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AAL : Acide 5-AminoLévulinique

AJCC : American Joint Commitee on Cancer
AICIPc : Phthalocyanine d’aluminium chlorhée
AIF : Apoptosis Inducing Factor

AMM : Autorisation de Mise sur le Marché
ANT : Adenine Nucleotide Translocase

AP-1 : Activator Protein 1

Apaf-1 : Apoptotic protease activating factor 1
APS : Adenosine 5’PhosphoSulfate

Arg (R) : Arginine

ARNm : Acide RiNucléique messager

ASIP : Agouti SIgnaling Peptide

Asn (D) : Asparagine

ATCC : American Type Cell Culture

ATG : AuTophaGy related gene

ATMPn : 9-Acétoxy-2, 7, 12, 17-Tetrakis-(beta-
Methoxyethyl)-Porphycéne

ATP : Adénosine TriPhosphate

Bak (ou Baq) : Bcl-2 homologous Antagonist
Killer

Bax : Bcl-2 Associated X

Bcl-2 : B-cell leukemia/lymphoma-2

BET : Bromure d’EThidium

BH : Bcl-2 Homology

Bif-1 : Endophilin B1

BPD-MA : BenzoPorphyrin Derivative Monoacid ring A
BSA : Bovine Serum Albumine

CARD : CAspase Recruitement Domain
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CASPASE : Cysteine-containing ASPartate-
specific protASE

CBC : Carcinome BasoCellulaire

CBCn : Carcinome BasoCellulaire nodulaire
CBCs : Carcinome BasoCellulaire superficiel
CDKN2A : Cyclin-Dependent KiNase inhibitor
2A

CDK4 : Cyclin-Dependent KiNase 4

cFLIP : cellular FLICE-Like Inhibitory Protein
CIAIPcS : ChloroAluminium Phthalocyanine
Sulfonée

CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité
CSC : Carcinome épidermoide

CTLAA4 : Cytotoxic T Lymphocytes associated
Antigen 4

Ay : différence de potentiel transmembranaire
mitochondrial

DD : Death Domain

DED : Death Effector Domain

DHE : DiHematoporphyrine Ether ou ester
DISC : Death-Inducing Signaling Complex
DMEM : Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium
DMLA : Dégénérescence Maculaire Liée a I’Age
DMSO : DiMethylSulfOxide

DO : Densité Optique

EDTA : Acide éthyléneDiamine TétraAcétique
EGF : Epidermal Growth Factor

ELISA : Enzyme Linked Immunosorbent Assay
ERK : Extracellular signal-Regulated Kinase
ERO : Espéeces Réactives de ’Oxygene



Fas : apoptosis stimulating Fragment, TNF
superfamily receptor 6

FAD : Flavin Adenosine Dinucleotide
FADD : Fas Associated Death Domain
FDA : Food and Drug Administration

FITC : fluoresceine Isothiocyannate

Gly (G) : Glycine

HDL : High Density Lipoprotein

HIF-1 : Hypoxia-Inducible Factor-1

Hp : Hématoporphyrine

HpD : Hématoporphyrine Dérivée

HPLC : High Performance Liquid Chromatography
HvD : Hydroxyéthylvinyl Deutéroporphyrine
IAP : Inhibiting Apoptosis Protein

ICAM : Inter Cellular Adhesion Molecule
IFI : ImmunoFluorescence Indirecte

Ig : Immunoglobuline

IL : Interleukine

IR : Infra-Rouge

IV : Intra-Veineux

KA : Kératose Actinique

kDa : kiloDalton

LCSN : Laboratoire de Chimie et des
Substances Naturelles

LDL : Low Density Lipoproteins

LED : Light Emitting Diode

MAL : Méthyl-AminoLévulinate

MAPK : Mitogen Activated Proteins Kinase
MB : Maladie de Bowen

MCIR : MelanoCortin 1 Receptor

MDA-5: Melanoma-Differentiation-Associated
gene 5

MDR-1 : MultiDrug Resistance 1

MEM : Minimum Essential Medium
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MP : Membrane Plasmique

MRP : Multi-Resistant-Protein

m-THPC : meso-TetraHydroxyPhenylChlorine
m-THPP : meso-TetraHydroxyPhenylPorphyrine
m-TPP : meso-TetraPhenylPorphyrine

MTT : bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-
2,5-diphényltétrazolium

NF-kB : Necrosis Factor-k B

Npe6 : N-aspartylchlorine e6

'0,": Oxygene singulet

PBS : Phosphate Buffered Saline

PCR : Polymerase Chain Reaction

PDD : PhotoDiagnostic Dynamique

PE : Phosphatidyl Ethanolamine

PEG : PolyEthyleneGlycol

PEI : PolyEthyléneImine

PFA : ParaFormAldehyde

P-gp 170: glycoprotéine P-170

PI3K : Phosphatidyl Inositol 3-phosphate
Kinase

plIC : acide PolyInosine-polyCytidylique
PMSF : PhenylMethaneSulfonylFluoride

Pp : Protoporphyrine

PpIX : Protoporphyrine IX

PS : PhotoSensibilisant

PSA : Prostate Specific Antigen

PTD : PhotoThérapie Dynamique

PTPC : Permeability Transition Pore Complex
RC : Rémission Compléete

RE : Réticulum Endoplasmique

RIP1 : Receptor Interacting Protein

RITC : Isothiocyanate de rhodamine

RGD : Arginine-Glycine-Acide aspartique
SDS : Sodium Dodecyl Sulfate



Smac/DIABLO : Second-mitochondrial-derived
activator of caspase/Direct IAP Binding Protein
with LOw PI

SIMP : Soluble Intermembrane Mitochondrial
Proteins

SVF : Sérum de Veau Feetal

TEMED : TetraMethylEthyleneDiamine
TG-RGDo : TriGlucosylprophyrine-RGD ortho
TG-RGDp : TriGlucosylprophyrine-RGD para
TIL : Tumour Infiltrating Lymphocytes

TNF : Tumor Necrosis Factor

TNFR : Tumor Necrosis Factor Receptor

TR : Taux de Réponse

TRADD : TNF Receptor-1 Associated Death
Domain

TRAF : TNF-Related Associated Death Domain
TRAIL : TNF-Related Apoptosis Inducing
Ligand

TRC : Taux de Réponse Compléte

TRP : Taux de Réponse Partielle

Uma : unité de masse atomique

UV : UltraViolet

VCAM : Vascular Cell Adhesion Molecule
VDAC : Voltage Dependent Anion Channel
VEGEF : Vascular Endothelial Growth Factor
WB : Western Blot

XTT : 2,3-bis (2-Méthoxy-4 nitro-5-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide
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Introduction générale

La photothérapie dynamique (PTD) est une modalité thérapeutique déja ancienne des
cancers généraux et cutanés qui a connu un essor tout particulier ces 15 derniéres années'”. Le
principe est fond¢ sur la fixation d’agents photosensibilisants, tels que des porphyrines ou des
chlorines sur le tissu tumoral. Leur activation est due a I’illumination par de la lumiére visible
d’une longueur d’onde appropriée. Ceci a pour conséquence la destruction sélective des tissus par
un mécanisme d’oxydation irréversible. L’illumination est de faible intensité sans effet thermique
majeur et permet 1’activation du photosensibilisant et la production de composés toxiques.

La PTD est un type de thérapie anti-cancéreuse dans laquelle la photosensibilisation se focalise
sélectivement dans des tissus tumoraux et provoque un effet phototoxique avec la formation
d’oxygene singulet, d’especes réactives de I’oxygeéne et une nécrose ou une apoptose tumorale

. . .o 4
apres irradiation”.

En dermatologie, cette technique a surtout ét¢ développée pour le traitement des
carcinomes cutanés avec actuellement 1’utilisation de précurseurs biochimiques des porphyrines
comme 1’acide 8-amino-lévulinique (AAL) appliqué localement °. Trés récemment ont été mises
sur le marché des substances spécifiquement destinées a cette application (Levulan® Kerastick,
Metvix®, Metvixia®...) pour le traitement des kératoses actiniques, de la maladie de Bowen, et de
certaines formes de carcinomes basocellulaires. La PTD avec ’AAL topique apparaitrait
d’efficacité, dans certaines études, supérieure ou €gale aux traitements de référence avec peu

d’effets secondaires et de bons résultats cosmétiques °.

Les photosensibilisants les plus utilisés aujourd’hui en dermatologie, sont soient des
porphyrines endogénes (protoporphyrine IX dont I’accumulation cellulaire est obtenue par
I’application préalable d’un précurseur I’AAL) soient de porphyrines exogénes ou de dérivés de
porphyrines (benzoporphyrines, hématoporphyrines, chlorines, phthalocyanines...). Les premiers
agents photosensibilisants étaient des dérivés de 1’hématoporphyrine, mélange hétérogéne de
porphyrines obtenu a partir de sang de vache. Les agents photo-actifs des dérivés de

I’hématoporphyrine ont été partiellement purifiés et commercialisés sous le nom de Photofrin 11°
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(porfimer de sodium), sous forme injectable’. Le Photofrin II® est un mélange complexe de
porphyrines comprenant des précurseurs de diméres et de triméres reliés par des liaisons éther ou
ester, dont certaines sont non encore identifiées. Son utilisation depuis quelques années laisse
entrevoir un certain nombre d’inconvénients: peu de sélectivité en concentration entre tissus sains
et néoplasiques, faible coefficient d’absorption dans le rouge imposant 1’utilisation de fortes
doses, accumulation dans la peau avec une faible clairance alors responsable d’une
photosensibilit¢ rémanente jusqu’a 8 semaines apres le traitement. Des photosensibilisants de
seconde génération, chlorine et benzoporphyrin Verteporfrin®, plus pures, plus phototoxiques,
mais trés hydrophobes ont été développés. Leur faible hydrosolubilité nécessite 1’utilisation de
forme galénique particuliére, liposomée comme le Verteporfrin®, qui le protége également des
mécanismes de dégradation enzymatique. Elles peuvent étre administrées par voie intra-veineuse
avec une ¢limination hépatique rapide en moins de 24h, limitant ainsi la durée des risques de
photosensibilisation cutanée au bout de quelques jours.

Il apparait de plus en plus intéressant de réaliser un adressage spécifique de principes
actifs a potentialité anticancéreuse, vers les cellules malignes grace a des agents de ciblage selon

- ; e 8
la stratégie représenté ci-dessous.

Agents de vectorisation:
acides aminés, peptides,
sucres, polyamines,...

Principe actif :
Photosensibilisateur

Figure 1- Schéma d’un complexe photosensibilisateur-agents de vectorisation *

L utilisation de la PTD dans le traitement du mélanome est controversée. Le Photofrin 11°
est inefficace sur le mélanome pigmenté car il existe une tres faible pénétration de la lumiere de

N . . , .9
longueur d’onde a 630 nm dans les tissus riches en mélanine’.
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Le Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles (LCSN) de 1’Université¢ de Limoges,
a concu un grand nombre de porphyrines glycosylées ayant la propriété de se fixer
préférentiellement sur les lectines membranaires. La richesse attestée de certaines cellules
cancéreuses en lectine a justifié¢ cette orientation. Plus récemment, le laboratoire a synthétisé deux
nouvelles variétés de porphyrines, porphyrine-polyamine et porphyrine-RGD, dont I’étude
permettra d’évaluer leur capacité a se fixer préférentiellement et spécifiquement dans les tissus
tumoraux mélaniques.

Ces deux variétés de photosensibilisateurs ont montré une activité photodynamique plus
importante que le Photofrin II® sur la lignée promyélocytaire K562"'°.

Une variété a particulicrement attiré notre attention : les porphyrines-RGD. Le mélanome,
comme d’autres tumeurs malignes, provoque la formation d’une vascularisation faite de néo-
vaisseaux tumoraux permettant le développement de la tumeur. Les thérapeutiques utilisées pour
le traitement du mélanome métastatique sont aujourd’hui trés décevantes. Le traitement des
tumeurs par destruction de la néovascularisation semble étre une approche intéressante. Notre
¢tude devrait permettre d’étudier pour la premiere fois ces porphyrines in vitro sur des
mélanocytes murins tumoraux.

Le choix de la source est conditionné par les longueurs d’onde absorbées par la porphyrine. Les
porphyrines-RGD, qui ont été utilisées pendant 1’étude, absorbent dans des longueurs d’onde de

417-420 nm (Fig-2).

(Nm)
400 420 500 575 620 800
T T T T T T I>
Violet Bleu Cyan Vert Jaune Rouge

Figure 2 - Spectre de la lumiére blanche

Leur absorbance dans cette zone du spectre est suffisante pour activer un état triplet et obtenir un
effet photodynamique pour des fluences relativement basses, proche de 10 J/em®, réduisant
I’effet thermique. En revanche, sa pénétration est plus restreinte et se limite au derme superficiel

chez ’homme. La destruction de la porphyrine en quelques secondes apres 1’illumination en
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lumiére bleue nous a conduit a utiliser la lumiere rouge. Les sources émettant une lumiére rouge
sont les plus utilisées car la bande 600-730 nm correspond a la fenétre optique de la peau
permettant une pénétration jusqu’a 1 cm de profondeur. Elles nécessitent une plus grande énergie
jusqu’a 75 mW/cm®. Les lampes a haute pression (Cure light™ de Photocure, Cosmedico™ ou
Aktilite™ de Galderma) émettent une certaine quantité d’infrarouge, malgré la mise en place de
filtre dichroique, provoquant un échauffement cutané, entrainant des sensations de brilure.

Les trois sources lumineuses disponibles, dans le service de dermatologie du CHU de
Limoges, ont été utilisées pour réaliser les tests de photocytotoxicité in vitro sur deux lignées.
Elles ont permis de démontrer que les lignées cellulaires ne répondent pas de manicre similaire a

la lumiére rouge et la lumiére bleue. La compréhension des mécanismes a été abordée.
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Chapitre I. Etat de la question - Objectif du travail

I- La Photothérapie dynamique

La photothérapie dynamique (PTD ou PDT pour «photodynamic therapy») représente une
alternative émergente, innovante et non invasive de traitement des tumeurs solides malignes'".
Son principe repose sur I’administration topique ou systémique d’un agent photosensibilisant
(PS) qui, activé par la lumiére, est capable d’induire la destruction du tissu cible par la

J . \ r . \ 12
génération d’especes réactives de I’oxygeéne .

A- Généralités et Historique sur la photothérapie dynamique

La PTD est une technique physico-chimique de destruction cellulaire reposant sur 1’activation
d’un agent PS par une source lumineuse en milieu aérobie.

On a retrouvé des écrits sacrés en Inde, datant de 1400 avant notre ¢re, révélant 1’utilisation de
photosensibilisants afin d’améliorer 1’efficacité de la photothérapie'’. Mais, c’est au début du
siécle dernier, que Raab décrivait pour la premiere fois, I’utilisation de la PTD, en rapportant
les effets phototoxiques de colorants naturels. Il constatait que le temps de lyse des
paramécies par I’acridine orange variait selon I’intensité lumineuse du laboratoire'*. En 1903,
Von Tappenier et Jesionek utilisaient 1’€osine activée par de la lumiere blanche pour détruire
un carcinome épidermoide (CSC) de la face d’une femme agée de 70 ans'. Ils introduisaient
pour la premiére fois le terme de PTD'C. Le pouvoir de photosensibilisation d’une porphyrine
naturelle, 1’hématoporphyrine (Hp), était rapporté par Haussmann et Meyer-Betz quelques
années plus tard'’. Policard découvrait, en 1924, qu’une tumeur maligne éclairée par une
lampe a ultra-violet (UV) était capable d’émettre une fluorescence rouge, témoignant de la
présence de porphyrine endogéne'®. Pendant la Seconde Guerre mondiale, on observait que
I’injection d’Hp a des rats s’accumulait sélectivement dans les tumeurs, et aprés illumination
par une lampe a quartz, provoquait une nécrose tumorale'. L’affinité de 1’Hp pour les tissus
néoplasiques était rapportée par Figge et Weiland en 1948. Schwartz et Lipson observaient en

1960 que I’injection d’une préparation contenant de I’Hp engendrait une fluorescence du tissu
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2021 gchwartz  obtenait un  dérivé

néoplasique visualisable en per opératoire
d’hématoporphyrine (HpD) en traitant I’Hp par un mélange d’acide acétique et d’acide
sulfurique suivi d’une hydrolyse alcaline.

Mais ce sont les travaux de Dougherty qui ont donné, dans les années 70, ’essor a la PDT. Il
rapportait les premiers résultats encourageants du traitement de tumeurs cutanées et sous
cutanées chez 25 patients en utilisant I’HpD activée par une lampe a Xénon (500 Watts, raie
d’émission dans [’ultra-violet). La faible pénétration tissulaire du faisceau lumineux le
conduisait a utiliser pour la premicre fois le laser. Il identifiait le principe actif : un éther ou

ester de dihématoporphyrine. La fraction purifiée de I’HpD est alors commercialisée sous le

nom de Photofrin®.

B- La Photothérapie dynamique

1. Définition et types

La PTD a visée anti-cancéreuse est une technique physico-chimique innovante reposant sur la
destruction sélective des cellules tumorales au sein d’un individu en respectant les tissus sains
avoisinants. Elle utilise un photosensibilisant capable de se fixer sélectivement sur les cellules
néoplasiques ou d’étre retenue par elle. Elle peut étre utilisée en cancérologie selon deux axes
différents, en thérapeutique et & visée diagnostique ** (Fig-3).

La PTD thérapeutique est basée sur I’activation d’un agent photosensibilisant par une lumicre
visible se fixant sélectivement sur la tumeur et aboutissant a une destruction sélective du tissu
néoplasique par un mécanisme d’oxydation irréversible.

La PTD photodiagnostique [ou photodiagnostic dynamic (PDD)] permet de détecter avec
précision les lésions néoplasiques par 1’analyse de la fluorescence émise lorsque le PS est

o, oy s 7 2324
excit¢ par une lumicére de longueur d’onde appropriée™™

(Fig-4). Ce principe de
photodiagnostic est une aide précieuse en per opératoire guidant le chirurgien pour obtenir
une résection la plus compléte et large possible en urologie dans les cancers de vessie, en
gynécologie dans les cancers du col utérin, en pneumologie dans les cancers pulmonaires™~°,
Il est utile pour la surveillance de ces tumeurs malignes en permettant une détection précoce
avant la visualisation de lésions macroscopiques et donc d’optimiser les traitements et

d’améliorer les pronostics®’.
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Figure 3 La photothérapie dynamique et le ""photodiagnostic' dynamique

Figure 4 PTD photodiagnostique avec visualisation de I'accumulation de protoporphyrine IX aprés
illumination en limiére de Wood d'un carcinome basocellulaire superficiel **

Deux types de photothérapie dynamique existent : la PTD systémique et la PTD topique selon

le mode d’administration de I’agent photosensibilisant.

La PTD systémique consiste a administrer le PS par voie intra-veineuse ou voie orale

(Fig-5). Le PS se dirige sélectivement vers le tissu cible. Puis I’illumination de la zone
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provoque la réaction photodynamique *°. La sélectivité est faible et est & I’origine d’une
photosensibilité généralisée rémanente et prolongée des patients traités du fait de

I’accumulation de PS dans la peau.
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Injection du Rétention la zone tumorale et guérison
photosensibilisant sé€lective par un laser
dans les Mort des cellules
cellules sensibilisées
tumorales  (apoptose,
nécrose)

Figure S Principe de la PTD systémique

La PTD topique utilise un PS en application locale (solution, émulsion, créme,
injection sous cutanée) (Fig-6). Aprés pénétration du PS, au sein du tissu cible, une
stimulation lumineuse provoque une réaction photochimique aboutissant a une destruction
tissulaire localisée.

Le développement de la PTD topique, plus sélective et I’absence de photosensibilité
rémanente ont permis de nouvelles perspectives d’utilisation de la PTD de nos jours dans de
nombreux domaines médicaux et chirurgicaux, en particulier en cancérologie et de maniére

tres logique en dermatologie.
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Application topique du
photosensibilsant (PS) sous
forme inerte sur le tissu cible

N
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PS Accumulation
préférentielle du PS
sous forme inerte sur
le tissu cible Hlumination

~ dutissu cible

» 4 U,

Activation du

’ Photosensibilisant
Production d’ERO
et destruction
cellulaire

>

. Destruction
du tissu cible

Figure 6 Principe de la PTD topique

2. Principe et mécanismes d’action

a) Principe

Le principe est simple et repose sur I’illumination d’un agent photosensibilisant accumulé
sélectivement au sein du tissu cible en présence d’oxygéne’. La molécule activée par un
rayonnement lumineux mono ou polychromatique est capable d’induire une réaction
photochimique dont 1’accepteur d’énergie est 1’oxygéne. L’efficacit¢é de la PTD est
dépendante de la présence en quantité suffisante dans le tissu (>2%) d’oxygéne’ . Ce
manque d’oxygéne est a l’origine de la production d’HIF1' au cours de la PTD***, La
réaction chimique alors enclenchée en présence de lumicre provoque la destruction du tissu
35,36

cible par la production d’oxygéne singulet (‘O,) cytotoxique et d’autres radicaux libres

La demi-vie et la distance de diffusion de I’oxygene singulet sont des éléments essentiels pour

' Les facteurs induits par I’hypoxie (ou HIF, Hypoxia Inducible Factors) sont des protéines agissant comme

facteurs de transcription dans tous les tissus et régulés le niveau d’oxygéne.
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expliquer effet photodynamique. Le temps de vie intracellulaire de 1''O, est de prés de 3

138 La distribution de 1’'0, dans

us®’. Sa diffusion intracellulaire est estimée a 2-4 10° cm®. s
. ror \ 39 . y ;.
les tissus tumoraux est souvent hétérogéne™ . Les cellules situées dans les régions tumorales

hypoxiques sont plus résistantes a la PTD.

b) Mécanismes d’action

L’émission de fluorescence est utilisée, comme nous venons de le voir, dans un but
diagnostique et correspond a une conversion interne. A I’inverse, la conversion intersystéme
est la base du principe de la PDT thérapeutique avec deux réactions photochimiques de type I

et II (Fig-7).

Porphyrine ) l
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état excité singulet -1— »,  CLS.
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Substrat —,

radicalaires de TypeI

Figure 7 Mécanisme photochimique de la photothérapie dynamique *

Au cours de la réaction de type I, le photosensibilisant excité a I’état de triplet est capable de
réagir avec I’oxygene moléculaire par transfert d’électron ou d’hydrogeéne afin de produire
des radicaux libres oxygénés. La réaction de type II implique le transfert d’énergie
d’excitation vers 1’oxygeéne moléculaire a 1’état fondamental (état triplet) pour produire une
forme réactive d’oxygeéne excité, nommé 1’oxygene singulet. Ce dernier est capable avant sa
désactivation de réagir avec le substrat provoquant des altérations structurales et
fonctionnelles de protéines membranaires et la peroxydation de lipides insaturés. Il est admis
que I’oxygene singulet est 1’agent toxique principal de la PTD”.

Des études ont montré que le mécanisme de type II est prédominant en PTD avec des
porphyrines. A noter que I’oxygéne singulet formé peut réagir avec le PS et le détruire par
ouverture du macrocycle. Cette dégradation, appelée « photobleaching » ou « blanchiment »

est une conséquence des réactions de type I et II. Ce phénoméne correspond a la perte du
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pouvoir sensibilisant aprés 1’exposition a la lumicre, c’est-a-dire a la destruction du
photosensibilisant par I’oxygéne singulet et les radicaux libres**.

L’ensemble de ces processus entraine la dégradation d’un grand nombre de constituants
cellulaires conduisant a la mort cellulaire par nécrose ou plus souvent par apoptose. Les
mécanismes de mort cellulaire induite par la PTD initialement rapportés se résumaient a des

r N 7 36,43
phénomenes de nécrose™

, tandis que Agarwal ef al décrivait une mort par apoptose de
cellules tumorales au cours de la PTD*. La compétition entre ces deux mécanismes est
contrdlée par plusieurs parametres tels la nature du PS et la concentration en oxygeéne. La
localisation mitochondriale du PS est classiquement associée a un processus de mort
apoptotique alors que la localisation membranaire plasmique est a l’origine d’une mort

cellulaire par nécrose'>*.

Cependant, l’intensit¢ de la réaction photodynamique peut
provoquer une lyse cellulaire brutale et rapide, correspondant a la nécrose plutét qu’une mort
controlée par apoptose™’.

Le mécanisme d’action dépend d’un certain nombre de facteurs : le type cellulaire*’*®, les
doses de PS et d’énergie délivrée®”, le taux d’adénosine triphosphate (ATP)’', le pH intra-
tumoral’® et la biodistribution du PS™. Les PS n’atteignent pas pour la plupart le noyau
cellulaire, il ne se produit pas de dommages a I’ADN. Par conséquent, la PTD n’entraine pas
de mutations et de risque de cancérogénése au sein des tissus sains’*. Quelques minutes aprés
I’illumination activant le PS localis¢ sur les membranes plasmatiques, des dommages
membranaires s’observent : dépolarisation, libération d’enzymes cytosoliques et lysosomiales,
inhibition des activités Na'K'- adénosine triphosphate (ATPase) et Mg” -ATPase, régulation
des antigénes de surface, peroxydation lipidique..."2. Des publications plus récentes font état
de I’activation d’un processus d’autophagie avec certain PS *>°.

Bien que les propriétés curatives de la PTD soient dues a un effet photocytotoxique direct en
induisant un stress oxydatif, des effets indirects renforcent son efficacité. On a observé une
mort cellulaire par ischémie provoquée par la destruction des vaisseaux sanguins’’, une
activit¢ anti-tumorale des cellules inflammatoires, et une réaction auto-immune anti-
tumorale®. La réaction inflammatoire déclenchée par la PTD, est a 1’origine du recrutement et
de I’activation des leucocytes plasmatiques, de macrophages, de monocytes et de mastocytes
dans les tissus tumoraux™®. Ces polynucléaires neutrophiles libérent des radicaux libres et
oxygénés, des myeloperoxydases et des enzymes lysosomiales contribuant aux dommages
tissulaires. Ils sont responsables de Iattraction de cellules immunocompétentes’. La

déplétion de polynucléaires neutrophiles chez des souris montre une baisse d’efficacité de la

PTD soulignant le rdle de cette réaction inflammatoire induite par les globules blancs. Et a
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I’inverse, I’accroissement du nombre de polynucléaires neutrophiles par du G-CSF, améliore
Iefficacité de la PTD®. Les cellules immunes sont capables de phagocyter les cellules
tumorales mortes. Elles présentent en suite a leur surface les peptides tumoraux, créant des
signaux et la reconnaissance par les lymphocytes T helper. Les lymphocytes B et les cellules
Natural-Killer (NK) sont activés lors de la PTD, mais leur role est mal connu. Bien que la
PTD soit une thérapeutique locale, la réaction immune déclenchée a des effets systémiques
intéressants pour le traitement des tumeurs métastatiques’ .

Le stress oxydatif provoqué par la PTD induit une élévation transitoire et précoce de
I’expression de génes c-fos, c-jun, c-myc et erg-1*. La PTD avec la benzoporphyrine
déclenche la production de protéine kinase (SAPK stress-activated protein kinase, ERK1 et 2)
par les kératinocytes”. La PTD induit I’expression des « Heat Shock Protein »®*.
L’expression de certaines molécules influence 1’efficacité de la PTD. Aprés transfection d’un
ADNc correspondant a Bcl-2 (un anti-apoptotique)dans les fibroblastes de Hamster,
Iefficacité de la PTD est moindre par blocage des phénoménes apoptotiques . Les cellules
leucémiques promyélocytaires humaines (HL-60) mutées sur le géne p53 sont moins

. A . : 66,6
photosensibles en PTD, de méme que les cellules carcinomateuses coliques **®.

¢) Mécanismes immunologiques et voies de signalisation

In vivo, la PTD est a I’origine d’une réaction immune complexe. Cette technique se développe
dans le traitement des pathologies auto-immune et vasculaire. Elle a démontré son efficacité
dans le traitement des arthrites dans des modéles animaux de polyarthrite rhumatoide®, et des
modéles expérimentaux d’encéphalomyélite auto-immune®. La PTD est capable de supprimer
les processus auto-immuns. Elle peut altérer les capacités de présentation antigénique des
cellules immunocompétentes, et de diminuer les molécules de costimulation (CD80, CD 86)
exprimées a leur surface °. La PTD augmente I’expression de I’interleukine 6 (IL-6) par

%071 Elle peut

transcription du facteur AP-1 et d’IL-10 dans les tissus tumoraux et sains in vivo
augmenter 1’expression d’autres cytokines : IL-1p, IL-2, Tumor necrosis factor-a, interféron y
et G-CSF par de nombreuses cellules comme les leucocytes et les cellules tumorales. Elle
peut aussi activer la voie de NF-kB qui est nécessaire a la régulation de genes

immunologiquement importants IL-6, ICAM-1 et VCAM-1">"*(Fig-8).
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Figure 8 - Activation de NF-KappaB aprés PTD

On observe la diminution de la production d’ICAM-1 et de VCAM-1 aprés la PTD 7. Cette
perte d’expression pourrait expliquer une diminution du potentiel métastatique des cellules
cancéreuses °. Par ailleurs, des taux élevés de Hypoxia-Inducible Factor (HIF)-1 sont associés
a une faible réponse a la PTD. La PTD est a I’origine de 1’activation de voies de signaux de

transduction (Fig-9).
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Figure 9 - Cascade de signaux de transduction activée par la PTD 7’

La PTD est a l'origine d’une élévation du calcium intra-cellulaire au sein des cellules
cancéreuses in vitro. Ces variations de concentration de calcium intra-cellulaire joueraient un
role dans les phénoménes d’apoptose aprés PTD'®.

Des métabolites de ’acide arachidonique sont détectées apres PTD et sont liés a I’activation
de la phospholipase A2.

Les taux de céramides aprés PTD sont élevés. Les céramides sont capables d’activer des
protéines kinase et phosphastases impliqués dans les cascades de signaux de stress.

La PTD intervient dans la cascade des tyrosines kinases. En effet, I’expression de ERK est
diminuée et est corrélée a une augmentation de la mort cellulaire”. Plusieurs études ont
démontré une perte compléte de 1’expression du récepteur de I’épidermal growth factor (EGF)
et montré qu’il était & I’origine de processus d’anti-prolifération et d’apoptose *°.

La PTD est capable d’influencer 1’activation ou l’inhibition de l’expression de certains
facteurs transcriptionnels *'.

Les mécanismes de mort cellulaire au cours de la PTD incriminés sont des mécanismes
empruntant les voies apoptotiques ou des phénoménes de nécrose® . En général, les faibles

doses en PTD provoquent une autophagie (mitophagie/survie) ou une apoptose et les fortes
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doses sont a I’origine de phénoméne de nécrose™. La cible la plus importante lors d’une PTD
est ’activation de la famille de protéine pro-apoptotique Bcl. Les dommages de Bcl-2 par la
lumicre induit ’apoptose au sein des cellules cancéreuses. L’expression de Bcl-2 est un bon
indicateur d’efficacité de la PTD’®. D’autre part, la présence de caspases 3 et 9 est

indispensable au processus apoptotique déclenché par la PTD®.

3. Les Sources lumineuses

L’effet photodynamique est obtenu en PTD lors de 1’exposition du tissu cible a une source
lumineuse dont la longueur d’onde d’activation doit correspondre a la longueur d’onde
d’excitation du PS utilisé. En photothérapie dynamique, la source lumineuse doit émettre a
des longueurs d’onde comprises dans le spectre d’absorption de I’agent photosensibilisant.

Plusieurs types de sources lumineuses sont utilisés en PTD.

a) Les types de sources lumineuses

Plusieurs types de sources lumineuses sont disponibles et ont été utilisées en dermatologie™.
Peu d’études randomisées comparant les sources de rayonnement sont disponibles dans la
littérature. Une étude démontre une équivalence d’efficacité d’une source laser et d’une lampe
halogéne dans le traitement de CBCs™. Clark er al montraient une différence en terme de

r . ors .7 86
tolérance entre certaine source laser et les lampes sans différence en terme d’efficacité ™.

Ce sont les lasers argon ou a vapeur de métaux qui ont, historiquement, été¢ les
premiers a étre utilisés en PTD. Ce sont des sources de rayonnement monochromatique et
cohérent, puissant, permettant de réduire les doses énergétiques finales de PTD. Ce caractere
monochromatique (une longueur d’onde spécifique/ laser) nécessite la connaissance de
longueur d’onde d’excitation du PS.

Les lasers Argon a colorants (Rhodamine B, Rhodamine 101, sulforhodamine 640) ont deux
pics principaux d’émissions a 488-514 nm et a 600-650 nm qui correspondent au maximum
d’absorption des porphyrines. Ils nécessitent une maintenance technique rigoureuse limitante.

L’intensité énergétique est élevée a 0,5-1W/cm®. La possibilité de coupler une source laser a
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une fibre optique permet de traiter les tumeurs pulmonaires, vésicales et oesophagiennes par
voie endoscopique.

Les lasers a vapeur de métal (a vapeur d’or, ou de cuivre a 700 nm, a colorant pulsé¢ par
Argon en continu, Nd : YAG, KTP), permettent le traitement de 1€sions peu étendues, de
diminuer les durées d’exposition et de sélectionner les longueurs d’onde appropriées. Leur
intensité énergétique est plus faible de I’ordre de 10-100 mW/cm®.

Les lasers diodes sont capables d’émettre de la lumicre entre 630-980 nm et possédent un

faisceau transmis par une fibre optique utile pour la PTD endoscopique.

Parmi les sources lumineuses autres que les lasers, on distingue les lampes a filament
métallique halogene, a xénon et fluorescence qui sont plus efficaces que les lasers lorsqu’il
s’agit de traiter des 1ésions étendues et peu profondes. De plus, leur entretien est plus facile et
moins coliteux que pour les sources lasers. L’efficacité thérapeutique de la PTD est améliorée
car on peut irradier avec de multiples longueurs d’onde. Toutefois, la dosimétrie de la lumicre
visible est moins précise que celle d’un laser mais on peut activer plusieurs PS de longueurs
d’onde différentes. Par contre, la lumicre infrarouge parasite provenant d’une émission a large
bande (souvent dans les sources lumineuses rouges) peut étre au dela de 150 mW/cm?® a
I’origine d’une augmentation de la chaleur cutanée, des dégats hyperthermiques et par voie de
conséquence de douleur™®’.

Les lampes halogenes filtrées, comprenant les lampes fluorescentes a basse pression et les
diodes électroluminescentes ou Light-Emitting Diode (LED) sont des sources de lumiére non
cohérente les plus couramment utilisées (Fig-10). Ces LED ont ’avantage de produire moins

de chaleur et une illumination suffisante du tissu cible pour des temps réduits. Elles émettent

dans le bleu et le rouge et des surfaces importantes peuvent &tre traitées.
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Figure 10 - Spectre d'émission de la lampe Photocure ™

Les lampes sont plus adaptées au traitement des 1ésions cutanées, car elles ne peuvent pas
étre couplées a des fibres optiques pour les traitements endoscopiques.

Les lampes a fluorescence ont été développées en PTD car on peut activer les PS a une
longueur d’onde ou leur concentration est maximale proche de la bande de Soret (400-450
nm). On peut ainsi utiliser moins de PS, mais la profondeur de pénétration est plus faible.

La lampe PhotoCure™ et la Cosmédico'™ émettent de la lumiére rouge entre 570-670 nm, a
75 J/em® et une intensité de 200 mW/cm®. Tandis que la lampe Waldmann 450L émet a 420
nm, et & 10 J/cm®. Enfin, I’ Aktilite™ illumine en rouge (630 +/- 3 nm et & 37 J/cm?).

D’autres paramétres d’illumination sont importants a respecter. C’est par exemple I’intervalle
de temps entre I’application du PS et celui de 1’éclairage afin que la molécule puisse étre a
concentration efficace. D’autre part, la durée d’illumination doit étre trés controlée afin de
délivrer la quantité d’énergie nécessaire. Ils prennent en compte la cinétique d’élimination du
photosensibilisant®®. Une faible puissance (30 mW/cm®) est préférable du fait de la
déperdition en oxygéne lors de l’utilisation de puissance élevée (75 mW/cm®) pour le
traitement des kératoses actiniques’’. La consommation d’oxygéne est en effet plus
importante lors des puissances élevées pendant la PTD *°.

