDT failed to
induce mitochondrial or any other damage in the tumors (Fig
4C, insert 4C), whereas muscle destruction was confirmed. We
thus conclude that the punctiform fluorescence image observed on
confocal microscopy of frozen sections of bladder tumors instilled
with 8 mM HAL (Fig 1A) is consistent with mitochondrial-PpIX
localisation and that these organelles can be considered as critical
photodamage sites.

Another issue that should be discussed in relation to localization
is a time-dependent migration of mitochondrial PpIX to cyto-
plasm followed by cellular efflux.’***3! Accordingly, PDT efficacy
is the highest at shorter incubation times and decreases gradually
with longer light drug intervals (LDI).”* Our PDT experiments
were performed after one hour incubation with the pro-drug,
followed by two or three hours resting time for 8 mM and 16 mM
HAL respectively. The different LDIs were chosen in order to
obtain a comparable PpIX fluorescence for both initial HAL
concentrations.® Indeed, incubation of tumor bearing bladders
with 8 mM HAL and adding one resting hour (to reach an LDI
of 1 + 3 = 4) does not alter the fluorescence distribution, with
persistence of bright spots (data not shown). Neither does reducing
the LDI by one hour (to reach 1 + 2 = 3) in case of tumor
bearing bladders instilled with 16 mM HAL alter the fluorescence
pattern, which remains diffuse (data not shown). Therefore, in our
particular case, the time factor is not responsible for differential
intracellular localization. Efflux of the prodrug itself could also
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be an issue. Indeed, it has been shown that ALA and HAL
very quickly leave the cells, and this efflux is proportional to the
intracellular content.

It would be very appealing if similar to tumor, PpIX localization
in muscle could also stand for the selective PDT effect. However,
the present study does not provide sufficient evidence for this
conclusion, thus warranting further investigations.

Clinical PDT has not gained widespread acceptance in the
oncology community at this moment. Technical complexity and
skin toxicity can be partly held responsible for this phenomenon.
The major issue however might be the variable response of patients,
treated under identical conditions. It is therefore of the utmost
importance to establish parameters that can be applied to predict
treatment outcome. Furthermore, these parameters have to be
detectable by minimally invasive techniques. From the present
study, it appears that subcellular localization and concentration
of PpIX can both be used to predict treatment outcome in rat
bladder cancers. Concentration measurements however cannot
be performed non-invasively. Alternatively, confocal fiberoptic
fluorescence microscopy can be successfully performed in rat
bladders in vivo.*® This tool could thus potentially be used
to visualize PpIX distribution in bladder tumors and predict
treatment outcome.

Abbreviations

PDT Photodynamic therapy

HAL Hexyl-aminolevulinate

ALA 5-Aminolevulinic acid

PpIX Protoporphyrin IX

FANFT N-[4-(5-Nitro-2-furyl)-2-thiazolyl] formamide
HPLC High Performance Liquid Chromatography
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Etude in vivo de I’état d’agrégation et de la cinétique de photoblanchiment de la
protoporphyrine X apres instillation intravésicale de deux concentrations
d’Hexvix® 8 et 16 mM

INTRODUCTION

La premiére partie de ce travail a consisté a déterminer les parametres qui sont
impliqués dans la variabilit¢ de la réponse au traitement photodynamique des tumeurs
vésicales, en utilisant 2 concentrations d’hALA (8 et 16 mM). Une dose de lumiere de
20 J/cm? délivrée & 100 mW/cm? & une longueur d’onde de 635 nm appliquée sur des vessies
tumorales instillées avec 8 mM d’hALA, provogue une destruction totale des tumeurs tout en
préservant les tissus sains. Paradoxalement, la méme dose de lumiere délivrée sur des vessies
instillées avec 16 mM d’hALA, induit la destruction du muscle vésical et les tumeurs restent
intactes'”. La PDT a été réalisée a un ratio maximal de fluorescence de PpIX de 5/1 entre la
tumeur et le muscle pour les 2 concentrations d’hALA. Le temps nécessaire pour I’obtention
de ce ratio est de 2 h apreés la fin de I’instillation de 8 MM d’hALA et de 3 h apres la fin de
I’instillation de 16 mM d’hALA et I’intensité de fluorescence est comparable dans les 2
cas'”. En clinique, I’intervalle entre I’administration du PS et I’irradiation est définie selon le
ration de fluorescence maximale entre la tumeur et le tissu sain. Nos mesures réalisées par
HPLC indiguent une concentration de PplX 2 fois moins importante suite a une instillation de
16 mM hALA qu’a 8 mM d’hALA?3 Nous avons démontré que seule la distribution
ponctuée était associée a des photodommages mitochondriaux, ce qui nous a permis de
conclure a une localisation mitochondriale de la PpIX apres instillation de 8 mM d’hALA.
L aspect diffus observé aprés instillation de 16 mM d’hALA, est la conséquence de la re-
localisation de la PpIX des mitochondries vers le cytoplasme®?. La diminution de la quantité
de PplX et sa relocalisation aprés instillation de 16 mM d’hALA sont 2 paramétres qui ont
altéré I’efficacité de la PDT. La concentration et I’état d’agrégation d’un PS influence sa
cinétique de photoblanchiment™®® 27, L’état d’agrégation du PS affecte aussi sa localisation
intracellulaire. L’objectif de ce travail a été d’étudier le photoblanchiment de la PplX aux 2
concentrations d’hALA, afin de déterminer I'impact de la variation de la quantité de PplX
synthétiseée et de sa localisation intracellulaire sur sa cinétique de photoblanchiment. Ceci
permettrait de déterminer si le photoblanchiment de la PplX est un paramétre predictible de la
variabilité du traitement photodynamique des tumeurs vésicales en fonction de la
concentration d’hALA.
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MATERIELS ET METHODES

= Culture cellulaire

Les cellules tumorales AY27 sont issues d’un carcinome transitionnel de vessie
chimio-induit par N-(4 — [5- nitro-2-furyl] —2- thiazolyl) formamide (FANFT) chez le rat
Fischer. La culture cellulaire est réalisée dans un milieu RPMI (GIBCO, Invitrogen
Corporation, UK) supplémenté avec 10 % de serum de veau feetal, 1 % de L-glutamine et 1 %
de solution d’antibiotique/antimycosique (100 000 U/l de pénicilline G, 100 mg/l de
streptomycine et 250 pg/l d’amphotéricine B). Pour I’implantation tumorale, les cellules
confluentes sont trypsinées, centrifugées puis resuspendues dans le milieu de culture. La
viabilité cellulaire est ensuite déterminée par un test d’exclusion au bleu trypan. La

concentration cellulaire utilisée pour I’implantation tumorale est de 2.10° cellules/ml.

= |nduction tumorale

Les expériences sont réalisées sur des rats Fischer femelles 344 agés de 8 semaines
pesant entre 150 et 170 g (Harlan, Gannat, France). L’étude est réalisée en accord avec les
directives gouvernementales (réglementation pour I’expérimentation animale définies par le
Ministere frangais de I’agriculture N° 2001-464, Mai 2001). L’induction tumorale a été
réalisée chez 8 rats. Les animaux ont été anesthésiés par injection intra péritonéale de
pentobarbital sodique (Sanofi, France) a raison de 45 mg/kg. lls ont ensuite été placés en
décubitus dorsal sur une couverture chauffante pour maintenir leur température corporelle.
L’induction tumorale a été réalisée suivant la méthode développée par Xiao et al**. Les rats
sont cathétérisés a I’aide d’un cathéter 16 G (TERUMO, Surflo). Les vessies sont
désépithélialisées par instillation intravésicale d’HCI (0,1 N) pendant 15 secondes, suivie
d’une neutralisation a base de NaOH (0,1 N) pendant 15 secondes. Les vessies sont ensuite
rincées avec du PBS et un volume de 0,5 ml de la suspension de AY27 (10° cellules) est
instillé par voie intravésicale pendant 1 h. Les cathéters sont ensuite enlevés et les vessies
vidées. Les animaux sont maintenus sur la couverture chauffante jusqu’a leur réveil puis

hydratés et enfin ramenés a I’animalerie.
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= Preparation et instillation d’hALA

La poudre d’hALA de poids moléculaire de 251,8 g/mol a été dissoute dans du PBS
pour la préparation de 2 solutions de concentrations 8 et 16 mM avec un pH respectif de 7,4 et
7,6. Dix jours apres Iinstillation des cellules tumorales (temps qui correspond a
I’implantation de tumeurs urothéliales non musculo-invasive s), les rats ont été anesthésiés et
cathétérisés comme décrit précédemment et la solution d’hALA fraichement préparée est
instillée par voie intra-vésicale pendant 1 h. Quatre rats ont été instillés avec 8 mM d’hALA et
4 avec 16 mM d’hALA.

= Mesure in vivo de la fluorescence de la PplX au cours de I’irradiation

Deux et trois heures aprés la fin de I’instillation pour 8 et 16 mM d’hALA, les mesures
de fluorescence ont été réalisées par spectroscopie de fluorescence en utilisant le CP 200
(Jobin Yvon S.A.S., Longjumeau, France) intégré d’un logiciel Spectramax. Les vessies de
rats sont remplies par du PBS (0,4 a 0,5 ml) et sont maintenues dans cet état jusqu’a la fin de
I’irradiation et des mesures. Une fibre bifurquée est insérée dans la vessie par I’intermédiaire
d’un connecteur a 2 pores (Qosina, Edgewood, New York USA), préalablement relié au
cathéter 14 G. Cette fibre est placée en contact direct avec la zone tumorale a mesurer. Le
premier bras de la fibre est couplé a une diode laser avec une excitation de 410 + 5 nm (Model
PPMT25; Power Technology Inc., Little Rock, USA) qui permet I’excitation de la PpIX au
niveau de sa bande de Soret. Le second bras de la fibre est couplé au spéctrofluorimetre
associé a une caméra CCD (charge-coupled device) permettant de collecter les mesures de
fluorescence puis de les transférer & un ordinateur pour I’acquisition des spectres.
L’acquisition du signal de fluorescence est réalisée dans une bande passante entre 400 et
800 nm. Une laparotomie a été réalisée sur les rats, afin d’avoir une visualisation de la zone a
mesurer. L’intensité initiale de fluorescence de la PplX est mesurée 2 et 3 heures apres la fin
de I’instillation pour 8 et 16 mM d’hALA. L’illumination des vessies est ensuite réalisée a
différentes doses de lumiére (2, 4, 6, 8, 10, 12, 15 et 20 J/cm?). L’irradiance a été fixée a
100 mW/cm2, la longueur d’onde d’irradiation a 635 nm et la dose totale de la lumiere a 20
J/icmz2, Lirradiation des vessies a été effectuée par un laser colorant pompé par un laser argon

(Spectra Physics 2020, Les Ullis, France) et amené par une fibre optique (400 um) couplée a
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un diffuseur sphérique (Medlight S.A., Ecubens, Switzerland). La fibre d’irradiation a été

insérée par I’intermédiaire du connecteur a 2 pores puis placée au centre de la vessie.

= Analyse des spectres

Afin de déterminer la cinétique de photoblanchiment de la PplX, il est nécessaire de
déconvoluer les spectres mesurés. La déconvolution consiste a séparer les différentes
composantes du spectre. En effet, le spectre de fluorescence mesuré au cours de I’irradiation
de la PpIX est constitue d’un mélange de plusieurs spectres (autofluorescence de
fluorochromes endogénes, fluorescence de la PplX et des photoproduits formés au cours de
I’irradiation). Dans cette étude, la déconvolution spectrale a été réalisée grace a un algorithme
Bayesien-MCMC (Markov Chain Monte Carlo) développé dans le logiciel Matlab 6.5
(Mathworks, Inc)®* 2. Cette méthode a été validée sur des solutions chimiques pour la
séparation de différentes composantes et cela, en la comparant avec la décomposition en
valeurs singuliéres (SVD)?** % Pour notre application, nous avons préalablement validé la
méthode en la comparant avec la SVD pour le photoblanchiment de la PpIX en solution et in
vitro. Les données spectroscopiques ont été traitées d’une part pour séparer les différents
spectres de composantes pures (source) et d’autre part pour établir leur contribution dans le
mélange. Les valeurs mesurées représentent un mélange de matrices comportant le signal de
la matrice source, le signal des matrices formées et la matrice du bruit. La séparation des
différents résidus matriciels peut étre réalisée grace a un modele de mélange linéaire dont la
formule est la suivante :

X=AS+E

Avec X € R™"N représente les données mesurées, A € R™Pest la matrice de mélange,
S e R”™ est le signal de la matrice source et E € R™" constitue la matrice de bruit obtenu au
cours de la mesure et a partir des erreurs du modele.

Dans cette étude X correspond a la fluorescence des spectres mesurés a différentes doses de
lumiere (m). Le nombre de la source (p), représente le nombre de composantes pures dans le
mélange et le nombre d'échantillons de chaque spectre au niveau de la bande 400 a 800 nm
qui est représenteé par (N). L approche Bayésienne-MCMC (Chaine de Markov Monte Carlo)
requiert d’une part de fixer le nombre de composantes des spectres purs et d'autre part le
nombre d'itérations requises pour réaliser la convergence de I'algorithme MCMC. Dans notre
étude nous avons évalué jusqu'a 5 sources et le nombre d'itérations a été fixé a 5000. Le fitting
des courbes de cinétique de photoblanchiment a été réalisé par Origin 7,5 (OriginLab,
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Corporation) et le choix de I’équation la plus adaptée est basé sur la valeur de 2. La constante
de photoblanchiment est calculée a partir du fit de la courbe de cinétique de
photoblanchiment.

RESULTATS

Les figures 1A et 1B représentent les spectres de fluorescence de la PplX au cours de
I’irradiation de vessies tumorales instillées aux 2 concentrations d’hALA. Au temps 0, la
moyenne de I’intensité de fluorescence de la PplX n’ai pas significativement différente pour
les 2 concentrations d’hALA (4500 UA a 8 mM d’hALA vs. 3500 UA a 16 mM d’hALA avec
P > 0,05). L’irradiation des vessies instillées avec 8 mM d’hALA a une dose de 2 J/cm? induit
un photoblanchiment important de la PplX, qui se traduit par une chute brutale et trés
importante de I’intensité de fluorescence & 635 nm. L’irradiation des vessies instillées avec 16
mM d’hALA a une dose de 2 J/cm? induit une baisse moins importante du pic a 635 nm qu’a
8 mM d’hALA.
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Figure 1 : Spectre de fluorescence de la PpIX mesurés au cours de I’irradiation (1A : PDT
avec 8 MM d’hALA, 1B : PDT avec 16 mM d’hALA).

L’irradiation de vessies tumorales de rats instillées avec 8 mM d’hALA a une dose de
lumiere de 20 J/cm? induit le photoblanchiment total de la PpIX (Figure 1A). A cette méme
dose de lumiére, le spectre de PplX est toujours observé au niveau des vessies tumorales
traitées avec 16 mM d’hALA-PDT (FigurelB). La déconvolution des spectres indique la

présence de 2 sources (Figures 2A, 2B). La premiére source avec un pic d’émission a 635 nm
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qui correspond au spectre de la PpIX. La deuxiéme source avec un pic d’émission a 675 nm

qui correspond a un photoproduit : la photoprotoporphyrine (pPp).