Certains auteurs préconisent 1’illumination fractionnée pour augmenter 1’efficacité de la PDT,
ceci favorise la réoxygénation de la tumeur et par conséquent la production ultérieure

d’oxygeéne singulet’.
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b) Les différentes longueurs d’onde et les couleurs

La longueur d’onde de la lumicre d’excitation est adaptée au spectre d’absorption de la
substance photosensibilisante et a la profondeur du tissu a traiter (Fig-11). La pénétration de
la lumicre a travers I’épiderme humain et le stratum cornéum a fait I’objet d’études et differe
en fonction de la longueur d’onde : plus la longueur d’onde est élevée plus le faisceau pénétre
profondément’. Ainsi, la lumiére bleue est plus efficace pour activer le PS mais a

. ;. , . r . 93
I’inconvénient de pénétrer moins profondément dans les tissus™.
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Figure 11 - Les différentes longueurs d'onde des rayonnements

La plupart des essais cliniques actuels utilisent la lumiere rouge (630 nm) comme source
lumineuse, car elle pénetre plus profondément dans les tissus que les longueurs d’onde plus

‘ L) 36,94
courtes de la lumiére visible ™

(Fig-12). La longueur d’onde de la source lumineuse doit étre
proche du pic d’absorption maximale du PS utilisé. Le maximum d’absorption de la PpIX est
de 630 nm dans le spectre rouge. C’est pourquoi la plupart des études avec de AAL en PDT
se font en lumiere rouge, afin d’augmenter la profondeur de pénétration du faisceau. Ainsi,
elle est plus efficace pour traiter des tumeurs plus profondes par rapport a la lumicre bleue ou
verte. Des auteurs obtenaient 94 % de taux de réponse compléte (TRC) en lumiére rouge, et
72% en illuminant en lumiére verte dans le traitement des maladies de Bowen”. A I’inverse,
la lumiere verte est aussi efficace et engendre moins de douleur que la lumiére rouge pour le
traitement de 1ésions plus superficielles comme les kératoses actiniques’®. Cependant le
spectre d’émission/excitation de la PpIX présente un maximum d’excitation a 410 nm et 3

pics plus petits a 510, 545 et 580 nm. La lumicre verte (514 nm) pénétre a 0,4 cm de

profondeur et active le Photofrin® significativement mieux qu’en lumiére rouge. La lumiére
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violette (400-450 nm) couvre le spectre d’excitation de la PpIX’’. Par conséquent, elle est 10

fois plus efficace que la lumiére rouge” (Fig-13).
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Figure 12 - Profondeur de pénétration de la lumiére dans la peau en fonction de la longueur d’onde
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Figure 13 - Spectre d’Emission/Excitation de la PpIX et source lumineuse violette
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La profondeur de pénétration de la lumicre visible varie de 4 mm lorsque la longueur d’onde
est comprise entre 500 et 600 nm a 8 mm pour des longueurs d’onde proche de 800 nm. Les
effets biologiques avec des longueurs d’onde entre 600 et 800 nm s’observent jusqu’a 2,5 cm
de profondeur. Des effets biologiques, tels la production de facteurs de croissance des
macrophages et la cicatrisation de plaies post-opératoires ont été¢ rapportés avec la lumiére
rouge ***°. Par ailleurs, les lampes de lumiére bleue ou rouge contiennent une faible fraction
d’ultra-violet (9% dans la lumicre bleue et 7% dans la lumicre rouge) ce qui pourrait

expliquer une partie de 1’effet clinique.
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4. Les photosensibilisants

Les agents photosensibilisants doivent étre stables et purs. Le photosensibilisant (PS) doit étre
inerte et non cytotoxique en 1’absence de lumiére, posséder une absorption maximale a la
longueur de la lumicre utilisée, étre sélectif afin de détruire le tissu cible et non les tissus
avoisinants. Il doit étre amphiphile afin de s’incorporer dans les structures cellulaires

(hydrophile pour les lysosomes, et hydrophobe pour les mitochondries). Les cibles cellulaires

0 101,102

des PS sont essentiellement la mitochondrie'”, le lysosome et les membranes
plasmiques'®. 1 doit avoir une clairance d’élimination forte pour éviter des photosensibilités
prolongées. Enfin, il faut qu’il induise une production d’oxygene singulet élevé, afin d’induire
des réactions photochimiques importantes. Il doit aussi posséder une forte absorption de la
lumicre rouge, afin que I’effet thérapeutique de la PTD soit le plus profond possible.
Les PS les plus couramment utilisés en PTD se répartissent en deux groupes : les PS non
tétrapyrroliques (PS non porphyrinique) et les PS tétrapyrroliques (les porphyrines)'®. Ces
derniers se divisent en 3 classes :

- les PS de premicre génération : les molécules d’origine naturelle,

- les PS de deuxieéme génération : les molécules de synthése,

- les PS de troisieme génération : les molécules vectorisées.
Les propriétés photophysiques et photochimiques des PS sont a 1’origine de leur spécificité et
de leurs applications en cancérologie. Leurs longueurs d’onde d’absorption maximale guident
les indications en fonction de la profondeur de la lésion tumorale a traiter. En effet, la
profondeur de pénétration de la lumiére dépend de la longueur d’onde du rayonnement utilisé,
mais aussi de la richesse du tissu en molécules capable d’absorber la lumiére incidente
(hémoglobine, mélanine...). Les séances de PTD peuvent étre répétées sans étre génées par
des problémes d’accumulation. Les PS utilisés possedent un coefficient d’extinction molaire.
Il caractérise I’intensité de 1’absorption lumineuse et doit étre ¢élevé dans la bande utilisée
pour I’excitation. Par conséquent, plus le coefficient est élevé plus la dose efficace sera faible.
Beaucoup d’avantages sont liés a 1’utilisation de porphyrines. Elles pénétrent profondément
dans les tissus cibles (Lutrin®, Foscan®), et elles présentent une galénique et une formulation
simplifiées (Levulan®, Foscan®, NPe6). Les inconvénients sont principalement dus a leur
manque de solubilité, & une photosensibilit¢ rémanente prolongée, (Photofrin®, Foscan®,
Purlytin®), a une certaine cytotoxicité en I’absence de lumiére (Purlytin®), a des douleurs
pendant les séances de PTD (Lutrin®, Levulan®), une formulation complexe (Lutrin®) et une

destruction tumorale des tissus cibles limitée en profondeur (Levulan®, Metvix"). Ces
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derniers ont favorisé le développement de substances non porphyriniques avec des demi-vies
plus courtes, mais leurs effets secondaires ont limité leur utilisation. Malgré le nombre sans
cesse croissant de nouveaux PS, I’appariton d’une troisiéme génération de molécules tend a

résourdre quelques uns des inconvénients cités ci-contre.

4.1 Les Porphyrines- Généralités

Historiquement, ce sont les porphyrines qui ont ét¢ un des premiers photosensibilisants
utilisés en PTD pour traiter des cancers de la vessie, de I’cesophage, du poumon, de I’estomac,
de la peau et du cancer du col de I"utérus **.

Une porphyrine est un macrocycle aromatique constitué de 4 sous-unités pyrroliques reliées
par des ponts méthines (Fig-14). Ce macrocycle tétrapyrrolique posséde un systéme de 18
électrons m qui lui confére un fort caractére aromatique. C’est ce systéme 7 qui est a 1’origine
de leur forte absorption dans la lumiére visible de ces composés.
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Figure 14 - Exemple de composés tétrapyrroliques: la porphyrine base libre (a) ; porphyrine métallée (b) ;
chlorine (c) ; bactériochlorine (d); isobactériochlorine (e)

Les porphyrines, se comportant comme des diacides ou des dibases, elles peuvent se
combiner a des métaux (manganese, fer, cobalt, cuivre, zinc...). Elles peuvent é&tre
partiellement réduites (une double liaison) en 6tant une unité pyrrolique pour former des
chlorines. Lorsque deux doubles liaisons sont hydrogénées, on parle de bactériochlorine ou
d’isobactériochlorine selon la position des pyrroles réduits.

Une nomenclature systématique est utilisée pour définir les différents types de porphyrine

(Fig-15). Les positions des méthines sont appelées « méso » et sont notées a, B3, y, et d dans la
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nomenclature de Fischer. Elles portent les numéros 5, 10, 15 et 20 dans la nomenclature
systématique qui a vu le jour avec I’arrivée des porphyrines de synthése compte tenu de leur
complexité. Dans cette derniére nomenclature, les carbones a et  pyrroliques sont désignés
par respectivement les numéros 1, 4, 6, 9, 11, 14, 16, 19 et 2, 3, 7, 8, 12, 13, 17, 18 ; les 4
atomes d’azote sont eux numérotés de 21 a 24. Dans la nomenclature de Fischer, les carbones
B-pyrroliques sont numérotés de 1 a 8 alors que les carbones a-pyrroliques et les atomes
d’azote ne le sont pas. Au sein des porphyrines B-pyrroliques, les substituants peuvent étre
disposés de différentes manicres autour du macrocycle, appelés par Fischer, des « isomeéres
types » et nommeés I, II, III, IV, etc.

Pocitione
p-pyrroliquec

Pocitione
a-pymroliques

(c)
Figure 15- Les différentes nomenclatures : appellation générale (a) ; nomenclature de Fischer (b) ;
nomenclature systématique (c)
Les substituants portés par les carbones méso, comme par exemple les groupements phényles,
s’orientent hors du plan du macrocycle de sorte a limiter les interactions stériques avec les
hydrogénes B-pyrroliques. Ces interactions dans le cas des méso-arylporphyrines substituées
en ortho, sont a I’origine de 1’existence d’atropoisomeres notés aaaa, afaa, afap, appo (Fig-

16).

X

Figure 16 - Représentation schématique des atropoisoméres de méso-arylporphyrines.
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Les porphyrines possédent un systéme d’¢lectron n fortement conjugué. Elles absorbent dans
le domaine du visible et présente un spectre d’absorption trés caractéristique. Les porphyrines
sont absorbées au maximum (¢ > 100000 L.mol".cm™) dans la bande de Soret (360-400 nm)

ou bande B et présentent 4 pics d’absorption de moindre intensité entre 500 et 635 nm (bande

Q)?* (Fig-17).

Absorbance
“ ph /[ ph
Bande de Soret N
/ _ NH HN
N /) ‘
pn” \/ ph
Bandes Q
-~ &% e
Qv Qm Qn Ql
 Lam

Figure 17 - Spectre UV-Visible caractéristique d’une porphyrine base libre de type méso

En perturbant le systeme m, il est possible de modifier le spectre d’absorption des
macrocycles. Ainsi, la substitution des carbones méso par des azotes dans les tétra-

azaporphyrazines déplace la bande d’absorption vers le rouge.

4.2 Les photosensibilisants de premiére génération

a) L’hématoporphyrine dérivée

L’hématoporphyrine dérivée (HpD) est le premier PS utilisé en clinique par Lipson™. Il a été
obtenu par acétylation du dihydrochlorhydrate d’hématoporphyrine obtenue a partir de
I’hémoglobine de sang séché, avec un mélange d’acide sulfurique et d’acide acétique a 5%

suivie d’une neutralisation du produit par une alcalinisation (Fig-18).

Z Le spectre se compose d'une bande intense (e > 100000 L.mol™.cm™) entre 390 et 430 nm (proche UV) appelée
bande de Soret ou bande B et de quatre autres bandes situées entre 480 et 700 nm (Visible) d'intensité dix a vingt
fois plus faible appelées bandes Q. Les quatre bandes Q, numérotées de I a IV en partant des énergies les plus
basses, voient leurs intensités relatives varier notablement en fonction de la nature et de la position des
substituants.
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Figure 18 - Réaction d’obtention de dérivés d’Hématoporphyrine

L’¢étude en chromatographie liquide haute performance de I’HpD par Dougherty démontre
qu’il s’agit d’un mélange complexe de porphyrine : 20% d’hématoporphyrine (Hp), 20 a 30%
d’hydroxyéthylvinyldeutéroporphyrine sous deux formes isomériques (HvD1 et HvD2), 3 a
5% de protoporphyrine IX (PpIX) et 50% d’un mélange constitu¢ d’oligomére sous forme
d’éther et/ou d’esters d’hématoporphyrine'®. Il est trés difficile d’obtenir un composé pur
d’Hp. Ce sont les nombreux oligoméres qui sont probablement a 1’origine de la
photocytotoxicité. Malgré tous les inconvénients de cet agent photosensibilisant, ’'HpD est le
premier PS ayant obtenu 1’autorisation de mise sur le marché pour une utilisation de la PTD

anti-tumorale humaine.

b) Le Photofrin®

Le Photofrin II®, porfimer sodique ou dihématoporphyrine éther, a été le premier
photosensibilisant commercialisé et utilisé dans la plupart des premiers essais cliniques™. Il a
¢té ¢élaboré a partir de 1’hématoporphyrine et est enrichi a 80-90% de DiHématoporphyrine
Ether (DHE)'®. 1l s’agit d’un mélange de nombreuses porphyrines avec, de ce fait, des
propriétés pharmaceutiques difficiles a étudier'®. Son spectre d’absorption se caractérise par
une bande de Soret vers 420 nm et 4 autres bandes de plus faible intensité vers 500, 540 et
630 nm. Bien qu’il présente une faible absorption a 630 nm, c’est la longueur qui est utilisée

en PTD afin de permettre une excitation aussi profonde que possible dans les tissus. Son
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coefficient molaire d’extinction de 1170 M'em™ nécessite une forte concentration pour étre

® sont des dommages

efficace en cancérologie'”’. Les mécanismes d’action du Photofrin
vasculaires avec des phénoménes hypoxique et thrombotique, une nécrose tumorale par
ischémie, une inflammation locale intense avec une réaction immunitaire'*®.

Il a prouvé une photocytotoxicité efficace pour le traitement de nombreux cancers solides.
Son administration intraveineuse (2 mg/kg), donc systémique suivi 24 a 48h aprés d’une
illumination, est alors autorisée pour la premiere fois en 1993 au Canada pour le traitement
des cancers de la vessie et aux Etats-Unis depuis 1995 pour le traitement des stades avancés
des cancers de I’cesophage et du poumon. En France, il a obtenu I’autorisation de mise sur le
marché en 1997 pour le traitement des rechutes des cancers bronchiques non a petites cellules
et des cancers de 1’cesophage en rechute. Depuis, les indications se sont ¢largies aux stades
précoces et tardifs des cancers du poumon, de I’cesophage, de la vessie, des cancers cutanés,
les sarcomes de Kaposi, les cesophages de Barrett avec foyers dysplasiques, les cancers
cérébraux et ORL. Dans les stades précoces et inopérables des cancers pulmonaires, la PTD-
Photofrin® est un traitement néo-adjuvant de la chirurgie, de la radiothérapie ou de la
chimiothérapie.

Sa photosensibilité rémanente prolongée liée a une longue demi-vie de 452 h (jusqu’a 3
mois), du fait d’une faible clairance d’¢limination, son manque de sélectivité et son mode
d’administration sont a I’origine de la recherche d’autres photosensibilisants et d’autres

5,100,110
moyens d’administration™ " .

4.3 Les photosensibilisateurs de deuxiéme génération

D’autres agents photosensibilisants administrés par voie systémique ont été développés par la
suite. Leur inconvénient majeur était une longue rémanence confinant les patients dans
I’obscurité pendant 2 a 4 semaines a cause de la photosensibilité, ceci rendant par conséquent
leur utilisation compliquée. De ce fait, des travaux ont porté sur la recherche de nouveaux
agents photosensibilisants topiques ou d’autres agents photosensibilisants systémiques.

D’autres substances photosensibilisantes, non porphyriques, dites de seconde génération, ont
¢t¢ développées et utilisées en photothérapie dynamique. Ce sont des dérivés des
benzoporphyrines, des chlorines et des phthalcyanine-4'""... Les composés sont plus purs et
le site de localisation a été souvent identifié par microscopie confocale™. Les cibles

cellulaires de la PTD varient volontiers en fonction du PS choisi. On peut citer les
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mitochondries (porphycéne monomérique) '%, les lysosomes (chlorine p6)'"', les membranes
plasmiques (porphyrine cationique)'” et les noyaux des cellules tumorales®®. La plupart de PS
synthétiques absorbent fortement dans les longueurs d’onde rouges et possédent un rendement

quantique de formation de 1’oxygene singulet élevé.

a. Acide 6 amino-lévulinique (AAL)

Les molécules actuellement les plus utilisées par voie topique sont des composés précurseurs
des porphyrines. Parmi celles-ci principalement I’AAL est le principal utilisé¢ ainsi que sa

forme estérifiée le méthyl-aminolévulinate (MAL) H2

o- La photosenbilisation endogéene

La photosensibilisation endogeéne est un mécanisme capable de générer des molécules
photosensibilisantes a partir d’une substance naturellement présente dans 1’organisme et dans
un but thérapeutique. Une de ces substances est ’AAL, intervenant dans les voies de la
biosynthése de 1’héme ; c’est le précurseur naturel de la protoporphyrine IX (PpIX). Il
constitue un PS endogéne actif (Fig-19). La découverte de I’AAL a accéléré le développement

de la PDT topique dans de nombreux domaines biomédicaux.

(b)

(a)

O
" N/\H/\v)k 0"

O

(c)

Figure 19 - Structure de la protoporphyrine IX et du 5 AAL
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La protoporphyrine IX est un photosensibilisant endogéne présent a 1’état physiologique au

113 . .
. Il est un des acteurs intervenant au cours des voies de la

sein de toutes les cellules
biosynthése de I’héme''®. Toutes les cellules sont capables de produire de la PpIX en
convertissant ’AAL excepté le globule rouge qui ne posséde pas de mitochondrie'””. La
biosynthése de 1’héme se produit dans deux compartiments cellulaires différents: la
mitochondrie et le cytosol.

L’AAL est produite a partir de la glycine et du succinyl CoA grace a I’aminolévulinate
synthétase (Fig-20). L’ALA déshydratasse catalyse la condensation de 2 molécules d’AAL
pour former le porphobilinogéne (PBG). Quatre molécules de PBG sont converties en
uroporphyrinogéne 1. Ces réactions aboutissent a la formation de protoporphyrine IX a

laquelle un atome de fer est ajouté grace 4 la ferrochelatase pour former I’héme' '’

Mitochondrie Cytoplasme

(o V)

+ 5-ALA
succinylCoA

5-ALA
L ——r’ HO
Ul()p()l' hyrine I
/ Ph)

Porphobilinogéne —p

b Coproporphyrine I
4NH; + H0

Uroporphyrinogéne III — Uroporphyrine I11

* 4H+*
v

@

* 4CO,

Coproporphyrinogéne III~® Coproporphyrine 111

CO,+ CoASH

Héme

2H*
Ferrochélatase
- Fe2+

Protoporphyrine IX

VBH;

Protoporphyrinogéne IX

Figure 20 — Schéma de la biosynthése de I’héme **

Ce principe de photosensibilisation endogene est la base du principe de la PTD topique
développée de nos jours. L’apport extérieur excessif d’AAL, provoque une accumulation de
PpIX sélective au sein de cellules en phase de prolifération, par inhibition du rétrocontrdle

115

négatif de I’ALA synthétase . Par ailleurs, la transformation de PpIX en héme est un

processus long favorisant son accumulation. La PpIX se localise essentiellement dans la
mitochondrie et la mort cellulaire est liée a4 une phototoxicité mitochondriale'"’.
L’illumination des cellules ayant accumulé le PS aboutit a la destruction tissulaire en générant

\ r . \ ‘ S 7 : . . 118
des especes réactives de I’oxygene et des espéces oxygénées réactives ou radicaux libres .
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La PpIX posséde un maximum d’absorption a 410 nm et 4 pics de plus faible intensité a 510,

580 et 635 nm’>. Son coefficient molaire d’extinction est < 5. 10° M em™ 4 635 nm ',

. Comportement de I’Acide § Amino-lévulinique (AAL)

La PTD topique avec ’AAL est potentiellement la modalité thérapeutique en photothérapie la
plus avantageuse'>’. Son utilisation en PTD est né du constat que lorsque ’on administre
expérimentalement une dose adéquate d’AAL a des animaux, on observe le développement
d’une fluorescence de certains tissus comme la peau, les muqueuses orale, vésicale,

121,122
P

urothéliale, bronchique et génitale et pas dans les tissus cardiaque ou squelettique ar

ailleurs, I’intensité de la fluorescence est supérieure dans les tissus néoplasiques par rapport

>120 La sélectivité de I’AAL dépend de la variabilité cellulaire des

aux tissus sains avoisinants

taux d’enzymes intervenant dans la biosynthése de 1I’héme, de la faible concentration de
. 123 .

certaines cellules en fer =, des dommages du stratum corneum, des tissus anormaux et de la
e . . (124

perméabilité vasculaire des tissus tumoraux cutanés .

L’AAL posséde une clairance d’élimination intéressante, puisqu’il disparait des tissus en

moins de 24h quelque soit son mode d’administration (intra-péritonéale, IV, orale ou sous-

121
cutan¢)

. L’AAL par voie intraveineuse est peu utilis¢ du fait d’effets secondaires
systémiques graves : douleur, hypotension artérielle et bradycardie. C’est la forme galénique
topique qui est privilégiée. Le temps d’incubation (correspondant a la transformation de AAL
en PpIX) entre I’administration de I’AAL et I’illumination varie de 1 a 8h en fonction de son
mode d’administration'”. Plus récemment, ’utilisation de patch d’AAL a démontré une
efficacité comparable a son application topique dans le traitement des kératoses actiniques'*°,
Cette formulation permettrait de traiter les patients en ambulatoire.

L’AAL est peu lipophile et pénétre par conséquent peu a travers les barrieres biologiques
particulierement le stratum corneum, riche en lipides. Ce manque de lipophilie nécessite
I’utilisation de doses plus importantes de PS, a 1’origine de majoration des effets secondaires

, . . . . e, \127.128 N o .
lors des séances de PTD (douleur, irritation et neurotoxicité)'>”'**. Ce constat est a I’origine

du développement de la forme estérifiée'>’.
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v. Levulan® Kerastick

La premiére forme commerciale de I’AAL est le Levulan® Kerastick. Il a obtenu en 2000,
I’autorisation d’étre utilisé aux Etats-Unis pour le traitement des kératoses actiniques (KA) de
la face et du cuir chevelu avec la lampe BLU-U a 10 J/cm® en montrant des taux de réponse

complete (TRC) variant de 83 a 94% dans des essais de phase III controlés et multicentriques

130,131

sur 243 patients . Les taux de récidives a 1 an sont de 19 %"**. Le Levulan® est appliqué

grace a un stick 14 a 18h avant une illumination avec la lampe BLU-U (417 nm) de 16 min 40

a 10 J/em® (Fig-21).

Levulan® Kerastick™ -(20% 5-aminolevulinic acid HCI

cotton tip

i . 5 - ALA dry powder

solution

v X

plastic tube =~ s
ot

glas ampoules

Figure 21 - Procédure d’application du Levulan® Kerastick

Le Levulan® a été utilisé avec succés pour le traitement de nombreuses tumeurs malignes
cutanées non mélaniques.

Les premicres études avec I’AAL dans le carcinome basocellulaire superficiel (CBCs) ont
montré des taux de réponses (TRC) de 90 % aprés une seule séance de traitement’. Les taux
de réponses completes immédiates sont de 100 % dans les kératoses actiniques (KA), les
carcinomes basocellulaires superfciels (CBCs), les maladies de Bowen (MB) et les
kératoacanthomes et de 80% dans le carcinome basocellulaire nodulaire (CBCn). Les taux se
maintenaient dans les études de suivies a 24 et 36 mois pour les kératoacanthomes et les
maladies de Bowen et diminuaient a 85 % dans les CBCs et KA'*’. L’adjonction de DMSO
ou d’EDTA au Levulan® permettait d’augmenter le rendement de production de PpIX'**.
Morton rapportait 88% de TRC dans les maladies de Bowen'>. Plus récemment, Clark et al
rapportaient des taux de réponse de 91-97 % et de taux de récidive de 5 a 10 % a la 48°™
semaine dans les KA, MB and CBCs chez 209 patients*®. Le Levulan® est aussi efficace que

le 5 fluorouracile pour le traitement des KA des mains avec de meilleurs résultats
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cosmétiques'*®. L’un des principaux inconvénients du produit est sa faible pénétration

tissulaire d’ou la recherche d’autres précurseurs estérifiés.

b. Méthyl-aminolévulinate (MAL)

o. Méthyl-aminolévulinate

Le méthyl-aminolévulinate (MAL) (Metvix”, Metvixia®, Hexvix") est une forme estérifiée de
’AAL (Levulan® Kerastick,). La liposolubilité du photosensibilisant permet d’augmenter
I’efficacité de la PTD en facilitant sa pénétration dans le stratum cornéum'”'"**. En effet, le
MAL (Metvix™) pénétre 4 2 mm de profondeur dans le CBC 3h aprés avoir été appliqué et 1
mm avec ’AAL"®,

L’estérification permet aussi d’augmenter la formation intracellulaire de protoporphyrine IX
(PpIX) au sein de lignées murines mélanocytaires tumorales (B16) et par conséquent de
diminuer la concentration du PS nécessaire pour obtenir la destruction cellulaire °. Elle
permet également une diminution du temps d’application et une biodistribution plus
homogéne que la forme non estérifiée'*. Le méthyl-aminolévulinate est déméthylé grace a
des estérases intracellulaires en AAL dans la cellule cible.

Afin d’augmenter la pénétration du PS a travers le stratum cornéum, d’autres procédés ont été

évalués comme Iutilisation de DMSO, d’EDTA ou des formes liposomales'>*'*'"%,

B Metvix®- Metvixia®

En 2001, le Metvix® est approuvé en Suéde pour le traitement des KA non hyperkératosiques
du scalp et de la face et le traitement de CBCs non accessibles aux thérapeutiques
conventionnelles. Le Metvix® est aussi efficace que le Levulan® pour le traitement des KA, et
entraine moins de douleurs'*. Les taux de réponses varient de 69 a 91%'*. Rhodes et al
rapportaient des résultats cosmétiques supérieurs a la chirurgie de CBCn avec des taux de
récidive de 14% dans le groupe PTD versus 4% dans le groupe chirurgie'*’. Le Metvix® est
plus efficace dans les formes superficielles de CBC que dans les formes nodulaires. Les TRC
sont de 89,4% dans les CBCs et de 52,2% dans les CBCn a M1 aprés 1 cycle de 2 séances'*’.

Le Metvixia® (Chlorhydrate d’aminolévulinate de méthyle) a obtenu ’AMM en septembre
2006 en France pour le traitement des KA non hyperkératosiques et non pigmentées du visage

et du cuir chevelu, les CBCs non récidivants du tronc. Elle est autorisée aussi pour les
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membres chez les sujets immunocompétents apres biopsie et les maladies de Bowen non
pigmentées si la chirurgie est impossible, elle peut étre utilisée chez les sujets
immunocompétents apres biopsie et controle de la guérison. Une séance est préconisée pour

les KA et CBCs et 1 cycle de 2 séances séparées d’une semaine pour les MB (Fig-22).

Photosensibilisant
Curetage

Application (3h)

PHOTOTHERAPIE DYNAMIQUE TOPIQUE

Occlusion et pansement

Brumisation d'eau

lllumination (37)/cm?)

Figure 22 - Procédure de traitement de PDT topique avec le Metvixia®

¢. Texaphyrine de lutétium- Lutrin®

Connue sous le nom de Lutrin®, la texaphyrine de lutétium (Lu-Tex) est un photosensibilisant

non porphyrinique qui est a présent autorisé en phase II d’essais cliniques pour le traitement

148

de cancers du sein et des mélanomes (Fig-23) ™. Il possede une spécificité treés forte vis-a-vis

. . . . o, 14
des tissus tumoraux et une longueur d’onde d’excitation maximale située vers 732 nm'®.
Cette derniere propriété autorise une forte pénétration de la lumiére dans les 1ésions ce qui le

différencie des autres photosensibilisateurs.
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R = O-(CH,CH,0)3-CHj,

Figure 23 - Structure du texaphyrine de lutétium

Son coefficient d’extinction molaire est 4,2. 10* M cm™ a 730 nm'". Le Lu-Tex est soluble
dans I’eau et a un excellent rendement quantique d’oxygeéne singulet. Sa demi-vie
plasmatique aprés injection IV est courte de 7 h minimisant les phénoménes de

48 Sa biodistribution et sa sélectivité sont bonnes et sa cible

photosensibilité rémanente
cellulaire est initialement le lysosome'™. Le Lu-Tex a été testé avec succés sur des lignées
mélanocytaires tumorales murines (B16-F10) avec une meilleure biodistribution du PS traité

préalablement par ApoE'°

. Dans le traitement de carcinomes mammaires murins (SMT-F), le
Lu-Tex (40 mg/kg, 150 J/cm®, 740 nm) est plus efficace que le Photofrin® avec des taux de
réponse de 100% dans le groupe PTD-LU-TEX versus 67% dans le groupe Photofrin® ; ceci
est du probablement au fait de la profondeur de pénétration'”'. Dans une étude de phase I, ce
PS a été utilisé chez 16 patients atteints d’un cancer de la prostate en montrant des résultats
prometteursm’15 ’

D’autres études ont prouvé qu’il s’agissait d’un PS efficace avec peu de photosensibilité
rémanente, une bonne absorbance a 732 nm. Il est soluble dans 1’eau, mais 1’'un des
inconvénients rapporté était la douleur lors des séances de PTD'"*.

Lors d’étude de phase I, le lutétium a été utilisé a des doses variant de 0,6 a 7,2 mg/kg, et
apres une incubation de 3 h, I’illumination avait lieu avec des lasers ou des LED de 732 nm et
150 J/cm®. Des métastases cutanées de cancer du sein (15), 7 mélanomes et 6 sarcomes de
Kaposi ont été ainsi traités. Les auteurs ont pu montrer 29% de taux de réponse compléte
(TRC) et 17% de taux de réponse partielle (TRP). Une réponse compléte était observée avec

le mélanome.
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d. Le méso-tétrahydoxyphénylchlorine (m-THPC) Foscan® Temoporphyn®

Le m-THPC est une chlorine pure et hydrosoluble ceci permet son injection IV (Fig-24). Sa
demi-vie plasmatique chez ’homme est 45-65 h. Son coefficient molaire d’extinction est de

3.10°Mlem™.

OH Sans réduction OH Réduction

Figure 24 - Structure de la m-THPP (porphyrine) (a) et la m-THPC (chlorine) (b)

La m-THPC présente deux bandes principales d’absorption. L’une se situe vers 415 nm et
I’autre a 650 nm vers le rouge. L’ excitation de ce PS aux différentes longueurs d’onde de son
spectre d’absorption lui confére la possibilité d’étre utilisé en photodiagnostic grace a son
¢mission de fluorescence dans le rouge (652 nm). L’existence de bandes intermédiaires et
notamment d’une bande a 514 nm n’est pas dénuée d’importance. En effet, ce signal peut étre
utilisé en clinique dans le cas des cancers de 1’cesophage. L’utilisation d’une irradiation vers
514 nm, ne pénétrant pas profondément dans les tissus, permet 1’activation de la m-THPC tout
en préservant 1’organe a traiter. Par contre, ce n’est pas le cas pour un traitement avec une
lumicre d’excitation a 650 nm. Le m-THPC permet la destruction de lésion jusqu’a 1
centimetre de profondeur, lorsqu’il est illuminé avec une lumiére rouge de 652nm de longueur
d’onde. La m-THPC est 100 fois plus efficace que les PS de premicre génération. Le
mécanisme d’action de la PTD-Foscan® est une toxicité tumorale directe avec dommages
vasculaires'”’.

La m-THPC fait actuellement I’objet d’essais cliniques pour le traitement des tumeurs des
voies aérodigestives supérieures, de 1’cesophage, des bronches et de 1’estomac. Elle présente
de nombreux avantages :

- une grande puretg,

- un fort coefficient d’absorption dans le rouge,
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- une photocytotoxicité élevée,

- un rendement quantique important.
Les résultats de la littérature font apparaitre que cette structure induit une nécrose tumorale a
des doses pour lesquelles les porphyrines seraient inefficaces. Cela permet d’utiliser des doses
faibles en PS et donc de réduire les risques de photosensibilisation suite a son administration.

156
. Les doses

Le Foscan® est utilisé¢ depuis 2002 pour le traitement palliatif des cancers ORL
utilisées sont peu élevées (0,1 mg/kg) et injectées en IV. L’activation de m-THPC nécessite
une faible intensité lumineuse de I’ordre de 10 J/cm®. Les doses de PS et I’intensité lumineuse
sont 100 fois moins importantes qu’avec le Photofrin® pour obtenir une efficacité supérieure
a ce dernier"’.

Dans des essais de phase I/II, le Foscan® a permis d’obtenir 86% de TRC a 12 mois pour le
traitement des CBCs aprés PTD systémique'*®. Les patients sont photosensibles pendant 1

semaine et doivent se protéger du soleil pendant 2 semaines.

e. Le méso-tétraphénylporphynesulfonate tétrasodium (m-TPPS)

Il s’agit d’un PS hydrosoluble grace a sa fonction sulfonate. Il posseéde un bon rendement
quantique d’oxygéne singulet””’. Sa cible cellulaire est le lysosome. Le traitement de 23
CBCs, 8 MB, 1 CSC 1 métastase cutanée de cancer mammaire par PTD topique, en
illuminant avec un laser Argon (630 nm) permettait d’obtenir 25 RC'®. Ce PS a été
progressivement abandonné en clinique humaine du fait de la neurotoxicité lors des
injections intra-péritonéales'®'. La forme liposomée a été développée pour rendre la molécule

. . . . . . 162.163
lipophile et permettre ainsi son incorporation membranaire .

f. Benzoporphyrine, Visudyne®

La Visudyne® est une chlorine hydrophobe chimiquement stable, présentant une bande
d’absorption 4 692 nm, et elle posséde un bon rendement de formation d’états triplets'®* (Fig-
25). Elle présente une accumulation rapide dans les tissus tumoraux permettant une irradiation
au bout de 30 a 150 minutes. Elle est rapidement éliminée (par voie hépatique en 24 heures) et
la photosensibilité de la peau ne dure que quelques jours. La Visudyne® (vertéporfine) est
utilisée pour le traitement de la dégénérescence maculaire liée a I’age (DMLA) depuis 2000.

Aprés I’injection IV de 6mg/m” de Visudyne®, le PS se fixe sélectivement sur les cellules
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endothéliales et est activé par un laser 15min aprés, a 689 nm & 50J/cm?'®

. Les patients ont
une photosensibilité et une phototoxicité oculaire durant 2 jours aprés le traitement'®®. La
BPD-MA (benzoporphyrin dérivative monoacid ring A) va agir en détruisant sélectivement
les cellules endothéliales des néocapillaires choroidiens'®’. Pour les patients atteints de la
forme la plus grave de DMLA, la Visudyne® diminue de moitié le risque de perte de la vision
sur une période de deux ans. L’effet est notable pendant au moins trois ou quatre ans. Le
traitement fonctionne également dans des formes moins graves de DMLA et dans le cas de la

myopie pathologique, avec des résultats cependant moins significatifs. Seule une petite partie

des patients souffre de coups de soleil ou de réactions secondaires.

H,COOC,

e )

H,COOC

HOOC

Figure 25- Structure de la Visudyne®

La Visudyne® est administrée sous forme de liposomes. Ce type d’incorporation confére a ces
derniers un role de vecteur pharmacologique permettant une certaine protection du PS contre
les mécanismes enzymatiques de dégradation. Ce vecteur permet également de créer des
complexes avec d’autres structures lipophiles telles que le LDL (Low Density Lipoproteins)
présents dans le sérum. La présence de nombreux récepteurs aux LDL au niveau des

néovaisseaux pourrait expliquer la sélectivité de la Visudyne® pour les vaisseaux choroidiens.

g. Etiopurpurine d’étain (SnET>) Purlytin®

L’étiopurpurine d’étain, Purlytin®, est un PS de la famille des chlorines'®® (Fig-26). C’est une
molécule conjuguée possédant un atome d’étain au centre de la structure et ayant une
longueur d’onde d’absorption aux alentours de 650 nm (2 664 nm). Son coefficient molaire

d’extinction est de 2,8. 10* M ecm™'"

. La PTD induite par cette molécule affecte les

mitochondries et provoque rapidement une réponse apoptotique. La fragmentation de la
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chromatine et la formation des corps apoptotiques sont observées soixante minutes apres le

traitement photodynamique'™.

O

EtOOC

Figure 26 - Structure moléculaire de I’étiopurpurine d’étain

Aprés injection, I’étiopurpurine d’étain se localise dans la peau et peut provoquer une

photoréaction pendant 7 a 14 joursl68’169

. Il a été évalué pour le traitement du cancer
métastasique du sein, les carcinomes basocellulaires et les sarcomes de Kaposi des VIH. De
plus, il est en cours d’évaluation pour la photothérapie de la néovascularisation
cornéenne' 7",

De multiples CBC chez un patient atteint d’une naevomatose basocellulaire ont été traités
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avec succes avec le Purlytin® . Il est efficace pour le traitement palliatif de métastases

, y . 172
cutanées d’adénocarcinome'’%.

Le Purlytin® posséde comme avantage par rapport au Photofrin®
y p ge p pp

de pénétrer plus
profondément au sein des tissus cibles. Toutefois, son insolubilit¢ dans 1’eau nécessite des
formulations spécifiques dans des substances lipidiques (Cremophor-EL émulsion, LDL) en

augmentant leur toxicité a I’obscurité.

h. Mono-L-aspartylchlorine e6-Npe6

La mono-L-aspartylchlorine e6 (Fig-27) est une chlorine, dérivée de la chlorophylle, désignée
sous le nom de Npe6. Son maximum d’absorption est a 664 nm et son coefficient d’extinction
molaire est 4.10* M cm™'”. Sa bonne solubilité lui est conférée par la présence du résidu
aspartate. Son maximum d’efficacité est obtenu 2-4 h aprés injection IV'™*. Son mécanisme
d’action repose sur une toxicité directe sur les vaisseaux, avec agrégation plaquettaire et
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thrombose "°. Des études pharmacocinétiques ont démontré que le NPe6 se lie a 63% a

I’albumine, 31% a HDL et 1-2% a LDL. Sa cible cellulaire est le lysosome. De plus, elle est



Introduction Bibliographique

capable d’induire I’expression de VEGF et de certains proto-oncogénes c-jun et c-fos dans des
lignées cellulaires humaines de carcinomes ORL'’’. Sa demie-vie varie de 9 a 134 h aprés
injection IV de 0,5-3,5 mg/kg selon les études'””.

Les premieres études ont été réalisées sur des modeles de sarcome murin (EMT-6) et ont
montré des taux de réponse prometteurs avec des doses de 8 mg/kg IV avec peu d’effets
secondaires'®. Les études de phase I ont permis de montrer que le NPe6 a 2,5 mg/kg IV
permettait d’obtenir des taux de réponse de 66% dans le traitement de tumeurs malignes sous
cutanées. Utilisée a faibles doses, la Npe6 peut induire la régression provisoire des tumeurs. A
forte dose, la régression est prolongée, mais la sélectivité vis-a-vis des tissus néoplasiques est
diminugée'”.

Les études de phase II montrent 84% de réponse compléte chez les patients atteints de
carcinomes épidermoides & des stades précoces'®. Ce photosensibilisant a été utilisé pour le
traitement d’hépatocarcinome et de métastases hépatiques de cancer colo-rectal avec des
résultats encourageants'®.

Elle est étudiée pour le traitement de 1’adénocarcinome du sein, les carcinomes
basocellulaires et épidermoides. Ce PS de seconde génération a été approuvé au Japon pour
le traitement des stades précoces et donc localisés des cancers pulmonaires. Elle est éliminée
rapidement des tissus ; par conséquent I’irradiation est réalisée dans les quatre heures suivant
I’injection”’. Ce composé entraine une faible photosensibilité de la peau du fait d’une
clairance d’¢limination rapide. Il est en cours d’essais afin de détruire les néovascularisations
de la rétine. Les résultats préliminaires révelent que la Npe6 détruit efficacement les

vaisseaux choroidiens en produisant peu de dommages a la rétine.

COOH

H COOH

COOH

Figure 27 - Structure de la mono-L-aspartylchlorine



Introduction Bibliographique

La NPe6 représente un PS prometteur pour le traitement de nombreux cancers avec une
efficacité prouvée et une faible photosensibilit¢ rémanente du fait d’une clairance rapide
d’élimination par de nombreuses ¢études. La NPe6 en application topique a démontré une

, , . , , . . - 182
excellente pénétration en profondeur et une pénétration rapide chez la souris ™.

i. Les Phthalocyanines

Les phthalocyanines (Pc) présentent une forte absorption entre 670 et 770 nm avec maximum
d’absorption & 765 nm dans le rouge'® (Fig-28). Son coefficient d’extinction est 2,5.10° M
cm™. Le temps d’incubation est court et de 1h. Elles ont de multiples avantages : une faible
cytotoxicité a 1’obscurité, une photosensibilisation cutanée diminuée grace a une clairance
rapide de ces composés, une rétention tumorale sélective, et enfin, une photocytotoxicité trés

intéressante.

/N
N== N\, F N
/ — /Cl \ \
HO3S—— N——AZ— ‘ —SOsH
G l ) -

Figure 28- Structure de la chloroaluminium phthalocyanine sulphonée.

L’activité des phthalocyanines dépend de leur localisation cellulaire en fonction de leur

caractére hydrophile ou lipophile'™*

. Elles peuvent étre métallées par de nombreux ions
comme I’aluminium ou le zinc qui augmentent leur photocytotoxicité'''. La plus connue et la
plus utilisée des phthalocyanines est la chloroaluminium phthalocyanine sulfonée (CIAIPcS ;
Fig-28). Elle est soluble dans 1’eau, sa durée de rétention dans le tissu tumoral étant élevée.
Les études avec cette molécule ont été uniquement menées in vitro et in vivo chez I’animal'™.
Elle s’accumule dans les mitochondries et est transporté par des protéines plasmatiques, des
lipoprotéines et I’albumine'™. Les conséquences majeures d’un traitement PTD avec cette

substance sont des dommages vasculaires au niveau de la tumeur.
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Le Pc 4 a été utilisé avec succes sur des modeles de rat immunodéprimé atteint de gliomes
humains (U87)"*". Des essais de phase I ont été réalisés avec ce PS dans le traitement de
mycosis fungoide et ont montré des résultats encourageants sans toxicit¢ locale ou

Lot 188
systemique .

j.- Les porphycénes

Le porphycéne a un maximum d’absorption a 640 nm avec un coefficient d’extinction molaire
de 5.10* M ecm™ (Fig-29)'®. Aprés illumination, le porphycéne est capable de produire des
espéces réactives de 1’oxygéne au sein du tissu cible'”. Une forme plus hydrophobe, tétra-n-
propyl-porphycene, a été développée, mais son temps de biodistribution est long de I’ordre de
16 h apres une administration IV. Une forme plus hydrophile a permis d’accroitre sa rapidité
de biodistribution et sa sélectivité'”’’. Il existe plusieurs types de porphycénes dont la
localisation cellulaire est variable au sein de différents types de cellules: monomeére de
porphyceéne dans la mitochondrie ou le lysosome pour 9-acétoxy-2, 7, 12, 17-tetrakis-(beta-

190,192,193 N s . r oA .
192193 Elles sont a 1’origine de dégats vasculaires'"®.

methoxyethyl)-porphycéne (ATMPn)
Elles ont une clairance d’élimination rapide et donc peu de photosensibilité¢ rémanente. Elles
sont capables de déclencher des phénoménes apoptotiques et nécrotiques prometteurs pour

des applications cliniques.

~N_ _N—S
PLE
=N~ “N—F

Figure 29- Struture de la porphycéne ferrique



Introduction Bibliographique

k. Bactériophérophorbide pallidium-Tookad®

Le pallidium de bactériophérophorbide (WST09) a un coefficient d’extinction molaire de
10,86.10* M ecm™ et un pic d’absorption maximale dans 1’infrarouge (IR) a 763 nm (Fig-30).
Cette longueur d’onde permet une pénétration tissulaire de plus de 4mm (par rapport au

Photofrin® & 1,6 mm a 630 nm).

Figure 30- Bactériophérophorbide pallidium

Le produit s’accumule en 15 min dans le tissu cible aprés son administration IV avec une

demie-vie plasmatique de 20 min'*.

Son principal avantage est son court délai entre
I’administration du PS et I’illumination. Son mécanisme d’action cible la néovascularisation
avec des processus d’inflammation, d’hypoxie et de nécrose'””. Les études expérimentales ont
démontré I’efficacit¢é de WSTO09 dans les modeles canins de cancers humains prostatiques
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avec 69% de TR et la disparition des métastases dans 50% des cas . Au cours des essais

cliniques, on observe que plus de 50% de patients atteints de cancers prostatiques en échec de

radiothérapie obtiennent des RC aprés I’administration IV de 2 mg/kg de WST09'*°.

4.4 Les photosensibilisants de troisiéme génération

Les photosensibilisants de troisieme génération sont actuellement en voie de développement.

Ils reposent sur le méme principe que ceux précédemment décrits, mais la molécule est liée a



Introduction Bibliographique

un vecteur reconnu spécifiquement par des cellules cancéreuses. Ces ligands spécifiques
peuvent étre par exemple des stéroides, des aminoacides ou des carbohydrates. Parmi cette

nouvelle classe de PS, on note le complexe porphyrine-estradiol'”’ (Fig-31).

o) OH
HO

Figure 31 - Structure du complexe porphrine-estradiol

En effet, ce noyau de type tétraphenylporphyrine, relié¢ a ’estradiol par I’intermédiaire d’un
bras espaceur, est reconnu spécifiquement par les récepteurs de 1’cestrogeéne, surexprimés par
des cellules tumorales de certains cancers (cerveau, sein, ovaire). Toutefois, les études restent
a ce jour limitées, et d’autres types de PS (de type chlorine) sont a I’étude.

De méme, le complexe acide folique-carboxyphenylporphyrine cible les récepteurs de 1’acide
folique, surexprimés a la surface de nombreuses cellules cancéreuses (cancer du cerveau, du
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poumon...)  (Fig-32). Cette molécule possede une plus forte activité¢ photodynamique que la

porphyrine sans I’acide folique.

OH

N N\ N
)‘\ H
_— Z
N N

H,N

Figure 32 - Structure du complexe porphyrine-acide folique
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Parmi les autres vecteurs spécifiques couplés aux PS, les unités osidiques ont fait I’objet d’un
nombre important de travaux. En effet, les membranes cellulaires contiennent diverses
protéines, parmi lesquelles des récepteurs de la classe des lectines, qui sont capables de
reconnaitre spécifiquement les résidus glycosidiques'””.

Ce sont des macrocycles tétrapyrroliques portant des unités glycosylées, qui sont susceptibles
d’étre reconnues spécifiquement par des récepteurs présents a la surface des cellules
tumorales. En effet, la présence d’unités glucidiques permet d’augmenter la biodisponibilité
du PS, mais favorise son élimination aprés le traitement. Le caractére amphiphile du PS est
augmenté par ces unités osidiques favorisant la pénétration du principe actif dans les
membranes. L hydrophilie du photosensibilisateur peut ainsi étre controlée par le nombre, la
position et le type de saccharides fixés™™.

Ainsi plusieurs générations de macrocycles tétrapyrroliques (porphyrines ou chlorines)
glycosylés se sont succédées.

Parmi ces complexes, le LCSN a réalisé la synthése de plusieurs porphyrines glycosylées
(Fig-33) tels que des arylporphyrines cationiques, neutres substituées par des mono et des
disacharrides. De plus, des dérivés d’hématoporphyrine et d’arylporphyrines porteurs d’unités
glucidiques liés au macrocycle par une liaison thioether ont été¢ obtenus ceci pour limiter

. . \ 201-203
I’action des glycosidases endogénes .

(J

R, S(CH,),;0

o> = O

avec R = Me, i-Pr, n-Oct avec R, = GlucOH, GalOH, ManOH

et R, = GlucOH, MaltOH, LactOH

Figure 33 - Exemples d’arylporphyrines cationiques O-glycosylées et neutres S-glycosylées

Par ailleurs, Hombrecher et al/ ont realis¢ la synthése d’un certain nombre de dérivés de

monoarylporphyrines monoglucosylées possédant des substituants sur les positions f
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pyrroliques (Fig-34) Ils ont ainsi étudié¢, en variant la nature de ['unité osidique,

I’interaction de ces composés avec des modeles de membranes cellulaires

3"

avec R, = GlucOH, GalOH, ManOH, MaltOH, LactOH

Figure 34- Exemples de monoarylporphyrines monoglycosylées

En ce qui concerne les chlorines, Pandey et a/ ont montré que des dérivés de chlorine portant
une unité galactose (Fig-35) séparée du macrocycle par un bras espaceur avaient une tres forte

affinité pour les galectines™”.

Figure 35 - Chlorine — p-galactose



Introduction Bibliographique

Ces composés présentent aussi une forte activité photodynamique. De méme Maillard et a/
ont développé une nouvelle classe de PS (Fig-36) capable de cibler spécifiquement in vitro les

. oy g 206,20
lectines surexprimées sur les cellules du rétinoblastome***>".

OGlucOH OGIlucOH

L o LT

Figure 36 - Structure de deux chlorines triglucosylées

L’équipe de Guillemin a également réalisée la synthése d’arylporphyrine et de

chlorines glucosylées par une ou deux unités de la 2-aminoglucosamine acétylée (Fig-37) >,

o = O o = U

Figure 37- Structure d’une chlorine et une porphyrine portant une unité 2-aminoglucosamine acétylée

Les essais biologiques de ces composés non déprotégés, réalisées sur la lignée cellulaire
cancéreuse HT29 ont montré que la chlorine mono 2-aminoglucosylée présentait la plus
grande activit¢ photodynamique. Par la microscopie confocale, on a déterminé qu’il

s’acumulait dans le reticulum endoplasmique.

Les molécules actuelles utilisées pour le traitement des cellules néoplasiques provoquent

d’importants effets secondaires en raison de la toxicité des agents anticancéreux vis-a-vis des
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tissus sains. Ce phénomeéne entraine ainsi une perte d’efficacité de la molécule en raison de sa
faible distribution pour les cellules tumorales. Le LCSN développe depuis plusieurs années
des composés plus sélectifs constitués d’un principe actif constitué par le PS (porphyrines,
chlorines, benzoporphyrines) et d’une molécule d’adressage spécifique vis-a-vis de récepteurs
présents a la surface des cellules malades.

Plusieurs agents de ciblages ont été fixés sur les sensibilisateurs : les unités osidiques, des
peptides RGD, des polyamines... Les unités osidiques sont reconnues par des glycoproteines
membranaires (lectines) surexprimées & la surface de certaines cellules cancéreuses®”. Les
peptides de type RGD sont capables de reconnaitre les intégrines (type avfs) des cellules
endothéliales de la néo-vascularisation tumorale®'.

Les polyamines type spermine ou spermidine sont indispensables a la division cellulaire. De
plus, les cellules tumorales qui se multiplient, possédent un systéme de transport des
polyamines exogénes”''.

Les travaux du LCSN se sont orientés vers 1’¢laboration de nouveaux PS vectorisés grace a
des molécules spécifiques afin de cibler spécifiquement les tissus cancéreux ou leurs néo-
vascularisations. Cette stratégie pourrait également permettre de développer une nouvelle
application de la photothérapie dynamique pour la lutte antibactérienne.

Certains PS de seconde génération ont été conjugués a des anticorps monoclonaux (mABs),
des liposomes ou des polymeres (PEG, polyéthyléneglycol) afin d’augmenter leur sélectivité
sur certains tissus tumoraux’'>. L utilisation de nanoparticules a été évaluée et a montré une

augmentation de I’efficacité de PTD*".

4.5 Les photosensibilisants non porphyriniques

Les PS non porphyriniques sont utilisés en photothérapie dynamique, mais peu sont employés
en dermatologie. L hypericin® (naphtodianthrone) est un PS non porphyrinique avec un
maximum d’absorption & 590 nm (Fig-38). Son coefficient d’extinction est 4,5.10* M ecm™.

Administré par voie intralésionnelle, il a permis la rémission compléte de CBC et CSC*'.



Introduction Bibliographique

OH O OH

(H"YO CH4

OH Q QH

Figure 38- Structure chimique de I’hypericin *'

®

L’hypericin” est capable d’engendrer aprés illumination dans des mélanocytes tumoraux

. , \ . 81 . . . « gy I3 N
humains un phénomene d’autophagie” . L application topique a aussi été couronnée de succes
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. D’autres substances

dans le traitement des CBC, MB et KA dans une récente étude pilote
ont été testés avec des résultats variables, mais sans application en dermato-cancérologie :
chalcogenopyrilium, phénothiazine (bleu de toluidine ou de méthyléne), les cyanines, et le

tétra-acyldipyrrométhéne. ..

C- La Photothérapie dynamique en cancérologie

L’indication pour laquelle la PTD a été initialement développée est la destruction locale de
tumeurs solides ou leur photodétection. Cette nouvelle technique non invasive offre des

perspectives intéressantes dans le traitement palliatif de cancers®'®

. Elle permet la réduction
du volume tumoral avant la chirurgie limitant les mutilations. Elle peut permettre le traitement
prophylactique de 1ésions dysplasiques dont les limites d’exérése sont souvent floues. Il
s’agissait pour la plupart des essais de la PTD systémique avec du Photofrin® (2 mg/kg IV,
illumination apres 48h, a 630 nm avec des endoscopes).

La premiére tumeur traitée avec Photofrin® en PTD a été une tumeur papillaire de la vessie
avant une résection transuréthrale, montrant un taux de récidive de 39% a un an dans le
groupe de patients traités par PTD, versus 81% dans le groupe controle®'’. Cette étude lui
permet d’obtenir I’autorisation de mise sur le march¢ (AMM) au Canada. La PTD topique
avec I’hexo-aminolévulinate, dans les cancers urothéliaux a été utilisée avec succes, apres des
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essais in vitro montrant une excellente sélectivité sur 'urothélium™". Il peut étre employé

pour le photodiagnostic lors des cystoscopies.
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La PTD est plus efficace que le laser Nd-Yag ou la radiothérapie pour le traitement des stades

, . \ . 219
avancés de cancers pulmonaires non a petites cellules

. Elle montre des taux de réponse
complete de 98% a 12 -18 mois dans les stades précoces (< 2cm) des cancers pulmonaires
avec des taux de survie globale de I’ordre de 50 & 68%****'. La PTD systémique représente
un outil efficace dans I’arsenal du traitement palliatif du cancer pulmonaire endobronchique,
lorsqu’il obstrue les voies aériennes supérieures, et également pour le traitement curatif des

22223 1a PTD systémique avec le Photofrin® est

formes microinvasives et des formes in situ
alors efficace dans les stades précoces avec des TRC de 72%***. D’autres PS ont été utilisés
pour le traitement de cancer endobronchique : m-THPC et une isoforme pégylée® avec de
bons résultats. D’autres PS en PDT systémique vont &tre utilisés sans développements
commerciaux, a 1’inverse des chlorines, le NPe6 approuvé au Japon pour le traitement des
cancers pulmonaires' .

Les cancers de 1’oesophage et les cesophages de Barrett sont traités avec succés par la PTD.
Les premiers essais de traitement par PTD de cancer oesophagien ont été réalisés sur des
stades avancés de la maladie pour des traitements palliatifs’. La PTD systémique avec le
Photofrin® permettait alors de diminuer la dysphagie® provoquée par I’obstruction tumorale
oesophagienne chez 91% des patients traité. Ainsi, on a pu contrdler les saignement chez 6
patients sur 77 atteints de cancer oesophagien a un stade avancé®*?. La PTD systémique avec
le Photofrin® pour I’cesophage de Barrett est un puissant traitement endoscopique, capable de
détruire les dysplasies de haut grade et d’¢liminer le risque de développer un cancer
oesophagien. La présence d’un cesophage de Barrett multiplie en effet par 30 a 125 fois le
risque de développer un cancer oesophagien par rapport a une population normale **’. Le
traitement de 1’cesophage de Barrett est 1’oesophagectomie. Cette procédure chirurgicale
lourde est associée a un taux de complications de 40 a 50% et un taux de mortalité¢ de 3-5%.
C’est pourquoi, la PTD offre une alternative non chirurgicale efficace pour éliminer les zones
dysplasiques®®.

Biel et al rapportent d’excellents résultats de la PTD dans les cancers ORL (Oto-rhino-
laryngologiques) inopérables ou en récidive®®. Hopper et al vont utiliser un PS de seconde

génération, le m-THPS (Foscan®) pour le traitement des cancers ORL avec succés'>®.

3 un traitement palliatif, incapable de guérir, peut obtenir une rémission prolongée de bonne qualité, compatible

pendant de nombreuses années avec une vie presque normale.

* Douleur lors de la déglutition
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La PTD interstitielle permet de réaliser le traitement photodynamique d’organe. La lumicre
est alors amenée au contact du tissu tumoral a I’aide de fibres insérées dans des aiguilles par
voie per cutanée sous contréle scanographique. Ce type de PTD est utilisé dans le traitement

de tumeurs malignes cérébrales. La médiane de survie globale des patients atteints

d’astrocytomes malins ou de glioblastomes est améliorée chez les patients traités par PTD>"

2 La médiane de survie est améliorée avec la AAL-PDT dans les gliomes non

reséquables®™’. Les puissances peuvent étre plus faibles et la répétition des séances permet

d’obtenir des efficacités comparables™”.

Par ailleurs, la PTD s’est avérée efficace dans le traitement des carcinoses péritonéales™ .

L‘injection intra-péritonéale d’hexaminolévulinate, forme estérifi¢e d’AAL, a des rats avec
des tumeurs ovariennes montrait une nécrose aprés illumination avec une lumiére rouge™’.

Le Photosan®, composé proche du Photofrin® est efficace dans le traitement de
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cholangiocarcinome non réséquable™".

La PTD a été utilisée avec succes dans le traitement des cancers de la prostate au stade avancé
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ou a des stades plus précoces La PTD interstitielle avec le motexafin lutétium

permettait le traitement de cancer de la prostate avec une bonne efficacité*'®. De plus, dans les

stades précoces du cancer de la prostate, la régression du taux de PSA (prostate specific

antigen) est obtenu dans 67% des cas en utilisant du m-THPC et la PTD interstitielle®'.

Les études précliniques ont montré que la PTD avec le Photofrin®

ou le phthalocyanine
d’aluminium était efficace sur les tissus pancréatiques tumoraux™’. La PTD topique & visée
photodiagnostique a été utilisée pour diminuer les taux de récidives en permettant de délimiter

parfaitement les marges tumorales®®***%.

D-La Photothérapie dynamique systémique en onco-dermatologie

C’est parce que la peau est aisément accessible a la lumiére que les tumeurs malignes
cutanées superficielles sont d’excellentes cibles pour la PTD. Des tumeurs malignes non
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mélaniques ont ¢été traitées avec succes par PTD systémique “. Son efficacit¢ a été

démontrée dans le traitement de CBC et des métastases cutanées de cancers mammaires'>**,
Dougherty obtenait une RC ou une RP pour 11 tumeurs malignes cutanées ou sous cutanées
sur 113 traitées par PTD-Photofrin® et 100% de TR & 5 mois pour 5 CBC**.

La plupart des applications cliniques de la PTD en dermato-cancérologie, utilisent la lumicre

rouge pour le traitement des tumeurs car la pénétration tissulaire est meilleure a ces longueurs
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d’onde (625-640 nm). Cependant, Bandieramonte et a/ démontraient qu’il n’existait pas de
différence d’efficacité entre la lumiére bleue et la lumiére rouge lors du traitement par PTD de
CBC et de métastases cutanées de cancer du sein de <4 mm d’épaisseur”*’. L’absorption de la
lumicere par I’HpD est 1,5 a 3,5 fois supérieure avec la lumiere bleue et verte par rapport a la
lumicre rouge. Cela permet de diminuer le temps d’illumination et les doses de PS, donc de
diminuer la photosensibilité prolongée apres les séances. Dans une étude prospective, Wilson
et al rapportaient 88% de RC et 18% de taux de récidives avec 29 mois de suivi chez 37
patients atteints de 151 CBC de la face (dont 50% de CBCs) traités par 1 séance de PTD

28 1 ’association de la

systémique avec le Photofrin® (1 mg/kg IV, 630 nm, 72-288 J/cm?)
PTD sur le lit tumoral aprés une chirurgie avec le Photofrin® ou la PTD seule permettait 10
RC sur 12 tumeurs malignes de la téte et du cou®”. Les taux de réponses complétes pondérés
étaient de 86% pour les CBC, 72% pour les CSC et 100% pour les MB’. Malgré ces
excellents résultats avec la PTD systémique utilisant le Photofrin®, ce PS a été peu a peu
abandonné compte tenu d’une photosensibilité rémanente prolongée de 5 a 23 semaines™">".
La PTD systémique avec le Photofrin®, & la dose de 1mg/kg avec une énergie d’illumination
de 200 J/cm® a 630nm en lumiére rouge, permettait d’obtenir des TRC de 92% et des taux de
récidives de 9% a 4 ans chez les patients ayant des CBC*>. D’autres études montraient des
TRC moyens de 85% dans les CBCs et les CBCn. Les formes sclérodermiformes et
pigmentées répondaient moins bien a la PTD****,

Le Photosan® & doses variables de 1,5-3 mg/kg en IV, avec des puissances d’illumination et
des temps d’incubation variables, on obtient 5 RC pour les CBC, 1 RC chez une érythroplasie
de Queyrat, mais pas d’efficacité sur des métastases de mélanome™*.

Au cours d’une étude prospective, 18 patients atteints de 97 CBC et CSC étaient traités par
PTD avec le Foscan® a 0,15 mg/kg IV 96h avant une illumination avec un laser Argon a 652
nm et 5-20 J/em®. Kubler et al obtenaient 92,7% de RC avec un suivi moyen de 15 mois™”.
Baas et al notaient avec le méme PS 86% de RC en fractionnant I’illumination chez 5
patients et 187 CBCs"®. La photosensibilité rémanente s’observait jusqu’a 3 semaines aprés
le traitement. Le Foscan® a faibles doses 0,05 mg/kg IV, avec une illumination 48 h aprés a
50 J/em® permettait d’obtenir 96,7% de RC chez 117 patients atteints de 460 carcinomes
basocellulaires. Les douleurs et les réactions phototoxiques étaient moindres avec ces
paramétres ~°.

Avec la benzoporphyrine, on observe une régression significative du volume tumoral 21 jours

aprés le traitement par laser a 150 J/ecm®, & 690 nm chez des souris nudes atteintes de CSC*’,

Les dérivées de benzoporphyrine sont efficaces pour le traitement des tumeurs vasculaires.
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Aprées I'injection IV de 1 mg/kg de benzoporphyrine a des souris atteintes d’angiosarcome,
I’illumination provoquait 1’inhibition de la croissance et la disparition tumorale®®. La PTD
avec la benzoporphyrine (14 mg/m”® IV, 4 688 nm, 60-180 J/em? de 54 patients atteints de 421
CBCn, CBCs et de maladie de Bowen permettait d’obtenir des taux de RC de 1’ordre de 93%
a 6 mois™’. La photosensibilisation est plus courte (3-4 jours) par rapport a celle provoquée
par le Photofrin®.

Des premiers essais cliniques dans les tumeurs malignes cutanées ont été réalisés avec le
Photofrin®. Toutefois, son principal inconvénient est une photosensibilité rémanente
prolongée, a conduit au développement de la PTD topique en dermatologie. Les principaux
inconvénients de 1’application topique des PS sont leur faible solubilité, leur faible
pénétration a travers le stratum cornéum et donc une faible pénétration intra-cellulaire. La

découverte d’AAL est a l’origine du développement de la PTD topique en onco-

dermatologie’.

E- La Photothérapie dynamique topique en Onco-dermatologie

Le traitement des cancers cutanés par PTD topique s’est rapidement développé dans de
nombreux pays car son principe combinait une application topique de 2-4 h d’AAL, d’un
précurseur naturel de PpIX, et I’illumination par une source lumineuse rouge.

La AAL-PTD est utilisée en onco-dermatologie pour le traitement de carcinomes
basocellulaire superficiel (CBCs), de maladie de Bowen (MB) et des kératoses actiniques
(KA)'2,

En fait, c’est en 1955 qu’était décrite, pour la premicre fois, une photosensibilité aprés une
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application exogéne d’AAL™". L’administration sous cutanée ou par voie orale montrait les

mémes résultats® 2%

Les premiers résultats cliniques de I’AAL-PTD ont été présentés par Kennedy en 1990. Apres
I’application d’une émulsion d’AAL a 20% et une incubation de 3-6 h, les Iésions cutanées
tumorales étaient exposées a la lumicere d’un projecteur de diapositives de 500 W, dont
I’intensité variait de 150-300 mW/cm® avec une dose totale délivrée de 15-150 J/em® (2
600nm). Quatre vingt dix pour cent des 80 CBCs étaient en RC a 3 mois du traitement et la
totalité des MB et des KA’. Les TRC a 3 mois étaient de 79% lors du traitement de 300

CBCs'"”. L’épaisseur des tumeurs influence les taux de réponse avec histologiquement la

persistance des composants dermiques profonds des CBCn'’. L’incubation minimale
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nécessaire est de 3h et plusieurs séances de traitement s’aveérent nécessaire sans conséquences
néfastes. La PTD topique avec I’AAL permet d’obtenir 79 a 100% de TRC a 3 mois pour les
carcinomes basocellulaires superficiels (CBCs) et 10 a 75% pour les carcinomes

264,265

basocellulaires nodulaires . De plus, Fink-Puches et al rapportaient 1’efficacité de la PTD

aprés I’administration d’AAL en intra-1ésionnel dans le traitement d’un CBC>®.

La PTD topique a montré son efficacité pour le traitement des kératoses actiniques
(KA) du scalp et de la MB avec des résultats cosmétiques supérieures aux techniques de
traitements conventionnels*****7->®
aminolévulinate (MAL-PTD) (PhotoCure ™, en lumiére rouge (570-670 nm), a 75 J/cm?)

s’échelonnent entre 69 et 91% a 3 mois dans le traitement des KA?*?2, La MAL-PTD est

. Les TRC aprés une PTD topique avec le méthyl

supérieure a la cryothérapie pour la traitement des KA avec des résultats cosmétiques
excellents®’?. Aucune différence n’a été observée en terme d’efficacité entre ’AAL-PTD et
MAL-PTD dans le traitement des KA. Cependant I'utilisation de la forme estérifi¢e de
’AAL rendrait la séance de traitement moins douloureuse'*. Une étude multicentrique
évaluant I’efficacité de la AAL-PTD (Levulan® et la Lampe BLU-U™) dans les KA indiquait
des TRC de 78% a M12'*2.

Chez les transplantés rénaux, la PTD topique permet de réduire les risques de récidive de KA
avec 62% de TRC versus 35% dans le groupe contrdle non traité et le temps de réapparition
de KA de 9,6 mois versus 6,8 mois respectivement273 . La MAL-PTD a une efficacité
supérieure au 5-FU pour le traitement des MB et KA chez les transplantés®’*. Le traitement de
la chéilite actinique repose sur des techniques invasives : vermillonectomie, laser CO; ou Er :
YAG. La PTDT permet d’obtenir une RC dans 47% des cas a 3 mois apres deux séances. La
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rémission histologique’ est décevante a 38%°".

La MAL-PTD a montré une efficacit¢ intéressante dans les CBCn dans des études
multicentriques randomisées et contrdlées avec des taux de récidive a 5 ans de 14% versus
4% dans le groupe chirurgie ; les résultats esthétiques sont estimés excellents et supérieurs'*.
Pour le traitement de CBCs, avec la MAL-PTD, on observait des résultats comparables a la
chirurgie d’exérése a 3 mois, respectivement avec des TRC de 87,4% versus 89,4% mais
toujours avec une supériorité esthétique. Les TRC sont comparables avec la cryothérapie dans

le suivi a long terme®. Enfin, une étude multicentrique randomisée, contrdlée et prospective

> disparition compléte de reliquats tumoraux a I’examen anatomopathologique
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montrait I’efficacité de la MAL-PTD dans la MB avec des TRC de 80% avec la PTD, 67%
avec la cryothérapie et 69% avec le 5-FU a 12 mois. Elle soulignait une supériorité

cosmétique. Les TRC a 2 ans étaient respectivement de 68%, 60% et 59%”'°.

D’autres agents photosensibilisants topiques ont ¢été testés. Le méso-
tétraphénylporphynesulfonate tetrasodium (mTPPS) permet d’obtenir 94% de TRC pour le
traitement des CBCs dans une étude ouverte®’’. Son développement est freiné par I’existence
d’une photosensibilité prolongée et d’une neurotoxicité. Le méso-tétrahydroxyphénylchlorin
(mTHPC) a donné des résultats médiocres, avec des taux de rémission histologique
respectivement de 32% dans les maladies de Bowen et 29% dans les CBCs®’®.

En dermatologie, I’optimisation de la PTD topique est nécessaire pour obtenir des taux de
rémission clinique compléte ¢levés, sans récidive, dans le traitement des cancers cutanés. Le
décapage de la 1ésion avant la séance, 1’utilisation d’une forme estérifi¢e d’AAL augmentent
les TRC dans les CBCn a 91% a M17%"”. La principale limite des études actuellement est
I’absence de contrdle histologique de la rémission. Seul Wang et a/, montre que les TRC
clinique et histologique ne sont significativement pas différents entre la PTD et la
cryothérapie dans le traitement des CBCn et CBCs. Les taux de récidive sont de 25% a 12
mois pour la PDT et 15% pour la cryothérapie .

L’utilisation de chélateur de fer avec AAL permet d’augmenter in situ les taux de PpIX et
donc D’efficacité de la PTD dans le traitement des cancers cutanés non mélaniques™ **.
L’ATMPn peut aussi étre appliqué localement dans le traitement des CBC en montrant une

excellente pénétration épidermique™™.
II-Le mélanome

Le mélanome est une tumeur maligne développée a partir des mélanocytes survenant en peau

saine ou par dégénérescence d’un naevus pré-existant.

A- Généralités et Epidémiologie

Le mélanome est le cancer cutané dont la fréquence augmente le plus dans le monde. Il
représente 5% des cancers de la peau et 1% des tumeurs malignes. Elle double tous les 10 ans
avec une incidence de 5 & 15 nouveaux cas pour 100 000 habitants par en Europe®®*. En

France, le taux d’incidence est de 8 nouveaux cas par an pour 100 000 habitants chez
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I’homme et 9,4 chez la femme, représentant 4000 a 5000 nouveaux cas et 1000 personnes en
meurent chaque année. L’incidence a augmenté entre 1980 et 2000 chez I’homme de 2,4.10 °

a7,6.10° par an et chez la femme de 3,9.10°29,5.10° par an’®

. Ce taux est bien plus ¢élevé en
Australie et en Nouvelle-Zélande (40-50 nouveaux cas pour 100000 habitants). En Europe, le
mélanome est plus fréquent chez la femme que chez I’homme. Le risque cumulatif de
développer un mélanome sur une vie est de 1% en France®™.

Depuis quelques années, 1’incidence et la mortalité se stabilisent en Europe, cela semble 1ié¢ a
une détection plus précoce plus qu’a un meilleur traitement”’. En effet, I’incidence de
mélanome de faible épaisseur augmente™. Le risque de développer un mélanome est le
résultat d’une conjonction de facteurs constitutionnels (phototype) et externes (exposition aux
UV). Cela dépend aussi du nombre et du type de naevus, de facteurs environnementaux
(antécédents de coup de soleil, des abus des expositions solaires en institut), et des
antécédents personnels et familiaux®.

On constate que 5 a 10% des patients atteints de mélanome ont un parent du premier degré
atteint. On parle de mélanome familial. Ces patients développent un mélanome plus
précocement et ont un risque plus ¢élevé de mélanomes multiples. Vingt pour cent de ces
familles ont une mutation germinale du gene CDKN2A, géne suppresseur de tumeur codant la
protéine pl6*°*°!. La pénétrance de ces mutations est influencée par les facteurs

environnementaux et/ou génétiques. D’autres génes sont impliqués : CDK4***, MCIR*”,

ASIP, TYR**.

B- Les traitements conventionnels du méelanome

Les traitements du mélanome utilisent une classification pronostique fondée sur des courbes
de survie. Elle s’apparente a une classification d’indication thérapeutique : la classification

American Joint Commitee on Cancer (AJCC) (Tab-1).



Introduction Bibliographique

Stade IA Tumeur inférieure ou égale a 1 mm d’épaisseur, niveau de Clark Il ou lll, sans
ulcération (pT1a), NO, MO

Stade 1B Tumeur inférieure ou égale 2 1 mm d’épaisseur, niveau de Clark IV ou V ou avec
ulcération (pT1b), NO, MO
Tumeur supérieure 2 1 mm et inférieure ou égale a 2 mm d'épaisseur, sans
ulcération (pT2a), NO, M0

Stade lIA Tumeur supérieure 2 1 mm et inférieure ou égale a 4 mm d'épaisseur, avec

Stade IIB ulcération (pT2b, pT3b), NO, M0
Tumeur supérieure 2 2 mm d'épaisseur, sans ulcération (pT3a, pT4a), NO, MO

Stade IIC Tumeur supérieure 4 mm d'épaisseur, avec ulcération (pT4b), NO, MO

Stade IlIA Tumeur sans ulcération (tous pT), métastases microscopiques dans 1, 2 ou 3
ganglions lymphatiques régionaux (N1a, 2a), M0

Stade IlIB Tumeur sans ulcération (tous pT), métastases macroscopiques dans 1, 2 ou 3
ganglions lymphatiques régionaux ou meétastases « en transit » (N1b, 2b, 2c), M0
Tumeur avec ulcération (tous pT), métastases microscopiques dans 1, 2 ou 3
ganglions lymphatiques régionaux ou métastases « en fransit » (N1a, 2a, 2c), M0

Stade IlIC Tumeur avec ulcération (tous pT), métastases macroscopiques dans 1, 2 ou 3
ganglions lymphatiques régionaux (N1b, 2b), M0
Tumeurs avec ou sans ulcération (tous pT), métastases dans 4 ganglions
lymphatiques régionaux ou plus ou métastases en fransit avec métastase(s)
ganglionnaire(s) régionale(s) (N3)

Stade IV Metastases a distance (tous pT, tous N, M1)

Tableau 1- Classification p TNM de ’AJCC 6&éme édition >

La chirurgie demeure le traitement de référence du mélanome primitif suivie d’une reprise
chirurgicale avec des marges d’exérése déterminée par I’épaisseur tumorale (indice de

Breslow) (Tab-2).

Les Standards, Options et Recommandations

Définition des marges d'exérése

Standards
Les marges d'exérése doivent éire adaptées a I'épaisseur de la tumeur.
Aucune marge supérieure a2 3 cm ne doit éire réalisée.

Epaisseur de Breslow (classification) Marges d’exérése recommandées
Mélanome in sifu (Ptis) => 0,5 cm

0 - 1 mm (Pt1) =>1cm
1,01 - 2 mm (Pt2) => 1-2 cm
2,01 - 4 mm (Pt3) =>2cm
> 4 mm (Pt4) => 2-3 cm

Pour les mélanomes de Dubreuilh non invasifs, une marge de 1 cm est recommandeée.
Lorsque cette marge ne peut pas étre respectée pour des raisons anatomiques et
fonctionnelles, une marge de 0,5 cm est acceptable sous couvert d’'un conirdle histologique
strict des berges (accord d’experts).

Tableau 2- Détermination des marges d’exérése en fonction de ’indice de Breslow
296



Introduction Bibliographique

La reprise chirurgicale de la cicatrice initiale d’exérese est le seul traitement curatif du
mélanome stade I et II a I’heure actuelle. Elle doit étre précoce (dans les 4 a 6 semaines
suivant 1’exérése initiale) et large (marge adaptée a 1’épaisseur). L’exérése du ganglion
sentinelle peut €tre indiquée en option pour les patients atteints de mélanomes d’épaisseur
supérieure @ 1 mm ou ulcéré dans le cadre d’essais thérapeutiques ou de protocoles
d’évaluation®®. Elle permet de classer les patients en stade IIl en mettant en évidence
I’existence de métastases ganglionnaires microscopiques ou macroscopiques. Ceci conduit a
la mise en route de traitements adjuvants selon les avis d’experts.

Des traitements adjuvants (Interféron-alpha 2a a faibles doses®) sont proposés pour les stades
IT (Breslow >1,5 mm sans atteinte ganglionnaire, ni extension cutanée). En effet, I’interféron
alpha posseéde une activité anti-tumorale : ralentissement du cycle cellulaire, baisse du taux de
passage en phase S. Il posséde une activit¢ d’immunomodulation en stimulant I’activité des
cellules natural killer, ’hyperexpression du systtme HLA et de certains motifs antigéniques
tumoraux. L’interféron-alpha 2b a haute dose’ peut-étre proposé¢ en cas d’envahissement
ganglionnaire®’. Ce dernier protocole permet la prolongation de la survie sans récidive, mais

ne modifie pas la survie globale™"

. Les taux de réponse sont de 1’ordre de 15% avec une
médiane de 6 a 9 mois.

Les récidives et les métastases surviennent dans 25% des cas dans les premicres années
suivant le diagnostic initial. Toutefois des récidives tardives plus de 10 ans aprés sont
possibles. Le risque de récidives est étroitement 1i€¢ a I’épaisseur du mélanome initial. La
majorité des métastases sont initialement cutanées et lymphatiques puis pulmonaires,
hépatiques et cérébrales plus rarement osseuses et digestives.

Lorsque le mélanome atteint le stade métastatique non opérable, il n’existe pas, a I’heure
actuelle, de traitement réellement efficace permettant de modifier le cours de la maladie et son

2 En effet, les traitements des stades IV sont décevants avec des

issue le plus souvent fatale
taux de réponse de ’ordre de 10 a 20%. La médiane de survie des patients au stade IV est de
6 4 9 mois”™. La survie a 5 ans des patients atteints de mélanomes métastatiques est de 7 a
19%°". Malgré le développement de nouveaux traitements, le pronostic n’a pas changé
depuis ces 20 derniéres années. La prévention et la détection précoce du mélanome sont donc

essentielles. L exérese chirurgicale de la métastase (unique et opérable) est associée a une

meilleure survie et reste considérée comme le traitement de choix avec des médianes de

® 3 MUIx3/sem en injection sous-cutanée

720 MUI/m?/j en injection intraveineuse pendant 4 semaines puis 10 MUI/m*/3x/sem sous-cutané 48 semaines)
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. . . . . . 1302-304
survie de 17 mois versus 4 mois en 1’absence de traitement chirurgical

. Lorsque les
métastases sont multiples, étendues ou inopérables, d’autres traitements sont proposés.

Parmi les monochimiothérapies, la dacarbazine, un agent alkylant, permet d’obtenir les
meilleurs taux de réponses de ’ordre de 15 a 20% avec 5% de réponse compléte viscérale

. 305
(foie, poumon et 0s)

. La médiane de durée de réponse n’excéde pas 6 mois. Avec la
fotemustine, un nitroso-urée, on obtient des taux de réponse de 1’ordre de 20 a 30%. Il
présente I’avantage de passer la barriére hémato-méningée, et aussi traiter des métastases
cérébrales®®. Les autres agents de la méme famille (carmustine, lomustine) possédent des
taux de réponses plus modestes entre 13 et 18%. Le temozolomide, le précurseur de la
dacarbazine, ayant la capacité de traverser la barriére hémato-méningée, est aussi efficace que
la dacarbazine®®’. Les taxanes (paclitaxel, doxitaxel) ont des taux de réponses partielles de 12

a 17% au cours des essais de phase II’*®
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. Avec le cisplatine, les taux de réponses globales de
16,3% sont atteints™ . Les taux de réponse avec les alcaloides de la pervenche (vindésine,
vinblastine, vincristine) sont de I’ordre de15%.

En utilisant des polychimiothérapies (dacarbazine, cisplatine, taxanes et BCNU), on obtient
des taux de réponses globales supérieurs (40 a 50%), mais sans augmenter la survie globale,
et au prix d’effets indésirables importants et graves’ . Ainsi les polychimiothérapies ont des
taux de réponse meilleurs, sans toutefois, augmenter les taux de réponse compléte par rapport
aux monochimiothérapies.

L’immunothérapie par I’interleukine 2 (IL-2) permet d’atteindre 16% de taux de réponse et
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<. Les taux de

6% de taux de réponse complete dans des protocoles de polychimiothérapie
réponses avec I’interféron sont de 1’ordre de 6 4 27%"".

Historiquement, on a toujours décrit le mélanome comme radiorésistant’'*. La radiothérapie
est utilisée principalement pour le traitement palliatif des métastases mélaniques cérébrales ou
osseuses. Les taux de réponses au stade III sont de I’ordre de 60 a 79% et les taux de réponse

compléte sont estimés a 9%.

C-. Les perspectives d’avenir dans le traitement des mélanomes métastatiques

Le mélanome est considéré comme une tumeur immunogénique et des régressions completes
ou partielles, comme la présence de lymphocytes activés dans le tissu tumoral et 1’existence
d’un vitiligo en témoignent. De nouvelles approches thérapeutiques sont nées de ce constat.