Intensité de fluorescence (AU)
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2B
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Figure 2 : Déconvolution des spectres de mesures de fluorescence de la PpIX (2A : PDT avec
8 mM d’hALA, 2B : PDT avec 16 mM d’hALA). Présence de 2 sources qui correspondent a
la PpIX (pic d’émission a 635 nm) et la pPp (pic d’émission a 675 nm)

Le fitting des courbes de cinétique de photoblanchiment de la PplX montre une

décroissance qui suit une équation mono-exponentielle et cela pour les 2 concentrations

d’hALA (Figures 3A, 3B). Les constantes de photoblanchiment de la PpIX sont de 0,29 J/cm?

(x2=0,98) et de 0,27 J/cm? (y2 = 0,74) respectivement pour une PDT a 8 et 16 mM d’hALA.
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Figure 3 : Cinétique de photoblanchiment de la PplX et de formation de la pPp (3A : PDT

avec 8 mM d’hALA, 3B : PDT avec 16 mM d’hALA)
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La cinétique de formation de la pPp suit une eévolution comparable aux 2
concentrations d’hALA (8 et 16 mM). La pPp est formée dés le début de I’irradiation avec
une intensité initiale de 200 AU. L’intensité de fluorescence augmente pour atteindre un pic
maximal entre 80 a 120 secondes d’illumination (8 J/cm? a 12 J/cm?) (Figures 3A, 3B). Le pic
maximal de la pPp observé aprés 8 mM hALA-PpIX-PDT est plus important (550 AU)
gu’apres 16 mM hALA-PpIX-PDT (400 AU). Aprés 120 s d’irradiation (12 Jicm?) le
phénomeéne de photoblanchiment de la pPp est observé, il est trés important avec 8 mM
hALA-PDT et est treés faible a 16 mM hALA-PDT.

DISCUSSION

Le photoblanchiment a été proposé comme un paramétre de dosimétrie implicite. En
effet, un bon effet photodynamique est souvent associé a une cinétique rapide de
photoblanchiment et corrélé a la cinétique de formation de photoproduits'®® %, L’étude du
photoblanchiment de la PpIX induite a partir du 5-ALA, dans I’cesophage de Barrett chez le
rat, montre qu’un traitement efficace est associé a un photoblanchiment rapide, alors qu’un
photoblanchiment lent n’induit aucune réponse’®® 2¢°. Différentes études ont montrées que la
cinétique de photoblanchiment de la PplX est indépendante de sa concentration mais dépend
de son environnement. En effet, les études in vitro montrent qu’une faible constante de
photoblanchiment est observée & une forte concentration de PpIX*°* 2% Inversement, une
constante de photoblanchiment élevée est observée a une forte concentration de PplX au
niveau de la peau de souris?®. Robinson et al. ont démontré qu’il n” y a aucun impact de la
concentration de la PplX sur sa cinétique de photoblanchiment au niveau de la peau de
souris®®.

Dans notre étude, le photoblanchiment de la PplX au niveau des vessies tumorales est
identique aux 2 concentrations d’hALA-PplX avec une cinétique monoexponentielle et des
constantes de photoblanchiment comparables (0,29 J/cm? et 0,27 J/cm?). Le photoblanchiment
ne peut donc pas étre appliqué comme facteur prédictif de I’efficacité du traitement
photodynamique de tumeurs vésicales. Ceci pourrait étre dd a I’organe lui-méme. En effet,
linuma et al. ont observé une réponse variable a la PDT en fonction de la dose de lumiére
appliquée au niveau de vessies tumorales de rats, tandis que le photoblanchiment de la PpIX
était identique®®’. Par ailleurs, la situation in vivo est beaucoup plus complexe que in vitro et

la consommation d’oxygeéne, élément crucial dans le photoblanchiment, est influencée par de
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multiples facteurs tels que la topographie du tissu et les effets vasculaires induits par
I’illumination.

L’état d’agrégation d’un PS influence également sa cinétique de photoblanchiment®.
La cinétique des formes agrégées de PS est plus lente que les formes monoméres®®® 27, |"état
d’agrégation d’un PS peut modifier sa localisation intracellulaire et donc sa cinétique de

photoblanchiment®®

. Schnekenburger et al. ont démontré que le photoblanchiment de
porphyrines était différent suivant que ces derniéres étaient localisées au niveau du
cytoplasme ou au niveau des membranes®’. Dans notre étude, la localisation de la PpIX est
mitochondriale apres instillation de 8 MM d’hALA et est cytoplasmique apres instillation de
16 mM d’hALA?®, cependant la cinétique de photoblanchiment de la PpIX est identique pour
les 2 concentrations d’hALA. Il n” y a donc aucun impact des variations de la concentration
d’hALA, la quantité de PplX synthétisée, sa localisation intracellulaire sur la cinétique de
photoblanchiment de la PpIX.

Les propriétés photophysiques d’un PS dépendent de son environnement (quantité
d’O,, pH, température, irradiance, force ionique)'®®. L’intensité de fluorescence de la PplX
mesurée par spectroscopie de fluorescence avant I’irradiation est identique pour les 2
concentrations d’hALA'. Néanmoins, les résultats d’HPLC indiquent une diminution
significative de la quantité de PplX dans les vessies tumorales instillées avec 16 mM d’hALA
par rapport @ 8 mM d’hALA®. Nous supposons que la similarité des mesures
spectroscopiques est due a la variation des propriétés photophysiques de la PplX engendrée
par la différence de localisation de la PplX, affectant ainsi son rendement quantique de
fluorescence. Nous stipulons que I’état lié de la PplX au niveau des mitochondries diminue sa
capacité d’émission de fluorescence par rapport a son état libre dans le cytoplasme. Ceci
expliquerait une intensité de fluorescence identique avec des concentrations de PplX
différentes. La spectroscopie de fluorescence ne peut donc pas nous renseigner sur la quantité
de PplX synthétisée.

284 285 ohtenues au cours de

L’analyse bayésienne des composantes spectrales
I’irradiation de vessies tumorales instillées aux 2 concentrations d’hALA (8 et 16 mM)
montre que le photoblanchiment de la PpIX induit la formation d’un seul photoproduit avec
un pic d’émission & 675 nm qui correspond & la pPp (Figues 2A, 2B)? 208288 | 3 nPp est
observée au temps 0 de la mesure spectrale ce qui peut étre expliqué par le photoblanchiment
de la PpIX durant I’excitation a 405 nm en vue de la mesure (Figues 3A, 3B). Des études
in vivo sur I’oesophage de Barrett et le sarcome de la peau montre que la pPp est le seul

photoproduit formé aprés photodégradation de la PpIX*® 2 28 Dautres photoproduits tels
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que I’uro et la coproporphyrine ont été observés apres photoblanchiment de la PplX au niveau
de la peau saine de rongeurs®® 2%8. Dans notre cas, le seul photoproduit observé est la pPp. Au
niveau des vessies tumorales irradiées apres instillation de 8 mM d’hALA la formation de pPp
commence au temps 0 pour atteindre un maximum a 120 s, suivie par son photoblanchiment
entre 120 et 200 s (Figure 3A). Une instillation de 16 mM d’hALA provoque également
I’apparition de pPp, qui cependant subit beaucoup moins de photoblanchiment. Ceci pourrait
également affecter I’efficacité de la PDT a 16 mM d’hALA. En effet, les photoproduits
formés au cours du photoblanchiment, spécialement la pPp sont eux mémes des PS qui
contribuent également a la dose photodynamique®®. Nous supposons que I’oxygéne singulet
généré par la pPp et qui cause son photoblanchiment, contribue a I’efficacité de la PDT
réalisée a une dose de 20 J/cm? et a 8 mM d’hALA et aux phénomeénes de photoblanchiment
de la PpIX comme démontré par Dysart et al®®. Notre hypothése est supportée par le fait qu’il
n’ y a aucun effet thérapeutique sur les tumeurs des vessies traitées par PDT avec une dose de
lumiére de 15 J/cm? délivrée & 100 mW/cm? & une longueur d’onde de 635 nm et celd aux
deux concentrations d’hALA (8 et 16 mM)*™. D’aprés nos résultats a cette dose de lumiére
(15 J/cm?), le photoblanchiment de la pPp est faible avec une intensité de 450 UA vs. 350 UA
respectivement pour 8 et 16 mM d’hALA (Figure 3A, 3B). Une méme intensité de
fluorescence de pPp est observée a 20 J/cm?2 pour une instillation de 16 mM hALA.

CONCLUSION

Nous avons évalué I’impact de la concentration d’hALA engendrant des effets PDT
opposés sur la cinétique de photoblanchiment de la PplX au niveau des vessies tumorales.
Nos résultats montrent que le photoblanchiment de la PpIX n’est pas un parametre prédictible
de I’efficacité du traitement photodynamique des tumeurs vésicales. En effet, malgré la
variabilité de localisation intracellulaire de la PplX et de sa quantité en fonction de la

concentration d’hALA, le photoblanchiment reste identique.
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Mécanisme de photodestruction des cellules tumorales aprés traitement des
vessies par hALA-PpIX-PDT

OBJECTIF

Nous travaux antérieurs nous ont permis d’optimiser les paramétres photophysiques
(longueur d’onde, irradiance, fluence et concentration d’hALA) pour une efficacité maximale
du traitement photodynamique. En effet, I’utilisation d’une dose de 8 mM d’hALA, a une
longueur d’onde de 635 nm, une fluence de 20 J/cm? et une irradiance de 100 mW/cm? permet
I’éradication totale de la tumeur, sans altération des autres structures tissulaires. Nous avons
démontré par immunofluorescence et microscopie électronique a transmission que la premiére
cible endommagée apres 8 mM hALA-PplX était la mitochondrie.

Dans cette partie du travail nous avons évalué le type de mort cellulaire des tumeurs
vésicales aprés 8 mM hALA-PDT. L’étude a éteé réalisée par observation de la morphologie
cellulaire par microscopie électronique a transmission et par marquage immunohistochimique

des protéines impliquées dans la mort cellulaire par apoptose.
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MATERIELS ET METHODES

= Culture cellulaire

Les cellules tumorales AY27 sont issues d’un carcinome transitionnel de vessie chimio-
induit par N-(4 — [5- nitro-2-furyl] —2- thiazolyl) formamide (FANFT) chez le rat Fischer. La
culture cellulaire est réalisée dans un milieu RPMI (GIBCO, Invitrogen Corporation, UK)
supplémenté avec 10 % de sérum de veau feetal, 1 % de L-glutamine et 1 % de solution
d’antibiotique/antimycosique (100 000 U/l de pénicilline G, 100 mg/I de streptomycine et 250
ug/l d’amphotéricine B). Pour I’implantation tumorale, les cellules confluentes sont
trypsinées, centrifugées puis resuspendues dans le milieu de culture. La viabilité cellulaire est
ensuite déterminée par un test d’exclusion au bleu trypan. La concentration cellulaire utilisée

pour I’implantation tumorale est de 2.10° cellules/ml.

= |nduction tumorale

Les expériences sont réalisées sur des rats Fischer femelles 344 agés de 8 semaines pesant
entre 150 et 170 g (Harlan, Gannat, France). L’ étude est réalisée en accord avec les directives
gouvernementales (réglementation pour I’expérimentation animale définies par le ministére
francais de I’agriculture N° 2001-464, Mai 2001). L’induction tumorale a été réalisée pour 22
rats. Seize rats ont été utilisés pour les études de la morphologie cellulaire en microscopie
électronique a transmission et 6 rats pour les études d’immunohistochimie.

Les animaux ont été anesthésiés par injection intra-péritonéale de pentobarbital sodique
(Sanofi, France) a raison de 45 mg/kg, ils ont ensuite été placés en décubitus dorsal sur une
couverture chauffante pour maintenir leur température corporelle. L’induction tumorale a éte
réalisée suivant la méthode développée par Xiao et al.’®. Les rats sont cathétérisés a I’aide
d’un cathéter 16 G (TERUMO, Surflo). Les vessies sont désépithélialisées par I’instillation
intravésicale d’HCI (0,1 N) pendant 15 secondes, suivie d’une neutralisation a base de NaOH
(0,1 N) pendant 15 secondes. Les vessies sont ensuite rinceées par du PBS et un volume de
0,5 ml de la suspension de AY27 contenant 10° cellules est instillé par voie intravésicale
pendant 1 h. Le cathéter est ensuite enlevé et la vessie est vidée. Les animaux sont maintenus

sur la couverture chauffante jusqu’a leur réveil, hydratés puis remis a I’animalerie.
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= Traitement photodynamique

Les rats sont anesthésiés et cathétérisés comme décrit précédemment et la solution
d’hALA fraichement préparée est instillée par voie intra-vésicale pendant 1 h. La solution
d’hALA concentrée a 8 mM, pH = 7,4 est préparée apres dissolution de la poudre d’hALA de
poids moléculaire de 251,8 g/mol dans du PBS. Apres Iinstillation, les animaux sont
maintenus 2 h au repos ; ce temps correspond au temps nécessaire pour la production
maximale de la PpIX'". Deux heures aprés la fin de I’instillation, I’irradiation des vessies est
effectuée par un laser colorant pompé par un laser argon (Spectra Physics 2020, Les Ullis,
France) et amené par une fibre optique (400 um) couplée a un diffuseur sphérique (Medlight
S.A., Ecubens, Switzerland). La fibre est insérée dans la vessie par I’intermédiaire d’un
connecteur lié au cathéter et est placée au centre de la vessie remplie par du PBS. Les
conditions d’irradiation qui ont été utilisées sont : longueur d’onde (A) = 635 nm, irradiance
(1) = 100 mW/cm?, fluence (F) = 20 J/ cm?. Seize rats ont été irradiés et 6 rats ont été utilisés
comme témoin (tumeurs non irradiées).

Quatre heures post 8 mM hALA-PDT, les rats sont euthanasiés par une injection
intracardiaque de pentobarbital de sodium. Une cystectomie est realisée et les vessies ont éte
fixées soit dans du glutaraldéhyde a 3 % pour I’étude en microscopie électronique a
transmission, soit dans de I’alcool formol acide acétique (AFA) puis paraffinées, pour une
étude immunohistochimique. Ces 2 parties d’expérimentations ont été réalisées en

collaboration avec le laboratoire d’anatomie-pathologie du CHU de Nancy Brabois.

= Microscopie électronigue a transmission

Seize vessies tumorales ont été incubées dans du glutaraldéhyde a 3 % durant toute
une nuit a 4°C. La cystectomie a été réalisée 4 h post PDT pour 12 rats traités avec 8 mM
hALA-PDT et 4 rats non traités (contréles). Les zones tumorales sont ensuite coupées, lavées
dans un premier temps pendant 5 min dans du cacodylate de sodium puis fixées dans du
tétroxide d’osmium 1 % pendant 90 min. Un deuxiéme lavage au cacodylate de sodium est
ensuite realiseé suivi d’une déshydratation par une série de concentrations croissantes
d’éthanol. Les échantillons sont ensuite fixés dans de la résine/epon puis coupées en coupes
semi-fines de 2 um. Les coupes de 2 um sont colorées au bleu de toluidine pour I’observation
anatomopathologique en microscopie a transmission. L’observation au microscope

électronique a transmission (CM10, Philips, Eindhoven, The Netherlands) est réalisée sur des
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coupes ultra fines (75 nm) déposées sur des grilles métalliques et contrastées par de I’acétate

d’uranyl.