Certaines sont en cours d’évaluation mais ne modifient pas encore la survie globale au stade
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métastatique : la vaccination anti-tumorale, les thérapies ciblées (Anticorps monoclonaux
anti-CTLA4 (Cytotoxic T Lymphocytes associated antigen 4)) et I’'immunothérapie adoptive
par TIL (Tumour infiltrating lymphocytes).

Les traitements par vaccination n’ont pas leur place dans le traitement des mélanomes
métastatiques au vu des premiers essais. Plusieurs types de vaccins ont été développés a partir
de mélanocytes humains irradiés, d’extraits antigéniques (protéines, ganglioside),
d’oncolysats autologues et de vaccins recombinants. En effet, I’identification de peptides
antigéniques exprimés par les mélanomes et reconnus par les lymphocytes T cytotoxiques a
permis d’améliorer grandement les protocoles cliniques. On distingue, d’une part, les classes
d’antigénes exprimés exclusivement par les mélanomes (MAGE-1, MAGE-3, NA 17).
D’autre part, il y a ceux que ’on retrouve a la surface des mélanomes, mais aussi sur les
mélanocytes normaux (tyrosine, gpl00, melan A). Les patients sont identifiés par un typage
HLA et la recherche de I’expression du geéne candidat est effectuée par analyse en RT-PCR
d’un échantillon tumoral.

L’immunothérapie adoptive par TIL consiste a récupérer a partir du tissu tumoral, des
lymphocytes du patient. La seconde étape consiste a les amplifier in vitro avec des
lymphokines, pour sélectionner les lymphocytes spécifiques des antigénes tumoraux. Enfin
les cellules sont réinjectées au patient dans le but qu’ils réinfiltrent la tumeur et provoque sa
lyse. Les taux de réponses vont de 31 a 35% et avec un taux moyen de survie de 4 mois® >~'°.

Une nouvelle immunothérapie repose sur ’administration d’anticorps monoclonaux anti-
CTLA4 (ipilimumab, tremelimumab). L’anticorps inhibe la liaison CTLA4 sur les
lymphocytes et les molécules CD80/CD86 sur les cellules présentatrices d’antigéne. Deux
anticorps ont été testés dans les mélanomes métastatiques. Les taux de réponse sont retardés
et prolongés’'’. En bloquant le CTLA4, on léve le frein de la prolifération lymphocytaire
permettant a B7 de se lier a CD28, et d’enclencher la réponse lymphocytaire maximale.

Une partie des avancées récentes dans le domaine thérapeutique du mélanome s’appuie sur
I’existence de différents types de mélanome avec par voies de conséquences des altérations
moléculaires somatiques différentes. Ainsi, on retrouve entre 50 et 60% de mutation de BRAF
au sein des mélanomes de type SSM (Superficial spreading melanoma) et 10 & 15% au cours
des mélanomes muqueux. Les mutations de certains genes provoquent des « gains de
fonctions », fonction quasi inverse a celle de la protéine sauvage. Elles peuvent étre des cibles
a de nouvelles thérapies du mélanome. Il s’agit pour la plupart de molécules inhibant les
fonctions kinases des protéines mutantes : inhibiteur du récepteur KIT : imatinib. Elles ont été

testées chez des patients porteurs de mélanome avec mutation de KIT avec des résultats
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18 Des inhibiteurs de mutation de BRAF permettent d’obtenir des taux de

prometteurs
réponses de 1’ordre de 70% dans les essais de phase I. Cependant, 40 a 50% des mélanomes

ne présentent pas de mutations de ces cibles.

D- Le traitement des métastases cutanées de mélanome

L’existence de métastases cutanées « en transit » signifie que les 1ésions sont situées entre la
cicatrice d’exérese initiale et le territoire ganglionnaire de drainage, de 2 a 5 cm du site
primitif. Les patients atteints de métastases en transit sont des patients classés en stade III. A
I’inverse, les métastases situées a distance c’est-a-dire au-dela de Scm du site de la tumeur
primitif et pas dans le territoire de drainage, classent la maladie en stade IV. Les métastases
cutanées sont a origine d’ulcérations douloureuses et de saignements’'’. Elles sont, par
conséquent, responsables d’une altération majeure de la qualité de vie.

Lorsque leur nombre et leur taille sont limités et qu’il y a peu de récurrences, le traitement de
premicre intention fait appel a la chirurgie. Des traitements par laser CO,, par cryochirurgie
ou par radiothérapie sont utilisés pour des tumeurs de petites tailles et peu profondes®*’. Dans
le cas contraire d’autres alternatives de traitement peuvent étre proposées. Les mémes
chimiothérapies (dacarbazine, fotemustine, sels de platines, taxanes...) que celles utilisées
dans les autres sites métastatiques, ont été essayées. On obtient des résultats variables et
proche des taux de réponses précédemment décrites avec les autres localisations
métastatiques.

D’autres approches thérapeutiques plus ciblées sur la localisation cutanée ont été
développées : I’injection intra-lésionnelle d’interleukine®®', la perfusion de membre isolé,
I’¢lectrochimiothérapie... L’injection intra-lésionnelle d’interleukine-2 permet d’obtenir des
taux de réponse de 16% et 6% de réponses complétes®™.

La technique de perfusion de membre isol¢ (circulation extra-corporelle de membre a circuit
fermé sous garrot) a pour objectif d’administrer des concentrations de Melphalan® 10 fois
supérieures aux doses systémiques tolérables, afin de cibler au maximum le volume tumoral
tout en minimisant les effets secondaires généraux. Les taux de réponses globales avec cette
technique sont de 1’ordre de 50 a 70% en améliorant le contrdle local de la maladie mais sans

31932 1 ’association de TNF alpha au Melphalan® augmente les

impact sur la survie globale
taux de réponse a 60-80%, mais majore les effets secondaires.
L’¢lectrochimiothérapie consiste a appliquer des impulsions électriques au contact des

r r soe r r . 324
tumeurs cutanées ou sous-cutanées en ayant injecté au préalable un cytotoxique . Ces
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impulsions électriques rendent les membranes des cellules cancéreuses temporairement
perméables, ceci augmente 1’action du cytotoxique utilisé (bléomycine, cisplatine)’>.

La BCGthérapie permet d’obtenir des taux de réponse de 1’ordre de 90% et 31% de taux de
survie sans récidive au prix de complications locales invalidantes®>°,

L’ensemble des traitements utilisés pour traiter les métastases cutanées de mélanome demeure

décevant. Avec certains d’entre eux, on obtient des taux de réponse de I’ordre de 90%, mais

les rémissions sont bien souvent partielles et peu prolongées.

E- L’utilisation de la PTD dans le traitement du mélanome

1. Les études in vitro et chez I’animal

La PTD systémique avec le Photofrin® a montré son efficacité in vitro chez la souris nude
avec xénogreffe de mélanomes achromiques avec 100% de nécrose tumorale. La mélanine
semble empécher la pénétration de la lumiére diminuant aussi 1’efficacité de la PTD*?. En
conséquence, on doit utiliser des doses d’illumination plus deux fois plus importantes chez les

328

cobayes apres I’administration de 10 mg/kg d’HpD et une illumination a 514 nm™. Moore e?

al montraient également que les souris albinos BALB/c étaient plus sensibles que les souris

pigmentées, démontrant I’effet protecteur de la pigmentation®”

. L’une des hypothéses pour
expliquer le manque d’efficacité de la PTD dans le mélanome, et une efficacité dans les
mélanomes achromiques est la présence de mélanine. Cette derniére pourrait entrer en
compétition avec le PS pour I’absorption des photons®*’. L’absorption de la lumiére incidente
par la mélanine entrainerait une importante réduction de la pénétration en profondeur du
faisceau lumineux dans la tumeur™’. De plus, ce pigment piégerait les radicaux libres
produits. L une des stratégies pour traiter des mélanomes en PTD a alors été de cibler non
plus la tumeur mais la néovascularisation tumorale en utilisant la PTD systémique et la

331
. Pour cela,

bactériochlorophylle sérine chez des souris nudes atteintes de mélanome M2R
I’illumination était réalisée peu de temps apres 1’injection intra-veineuse du PS. L’HpD est
capable de se fixer sélectivement sur les vaisseaux et d’autres structures non vascularisées de
I’ceil. La clairance d’élimination est de moins de 24h sauf au sein de la tumeur, la choroide et

la rétine chez le lapin®**.
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L’oxygéne est nécessaire a la réaction photodynamique et le fractionnement de I’illumination
permettrait la réoxygénation de la tumeur. Ceci augmenterait 1’efficacité de la PTD dans le
mélanome, lors de utilisation de bactériochlorophylle sérine en intra-tumorale®®’.

La PTD systémique avec la phthalocyanine d’aluminium (AlpcS4), a la dose de 2,5 mg/kg
intra-péritonéale, avec des puissances d’illumination de 50, 100 et 200 J/cm®, de souris
C57/B1 atteintes de mélanome (obtenu par injection sous-cutanée de mélanocytes tumoraux
murins B16) diminuait la viabilité¢ cellulaire in vitro. On notait une incorporation de la
thymidine et une nécrose tumorale in vivo. Les souris traitées par PTD survivaient 41 j versus
15 jours dans le groupe contrdle non traité, et il existait un ralentissement de la progression
tumorale™*. Les mémes résultats étaient obtenus avec la phthalocyanine de silicone liposomée
sur des B16™. En utilisant le phthalocyanine de zinc, Michailov e al démontraient avec les
mémes lignées B16 et sur modele animal, I’importance de la puissance d’illumination avec un
taux de réponse compléte de 40% a 380 mW/cm™’°. Des puissances supérieures ne
semblaient pas permettre d’obtenir de meilleurs résultats. Ils observaient aussi une nécrose
tumorale et soulignaient le rdole de I’hyperthermie au cours de la séance provoquée par

Iutilisation de longueur d’onde de 700 nm™”’.

Dans les années 80, des mélanomes choroidiens ont été traités en PTD avec Photofrin®***°.
On notait peu de succes pour plusieurs raisons : les patients présentaient des stades avancés de
la maladie et en rechute, le PS (HpD) avait une faible pénétration tissulaire et les lasers étaient
peu performants. Le développement des PS de seconde génération donnait lieu a des études
chez I’animal, avec des résultats encourageants pour les mélanomes achromiques avec des

phthalocyanines et des benzoporhyrines®**~*

. Toutefois, ’application en clinique paraissait
difficile car les mélanomes choroidiens sont dans 90% des cas pigmentés. La PTD systémique
avec la benzoporphyrine liposomale, a la dose de 2 mg/kg IV, illuminée 15 min aprés avec un
laser Argon a 692 nm et 40-150 J/cm2, chez des lapins albinos avec mélanome choroidien,
montrait une régression des tumeurs dans tous les yeux a 60 J/cm®. Les examens autopsiques
des lapins révélaient des occlusions vasculaires et une nécrose tumorale 1 mois apres le
traitement avec un infiltrat de cellules mononuclées®. La benzoporphyrine est 60 & 70 fois

plus cytotoxique que I’HpD et a une meilleure rétention tissulaire®****’

. Une PTD systémique
avec le Verteporfin® (4 mg/kg IV) de tumeurs mélaniques obtenues aprés I’injection de
B16F10 a des souris C57/BL6 induisait une nécrose tumorale. De plus, on observait un
ralentissement de la croissance tumorale aprés 2 illuminations a 3 h et 9 h par un laser argon a

690 nm et 300-520 J/cm>**®,
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D’autres PS ont été essayés in vitro avec des résultats prometteurs : indocyanine verte **/, le
lutétium texaphyrine ', la meso-tetra-4-N-methylpyridyl-porphyrine iodide (P1) et la 5,10-
di-(4-acetamidophenyl)-15,20-di-(4-N-methylpyridyl) porphyrine (P2), 2 PS hydrosolubles®*.
Une iminochlorine induisait des effets phototoxiques par une voie apoptotique sur une lignées
de mélanocytes tumoraux humains (G361)**. La PTD systémique avec la m-TPP (méso-
tétraphénylporphyrine) liposomale sur des souris nudes atteintes de mélanome achromique
montrait une efficacité supérieure ou égale a la forme sulfonée'*,

Les cellules mélanocytaires tumorales murines (B16F10) ont la capacité de produire en
grande quantité des porphyrines a partir d’AAL ou de MAL*’. In vivo, les mélanomes aprés
application de ces molécules et illumination ne fluorescent pas. On suppose que ceci est du a
la présence de pigment et de la faible production endogeéne de porphyrine par les mélanocytes
tumoraux et a I’expression de protéines MDR (& I’origine de 1’expulsion de la molécule)’™’. A
I’inverse, une réponse partielle a la PTD topique ou systémique et une fluorescence intense
ont été observées par des tumeurs mélanocytaires obtenues par injections sous cutanées de
cellules mélanocytaires tumorales achromiques (4-Mel-3) chez des hamsters golden syrian™'.
Les cellules mélanocytaires tumorales issues de métastases accumulent plus de porphyrines

. . . 113
que les cellules issues de tumeurs primaires

. L’illumination de mélanomes achromiques
implantés a des hamsters gold syrian, 1 min aprés injection de I’ATMPn en intra-veineuse,
aboutissait & la régression compléte des tumeurs® . L’AAL-PTD parait inefficace pour le
traitement des métastases cutanées de mélanome™”.

Les ¢études analysant les effets de la PTD sur les mélanomes montrent des résultats
contradictoires. D’une part, les études in vitro et sur modeles animaux démontrent que les

mélanocytes tumoraux sont sensibles a la PTD. D’autre part, les essais sur ’homme montrent

des résultats inférieurs™?,.

2. Les études chez ’homme

La PTD systémique pour traiter les métastases cutanées de mélanome ne permet d’obtenir que
20 4 30% d’efficacité clinique chez les patients®>>>°,

Les résultats de la PTD systémique avec I’HpD dans les mélanomes choroidiens chez
I’homme sont encourageants. En effet, la PTD systémique avec le Photofrin®, & la dose de 5 a
7,5 mg/kg intra-veineuse, avec une illumination 24h apres, a 620-630 nm par laser, permettait

I’obtention de 6 RC et 5 RP chez 19 patients atteints de mélanome choroidien. Les tumeurs

pigmentées semblaient répondre moins bien que les tumeurs peu pigmentées® ~°. La PTD
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avec le Photofrin® a une efficacité moindre parce qu’il y a compétition entre 1’absorbance de
la mélanine et la longueur d’onde utilisée’. L’emploi de longueur d’onde entre 770 et 800 nm
permet une transmission suffisante de lumiére & travers les tissus pigmentés’>’.

La PTD systémique avec la chlorine-e6 apparait efficace sur les métastases cutanées de
mélanome. La chlorine était injectée a la dose de 5 mg/kg en intraveineux a 14 patients
atteints de métastases cutanées de mélanome. Deux séances étaient réalisées 1h et 24 heures
aprés I’injection a 80-120 J/cm® et 300 mW/cm®. On observait une régression compléte des
métastases traitées sans photosensibilité et avec une excellente tolérance®®.

Les métastases cérébrales de mélanome surviennent chez 3,5% des malades. La survie globale
n’exceéde pas 22 semaines malgré les traitements chimiothérapiques et radiothérapiques. La
PTD avec le Photofrin® a permis d’obtenir un excellent controle local des métastases chez 6
patients atteints de métastases de mélanome™'.

L’utilisation de la PTD dans le traitement des mélanomes est controversée par son manque
d’efficacité in vivo et le développement de mélanome sur les sites traités par PTD. En effet,
Wolf et al rapportaient I’apparition d’un mélanome du cuir chevelu 6 mois apres 7 séances de

PTD pour des kératoses actiniques’®.

III-Les effets biologiques de la lumiére visible

La phototoxicit¢ de la lumicre naturelle (soleil) ou artificielle est connue depuis de

363,364 ‘A <. rer <7 . ,
>, La lumigére visible a été étudiée depuis des années comme une

nombreuses années
source de lumiére capable d’activer des substances photoactives et de manicre plus récente,
elle est employée comme un agent thérapeutique elle-méme. L une des premieres utilisations
rapportées de la lumicre visible en thérapeutique est la photothérapie des ictéres néonataux
avec de la lumiere bleue au cours des années 1970. Le rythme circadien est un cycle
biologique réglé par I’alternance du jour et de la nuit et dépend de la lumiére visible.

La lumicre visible influence la réponse immune. Les lymphocytes B sont plus actifs le matin

365 .y
. La lumiére

et a Pinverse les lymphocytes T et les cellules NK sont plus actifs le soir
visible accélére la cicatrisation d’ulcére de jambe en stimulant la prolifération de
kératinocytes humains et/ou de fibroblastes en induisant la production de facteurs de
croissance en particulier le bFGF****%,

Mais la plupart des études ont essentiellement démontré des effets biologiques avec la lumicre

bleue.
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La lumiére bleue correspond aux longueurs d’onde du visible les plus courtes entre 400 et
500nm. La lumicre bleue est hautement énergétique puisque plus la longueur d’onde est
courte plus 1’énergie photonique est grande.

Les photons des rayonnements bleus sont absorbés par les chromophores des pigments visuels
des photorécepteurs. Cependant, une partie de 1’énergie non absorbée est convertie en chaleur
et I’autre est a I’origine de radicaux libres phototoxiques et de 1’oxygene singulet. Comme les
UV, elle est donc capable d’induire des lésions de I’épithélium pigmentaire rétinien. Ces
Iésions phototoxiques pourraient &étre a 1’origine des mécanismes de dégénérescence
maculaire liée a 1’age (DMLA). Si la phototoxicité des UV sur 1’épithélium rétinien est
connue depuis les années 80, la découverte de la phototoxicité de la lumicre bleue est plus
récente’®. Lorsque les patients vieillissent, on observe une augmentation des taux de
lipofuscine (A2E) qui est alors multipli¢ par 5°®. Sparrow a établi in vitro la corrélation entre
la phototoxicité de la lumiere bleue, 1’épithélium pigmentaire rétinien, la lipofuscine (A2E) et
I’apoptose conduisant a la DMLA’". L’exposition de poissons tropicaux en UV-A et en
lumiére visible (>320 nm) provoque précocement I’apparition de mélanomes®’'.

La lumiere bleue influence les modes veille-sommeil : elle est responsable a 55% de
I’entrainement circadien’”>. La transmission de la lumiére bleue intervient dans la
discrimination des couleurs, laquelle décroit de facon linéaire avec 1’age, essentiellement dans
la partie bleue du spectre visuel.

La photoactivité de la lumicre bleue est utilisée en thérapeutique. Elle est employée depuis
quelques années en dermatologie pour traiter les acnés’ . Elle agit sur la bactérie responsable
de I’acné, le Proprionibacterium acnes, sensible a la lumiere bleue de fagon physiologique.
Cette bactérie est capable de relarguer une porphyrine qui est excitée par cette lumicre et
induit de ce fait sa propre mort. Le traitement de I’acné par la lumiére bleue est une technique
innovante utilisant la lumiére bleue seule ou en association avec 1’application préalable

d’AAL en photothérapie dynamique® "

. Elle est également employée et approuvée aux
Etats-Unis pour traiter les kératoses actiniques avec le Levulan® Kérastick et la lampe BLU-
U. La lumiére bleue pénétre peu au sein des tissus limitant son utilisation aux traitements de
Iésions peu profondes. Les CBCs dans les naevomatoses basocellulaires sont détruits apres
application AAL et illumination en lumicre bleue. Elle semble prévenir les récidives en
traitant les zones infra-cliniques’’®.

En médecine dentaire, la lumiére bleue (380 nm-500 nm) permet d’activer (par production de

radicaux libres activant un catalyseur) et de polymériser (la résine du composite) des produits

dentaires (comme les amalgames dentaires). Elle est aussi utile pour la photodétection des
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caries, le dépistage précoce des dysplasies et cancers de la cavité orale et enfin le traitement
des parodontites chroniques de I’adulte.

En pédiatrie, elle est utilisée pour traiter les ictéres néonataux. Toutefois, I’innocuité n’est pas
absolue puisqu’il a été démontré que la lumicre bleue était capable d’engendrer un stress
oxydatif au niveau rétinien, mécanisme a I’origine de la DMLA.

Les lumiéres violette, verte et rouge sont utilisées en PTD avec des résultats variables en
terme d’efficacité, selon la pathologie traitée et les longueurs d’onde d’excitation des PS

employés.

A- La photothérapie néonatale, le développement de naevus et le risque de
mélanome

Plusieurs facteurs phénotypiques de risque de mélanome ont été identifiés : le nombre élevé
de naevus, la présence de naevus dysplasiques, I’existence d’éphélides, la forte propension de
coups de soleil et le nombre de coups de soleil sévéres dans 1’enfance’”’.

La prévalence des naevus chez I’enfant augmente avec 1’dge. L’ exposition solaire est un des
déterminants majeurs du développement de naevus. Il a été prouvé qu’a phototype équivalent,
les enfants habitant dans des pays de latitude basse ont plus de naevus, que ceux vivants dans
les latitudes plus hautes. Par ailleurs, I’exposition solaire précoce des enfants avant I’age de
15 ans favorise 1’apparition des naevus’’®. Le facteur le plus important de risque de
développer un mélanome dans les populations caucasiennes est le nombre de naevus
acquis’”".

La photothérapie néonatale (450 nm) est la thérapeutique de choix la plus efficace et la plus
utilisée pour traiter les ictéres néonataux®™’. L’ictére néonatal est un événement fréquent
puisqu’il touche 2 nouveaux-nés sur 3 et 80% des prématurés. L’ictére correspond a une
coloration jaune des téguments, apparaissant a partir d’un taux de 50 a 70 umol/l de bilirubine
non conjuguée. La bilirubine est un pigment jaune ne pouvant donc qu’absorber la lumiére
bleue, violette ou verte. Des études ont montré la supériorité de la lumiére bleue®™'. Le risque
est la neurotoxicité de la bilirubine non conjuguée, avec encéphalopathie et risque de surdité.
L’hyperbilirubinémie est due a une augmentation de sa production alors que son métabolisme
et son excrétion sont encore peu développés par immaturité hépatique’™. Parmi les
particularités du métabolisme chez le nouveau-né, on note un déficit de glycuroconjugaison

associ¢ a une conjonction de multiples facteurs comme 1’hémolyse, la conversion de la
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biliverdine, 'immaturité des systémes de captation et de conjugaison hépatique et une
accentuation du cycle entérohépatique. L’exposition a la lumiere bleue augmente la solubilité
de la bilirubine, en permettant la production d’isoméres ionisés solubles et favorise donc sa
clairance d’¢limination. Le mécanisme de photo-oxydation, plus lent n’est donc pas le
mécanisme principal de cette technique™™.

L’efficacité de la photothérapie augmente en fonction de I’intensité lumineuse.

Les effets a long terme de la photothérapie néonatale sont peu décrits. Depuis le début des
années 2000, plusieurs publications font état d’une augmentation du nombre de naevus et du
nombre de naevus dysplasiques chez les enfants ayant eu une photothérapie néonatale. Les
enfants qui ont eu une photothérapie néonatale pour traiter un ictére néonatal ont un risque
significativement plus élevé de développer des naevus atypiques®™. L’existence de naevus
dysplasique est un autre facteur de risque de mélanome®®. Récemment, Matichard et al
rapportent 1’augmentation du nombre de naevus significativement plus important chez les
enfants ayant eu une photothérapie néonatale®™.

Les ¢études sont contradictoires puisque Bauer ef al n’observaient aucune différence
significative du nombre de naevus entre les patients ayant eu un photothérapie néonatale et

387,388 r ’
7388 Plus récemment, Mahé et al

ceux n’en n’ayant pas eu sur une cohorte de 1812 patients
. . A , . . 389 . , ,
faisait le méme constat dans une étude multicentrique™ . Mais aucune étude n’a montré

jusqu’a présent une augmentation du nombre de mélanome dans cette population.

B- Phototoxicite de la lumiere bleue

La lumiére bleue est a I’origine de nombreux effets biologiques et a fait ’objet de bon nombre
d’études. Utilisée seule ou comme source lumineuse capable d’exciter des PS, elle a démontré
des résultats prometteurs en cancérologie in vitro et in vivo. Elle est en effet capable d’induire
la mort cellulaire par des mécanismes variables d’apoptose ou de nécrose, de moduler
I’expression de certains génes impliqués dans la progression tumorale.

Les effets biologiques des UV (290-380 nm) ont été largement étudiés en détail, en
démontrant leur roles dans les mutations de I’ADN a l’origine de certains cancers, des

30 et le vieillissement cutané. A Dinverse, les effets
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dommages oculaires (cataracte)
biologiques de la lumicre bleue sont moins bien élucidés™ . Plusieurs études ont pu montrer
des altérations du fonctionnement cellulaire comme par exemple des dysfonctionnements de

certains facteurs de transcription>”?. Des altérations de P’ ADN seraient dues a la production
p p
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d’espéces réactives de 1’oxygene, probablement a I’origine des effets photobiologiques
observés’”?”. Ces ERO inhiberaient la croissance cellulaire en particulier sur les cellules a
croissance rapide et I’activité mitochondriale™®. Certaines cellules sont donc moins sensibles
a la lumiére bleue que d’autres et par ailleurs I’énergie modifie la réponse cellulaire®®®. La
mitochondrie joue un réle cl¢ dans les mécanismes des effets biologiques de la lumiére bleue.
Cependant, il est difficile de connaitre le retentissement des effets biologiques de la lumicre
bleue sur les tissus car I’environnement cellulaire semble jouer également un réle dans le
mécanisme de phototoxicité. En effet, des fibroblastes et des kératinocytes tumoraux humains
exposées a la lumiere bleue dans leur milieu de culture avaient une activité mitochondriale
plus faible que les cellules exposées dans du PBS. Le rouge de phénol ne paraissait pas étre
le médiateur, mais la riboflavine pouvait étre en cause, car elle est capable d’augmenter la
production d’espéces réactives de 1’oxygéne (ERO)™’. Les mitochondries contiennent des

flavines capables d’absorber la lumiére bleue (Fig-39)>".

Etat activé

FADH*

FAD <€ FADH-

Obscurité

Etat inactif )
Etat inactif

FAD: Flavin Adénosine dnucléotide
Figure 39 - Mécanisme d’activation utilisant la FAD : Photocycle de la flavine

Les premieres études ont porté sur la toxicité de la lumiére bleue sur I’ceil. La lumiére bleue
en produisant des espéces réactives d’oxygéne (ERO), serait a I’origine de la DMLA***". La
génération des ROS lors d’exposition des cellules a la lumiére serait liée a 1’excitation de PS
endogénes apres absorption d’une longueur d’onde spécifique. Les maximums d’absorption

de ’ADN et des protéines sont respectivement de 260 et 340 nm (le spectre des UV). La cible
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de la lumiére bleue serait située au sein de la mitochondrie et serait soit une porphyrine avec
un pic d’absorption compris entre 410 et 440 nm (dans le spectre bleu), soit une flavine avec

un pic a 450 nm’”®

. Les effets biologiques de la lumicre bleue pourraient étre liés a la
production d’ERO et & I’origine de phénoménes d’apoptose™’.

La propension des cellules de 1’épithélium rétinien pigmentaire a étre endommagées par
I’exposition a la lumiére visible, est liée a I’accumulation de lipofuscine. Ce pigment
cellulaire brun-jaunatre apparait progressivement chez les personnes agées* . Il est probable
que I’existence de ce pigment soit un marqueur du vieillissement cellulaire mais aussi qu’il y
contribue. La lipofuscine est capable de provoquer un effet photodynamique*”. L’A2E (N-
rétinyle-N-rétinylidéne ethanolamine) est un constituant de la lipofuscine qui, activée, est
capable de produire de I’oxygene singulet*****®. Ce fluophore contribue & ’autofluorescence
de I’épithélium pigmenté rétinien. L’ A2E est a ’origine de phénoménes d’apoptose et jouerait
un réle dans le développement de la DMLA*”. Les cellules de ’épithélium pigmentaire
rétinien contenant de I’A2E sont sensibles a la lumiere bleue par rapport a celles qui en sont

7 . 7 \ : 408,409
dépourvues et subissent des phénomenes apoptotiques™

. La lumiére bleue est capable
d’augmenter I’expression de la caspase 3 au sein des cellules photoréceptrices de la rétine*'”.
La photo-oxydation initiée par I’A2E, fluorophore rétinien peut étre une des étapes
aboutissant a I’altération des signaux cellulaires et a la modification de 1’expression de
certains genes. Elle est a 1’origine de 1’augmentation de I’expression de RAGE et du
VEGF*". Les cellules de ’épithélium rétinien pigmentaire contiennent de la mélanine, jouant
le role de photoprotecteur. Le vieillissement est a 1’origine d’une diminution de la production
de la mélanine par ces cellules les rendant plus vulnérables aux phénomeénes apoptotiques
provoqués par la lumiére bleue*'.

Le dépdt d’A2E au sein de I’épithélium pigmentaire rétinien par un défaut de transport
provoque une dégénérescence des photorécepteurs. Elle est a ’origine d’une dystrophie
maculaire héréditaire, causée par une mutation du géne ABCA4, de transmission autosomique
récessive. Il s’agit de la maladie de Stargardt. Avec les modeles animaux, on a observé que la
lumi¢re bleue de 1’A2E entralnait une apoptose de [’épithélium pigmentaire, une
surproduction d’oxygene singulet avec la génération de corps époxides, capable d’induire des
dommages a I’ADN (Fig-40).

A Dorigine des DMLA, la lumicre bleue est toxique pour les cellules rétiniennes. Elle peut
provoquer ’augmentation du nombre de naevus mais provoque la destruction de cellules
mélanocytaires tumorales. Ainsi, en fonction des intensités lumineuses, du moment et de la

durée de I’illumination ainsi que I’environnement extracellulaire, les effets biologiques
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observés peuvent étre différents, contradictoires et parfois déconcertants. Ceci justifie la
poursuite des études chez I’animal et chez ’homme afin de mieux cerner les mécanismes

d’actions de la lumiére bleue.

Epoxidation de I'A2E aprés illumination

Figure 40 - Epoxidation de I’A2E aprés illumination

C- Le role de la lumiere bleue et le méelanome choroidien

Le mélanome choroidien® représente la tumeur maligne intra-oculaire la plus fréquente chez

ladulte*"?

. L’incidence varie de 4,3-10,9 cas/millions d’habitants. Cinquante pour cent des
patients vont développer sur 10 a 15 ans des métastases hépatiques*'®. Cing & 10 % des
patients ont des naevus choroidiens*””. L’utilisation de filtre permettrait de prévenir la
transformation maligne de ces naevus.

Plusieurs études ont suggéré que 1’exposition a la lumiére bleue pouvait jouer un réle dans les
processus de transformation maligne des mélanocytes en mélanocytes tumoraux*'®. Manning

et al avaient démontré récemment que I’exposition de rat a la lumiére bleue au long cours

était a I’origine du développement de tumeur intra-oculaire*'’. D’autres facteurs de risque de

8 Mélanome occulaire
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mélanome choroidien ont été identifiés en dehors de 1’exposition a la lumicre bleue : 1’age, la
couleur de I’iris et de la peau du patient et I’exposition UV.
La lumiere bleue était capable de produire des ERO dans le segment postérieur de I’ceil a

M8 Cette

I’origine de dommages observés sur 1’épithélium pigmentaire rétinien (EPR)
production d’ERO pourrait intervenir dans la physiopathologie de la DMLA *°.
In vitro, Marshall et al avaient démontré une augmentation de la croissance des mélanocytes
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choroidiens humains lors d’exposition a la lumiére bleue™”. La méme équipe montrait

récemment que 1’exposition a la lumiére bleue influencgait la progression des mélanomes
choroidiens sur des lapins albinos de Nouvelle-Zélande*".

La proximité dans le spectre lumineux des UV et de la lumiere bleue et de la proportion d’UV
au sein d’une lumiére visible bleue rend difficile I’'imputabilité de la lumiére bleue seule dans

la progression tumorale et explique les publications contradictoires au sein de la littérature.
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IV- But du travail

Les triglucosylporphyrines-RGD, porphyrine vectorisée de troisiéme génération, ont été
synthétisées par le LSCN. Elles devraient se fixer avec sélectivité a la fois sur des cellules
tumorales (mélanocytes tumoraux murins) et sur des cellules endothéliales. Le peptide RGD a
été greffé sur une porphyrine enrichie de 3 résidus glucidiques pour augmenter 1’affinité
envers les cellules cancéreuses. La détermination des doses efficaces phototoxiques mais non
cytotoxiques en l’absence de lumicre in vitro sur des lignées cellulaires tumorales et la
comparaison de leur efficacité avec la porphyrine de référence, le Photofrin® sera I’objet de la
premicre partie du travail. Deux sources lumineuses, une lumiere rouge et une lumicre bleue
ont été utilisées pour I’activation de la porphyrine de synthese. Les différences d’efficacité ont
été étudides.

L’observation de la phototoxicité de la lumiere bleue a conduit a tenter d’¢lucider les
mécanismes d’action pouvant aboutir a la destruction de mélanocytes tumoraux murins
(B16F10) et de cellules endothéliales bovines (EJG).

La mort cellulaire survenant au cours de la PTD est liée souvent a des phénomenes
d’apoptose, parfois de nécrose. Mais, 1’autophagie pourrait étre un mécanisme observé au

cours de la PTD et fera I’objet du travail de la derniére partie.
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Chapitre II. Synthése de Mono-triglucosylporphyrines-RGD

A-Introduction

Le développement des tumeurs est largement conditionné par 1’élaboration concomitante
d’une trame vasculaire, ou néo-angiogeneése, qui apporte aux cellules tumorales les éléments
nécessaires a leur survie. De récents travaux ont confirmé expérimentalement que la néo-
angiogencse favorise le développement tumoral. En outre, elle participerait a la dissémination
métastatique : lorsque I’environnement de la tumeur primaire est trés vascularisé, la
probabilit¢ de voir apparaitre des métastases est élevée, et le pronostic peu favorable.
L’ensemble de ces faits justifie D’intérét porté pour la synthése de nouvelles molécules

toxiques capables de cibler spécifiquement la néovascularisation afin de la détruire.

B-Principe et schéma général de la synthése

La synthése de nouvelles porphyrines glycosylées peptidiques pourraient constituer un
développement important dans la stratégie de la photothérapie des cancers. En effet, les
cellules tumorales et les cellules endothéliales constitutives des vaisseaux sanguins irriguant
les tumeurs sont enrichies en intégrines o,f3, glycoprotéines transmembranaires en partie
intégrées aux membranes plasmiques. Les intégrines sont capables de lier leurs ligands
spécifiques, principalement les protéines matricielles (fibronectine, vitronectine), par
I’intermédiaire de la séquence peptidique Arginine-Glycine-Acide Aspartique (RGD). Les
unités osidiques reconnues par des glycoproteines membranaires (lectines) sont surexprimées
a la surface de certaines cellules cancéreuses™” . De plus, la présence d’une ou plusieurs unités
glucidiques accroit I’hydrophilie du principe actif et leur position joue un role dans ’activité
photobiologique®®. 11 semble que les formes triglycosylées aient une activité supérieure aux

206420421 "1 o [ aboratoire de Chimie des Substances Naturelles

formes tétraglycoconjuguées
(LCSN) de I’Université de Limoges, a congu un grand nombre de porphyrines glycosylées
ayant la propriété de se fixer préférentiellement sur les lectines membranaires. La richesse
attestée de certaines cellules cancéreuses en lectine a justifié cette orientation. Plus

récemment, le laboratoire a synthétisé¢ deux nouvelles variétés de porphyrines, porphyrine-
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polyamine et porphyrine-RGD***. Ceci a fait 1’objet du travail de thése de Vincent Chaleix.
Nous proposons de reprendre ces travaux de synthése pour pouvoir disposer des substrats

nécessaires en quantité suffisante.
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Les différentes étapes de synthéses de ces composés sont représentées sur le schéma
rétrosynthétique de la figure 41. Les synthons clefs sont des hydroxyphénylporphyrines ortho
et para formées par condensation de pyrrole sur les aldéhydes appropriés. Aprés fixation
d’une chaine alkyle portant une fonction acide carboxylique, les porphyrines obtenues sont
couplées au peptide RGD fixé sur résine et dont les fonctions latérales sont convenablement
protégées. Les composés finaux sont isolés par décrochage du support et déprotection

simultanée des fonctions protégées des acides aminés.
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C-Discussion

Le LCSN s’est intéressé dans un premier temps a la synthése et a la caractérisation structurale
des porphyrines 5a,b (Fig-42). Ces composés sont des méso-triglucosylporphyrines portant la
séquence peptidique RGD linéaire lié au macrocycle par I'intermédiaire d’une chaine alkyle

placée en position ortho ou para du groupement phényl*>’
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Figure 42-Structure des méso triglucosylporphyrines mono RGD 5 a (en position para), b (en position ortho)

La stratégie générale d’obtention de ces composés consiste dans un premier temps a
synthétiser une porphyrine glycosylée portant une fonction acide carboxylique a I’extrémité
d’une chaine carbonée. Dans un 2°™ temps, elle est condensée en phase solide, sur le peptide
RGD greffé sur résine Wang, en utilisant les réactifs de synthése peptique tel que le
DCC/HOBt. Le clivage de la résine et des groupements protecteurs a lieu en milieu
TFA/CH,CI, en présence d’anisole. Une étape supplémentaire est ensuite nécessaire afin de
déacétyler les unités glucidiques.

Nous nous proposons tout d’abord de faire un bref rappel de I'intérét de la synthése
peptidique en phase solide.

Dans les années 60, Merrifield et al ont posé les bases de la stratégie de synthése peptidique
en phase solide**. Si le principe général de la méthode est depuis resté le méme, de trés
nombreuses améliorations techniques ont été apportées la rendant particulierement efficace et
attractive. Rappelons que la construction itérative d’un peptide sur support solide commence

par la déprotection de la fonction amine terminale du peptide en croissance puis 1’addition de

I’acide aminé activé suivant, conduisant a un peptide protégé augmenté d’une unité, prét pour
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un nouveau cycle. La synthése peptidique en solution, qui implique la purification et la
caractérisation de chacun des intermédiaires, est trés fastidieuse. La force de la synthése sur
support solide réside dans le fait qu’a la fin de chaque cycle, un simple lavage de la résine
suffit a éliminer 1’ensemble des réactifs qui n’ont pas réagi.

L’activation classique d’un acide aminé consiste a remplacer I’hydrogene de la fonction acide
carboxylique par un bon groupe partant’. Pour cela, de nombreuses solutions ont été
apportées, les plus courantes étant 1’utilisation d’esters actifs ou I’utilisation d’anhydrides
symétriques. En effet, I’activation peut avoir lieu in situ en présence d’un carbodiimide
comme le dicyclohexylcarbodiimide (DCC) ou le diisopropylcarbodiimide (DIC) ce qui
conduit a la formation de I’anhydride symétrique correspondant. Le DIC est généralement
préféré au DCC car I'urée secondaire formée a partir de ce dernier est peu ou pas soluble dans
les solvants classiquement utilisés.

L’utilisation de divers esters actifs dérivés du para-nitrophénol, du 2,4,5-trichlorophénol ou
du pentafluorophénol est également courante. Les esters pentafluorophénoliques, introduits a
I’origine par Kisfaludy en synthése de peptides en solution, sont trés réactifs et, en présence
de 1-hydroxybenzotriazole (HOBt), ont une réactivité qui approche celle des anhydrides
symétriques. Il en est de méme pour les esters de 3,4-dihydro-3-hydroxy-4-oxo-benzotriazine
(DHBt) *. Les esters trés réactifs du HOBt peuvent quant a eux étre formés in situ soit en
passant par I’intermédiaire de 1’anhydride symétrique formé a partir d’un carbodiimide en
utilisant le réactif de Castro (hexafluorophosphate de benzotriazole-1-yloxy-tri-
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(dimethylamino)phosphonium ou BOP)™. Parce que I'utilisation de ce dernier se révéle tres

toxique, il est peu a peu remplacé par 1’hexafluorophosphate de benzotriazole-1-yloxy-
tripyrrolidino-phosphonium ou PyBOP® sans aucune perte d’activité*’. Ce type d’esters peut
¢galement étre obtenu par D’action d’hexafluorophosphate d’uronium comme
I’hexafluorophosphate de 2-(1H-benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tétraméthyluronium (TBTu) plus

r . 428
connu sous le nom de réactif de Knorr ™".

Afin d’utiliser cette méthodologie, pour la réalisation de la synthése de porphyrines
glucosylées a motif RGD, le LCSN a, tout d’abord, effectuée la syntheése des ortho ou para
monohydroxyphenyltriglycosylporphyrine par la méthode de Lindsey.

La méthode présentée par Lindsey a surtout été développée pour la synthése des

porphyrines symétriques **°. Les rendements observés varient généralement de 25% a 30%.

? groupe facile & faire partir et libére ainsi une nouvelle fonction
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Néanmoins, elle peut étre également avantageusement utilisée dans le cas de certaines
porphyrines non symétriques. Cette réaction s’effectue "one pot" en deux étapes (Fig-43).
Dans un premier temps, le pyrrole fraichement distillé (4 éq.), 'ortho ou le para-
hydroxybenzaldéhyde (1 ¢éq.) et le 4-(2°,3°,4’,6’tétra-O-acétyl-p-D-glucopyranosyloxy)-
benzaldéhyde (3 éq.) sont mis a réagir dans le dichlorométhane rigoureusement anhydre et
sous courant d’argon en présence d’un catalyseur acide, le BF;OEt,. Au bout d’une heure, les
porphyrinogénes formés sont oxydés par addition de para-chloranile. Aprés évaporation du
solvant, les porphyrines formées sont purifiées suivant le méme protocole que celui décrit

précédemment. Les rendements sont alors de 12% pour le composé 1a et de 8% pour le

compos¢ 1b.
AcGlcO
CHO CHO OH
TR CH:Cln BF;OEt, 18h.
3 + + 4 — -
N
OH H
OGiIcAc

AcGIlcO OGIcAc

p-chloranile

Reflux, 1h.
AcGlcO
OH
1a: 12%
1b : 8%
AcGlcO OGIcAc

Figure 43- Synthése des mésohydroxyphényltriglucosylporphyrine 1 a, b selon Lindsey
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Figure 44- Synthése des monocarboxyphenyltriglucosylporphyrines (a, en position para, b en position
ortho)

Puis, nous avons fait réagir le 4-bromobutanoate de fertiobutyle avec les porphyrines 1 a,b
dans le diméthylformamide a température ambiante en présence de carbonate de potassium
(Fig-44). Les glucosylporphyrines estérifiées obtenues sont alors mises a réagir, a température
ambiante, dans un mélange de dichlorométhane et d’acide trifluoroacétique (8/2 v/v). Dans
tous les cas, le produit de départ est entierement hydrolysé apres 2 heures de réaction et nous
n’avons observé, dans ces conditions, aucune dégradation des porphyrines. Apres traitement
et purification par chromatographie sur colonne de silice, les rendements obtenus sont de 96%
et de 94% pour les composés 2a et 2b respectivement (Fig-44).

Ces composés possédant une fonction acide carboxylique libre sont ensuite condensés a la
fonction amine primaire de 1’arginine du tripeptide RGD (Arginine-Glycine-Acide
Aspartique) protégé et préalablement fixé sur une résine Wang (coté acide aspartique) (Fig-
45). Le décrochage des porphyrines peptidiques s’effectue en milieu acide, par réaction de
I’acide trifluoroacétique. En effet, la liaison ester entre 1’unité peptidique et le polymeére
constituant le support est trés sensible a I’hydrolyse acide par le TFA. De plus, dans ces
conditions, les groupements protecteurs de 1’arginine (PBf) et de I’acide aspartique (tBu) sont
particulicrement labiles. La déprotection des unités osidiques a ensuite lieu, comme

précédemment décrit, en présence de méthanolate de sodium.
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Peptide RGD sur résine Wang

Figure 45 - Peptide RGD sur la résine de Wang

D-Caractérisation

1. Spectroscopie UV visible

Les spectres des composés Sa et 5b ont quant a eux été réalisés dans 1’eau. Les résultats sont
rassemblés dans le tableau 3. Comme dans le cas des précurseurs étudiés précédemment, ils
correspondent tous aux spectres généralement attendus pour les méso-porphyrines bases
libres. Ils présentent une forte bande d’absorption vers 420 nm (bande de Soret) et 4 autres
bandes d’intensité plus faible vers 650, 590, 550 et 520 nm notées respectivement I, II, III et
IV.

Tableau 3 : Spectre UV-Visible des porphyrines 1a,b.

composés Solvant Soret v I II I
5a H,0 417 (282,7) 518(6,3)  553(5,8) 593 (4,0) 646 (3,2)
5b H,0 417 (216,3)  524(5,9)  561(59)  594(3,2) 650 (2,5)

Lnax (nm) [coefficient d’absorption (ex10” mol” .L.cm™)], a 20°C

Cependant, nous avons constaté que les spectres des triglucosylporphyrines, complétement
déprotégées, 5 a,b subissent d’importantes modifications en fonction de la concentration. En

effet, nous avons observé dans les deux cas une diminution de 1’absorption pour des mesures
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effectuées a des concentrations relativement importantes ou, en d’autres termes, un
comportement qui ne suit plus la loi classique de Beer-Lamber.

L’¢largissement de la bande de Soret associé a une diminution de son coefficient d’absorption
et d’un déplacement vers le bleu ou vers le rouge peut €tre interprété par la formation
d’agrégats. Conformément au modele de I’exciton, un déplacement vers les faibles longueurs
d’onde indique des interactions de type « face-to-face »'° (cas du composé 5a) alors qu’un
déplacement vers les grandes longueurs d’ondes suggere la formation d’agrégats de type

« edge-to-edge »'! (cas du composé 5b)**!,
g g p

2. Spectrométrie de masse

Nous avons poursuivi [’analyse structurale des porphyrines peptidiques 5 a,b par
spectroscopie de masse MALDI. Comme dans le cas des précurseurs, seul le pic quasi

moléculaire'? [M+H]" est observé. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 4.

Tableau 4 : Spectrométrie de masse MALDI.

) Masse moléculaire Masse de I’ion quasi-
composés '
calculée (uma) moléculaire observé (uma)
S5a 1578,5 1579,7
5b 1578,5 1579,7

Le LCSN a également effectu¢ pour les composés 5 a,b une analyse par Spectrométrie de
Masse Haute Résolution dans le but de confirmer les structures de ces composés par la
détermination de leur formule brute sans aucune ambiguité. Les spectres ont été réalisés au
Centre Régional de Mesures Physiques de 1’Ouest (CRMPO) situ¢ a Rennes a I’aide d’un
spectrometre de masse ZABSpec. TOF de Micromass possédant une géométrie EBE TOF

(Secteurs magnétique et électrique avec Temps de Vol orthogonal).

' Empilement des porphyrines ’une sur I’autre
' Positionnement cote a cote

12 . : r
Masse moléculaire du composé + 1
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Les résultats obtenus sont reportés dans le tableau 5. Dans tous les cas, ils confirment la

formule brute attendue. Nous présentons figure 46 a titre d’exemple, le spectre obtenu pour le

compos¢ Sa.

Tableau 5 : Spectrométrie de Masse Haute Résolution.

Masse moléculaire

Masse de I’ion

Composés
calculée (uma) quasi-moléculaire observé (uma)
54 Calculée pour C7gHgsN 10O 1601,5627 [M+Na]"
m/z = 1578,57 13 (C7gHg6N10026Na, m/z théo — 1601,5612)
5b Calculée pour C78H86N10026 1601,5650 [M+Na]+

m/z=1578,5713

(C7gHg6N10026Na, m/z théo — 1601 ,5612)

[M-H+2Na]+= 1623.,5

1579,5811 [1H] +

+
[M+Na] |

N

[1+H
1580.5792

1581,5897
PEGNa (ref)

1582,5824

// 1581.9179[\\ 1583.5688  1584.5244  15g5.4927

+
[M+H] =

1579,6

190 151 1% 1%3 154 1935 1

/‘\ Amas isotopique théorique
1582.5882

!
/ 590
\ RS0 sess 1sss 5962

15‘82 1583 15‘84 lS‘ES

Figure 46 - Spectre de masse haute résolution du composé Sa.
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3. Spectroscopie RMN

Compte tenu de 1’aptitude des porphyrines a motif peptidique déprotégé'’ a s’auto-associer en
solution, il nous a été particuliérement difficile de réaliser leurs spectres de RMN 'H. En ce
qui concerne les porphyrines peptidiques glycosylées 5 a,b, les spectres obtenus dans des
solvants variés montrent des signaux tres déformés et fortement élargis pour lesquels il nous

¢té¢ impossible d’assigner sans ambiguité chaque proton des molécules. Toutefois, dans tous
les cas, I’étude de la courbe d’intégration indique le bon nombre de protons. Bien que ce
résultat soit couramment rencontré pour ce type de composés, nous avons tenté d’améliorer la
résolution des spectres en effectuant plusieurs essais pour lesquels nous avons fait varier la
nature du solvant mais aussi la température ou encore la concentration. Les meilleurs résultats
pour les porphyrines 5a et Sb ont été obtenus en les solubilisant dans un mélange de CDCls/
CD;0OD (50/50) contenant 5 équivalents molaires d’acide trifluoroacétique par porphyrine. En
effet, il a déja été observé que, sous leur forme diprotonée, les macrocycles tétrapyrroliques
présentent une plus faible aptitude a 1’agrégation. L’attribution de I’ensemble des signaux a
été effectuée grace a 1’é¢tude des courbes d’intégration et des spectres de corrélation 2D
proton-proton (COSY). Ils confirment la structures des deux porphyrines glycosylées portant

la séquence RGD (Fig-47)

Figure 47 - Spectre RMN 'H du composé 5a.

H [
B Habras +
- rArg
Harom. ‘ VAT
—aem 1 | | Hz 3,405 ,6ap 8Asp
AW+ H—Ae—, vbras )‘Q;
‘ E_ gbras_.__ >!Q/ Y
[ - 7 NK
| A PR ‘lLIU'j\ A SRS o ) |
— U PR 1 W1 G | S ) VAU J&J N A WA, \\-A-)L
T I T I T I T I T | T | T I T I T |
8 = 6 s 4 3 2 1 0

" Le but d’une protection est de préserver une fonction intacte. Ainsi, en protégeant une fonction on la préserve
en ’empéchant de réagir. La fonction ainsi protégée n’est plus la fonction d’origine, elle ne réagit donc plus de

la méme fagon vis-a-vis des différents réactifs. Il est alors possible de protéger une fonction réactive de fagon de
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E-Conclusion

Les porphyrines de synthése triglucosyl-RGD ainsi synthétisées ont ensuite été¢ évaluées sur
des lignées de mélanocytes tumoraux murins et des cellules endothéliales bovines. Ces
travaux ont permis un travail collaboratif entre le Laboratoire de Chimie des Substances
Naturelles (LCSN) de I’Université de Limoges, le Service de Dermatologie du CHU, et les
deux équipes accueils 4021 de Biochimie et génétique moléculaire et 3842 d’homéostasie

cellulaire er Pathologies.

faire de nombreuses étapes d’aménagement fonctionnel sur d’autres parties de la molécule. Puis, lors d’une

ultime étape de déprotection on récupére la fonction protégée précédemment.
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Chapitre II1. Evaluation biologique des TGP-RGD sur deux
lignées cellulaires

A-Introduction

Nous avons d’abord évalué la cytotoxicité et la photocytoxicité des triglucosylporphyrines-
RGD (TG-RGD) sur des lignées tumorales mélanocytaires murines (B16F10) et sur des
cellules endothéliales capillaires bovines (EJG). Les porphyrines de synthése ont été
comparées & la molécules PS de référence le Photofrin®. De plus, nous avons recherché si la
signalisation induite correspondait a I’apoptose ou la nécrose. La greffe du résidu peptidique
RGD permettant une meilleure sélectivité sur les néovaisseaux et les cellules tumorales en se
fixant sur une intégrine de surface, nous a conduit a tenter de localiser la porphyrine in vitro et

d’optimiser I’efficacité en déterminant le meilleur temps d’incubation.

1. Les porphyrines a motifs RGD

Les porphyrines-RGD synthétisées par le LCSN, sont des porphyrines possédant une bonne
hydrosolubilité¢ grace aux groupements glucidiques et une excellente sélectivité pour les
vaisseaux tumoraux grace au motif RGD (argine-glycine-acide aspartique) (Fig-48). La masse
molaire de la porphyrine TG-RGD ortho et para est de 1578,5 ; celle de TG-RGDp sans le
motif est de 1712,504.

TRIGLUCOSYLPORPHYRINE-RGD

Figure 48 - Structure de la Triglucosylporphyrine-RGD
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Les deux isoformes ortho et para-triglucosylporphyrine-RGD ont une activité
photodynamique démontrée plus importante que le Photofrin® sur la lignée promyélocytaire

humaine multipotente K562 (Fig-49).

TG-porphyrine

RGD ortho oo

P p-o
Gl

f‘;‘,\ o '%Jl.%s ~——5134

b )&

Porphyrines de synthése

TG-Porphyrine
@ 7y ’} RGD
f% -
q
P Gly | ~534A

(b)

Figure 49- Porphyrine de synthése triglucosylporphyrines RGD para ou ortho.

Ces porphyrines de synthése représentent un double intérét en cancérologie. Elles sont
enrichies en unités glucidiques, ce qui favorise leur hydrosolubilité, leur transport vers la
tumeur mais aussi augmente leur affinité pour les cellules cancéreuses, leur pénétration et leur
rétention au sein du tissu tumoral. En effet, les cellules tumorales sont naturellement riches en
récepteurs glucidiques spécifiques, les lectines membranaires™. La présence du motif RGD
augmente la sélectivité de la porphyrine pour les cellules cancéreuses et les néovaisseaux
irrigant la tumeur.

Les intégrines sont des récepteurs glycoprotéiques hétérodimériques transmembranaires. Elles
sont capable de créer des interconnections cellules-cellules et cellules-matrice extra-cellulaire.
Leur domaine extra-membranaire interagit avec de nombreux ligands dont des glycoprotéines
de la matrice extra-cellulaire (MEC). Leur domaine intra-cellulaire est 1ié au cytosquelette

432,433 Les

cellulaire via différentes protéines intégrines sont composées de 2 sous-unités o et

B. A ce jour, 18 sous-unités o et 8 B ont été identifides™*
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L’intégrine oavyfPs est fortement exprimée par les cellules endothéliales de Ia
néovascularisation. Elle est capable de se fixer aux protéines de la matrice extra-cellulaire en

reconnaissant la séquence RGD, retrouvée dans de nombreuses protéines de la matrice

extracellulaire (vitronectine, fibrinogéne, ostéopontine) et dans la fibronectine (Fig-50)*".

Cette séquence est aussi reconnue par d’autres intégrines (avfi, aumpPs, etc...). Ces protéines

sont impliquées dans les processus d’angiogénese, de différenciation, de croissance tumorale

10423 "Ep se liant a un ligand spécifique, elles sont

capables d’activer la cascade des MAPK (Mitogen Activated Proteins Kinase)**°.

et de migration des cellules tumorales

extracellular matrix protein

integrin
subunits

plasma

membrane
EXTRACELLULAR
SPACE

CYTOPLASM

w-actinin, talin,
or filamin

Figure 50 - Structure d’une intégrine

actin vinculin

filament

Les mélanocytes tumoraux expriment a leur surface les intégrines avPs. A D’inverse,

I’expression de cette intégrine est réduite au sein des tissus normaux en dehors de

r 43
’ostéoclaste™’.

Les peptides contenant la séquence RGD sont utilisés pour cibler préférentiellement
I’intégrine ayP; des néovaisseaux™. Des formes dicycliques ont été développées pour

r1.: s 7 - 210
véhiculer des substances en chimiothérapie™ .
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2. La mort cellulaire

Actuellement, on distingue deux grands types de mort : la nécrose ou 1’apoptose. Toutefois, la
distinction entre les deux n’est pas toujours aussi tranchée comme cela a été souvent décrit.
Récemment, ont été décrite des formes de mort qui s’apparentent pour certains aspects plus a

de I’apoptose et pour d’autres, plus a de la nécrose.

a) La nécrose

A l’inverse de l’apoptose qui est un processus actif et contr6lé, la nécrose correspond
classiquement a une mort passive, accidentelle et pathologique. La nécrose est la conséquence
d’une lésion initiale provoquée par un agent physique ou chimique qui traumatise
I’environnement cellulaire. Elle se produit en cas d’hypoxie sévere, de privation de glucose,
d’exposition a des toxines, des agents physique ou chimique, et des variations de température
ou de pH.

Au plan morphologique, la cellule nécrotique présente des caractéristiques bien différentes de
celles que 1’on peut rencontrer dans la cellule en apoptose. On peut observer un gonflement
cellulaire transiyoire du notamment aux mitochondries, a des renflements membranaires, et a
une fragmentation de la chromatine nucléaire. Il s’en suit une lyse cellulaire avec un relargage
du contenu cellulaire dans le milieu extra-cellulaire, en particulier des médiateurs lipidiques
de I’inflammation, cytokines et protéases induisant in vivo un processus inflammatoire*’(Fig-

51).
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Figure 51 - Représentation schématique des modifications morphologiques cellulaires au cours de
I’apoptose et de la nécrose.

b) L’apoptose

L’apoptose, décrite comme une mort cellulaire « contrdlée », est par conséquent, un
processus actif a I’inverse de la nécrose. La cellule s’engage dans un processus
d’autodestruction pour maintenir I’homéostasie de I’organe concerné. Dans un tissu, la cellule
apoptotique commence par perdre contact avec les cellules avoisinantes, puis le volume
cellulaire subit une forte réduction. Au cours de 1’apoptose, la chromatine devenue dense
s’agrége en amas en périphérie du noyau. Elle se fragmente en oligonucléosomes puis en
nucléosomes. A son tour, le cytoplasme se condense. Des digitations des membranes
nucléaires et cytoplasmiques aboutissent a la création des corps apoptotiques contenant du
matériel nucléaire et des organites intacts. La membrane plasmique ne se rompt pas, mais son
organisation lipidique est bouleversée. D’une part, I’asymétrie de la phosphatidylsérine est
perdue. En effet, elle est normalement maintenue sur le feuillet interne grace a des
translocases ATP-dépendantes (flippases réalisant une réaction de « flip-flop »). A I'inverse,

la sphingomy¢line présente sur le feuillet externe (grice au méme mécanisme) devient
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présente ensuite sur les deux feuillets de la membrane plasmique. Ainsi, le maintien de
I’intégrit¢é membranaire évite le relargage vers le milieu extra-cellulaire des constituants
toxiques intra-cellulaires. Ceci explique I’absence de réaction inflammatoire in vivo
contrairement a celle rencontrée au cours du phénomene de nécrose.

Au cours de I’apoptose, la mitochondrie joue un rdle essentiel en subissant des modifications
importantes**’. Une chute du potentiel transmembranaire mitochondrial (A%W.) est
concomitante de I’ouverture d’un canal a forte conductance, le pore de transition de
perméabilité**'. Ce canal permet la pénétration d’eau et d’électrolytes au sein de la
mitochondrie, provoquant son gonflement et la rupture de la membrane externe
mitochondriale, favorisant le relargage cytoplasmique du cytochrome ¢****

Les cellules et les corps apoptotiques finissent par étre lysés in vitro au cours d’une nécrose

dite « secondaire » *** (Fig-51).
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3. Les effecteurs moléculaires de I’apoptose

a) Les Caspases

Les caspases (Cysteine-containing ASPartate-specific proteASE) sont des protéases
possédant une cystéine dans leur site catalytique dans le motif QACxG. Elles sont capables de

. o] \ o 445
cliver leurs substrats spécifiquement apres un résidu aspartate

. Elles sont présentes dans le
cytoplasme sous forme de pro-caspases inactives. Deux clivages au niveau de 2 aspartates
(ASP), une hétérodimérisation d’une petite sous-unité et d’une grande, puis une
homodimérisation vont aboutir & une caspase active. De plus, certaines d’entre elles sont
capables d’activer d’autres pro-caspases en déclenchant une cascade d’activation (Fig-52).

Les pro-caspases possédent un prodomaine N-terminal de taille variable, un domaine qui

deviendra aprés clivage une grande sous unité (17-21 kDa) et un domaine qui donnera

naissance a la petite sous unité (10-14 kDa).

Grande QACXG Petite
Pro-domaine sous-unité sous-unité P
4 ro-caspase

forme zymogéne

N Asp-X Asp-X ¢ 1)

1¢" clivage
Enzyme
Asp-X partiellement clivée

I QACXG
A
2° clivage ¢ ACXG QACXG
Homodimérisation i
+

N ¥

QACXG

Caspase
mature et active

QACXG

Figure 52 - Schéma d’activation des caspases **¢

Les caspases sont classées en 3 catégories suivant qu’elles interviennent au cours des

processus inflammatoires, au cours de la phase initiatrice de 1’apoptose ou de la phase
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effectrice (Fig-53). Les caspases initiatrices possédent un pro-domaine long contenant des
motifs d’interactions protéine-protéine. Il s’agit des domaines Death effector Domain (DED)
pour les caspases -8 et -10, et du domaine CAspase Recruitement Domain (CARD) pour les
caspases -1, -2, -4 et -9. IlIs servent a leur activation et leur permettent d’activer les caspases

effectrices *7. La caspase -14 intervient dans la différenciation terminale des kératinocytes
448

. Grande Petite Séquence peptidique
Enzyme Prodomaine S o X
sous-unité sous-unité de clivage surle substrat

" § Caspase-5 1 —(CARD* (S (- S (WIL/F)EHD
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Figure 53 - Les différentes classes de caspases humaines **

Les caspases -1, -4, -5 jouent un role dans la réponse inflammatoire en activant des cytokines
pro-inflammatoires IL-1f et IL-18. Si ce groupe de caspases ne semble jouer aucun réle dans
I’apoptose, les caspases initiatrices et effectrices sont essentielles pour les phénomeénes
apoptotiques.

L’Apaf-1 (Apoptotic peptidase activating factor 1) est un adaptateur moléculaire essentiel
pour assurer 1’activité de certaines caspases effectrices. Lors de I’apoptose, le cytochrome ¢
libéré de la mitochondrie se fixe sur I’Apaf-1 grace a ses 13 domaines WD 40 (riches en
tryptophane et acide aspartique) (Fig-54). Cette fixation provoque un changement
conformationnel de I’Apaf-1, stabilis¢ par I’ATP. Il se forme une structure complexe en

« roue » nommé apoptosome, constitu¢ de 7 molécules d’Apaf-1 reliées par leur domaine
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4 , . [ . . ,
CARD*". L’apoptosome est nécessaire au recrutement puis a 1’activation de 7 molécules de

451
pro-caspases-9 **'.

Stress oxydatif, Perte de facteurs de croissance
UV, Ca2+ Perte d’adhésion, virus

plasmique

pro-caspase-3

cellulaire

Figure 54 - La voie mitochondriale de ’apoptose d’aprés MH Ratinaud

b) Les membres de la famille Bcl-2

Les protéines de la famille Bcl-2 (B-cell lymphoma-2) sont les principales molécules
régulatrices de 1’apoptose. On distingue deux groupes de protéines : celles qui ont un role
anti-apoptotique, comme Bcl-2 et celles qui possédent une activité, au contraire, pro-

apoptotique Bax (Bcl-2 Associated X) **%.
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Tous les membres de la famille Bel-2 possédent au moins I’un des 4 motifs : BH1, BH2, BH3,
et BH4 (Bcl-2 Homology)*>***(Fig-55).

BHa™ pyg  CDEIN  BH2u  ETH
rrty ) ot g (S EE— e

Bel-2 [T =] I -
Bel-XL O I =
Bol-w — 00— e
htcl-1 - o B . B
Al pr— o
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BHRF1 ) EHE

"Muti-domaires” BH3 BH1 | BH2 TN

Bax L [ ] 1 | - -

Bak = = i B e

Bok ——= ——

"BH3-orly" BHS ™
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Bad - —1
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Figure 55 - Principales protéines de la famille Bel-2 ****

Les membres pro-apoptotiques posseédent les domaines BH1, BH2, et BH3. Un dernier groupe
de protéine pro-apoptotiques ne possedent que le domaine BH3.

La protéine Bcl-2 est constituée de 7 hélices a (dont 2 hydrophobes, a5 et a6). Les domaines
BH1 et BH2 sont nécessaires a 1’activité anti-apoptotique et a son hétérodimérisation avec les
protéines pro-apoptotiques Bax, Bak, Bik et Bid. Les domaines BH1, BH2 et BH3 forment un
sillon hydrophobe capable de lier un domaine BH3 d’une autre protéine*>*°. Le domaine
BH4 établit des interactions avec des protéines non apparentées a Bcl-2, la calcineurine. Par
ailleurs, Bcl-2 posseéde une partie C-terminale, hydrophobe permettant son ancrage dans les

membranes.
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Les molécules de la famille Bcl-2 anti-apoptotiques peuvent se situer dans la mitochondrie,

les protéines pro-apoptotiques se localisent le plus souvent dans le cytosol et microtubules.

4. Les voies apoptotiques

Trois phases sont décrites au cours de 1’apoptose : une phase d’initiation (réversible), une
phase d’exécution et une phase de dégradation.

Il existe deux voies principales d’induction de I’apoptose : la voie mitochondriale et la voie
dépendante des récepteurs a domaine de mort. Ces deux voies ne sont pas totalement

indépendantes.

a) La voie mitochondriale

La mitochondrie représente I’organite cellulaire clé¢ dans la voie de signalisation indépendante
des récepteurs de mort (Fig-54). Elle est capable d’engager ou non de la cellule dans la phase
effectrice de 1’apoptose. Des facteurs traumatiques (radiations, stress oxydatif, etc...)
induisent une perméabilisation de la membrane mitochondriale. Ceci provoque la libération
dans le cytoplasme de substances pro-apoptotiques, appelées SIMP (Soluble Intermembrane
Mitochondrial Proteins) et entraine la chute du potentiel membranaire mitochondrial (AW ).

Les SIMPs sont la procaspase-9, le cytochrome c, la protéine Smac/DIABLO et I’AIF

(Apoptosis Inducing Factor) *%*

. Le cytochrome c forme avec I’Apaf-1, 1’apoptosome
nécessaire a la fois au recrutement et a I’activation de la procaspase-9. Cette procaspase
permet la suite de la cascade d’activation des caspases effectrices. La fixation de
Smac/DIABLO sur les IAPs (Inhibiting Apoptosis Proteins) neutralise leur activité anti-
apoptotique. Tandis que, ’AIF est responsable du clivage de I’ADN en fragment de haut
poids moléculaire*™.

La régulation de la perméabilit¢ mitochondriale semble un ¢élément déterminant dans le
déclenchement de 1’apoptose. Toutefois, plusieurs hypothéses ne s’excluant pas, ont été

proposées pour expliquer le relargage des effecteurs dans le cytoplasme et leur role respectif

dans I’exécution de la mort cellulaire (Fig-56).
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Figure 56 - Relargage des SIMP au cours de la voie intrinséque de ’apoptose ***°

Il pourrait s’agir de :

a) Un dysfonctionnement de 1’échange ATP/ADP mitochondrial 1i¢ a la fermeture de
VDAC entrainant I’accumulation de protons dans |’espace intermembranaire,
responsable du gonflement de la matrice et de la production de radicaux
oxygénés*®! (Fig-56a).

b) l'ouverture d’un mégapore mitochondrial, appelé PTPC (Permeabiity Transition

462,463 . . :
Pore Complex)™ ™. Ce complexe contient au moins une porine de la membrane
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externe permettant le transfert d’anions, le VDAC (Voltage Dépendent Anion
Channel) et ’ANT (Adenine Nucleotide Translocase). L’ANT permet 1’échange
de ’ADP contre I’ATP (Fig-56b).

a) La formation d’un pore dans la membrane externe mitochondriale par les protéines
Bax et Bak en s’associant avec VDAC ou des lipides membranaires ou par

oligomérisation*****(Fig-56¢).

D’autres organites cellulaires, en dehors de la mitochondrie, jouent également un réle dans les
phénoménes d’apoptose : le réticulum endoplasmique, le noyau, les lysosomes et I’appareil de

Golgi*®.

b) La voie extrinseque ou voie des récepteurs de mort

L’activation de cette voie fait intervenir des récepteurs de surface ou récepteurs de mort,
appartenant a la famille des TNFR (Tumor Necrosis Factor Receptor) sur lesquels se fixent
des ligands spécifiques de type cytokine (Fig-56). Parmi ces récepteurs, on note le récepteur
Fas (CD95/APO-1), les récepteurs TNF (TNFR-1 (p55/CD120a), TNFR-2) les récepteurs au
TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand (TRAIL) DR-4 et DR-5, DR3, DR6 et
p75NGFR*. IIs possédent dans leur domaine intracellulaire un « domaine de mort » (DD),
de 80 acides aminés nécessaire a la transduction du signal de mort*®®,

L’induction de 1’apoptose, via Fas est la voie de signalisation la mieux connue*®.
L’oligomérisation de Fas permet le recrutement de FADD a la membrane. Ce dernier posséde
un domaine effecteur de mort dans sa partie N-Terminale pour recruter la procaspase-8 (Fig-
57). La multimérisation de Fas apres la fixation de son ligand FasL provoque 1’association de
FADD et de la procaspase-8 pour former DISC (Death-Inducing Signaling Complex)*”°. La
procaspase-8 est ensuite activée par autoclivage et libérée dans le cytoplasme ou elle va cliver

les précurseurs des caspases effectrices (caspases-3, -6 et -7).
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Figure 57- La voie des récepteurs de mort d’aprés Gupta S "'

Cette voie de signalisation peut aussi constituer un processus de survie. Cet équilibre entre
mort et survie est contrdlé par la formation de complexe **. Dans le cas du TNFRI, le
complexe I formé de TRADD, TRAF2, cIAPI et de la kinase RIP1 (qui intervient aussi dans
I’autophagie) entraine I’activation de NF-kB et la survie de la cellule. A I’inverse, la
formation du complexe II (formé de TRADD, FADD et la procaspase-8) dans la partie
intracytoplasmique active la voie apoptotique’’”®. L’équilibre entre ces deux complexes est
sous la dépendance de la protéine cFLIP. Sa surexpression provoque 1’apoptose en inhibant
I’interaction de la procaspase-8 avec le complexe II.

Au vu des données acquises a ce jour, il apparait que non seulement la voie mitochondriale
(indépendante des récepteurs de mort) et celle dépendante des récepteurs de mort sont
interdépendantes, mais il existe 2 modalités d'exécution de la signalisation mitochondriale
(Fig-58). Une premiere dépend des caspases d'aval (avec l'ouverture du pore de transition
mitochondrial et le relargage du cytochrome c). Tandis que la seconde est indépendante de
ces caspases et est liée au relargage de 1'AIF. De plus en plus, elle semble s'apparenter a de la
nécrose "programmeée" et pourrait €tre liée a une autophagie défectueuse (ou insuffisante)

aboutissant a de la mort autophagique.
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5. Objectif du travail

Le but des travaux était d’évaluer 1’efficacité phototoxique des porphyrines de synthése
enrichies en glucides et vectorisée par le motif RGD sur des mélanocytes tumoraux murins et
leur affinit¢ pour les cellules endothéliales. La compréhension des mécanismes de mort

cellulaire a été abordée.
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B-Matériel et Méthodes

1. Les lignées cellulaires

La lignée de mélanocytes tumoraux murins B16F10 (fournie par le Dr Perron (Centre anti-
cancéreux de Toulouse, Laboratoire INSERM), Code ATCC (American Type Culture
Collection) : CRL-6475) était une lignée tumorale validée sur modele de souris syngéniques

immunotolérantes pour le mélanome, C57bl/6J*"*

. 1l s’agissait de cellules pigmentées
sélectionnées pour leur capacité a métastaser au niveau pulmonaire [Boehm T, Folkman, J
1998].. Les lignées étaient cryopréservées dans du DMSO et maintenues dans ’azote liquide
a-192°C.

Les cellules endothéliales capillaires bovines (EJG) (ATCC, CRL-8659) étaient fournies par
I’équipe accueil 3839, dirigée par le Pr Franck G. Sturtz, Universit¢ de Limoges. Elles

dérivent du tissu médullo-surrénale bovin dissocié par une collagénase.

2. La culture cellulaire et les courbes de croissance

a) Culture de cellules endothéliales capillaires bovines

Les cellules EJG adhérentes étaient cultivées dans un milieu de culture « Minimum Essential
Medium » (MEM, Invitrogen, BP 96, 95613 Cergy Pontoise Cedex) contenant 25 mM
d’HEPES. Le milieu était supplémenté par 2 mM de L-glutamine, des acides aminés non
essentiels (1% (Invitrogen), 100 U/ml de pénicilline, 100 pg/ml de streptomycine et 10% de
sérum de veau feetal (BioWhittaker, Walskerville, MD, USA) décomplémenté par chauffage a
56°C pendant 30 min. Elles étaient cultivées en atmosphére humide contenant 5% de CO,
dans une étuve thermostatée a 37 © C. Le milieu était changé tous les deux ou trois jours.

A confluence, le milieu était éliminé et le tapis cellulaire lavé par un tampon phosphate stérile
(PBS1X : NaCl 1,38 M, KCI 27 mM, Na,HPO4 31 mM, KH,PO4 14,7 mM, pH 7.4). Les
cellules étaient détachées de leur support par incubation de 5 min avec une solution trypsine-
EDTA a 0,05% (Invitrogen) pendant 10 min a 37°C. L’action de la trypsine est inhibée par
I’addition de milieu de culture complet, les cellules étaient alors centrifugées (10 min, +4°C,

1200 g) puis remises en culture dans du milieu a la densité souhaitée.



Matériel et Méthodes-Chap 111

b) Culture de lignées mélanocytaires tumorales murines (B16F10)

Aprés décongélation rapide, les cellules étaient centrifugées afin d’éliminer le surnageant
contenant le DMSO. Les cellules étaient adhérentes et étaient ensemencées avec le milieu de
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Gibco BRL, France) contenant 4ml de L-
glutamine et 1,5 g/l de bicarbonate de sodium et 4,5 g/l de glucose et 10% de sérum de veau
foetal (SVF, bioWhittaker, Walskerville, MD, USA). Les cellules étaient cultivées en
atmosphere humide dans une étuve thermostatée a 37°C et 5% de CO,. Le milieu de culture
était changé tous les 3 jours. A confluence, les cellules B16F10 étaient rincées par du PBS,
puis décollées par addition d’une solution d’EDTA a 0,03% et de trypsine a 0,25% pendant
quelques minutes. Apres adjonction de milieu complet (pour inhiber la trypsine), les cellules

e . , [P 475
étaient réensemencées au 1/3 dans différentes flasques de culture®””.

¢) Les courbes de croissance des lignées

La croissance des cellules était déterminée sur une durée d’une quinzaine de jours. Pour
évaluer la croissance des cellules B16F10, elles étaient ensemencées dans une série de
plaques de 96 puits a concentration cellulaire croissante de 100, 250, 500, 1000, 1500, 2000 et
5000 cellules/puits au jour 0. Elles étaient cultivées dans 100ul de milieu DMEM enrichi de
10% de SVEF. Pour chaque condition analysée, 12 puits différents étaient réalisés.

Les cellules EJG étaient ensemencées dans des plaques de 24 puits préalablement recouvert
de gélatine a 0,1% pour favoriser leur adhérence et une croissance homogene. Les
concentrations choisies étaient 500, 1000, 1500, 2000, 5000, 10000 et 20000 cellules/ml au
jour 0. Pour chaque condition analysée, 6 puits différents étaient réalisés.

Le milieu de culture était changé tous les 3 jours. Toutes les 24 h pendant 17 jours, la
croissance cellulaire était évaluée avec le test MTT par dosage spectrophotométrique.

Les courbes de croissance avaient ainsi permis d’établir la concentration optimale de cellules

en phase de croissance exponentielle et non a confluence pour le traitement.

3. Etude de cytotoxicité et phototoxicité

Le test au MTT, test de viabilité cellulaire était utilisé afin d’évaluer indirectement la
prolifération cellulaire. Il est basée sur la transformation du MTT (3-(4,5-diméthylthiazol-2-

yl)-2,5-diphényl tétrazolium bromide) (MTT, Sigma Aldrich, St Quentin-Fallavier, France) en
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cristaux bleus de formazan par une enzyme mitochondriale, la succinate déshydrogénase *’°,
Les cristaux formés sont solubilisés et sont détectables par spectrophotométrie a une longueur
d’onde de 570 nm. La dissolution des cristaux dans 1’isopropanol acide produit une coloration
proportionnelle a I’activité mitochondriale dans les limites de la loi de Lambert-Beer.

Apres un temps de culture variable de 1 a 17 jours, 50 pul de MTT (0,5 mg/ml dans du tampon
PBS) ¢taient déposés dans chaque puits. La réduction du sel de tétrazolium était révélée 1
heure plus tard en retirant le mélange de milieu et MTT et en ajoutant 100 ul de DMSO
(Sigma). L’homogénéité de la coloration était obtenue par agitation des plaques a 37°C
pendant 15 min et a ’abri de la lumiére. Les densités optiques de chaque puits étaient
évaluées a 540 nm avec un lecteur de plaque ELISA (Multiskan EX, version 1.1,
Labsystems).

Les «blancs » de lecture correspondaient a du DMSO contenant du MTT. Les résultats
¢étaient présentés sous forme de courbes retracant 1’évolution de 1’absorbance en fonction du
temps. La viabilit¢ et le nombre de cellules avaient également été estimés par le test
d’exclusion au bleu Trypan (Sigma) aprés numération de cellules sur lame de Malassez. Le
nombre de cellules mortes (colorées en bleu) par ml de milieu était alors déterminé par
comptage au microscope optique en contraste de phase (NIKON TMS) sur une cellule de

Malassez.
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4. Les porphyrines de synthése RGD

a) Solubilisation des porphyrines-RGD

Les mono-RGD-triglucosylporphyrines avaient été synthétisées par le Laboratoire de Chimie
des Substances Naturelles (LCSN). Ce sont des porphyrines sur lesquelles avait été greffée la
séquence peptidique RGD (Arginine-glycine-aspartique) en ortho ou en para. La porphyrine,
triglucosylporphyrine-RGD ortho (TG-RGDo) avait été solubilisée dans du milieu de culture
DMEM sans SVF afin d’obtenir une solution mére a 10° M conservée a -80°C. Des dilutions
multiples avaient permis d’obtenir des solutions-filles de concentration variant de 107 a 10
M. La porphyrine triglucosylporphyrine-RGD para (TG-RGDp) avait été solubilisée avec du

milieu DMEM sans SVF pour obtenir une solution-mére & 10>M.

b) Incubation des porphyrines

Les cellules EJG étaient ensemencées a concentration adaptée avec les courbes de croissance
dans des plaques de 24 puits recouverts avec de la gélatine a 0,1%, afin d’évaluer les effets
biologiques de la porphyrine de synthése. A J3 de I’ensemencement, le milieu de culture était
remplacé par des concentrations variables de porphyrine solubilisée dans du milieu de culture.
Deux plaques de cellules étaient ensemencées afin de vérifier la croissance cellulaire avant
traitement a J-1 et J-2. Plusieurs témoins avaient été utilisés. Des cellules sans PS et des
cellules avec des concentrations différentes de PS étaient illuminées permettant de déterminer
la concentration photocytotoxique. Des cellules sans PS et des cellules avec PS a
concentrations variables étaient maintenues a 1’obscurité permettant de définir la
concentration non cytotoxique. Les plaques étaient alors protégées de la lumiére par du papier
aluminium afin d’éviter la photodégradation de la porphyrine.