=  |mmunohistochimie

Six vessies tumorales (2 vessies non traitées (controles) et 4 vessies traitées a la PDT
(tests)), ont été fixées dans de I’AFA puis paraffinées. La cystectomie a été réalisée 4 h post 8
mM hALA-PDT pour les tests. Des coupes de 5 um sont ensuite réalisées et incubées dans
une étuve a 38°C pendant 24 h. Deux anticorps ont été utilisés, un anticorps primaire pour
marquer le site antigénique de la protéine a explorer et un anticorps secondaire conjugué a la
biotine qui va se lier a la partie Fc de I’anticorps primaire. Le marquage a été réveélé par ajout
du complexe streptavidine/peroxydase qui se couple a la biotine de I’anticorps secondaire. Les
anticorps primaires utilisés sont le cytochrome C et caspase 3 clivée. Ce sont des anticorps de
type polyclonal synthétisés chez le lapin et d’isotype 1gG (Cell signaling technology®, USA).
Ces anticorps sont dilués respectivement & 1/100°™ pour I’anti-cytochrome C et & 1/1000 ™
pour I’anti-caspase 3 clivée. Les lames ont été déparaffinées par un passage dans du toluéne,
suivi par des bains d’alcool décroissants puis incubées dans un tampon EDTA (pH = 8) et
placées dans un autoclave (2100 Retriever, Hollande) préchauffé a une température initiale de
121°C, pour le démasquage du site antigénique. Apres le demasquage, I’anticorps primaire est
déposé sur les coupes a la concentration requise pendant une nuit a 4°C. Les lames sont
ensuite rincées au phosphate buffered salin tween-20 (PBST) et I’anticorps secondaire anti-
lapin couplé & la biotine (Dako, France) dilué au 1/200°™ est déposé pendant 1 h a
température ambiante. Les lames sont ensuite incubées pendant 15 min dans de I’eau
oxygénée a 6 %, puis révélées par de la streptavidine/peroxydase (Dako, France) apres une
incubation de 50 min. Le marquage colorimétrique est obtenu aprés dépdét du NovaRED
(Vector, Abcys S.A, France) sur les coupes, ce dernier agit avec les peroxydases. Une contre
coloration a base d’hématoxyline est ensuite réalisée, suivie d’une déshydratation dans des
bains d’alcool croissants puis dans du toluéne. Un montage lames — lamelles est ensuite
réalisé par I’Eukit (Labonord, France). Les biopsies sont finalement observées par
microscopie optique et les résultats du marquage des coupes de vessies traitées avec 8 mM
hALA-PDT sont déterminés apres comparaison avec les contréles. Contréle no drug no light :
coupes de vessies tumorales qui ne sont pas traitées et qui sont incubées avec I’anticorps
primaire et I’anticorps secondaire ; Contrdle négatif : coupes de vessies tumorales qui sont

traitées avec 8 mM hALA-PDT et qui sont incubées uniquement avec I’anticorps secondaire ;
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Contrble positifs : tumeurs de souris qui sont en apoptose. Ces tumeurs sont des
adénocarcinomes coliques obtenus apres implantation de cellules HT29 (adénocarcinomes
coligues) en sous-cutané chez des souris Nude. Les tumeurs ont ensuite été traitées par PDT
24 h aprés injection du Foscan® & une concentration de 0,3 mg/kg. L étude de I’apoptose a été
réalisée 24 h post PDT.

RESULTATS

= Microscopie électronique a transmission

La figure 1A montre la morphologie cellulaire de la zone tumorale de vessies non
traitées par hALA-PDT. Un aspect caractéristique des cellules tumorales intactes est observé
chez les contréles, avec des noyaux globalement augmentés, de couleur foncés et présentant
des tailles inégales d'une cellule a l'autre. La membrane nucléaire est épaissie et les contours
sont irréguliers. La chromatine est anormalement répartie et le nombre de mitoses est
augmenté. Le cytoplasme est moins abondant, ce qui contribue a I'augmentation du rapport
nucléo-cytoplasmique et la taille des cellules est variable. Le nombre de mitochondrie est tres
élevé (élargissement image).

La figure 1B montre la morphologie cellulaire de la zone tumorale de vessies 4 h post
8 mM hALA-PDT. Un aspect cellulaire altéré est observé avec un rétrécissement de la cellule,
une convolution des membranes nucléaires et cytoplasmiques, une condensation du
cytoplasme, une altération des mitochondries (élargissement image) et un début de

condensation de la chromatine.
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Figure 1 : Morphologie de cellules tumorales de carcinome transitionnel de vessie observée en
microscopie électronique a transmission. A : cellules tumorales non traitées x 6,61 K,
élargissement de M x 11,5 K ; B : cellules tumorales traitées avec 8 mM hALA-PDT x 3,9 K,

élargissement de M x 28,5 K. M : mitochondrie, CC : condensation chromatinienne

=  |mmunohistochimie

Cytochrome C :

La figure 2A représente la zone tumorale d’une vessie traitée avec 8 mM hALA-PDT
et marquée uniquement a I’anticorps secondaire (contr6le négatif), aucun marquage n’est
observé. De méme, aucun marquage n’est observé sur les coupes de vessie tumorale non
traitée (no drug no light) (Figure 2B). Le témoin positif (Figure 2C) présente un marquage
cytoplasmique de couleur brune, le méme marquage est observé au niveau de la zone
tumorale des coupes de vessies traitées avec 8 mM hALA-PDT (Figure 2D). Cette coloration

brune cytoplasmique correspond au marquage du cytochrome C.
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Figure 2 : Marquage du cytochrome C par immunohistochimie. A : Témoin négatif (x 10),
B : Témoin no drug no light (x10), C : Témoin positif (x10), D : vessie tumorale traitée avec
8 mM hALA-PDT (x 10), élargissement de la zone tumorale (x 40). T : Tumeur, M : Muscle.

Caspase 3 clivée :

Les mémes résultats que pour le marquage du cytochrome C sont observés pour la
caspase 3 clivée. En effet, aucun marquage n’est observé sur les coupes témoins négatifs
(Figure 3A) et les coupes des vessies tumorales non traitées (Figure 3B). Un marquage
cytoplasmique de couleur brune est observé au niveau des tumeurs du témoin positif (Figure
3C) et les tumeurs de vessies traitées avec 8 mM hALA-PDT (Figure 3D).
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Figure 3 : Marquage de caspase 3 active par immunohistochimie. A : Témoin négatif (x10),
B : Témoin no drug no light (x10), C : Témoin positif (x10), D : vessie tumorale traitée avec
8 mM hALA-PDT (x10) élargissement de la zone tumorale (x100). T : tumeur, M : Muscle.

DISCUSSION

Les travaux antérieurs de notre laboratoire ont permis d’optimiser les parameétres
photophysiques (longueur d’onde de 635 nm, une fluence de 20 J/cm? et une irradiance de
100 mW/cm?) et la concentration de la prodrogue Hexvix® (8 mM) pour une efficacité
optimale du traitement. En effet 48 h apres PDT, nous observons une destruction totale de la
tumeur avec une musculeuse intacte’”. L’objectif de ce travail a été de déterminer le type de
mort cellulaire des tumeurs vésicales aprés 8 mM hALA-PDT. Etant donné la forte énergie
utilisée lors du traitement photodynamique, il aurait été probable que la mort tumorale soit
nécrotique. La vessie étant un organe creux, en plus de la lumiére absorbée, il y a
rétrodifusion de la lumiére, ce qui augmente de 5 fois la fluence initiale apportée au tissu*®*.
Néanmoins, en vue de nos travaux sur la localisation de la PpIX médiée par 8 mM d’hALA,
nous avons demontré une localisation mitochondriale de la PplX et des photodommages

primaires au niveau de cet organite. Du fait de la courte demi-vie et de I’espace réduit de
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diffusion de I’oxygene réactif, I’organite de localisation du PS est la premiére cible détruite
par PDT. Cette étude a été réalisée 4 h post 8 mM hALA-PpIX-PDT. Le choix de ce temps est
basé sur le fait que nous n’avons observé aucun dommage cellulaire en amont de 4 h. Ces
observations coincident avec celles obtenues par Klaunig et al. qui a étudié, par microscopie
électronique a transmission, la morphologie des cellules AY?27 aprés PDT en utilisant I’'HPD
comme PS'®. Nos résultats de microscopie électronique de cellules tumorales de vessies
traitées avec 8 mM hALA-PpIX-PDT, montrent un rétrécissement de la cellule, une
convolution des membranes nucléaires et cytoplasmique, une condensation du cytoplasme,
une altération des mitochondries avec un début de condensation de la chromatine (Figure 1B).
Cet aspect correspond a une morphologie de cellules en apoptose. Cette morphologie associée
aux altérations mitochondriales nous a amené a étudier la présence de protéines relarguées par
les mitochondries au cours de I’apoptose (cytochrome C).

Nos résultats d’immunohistochimie montre un marquage cytoplasmique qui

correspond a la présence du cytochrome C (Figure 2D) et de la caspase 3 clivée (Figure 3D)
au niveau du cytoplasme. Lors d’une apoptose intrinséque, consequence d’un stress applique
aux mitochondries engendrant leurs destruction, le cytochrome C est relargué de cet organite
vers le cytoplasme. Une fois dans le cytoplasme, le cytochrome C se fixe a une protéine
adaptatrice (Apaf-1) en induisant son activation. Une fois activée I’Apaf-1 se lie a la
procaspase -9 pour former un complexe tri-moléculaire appelé «Apoptosome». Ce complexe
active la caspase -9 qui va induire le clivage de la caspase -3. Les caspases -3 clivées vont
activées les enzymes promotrices de I’apoptose et notamment les endonucléases.
Aucune étude sur la détermination du type de mort cellulaire des tumeurs vésicales post
hALA-PpIX-PDT n’a été réalisée. La mort cellulaire post hALA-PpIX-PDT de cellules
tumorales lymphoides murines (L1210) a été étudiée par Kessel et al qui démontrent une mort
cellulaire caspase 3-dépendante?”. D’autre part, les études de Furre et al. sur la lignée de
leucémie lymphocytaire aigue de I’hnomme (Reh) indiquent une mort cellulaire caspase 3-
indépendante induite par un relargage de I’AIF*®%, Furre et al. ont également montré une mort
cellulaire apoptotique via 2 voies mixtes, les voies caspase 3 dépendante et caspase -3
indépendante sur les cellules lymphocytaires T traitées par hALA-PDT?. Dans notre étude,
nous avons exploré la voie caspase -3 dépendante et nous avons démontré que la mort des
tumeurs vésicales traitées par 8 mM hALA-PpIX-PDT est due a une apoptose intrinseque
caspase -3 dépendante.

Néanmoins, nous ne pouvons pas négliger la présence probable d’autres voies. En

effet, il est fort probable que la voie de I’ AlF soit aussi impliquée dans I’apoptose des cellules
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tumorales des vessies traitées par 8 mM hALA-PpIX-PDT. D’aprés nos résultats de
microscopie électronique, les cellules tumorales traitees par PDT, présentent des
mitochondries altérées et un debut de condensation chromatinienne. La condensation de la
chromatine observée lors de I’apoptose est en partie engendrée par la libération de I’AlF.
Cette protéine se situe dans I’espace inter membranaire mitochondrial de toutes les cellules.
Aprés un stimulus apoptotique, I’AlF est transloqué dans le cytoplasme puis vers le noyau ou
il induit des signaux spécifiques de la mort caspase indépendante. En plus de ses effets au
niveau nucléaire, I’AlF provoque une congestion des mitochondries et une perte de leur
potentiel transmembranaire. C’est pourquoi il est intéressant d’étudier I’implication de cette
voie dans la mort cellulaire des tumeurs vésicales apres 8 mM hALA-PpIX-PDT et d’étudier
les voies de signalisation apoptotique, de la premiere cible protéique impliquée jusqu’a

I’apoptose.

CONCLUSION

Le but de nos travaux est de déterminer les parameétres physiques et biologiques pour
une efficacité optimale du traitement photodynamique des tumeurs vésicales. L’efficacité du
traitement implique I’éradication totale de la tumeur. Néanmoins, si le traitement engendre de
la nécrose, cela aboutirait a une inflammation vésicale. C’est pourquoi, il est indispensable
d’étudier le type de mort cellulaire post PDT afin d’optimiser les parametres de la PDT pour
engendrer une mort apoptotique. Cette étude nous a permis de démontrer que notre traitement
PDT des tumeurs vésicales engendrait une mort cellulaire apoptotique par voie intrinseque et
caspase -3 dépendante. Cependant, d’autres voies d’apoptose caspase -3 indépendantes

peuvent étre impliquées.

78



[Partie 4.2] RESULTATS

NOUVEAU MODELE DE TUMEUR VESICALE
SOLITAIRE ORTHOTOPIQUE SYNGENIQUE A (page : 79 - 84)
LOCALISATION PREDICTIBLE



RESULTATS

NOUVEAU MODELE DE TUMEUR VESICALE SOLITAIRE
ORTHOTOPIQUE SYNGENIQUE A LOCALISATION PREDICTIBLE

La recherche préclinique a besoin d’un modéle de tumeur expérimentale reproductible
qui se rapproche le plus possible de la situation clinique. Il existe plusieurs modéles de
tumeurs vésicales expérimentales qui sont utilisés en recherche préclinique. Le modeéle
tumoral préclinique utilisé en PDT, doit se caractériser par des tumeurs urothéliales non
musculo-invasive s. Le modéle le plus avantageux est celui décrit par Xiao et al. en 1999, qui
se caractérise par des tumeurs syngéniques orthotopiques, comparables aux tumeurs
humaines. Cependant, ce modele présente des inconvénients étant donneé que les tumeurs
implantées sont multifocales, de stades différents et avec une localisation non prédictible.

Le but de notre travail a été de développer un modéle de tumeur vésicale qui se
caractérise par des tumeurs solitaires syngéniques orthotopiques avec un stade et une
localisation prédictibles.

L’ implantation tumorale a été réalisée sur des rats Fischer femelles par I’instillation
intravésicale de cellules tumorales AY27 (lignée issue d’un carcinome transitionnel de vessie
de rat Fischer), apres conditionnement épithélial. Deux conditionnements épithéliaux ont été
réalisés : le conditionnement global qui consiste en I’administration intravésicale globale
d’HCI suivie d’une neutralisation a base de NaOH et le conditionnement focal obtenu par
application localisée d’HCI dans le déme vésical a I’aide d’une téte spongieuse en
polyuréthane. Aprés conditionnement épithélial, les cellules AY27 sont administrées par
instillation intravésicale soit par application focale soit par administration globale.