Les cellules B16F10 étaient ensemencées a concentrations adaptées dans des plaques de 96
puits noires avec un couvercle recouvert de papier aluminium.

Toutes les manipulations impliquant la porphyrine avaient été réalisées en fin de nuit, sous

hotte éteinte en semi-pénombre pour ne pas dégrader la porphyrine.
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5. Les sources lumineuses

Deux sources lumineuses avaient été utilisées pour réaliser 1’évaluation de la phototoxicité
des porphyrines de synthése. Il s’agissait d’une source de lumiére rouge et d’une source de

lumiére bleue.

a) La lampe Waldmann PDT 450L

La Photothérapie dynamique PDT 450 L est une source lumineuse avec une forte intensité
d’émission et une irradiation homogene grace a la présence de réflecteurs (Fig-59). L unité est
équipée de 3 modules orientables selon 2 axes avec 12 tubes fluorescents F-36/Blue V type,
de 36W. Le systeme possede un ventilateur silencieux. Le pic du spectre d’émission se situe a
420 nm (380-470 nm) ce qui correspond au spectre d’absorption du PS (AAL) (Fig-60). La
dose maximale d’irradiation est de 20 J/cm®.Le temps d’irradiation en seconde correspond a la

dose en J/em” x 1000 et divisée par I’intensité de la lampe en mW/cm?®,

Figure 59 - Photothérapie Dynamique PDT 450L
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Figure 60 - Spectre d’émission de la lampe Waldmann™ PDT 450L

La distance entre la source lumineuse et les plaques de puits contenant les cellules était de 37

cm.

b) La Lampe PhotoDyn 501 Cosmedico

L’appareil de PTD Cosmedico permet une illumination en lumiére rouge intense avec un filtre
¢liminant les infra-rouges (IR) nocifs pour la peau (Fig-61). La distance entre la source
lumineuse et la cible est constante a 25 cm avec un champ lumineux homogéne de 10 cm de
diametre. L utilisation d’un filtre orange permet 1I’émission d’une lumicre rouge d’un spectre

allant de 600 nm a 1400 nm avec un maximum de 800 nm.

Figure 61 - La lampe PhotoDyn 501, Cosmedico
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6. Protocole de photothérapie dynamique en lumiére bleue et en lumiére rouge

Les cellules ensemencées en plaque noire de 96 puits depuis 48h étaient illuminées 3 heures
aprés incubation avec la porphyrine testée. Une seule illumination des lignées a J3 de
I’ensemencement était réalisée avec la lampe Waldmann™, en lumiére bleue & 10 J/cm® (Fig-

62). Le temps d’irradiation était de 12 min 03 secondes.

Figure 62 - Séance d’illumination en lumiére bleue des plaques de 96 puits contenant des B16F10

Les cellules étaient illuminées 3 heures apres incubation avec la porphyrine testée. Une seule
illumination des lignées a J3 de I’ensemencement était réalisée avec la lampe Cosmedico™,
en lumiére rouge a 50 J/cm® (Fig-63). Le temps d’irradiation était de 11 min 06 secondes.

La mesure de la température ambiante était mesurée avant le début de I’illumination et aprés
par un thermometre a mercure. Un test de prolifération au MTT était réalisé immédiatement

aprés illumination, puis 24h, 48h et 72 heures apres 1’illumination.

Figure 63 - Séance d’illumination en lumiére bleue des plaques de 96 puits contenant des B16F10
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7. Etude comparative avec le photosensibilisant de référence : le Photofrin®

Les porphyrines de synthése étaient comparées au PS de référence le Photofrin®. 11 s’agissait
d’un mélange et la masse molaire variait de 1178 a 4659 Da. Une solution-mére de Photofrin®
était réalisée a la concentration de 10°M, et cryoconservée a -80°C. Le Photofrin® dilué au
10°™ était incubé deux heures avant I’illumination en lumiére rouge par la lampe PhotoDyn™

Cosmedico.

8. Etude de la localisation de la porphyrine de synthése en microscopie de
fluorescence conventionnelle et confocale

Afin d’optimiser I’efficacit¢ de la TG-RGD, nous voulions localiser la porphyrine et
comprendre les mécanismes d’action cellulaire. Afin de déterminer le meilleur temps
d’incubation avant de réaliser I’illumination et de visualiser le compartiment cellulaire ou elle
s’accumulait, nous avions utilisé I’autofluorescence, la propriété naturelle de la porphyrine.
Son excitation maximum se situe a 420 nm et elle émet une fluorecence rouge (600 a 800
nm).

La microscopie confocale est basée sur la microscopie a fluorescence avec une source
lumineuse laser. Le faisceau laser excitant pénetre dans 1’échantillon cellulaire. Il y a alors
une ¢émission de fluorecence apres excitation de la porphyrine a sa longueur d’excitation
appropriée. Grace a un diaphragme variable éliminant le signal fluorescent des autres plans, il
est possible de sélectionner un seul plan de la préparation. Ces rayons passent a travers un
bloc de filtrage des longueurs d’onde, puis arrivent a un systéme de détection par
photomultiplicateurs.

Les mélanocytes tumoraux murins et les cellules EJG étaient observés en microscopie
confocale a des temps différents par rapport a 1’adjonction de la porphyrine a concentration
efficace : 15 min, 30 min, 1h, 1h30, 2h, 2h30, 3h, 3h30, 4h, 5h, 6h, 10h, 12h, 14h et 24h.

Les cellules B16F10 et EJG étaient ensemencées a la concentration de 6000 cellules/puits
dans des plaques de 24 puits dans lesquels étaient préalablement déposés des lamelles de
verre.

Le TG-RGDo a 10° M était déposé dans chaque puits, sauf un puits pour le témoin. Aux
différents temps sus-cités, le milieu contenant le PS était retiré, puis les cellules étaient

rincées une fois avec du PBS.
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Elles étaient ensuite fixées par une solution de paraformaldéhyde (PFA) a 4% pendant 20 min
a température puis rincées au PBS1X. Les lamelles étaient ensuite fixées sur les lames avec

I’Immumount (Shandon-Immumount, Pittsburgh).

10. Etude de la fragmentation de I’ADN par la méthode du DAPI

Le DAPI (Di Aminido Phényl Indo) interagit avec les bases AT de ’ADN. Aprées excitation
dans le proche UV (372 nm), il émet une fluorecence bleue a 450 nm (Fig-64). Il est utilisé a
la fois pour quantifier I’ADN mais aussi pour suivre des modifications de la condensation de

la chromatine.
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Figure 64 - Structure du DAPI et Principe du marquage de I'ADN

Les cellules étudiées étaient cultivées sur lamelles circulaires de verre dans des plaques de 24
puits et ensemencées a une densité de 6000 cellules/puits. Le milieu de culture était retiré et
les cellules étaient rincées deux fois au PBS1X, avant fixation avec le PFA a 4% pendant 20
minutes a température ambiante. Elles étaient ensuite rincées 2 fois au PBS1X. Les lamelles
¢étaient incubées avec 500 pl de DAPI pendant 5 minutes a température ambiante et a I’abri de
la lumiére. Un ringage des lamelles au PBS était effectué¢ avant de les fixer avec une goutte de
montage Immumount. Aprés une nuit de séchage a 4°C, les lames était observées au

microscope a fluorescence avec un filtre UV (excitation 358 nm, émission 461 nm).

11. Etude des phénomeénes de nécrose par la détection de production de LDH

Le lactate déshydrogénase (LDH) est une enzyme cytoplasmique présente dans toutes les
cellules. Elle est libérée dans le surnageant de culture de cellules lorsqu’il y a un dommage de

la membrane plasmique. L’activit¢ de la LDH libérée par les cellules endommagées est
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¢valuée en mettant en contact un substrat coloré (Kit, Roche Applied Science) qui est
transformé en sel de formazan coloré dont on mesure le densité optique.

Apres traitement photodynamique des cellules, les cellules et le surnageant étaient récupérées
immédiatement puis incubés avec le substrat INT (sel de tétrazolium). Puis la coloration
développée était lue avec un lecteur de plaque ELISA a 540 nm (Multiskan EX, version 1.1,

Labsystems).
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C-Résultats

1. Détermination de la concentration optimale de cellules a ensemencer par

puits.

Do
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Figure 65 - Courbe de croissance des lignées EJG et B16F10

La concentration optimale de cellules B16F10 était de 500 cellules/puits et permettait
d’obtenir a J3 des cellules en phase exponentielle de croissance qui n’atteindraient pas la
confluence a J2 du traitement photodynamique (Fig-65). La concentration d’EJG est de 2000

cellules/puits.

2. Evaluation de Defficacité in vitro des porphyrines a motifs RGD en lumiére
rouge sur des mélanocytes tumoraux murins et des cellules endothéliales

La premiére étape était de vérifier que les TG-RGD n’étaient pas cytotoxiques pour les
cellules en I’absence de lumiére. Le comptage et la viabilité en présence de porphyrine étaient
effectués par un test d’exclusion au Bleu Trypan. Les résultats étaient comparés avec des
cellules témoins non exposées au PS. Des tests de MTT permettaient de confirmer les

résultats en montrant des courbes superposables.
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Figure 66 - Etude de la cytotoxicité et phototoxicité de la triglucosylporphyrine-RGDo sur les B16F10

La TG-RGDo était photoxique a 10°M sur les cellules BI6F10 et non cytotoxique a

I’obscurité¢ (Fig-66). Aucun effet photodynamique significatif n’était observé avec les

concentrations 10°, 107 et 10°*M (Fig-67).
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Figure 67 - Courbes de cytotoxicité et phototoxicité a des concentrations variable de la porphyrine sur les
B16F10.
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La TG-RGDp était phototoxique & la concentration de 10 M (150 pg/ml) sur les mélanocytes

tumoraux murins et non cytotoxique lorsque les cellules étaient maintenues a I’obscurité (Fig-

68). A T’inverse aucun effet photodynamique n’était observé avec des concentrations

inférieures (Fig-69).
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Figure 68 - Etude de la cytotoxicité et phototoxicité de la TG-RGDp sur les B16F10
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Figure 69 - Courbes de cyto et phototoxicité de concentration variable de TG-RGDp sur les B16F10
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La porphyrine TG-RGDp était cytotoxique & la concentration de 10*M sur les cellules
endothéliales EJG (Fig-70). L’effet photodynamique était noté pour une concentration de 10~
M.

Figure 70- Etude de la cytotoxicité et de la phototoxicité de la TG-RGDp sur les EJG

DO

Courbe Cytotox-Phototox EJGI[10-4]pTG-RGD Courbe Cytotox-Phototox EJGIpTG-RGD[10-9]
0,2 - 0,25
0415 4 02 —+—ElG
EJo o U1% EJG[10-9INR
01 EJOMO-4INR| 1 & EJG[10-9]R
0054 = EJG [10-4]IR 005 E16 IR
0 T T T T T T 1 0 T T T T T T T 1
J2 U1 Jo J1 J2 J3 J4 b2 01 Jo o J2 43 U
Jours Jours

La TG-RGDo avait montré une photocytotoxicité comparable que la TG-RGDp sur les
cellules EJG et sur les BI6F10 aux mémes concentrations.

L’isoforme ne semblait pas joué un réle dans les effets photodynamiques ou cytotoxiques.

3. Comparaison de ’efficacité des porphyrines a motifs RGD avec le

Photofrin® en lumieére rouge

La TG-RGDp ou TG-RGDo apparaissait aussi efficace que le Photofrin® (15 pg/ml) a
concentration équivalente sur des mélanocytes tumoraux murins B16F10 (Fig-71).

L’effet photodynamique était significativement comparable au PS de référence.

Figure 71 - Etude comparative de efficacité du Photofrin® et de la TG-RGDo sur les B16F10
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4. Détermination de la clairance d’élimination de la porphyrine de synthése a

motifs RGD

Lorsque I’illumination était effectuée aprés 24h d’incubation de la porphyrine de synthése
RGD, quelle que soit I’isoforme para ou ortho, on n’observait plus d’effet photocytotoxique
(Fig-72). Cela pourrait signifier que la TG-RGD a été métabolisée ou dégradée au niveau

cellulaire, laissant présager une clairance d’élimination rapide de la porphyrine.

Figure 72 - Inefficacité de I’illumination aprés 24hd’incubation.
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5. Etude de la localisation de la porphyrine en microscopie confocale et en

microscopie a fluorescence

En microscopie confocale, une fluorescence rouge trés modérée était observée a 3h alors
qu’aucune n’est visible a 1h (Fig-73).

La fluorescence envahissait le cytoplasme a 12h et avait completement disparu a 24h.
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Figure 73- Image de microscopie confocale, visualisation de ’autofluorescence de la porphyrine

12h 24h

L’intensité de la fluorescence était faible et la densité cellulaire était faible malgré un
ensemencement a 6000 cellules/puits.

Lorsque les cellules B16F10 ¢étaient observées au microscope a fluorescence, une
fluorescence était détectée a 3h mais pas a 1 heure ni avec les lames témoins qui n’avaient pas

¢été en contact avec le PS (Fig-74).
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Témoin 1h 1h

Témoin 3h 3h

Figure 74 - Image de microscopie a fluorescence : visualisation de la fluorescence diffuse et cytoplasmique
a 3h d’incubation de la porphyrine de synthése

6. Etude de la fragmentation de I’ADN aprés PTD

La perte de cellules observée 24h apres le traitement laissait supposer une mort cellulaire par
apoptose. Le DAPI ne montrait pas de fragmentation du noyaux 12h apres et 24h apres les

séances par rapport aux cellules témoins non traitées (Fig-75).
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Cellules témoins non irradiées a 24h Cellules Irradiées a 24h

Cellules irradiées a 12h

Figure 75 - Image de DAPI

7. Etude de la photocytotoxicité par détection de la production de LDH

Aucune production de LDH n’a pu étre mis en évidence par le Kit de nécrose apres traitement

des cellules par la porphyrine de synthése.

8. Evaluation de ’efficacité in vitro des porphyrines a motifs RGD en lumiére

bleue sur des mélanocytes tumoraux murins et des cellules endothéliales

L’illumination des plaques de cellules préalablement incubées avec les TG-RGD en lumicre
bleue avec la lampe Waldmann PDT 450L montrait une efficacité de la lumiére bleue seule.
La photocytoxicité de la lumiére bleue seule semblait supérieure a la photocytotoxicité induite
par I’adjonction de la porphyrine de synthése TG-RGD.

Les premiceres illuminations étaient réalisées avec une lumiére rouge et aucune phototoxicité
de la lumiére rouge n’était observée.

En effet, la lumicre rouge ne parait pas phototoxique sur les mélanocytes tumoraux murins et

les cellules endothéliales capillaires bovines (Fig-76, 77, 78, 79)



Résultats-Chap 111
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Figure 77- Etude de la phototoxicité de la lumiére bleue sur les cellules mélanocytaires tumorales murines
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Figure 78- Phototoxicité de la lumiére bleue et rouge sur les B16F10
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Figure 79- Phototoxicité de la lumié¢re rouge et bleue sur les cellules EJG
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D-Discussion

Ce travail a permis de démontrer les effets photodynamiques des triglucosylporphyrines-RGD
sur deux populations cellulaires impliquées dans la tumorogénése in vitro aprés une
illumination en lumiére rouge.

La néovascularisation des tumeurs malignes représente une cible intéressante en
thérapeutique. La vectorisation d’une porphyrine enrichie en résidu glucidique paraissait étre
une molécule capable d’étre active sur les mélanocytes tumoraux murins et des cellules
endothéliales. C’est pourquoi des mélanocytes tumoraux murins B16F10, connus pour leur
pouvoir métastatique, et des cellules endothéliales capillaires bovines ont été utilisés dans ce
travail. Les BI6F10 sont également capables d’exprimer a leur surface I’intégrine avyfs3
permettant la fixation du motif RGD.

La porphyrine de synthése évaluée sur les BI6F10 était photocytotoxique quelle que soit sa
conformation en ortho ou en para a des concentrations différentes. La PDT avec une
porphyrine de synthése vectorisée sur une intégrine de surface des mélanocytes tumoraux
murins est efficace sur des cellules pigmentées mélaniques.

Cette étude permet d’établir un effet photocytotoxique de la TG-RGD sur des cellules
endothéliales et permet d’envisager un développement ciblé de cette porphyrine pour le
traitement des néovascularisations ou de tumeurs vasculaires. La PTD agit au moins sur 3
voies : une mort cellulaire directe par nécrose ou apoptose’’’, des dommages vasculaire
aboutissant 4 une hypoxie tumorale sévére'’®, et enfin une réponse inflammatoire et
immunologique contre la tumeur’’.

Les trois mécanismes se combinent probablement pour obtenir la destruction tumorale'”. La
porphyrine de synthése testée n’a pas montré de supériorité en terme d’efficacité par rapport
au Photofrin® sur les cellules endothéliales EJG. Elle montrait 4 I’inverse une sensibilité plus
importante que les B16F10 puisque pour obtenir une efficacité similaire avec les cellules
mélanocytaire malignes des concentrations supérieures de TG-RGD. Triesscheijn et al ne
montraient pas de différence de sensibilité entre les cellules endothéliales et des cellules non
mélaniques'>. Il est donc probable que les mélanocytes soient plus résistants a la PTD et
justifient de conditions différentes en terme de doses de PS et d’illumination.

Le temps optimal d’incubation permettant la fixation et la pénétration de la porphyrine de
synthése RGD testé et son efficacité maximale a été établie a 3h. Le protocole d’irradiation en

lumiére rouge consistait en une illumination de 50 J/cm® avec un spectre de 600 a 1400 nm et
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un maximum de 800 nm. Ce type de lumiere permet d’augmenter la pénétration tissulaire du
faisceau lumineux et donc I’efficacité de la porphyrine sans rentrer en compétition avec la
longueur d’onde d’absorption & 630 nm de la mélanine®’. 11 est rapporté que la pigmentation

329 Nos résultats

des tumeurs pourrait étre a I'origine d’une faible efficacit¢ de la PTD
suggerent que la mélanine ne semble pas étre un obstacle probablement parce que la longueur
d’onde d’excitation utilisée était proche de 800 nm. Michailov et al démontraient que
I’utilisation de longueur d’onde proche de 800 nm et d’une intensité lumineuse ¢levée étaient
efficaces sur les BI6F107°,

Certains auteurs ont émis 1’hypothése du réle thermique de PTD avec la lumiére rouge pour
expliquer son efficacité. La mélanine serait capable de transformer la lumicre absorbée en
énergie thermique®®. L’intensité de 1’illumination (entre 100 et 300 mW/cm®) pourrait jouer

9980 Mais cet effet est probablement

un role dans la génération de cet effet thermique
insuffisant pour expliquer a lui seul la destruction des cellules tumorales.

Par ailleurs la mélanine, lors des séances de PTD pourrait absorber les radicaux libres
produits et expliquerait la moindre efficacité de PTD sur les cellules pigmentées **'.

Plusieurs applications cliniques de la PTD ont utilisées la lumiére visible rouge (625-640 nm)
pour le traitement de tumeurs car cette longueur d’onde permettait une meilleure pénétration
tissulaire et donc une meilleure efficacité de la PTD en cancérologie’***’. Le développement
de la lumiére bleue en dermatologie trouvait une justification dans le fait que les pathologies
tumorales étaient plus volontiers superficielles. Bandieramonte ef a/ ne montraient aucune
différence significative d’efficacité sur des CBC et des métastases cutanées de cancer
mammaires en PDT entre une illumination en lumiére verte versus en lumiére rouge**’. Mais
les ulcérations et les délais de cicatrisation post-PTD étaient plus longs lors des illuminations
en lumiére rouge.

Au cours de I’étude, on notait une clairance d’¢élimination de la porphyrine de moins de 24h
puisque les cellules incubées avec la porphyrine de synthese et illuminées en lumiére rouge
n’étaient pas affectées par ce traitement photodynamique lorsque I’illumination avait lieu a la
24°™ heure. Le Photofrin® a démontré son efficacité pour le traitement des tumeurs

482

malignes™ . Il est a 1’origine d’une photosensibilisation prolongée de plusieurs semaines

251,483

contraignant les patients a se protéger de la lumiere . La porphyrine de synth¢se RGD
utilisée a montré une efficacité in vitro comparable a celle du Photofrin® sur les mélanocytes
B16F10 et une clairance d’élimination plus rapide. Les effets systémiques pourraient étre
minimaux.

La porphyrine de synthése RGD testée est excitable en lumiere rouge et en lumicre bleue.
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Mc Cullough ef al démontraient que le Photofrin® pouvait étre également activé par ces deux
types de lumiére*™. L’absorption de la lumiére est 1,5 a 3,5 fois supérieure avec la lumiére
bleue ou verte par rapport a la lumiére rouge™. Ce constat permettait de diminuer les temps
et les doses de Photofrin lorsqu’était utilisée une lumiere bleue par rapport a la lumiére rouge.
L’étude de la température lors des illuminations en lumiére rouge et bleue ne révélait pas
d’¢lévation significative de la température dans notre étude. L’utilisation de faible intensité
permettait de minimiser le role de la température pour expliquer 1’efficacité de la PTD*,
Pour optimiser les parametres du protocole d’illumination, nous avons cherché a déterminer la
localisation cellulaire de la porphyrine. L’existence du résidu RGD pouvait nous laisser
supposer une fixation rapide sur I’intégrine de surface cible ayf; et ainsi permettre d’adapter
le temps d’incubation. Les techniques de microscopie confocale et de microscopie a
fluorescence ne nous ont pas permis d’observer les porphyrines. Il est probable que la
fluorescence demeurait trop faible pour étre détectée ou que la source lumineuse provoquait
une photodestruction trop rapide la porphyrine. Le rdle de la mélanine comme filtre lors de
I’émission ou de I’excitation est possible puisque d’autres auteurs sur des cellules non
pigmentées arrivaient & obtenir une fluorescence en microscopie & fluorescence™’. Cependant,
Vena et al démontraient que I’AAL se fixait préférentiellement sur les mitochondries en
utilisant la microscopie a fluorescence sur des mélanocytes B16'°.

La PTD avec cette nouvelle porphyrine de synthése était capable de diminuer la viabilité
cellulaire des B16F10 et EJG. Le type de mort cellulaire n’a pu étre élucidé. La recherche
d’une nécrose par I’augmentation de la production de LDH n’a pu étre mise en évidence de
méme que des phénomenes d’apoptose. Certains auteurs avaient rapporté des phénomenes de
mort par nécrose et une diminution de la réplication de I’ADN apreés une PTD avec la
phthalocyanine d’aluminium™*.

La cible du PS reste obscure. Il existe une interaction efficace entre 1’agent photosensibilisant
et certains composants cellulaires (mitochondries, noyaux). Plusieurs études ont démontré que
les membranes cellulaires (plasmatique, mitochondriale ou nucléaire) représentaient des

cibles privilégiées de la PTD*'

. Les dommages membranaires étaient des résultats de
peroxydation lipidique provoquée par la production d’ERO lors de la photoréaction de type II.
La réaction était a l'origine d’une dépolarisation membranaire et d’une activation de la
phospholipase C***. Cependant, la plupart des études in vitro démontraient une mort cellulaire
directe™’.

Afin de diminuer les doses et les concentrations nécessaires de porphyrines de

synthése RGD, puisque les concentrations efficaces in vitro étaient pharmacologiquement
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¢levées et pouvaient étre un frein au développement in vivo, les évaluations ont ét¢ faites en
lumiére bleue. L’utilisation d’une lumiére bleue permettait d’envisager des doses de PS moins
importantes. Elle pouvait limiter les puissances d’illumination et lors des futurs tests in vivo et
permettait d’avoir une source lumineuse responsable de moindres sensations douloureuses
lors des séances.

L’exposition en lumiére bleue a permis de montrer que les cellules BI6F10 témoins sans TG-
RGD et illuminées par la lampe Waldman 450L étaient freinées dans leur croissance
témoignant d’une phototoxicité directe de cette lumiére. La porphyrine exposée a la lumiére
bleue était détruite pour moiti€é de sa concentration initiale en moins d’une minute
d’exposition. Cette instabilité et cette photodestruction de la porphyrine nous conduisirent a

tenter d’éclaircir les mécanismes de la photocytotoxicité de la lumiere bleue sur les B16F10.
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E- Conclusion

Dans cette étude, nous avons démontré un effet photodynamique directe d’une porphyrine de
synthése, enrichie en groupement glucidique et vectorisée par le motif RGD, Ila
Triglucosylporphyrine-RGD, hydrosoluble en lumiere rouge. On notait un effet direct de la
PTD sur les B16F10 et EJG. La PTD avec cette porphyrine de synthése causait une
diminution significative de la viabilité des deux populations de cellules étudiées. L’efficacité
de cette porphyrine de synthése est comparable a la molécule de référence le Photofrin ® avec
cependant une clairance d’élimination bien plus rapide. Le mécanisme de mort cellulaire
observée n’a pas pu étre ¢lucidé. Et les tentatives de localisation par des techniques
d’imagerie n’ont pas permis de comprendre et de localiser la porphyrine au niveau cellulaire.
Les réponses a la PTD de cellules tumorales ou normales varient selon les PS et leur
propriétés, les sources lumineuses et leurs paramétres de réglage ce qui rend la
compréhension des mécanismes de mort ou ralentissement de la croissance difficile a
identifier.

L’intensité lumineuse de 10 J/cm® utilisée en lumiére bleue a été a I’origine d’une
photodestruction massive de la porphyrine de synthése et a ensuite donné naissance a un
nouvel axe de recherche paralléle pour expliquer la photocytotoxicité¢ de la lumicre bleue sur

les B16F10.
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Chapitre IV. Phototoxicité de la lumiére bleue

A-Introduction

La lumicre bleue seule est capable de provoquer la mort cellulaire par différents types de
mécanismes. Cette photosensibilité a la lumicre est différente selon les types cellulaires, le
cycle cellulaire et les conditions d’illumination. Son réle dans le développement de la DMLA
a ét¢ prouvé par de nombreuses études ces dix derniéres années. Les mélanocytes sont
sensibles a cette lumicre puisque la photothérapie néonatale a été¢ récemment incriminée dans
le développement de naevus. Et les mélanocytes in vitro voient leur croissance ralentie lors
des expositions a la lumiére bleue. Ces constats nous ont conduit a tenter d’¢élucider les
mécanismes expliquant la phototoxicité de la lumiere bleue sur les mélanocytes tumoraux

murins et sur des cellules endothéliales bovines.

1. La lumiere bleue

Les effets biologiques de la lumicre bleue chez les mammifeéres ont été suggérés dés le
XIX™ siécle. La lumiére bleue (380-500 nm), chez les plantes, induit des
phosphorylations™. Elle posséde une action anti-mitotique sur les cellules rénales de porc®”.
Elle est utilisée pour polymériser des biomatériaux, en médecine dentaire. Depuis plusieurs
années, la lumicére bleue est employée comme agent thérapeutique. Elle est capable
d’interrompre les processus cellulaires comme les mitoses™ -, de perturber le fonctionnement
mitochondrial®™, et compromettre I’intégrité du génome™’ en induisant la production
d’espéces réactives de 1’oxygene. La lumiére bleue peut provoquer des lésions de I’ADN
mitochondriale en produisant des radicaux libres au sein de cellules épithéliales™".
Récemment, Liebman et al démontraient que la lumicre visible d’une longueur d’onde de
632-940 nm n’avait pas d’effet sur la viabilité et la prolifération des cellules cutanées

humaines. A I’inverse, ils notaient que la lumiere bleue (412-426 nm) était toxique a forte

intensité. L’illumination avec des longueurs d’onde de 412, 419, 426 et 453 a des doses de
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66-100 J/cm® et de plus de 500 J/em® provoquait une phototoxicité sur les cellules
endothéliales et kératinocytaires. Des doses inférieures engendraient une diminution ou une

augmentation de la prolifération ***,

2. La photocytotoxicité de la lumiere bleue sur les mélanocytes tumoraux

Le role de la lumicre bleue est controversé dans la littérature. Certains auteurs ont démontré
une phototoxicité de la lumiére sur les mélanocytes tumoraux et suggerent la possibilité de
traiter par lumiére bleue les mélanomes. A I’inverse, d’autres ont observé une accélération de
la prolifération des mélanocytes normaux et tumoraux. La phototoxicité est indéniable mais
les mécanismes restent non élucidés. Le stade cellulaire auquel la cellule est soumise a
I’illumination pourrait jouer un réle en orientant la cellule vers une voie de prolifération ou de
mort par exemple. Le role des UV dans I’induction des tumeurs cutanées est largement
démontré dans la littérature. Dans la lumiére bleue, il existe une partie d’émission d’UV. Ce
constat pourrait étre a I’origne des transformations.

La lumiére bleue a une haute énergie et peut pénétrer dans les tissus. Elle a été associée a

o . \ . 493,494
I’apparition de mélanomes chez des mod¢les animaux™ ™

. Elle semble étre responsable de
I’augmentation du nombre de naevus chez les enfants ayant eu une photothérapie néonatale
pour traiter un ictére’™. Plusieurs études suggérent que I’exposition a la lumiére bleue jouerait
un role dans la transformation maligne des mélanocytes choroidiens. En effet, I’exposition
prolongée des rats a la lumicre bleue est a 1’origine du développement de mélanomes
choroidiens*'”. L’utilisation d’un filtre UV capable de bloquer I’arrivée oculaire de la lumiére
bleue sur des mélanocytes choroidiens malins permettait de diminuer la prolifération
cellulaire™'®.

La lumiére bleue est capable d’interrompre les mitoses et ’activité mitochondriale® ",
Plusieurs études évoquent la production d’ERO lors d’exposition a la lumiére bleue
provoquée par l’interaction de chromophores endogenes (cytochromes, flavines, hautes

396,495

concentrations de chromophores mitochondriaux . Elle a donc été¢ proposée pour le

traitement des cancers, comme le mélanome, le glioblastome, les carcinomes épidermoides, et
les adénocarcinomes mammaires™* **’

Les travaux de 1I’équipe d’Ohara et al/ suggerent des effets anti-tumoraux de la lumicre bleue
sur des cellules tumorales en culture, dont les mélanocytes tumoraux murins B16F10. Ils

concluent a une mort par nécrose induite par la production massive d’ERO et la production de
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péroxyde d’hydrogene formé par la réaction de la riboflavine (présente dans le milieu de
culture) et la lumiére bleue*”®.

L’exposition a la lumiére bleue semblait bloquer la production de mélanine par les B16F10
lorsque les rats étaient soumis ensuite a des séances répétées d’UVB™”. Cette inhibition de la
prolifération des B16 se maintenait lorsque les cultures étaient poursuivies sur plusieurs
passages. L’exposition a la lumiére provoquait des altérations importantes des colonies
cellulaires avec la formation de petites colonies de cellules dysmorphiques*”®. Ces résultats
suggéraient que I’exposition a la lumiére bleue pouvait modifier les fonctions des
mélanocytes tumoraux murins BI16F10. Des travaux émanant de la méme équipe
démontraient la freination de la formation de métastases pulmonaires sur des modéeles
animaux’"". Il apparaissait que I’effet de la lumiére bleue sur la BI6F10 était lié a une
inhibition de la synthése d’ADN et de la division cellulaire.

La lumiére violette de longueur d’onde proche de celle de la lumiere bleue pourrait provoquer
un « bleaching » de la mélanine et permettrait d’optimiser 1’efficacité¢ de la PTD en lumicre
rouge chez la souris nude™'. La lumiére bleue est 30 fois plus efficace que la lumiére jaune

I3 y . rqe . . e e 502
pour créer des dommages sur 1’épithélium pigmentaire rétinien™ .

3. Les cryptochromes, photorécepteurs a la lumieére bleue

En réponse aux changement des conditions de lumicre dans la nature, et afin d’optimiser leur
croissance et leur développement, les plantes posseédent des récepteurs a la lumiére rouge et
aux infrarouges, les phytochromes, et des récepteurs a la lumiére bleue et UV-A, les
cryptochromes et enfin des récepteurs aux UV-B. Les plantes ont des comportements
différents lorsqu’on les expose a la lumiére bleue en utilisant leurs cryptochromes : par
exemple, I’inhibition de la pousse de I’hypocotyle d’une plante, /’Arabidopsis thaliana. Chez
les plantes, la lumicre bleue est aussi capable de phototropisme (croissance unidirectionnelle
en réponse a un stimulus unilatéral), d’ouvrir les stomates, de produire des anthrocyanes et
permettre 1’expression de certains génes’””.

Les UV sont capables de provoquer des lésions mutagenes de I’ADN, en particulier la
formation de diméres de pyrimidines (CPD, Cyclobutyl pyrimidine dimére) et un
photoproduit (6-4 pyrimidine-pyrimidone). Il existe une voie de réparation de I’ADN
dénommée photoréactivation chez les végétaux. Elle fait intervenir des enzymes, appelées

photolyases, se liant au brin d’ADN 1és¢é et activées par I’absorption de la lumicre bleue, qui
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catalysent la restauration de deux pyrimidines intactes’™. La protéine activée excite un
cofacteur, la flavine, qui peut transférer un électron au dimere de pyrimidine entrainant la
scission de ce dimere et la réparation de I’ADN.

Le cryptochrome est un photorécepteur de la lumicre bleue observé dans les régnes végétal et
animal et chez 1’homme*'’. 11 joue un réle clé dans le rythme circadien’”. Les études
génétiques de [’Arabidopsis thaliana ont permis d’identifier 3 photorécepteurs a la lumicre
bleue : cryptochrome 1, cryptochrome 2 et la phototropine®. Deux cryptochromes ont été
décrits chez I’homme : ACRY1 et ACRY2**% Ils dérivent d’une ancienne protéine, une

509

photolyase qui activée par la lumiére est capable de réparer ’ADN""". Malgré leur homologie

structurale avec les photolyases, ces cryptochromes, qui sont des flavoprotéines, n’ont pas la
capacité de réparer I’ ADN>'*>12,

Sur le plan biochimique, ces flavoprotéines sont des protéines monomeres solubles de 600
acides aminées et 50 a 70 kDa. Elles possedent deux domaines N-Terminale (photolyase
homology région, PHR) de 500 acides aminés et un domaine C-Terminale de taille variable
de 30 a 350 acides aminés. Le domaine PHR lie deux chromophores, une flavine adénine
dinucléotide (FAD) (chromophore catalytique) et un 5, 10-méthenyltetrahydrofolate (ptérine).
Le cryptochrome utilise la flavine adénine dinucléotide comme cofacteur et participe a la
régulation des rythmes circadiens. La photoactivation, déclenchée par la lumiere visible,
transforme FAD sous une forme doublement réduite (FADH') a partir de la forme semi-
réduite (FADH) (Fig-39)513. Les cryptochromes sont transmembranaires. Apreés excitation
par un rayonnement lumineux bleu, il se produit un mouvement d’électrons, la membrane se
dépolarise, la protéine se détache et migre vers le noyau.

Chez les plantes, la localisation du CRY1 dépend de I’exposition a la lumicre. Il est dans le
cytoplasme a la lumicre et dans le noyau a I’obscurité. Quant a CRY2, il reste dans le
noyau’'*. Le CRY2 est exprimé par les cellules rétiniennes humaines, se localise dans le
cytoplasme de cellules de la couche ganglionnaire et joue un role de photorécepteur (Fig-
80)°"°. Ces cryptochromes ont une localisation cellulaire différente chez la souris, le CRY1 se

situe dans la mitochondrie et le CRY2 se localise dans le noyau’”. Les cryptochromes de

souris interviennent dans la régulation des rythmes circadiens.
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Les cryptochromes humains ZCRY1 et #CRY2 sont localisés dans la noyau cellulaire et

interagissant avec la phosphatase PP5°'®*'". La protéine ZCRY2 inhibe spécifiquement

I’activité de la PP5 in vitro, donc entraine un effet anti-prolifératif et I’arrét du cycle cellulaire

518,519
en phase G177,

4. Photocytotoxicité de la lumiére bleue sur des mélanocytes tumoraux murins

et sur des cellules endothéliales.

De nombreuses ¢tudes se sont intéressées aux effets biologiques des UV sur différents

systémes biologiques. A I’inverse, peu de travaux ont étudié les effets directs de la lumiére

visible. La lumiére bleue semble inhiber la croissance de mélanocytes tumoraux murins

B16F10 en réduisant le nombre de cellules en phase S du cycle cellulaire.

Le mélanome est une tumeur maligne hautement résistante aux agents chimiothérapiques et

de nouvelles approches sont nécessaires spécialement pour traiter les métastases sous

cutanées.

En photothérapie dynamique, la source lumineuse la plus souvent utilisée compte tenu de son

excellente pénétration en profondeur est la lumiére rouge.
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La lumiere bleue est plus rarement utilisée en PTD car elle pénétre moins profondément dans
les tissus. Les effets de la lumiere bleue sont principalement employés chez ’homme pour
traiter I’ictére du nouveau-né>>’,

Finalement, trés peu d’études ont montré que la lumiére bleue pouvait interrompre les mitoses

et compromettre ’activité mitochondriale®”

. D’autres études ont révélé que la lumiére bleue
aurait une activité cytostatique sur les B16™°.

Lockwood et al a démontré que la lumiére bleue induisait la production d’espece réactive de
I’oxygéne (ROS) au sein des cellules épithéliales®'. C’est pourquoi la lumiére bleue a été
proposée pour traiter des carcinomes épidermoides et des mélanomes. Mais les mécanismes

par lesquels la lumiére bleue agit sur des cibles biologiques et provoque des dommages

cellulaires demeurent encore mal élucidés.

Dans ce travail, les effets de la lumicre bleue et de la lumicre rouge sur les
mélanocytes tumoraux murins B16F10 et des cellules endothéliales capillaires bovines
¢taient étudiés. Et un patient atteint de métastases cutanées hémorragiques de mélanome était

traité par la lumiere bleue.
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B-Matériel et Méthodes

1. Les cellules B16F10 et les cellules endotheéliales EJG

Les deux lignées cellulaires utilisées étaient préalablement décrites et les conditions de

cultures explicitées précédemment.

2. Les sources lumineuses

Deux types de lampe étaient utilisés. La lampe Waldmann ™ PDT 450 L permettait une
illumination en lumiére bleue d’une longueur d’onde comprise entre 380 et 470 nm et un
maximum a 420 nm.

La lampe PhotoDyn 501 ™ Cosmedico permettait 1’illumination en lumiere rouge avec un

spectre compris entre 600 et 1400 nm et un maximum a 800 nm en utilisant un filtre orange.

3. Le protocole d’illumination

Les cellules étaient ensemencées & une densité de 10°/ml dans des plaques de 96 puits aprés
trypsinisation. Aprés 48h, les cellules étaient lavées avec du PBS et incubées pendant 2h avec
du milieu DMEM complet en atmosphére humide avec 5% de CO; et a 37°C. Aucun agent
photosensibilsant n’était ajouté dans les puits. Les cellules étaient illuminées en lumiere bleue
avec la lampe PDT 450L Waldmann a 450 nm et en lumiére rouge avec la lampe PhotoDyn
501 Cosmedico a 800 nm dans une pi¢ce chauffée a 25°C. La dose délivrée était de 10
W/em?®. Le temps d’exposition était ajusté pour obtenir une dose énergétique de 50 J/cm® en
lumiére rouge et 10 J/cm® ou 20 J/cm® en lumiére bleue. La distance entre les tubes lumineux
des sources et les cellues était de 37 cm (lumiére bleue) et de 25 cm (lumiére rouge). Pendant

I’illumination, la température était monitorée.
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4. Etude de cytotoxicité et de photocytotoxicité par le test MTT

La viabilité cellulaire était mesurée par le test MTT [3-(4.5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-
diphényltetrazolium bromide) précédemment décrit.

Les mesures de densité optique étaient réalisées avant, immédiatement apres 1’illumination,
puis 24h, 48h et 72h apres la fin de I’illumination. A la fin de chaque temps, 50 ul de solution
de PBS-MTT (1,5 mg/ml de PBS) était ajouté et une incubation de 1h était effectuée a 37°C.
Au bout d’une heure, le DMSO était ajouté dans tous les puits et une incubation de 15 min a
37°C était effectuée selon la méthode de Mosmann ef al *’°. Les densités optiques étaient lues
avec un lecteur de plaque ELISA a 570nm (Multiskan® EX, Microplate photometer). Chaque

mesure était réalisée en triplicate.

5. Etude de la peroxydation lipidique apreés illumination en lumiére bleue

La peroxydation lipidique est I’oxydation des lipides insaturés, catalysée par une enzyme
peroxydase.

L’¢étude de la peroxydation lipidique dans les mélanocytes B16F10 était effectuée en mesurant
la quantit¢ d’acide thiobarbiturique formé (TBARS, ThioBarbituric Acid Reactive
Substance). Les substances issues de la peroxydation lipidique, MDA (malondialdéhyde) et
des lipides hydroxyperoxides réagissent avec I’acide thiobarbiturique (TBA) pour former des
TBARS, détectable en spectrophotométrie a 532 nm.

La réaction est favorisée par des conditions acides et a haute température.

Les cellules traitées a la concentration de 5 millions de cellules /ml étaient mélangées avec
500ul d’acide trichloracétique a 10% contenant 0,5% d’acide thiobarbiturique (TBA). Le
mélange ainsi obtenu était chauffé¢ a 95°C pendant 40 minutes. La réaction était ensuite
stoppée en plongeant les tubes dans de la glace. Le complexe coloré était extrait en ajoutant
Iml de n-butanol puis visualisé & 532 nm sur le spectrophotométre Shimadzu (UV-2401PC).
La concentration en TBARS formés était exprimée en nmol de MDA/million de cellules en

utilisant MDA comme standard.
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6. Etude de la fragmentation de I’ADN par la méthode du DAPI apres

illumination en lumiere bleue

Les cellules mélanocytaires tumorales murines B16F10 étaient cultivées sur lamelles
circulaires de verre dans des plaques de 24 puits et ensemencées a une densit¢ de 6000
cellules/puits. Elles étaient exposées a 10 J/cm2 de lumiére bleue. Les fixations et les
observations étaient réalisées a des temps variables (T0, H1, H3, H12, H24 et H48) apres
I’illumination. Le milieu de culture était retiré¢ et les cellules étaient rincées deux fois au
PBS1X. Les cellules étaient alors fixées avec le PFA a 4% pendant 20 minutes a température
ambiante. Les cellules étaient ensuite rincées 2 fois au PBS1X. Les lamelles étaient incubées
avec 500ul de DAPI pendant 5 minutes a température ambiante et a I’abri de la lumiére. Un
ringage des lamelles au PBS était effectué avant de les fixer avec une goutte de montage
Immumount (Shandon-Immumount, Pittsburgh). Aprés une nuit de séchage a 4°C, les lames
¢taient observées au microscope a fluorescence avec un filtre UV (excitation 358 nm,

émission 461 nm).

7. Etude des phénoménes de nécrose par la détection de production de LDH

La lactate déshydrogénase (LDH) est une enzyme cytoplasmique présente dans toutes les
cellules. Elle est libérée dans le surnageant de culture de cellules lorsqu’il y a un dommage de
la membrane plasmique. La quantification de D’activit¢ LDH libérée par les cellules
endommagées était utilisée par un dosage colorimétrique. Un kit de détection de cytotoxicité
(Roche Applied Science) était utilisé pour apprécier le degré de nécrose en utilisant la
capacité des cellules a libérer les LDH lors de la lyse cellulaire.

Apres traitement en lumiére bleue, les cellules BI6F10 et le surnageant étaient récupérées
immédiatement et incubées avec le substrat INT (sel de tétrazolium) au formazan coloré. De
la méme maniére plusieurs temps étaient étudiés (TO, H1, H3, H12, H24 et H48). Puis grace a

un lecteur de plaque ELISA, le colorant était quantifié.



Matériel et Méthodes-Chap 1V

8. Analyse statistique

Les données ont été exprimées en moyenne +/- DS. Pour comparer le groupe de cellules
traitées par la lumicre visible (rouge ou bleue) et le groupe de cellules non traitées

« controles », le test de Kruskal-Wallis a été utilisé pour détecter les différences.
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C- Résultats

1. Etude de la photocytotoxicité de la lumiére bleue et rouge sur des lignées de
mélanocytes tumoraux murins et sur les cellules endothéliales capillaires

bovines.

Les mélanocytes B16F10 maintenus a 1’obscurité restaient viables et poursuivaient leur

croissance.
Phototoxicité de la lumiére rouge et bleue sur des
mélanocytes tumoraux murins B16F10
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Figure 81 - Etude de la Photocytotoxicité de la lumiére visible (lumiére rouge versus lumiére bleue versus
obscurité) sur les mélanocytes tumoraux murins B16F10
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Figure 82 - Etude de la Photocytotoxicité de la lumiére visible (lumiére bleue versus lumiére rouge versus
obscurité) sur les cellules endothéliales capillaires bovines EJG
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Viabilité cellulaire des B16F10 aprés illumination par la
lumiére bleue
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Figure 83- Pourcentage de cellules vivantes aprés ’exposition 4 50J/cm” en lumiére rouge et 20J/cm’ en
lumiere bleue.

La croissance des cellules BI6F10 exposées a la lumiere bleue diminuait rapidement apres
I’illumination dés la 24°™ heure et était évaluée par le test de viabilité colorimétrique MTT.
Le nombre de cellules BI6F10 mortes dans le groupe trait¢ par la lumicre bleue était
significativement plus élevé entre le Jour O et le Jour 4 par rapport au nombre de cellules
mortes du groupe controle maintenu a 1’obscurit¢ (p< 0,0001) (Fig-81). Aucune
photocytotoxicité n’était observée sur les BI6F10 exposés a la lumiere rouge par rapport au
groupe controle (p=0,29).
Le taux de mortalité¢ cellulaire des B16F10 était significativement plus important pour les
cellules illuminées en lumiére bleue par rapport a celles illuminées en lumiére rouge du Jour 1
au Jour 4 (p<0,0002) (Fig-82). Aucune reprise de la croissance n’était observé dans les jours
suivant I’illumination par la lumiére bleue.
De plus, la lumiere bleue augmentait significativement la mortalité¢ des cellules endothéliales
capillaires bovines EJG dans les 24h post-illumination par rapport au groupe controle
(p<0,0001). La lumiere rouge apparaissait moins phototoxique sur les cellules endothéliales
EJG par rapport a la lumiére bleue (Fig-83). La lumicre rouge n’entrainait pas de mort
cellulaire mais il existait une différence significative de croissance entre les cellules

endothéliales exposées a la lumiére rouge et celles maintenues a I’obscurité (p<0,05).
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2. Etude de la peroxydation lipidique des mélanocytes tumoraux murins

B16F10 illuminés en lumiére bleue a 10 J/em’ et 20 J/cm’.

La peroxydation lipidique des cellules BI6F10 exposées a la lumiére bleue, a 10 J/cm® et 20
J/em?, sans illumination et un témoin contenant seulement du milieu DMEM était analysée.
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Figure 84 - Etude de la peroxydation lipidique des B16F10 illuminée par de la lumiére bleue
210 et 20 J/em®

Aucun dommage oxydatif n’était observé aprés exposition a la lumiere bleue (Fig-84).

3. Etude de la variation de la température pendant Uillumination

La température ambiante avant et apres I’illumination en lumiére bleue était mesurée. Une
¢lévation négligeable de la température était notée de 26°C +/- 1,5°C avant I’illumination a
28°C+/- 1,3°C apres I’illumination. Plusieurs mesures étaient enregistrées afin d’établir une

température moyenne.
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4. Etude de la fragmentation de I’ADN par DAPI apreés lillumination en
lumiere bleue des BI16F10.

Le DAPI ne montrait pas de fragmentation du noyau 12h apres et 24h apres les séances par

rapport aux cellules témoins non traitées

5. Etude de la photocytotoxicité par détection de la production de LDH apres

exposition a la lumiére bleue des BI16F10

Aucune production de LDH n’avait pu étre mise en évidence par le Kit de nécrose apres

traitement des cellules par la porphyrine de synthése.

6. Etude in vivo de Uefficacité de illumination en lumiére bleue de

meétastases cutanées de meélanome.

Un patient agé de 81 ans était hospitalis¢ en octobre 1999 pour la prise en charge d’un
mélanome du pouce droit. Le pouce était amputé avec des marges chirurgicales de sécurité.
L’histologie cutanée confirmait le diagnostic de mélanome avec un indice de Breslow de 3,8
mm et un niveau [V de Clark. Les explorations radiologiques pulmonaires et échographiques
hépatiques étaient normales au stade initial de la maladie. Deux ans plus tard, des métastases
cutanées apparaissaient sur I’avant-bras droit. Le scanner thoracique révélait des métastases
pulmonaires multiples. Quatre cures de dacarbazine étaient réalisées. Une progression
tumorale pulmonaire était notée et 7 cycles d’une deuxieme ligne de chimiothérapie associant
cisplatine et vindésine étaient administrés au patient permettant la réduction de 20 a 50% du
nombre de métastases pulmonaires et la régression des métastases cutanées. Il était suivi tous

les 3 mois.
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Figure 85 - Métastases cutanées de mélanome ulcérées et hémorragiques de I’avant-bras droit avant

illumination en lumiére bleue 2 20 J/cm>

Figure 86 - Aspect clinique des métastases cutanées de mélanome, moins hémorragiques et blanchétre en

N . 4 . ogs B oy By 2
surface aprés 5 jours consécutifs d’exposition a la lumiére bleue 4 20 J/cm

Un an plus tard, le patient était réadmis dans le service de dermatologie pour la réapparition
de métastases cutanées sur 1’avant-bras et d’une adénopathie axillaire homolatérale ferme et
suspecte.

Aprés la lymphadenectomie, le traitement était completé par une radiothérapie du creux
axillaire droit et des injections sous cutanées d’interféron alpha 2b a la dose de 3 millions
d’unité trois fois par semaine pendant 3 mois. Malgré ce traitement, on observait 1’extension

en nombre et en taille des meétastases cutanées de 1’avant-bras et du bras droit. Les
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explorations scannographiques thoraco-abdomino-pelvien et cérébrales ne révélaient que les
métastases pulmonaires connues et stables.

Quatre cures de chimiothérapie combinant le cisplatine et la vindésine étaient réalisées. Une
nouvelle évaluation clinique et radiologique montrait une progression lente des lésions
tumorales cutanées et pulmonaires. Sept cures de chimiothérapie par bélustine étaient
instituées. Les métastases cutanées touchant I’ensemble du membre supérieur droit devenaient
douloureuses avec un retentissement sur la qualité de vie du patient. Elles étaient épaisses,
ulcérées et hémorragiques.

Le patient acceptait I’illumination en lumiere bleue des métastases cutanées de la face
antérieure de I’avant-bras aprés obtention d’un consentement libre et éclairé. L’illumination
était réalisée avec la lampe Waldman PDT 450L. Le patient avait une illumination journalicre
en lumiére bleue (450 nm) a 20 J/cm” 5 jours consécutifs par semaines pendant 2 semaines.
La taille de la métastase cible était de 2,8 x 3 cm avant I’expostion (Fig-85) et diminuait a 2 x
2,4 cm al’issue des deux semaines de traitements.

L’état de la peau adjacente aux métastases €tait évalué sur I’érythéme, I’cedéme, les bulles, la
nécrose et la douleur. L’apparition de nouvelles Iésions dans la zone cible était monitorée.
Avec ’accord du patient, les photographies €taient prises avant et 2 semaines aprés le début
du traitement.

Pendant le traitement, le saignement invalidant était rapidement stoppé et la croissance
tumorale semblait étre ralentie par rapport aux tumeurs non illuminées au bout des 15 jours de
traitement par lumiére bleue (Fig-86). Une nécrose clinique représentée par un aspect livide et
blanchatre et 1’¢limination de débris au bout de 24h était observée. La taille de la métastase
cible diminuait de 2 mm aprés 5 jours d’illumination et 7 mm en moyenne apres 10 jours
d’exposition journalicre.

L’illumination possible qu’en milieu hospitalier n’avait pu étre maintenue au dela de 15 jours.
Le saignement et la reprise de la croissance tumorale des cibles exposées n’étaient a nouveau

observées qu’au bout d’un mois.
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D- Discussion

Cette étude a confirmé que la lumicre bleue a permis la destruction in vitro des mélanocytes
tumoraux murins B16F10 et des cellules endothéliales capillaires bovines EJG. L’hypothese
retenue était une inhibition de la croissance cellulaire parce que les cellules survivantes
observées post-illumination étaient devenues incapables de se diviser pendant les 4 jours
suivant le traitement.

La lumiere rouge n’influengait pas la croissance cellulaire des mélanocytes B16F10 mais était
photocytotoxique pour les cellules endothéliales EJG. Il existait un ralentissement de la
croissance significative entre les cellules EJG exposées a la lumiére rouge et celles
maintenues a 1’obscurité. Cette observation suggere que 1’association d’un photosensibilisant
et d’une illumination en lumiére rouge est une excellente combinaison pour la destruction des
vaisseaux et de la néovascularisation tumorale en photothérapie dynamique. Par alleurs, cela
permet de confirmer que les cellules ne réagissent pas de maniére similaire aux différentes
lumiéres du spectre visible.

Une importante réponse photocytotoxique des cellules endothéliales apreés expostion a la
lumiére bleue a été notée. C’est pour cette raison qu’une thérapie par la lumiére bleue sans
adjonction de PS a été proposée au patient aprés 1’obtention d’un consentement libre et
éclairé. Des résultats positifs étaient obtenus au bout de 2 cycles de 5 jours d’illumination
journaliere de métastase cible de la face antéreiure de 1’avant-bras droit. Une nécrose
superficielle de la métastase cible était notée 24h apres la premicre illumination avec une
¢limination d’une fine couche de débris cellulaires. Le saignement de la tumeur s’interrompait
immédiatement apres I’illumination alors que les métastases non illuminées et maintenues a
I’obscurité sous un champ opératoire stérile continuaient de saigner.

Ohara et al rapportait une inhibition de la croissance des B16F10 lorsqu’elles étaient exposées
a la lumiére bleue, une des couleurs primaires du spectre de la lumiére visible*”°. Ces résultats
indiquaient que la lumicre bleue avait un effet cytostatique mais pas cytotoxique sur les
mélanocytes tumoraux murins B16F10. Les auteurs suggéraient que ’effet « inhibiteur » de la
lumiére bleue sur la croissance des B16F10 ¢était probablement li¢ a une action sur le cycle
cellulaire en bloquant la progression de la phase G1 vers la phase S et en allongeant la phase
M*°. Dans leur étude, aucune photocytotoxicité de la lumiére rouge n’était observée.

La phototoxicité de la lumiére bleue a été observée avec d’autres types de lignées cellulaires

différentes. La croissance cellulaire est significativement diminuée lors de 1’exposition de
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cellules leucémiques humaines HL60 a la lumiére bleue alors qu’a I’inverse les lymphocytes
normaux restaient insensibles a 1’illumination ***,

La méme équipe montrait que la lumicre bleue pouvait affecter le potentiel métastatique des
cellules tumorales®. Ces résultats suggéraient que la thérapie par la lumiére bleue pouvait
étre une perspective intéressante pour le traitement des tumeurs malignes cutanées. Dans
notre étude, la lumicre bleue montrait un important et rapide effet cytotoxique plus qu’un
blocage du cycle cellulaire que notait Ohara et al. Comme Godley et al, nous avons suggéré
que la phototoxicité de la lumiére bleue est liée & des dommages de I’ADN mitochondrial et a
la production de radicaux libres au sein des cellules épithéliales non pigmentées™".
L’exposition a la lumicre bleue réduisait 1’incidence et le nombre de papillomes induits par
I’application de TPA (12-O-tétradecanoylphorbol-13-acetate) sur des souris transgéniques v-

523
Ha-ras .

Les tumeurs cutanées apparaissaient logiquement comme des cibles pour le
traitement par la lumicre bleue lorsque les tumeurs sont nombreuses, superficielles,
exposables a la lumiere externe et inextirpables chirurgicalement.

La lumicre bleue utilisée dans notre étude était probablement plus efficace que la lumicre
visible naturelle car ’intensité de la longueur d’onde précise et ciblée de 450nm pouvait
correspondre au pic d’absorption d’une subtance intra-cellulaire non identifiée™*. Un
mécanisme complexe moléculaire encore inconnu serait capable de provoquer un blocage du
cycle cellulaire dépendant de 1’intensité lumineuse et induisant la mort cellulaire.

Les observations de Ohara et a/ montraient que la lumicre bleue était a 1’origine de la
suppression de la mélanogénése lorsque des souris étaient par la suite soumises a des séances
répétitives d’UVB™”,

Par ailleurs, la riboflavine, contenue dans le milieu de culture DMEM, ¢était capable
d’augmenter les effets d’inhibition de la croissance des B16F10 de la lumiére bleue en
produisant des radicaux libres®®.

Lockwood et al observaient que la lumiere bleue était capable d’induire la production
d’espéces réactives de [’oxygene différemment dans les tissus ¢épithéliaux sains et
tumoraux”>'. Ces données sont intéressantes et suggérent que la combinaison de la lumiére
bleue avec un PS augmenterait 1’efficacité de la PTD par rapport a la lumiere rouge. La
lumicre parait étre mieux tolérée et est largement absorbée par les porphyrines. Elle pourrait
donc avoir une action synergique avec les porphyrines pendant la PTD malgré une faible
pénétration en profondeur.

Notre étude s’oppose a plusieurs publications récentes dans lesquelles les auteurs rapportaient

que I’exposition de cellules a la lumiere bleue provoquait une augmentation de la prolifération
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des cellules mélaniques choroidiennes humaines par rapport a un groupe contrdle*'®. Des
confusions existent au sein des publications sur la notion du spectre de la lumiére visible et
celle des UV. Les longueurs d’onde de la lumiére bleue s’étendent de 450 a 490 nm et les UV
de 100 a 400nm. Ces longueurs sont proches et le spectre d’irradiation n’est pas clairement
décrit au sein des publications. C’est probablement parce qu’il existe au sein de la lumicre
bleue un peu d’UV, environ 10%. Cette confusion est probablement a 1’origine des
conclusions discordantes observées dans la littérature. Di Cesare et al rapportaient qu’une
exposition a la lumiere visible bleue pouvait influencer la progression des mélanomes
choroidiens mais sans préciser clairement le spectre de lumiére utilisé*"”.

Les mécanismes moléculaires et cellulaires d’action de la lumiére bleue, incluant une
photosensibilisation, une perturbation du cycle cellulaire et une mort cellulaire par apoptose
ou nécrose demeurent encore non ¢lucidés. Ils sont probablement influencés par la puissance
de I’illumination et la nature, le type et 1’état physiologique ou pathologique de la cellule
exposée a un moment donné du cycle cellulaire. Le role de la lumiére bleue sur 1’histoire
naturelle du mélanome humain mérite des études complémentaires.

L’importance et la brutalit¢ de la mort cellulaire observée dans notre étude apres
I’illumination en lumiére bleue suggérent plus une mort par nécrose avec une production
massive d’especes réactives de I’oxygeéne qu’une mort cellulaire programmée, par apoptose.
L’hypothese d’une peroxydation lipique était suggérée mais aucune n’était observée quelles
que soient les doses de lumiére bleue utilisées. Porebska-Budny et al avaient montré que la
mélanine inhibait la peroxydation lipidique et protégeait contre les dommages photoinduits

par les radicaux libres”>. Ce constat nous suggere un autre mécanisme de mort cellulaire.
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E- Conclusion

Notre étude confirme le role pathogene cellulaire de la lumiere bleue sur les mélanocytes
tumoraux murins B16F10 comme 1’avait au début des années 2000 démontré 1’équipe
d’Ohara et al. Cependant, la compréhension du mécanisme reste non élucidée. Les doses de
lumiére bleue et le stade de développement de la cellule, son caractére tumoral ou non,
primitif ou métastatique pourraient influencer la réponse. L hypotheése de I’existence de
récepteur a la lumiére bleue, les cryptochromes, sur les mélanocytes cutanés pourrait étre les
perspectives d’un travail futur. En effet, la découverte de récepteurs sur les mélanocytes

choroidiens suggére cet axe de recherche.
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Chapitre V. Etude des phénoménes d’ Autophagie en
Photothérapie Dynamique

A-Introduction

Pour se défendre contre les agressions extérieures et particulierement les UV, la peau possede
des capacités adaptatives grace a ses particularités anatomiques et fonctionnelles. Les moyens
de photoprotection naturelle de la peau sont constitués par la présence de la couche cornée.
Elle assure la réflexion, la diffraction et I’absorption des rayons lumineux, mais également par
la barriere mélanique ou le mélanocyte joue un role clé.

Les mélanocytes sont responsables de la fabrication du pigment de la peau, la mélanine. Les
mélanocytes, issus de la créte neurale, se situent dans la couche basale de 1’épiderme. Ils
sécrétent et transférent les mélanosomes (contenant la mélanine) aux kératinocytes,
incapables de synthétiser ce pigment. Sous I’action des rayons UV, les mélanosomes se
localisent en position supranucléaire de fagon a protéger le matériel génétique. Ainsi, les
mélanocytes sont responsables de 1’¢laboration de la « barriere mélanique » protégeant
I’organisme des radiations solaires et de la lumiére visible.

La mélanine avec son role de photoprotection représente un frein aux traitements utilisant les
rayonnements en particulier a la lumiere visible. Ce mécanisme de résistance pourrait
s’expliquer également par le déclenchement d’un processus d’autophagie, de survie des
mélanocytes soumis a ce stress environnemental.

L’utilisation de la photothérapie dynamique (PTD) se développe depuis quelques années et est
a I’origine de travaux sur les mécanismes de mort cellulaire dans les mélanocytes. Cependant,
les effets sur les mélanocytes sont peu étudiés, et peu de mélanomes sont traités par cette
technique. En effet, la prise en charge de mélanomes cutanés par photothérapie dynamique
s’est révélée jusqu’a présent décevant. La gravité de la lésion, mais aussi sa pigmentation
(semblant s’opposer 4 une bonne pénétration de la lumiére), peuvent expliquer ces résultats™".
La PTD provoque des 1ésions cellulaires entrainant la mort cellulaire dans de nombreux tissus
par réaction photochimique. Les photosensibilisants utilisés en PTD présentent I’avantage de

se concentrer majoritairement dans les cellules tumorales ou a renouvellement rapide.



Introduction-Chap V

Toutefois chacun d’entre eux possédent une longueur d’onde d’illumination spécifique lui
permettant d’étre excitée, mais peut expliquer la variabilité de 1’efficacité (pénétration de la
lumiére) de cette méthode. Le mécanisme de mort demeure mal compris et la destruction des
cellules semble faire intervenir plusieurs voies de signalisation. En effet, la réponse cellulaire
(inflammation, apoptose, nécrose) est variable selon la molécule photosensibilisante utilisée et

113,526

sa dose Elle entraine [’apoptose des cellules des tissus ayant absorbé Ile

phototsensibilisant (PS)**’

, le plus souvent via la voie mitochondriale (« voie intrinséque »)
et une activation des caspases ">, Cette signalisation a été décrite pour les kératinocytes, les
cellules cancéreuses du colon et les thymocytes, tandis que les études avec les mélanocytes
sont encore récemment trés limitées™ ..

Le laboratoire de Dermatologie du CHRU de Limoges, avec I’aide de ’EA 3842, a essayé¢ de
déterminer les conditions de photosensibilisation. Puis les signalisations de survie

(autophagie) et de mort cellulaire sur une lignée mélanocytaire murine, par le 5S-ALA (acide

5-aminolévulinique) illuminée en lumiere rouge ont été abordées.

1. L’autophagie

L’autophagie jour un rdle important dans le maintien de I’homéostasie cellulaire en contrdlant
la qualité¢ du cytoplasme, en favorisant I’adaptation et la survie des cellules en situation de
stress. En activant 1’autophagie, la cellule devient capable de digérer tout ou partie de son

532 .
331532 Dans certaines

contenu que cela soit du cytoplasme, des protéines ou des organites
circonstances, elle peut toutefois aboutir a un processus de mort.

Le processus d’autophagie se décline en trois grands types pouvant éEtre présents
simultanément dans la cellule ou é&tre variablement prévalent selon les conditions
environnementales ou le type cellulaire : la microautophagie, I’autophagie induite par les

chaperonnes et la macroautophagie (Fig-87)>>.
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Figure 87- Les différents types d'autophagie (modifié 4 partir de www.oncoendo.com)

La microautophagie correspond a la séquestration de matériel cytosolique par invagination de
la membrane lysosomale sans formation de vésicules intermédiaires et n’est pas induite par
les stimulis de la macroautophagie. L’autophagie médiée par les chaperonnes implique, quant
a elle, la translocation de substrats dénaturés contenant un motif pentapeptidique (KFERQ
(Lys-Phe-Glu-Arg-Gln) essentielle au ciblage de la membrane lysosomale et reconnu par les
Heat Shock Protein de 73kDa (hsc 73).

La macroautophagie demeure la voie majeure de recyclage des composants cytoplasmiques
par la voie lysosomale. Il s’agit d’un processus cellulaire de survie lors de période de stress,
comme le jeline, I’hypoxie, I’absence de facteurs de croissance.

L’autophagie peut aboutir & un mécanisme qui peut présenter différentes formes de mort

depuis 1’apoptose a une forme particuliere de nécrose.
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Figure 88 - Processus d’autophagie ***

La formation d’un autophagosome dans le cytoplasme est 1’étape initiale du processus
d’autophagie sous le controle des génes ATG (AuTophaGy-related genes)™' (Fig-88). La
premicre étape est la formation d’une structure multimembranaire, le phagophore, qui en
s’allongeant va aboutir a la création d’une vacuole a double membrane, I’autophagosome,
capable de séquestrer du matériel cytoplasmique. La vacuole va par la suite fusionner avec le
lysosome et son contenu va étre dégradé par les enzymes lysosomales.

Les geénes ATG codent pour les protéines intervenant dans le processus d’autophagie et sont
classés en 3 sous groupes : le complexe ATG1 kinase et ses régulateurs (ATG13, ATG17,
ATG29 et ATG31), le complexe phosphatidyl inositol 3-phosphate kinase (P13K) de classe III
et les systémes ATG 12 et ATG 8.

La protéine TOR est un régulateur majeur de la signalisation nutritive et est impliquée
dans D’autophagie. Des périodes de privation nutritionnelle peuvent déclencher une
autophagie en inhibant la protéine mTOR (mammalian Target Of Rapamycin).

Lorsque mTOR est inactivée par une privation nutritive, I’ATG13 est déphosphorylée. Le
complexe ATG1 et ATGI13 est alors possible et augmente 1’activité kinase de ’ATGI1
favorisant le recrutement d’autres ATG nécessaires a la formation de 1’autophagosome.

Parmi les génes ATG, Beclin-1 (ATG6/Vps30) est le mieux connu. La formation de
I’autophagosome requiert la production de phosphatidyl inositol 3-phosphate kinase (P13K) de
classe III associée a la protéine Beclin-1 entralnant le recrutement du premier systéme de
conjugaison (Atgl2-Atg5). L’ATGS8 (LC3) est conjugué a la phosphatidyléthanolamine (PE),

composant majeur de diverses membranes biologiques sous contrdle de I’ATG7 et I’ATG3.
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Certaines voies de signalisation peuvent jouer un rdle dans la régulation de I’autophagie : la
protéine p53, les protéines a domaine BH3, la protéine p27, le TNFa, le céramide, les ERO, le

calcium et les dérivés de I’inositol triphosphate.
L’autophagie peut étre un frein a I’apoptose pendant des carences nutritionnelles™*°. Ce
role anti-apoptotique est possible grace a la protéine p27, inhibant le cycle cellulaire. Elle

intervient dans la modulation de I’immunité innée et I’immunité adaptative >,

Figure 89 - Régulation de I’autophagie par des suppresseurs de tumeurs et des oncogénes
539



Introduction-Chap V

2. Autophagie et cancer

L’autophagie est un mécanisme vacuolaire de dégradation de matériel intracellulaire. Elle
représente une voie majeure du catabolisme lysosomal jouant un rdle dans le contrdle de la
longévité et dans des processus pathologiques comme le cancer. Dans ce domaine, le role de
I’autophagie dans le cancer a été suspecté¢ deés les années 70 en notant que les cellules
malignes avaient une capacité d’autophagie plus faible que les cellules normales™*>*'.
L’autophagie est impliquée dans la prévention des dommages induits a I’ADN et joue un role
protecteur vis-a-vis du génome en ¢liminant les composants génotoxiques de la cellule
comme les ERO, les organites endommagés, les protéines et les lipides oxydés™* (Fig-89).
Son rdle supresseur de tumeur pourrait étre lié a son effet sur la prolifération cellulaire®®. La
réexpression du géne Beclin-1 dans les cellules tumorales ralentit leur prolifération’.
L’autophagie serait a ’origine d’un processus anti-inflammatoire et permettrait en inhibant la
nécrose, la progression tumorale dans les phases précoces de la tumorogéneése.

A I’inverse quand la tumeur est plus importante, 1’autophagie pourrait étre une composante de
la progression tumorale lorsque les cellules tumorales situées au centre d’une large tumeur
sont carencées et hypoxiques et deviendraient capables de déclencher un processus
autophagique pour survivre **.

Le processus d’autophagie est par conséquent un phénoméne complexe car il peut conduire a

C . \ . 545
la fois a la survie ou a la mort cellulaire

. Les 2 processus sont étroitement lié€s, puisque
I’autophagie peut étre indépendante de I’apoptose, I’inhiber ou é&tre nécessaire a son
induction. Le lien moléculaire des deux phénomenes serait les protéines Beclin-1 et Bcl-2 ou
BcelxL>***¥. En effet, dans des conditions de survie Bcl-2 (BelxL) forme un complexe avec
Beclin-1, inhibant ainsi son activité. L’accroissement de 1’expression de ce dernier et la
diminution des taux de Bcl-2 (ou BclxL) Iéve cette inhibition et favorise la signalisation
autophagique™*®.

Le role anti-tumoral de 1’autophagie est suggéré par son implication dans la réduction
de D’instabilit¢ chromosomique, de la prolifération et de I’inflammation des cellules
tumorales’*. A contrario, I’autophagie peut étre un mécanisme pro-tumoral en permettant la

survie des cellules tumorales exposées a des variations de leur environnement (traitement

anti-cancéreux, par exemple).
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3. L’autophagie et le mélanome

Les mélanomes au stade métastatique ont un pronostic redoutable, puisque le taux de survie a
5 ans ne dépasse pas 14%. La moyenne de survie de patients métastatiques inopérables est de

. . 549
moins de 10 mois™ .

De nombreuses études ont révélé des mécanismes complexes :
augmentation de I’expression de pompe d’efflux, d’enzyme de détoxification et I’inefficacité
des programmes de mort apoptotique™. Une partie de ces échecs thérapeutiques pourrait étre
liée au développement d’une résistance aux chimiothérapies et a 1’immunothérapie®'>>,
D’autres équipes ont suggéré le role de 1’activation importante de la voie de prolifération
(voies des MAP kinases)™>>.

Certaines chimiothérapies comme le cisplatine agissent en induisant 1’apoptose’*. Le
temozolomide, molécule aussi employée dans le traitement des métastases cérébrales de
mélanome, est capable d’induire une mort cellulaire de type II, autophagique dans les gliomes
malins®>.

L’une des explications de la résistance des mélanomes a I’apoptose pourrait étre le

déclenchement d’un processus d’autophagie®®

. Les cellules de mélanomes sont capables par
un processus d’autophagie de synthétiser de I’ATP lorsqu’elles sont privées de nutriments.
Cela suggere que des molécules capables d’inhiber 1’autophagie pourraient représenter une
perspective de traitement des mélanomes métastatiques™ .

Des avancées scientifiques, ces dernieres années, ont permis de mieux comprendre les
mécanismes moléculaires et génétiques aboutissant a la formation des mélanomes en
particulier de nouvelles mutations (NRAS, BRAF) impliquées dans des voies de
signalisation”®. Tormo et al décrivaient 1’induction d’une autodigestion (autophagic) des
mélanocytes tumoraux en culture et in vivo par ’administration de ’acide polyinosine-
polycytidylique (pIC) couplé au polyethyléneimine (PEI) (Fig-90)*”. Le géne MDA-5
(Melanoma-Differentiation-Associated gene 5) jouerait un role au cours de ce processus
d’autophagie et de mort cellulaire provoqués par le pIC/PEIL. Ce géne est impliqué dans la
réponse immune innée contrdlée par I’interféron®.

L’autophagie intervient dans la régulation de 1’expression des antigénes du complexe majeur
d’histocompatibilit¢ (CMH) de type I a la surface des cellules et est influencée par 1’interferon
gamma’®',

Le complexe pIC/PEI est capable d’activer MDA-5 et promouvoir la mort cellulaire®” (Fig-
90).
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Au cours de l’autophagie, 1’élaboration de 1’autophagosome débute lorsque le réticulum
endoplasmique (RE) subit un stress (hypoxie, carence nutritionnelle...)’®. Le role du RE des
phases d’envahissement des mélanomes a été établi et pourrait expliquer les résistances

I3 .« . . 563
observées en clinique au traitement™ .
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Figure 90 - Mécanismes d’action du acide PolyInosine-polyCytidylique pIC au cours du mélanome >°°%

L’existence d’autophagie au cours des mélanomes est connue depuis plusieurs années et
évoquée par la découverte d’autophagosome contenant les mélanosomes®®. Ce réle pourrait
étre a Iorigine de la survie des cellules mélaniques malignes et la progression métastatique.
Les molécules anti-autophagiques pourraient étre utilisées pour le traitement des mélanomes

métastatiques.

4. L’autophagie en Photothérapie dynamique

L’autophagie a été identifiée comme un type de mort cellulaire induite apres un traitement par

PTD, probablement lorsque les phénoménes d’apoptose sont inexistants ou inefficaces***®".

Les protéines antiapoptotiques de la famille Bcl-2, principalement situées dans le RE et la

568 .
. La destruction de ces

546,569

mitochondrie sont sensibles au photosensibilisant utilis¢ en PTD

protéines aboutit a I’induction de la nécrose ou de I’apoptose . En effet, I’inhibition

d’effecteurs apoptotiques (Bax, Bak) est capable d’initier une autophagie®®*™.
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Lorsque la cible du PS en PTD est la mitochondrie, la dose de PS ou I’intensité lumineuse
oriente les cellules soit vers I’autophagie (doses faibles) ou soit vers la mitophagie avec
I’absence d’expression de certains effecteurs (p53...) et a I’origine d’une mort « intermédiaire
entre la nécrose et I’apoptose. Apres un traitement par PTD, il se produit habituellement une
signalisation apoptotique rapide passant par la voie mitochondriale. Ce processus est
enclenché lorsque les intensités lumineuses sont modérées et lorsqu’elles sont élevées, il se
produit de la nécrose *’’. Récemment, I’autophagie a été décrite comme survenant aprés une
PTD avec un PS ciblant la mitochondrie®. Sasnauskiene et a/ montraient que des cellules
humaines de carcinome épidermoide ayant subi une PTD avec de la m-THPC en lumiere
rouge présentaient des caractéristiques d’autophagie®”".

D’autres études sont nécessaires pour comprendre les mécanismes orientant la cellule
cancéreuse dans des voies de signalisation de survie par autophagie ou de mort autophagique

apoptotique ou nécrotique.
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B- Matériel et Méthodes

1. Culture cellulaire et suivi de la croissance

Deux lignées cellulaires étaient utilisées : les lignées de mélanocytes tumoraux murins
B16F10 et les BI6G4F (gracieusement fournie par le Pr. A. Oulmouden, UMR INRA 1061,
Université de Limoges). Les B16G4F étaient mutées pour le récepteur MC1R (récepteur de la
mélanocortine). Par conséquent, elles avaient perdu leur capacité a synthétiser la mélanine®’>.
Les B16F10 ont un nombre limité de passage synthétisant de la mélanine.

Le milieu de culture utilisé était du milieu DMEM, contenant du Glutamax-1
(InVitrogen), enrichi avec 10% de sérum de veau feetal (SVF, InVitrogen) et additionné de
pénicilline-streptomycine (1%).

Pour évaluer la croissance des cellules B16F10, elles étaient ensemencées dans une
série de 5 flasques T25 (25 cm?®) a 150 000 cellules par flasque au jour 0. Toutes les 24 h,
pendant une semaine, une flasque T25 était trypsinée et les cellules vivantes étaient numérées

par un test d’exclusion au bleu-Trypan.

2. Traitement photodynamique

a) Incubation cellulaire du photosensibilisant

Pour chaque analyse, les cellules BI6F10 (ou B16G4F) étaient ensemencées 24 h avant le
traitement au 5-ALA (5-delta-aminolevulinic acid hydrochloride, Sigma-Aldrich Chimie). La
solution de 5-ALA a 30 mM ¢était solubilisée dans du milieu de culture (DMEM complet).
Toutes les manipulations effectuées étaient réalisées dans I’obscurité en conditions stériles.
Les cellules étaient traitées a différentes concentrations de 5-ALA (0,5, 1, 3 et 5 mM) et

incubées dans I’obscurité pendant 2 h avant I’illumination.
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b) lllumination en lumiere rouge

Les cellules ensemencées en plaque de 96 puits a la densité de 10.000 cellules/puits étaient
illuminées en lumiére rouge (630 nm). La source lumineuse utilisée était la lampe Aktilite®,
modele CL128, Galderma (Fig-91), couvrant une surface de 80 x 180 mm et utilisant la
lumiére LED (diodes électroluminescentes). La dose utilisée était de 37 Jem® ce qui

correspondait a 8 min 53 secondes de temps d’illumination.