Cent pour cent de prises tumorales ont été observées aprés le conditionnement
épithélial. Le conditionnement global suivi d’une instillation globale ou focale induit des
tumeurs multifocales de stades différents & localisation tumorale non prédictible. Le
conditionnement focal induit des tumeurs solitaires, de stade et de localisation prédictibles
quelque soit le procédé d’instillation cellulaire. Cing jours apres I’implantation, les tumeurs
sont sous épithéliales et deviennent invasives apres 7 jours.

Nous avons proposé une technique qui permet de limiter la zone de destruction
épithéliale et de développer un nouveau modele de tumeur vésicale orthotopique syngénique.

Ce dernier est caractérisé par une tumeur solitaire, a localisation et de stade prédefinis.
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ABSTRACT

An ideal bladder tumor model consists in an orthotopic solitary tumor with a well-
defined localization and stage, as well as unaltered normal mucosa. None of the existing
models covers all these requirements. We have created a new model, suitable for diag-
nostic and therapeutic purposes. Female Fisher rats were divided into different groups
according to bladder preconditioning and tumor cell (AY27) administration. Generalized
desepithelialization was obtained by an intravesical instillation of HCI, neutralized by
NaOH. Localized desepithelialization of the bladder fundus was the result of application
of a micro-swab, imbibed with the same chemicals. Tumor cells administration was either
generalized (intravesical instillation) or focal (micro swab). No bladder perforations were
observed. Generalized desquamation always produced multifocal tumors, whereas focal
application of HCI/NaOH resulted in solitary tumors of the bladder fundus, irrespective
of the method of tumor cell administration. Only hyperplasia could be detected at day 3.
AY27 cells were covered by umbrella cells at day 5 and subepithelial AY 27 tumor nests,
covered by full thickness epithelium were observed day 7.

INTRODUCTION

A suitable bladder tumor model that mimics the clinical situation is essential for the
appraisal of new diagnostic modalities or therapeutic approaches. The ideal model would
be an orthotopic TCC, originating from the epithelium, with a predictable localization
and stage and surrounded by normal urothelium that exhibits the same behavior as in
control animals. The implantation technique must be easy to reproduce and the tumors
must arise within a reasonable time period. The choice of the animal type depends on the
cost and the possibility to perform a transurethral catheterization, but it also must parallel
the human disease as best as possible. From this point of view, rats appear to be the best
choice.!

Spontaneously arising rodent bladder tumors are rare and carcinogens such as N-butyl-
N-(4-hydroxybutyl)nitrosamine and FANFT are known to induce lower urinary tract
tumors.23 However, both TCC and squamous carcinoma do arise after a time period of
eight to 11 months. Multiple bladder tumors can be found at various stages within the
same animal, ranging from CIS to muscle invasive and necrotic tumors.

A transplantable orthotopic model appears more suited. Intraparietal tumor cell injection
results in submucosal tumors covered by normal transitional epithelium.>® Pretreatment
of rodent mucosa with MNU or acid followed by intravesical instillation of syngeneic
tumor cells, produces multiple TCC'’s at various stages, depending on the time after inocu-
lation (one to 20 weeks).”? Early stages (CIS, TA, T1) can be found within a two-week
period and are followed by progression to invasive disease.” However, the acid pre-treatment
modifies the normal epithelium surrounding the tumors since for example it does not
respond to PDT in the same way as normal, untreated mucosa.'® Moreover, since the
tumor localization is not predictable, endoscopic diagnostic studies have to be performed
at least three weeks after inoculation, when gross tumors have appeared.11 The aim of the
present study was to develop an orthotopic, solitary bladder cancer model with a known
localization and a predictable stage, without altering the surrounding normal epithelium.

MATERIAL AND METHODS

Bladder cancer cell line. The tumor cell line was initially derived from carcinomas of
the urinary bladder induced in male Fischer (F 344) rats (Charles River, Wilmington, MA),
fed continuously with FANFT (0.2%).'2 The AY 27 cell line was primarily established by
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Table T Tumor take rate and localization according to conditioning and AY27 administration.
group n° rats conditioning AY27 cells tumor take tumor take tumor take
fundus solitary other solitary multiple
Control 1 6 none global 0/6 0/6 0/6
2 6 none focal 0/6 0/6 0/6
3 o) global global 0/6 1/6 5/6
Experiment 4 21 focal global 21/21 0/21 0/21
5 21 global focal 2/21 0/21 19/21
6 21 focalfocal 21/21 0/21 0/21
subcutaneous transplantation and subsequently maintained in cell
culture.!? The culture medium used was RPMI-1640 (GIBCO, A
Invitrogen Corporation, UK), without phenol red, supplemented
with 5% L-glutamine (200mM), 5% penicillin-streptomycin contain-
ing 10,000 units of penicillin and 10,000 pg of streptomycin/ml
(penicillin G and streptomycin sulphate in 0.85% saline), and 20%
foetal calf serum (Biotech, GmbH). Cells were cultured in 75-cm?
tissue culture flasks with 0.2 um vented cup (BD Biosciences) and i :

maintained in a humidified incubator with 5% CO,. At confluence,
cultured cells were dissociated with 10ml Trypsin-EDTA for 10 min
at 37°C and resuspended after centrifugation in complemented
RPMI 1640 medium. Cell viability was determined by standard
trypan blue (0.4%) exclusion test.

Animal preparation. Albino female Fischer (F344) rats weighing
160-200 g were purchased from Charles Rivers Laboratories
(France). Animals were maintained in our animal care facility and
housed four per cage at room temperature (22 + 2°c) with food and
water ad libidum. All animal procedures were performed according
to institutional and national guidelines. The animals were anesthetized
with an intraperitoneal injection of 45 mg.kg™! sodium pentobarbital
(Sanofi, France). The rats were placed in a supine position on a
thermostatic blanket and catheterized with an 18G intravenous
cannula (TERUMO, Surflo) (2.15 X 64 mm).

Bladder conditioning. HCl and NaOH solution (0.1 N) were
obtained from Sigma (France). HCI was applied for 15 seconds
followed by neutralization with NaOH for 15 seconds and PBS
rinsing. For global conditioning, 0.5 ml of HCI was instilled in the
bladder, then neutralized with 0.5 ml NaOH and finally rinsed
several times with PBS. For focal conditioning, the same agents were
delivered to the bladder fundus only. A thin precision swab (Qosina,
USA) with a 1.7 mm polyurethane foam tip and nylon filament
handle was immersed in the chemical solution, then inserted
through the catheter straight forward and placed in gentle contact
with the fundus for an identical time period (15 seconds) followed
by generalized PBS rinsing. The histological effect of both conditioning
methods was evaluated in 4 rats after 1 hour.

Tumor cell administration. A tumor cell suspension of 4 x 10°
cells/ml was used. Global administration was obtained with an
intravesical instillation of 0.5 ml of this solution for one hour. A
precision swab containing the same cell suspension was brought in
contact with the fundus for ten minutes in case of focal administration.

Experimental groups. The different experimental groups are listed
in Table 1. Six rats were included in each control category. Negative
controls received a global or focal cell suspension application without
prior conditioning (group 1-2), whereas positive control animals
received a global inoculation after generalized acid attack (group 3).
Experimental groups (21 rats in each group) received either a focal
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Figure 1. (A) Effect of global HCI/NaOH conditioning on normal bladder
after 1 hour, with generalized despithelialization, dilated vessels and
hemorrhage (HES x 4). (B) Effect of focal HCI/NaOH conditioning on
normal bladder after 1 hour with local desquamation and residual basal
cells (HES x 10).

cell administration after global conditioning (group 5) or inversely
(group 4). In group 6, both procedures were applied topically. After
inoculation, the catheters were removed and the rats were returned
to their cage to void spontaneously. The animals were euthanized for
histological studies 3, 5 and 7 days after inoculation (seven rats at
each end-point). Bladders were filled and fixed in formaldehyde
solution and suspicious lesions were detected under white light lamp
and marked with indelible ink before paraffin fixation. Marked tissues
were serially sectioned at 6 lLm, and stained with standard HE staining
for histological examination. Immunohistochemical marking of
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Figure 2. (A) Absence of tumor development without prior conditioning
(HES x 4). (B) Superficial tumor obtained five days after generalized condi-
tioning and generalized AY27 administration. (HES x 10).

cytokeratin AE1/AE3 was used to stain normal urothelium and
differentiate it from AY27 cells.

RESULTS

Conditioning effect. One hour after global conditioning, dilated
vessels can be observed, with some haemorrhage (Fig. 1A). Umbrella
and intermediate cells are absent but most basal cells still adhere to
the basement membrane. Topical conditioning does not affect the sub-
urothelial layers and a well-defined area of urothelial denudation can
be observed with some residual basal cells (Fig. 1B).

Control groups. Tumor cell addition without prior conditioning
never resulted in tumor takes (Fig. 2A).

Global conditioning and global tumor cell instillation resulted in
multiple superficial tumors five days after inoculation in five of six
rats (Table 1 and Fig. 2B). One rat developed a solitary tumor located
in the right lateral wall.

Experimental groups. No perforations were observed in any of the
groups. At three days, only hyperplasia could be detected irrespec-
tive of the protocol (Fig. 3A). Focal desepithelialisation, followed by
intravesical global AY27 administration resulted in solitary tumors
located in the fundus, as was observed from five days on (Table 1
and Fig. 3B). HE staining and immunohistochemistry revealed
intraepithelial tumor nests, covered by umbrella cells (Fig. 3C).
After seven days, the tumors were invasive and covered by full

urothelium (Fig. 3D).
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Topical application of chemicals as well as cells had an identical
effect although two of seven rats already presented an invasive tumor
at five days (Fig. 3E). After seven days, all tumors were muscle
invasive. Focal tumor cell application after whole bladder desepithe-
lialisation induced intraepithelial lesions at five days that became
invasive at seven days. However, in addition to the tumor located in
the fundus, we noticed multiple tumors randomly distributed along
the bladder corpus in 19 of 21 rats (Fig. 3F).

DISCUSSION

In vitro evaluation of anticancer therapies is a prerequisite to
clinical trials but monolayer cell cultures have many limitations such
as for instance the highly oxygenated in vitro environment as
opposed to the relative hypoxia observed in vivo. Although 3D
spheroids or organ culture models provide a more realistic situation,
in vivo animal experiments must necessarily precede clinical trials.!3-1¢
All animal bladder cancer models available today have their limitations.

Addition of carcinogens (such as isothiocyanate derivatives
N-butyl-N-(4-hydroxybutyl)nitrosamine, FANFT, arsenic or
o-nitroanisole) to drinking water or food is known to induce bladder
tumors.2>17-19 There is however a high amount of squamous differ-
entiation and one has to wait several months before tumor occurrence.

Heterotopic grafts are unsuited to evaluate intravesical therapies
and transplantable orthotopic models are thus to be preferred.
Because of its size as well as the close resemblance to human bladder
cancer behaviour, the rat model is easier to work with than a mouse
model.! Intraparietal injection of tumor cells resulted in intramus-
cular tumors.>®2%21 Mei et al proposed a very complex surgical
grafting technique where domes of FANFT induced tumor bearing
bladders were transplanted into normal rats after removal of the
tumor free dome.?2

Intravesical instillation of tumor cells appears to be a reliable and
easy method to induce orthotopic tumors but necessitates previous
bladder conditioning.®?? Intravesical instillation of MNU or electro-
cautery resulted in approximately 60% tumor take with a risk of
perforation in the latter.”?3-25 Mild acid attack (HCI) followed by
neutralization with KOH or NaOH is the most commonly used
technique.” It is not clear which kind of alterations induce tumor cell
adhesion. Apparently, the GAG layer that covers the umbrella cells is
an important factor since tumor implantation can be prevented by
the presence of those compounds.?® Removal of umbrella cells can
cause tumor growth on underlying intermediate and basal cells.?’
Other studies claim that the basement membrane and submucosa are
the major site for tumor implantation.?8-? In our study, it appears
that persistence of basal cells, which was observed after both condi-
tioning methods, does not prevent tumor growth.

Since the use of nude rats is contraindicated when immune
reactions can partake in therapeutic efficacy, syngeneic cell strains
have to be chosen, which are generally derived from FANFT induced
tumors.>!? Six cell lines have successfully been characterized by
Cohen et al.12 Among these, AY 27 had the highest rate of successful
subcutaneous transplantation (90%) and retained all its original
characteristics without squamous differentiation. In our study we used
the Xiao model as positive control, where AY 27 cells are instilled for
1 hour after HCI and KOH conditioning (Table 1, group 3).

One of the major drawbacks of this widely used model, is the
multifocality of the lesions and inter-animal variability in tumor
load, localization and stage, thus potentially hampering correct
therapeutic assessment. The aims of our study were: to create a solitary
lesion with known stage, to homogenize tumor load between animals
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Figure 3. (A) Hyperplasia as seen three days after AY27 administration (HES x 10). (B) Macroscopic image of bladder five days after focal preconditioning
and whole bladder AY27 administration ( * urethra , arrow = tumor). (C) The same tumor covered by umbrella cells (anti-AE1/AE3 staining x 40).
(D) Invasive tumor seven days after localized conditioning and global AY27 administration (HES x 4). (E) Invasive tumor, five days after topical application
of chemicals and cells (anti-AE1/AE3 staining x 10). (F) Macroscopic image of bladder seven days after generalized preconditioning and focal AY27

administration.

and also to precisely localize this tumor for diagnostic purposes. We
thus limited the area of possible implantation to the bladder fundus
and effectively reached this goal. Theoretically, generalized desqua-
mation followed by topical application of AY 27 cells, should have
the same effect. This is not the case in experimental group 5 where
19/21 rats developed multifocal lesions. This can most probably be
attributed to dispersion within the bladder lumen of cells from the
swab, since only solitary tumors are observed in group 6 (focal
conditioning and focal AY27 cells). Two techniques have a 100%
success rate in terms of localization and number of lesions: focal acid
attack followed by either whole bladder cell instillation or topical
application of cells. Although we did not observe any complications,
the perforation risk is considerably higher when the swab must
remain in contact with the bladder wall for an additional ten minutes
and we recommend the first technique.

An other aspect that distinguishes our current model from the
initial Xiao model is the subepithelial growth pattern, which is
already present at day 5 (Figs. 1B and 3C). Reepithelialization after
localized desquamation originates from healthy surrounding tissue
as was shown in an in vitro coculture system.? Bindels et al. noted
an undermining growth pattern, similar to the one observed in our
study, which was attributed to the higher affinity of transformed
cells towards extracellular matrix proteins as opposed to neighboring
normal urothelium.?® Epithelial regeneration after total denudation
of bladders is obtained through cell proliferation originating from
the trigone, ureters and urethra.30-31 Theoretically, a whole bladder
attack, followed by topical application of tumor cells should result
in superficial tumors, uncovered by urothelium. Nevertheless, all
animals in group 5 present subepithelial tumors as early as day 5
post-implantation. We hypothesize this can be attributed to the
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rather aggressive character AY27 cells have developed at our institu-
tion. Indeed, where one third of the tumors are invasive after 16 to
17 days in the original Xiao model, in our study, we already note
50% muscle invasive lesions at seven days. Liver metastases of AY 27
have only been mentioned in one rat according to Xiao et al but with
regard to the virulence of our actual strain we performed a biweekly
longitudinal PET scan study (data not shown). The rats deveopped
gross haematuria starting from week 6, accompanied by weight loss
(+45 g) and a palpable suprapubic mass could be detected at week 8.
PET scans and histological examination of organs from the peri-
toneal and thoracic cavity remained negative up to two months after
inoculation.

The subepithelial localization of the tumors represents a draw
back for diagnostic and therapeutic applications that affect only the
superficial layers. But the model could be very useful to evaluate
conservative treatments for invasive disease since highly aggressive,
invasive but small lesions can be obtained in less than 1 week.

In conclusion, we have developed a new orthotopic bladder cancer
model with a single tumor localized in the fundus. This is achieved
by limiting the acid attack to a precise area (fundus) before whole
bladder instillation with tumor cells. There is a 100% tumor take
with micro-invasive lesions (T1) as eatly as five days post implantation.
The technique is simple, safe and highly reproducible.

2006; Vol. 5 Issue 10
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RESULTATS

PREVENTION DES RECIDIVES DE TUMEURS VESICALES PAR LA
THERAPIE PHOTODYNAMIQUE SUR UN MODELE DE RAT MIMANT
LA SITUATION CLINIQUE POST RESECTION TRANSURETHRALE
DIRIGEE PAR ENDOSCOPIE DE FLUORESCENCE

Les tumeurs urothéliales non musculo-invasive s se caractérisent par un taux de
récidives élevé. Ces dernieres sont dues a de nouvelles apparitions de tumeurs ou a une
résection incompléte des foyers tumoraux non visibles a la cystoscopie standard ou encore a
la ré-implantation de cellules tumorales viables issues de la résection transuréthrale. La
cystoscopie de fluorescence augmente la détection des tumeurs de 30 % par rapport a la
cystoscopie en lumiére blanche. L’objectif de ce travail a été d’étudier la possibilité de réduire
les récidives de tumeurs vésicales causées par la réimplantation de cellules tumorales en
utilisant la PDT suite a la résection transuréthrale dirigée par fluorescence. Les cellules
libérées par la TUR dirigée par endoscopie de fluorescence sont chargées de PplX,
I’application de la PDT devrait induire leur destruction et empécher donc leur implantation.

Nous avons développé un modele préclinique post résection transuréthrale dirigée par
endoscopie de fluorescence chez des rats Fischer femelles 344. Les animaux ont subi un
conditionnement vésical suivi d’une instillation intravésicale de cellules de carcinome
transitionnel de la vessie (AY27) préalablement incubées avec de I’hALA et donc chargées de
PpIX. Deux conditionnements ont été utilisés : la désépithélialisation globale qui permet le
développement de tumeurs multifocales et la désépithélialisation focale permettant
Ilimplantation de tumeurs focales. Deux concentrations cellulaires ont été étudiées
2.10° cellules/ml pour le modeéle focal et 4.10* cellules/ml pour le modéle multifocal. Quatre
groupes ont été réalisés : non traités a I’hALA et sans irradiation (no drug no light) ; traités
juste avec I’hALA (drug only) ; non traités avec I’hALA mais irradiés par la lumiere
(light only) et traités avec hALA et irradiés (PDT). La PDT a été réalisée 1 h apres la fin de
I’instillation cellulaire pour les groupes light only et PDT. Le contenu vésical a ensuite été
récupéré et soumis a des tests de viabilité cellulaire. Dix jours apres I’expérimentation, des
études anatomopathologiques des vessies ont éte réalisées.

Une implantation tumorale de 100 % a été observée dans le groupe no drug no light et
de 70 % pour les groupes drug only et light only et cela pour les 2 concentrations cellulaires

instillées.
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Les essais clonogéniques indiquent une diminution de la viabilité cellulaire de 80 %
aprés PDT en comparant avec le contréle drug only.

Une faible diminution de I’implantation tumorale (20 %) est observée aprés la PDT en
comparaison avec les controles drug only pour les rats instillés avec 2.10° cellules/ml.
Cependant le volume tumoral estimé grace au modeéle focal, décroit de 64 %. L’efficacité du
traitement photodynamique est perceptible chez les rats instillés avec une concentration
cellulaire de 4.10* cellules/ml, avec une réduction de I’implantation tumorale de 80 % par
rapport au contrdle drug only.

Notre travail montre la possibilité de réduire les récidives des tumeurs vésicales
causeées par la réimplantation de cellules tumorales suite a une résection transuréthrale dirigee

par endoscopie de fluorescence en appliquant la PDT.
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Preventing Bladder Tumor Implantation
With Photodynamic Therapy in a Rat Model
Mimicking Post-Fluorescence Guided Transurethral Resection

Saoussen Berrahmoune, Lina Bezdetnaya, Agnes Leroux, Francois Guillemin
and Marie Ange D'Hallewin*

From the Centre de Recherche en Automatique de Nancy, Nancy University, CNRS and Centre Alexis Vautrin, Vandoeuvre 1és Nancy, France

Purpose: Fluorescence guided transurethral resection has gained acknowledg-
ment from the urological community and it is progressively becoming more
applied. It has been shown to decrease the recurrence rate of nonmuscle invasive
bladder cancer due to incomplete resection due to lack of visualization. The
implantation of viable tumor cells seeded during transurethral resection is an-
other reason for recurrence. We investigated whether applying photodynamic
therapy on sensitized tumor cells would decrease the amount of viable intralu-
minal cells and tumor cell implantation.

Material and Methods: Two models were designed to mimic the situation after
fluorescence guided transurethral resection, including partly or fully de-epithe-
lialized bladders and circulating tumor cells loaded with protoporphyrin IX.
Photodynamic therapy was performed. Controls consisted of no drug with no Submitted for publication June 23, 2008
light, light only and drug only. Immediately after photodynamic therapy the Study received institutional review board ap-
intravesical contents were retrieved and clonogenic assays were performed in  powal _

cells. Bladders were harvested 10 days after cell administration and subjected to Sﬁﬁ?ﬁ:ﬂ‘ﬁmzﬁ, Th a0 e e e
patholagical analysis. * Corespondence: Centre Alexis Vautrin, Av. de
Results: In the photodynamic therapy and control groups tumor volume was  Bougogne. 545111 Vandoeuvie [es Nancy, France
proportional to the instilled cell load. Clonogenic assays showed that viable cells g:[ighT;a:lS;i::||ijv?: @qiaﬁz\jfnclﬁ ::ﬁ 5
were decreased a tenth of the initial administered amount. Tumor implantation S 5 .
decreased to less than a fifth of control values.

Conclusions: Photodynamic therapy can effectively decrease the amount of via-

ble tumor cell in the bladder lumen. This results in a significant decrease in

tumor implantation. This technique could possibly be used to further decrease

the recurrence rate of nonmuscle invasive bladder cancer.

Abbreviations
and Acronyms

ALA = 5-aminolevulinic acid
hALA = hexyl aminolevulinate

HES = hematoxylin, eosin and
saffron

POT = photodynamic therapy
PplX = protoporphyrin IX
TUR = transurethral resection

Key Words: bladder, bladder neoplasms, photochemotherapy, neoplasm
recurrence, fluorescence

THE prevalence of bladder cancer is
high due to the high recurrence rate
of nonmuscle invasive cancer (30% to
85%), which is the stage in approxi-
mately 80% of patients at first diag-
nosis. Recurrence may be partly at-
tributable to new occurrences but also
to residual tumors after resection. In-
complete TUR has been observed in

0022-5347/09/1813-0001/0
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30 to 50% of resections, especially
when dealing with T, or poorly visible
premalignant disease.! Fluorescence
guided resection with ALA or its
hexyl ester derivative Hexvix® has
now been demonstrated to increase
the detection rate and a growing num-
ber of studies indicate that this has a
positive impact on recurrence and

Vol. 181, 000-000, March 2009
Printed in U.S.A.
DOI:10.1016/j.juro.2008.10.144

www.jurology.com | 1

Dochead: Investigative Urology

87


saoussen
Droite 

saoussen
Droite 

saoussen
Droite 


RESULTATS

| tapraidd/jur-juro/jur-juro/jur00309/jur6248d09z | TillotsonJ | S=1 [ 11/24/08 | 13:12 | Art: 4241 | |

2 PREVENTING BLADDER TUMOR IMPLANTATION WITH PHOTODYNAMIC THERAPY

progression rates.” Implanting viable tumor cells
that are dispersed during resection is a third factor
influencing bladder cancer recurrence.” The aim of
early intravesical therapy is to interfere with cell
viability and decrease implantation risks.

PDT is a treatment modality that combines a
photosensitizing molecule and light in the presence
of oxygen. The first approval for Photolrin® medi-
ated PDT was obtained to treat bladder cancer in
1982. Although oncological results were encourag-
ing, PDT was abandoned due to side effects, such as
skin sensitization and bladder shrinkage.” With the
venue of ALA or its derivatives, which are adminis-
tered intravesically and have better tumor specific-
ity as opposed to muscle, there is growing interest in
ALA mediated PDT for bladder cancer.”

Intracellular ALA is a precursor in the heme syn-
thesis pathway. Exogenous ALA overcomes the neg-
ative feedback exerted by heme on endogenous ALA
formation and promotes the formation of PpIX. The
latter is the fluorophore that gives rise to the red
fluorescence observed under blue light cystoscopy
but PpIX is also a photosensitizer. Light excitation
of PpIX results in the production of reactive oxygen
species that destroy the cellular host components.
Theoretically when fluorescence guided resection is
performed, intraluminal tumor cells are loaded with
PpIX. Thus, illumination of the bladder, intralumi-
nal contents as well as solid organs could result in
the destruction of circulating and adherent cells,
and further decrease recurrence. We investigated
whether PDT in an animal model that mimics post-
fluorescence guided TUR would decrease the amount
of viable intraluminal tumor cells. Our secondary ob-
jective was to investigate whether this would have an
impact on tumor implantation.

MATERIALS AND METHODS

Hexvix Solution and Bladder

Cancer Cell Line Preparation

Hexvix® (hALA) solution (0.8 mM) was prepared in
RPMI-1640 medium (Gibco®) supplemented with 2% fetal
calf serum (pH 7.4) before the experiment. The tumor cell
line used was AY27, which was derived from carcinoma of
the bladder chemically induced in female Fischer F344
rats (Harlan Laboratories, Gannat, France). Cells in the
exponential growth phase were incubated with hALA or
2% RPMI for 2 hours. Cell viability was determined by the
standard trypan blue (0.4%) exclusion test and cell sus-
pensions at 2 X 10% or 4 X 10" cells per ml were prepared
for tumor induction.

Animal Tumor Model and PDT

All animal procedures were performed according to insti-
tutional and national guidelines defined by the French
Ministry of Agriculture (No. 2001-464). Female Fischer
F344 rats weighing 160 to 200 gm were used. Two ortho-
topic bladder tumor models were used, the first character-

ized by a solitary tumor and the second characterized by
multifocal tumor implantation.®” The animals were anes-
thetized with intraperitoneal injection of 45 mg/kg' so-
dium pentobarbital (Ceva Sante Animale, Libourne,
France) and the bladders were catheterized with a 14
gauge Terumo® Surflo® intravenous cannula. Tumor cell
instillation was performed after epithelial desquamation
with HC1 (0.1 N) during 15 seconds. HC] was administered
as an intravesical instillation or as a localized application
at the bladder dome with a micro swab.®” A tumor cell
suspension of 0.5 ml containing 10° or 2 X 10* AY-27 cells
was instilled intravesically for 1 hour for the solitary and
the multifocal induction, respectively. Four groups were
used, including group l1—mo drug and no light, group
2—light only, group 3—drug only and group 4—PDT.
PDT was performed 1 hour after AY27 administration at
635 nm to a total light dose of 20 J/cm? with a fluence rate
of 100 mW/em®® In control groups 1 and 3 the bladder
contents were recovered 1 hour after cell instillation and
immediately after irradiation in groups 2 and 4.

Cell Viability Assay

Bladder contents were assessed for cell viability by clono-
genic assay. Cells were seeded in triplicate into 6-well
plates at 250 cells per well. After 10 days the medium was
removed, and colonies were fixed with 70% ethanol and
stained with 1% crystal violet (Pointet Girard, Clichy,
France). Excess dye was washed off and the colonies were
counted. Each experiment was repeated in triplicate. Sur-
viving fractions were calculated as the number of clono-
genic cells per treatment group relative to the number of
clonogenic cells found in the control condition with no
drug and no light (group 1).

Pathological Evaluation

Bladders were harvested 10 days after AY27 instillation
and prepared for HES histological examination. The pa-
thologist was blinded to prior treatments. The presence of
tumors and tumor volume were noted, as assessed by
Image J software in 5 consecutive slices.

Statistical Analysis

Mann-Whitney's test using XLSTAT 7.5 software was
used to analyze clonogenic assays with p <0.05 considered
significant.

RESULTS

Clonogenic Assays

The number of viable cells in the bladder lumen was
estimated by counting the colony formation from the
retrieved urine (fig. 1). Colonies formed in the ab-
sence of light as well as drug (group 1) were con-
sidered to represent 100%. Colonies formed after
illumination in the absence of hALA (group 2) and
with hALA only (group 3) showed 70% cell viabil-
ity of. However, due to a rather large SD cellular
survival after illumination only was notl signifi-
cant (p = 0.077), whereas drug only resulted in
statistically significant increased cell death com-
pared to that caused by no drug with no light
(p = 0.034). After PDT cell viability decreased
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Figure 1. Clonogenic assay of intraluminal bladder content
shows cell viability. 1, 1 hour after AY27 cell instillation. 2, 1
hour after AY27 cell instillation, followed by illumination. 3, 1
hour after instillation of AY27 cells loaded with PplX. 4, 1 hour
after instillation of AY27 cells loaded with PpiX, followed by
illumination.

significantly to 10% (p = 0.009). With regard to
the clinical situation, in which ALA also has been
administered, we considered drug only to be the
reference group (group 3), representing 100%. Cell
mortality in the PDT group (group 4) appeared to
be 80% compared to that in controls, which was
statistically significant (p = 0.003).

Solitary Implantation

Focal conditioning in group 1, resulting in focal de-
epithelialization and followed by the instillation of
2 X 10% AY27 cells per ml, induced 100% solitary
tumors with predictable localization and stage, and
identical volumes. Drug only (group 3) resulted in a
70% tumor take rate. Since in a clinical setting
hALA would also have been applied, we considered
this group to be the control with a 100% take rate
(fig. 2). Following PDT (group 4) tumor volume was
decreased by 60% but the tumor take rate was not
affected at about 80% compared to that of drug only
(fig. 2).

Multifocal Implantation

General conditioning in group 1, followed by the
instillation of 4 X 10* AY27 cells per ml, resulted in
100% multifocal tumors (fig. 3). Light only (group 2)
and drug only (group 3) decreased tumor implanta-
tion to * T70%, identical to the tumor take rate
observed after the instillation of 10° cells. After PDT
tumor implantation occurred in fewer than 20%.
Figure 4, A and B shows a typical image of a bladder
without and with PDT, respectively, 1 month after
tumor induction. Figure 4, C and D show corre-
sponding HES staining. After PDT the absence of
tumor growth was noted, whereas multifocal tumors
were observed in controls with no light plus no drug,
almost completely obliterating the lumen.

Figure 2. Solitary tumor volume and tumor take rates in control
drug only rats instilled with 10° AY27 cells loaded with PpIX (3)
and in PDT rats instilled with 10 AY27 cells loaded with PpIX,
followed by illumination (4). Tumor take rate and volume were
evaluated in PDT vs control groups with latter considered 100%.

DISCUSSION

Although the mortality rate of nonmuscle invasive
bladder cancer is low, the high recurrence rate ob-
served represents a considerable economical and
psychological burden in patients and communities.
Two theories have been developed to elucidate the
multiplicity of so-called true recurrence or new oc-
currence, that is the field effect and the implanta-
tion theory. The former implies that the entire
urothelial tract is prone to undergo malignant trans-
formation due to prolonged contact with carcino-
gens, giving rise to tumors originating from separate
clones. However, most molecular studies of multifo-
cal bladder tumors indicate a monoclonal origin,
favoring intraluminal seeding and implantation as

Tumor implantation (%)
L2
o

Figure 3. Tumor take rate in rats with no drug and no light, and
instilled with 2 x 10* AY27 cells as control (1), no drug or light
and instilled with 2 x 10° AY27 cells, followed by illumination
{2), drug only and instilled with 2 x 10* AY27 cells loaded with
PplX (3), and PDT and instilled with 2 X 10* AY27 cells loaded
with PplX, followed by illumination (4).
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Figure 4. Typical image of control bladder (A) and bladder treated with PDT (B) 1 month after instillation of 4.10% AY27 cells per ml
loaded with PpIX, and HES stained counterparts (C and D, respectively). Note multifocal tumors (T) in control (A and C) and in normal

urothelium after PDT (B and D).

the cause of most recurrences.’ This is the rationale
for immediate post-TUR intravesical chemopreven-
tion. We investigated whether PDT performed im-
mediately after fluorescence guided TUR would also
impact tumor implantation.

We developed 2 animal models that mimic the
situation after fluorescence guided TUR and com-
pared the viability of circulating cells as well as
tumor take rates with and without additional PDT.
Tumor cell implantation necessitates the presence of
an adequate receptor environment, which in vivo
and in patients corresponds to removal from at least
1 of the epithelial components.*® We used 2 ortho-
topic syngeneic rat models, including 1 in which
multifocal implantation occurs at random and a
modified model in which where a solitary tumor
grows at the bladder dome.®” The difference be-
tween those models consists in the extent of de-
epithelialization, which is generalized or localized.
In the solitary model the area ready to accept tumor
implantation is more limited, thus, restricting tumor
growth, although the preparation of pathology slides is
facilitated by foreknowledge of its localization. When
generalized de-epithelialization is achieved, implanta-
tion possibilities are multiplied and risk of tumor is
higher.

The 2 models were used to evaluate the effect of
hALA-PDT on cell viability of the intraluminal
contents by clonogenic assays. We have previously
described the optimal illumination conditions for
destroying AY27 bladder tumors without damage
to normal tissues in a multifocal tumor model®'°
and we used these conditions in the current study.
The PDT effect is significant with 80% cell death
(fig. 1). Drug only seems to have a small but sta-
tistically significant effect on cell survival. This
could be the result of the irrigation effect, as ob-
served in vivo and in humans.'" "* It could also be
attributable to the dark toxicity of ALA. Indeed,
ALA only has been shown to induce a time depen-
dent decrease in mitochondrial activity and in-
crease cell membrane permeability.'? This effect
is not immediately observed when cell viability is
ascertained before instillation but it becomes no-
ticeable after 10 days.

We further ascertained whether influencing cell
viability would be reflected in the tumor take rate.
We started the study with a cellular content of 2 X
10%/ml and did not observe any effect on the tumor
take rate in PDT group 1 compared to the drug
only group, although tumor volume decreased to
60% (fig. 2). The success of implantation depends
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on the number of available cells. It has previously
been shown that the tumor take rate and volume
critically depend on the number of indwelling
cells. In a syngeneic murine model the tumor take
rate decreased from 90% to 30% when the cellular
content decreased from 10° to 2.5 X 10°.'® No
differences in tumor take rates were observed be-
tween 1 X 10% and 5 X 10? instilled cells but
bladder weight increased with increasing cell
count, together with an increased number of dis-
tant metastases and decreased animal survival.l®
The results of our study confirm these data. The
important cellular load is too high to affect the
tumor take rate but PDT still shows some effect in
terms of decreased tumor volume.

Thus, we performed a dose deescalating study to
define the minimal number of cells required to in-
duce a 100% take rate in controls. We applied 4 X
10* cells per ml in the multifocal model to maximize
the possibility of cell implantation. Figure 3 shows
that the implantation histogram matches the histo-
gram representing clonogenic assays. The decreased
tumor cell load did not affect tumor growth in con-
trols with no drug and no light (100%). Light only
minimally affected the tumor take rate, although it
must be noted that we observed a considerable num-
ber of animal deaths due to hemorrhagic bladder
(data not shown). This might be attributable to the
effect of light only at a fluence rate of 100 mW/cm? in
de-epithelialized bladders. Indeed, massive ulcer-
ation and erosion with inflammatory reaction and
necrosis have previously been observed in healthy
bladders.!” The tumor take rate in the drug only
group was similar to that in the light only group,
probably due to hALA toxicity. Only following PDT
did we observe real efficacy in terms of tumor im-
plantation, comparable to the results of colony for-
mation. Only 20% of rats showed signs of tumor
growth. This value is comparable to previous results
obtained with the intravesical instillation of gemecit-
abine, green tea or curcumin in rats.'’'*'® In the
current study the bladders were harvested 10 days
after implantation but observation in a limited num-
ber of rats (3) showed absent tumor 1 month after
PDT as opposed to gross multifocal tumors in con-
trols (fig. 4).

To our knowledge this is the first observation of
the use of PDT to prevent tumor implantation.
From our results it seems that additional PDT
immediately after fluorescence guided TUR might
be applicable in humans. However, some purely
clinical aspects must be considered. Fluorescence
guided TUR has already been shown to decrease
recurrence rates due to enhanced visualization. It

is also probable that the white light used during
resection has some phototoxic effect on PpIX
loaded cells. Indeed, white light PDT with limited
emission in the red region at a fluence of 100 J/cm?
has resulted in a 50% complete response in hu-
mans.” Thus, in the situation described in the
current study additional red light should further
increase tumor cell death and decrease the im-
plantation and recurrence rates.

A possible limiting factor is the inhomogeneity
of light distribution during PDT due to absorbance
by blood. Therefore, hemostasis is of the utmost
importance to guarantee efficacy. Another aspect
is the duration of illumination. With the settings
in the current study and a bladder volume of 0.5
ml illumination was achieved within 200 seconds.
Considering 300 ml to be an acceptable human
bladder volume that ensures good unfolding, illu-
mination to 20 J/cm? would require only about 15
minutes. Our study was performed with Hexvix
since it is the only drug that has been approved in
Europe for clinical use. This drug has a limitation
due to photo degradation (photobleaching) of
PpIX, which occurs during illumination with
white/blue light, which might hamper PDT effi-
cacy. Alternatives could be to use hypericin, which
has a minimal photobleaching effect, or ALA den-
drimers, which provide sustained release of ALA
and, thus, continuous re-synthesis of PpIX.'??°
Another limitation due to the drug used is the
rather poor specificity observed with high false-
positive rates. Illumination of a normal urothelial
lining that has accumulated PpIX might result in
over extensive damage and enhance urgency
symptoms after TUR. Finally, further studies are
necessary to ascertain whether additional chemo-
prevention after post-TUR PDT is necessary or
does not significantly alter the tumor take rate.

CONCLUSIONS

Hexvix mediated PDT effectively decreased the
number of viable tumors cells that were previously
instilled in the bladder. Consequently the tumor
take rate was significantly decreased to 20%. Thus,
PDT could potentially be applied after fluorescence
guided TUR using the same anesthesia and it might
result in even further decreasing the tumor recur-
rence rate.
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La PDT est utilisée pour le traitement et la palliation de certaines tumeurs accessibles
a la lumiere. En urologie, cette thérapie est indiquée pour le traitement conservateur de la
vessie spécialement chez les patients atteints d’un carcinome in situ résistant a la
chimiothérapie et & I’immunothérapie’®® ?°. Les études cliniques de PDT réalisées aprés
injection intraveineuse de porphyrines (HPD, DHE et Photofrin®) montrent une bonne
efficacité du traitement qui est malheureusement associée a une perte de fonctionnalité
vésicale et a une photosensibilisation cutanée.

Le traitement photodynamique des tumeurs vésicales aprés administration topique de
prodrogues, 5-ALA ou ses esters, a apporté une meilleure efficacité, tout en évitant les effets
secondaires liés au photosensibilisateur. Le 5-ALA et ses dérivés esters sont des précurseurs
intracellulaires de la molécule photoactivable PplX. La synthése de PplX est limitée a la
couche urothéliale, plus particulierement au niveau des tumeurs superficielles. En 2005
I’hexylester de 5-ALA (I’hALA) a obtenu I’AMM pour le diagnostic des tumeurs vésicales
par cystoscopie de fluorescence. Cependant, I’utilisation de cette prodrogue pour le traitement
photodynamique des tumeurs urothéliales non invasives demande d’avantage d’investigations.

Dans ce contexte, I’un des axes développés au sein de notre laboratoire porte sur
I’optimisation du traitement photodynamique pour I’éradication des tumeurs urothéliales non
inavsives en utilisant, en particulier, I’lhRALA comme prodrogue.

Les travaux antérieurs de I’équipe ont permis la mise au point des parameétres
photophysiques (A = 635 nm, | = 100 mW/cmz?, F = 20 J/cm?) et de la concentration d’hALA
(8 mM) pour une efficacité optimale du traitement photodynamique'’. En effet, dans ces
conditions, la tumeur est complétement détruite et le reste des tissus vésicaux est bien
conservé. Par contre, I’utilisation d’une concentration d’hALA de 16 mM altere I’efficacité du
traitement photodynamique en produisant un effet délétere sur les tissus sains tout en
conservant la tumeur intacte”.

Ces observations nous ont conduit, dans un premier temps, a étudier les parameétres
biologiques liés a I’lhRALA-PplX, qui régissent I’efficacité du traitement photodynamique des
tumeurs vésicales. Ceux-ci sont essentiellement liés a (1) la localisation intracellulaire du PS
dont vont dépendre les dommages photoinduits au niveau des organites et par conséquent, le
type de mort cellulaire, (2) au bon fonctionnement de la voie de biosynthése, (3) a la
photodégradation de la PplX et la formation de photoproduits. Ce travail préclinique a été
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réalisé sur des rats femelles Fischer 344 implantés par des tumeurs orthotopiques syngéniques
en utilisant les 2 concentrations d’hALA (8 et 16 mM) induisant des effets de PDT
diamétralement opposes.

Aprés instillation des vessies avec 8 mM d’hALA, les résultats de microscopie
confocale montrent une distribution ponctuée de la PpIX au niveau des zones tumorales ce qui
suggere une localisation mitochondriale de la PpIX. La mise en évidence des photodommages
induits par la PDT a permis de confirmer la localisation mitochondriale de la PplX. En effet,
les vessies tumorales traitées avec 8 mM hALA, montrent, aprés PDT, une destruction des
cellules tumorales qui se traduit par un rétrécissement cellulaire, une convolution des
membranes plasmiques et nucléaires, des altérations mitochondriales avec des gonflements et
des ruptures des crétes et un début de condensation chromatinienne. La mitochondrie s’avéere
étre le seul organite altéré ce qui est compatible avec le fait que le PS agit par I’intermédiaire
de I’oxygéne singulet & durée de vie courte et espace de diffusion limité?'®. Au niveau des
mitochondries, la PplX présente une affinité pour les récepteurs périphériques des
benzodiazépines (PBR). La présence de ces récepteurs est critique pour le maintien de la
membrane mitochondriale externe ce qui prévient I'apoptose®®. Il a été démontré que
I’altération des PBR au cours de la PDT avec I’hALA-PplX induisait une apoptose
intrinséque®® 2% 28° Nos études sur la mort cellulaire des tumeurs vésicales traitées avec 8
mM hALA confirme la présence de cellules apoptotiques apres PDT présentant des
événements moléculaires typiques d’une voie caspase-3 dépendante en particulier la libération
du cytochrome C de la mitochondrie vers le cytoplasme.

Suite a I’observation en microscopie focale de la distribution diffuse au niveau des
zones tumorales des vessies instillées avec 16 mM d’hALA, I’hypothése a été émise d’une
déviation de la voie de biosynthése, qui engendrerait une accumulation de dérivés
porphyriques a localisation cytoplasmique (uroporphyrine | et I11, coproporpyrine | et 111, Zn-
protoporphyrine 1X) soit a une re-localisation de la PpIX vers le cytoplasme.

D’aprés nos résultats d’HPLC, I’apport d’hALA aux vessies tumorales induit
I’accumulation de la PplX, qui est la seule porphyrine synthétisée. L accumulation de la PplX
est due a I’inhibition de I’une des enzymes limitantes de la voie de biosynthese de I’heme, la
férochélatase?®’. La quantité de PpIX dans les extraits de vessies tumorales instillées avec
8 mM d’hALA est plus importante que celle des vessies tumorales instillées avec 16 mM
d’hALA (7,52 vs 4,72 nmol/g, p < 0,05). Plusieurs études ont démontré une corrélation
positive entre I’intensité de fluorescence de la PplX et la concentration d’hALA jusqu’a une
concentration seuil d’hALA dépendante du modele étudié. Au-dela de cette concentration, la

94



SYNTHESE GENERALE DES RESULTATS

fluorescence de PpIX décroit®” 2°* 2 |a diminution de la synthése de PpIX peut se produire
a differents niveaux de la voie de biosynthése de I’heme. L’activité des estérases, enzymes
responsables du clivage de I’hALA en 5-ALA n’intervient pas dans la limitation de la
synthése de la PplX par contre la porphobilinogene deaminase (PBGD) enzyme limitante de
la voie de biosynthése peut étre inhibée par une trés forte concentration d’hALAZ,
Cependant, Krieg et al. ont montré que I’activitt PBGD joue un réle mineur dans
I’accumulation de la PpIX au niveau des cellules urothéliales®*®. Un autre facteur limitant de
la voie de biosynthése de I’heme est la saturation des récepteurs des benzodiazépines. Ces
derniers sont responsables du transport du coproporphyrinogéne Il du cytoplasme vers les
mitochondries ou il subit les derniéres transformations pour aboutir & la PpIX®* %4 || a été
démontré que I’interaction, au niveau de la membrane externe des mitochondries, des
coproporphyrinogenes 11l au PBR n’était pas due a I’affinité entre la molécule et la protéine
mais & la quantité de coproporphyrinogéne Ill présente au niveau du cytoplasme®*’. Nous
pouvons alors supposer que la plus forte concentration d’hALA instillée (16 mM) a engendré
une trés forte quantité de coproporphyrinogene Ill, ce qui a causé la saturation des PBR d’une
maniere similaire a la saturation des PBR par des antagonistes tels que le diazépam ou
PK 11195%*. Par ailleurs, I’inhibition d’un récepteur modifie son affinité pour son substrat.
Nous supposons que la diminution de I’affinité du PBR pour la PplX, molécule naturellement
liee a ce recepteur est la cause de la diffusion de la PplX vers le cytoplasme. En effet, la PplX
se retrouvant libre dans I’espace inter-mitochondrial pourrait étre libérée vers le cytoplasme
gréce aux canaux VDAC (voltage dependent anion channel). Ceci expliquerait I’aspect diffus
compatible avec une localisation cytoplasmique de la PplX. Cette hypothese est confortée par
le fait qu’aucune altération mitochondriale n’a été observée apres PDT et que, par ailleurs, les
résultats d’HPLC démontrent qu’il n’y a pas de formation de prométabolites porphyriques
cytoplasmiques. Woodbrun et al. ont démontré que les porphyrines a localisation
membranaire et spécialement au niveau des membranes mitochondriales présentaient une
activité photodynamique importante alors que les porphyrines a localisation cytoplasmiques
sont trés peu efficace®”. L’inefficacité du traitement photodynamique sur les tumeurs des
vessies traitées avec 16 mM hALA-PplX pourrait étre due a la faible quantité de PplX
synthétisee et a sa localisation cytoplasmique.

Un résultat inattendu observe lors de notre étude est I’altération du muscle des vessies
traitées avec 16 mM hALA-PDT. Il a été démontré que le 5-ALA et ses esters sont des
prodrogues qui ne diffuse pas dans le muscle et reste limitées & la couche urothéliale®* 2.
L’effet PDT sur le muscle n’est donc pas di au passage de I’hALA dans le muscle. Nous
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supposons que la PplX et le coprorporphyrinogene Il accumulés dans le cytoplasme des
cellules tumorales diffusent vers les vaisseaux. Ces derniers constituant un environnement trés
oxygéné, le coproporphyrinogene 1l peut étre transformé en PplX, elle-méme activée sous
I’action de la lumiére a 635 nm qui pénétre suffisamment en profondeur, pour engendrer des
dommages vasculaires importants induisant une nécrose musculaire secondaire.

Le dernier point abordé est I’impact du photoblanchiment de la PpIX dans I’efficacité
de la PDT. La cinétique de photoblanchiment de la PplX dépend de I’état d’agrégation du
PS?% 27 qui peut étre influencé par sa localisation”’ et sa concentration’®®. Le
photoblanchiment des formes monomeéres suit une cinétique monoexponentielle, alors que la
photodégradation des formes agrégées ainsi que la présence de plusieurs especes monomeres
induisent une cinétique bi ou pluri-exponentielle.

Nous avons démontré que la cinétique de photoblanchiment de la PplX suit une
courbe de décroissance mono-exponentielle et cela pour les 2 concentrations d’hALA avec
des constantes de photoblanchiment tres proches. Ceci indique la présence d’une seule forme
monomere de PplX aux 2 concentrations d’hALA. Il n’ y a donc aucun impact du
photoblanchiment sur I’efficacité de la PDT et par conséquent le photoblanchiment de la PplX
ne peut étre utilisé comme parameétre prédictible de I’efficacité du traitement photodynamique
des tumeurs vésicales par I’NALA, au moins dans nos conditions expérimentales.

Dans un second temps, nous nous sommes intéresses au potentiel de I’RALA-PplX-
PDT pour prévenir les récidives des tumeurs vésicales. Les récidives des tumeurs vésicales
sont I’une des causes de morbidité de cette maladie. En effet, les tumeurs urothéliales non
musculo-invasive s se caractérisent par un taux de récidives tres élevé (70 %). Ces dernieres
sont dues soit a de nouvelles apparitions de la tumeur, soit a une résection incompléte des
foyers tumoraux non visibles par cystoscopie standard ou encore a la ré-implantation de
cellules tumorales viables issues de la résection transuréthrale. La cystoscopie de fluorescence
a permis d’augmenter la détection des tumeurs par rapport a la cystoscopie en lumiere blanche
et ainsi de diminuer le pourcentage de récidives.

Le deuxieme objectif de notre travail a été d’étudier la possibilité de réduire les
récidives des tumeurs vésicales causées par la réimplantation de cellules tumorales en utilisant
la PDT suite a la TUR dirigée par fluorescence. Les cellules tumorales étant chargées de
PpIX, notre hypothése est que I’application de la PDT sur ces cellules provoque leur
destruction et donc empéche leur réimplantation.

Nous avons utilisé deux modeles tumoraux orthotopiques et syngéniques, un modeéle

132

qui se caractérise par des tumeurs multifocales™* et un modéle que nous avons développé au
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laboratoire et qui se caractérise par une tumeur focale?®’. Ces 2 modéles permettent le
développement de 100 % de tumeurs et permettent ainsi de contréler efficacement la prise
tumorale. Ils ont par ailleurs été utilisés pour développer un modeéle préclinique qui mime la
situation clinique de post-résection transuréthrale dirigée par endoscopie de fluorescence. La
procédure a consisté en I’instillation intravésicale de cellules AY27 (TCC) chargees de PplX
dans des vessies desepithélialisées de facon focale ou globale. Le modéle focal qui se
caractérise par une tumeur solitaire de volume constant, de stade et de localisation prédictible
a été choisi pour mieux apprécier I’implantation tumorale. Les résultats montrent que la PDT
appliquée sur les vessies chargées de 2.10° cellules/ml induit une diminution du volume
tumoral de 64 % et une diminution de I’implantation de 20 %. De plus, le volume tumoral est
proportionnel au nombre de cellules injecté et une forte implantation tumorale est due a la
concentration élevée de cellules injectée qui réduit I’efficacité de la PDT. En effet, sur 10°
cellules présentes dans la vessie au moment de la PDT, 2.10° cellules demeurent viables aprés
traitement ce qui est nettement supérieur au nombre minimal de cellules (4.10% induisant
100 % de prise tumorale. Ces résultats sont concordants avec les études montrant que
I’implantation tumorale et le volume tumoral dépendent du nombre de cellules et de la surface
vésicale 1ésée® . A la suite de ces résultats nous avons employé le modéle multifocal
instillé avec 4.10* cellules afin d’éviter le risque de faux négatif et de mieux appréhender
I’effet de la PDT sur I’implantation tumorale. Dans ces conditions, le traitement
photodynamique induit une réduction de I’implantation tumorale de 80 %.

En résumé, I’ensemble de ces travaux a été consacré d’une part, a une meilleure
appréhension des parametres biologiques régissant I’efficacité de la PDT utilisant I’hALA-
PpIX et d’autre part a la mise en évidence d’une application originale de ce traitement pour

améliorer la curabilité des cancers de la vessie.
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Cette thése porte sur I’optimisation de la PDT utilisant I’Hexvix® (hALA) précurseur
de la PplX pour le traitement des tumeurs urothéliales non invasives de la vessie. Les travaux
ont éte focalisés sur 2 aspects, le premier étant la détermination des parametres biologiques
lies a la PplX, et le deuxieme, la prévention des récidives de ce type de cancer.

D’aprés nos résultats, la destruction de la tumeur a 8 mM est due aux photodommages
mitochondriaux qui sont dépendants de la localisation de la PplX et de sa quantité. Les
photodommages mitochondriaux provoquent une apoptose intrinséque caspase -3 dépendante
ce qui représente une voie de mort cellulaire appréciée en clinique. L’inefficacité de la PDT a
16 mM serait due a la forte dose d’hALA qui induit une diminution de la synthese de PplX et
sa relocalisation vers le cytoplasme. La cinétique de photoblanchiment de la PplX n’est pas
affectée par la variation de la localisation intracellulaire de la PpIX et de sa quantité. Ce
parameétre ne peut donc pas étre utilisé pour prédire I’efficacité du traitement photodynamique
des tumeurs vésicales.

Quant & I’étude préclinique réalisée en appliquant la PDT avec I’Hexvix® sur un
modele mimant la situation post résection transuréthrale dirigée par endoscopie de
fluorescence, nous avons démontré la possibilité de réduire significativement le taux de
récidives des tumeurs veésicales causées par la réimplantation de cellules tumorales issues de
cette résection.

L’ensemble de ces résultats montrent I’efficacité du traitement photodynamique
utilisant I’Hexvix® pour I’éradication totale des tumeurs vésicales non musculo-invasive s
ainsi que la possibilité d’utiliser ce traitement comme outil préventif des récidives de ce type
de cancer. Néanmoins, malgré les avantages de cette alternative thérapeutique, un certain
nombre de parameétres restent a optimiser afin de pouvoir utiliser cet outil en clinique. En
particulier, il a été observé lors des essais cliniques utilisant le 5-ALA, que les douleurs liées
au traitement photodynamique des tumeurs vésicales étaient d’une intensité difficilement
supportable pour le patient. Cet épisode douloureux est nettement perceptible chez les rats
lors de nos essais précliniques, avec une augmentation de la fréquence cardiaque et du rythme
de la respiration au cours de la PDT, une perte d’appétit, une forte perte de poids et des
difficultés a bouger les pattes arriéres apres le traitement. Les douleurs sont probablement

dues a I’anatomie de la vessie qui est un organe sensoriel extrémement sensible. 1l est donc
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important d’identifier les médiateurs de la douleur afin d’associer & la PDT des médicaments
qui vont permettre de mieux supporter le traitement.

La PDT médiée par I’Hexvix® est trés complexe car la synthése du photosensbilisateur
(PpIX) est la conséquence de la déviation d’une voie de biosynthese intracellulaire impliquée
dans plusieurs processus physiologiques. Ceci n’est sans doute pas sans conséquences. En
effet, il a été démontré qu’une altération au niveau de cette voie était associée a de
nombreuses pathologies. Les essais cliniques du diagnostic des tumeurs vésicales par la
cystoscopie de fluorescence avec I’Hexvix® montrent qu’il n’y a aucun effet indésirable pour
les patients et cela sur une durée de 5 ans. L’inhibition réversible des ferrochélatases par
I’apport du 5-ALA exogene n’engendre pas de variation sur d’autres voies de métabolisation
intracellulaire. Néanmoins, il a été démontré que la PplX photoactivée mais également en
absence de lumiere peut engendrée I’induction de certaines molécules impliquées dans les
phénomenes de survie et d’invasion des cellules tumorales. C’est pourquoi, I’une des suites de
ces travaux pourrait étre I’étude de certaines voies moléculaires activées au cours du
traitement photodynamique avec I’hALA-PpIX et de déterminer leurs implications dans le
potentiel invasif de la tumeur. Ceci permettrait de prévenir certains effets indésirables liés au
traitement photodynamique de I’hALA-PplX et d’améliorer son efficacité par I’association
avec des inhibiteurs de protéines cibles.

En PDT, il est tres intéressant d’utiliser une prodrogue comme précurseur
intracellulaire de PS. En effet, du fait de leur synthése intracellulaire, il est possible de
moduler la quantit¢é du PS en manipulant certaines étapes clés de la biosynthése afin
d’optimiser le traitement photodynamique. Dans le cas du 5-ALA-PplX, plusieurs études ont
démontré I"implication des récepteurs mitochondriaux des benzodiazépines (PBR) dans la
mort cellulaire photoinduite. Dans notre travail, nous avons supposeé leurs implications aussi
bien dans I’efficacité que dans I’inefficacité du traitement photodynamique qui est fonction de
la concentration d’hALA-PplX. C’est pourquoi la démarche qui pourrait étre poursuivie serait
de démontrer I’implication des PBR dans le traitement photodynamique en fonction de la
concentration d’hALA-PplX et de déterminer la concentration d’hALA engendrant
I’inhibition de ces récepteurs.

L’Hexvix® est un médicament d’un grand apport pour le diagnostic par fluorescence
des tumeurs vésicales. Dans notre travail, nous avons démontré la possibilité de prévenir les
récidives des tumeurs veésicales en appliquant la lumiére rouge apreés résection transuréthrale
sur une vessie traitée avec I’Hexvix® durant la cystoscopie de fluorescence. Les résultats

précliniques sont prometteurs avec une diminution de I’implantation tumorale de 80 %.
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Cependant le photoblanchiment de la PplX au cours de la cystoscopie représente un
inconvénient. C’est pourquoi il est envisagé d’utiliser des dendrimeres constitués de plusieurs
molécules de 5-ALA, permettant le relargage progressif de cette molécule et donc une

synthese continue de PplX.
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Introduction and general considerations

Photodynamic therapy (PDT) consists of the local or systemic
administration of a photosensitizing compound followed by
activation with light and consequent interaction with oxygen
to induce the formation of reactive oxygen species that will
induce destruction of the host tissue [1]. Although initially
approved in oncology for palliative purposes, it gradually
emerges as a valuable alternative for the treatment of
superficial tumors [2]. Evaluation of PDT efficacy should
be performed in systems that mimic as closely as possible
the clinical situation. Multicell spheroids are therefore more
appropriate study objects than monolayer cell cultures [3].
But since PDT outcome ultimately depends on a large num-
bers of parameters, optimization can only be achieved in an
in vivo model.

Historically, animal testing was performed on mice bear-
ing fast growing murine leukaemia’s [4] and since an original
report in 1969, there is a growing interest for transplanted
human tumors in immunodeficient rodents [5]. With regard
to the immunologic effector pathway attributed to PDT it is
probably more appropriate to work with syngeneic tumors
[6]. Various carcinogens have been proposed to induce
tumors but this method is time consuming and the repro-
ducibility is low. Implanted subcutaneous tumors offer an
opportunity to develop tumors with a high predictability in a
reasonably short time period with minimal labour intensity
[7]. Those heterotopic models possess the advantage that
the tumor is easily accessible de visu and growth as well as
tumor response to treatment is easily monitored. Inversely,
orthotopic implant models, although more faithfully mim-
icking the natural behavior of the disease, frequently are
less accessible and monitoring has to be performed with
endoscopy or conventional imaging methods. Surgical proce-
dures to implant those tumors must be easy and reproducible
with minimal surgical and anaesthetic risk factors as well as
high take rates. Light distribution is another essential aspect
in PDT and it strongly depends on scattering and absorp-
tion coefficients of the tissue and light delivery. Orthotopic
models are thus better suited and the type of delivery
device (frontal, cylindrical or spherical diffuser or inter-
stitial fibers) must be whenever possible identical to the
clinical devices.

The effect of the microenvironment, and thus of the
implant site, has been shown to be very important for
tumor take rates and susceptibility to chemotherapy [8,9].
Many human cell lines are especially susceptible to the
host environment since they fail to grow subcutaneously in
immunodeficient animals [10]. Chan et al. showed that the
PDT sensitivity of different cell lines is altered when com-

paring in vivo and in vitro spheroids or monolayer culture
studies [11] and Gibson et al. showed inversed PDT sensitiv-
ity between cell lines in vivo and in vitro [12]. Also tumor
vascularization and consequently oxygenation and photo-
sensitizer distribution differ according to the implantation
site as was shown in the case of prostate tumors [13,14].
Orthotopic tumor growth can be the result of the injection of
either tumor cells or solid tumor lumps in the target organ.
Generally, tumor cells produce a higher tumor take than
biopsies, [15] whereas solid implants have a more invasive
and metastatic potential [16] and tend to develop central
necrotic areas [17]. Tumor take rates can be enhanced by
first growing them subcutaneously and even reach 100% if
these ectopic tumors are passaged one or two times in mono-
layer cultures [8]. To obtain orthotopic epithelial tumor
growth for tumors from an epithelial origin, a pre-treatment
of the host tissue is frequently necessary. Addition of EDTA or
HCL/NaOH will remove the original host epithelium and sur-
factant in order to allow implantation of transformed cells
[8,18].

The choice of animal type depends on the research sub-
ject. For instance, biodistribution studies with mTHPC have
shown that, Foscan® in the vascular compartment of mice is
reduced by a factor 10 after 6 h [19] whereas Foscan lev-
els in human plasma remain constant over the first 12h.
Syrian hamsters show a biodistribution pattern comparable
to humans, albeit with reduced fluorescence [20]. Adverse
events observed in clinical practice also will influence the
type of animal to be studied. Strictures represent the most
important side effect of oesophageal PDT with first gener-
ation photosensitizers due to deep tissue penetration. This
phenomenon cannot be studied in rodents since increasing
the PDT dose will result in lethal pulmonary damage and
only pigs will develop strictures according to the light dose
applied [21].

The choice of the animal model, with regard to the
complexity of the parameters involved in PDT, can thus
potentially influence PDT outcome. Most pre-clinical PDT
studies are performed on subcutaneous growing tumors and
literature data on orthotopic animal models for PDT are
sparse. In this paper, we want to give an organ dependent
overview on orthotopic animal models for oncologic PDT and
photodiagnosis.

Materials and methods

We used Medline to systematically review the literature on
animal models. Results were limited to studies published
in English and skin or eye models were excluded. The fol-
lowing search terms were used: animal model, orthotopic,
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PDT, fluorescence diagnosis, as well as each specific organ
addressed in the present paper. Secondary hand searching
was also carried out using relevant journal articles and ref-
erence lists, historical books, conference proceedings and
theses in the area of PDT.

Results

Urology

Bladder cancer

Rats are preferred over mice due to their size and the bet-
ter resemblance to human tumors and a syngeneic strain
(AY27) was developed from spontaneously occurring tumors
in Fisher rats [22,23]. Intraparietal bladder injections of
tumor cells induce intramuscular tumors and are thus less
suited for PDT evaluation, especially after intravesical sen-
sitization [24,25]. The most frequently used model was
described by Xiao and consists of intravesical tumor cells
instillation after chemical abrasion of the urothelium [26].
Although tumors clearly are originating from the mucosa,
various stages are present in the same animal and tumor
load can greatly vary between animals. El Khatib et al. have
developed a modified model with localization of a single
tumor in the bladder fundus with predictable tumor volume
and stage [18]. Most dosimetric studies been performed in
healthy pigs, due to the size of the animals [27,28].

Prostate cancer

Only rats, dogs and humans do develop spontaneous tumors
[29]. Most cell lines used are derived from the so-called
Dunning model, originating from a spontaneous rat tumor
in Copenhagen rats [30]. Variants are described according
to androgen sensitivity and/or metastatic potential [31,32].
Orthotopic models are better suited for PDT with regard to
vascularization, oxygenation and biodistribution of the pho-
tosensitizer [13]. Chen et al. have shown that orthotopic
tumors have a higher vessel density with smaller but more
permeative vessels as compared to subcutaneous implants,
resulting in a more homogenous and intense photosensitizer
fluorescence distribution in the tumor at long time intervals.
Subcutaneous tumors were more hypoxic and the combina-
tion of all those factors resulted in a significantly better PDT
response for orthotopic lesions at long light drug intervals.
With regard to the size of this rat model, illumination is
performed with a frontal diffuser [14] whereas interstitial
illumination is advocated in clinical trials [33]. Therefore,
dosimetric pre-clinical studies choose either dogs with spon-
taneous tumors or normal canine prostates that may have
received external beam radiation therapy, to better mimic
prostate cancer recurrence in men [34,35]. Observations can
be made on light distribution within the prostate or PDT
efficacy can be monitored with magnetic resonance imaging
to visualise hemorrhagic necrosis, inflammation and subse-
quent fibrosis [36,37].

Gastroenterology

Oesophagus
Clinical protocols mostly involve high-grade dysplasia or
early stage adenocarcinoma in Barrett’s oesophagus with

primary intent to remove dysplasia or cancer and secondary
aim to eliminate Barrett’s mucosa [38]. Oesophagitis and
subsequent Barrett’s transformation can be observed in rats
after oesophago-jejunostomy due to reflux and modification
of the mucosa [39]. This model has been used to monitor
PplIX biodistribution and photobleaching after amino lev-
ulinic acid (ALA) mediated PDT [40]. Unfortunately, this
surgical technique is accompanied by high postoperative
mortality rates, mostly due to anastomotic leakage. A side
to side oesophago-gastro-jejunostomy shows less mortality,
induces longer Barrett segments (10 vs. 2mm) and fre-
quent occurrence of adeno or squamous carcinoma (70 or
60%, respectively) [41]. Unfortunately, the animals do not
develop oesophageal strictures, that are the main adverse
event observed in clinical practice [21]. This is not par-
ticular to rodents but rather to the poor specificity of the
photosensitizer and subsequent PDT-induced lung necrosis,
since ionizing radiation can cause oesophageal strictures in
rodents [42]. Orthotopic squamous carcinoma can also be
inoculated by direct submucosal injection of tumor cells, but
this model was never used for PDT studies [43]. A dosimet-
ric study has been performed on healthy sheep, since they
bear the closest resemble to humans in terms of histology
(thickness and structure) [44].

Colon cancer

Colon cancer can be induced with a high tumor take by
intrarectal administration of carcinogens in shrews [45].
Implant models consist in the subserosal injection of tumor
cells or tumor tissue (with a higher metastatic potential)
in rodents [46]. This implant model induces submucosal
lesions and has been described for PDT treatments [47].
Woodhams et al. observed no significant differences in
tumor response according to tumor implantation site at any
given light drug interval as opposed to Chen et al. [13,47].
This can probably be attributed to the fact that illumi-
nation was performed interstitially as well for orthotopic
as ectopic lesions, whereas frontal illumination in subcuta-
neous prostate grafts will result in a totally different light
distribution of the tumor through the skin as opposed to
direct frontal prostate illumination.

Liver metastases

Most commonly used models are obtained by intraportal or
intrasplenal injection of tumor cells or spheroids [48,49].
Tumor load is inconsistent and subcapsular as well as deep
intrahepatic lesions can be found and make this model less
appropriate for PDT studies. To overcome this, tumor cells
can be injected directly subcapsularly after prior whole body
irradiation in Wistar rats [50]. With regard to PDT, it is also
important to realize that the vascularization of the tumors
differs with regard to their localization and that there is no
systemic immune response after liver PDT [51,52].

Cholangiocarcinoma

Models have been described by subcutaneous injection or
nitrosamines combined with bile duct ligation [53]. Syrian
hamsters can be infected with parasites, that will induce
liver cirrhosis and additional carcinogenic insult will stim-
ulate the formation of cholangiocarcinoma [54]. PDT for
cholangiocarcinoma has only been performed in humans.
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Pulmonology

An orthotopic propagation model of bronchioalveolar car-
cinoma was first described by McLemore et al. [55]. After
tracheotomy, either right or left bronchus is catheterised
and a tumor cell suspension is injected into nude mice.
Tumor take, invasive behavior and lymphatic spread vary
according to the cell type used and the metastatic potential
can be enhanced by prior ionizing radiation [56,57]. Tumor
take can be enhanced by prior subcutaneous passage of the
tumor, followed by one or two passages as monolayer cul-
tures [8]. Invasion into the chest wall is best observed after
percutaneous intrapleural injection [58].

None of these models have been used in PDT or diagnos-
tic in vivo studies. Normal pigs have been used to compare
percutaneous interstitial laser coagulation and PDT with-
out major side effects in both treatment modalities [59].
Biodistribution studies were the results of fluorescence
microscopy analysis of human patients after Foscan® injec-
tion or ALA-induced PplIXin rodents [60,61]. Mice were given
a single intraperitoneal injection of urethane and devel-
oped hyperplasia 10 weeks later and tumor nodules at 22
weeks. Intraperitoneal ALA induced a 20-fold higher PpIX
fluorescence in tumors as compared to normal tissue.

Most mesothelioma animal models are chemically
induced although an orthotopic implant model was originally
described by Kucharczuk et al. [62]. After thoracotomy, a
syngeneic mesothelioma cell line is injected into the pleural
cavity of Fisher rats. Krueger et al. have used this model to
evaluate Foscan® PDT [63]. All animals developed solitary
or multiple ipsilateral tumors, sometimes associated with
controlateral disease and frequent invasion of mediastinum,
diaphragm and lung. They compared intracavitary mTHPC
mediated PDT after pneumonectomy with focal illumina-
tion. All animals in the former group died within 3 days due
to massive pleural effusion, without damage of intrathoracic
organs. An identical model was used for focal PDT with-
out pneumonectomy, where Vertephorfin® induced better
necrosis as compared to mTHPC, without major side effects,
irrespective of the drug used [64]. Healthy pigs were used in
a study by Krueger et al. with a special illumination device
consisting of a spherical diffuser inserted in an inflatable bal-
loon [65]. mTHPC injection followed by pneumonectomy and
illumination did not induce any PDT related adverse events
and autopsy at 3 months did not reveal any abnormal patho-
logical features except for one controlateral bronchopleural
fistula. Photofrin® injection followed by focal illumination
of pleura in normal dogs showed increasing damage (necro-
sis followed by fibrosis) in lung, myocardium and chest wall
[66].

Otorhinolaryngology

The hamster-induced cheek pouch tumor model has been
frequently used in PDT. The fact that biodistribution kinet-
ics of photosensitizers are comparable in hamster and men
is one of the main reasons [20]. Furthermore, it is an easy
and reproducible model that consists in the local application
of 9,10-dimethyl-1,2-benzathracene (DMBA) three times per
week for 16 weeks [67]. It is a relatively fast model since dys-
plasia, CIS and invasive squamous carcinoma arise at 7, 9 and

10—16 weeks, respectively [68]. It has been used in biodistri-
bution studies of mTHPC, Tookad® or chlorin pé [20,69,70].
PDT efficacy studies were tested in the same model with
Tookad®, Photofrin® or Foscan® [71—73].

Implant models are the result of cells injected in either
the tongue or the mouth floor [74—76]. The tongue model
has been used to study the fluorescence intensity of ALA-
induced PplIX according to its administration route [77] and
highest fluorescence intensities were observed after oral
administration whereas topical ALA induced the weakest flu-
orescence. PDT with a chlorin in an identical model showed
highly selective necrosis, although some viable tumor cells
remained at the tumor periphery 2 days after PDT [78].

Gynecology

Ovary/peritoneal carcinomatosis

An orthotopically grafted tumor has been described by
injecting tumor cells in the bursa that envelops rodent
ovaries [79] or by injection in the psoas in order to create
neighbouring organ invasion and test PDT efficacy [80,81].
All animals developed bulky tumors and administration of
pegylated mTHPC gave rise to a tumor to normal fluores-
cence ratio of 40 after 8 days and a substantial debulking
effect could be obtained with PDT.

Intraperitoneal injection of cancer cells causes
widespread carcinomatosis and has been used for diagnostic
purposes [82] or for biodistribution studies of BPD MA and
chlorin e6, as well as light dosimetric studies [83,84].

Cervix

An orthotopic cervix cancer model has been recently
described by Hamada et al. [85]. The vaginal portion of the
rodent cervix is too hard to allow direct intratumor injec-
tion and therefore tumor cells are injected in the anterior
vaginal fornix. This model is less appropriate for diagnostic
or PDT studies, which consequently are only performed in
humans.

Endometrium

The use of PDT in order to obtain endometrial ablation has
been proposed and feasibility studies were performed in
healthy rabbits, monkeys or rats [86—89].

Neurology

An original orthotopic rat brain tumor model that consist
in the transcranial subdural injection of tumor cells was
described by Bjerkvig et al. [90] and has been used in most
PDT studies. Specificity of different sensitizers was tested in
rabbits and ALA and tin ethyl etiopurpurin appeared to cre-
ate the least damage to healthy tissue [91]. ALA-induced
fluorescence guided resection followed by a LED implant
allows for repeated illumination or the so-called metro-
nomic PDT [92]. Surgery followed by PDT does significantly
reduce remaining infiltrating tumor cells [93]. Encapsulated
and vascular targeted Photofrin® PDT significantly increases
survival as compared to Photofrin® PDT [94].
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Orthopedics

Bone metastases can be induced by intracardial tumor cell
injection and bone metastases will develop ad random [95].
This model has been used to investigate neural damage in
vertebral PDT [96]. The viability of tumor cells was reduced
by 90% but paralysis occurred in 45% of the animals. Neuro-
logical symptoms were minimized with reduced light dose
and enhanced light drug interval. Direct intramedullar tib-
ial injection was chosen to evaluate Tookad® mediated PDT,
with a 50% tumor cure at 3 months and histopathological
aspects of fibrosis [97].

Discussion and conclusion

Through the use of animal models, adequate control of
an experimental design is possible so that rigorous exper-
iments can be performed to test a hypothesis. The choice
of the animal model will depend on the research topic.
Assessment of therapeutic efficacy and adverse events must
be conducted in a model capable of developing identical
features as those observed in humans (e.g. oesophageal
strictures [21], bladder shrinking due to muscular necro-
sis and secondary fibrosis [98]). The choice of cell line is
another important consideration. Immune reaction emerges
as a key factor responsible for the development of tumor
antigen-specific adaptive immune response that contributes
to the eradication of PDT-treated cancers [6]. However, a
significant limitation to the use of immunocompetent ani-
mal models is the lack of syngeneic strains. Human cell
lines are very sensitive to the host microenvironment and
tumor take rate as well as proliferation rate and histopatho-
logical differentiation vary greatly and are not necessarily
comparable to tumor development in the clinical settings
[10,99]. The choice of implant site is thus another cru-
cial element that influences tumor growth as well as its
response to treatment in general [9,10,12]. PDT is proba-
bly even more affected by this issue than other therapeutic
modalities since vascularization, and thus photosensitizer
distribution and oxygenation, are different according to the
host organ [13,14]. Microenvironment will also govern PDT
response with regard to the light distribution. Since light
propagation is strongly dependent on absorption and scat-
tering coefficient of the medium, the effective amount of
photons that reach the target tissue will vary according to
implantation site.

When pre-clinical testing is performed in order to ini-
tiate phases I-Il clinical trials, the model must have the
closest possible resemblance to humans. This implicates an
immunocompetent animal, identical biodistribution of the
photosensitizer, identical light delivery and orthotopic local-
ization of the tumor. In case of mechanistic studies, the
model used must be appropriate to answer the scientific
question. Whatever the model chosen, scientists should be
aware of the complexity of both the model as well as the
parameters involved in PDT.
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