Figure 91 - Lampe rouge Aktilite®, modéle CL128, Galderma

Pour effectuer le traitement de photothérapie dynamique, différentes é&tapes étaient
nécessaires (Fig-92). De plus, plusieurs types de cultures « témoins » étaient réalisées : 1) les
cellules non traitées au 5-ALA et non illuminées ; 2) les cellules traitées au 5-ALA et non
illuminées ; 3) les cellules non traitées au 5-ALA, mais illuminées en lumiére rouge. Les
cultures témoins étaient réalisées dans les mémes conditions que les cultures traitées. Chaque

condition était réalisée en triplicate.

Ensemencement de la

lignée de mélanocytes Application du . o
(B16F10 ou B16G4F) 5 ALA Lumiére rouge : Test de photocytotoxicité

630 nm Analyse de la

51gnallsat10n

Etabe 1: Etape 2: Etape 3: Etape 4:
POST-
INCORPORATION INCUBATION
Incubation ;!e 24h 2 h dans I'obscurité Temps 8 min et 53s Temps : Oh 12h, 24h et 48h
Energie : 37 ] /cm? Etuve 37°C, 5% COz, sans

changement de milieu

Figure 92 - Résumé des étapes du traitement de photothérapie dynamique appliqué aux cellules, a la mise
en place des différents tests et analyses effectuées.
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3. Détermination de la photocytotoxicité

La photocytotoxicité de la molécule 5-ALA était évaluée avec le kit « Cell Proliferation
Kit II » (Roche). Ce test permet de mesurer ’activité de la succinate deshydrogénase (SD)
mitochondriale, enzyme n’étant active que lorsque les mitochondries sont fonctionnelles,
donc dans les cellules intactes. Cette enzyme clive le XTT (sel de tétrazolium : 2,3-bis [2-
methoxy-4 nitro-5-sulfophenyl]-2H-tetrazolium-5-carboxanilide) libérant ainsi des cristaux de
formazan orange, solubles dans le milieu de culture. Ainsi, la quantité de formazan formée est
proportionnelle, la plupart du temps, au nombre de cellules vivantes dans le milieu de culture.
Ce test permet de comparer la croissance des cellules témoins a celle des cellules traitées.

Le milieu de culture était remplacé pour chaque puits par 50 pL de XTT (0,3 mg/ml)
solubilis¢ dans du milieu DMEM, sans SVF, ni antibiotique ni rouge de phénol (100 pl).
Apres 24 h d’incubation, I’intensité de coloration était mesurée par spectrophotométrie a 490
nm, par rapport a une longueur d’onde de référence de 630 nm. L’activité deshydrogénase
¢tait mesurée selon des temps d’incubation variables aprés I’illumination (0 h, 12 h, 24 h, 48

h).

4. Mesure du potentiel membranaire mitochondrial

Le potentiel membranaire mitochondrial ou A®Wmt, est estimé avec le JC-1 (fluorochrome).
En effet, lorsqu’une cellule possede un potentiel membranaire mitochondrial intact, le JC-1
est incorporé spécifiquement dans les mitochondries. Il se polymérise, forme des agrégats et
émet une fluorescence orange a 575 nm. Lors d’une chute de ce potentiel, le JC-1 reste sous
sa forme monomérique, son incorporation devient non spécifique, et il émet une fluorescence
verte 2 530 nm. Cette analyse est couplée a celle de I’intégrité membranaire estimée avec le
TOPRO-3. Ce dernier ne pénetre dans les cellules que lorsque I’intégrité de la membrane
plasmique est altérée ; dans ce cas, il se lie aux acides nucléiques’"”.

Les cellules étaient cultivées dans des plaques de 6 puits (surface de 12 cm?). Elles étaient
ensemencées 4 2.10° cellules/puits. Aprés 24 h, elles étaient prétraitées ou non, avec le 5-ALA
a concentration variable de 3 et 5 mM pendant 2 h. Elles étaient illuminées en lumicre rouge.
Les mémes témoins que précédemment (utilisés pour le XTT) étaient également étudiés. Les

cellules étaient ensuite décollées (trypsine), centrifugées et ajustées a 1.10° cellules/ml.
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L’incorporation du JC-1 a 1 uM ¢était réalisée pendant 30 minutes a 37°C. Le TOPRO-3 était
ajouté extemporanément a une concentration de 1 uM.

Les cellules étaient analysées avec un analyseur-trieur FACS Vantage (Becton-
Dickinson, USA) possédant un laser Argon et Hélium/Néon. Le JC-1 était excité avec le laser
Argon a 488 nm et sa fluorescence verte était collectée en FL1 (filtre passe-bande 530 +/- 15
nm), tandis que sa fluorescence orange était collectée en FL2 (filtre passe-bande 575 +/- 13
nm). Le TOPRO-3 était excité avec le laser Hélium/Néon a 633 nm, et son émission était
récupérée en FL4 (650 nm). Un minimum de 10000 cellules (aprés élimination des débris et
agrégats) était analysé. Les données cytométriques étaient analysées avec le logiciel WinMDI
2.8 (développé par le Dr. J. Trotter, Institut Scripps, La Jolla, CA).

Afin de mesurer le potentiel mitochondrial membranaire et 1’intégrité membranaire (JC-1,
TOPRO-3), il était nécessaire de vérifier que le 5-ALA, mais également son métabolite
intracellulaire résultant, la protoporphyrine IX, n’émettaient pas de fluorescence pouvant
entrer en « compétition » avec les longueurs d’ondes analysées pour le JC-1 et le TOPRO-3.
Pour cela, les cellules étaient incubées pendant 2 h avec trois concentrations de 5-ALA (0,5, 1
et 3 mM) et étaient illuminées en lumiére rouge. Les fluorescence verte, orange, rouge des
cellules témoins sans le 5-ALA, illuminées et non illuminées, ainsi que des cellules incubées

(pendant 2 h), mais non traitées étaient également analysées par cytométrie en flux.

5. Etude de la conformation de la chromatine des cellules BI6F10

Le Hoechst 33342 est un dérivé de benzimidazole ; ce fluorochrome a une haute affinité pour
I’ADN en interagissant préférentiellement avec les bases A-T par des liaisons
électrostatiques. Il émet une fluorescence bleue lors de 1’exposition aux UV. L’observation de
la fluorescence émise par les cellules colorées par cette molécule, permet d’apprécier les
changements de condensation de la chromatine.

Pour cette analyse, des cellules BI6F10 étaient ensemencées a 100 000 cellules sur lamelle de
verre dans des plaques 24 puits. Apres 24 h d’incubation, les cellules B16F10 étaient traitées
au 5-ALA (3 mM) et illuminées en lumicre rouge. Des cellules, sans traitement ni
illumination, servant de témoins, étaient également analysées. Dans ce cas, seul le temps post-
illumination de 24 h était effectué. Le milieu de chaque culture était ensuite prélevé, et deux
aliquots (A1 et A2) étaient préparés a partir de chaque échantillon. Dans les échantillons Al,
du PBS seul était additionné (cellules vivantes), alors que les échantillons A2 étaient fixés

avec du PFA a 4% dans du PBS, pendant 10 min a 4°C. Puis, les cellules fixées et non fixées
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(lavées avec du PBS) étaient colorées au Hoechst 33342 (10 pg/mL) pendant 10 min a
température ambiante a 1’obscurité, et analysées en microscope a épifluorescence et avec un

objectif 40X a immersion.

6. Analyse de ’expression de p53 et de Beclin-1 par Western blot

a) Extraction protéique

L’expression de la protéine p53 et de Beclin-1 était recherchée par western blot (WB) en
référence a celle de ’actine comme protéine standard. L’ extraction protéique était réalisée en
deux étapes. Les culots cellulaires (contenant environ 5.10° cellules) étaient tout d’abord
soumis a une lyse chimique. Ils étaient repris et homogénéisés dans 200 pL de tampon de lyse
(50 mM Pipes/HCL (pH 6,5) ; 2 mM EDTA; 0,1 % Chaps ; | mM PMSF ; 5 mM DTT) (Cell
Signaling). Les mélanges étaient alors laissés 45 min dans la glace. Puis, une lyse mécanique
a P’aide d’un sonificateur (40 Hz, 1 min, intervalle de pulsation 2 s) était réalisée. Les
échantillons sont ensuite centrifugés a 14000g pendant 10 min a 4°C. Le surnageant contenant
les protéines était récupéré et celles-ci étaient dosées par la méthode Bradford. Pour cela, les
échantillons protéiques étaient dilués au 1/200° et le réactif de Bradford (Sigma Aldrich) était
mélangé, volume/volume, aux échantillons. La concentration protéique était déterminée par
mesure de la densité optique a I’aide d’un spectrophotometre (MRX II, Dynaex technologies),
a la longueur d’onde de 630 nm, en référence a une gamme étalon d’albumine sérique bovine

BSA (Sigma) de concentration connue.

b) Séparation des protéines par électrophorése

La séparation des proéines était effectué¢e par électrophorése dans des conditions dénaturantes.
Un gel de séparation de 12% (Tab-6) était préparé pour une électrophorése SDS-PAGE
(Appareil Biorad).
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Une fois le gel coulé, de I’isobutanol était ajouté afin d’aplanir et éviter que le gel ne se
déshydrate. Une fois polymérisé, le gel de concentration 5% (Tab-7) était coulé. Enfin, le gel
était placé dans la cuve a électrophorése, remplie de tampon de migration (Tab-7).

Les protéines étaient diluées au 2 dans du tampon de charge (Tab-7), dénaturées a 95°C
pendant 5 min, puis déposées 1 min sur glace avant le dépdt de 30 pg par puits. Une piste était
réservée pour le marqueur de taille (PageRuler ™ Plus Prestained Protein Ladder, Fermentas

Life Sciences).

¢) Transfert et révélation

Aprées migration a 200 V pendant 1 h a 4°C, le transfert sur membrane PVDF (Polyvinylidene
fluoride, Immobilon-P) était effectu¢ a I’aide d’un appareil de transfert a 15V et 250 mA
pendant 2 h (Trans-blot SD Semi-Dry Transfer Cell, Biorad, tampon de transfert, Tab-7).

Les membranes étaient ensuite saturées pendant 1 h sous agitation a température ambiante
dans une solution TBS, Tween-20 0,1%, lait écrémé 5%. L’ immunomarquage était réalisé par
incubation de I’anticorps primaire (anti-p53 ou anti-actine, Tab-8) pendant 2 h sous agitation
a température ambiante.

Apres 3 lavages avec du tampon TBS-Tween-20 a 0,1%, la membrane était incubée avec
I’anticorps secondaire, couplé a la peroxydase, dilué au 1/2000°, pendant 1 h sous agitation a
température ambiante. L’anticorps non fixé était éliminé par quatre lavages successifs au
TBS-Tween-20 0,1 %. Les membranes étaient incubées 1 min avec la solution de luminol
(Santa Cruz Biotechnology) dans le but de visualiser la réaction antigéne-anticorps. Le
principe de la détection repose sur 1’oxydation de 1’H,O; par la peroxydase, libérant de 1’O,
qui oxyde le luminol Il se forme un composé intermédiaire instable, qui émet de la lumiére
en revenant a une forme plus stable. Le signal lumineux était visualisé grace a un analyseur

d’image (G : Box, Ozyme).

7. Etude de la présence de la Glycoprotéine-P

La résistance des cellules BI6F10 au traitement par le 5-ALA nous a conduit a rechercher
I’expression membranaire d’une protéine pouvant effluer la molécule : la Glycoprotéine-P (P-
gp), produit du géne MDR-1. Cette protéine de 170 kDa fonctionne comme une pompe
d’efflux pour un grand nombre de substrats, et elle a été retrouvée dans de nombreux cancers

dont les mélanomes.
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Elle était recherchée sur les cellules BI6F10 par marquage en immunofluorescence
indirecte (IFI) par microscopie confocale. Un contrdle isotypique avec un
anticorps « irrelevant » était réalisé en parallele. Chaque tube contenait une suspension de
500.000 cellules. Ces derniéres étaient fixées pendant 15 min a 4°C dans une solution de
PFA-PBS (4%), puis lavées deux fois dans une solution de PBS 1x, BSA 1,5%. 20 pL
d’anticorps monoclonal de souris anti-P-gp (Clone UIC2, Immunotech), dirigé contre
I’épitope extra-cellulaire de la glycoprotéine-P, était ajouté au tube « test » et 20 pL d’IgG2a
isotypique est ajouté au tube controle. Les cellules étaient ensuite incubées 45 min a 4°C a
I’obscurité. Apres lavage (PBS-BSA 1,5%), ’anticorps secondaire couplé a I’ Alexa 488 est
incubé en présence de TOPRO-3 pendant 45 min dans ’obscurité. Trois lavages successifs
¢taient réalisés et 10 uL de chaque essai était déposé entre lame et lamelle en présence de
liquide de montage (glycérol). L’analyse était effectuée par microscopie confocale (ZEISS

LSM 510 META).
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C- Résultats

1. Caracteéristiques de la croissance et morphologiques de la lignée BI6F10

Les cellules B16F10 étaient ensemencées a une concentration de 150000 cellules par flasque
et comptées tous les jours pendant quatre jours afin d’obtenir une courbe de croissance

nécessaire pour la suite des expériences (Fig-93).

Courbe de croissance des B16F10
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Temps en heure
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Figure 93- Courbe de croissance des cellules B16F10 en flasque

Les cellules sont trés rapidement en phase exponentielle. Toutefois aucune phase de
ralentissement n’était observée témoignant du pouvoir prolifératif de la lignée. Un facteur de

croissance moyen de 2,61 était obtenu.

2. Induction de la cytotoxicité et étude de I’effet potentiel du 5-ALA, combiné

a lillumination en lumiére rouge, sur la lignée BI16F10

Afin de caractériser le modele cellulaire B16F10 dans les conditions d’induction de la
cytotoxicit¢ par le 5-ALA combinée a [I’illumination en rouge, les cellules étaient
photographi¢es avant le traitement puis, a différents temps, post-illumination. Leur
morphologie était observée et étudiée grace au microscope inversé en lumiére blanche (Fig-

94).
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Figure 94 - Observations microscopiques des cellules BI6F10 non traitées, et traitées au 5S-ALA (3 mM) et

illuminées en lumiére rouge (x 40).

Les mélanocytes B16F10 observés (Fig-94 a) présentaient un aspect étoilé, avec de longs
prolongements. Aprés l’illumination, au temps Oh (b) et 48h (c), quelques cellules se
détachaient du support, devenaient rondes et perdaient leur morphologie initiale suggérant une

signalisation de mort pour certaines.

L’effet cytotoxique de 1’acide 5-aminolévulinique combiné a I’illumination en lumiére rouge,
¢tait estimé sur la lignée B16F10 grace au test XTT (quatre concentrations différentes), afin
de déterminer la dose la plus efficace, entrainant une mortalité¢ cellulaire significative.
D’autre part, plusieurs temps d’incubation post-illumination étaient réalisés afin de
déterminer le temps nécessaire pour provoquer une mortalité des cellules B16F10.

Par ailleurs, plusieurs témoins étaient nécessaires pour chaque temps afin de vérifier que la
lumiére rouge, seule, et le 5-ALA, seul, n’entrainaient pas une cytotoxicité sur la lignée

B16F10.

a. Etude de la photocytotoxicité des conditions « témoins »

Les cellules B16F10 étaient incubées en présence de milieu dans lequel 1’acide 5-
aminolévulinique était dissout a différentes concentrations (0,5, 1, 3 et 5 mM). Quatre temps
post-illumination étaient réalisés (Oh, 12h, 24h et 48h).

Les activités deshydrogénases de tous les témoins étaient réalisées dans les mémes conditions

que les cellules traitées (Fig-95).

Réticulum
Endoplasmiqu
e et golgi
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Figure 95 - Etude de la Photocytotoxicité en XTT sur la lignée des mélanocytes B16F10 des conditions
témoins : 5-ALA (5 mM) seul et illumination en lumiére rouge seule.

Témoins sans ALA ni illumination

Les densités optiques obtenues de 1’activité succinate deshydrogénase étaient normalisées a 1
pour les témoins. Ces témoins permettaient d’établir que le 5-ALA (5 mM) seul n’avait aucun
effet significatif sur I’activité deshydrogénase des cellules B16F10. Cependant, I’illumination
seule, au temps O h, entrainait une diminution de [’activit¢ deshydrogénase (13 %).
L’illumination semblait freiner transitoirement la croissance cellulaire et entrainer également
une légere perte de l’activité deshydrogénase. De plus, il était nécessaire de vérifier la
variation de température lors de 1’illumination. Celle-ci passait de 25°C sous la lampe a 27°C
aprés I’illumination. On pouvait supposer que cette augmentation avait peu d’effet sur la

viabilité des cellules B16F10.
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B Photocytotoxicité du traitement au S-ALA et de ’illumination

La photocytotoxicité du 5-ALA (0,5, 1, 3 et 5 mM) couplée a I’illumination en lumiére rouge
¢tait etudiée. Les résultats obtenus pour les concentrations en 5-ALA de 3 et 5 mM étaient

représentés (Fig-96). Trois tests XTT indépendants étaient réalisés.
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Figure 96 - Etude de la photocytotoxicité en XTT sur la lignée des mélanocytes B16F10 : S-ALA (3 mM et
5 mM) combiné a I’illumination en lumiére rouge.

Témoin : sans ALA ni illumination

Le 5-ALA a 3 mM (avec I’illumination) entrainait une légére photocytotoxicité des le temps 0
h. On pouvait comparer cette activité avec celle des cellules témoins illuminées (sans 5-
ALA). La diminution de ’activité¢ deshydrogénase se poursuivait au temps 24 h et 48 h. Elle
¢tait la conséquence de I’effet cytotoxique du 5-ALA (combinée a I’illumination en lumiére
rouge). En effet, une diminution d’environ 32 % des cellules B16F10 était obtenue a 24 h a
une concentration de 3 mM. Une diminution similaire (29 %) était obtenue avec une
concentration en 5-ALA de 5 mM. La prolongation de I’incubation a un temps de 48 h apres
le traitement ne modifiait pas la photocytotoxicité du traitement (33 % pour 3 mM et 27 %
pour 5 mM).

Ces résultats nous permettaient de traiter, par la suite, les cellules avec I’acide 5-
aminolévulinique a 3 et 5 mM pendant 2 h (temps utilisé pour les traitements en clinique),

suivi d’une incubation allant jusqu’a 48 h.
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3. Mesure du potentiel membranaire mitochondrial

Les résultats de photocytotoxicité permettaient de réaliser des analyses pour
déterminer le type de mort cellulaire (apoptose ou nécrose), induit par la photothérapie
dynamique. Pour cela, la fluorescence d’une molécule : le JC-1, dont I’incorporation est
proportionnelle au potentiel membranaire mitochondrial était choisi. La chute de celui-ci est
un éveénement précoce de la signalisation apoptotique. L’analyse de A¥Wmt était associée a
celle de I’intégrité¢ de la membrane plasmique (avec du TOPRO-3). La rupture précoce était
une caractéristique des cellules en nécrose.

Dans un premier temps, nous avions vérifi¢ que le 5-ALA, mais aussi la
protoporphyrine IX (qui est le produit actif dans les cellules) n’émettaient pas une
fluorescence pouvant se superposer a celle obtenue avec le JC-1 et/ou le TOPRO-3. Les
analyses de fluorescence étaient effectuées pour les longueurs d’onde de 530 nm (vert), de
575 nm (orange) et de 650 nm (rouge). Les histogrammes obtenus ne montraient aucune
fluorescence significative émise par le 5-ALA et la protoporphyrine dans les longueurs
d’onde testées. Les analyses de cytométrie en flux pouvaient donc étre poursuivies pour les
cellules traitées et témoins. Deux concentrations de 5-ALA (3 mM et 5 mM) étaient utilisées
pour cette analyse pour chaque temps post-illumination (0 h, 12 h, 24 h et 48 h). Les mémes
témoins que pour le XTT étaient réalisés.

Le cytogramme permettait de distinguer 3 zones représentant trois états cellulaires
distincts (Fig-98). En effet, la population R1 représentait les cellules vivantes ayant leurs
membranes intactes (fluorescence TOPRO-3 faible) et un potentiel membranaire
mitochondrial « normal » (fluorescence JC-1 orange ¢levée). La zone R2 représentait les
cellules en apoptose avec une membrane intacte (fluorescence TOPRO-3 basse) et un
potentiel membranaire mitochondrial faible (fluorescence JC-1 orange basse). Une troisiéme
population cellulaire, R3, correspondait aux cellules mortes (nécrose), ou en apoptose tardive
et correspondait a des cellules présentant une altération des membranes plasmiques
(fluorescence TOPRO-3 ¢élevée) et une chute du potentiel membranaire mitochondrial

(fluorescence JC-1 orange faible).
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Figure 97 - Cytogramme du double marquage JC-1/TOPRO-3, représentant les trois populations
cellulaires obtenues, sur les cellules B16F10 non traitées. Les moyennes de quatre tests indépendants

étaient représentées, les barres d’erreurs ne pouvant figurer dans la représentation choisie

Quelle que soit la dose et le temps analysé, le 5-ALA semblait avoir peu ou pas d’effet sur la
lignée B16F10 (Fig-98). La dose de 3 mM ne semblait pas affecter de maniére significative le
pourcentage de cellules intactes, en apoptose ou en nécrose (Fig-97a) quelles ques soient les
conditions. Pour la dose de 5 mM (Fig-97b), on pouvait observer un effet qui diminuait au
cours du temps. Au temps 0 h (post-illumination), on observait une augmentation du nombre
de cellules ayant un AWmt faible (31 %). Cela coincidait avec la photocytotoxicité observée
au méme temps avec I’illumination seule et ne pouvait donc pas €tre attribué au traitement du
5-ALA, couplé a I’illumination. Pour les autres conditions, le pourcentage de cellules intactes,
en apoptose et en nécrose était similaire quelles ques soient les conditions (Fig-96). Le
nombre de cellules vivantes aux temps 24 h et 48 h a 5 mM (environ 82 % et environ 87 %

respectivement) était quasiment équivalent aux cellules témoins (environ 94 %).
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Répartition des cellules B16F10 traitées au 5-ALA (3 mM) et

illuminées
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Figure 98 - Répartition des cellules intactes, en apoptose et en nécrose dans des cultures de mélanocytes

B16F10 témoins (non traités), traitées au 5S-ALA (3 mM (a) et 5 mM (b)) et analysées aux temps post-
illumination 0 h, 12 h,18 h, 24 h et 48 h.

4. Observation des noyaux des cellules BI6F10

Le marquage au Hoechst 33342 des cellules B16F10 traitées (3 mM) et non traitées,

permettait d’observer le matériel nucléaire des cellules. Les résultats (Fig-99) permettaient

d’observer la coloration, plus intense, de la chromatine contenue dans le noyau des cellules.

Aucun signe de fragmentation de ’ADN n’était observé a 24 h, toutefois, 1’état de

condensation de la chromatine semblait légerement différent comme en témoigne les

différences de fluorescence observées (Fig-99).
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a) Témoins b) Traitées (3 mM)
Figure 99 - Marquage au Hoechst 33342 des cellules B16F10 témoins (a) et traitées (3 mM) a 24h (b).

5. Analyse de ’expression de p53 par Western Blot

L’expression de la protéine p53 qui est impliquée dans I’arrét du cycle cellulaire et dans
I’induction de la mort cellulaire (dans certaines voies de signalisation) a ét¢ étudiée. Il n’était
pas possible de détecter la présence de p53 (Fig-100), pour tous les temps post-illumination,
ainsi que pour tous les témoins. Ceci confirmait les analyses précédentes, ou aucune mort
cellulaire significative n’était détectée suite au traitement par PTD.

Aussi, nous avions essay¢ de comprendre cette absence d’induction de mort, bien que
I’on observait une diminution de 30 % de I’activité deshydrogénase et que certaines cellules

avaient un A¥Ymt diminué.

pistes
1: Témoin
Absence de p53 2 :B16F10 traitées (3mM)a0h
(53 kDa) 3:B16F10 traitées (3mM)a 12 h
4 :B16F10 traitées (3 mM) a 24 h
42 kDa 5:B16F10 traitées (3 mM) a 48 h

Figure 100 - Western Blot : Détection de 1a pS3 et de ’actine.
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6. Facteurs pouvant expliquer I’insensibilité de la lignée B16F10 a la PDT

a) Conditions d’illumination

Lors de I’illumination, les cellules BI6F10 étaient peut-&tre protégées d’une part par le milieu
contenu dans les puits (2,5 mL) et d’autre part par le couvercle des plaques (nécessaire afin de
rester dans des conditions stériles). En effet, 1’épaisseur du milieu, ainsi que le plastique
pouvait entrainer une diffraction de la lumicre et donc protéger en partie les cellules de
I’illumination. Comme précédemment, nous avions effectué¢ les mémes témoins et essais
(post-incubation de 24 h). C’est au moment de 1’illumination que nous avions retiré 2 mL de
milieu de culture (les cellules sont justes recouvertes de milieu) ou le couvercle. De maniére
similaire aux autres expériences, apres le temps post-incubation de 24 h, nous réalisions une
analyse du potentiel membranaire mitochondrial et de I’intégrit¢ membranaire par cytométrie
en flux. Quelles ques soient les conditions appliquées (retrait de milieu ou du couvercle), nous
n’observions aucune différence significative dans le pourcentage de cellules intactes, en

apoptose ou en nécrose.

b) Recherche d’une protéine d’efflux sur la lignée cellulaire B16F10

Les résultats obtenus, lors de la mesure du potentiel mitochondrial ne permettaient pas de
mesurer un processus de mort suffisant, pour confirmer 1’induction d’une mort apoptotique ou
nécrotique lors du traitement en photothérapie dynamique. Aussi, nous avions recherché, sur
la lignée cellulaire B16F10, la présence d’une pompe membranaire d’efflux. En effet, la
résistance a différentes molécules est un phénomene rencontré dans de nombreuses cellules
tumorales, les rendant résistantes a la thérapie anticancéreuse. Un des mécanismes
responsables de ces effets est la résistance a 1’accumulation de la drogue (dans notre cas le 5-
ALA) a lintérieur de la cellule, qui est di trés souvent a I’activité d’une protéine
transmembranaire, la glycoprotéine-P 170 (P-gp), produit du géne MDR-1. La glycoprotéine-
P est une pompe membranaire ATP-dépendante, avec une large spécificité de substrats. Nous
avions cherché a localiser cette protéine, par microscopie confocale, afin de savoir si elle était

exprimée sur la membrane plasmique (Fig-101).
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a) isotype b) test
Figure 101 - Analyse en immunofluorescence et contraste de phase des cellules B16F10 : recherche de

P’expression de la glycoprotéine-P par immunofluorescence indirecte.

La fluorescence apparaissait faible et aussi bien dans les cellules marquées avec un anticorps
«irrelevant » (contrdle isotypique, Fig-101a), et celles marquées avec I’anticorps anti P-
gpl170 (Fig-101b). Ceci permettait de suggérer que les cellules B16F10 n’exprimaient pas la
P-gp170. Elle ne semblait pas étre responsable de la cytotoxicité modérée observée avec le
test XTT et dans la mesure du potentiel membranaire mitochondrial. Néanmoins, d’autres
protéines de la famille ABC (MRP : Multi-Resistant-Protein) ayant des fonctions similaires,
pouvaient aussi étre responsables du méme processus d’efflux. N’ayant pas d’anticorps
disponible contre cette derniére protéine, nous avions I’activité d’efflux en étudiant le
relargage éventuel du Hoechst 33342 (un substrat de la Pgp170 de la MRP) par des cellules
B16F10 vivantes. Aucune perte de fluorescence n’était observée entre des cellules vivantes
colorées au Hoechst 33342 et celles qui étaient marquées, « lavées » dans du tampon PBS
(sans Hoechst 33342) et observées par microscopie (Fig-94). Du fait que les cellules BI6F10
n’expulsaient pas ce fluorochrome, cette analyse étayait le résultat précédent. Ces cellules
n’exprimaient donc pas de « pompe d’efflux » responsables d’une absence de cytotoxicité du

5-ALA sur ces cellules.

¢) Etude de ’effet potentiel protecteur de la mélanine

Des résultats trés récents démontrent que la dépigmentation de la lignée BI6F10 par
traitement aux « UV », permet d’obtenir une inhibition de la croissance apres traitement
photodynamique avec le 5-ALA **'°*". Aussi, pouvant disposer de la lignée B16G4F (proche
de la précédente) mais dépourvue de la capacité de synthétiser de la mélanine, en raison de la

mutation du récepteur MC1R, nous voulions savoir si I’absence de la mélanine dans la lignée
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B16GA4F entrainait une sensibilité des cellules au 5-ALA °’>. Nous avions mis la lignée
B16GA4F en culture et avions utilisé le méme protocole d’induction que pour 1’autre lignée.
Aprés I’illumination (temps O h), puis @ 24 h et 48 h nous avions effectué un test de
photocytotoxicité (XTT). Les résultats (Fig-102) confirmaient que I’illumination seule et le 5-

ALA seul, n’étaient pas toxiques.
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Figure 102 - Etude de la photocytotoxicité en XTT des conditions témoins sur la lignée des mélanocytes
B16G4F : 5-ALA (5 mM) seul et illumination en lumiére rouge seule.

Témoin : sans ALA ni illumination

Une importante photocytotoxicité du traitement sur cette lignée cellulaire était observée (Fig-
103). En effet, des le temps 0 h, le traitement & 3 mM et 5 mM était toxique pour les cellules
B16GA4F car une diminution de 56 % et 65 % était observée a 0 h pour les doses de 3 mM et 5
mM respectivement. Cette photocytotoxicité se stabilisait au temps 24 h et semblait diminuer
au temps 48 h. A 48 h, la photocytotoxicité¢ semblait étre moins importante (environ 35,8 %
pour les deux doses) laissant penser la mise en place d’un processus autophagique de cette
lignée. Cependant, un seul test XTT était réalisé sur ces cellules et donc il serait nécessaire

d’en réaliser d’autres afin de confirmer ces résultats.
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Figure 103 - Etude de la photocytotoxicité en XTT sur la lignée des mélanocytes B16G4 : S-ALA (3 mM et

5 mM) combiné a I’illumination en lumiére rouge.

De plus, une analyse morphologique de cette lignée cellulaire était effectuée avant et apres
traitement. Une modification phénotypique significative des cellules B16G4F, 24 h apres le
traitement a 3 mM et 5 mM en comparaison aux cellules non traitées était observée (Fig-104).
En effet, les cellules avaient changé de morphologie (cellules rondes) et s’¢taient décollées du
support, ce qui laissait présager une mort cellulaire (Fig-104b et 104c).

Ainsi, le traitement photodynamique induisait une mortalité sur cette lignée non pigmentée. Il
¢tait probable que la mélanine semblait intervenir dans la résistance a ce traitement. Cette

derniére serait un obstacle au traitement de la lignée B16F 10, par le 5-ALA.
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a) B16G4F avant traitement b) B16G4F traitées a 3 mM (24 h)

C) B16G4F traitées a 5 mM (24 h)

Figure 104 - Observations microscopiques (x 40) des cellules B16G4F non traitées, et traitées au 5-ALA (3

et 5 mM) illuminées en lumiére rouge a 24 h.

7. Etude de la signalisation de mort sur la lignée de mélanocytes B16F10 et
B16G4F.

On observait une différence d’expression de Beclin-1 au cours du traitement selon les lignées
(Fig-105). Dans le cas de la lignée non pigmenté, on notait un processus d’autophagie encore
intense a 24h. L’expression de la protéine devenait faible a 24h et disparaissait a 48h dans la

lignée pigmentée suggérant I’achévement du processus d’autophagie.

Lignée B16G4F Lignée B16F10
Non pigmentée pigmentée
A AN
(T

o Traitées
a3mM

Dépot de 30 g

55 kDa

Figure 105 - Expression de Beclin-1 dans les deux lignées aprés PDT en WB
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D- Discussion

La photothérapie dynamique avec I’AAL en lumicre rouge a induit une photocytotoxicité
modérée seulement pour les doses de 3 et 5 mM (environ 30 % de diminution de I’activité
deshydrogénase a 48 h). L’étude morphologique des B16F10 en microscopie inversée en
lumic¢re blanche permettait d’observer 1’arrondissement de certaines cellules apres
I’illumination, laissant supposer une signalisation de mort trés modérée.

Ce résultat a été étayé par ’analyse en cytométrie en flux ou, méme pour la dose la plus forte
d’AAL (5 mM), un faible nombre de cellules ayant des caractéristiques d’apoptose est
observé au temps 0 h post-illumination (31 %), ce taux diminuant au cours du temps. Les
cellules B16F10 soumises au traitement photodynamique ont un potentiel membranaire
mitochondrial diminué. Cette relative toxicité dans les conditions testées a été corroborée par
I’¢tude de la condensation de la chromatine apres coloration au Hoechst 33342 ne révélant pas
d’altérations de I’organisation nucléaire, ainsi que par 1’absence d’expression de la p53
(évaluée par western blot) avec les concentrations permettant d’obtenir une phototoxicité
mesurable. Il semblait que les cellules B16F10 résistaient au traitement photodynamique,
dans les conditions déterminées.

Néanmoins, la minime photocytotoxicité obtenue au temps 0 h, 24 h et 48 h laissait supposer
que le traitement appliqué induisait une voie de signalisation de mort au sein de certaines
cellules. L’¢étude de certains marqueurs de 1’autophagie, mécanisme d’adaptation et de survie
a montré un probable processus d’autophagie.

Différents parametres peuvent expliquer la faible efficacité¢ du traitement. Les conditions
d’illumination ont été modifiées : diminution du volume du milieu de culture (en pensant que
le liquide pourrait protéger les mélanocytes de 1’illumination) et sa nature (DMEM sans rouge
de Phénol, remplacement pendant I’illumination par du PBS), les temps d’incubation, le
fractionnement de I’illumination (permettant la réoxygénation des cellules et optimisant
I’efficacité de la PTD). D’autres essais ont été effectués en retirant le couvercle de la plaque.
En effet, la lumiére pourrait étre diffractée et par conséquent diminuer 1’effet de I’illumination
sur les cellules B16F10. Cependant, pour chaque condition, aucune différence significative
n’a ¢ét¢ obtenue en comparaison avec les essais réalisés précédemment.
Pour vérifier D’incorporation du 5-ALA dans les cellules, puis sa conversion en

protoporphyrine IX, il aurait été intéressant de doser la fluorescence de cette dernicre.
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Une autre explication possible a I’efficacité limitée du traitement pouvait étre 1’expression a
la membrane d’une pompe d’efflux, empéchant 1’accumulation du 5-ALA. Ces pompes,
appartiennent a la super famille des proteines ABC. Elles sont particuliérement exprimées par
les cellules tumorales. Parmi elles, la P-glycoprotéine 170 est souvent mise en cause,
notamment dans les mélanomes. Nous avons recherché sa présence en réalisant un
immunomarquage. Aucune fluorescence spécifique correspondant a son expression n’a été
détectée dans les cellules BI6F10. L’absence d’efflux du Hoechst 33342 dans les cellules
B16F10, non fixées, permettait d’étayer 1’absence de cette pompe ou d’une autre protéine
ABC ayant les mémes fonctions.

La mélanine pourrait représenter un obstacle a 1’efficacité de la PTD. En effet, il a été
démontré dans des travaux récents que la photothérapie dynamique n’est pas indiquée dans la
prise en charge des mélanomes cutanés, en raison, notamment, de la pigmentation qui
s’oppose a une bonne pénétration de la lumiére **'. Ceci pourrait étre dii 4 une compétition
des coefficients d’absorption entre la mélanine et la porphyrine. Pour tester cette hypothése,
un test de phototoxicité cellulaire sur une lignée de mélanocytes proche, non pigmentée
(B16G4F), dans les mémes conditions que la lignée de mélanocytes pigmentées (B16F10), a
été réalisé. Une chute de I’activité deshydrogénase résiduelle était observée des le temps 0 h
post-illumination, suggérant que la pigmentation joue un rdle protecteur fondamental. Les
mélanocytes dépourvus de mélanine paraissaient plus sensibles au traitement photodynamique
comme le suggérant des modifications morphologiques observées en microscopie, majeures
laissant supposer une voie de signalisation de mort.

Cependant, 1’activité deshydrogénase reprenait des le temps 24 h et se poursuivait au temps
48 h, suggérant une activation d’un processus de réparation et de recyclage en réponse au
stress induit. La recherche d’un marqueur de I’autophagie a été réalisée. La différence
d’expression de Beclin-1 selon les lignées apres le traitement photodynamique laisse supposer
qu’il existe un processus d’autophagie plus marqué dans la lignée dépourvue de mélanine.

L’autophagie peut avoir un rdle anti-tumoral ou pro-tumoral en permettant la survie des
cellules tumorales’™*. Cela pourrait expliquer un réle anti-tumoral dans les mélanomes non
pigmentés et un role pro-tumoral dans les mélanomes pigmentés >'. En effet, 1’autophagie
dans les mélanomes a été incriminée dans les processus de résistance au traitement™ . Le type
de mort parait étre influencé par I’existence ou non de la pigmentation lors de PTD avec
I’hypericin. Une mort par nécrose serait observée sur des cellules pigmentées et une mort par
apoptose pour les cellules dépigmentées®’. Le mélanosome pourrait alors jouer un réle central

de cible de la PTD.
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Davids et al concluaient que la PTD avec une source d’UVA provoquait une réponse

cytoprotectrice initiale par un processus d’autophagie et que les doses de PS et I’existence de

575

pigment entrainaient des voies de signalisation de mort différente’”. La mélanine est un

. . . . . . \ ot 576
puissant antioxydant qui pourrait expliquer ce phénomene de résistance 7
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E- Conclusion

La PTD en lumicre rouge avec AAL est plus efficace sur des mélanocytes tumoraux non
pigmentés que sur des mélanocytes pigmentés. Elle souléve le rdle protecteur de la mélanine
vis-a-vis des rayonnements externes et émet 1’hypothése d’un mécanisme de résistance
autophagique. Ce dernier lorsqu’il est dépassé peut aboutir a 1’orientation de la cellule vers les
voies de signalisation de mort cellulaire. Notre travail permet d’introduire une notion récente
de voie de signalisation autophagique au cours des mélanomes. Ce processus pourrait

expliquer la résistance des mélanomes aux traitements par PTD.
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Conclusion générale et Perspectives

La photothérapie dynamique topique est une modalité¢ thérapeutique innovante se
développant dans le domaine de la cancérologie cutanée depuis ces 15 dernic¢res années. La
majorité des travaux et des études s’est intéressée aux kératoses actiniques, aux carcinomes
basocellulaires superficiels et nodulaires et enfin aux maladies de Bowen.

Les études sur le mélanome sont plus restreintes et sont controversées. Un certain nombre
d’entre elles démontrent des résultats insuffisants et décevants compte tenu de la présence de
mélanine et de la profondeur des métastases cutanées. A 1’inverse d’autres auteurs présentent
des travaux encourageant en modifiant les propriétés physico-chimiques des
photosensibilisants et les protocoles d’illumination (lumic¢re de longueur d’onde différente,

intensité lumineuse...).

Le laboratoire de chimie et des substances naturelles nous a permis d’évaluer
biologiquement une porphyrine de synthése enrichie en glucide et vectorisée pour permettre
d’optimiser I’efficacité de la PTD sur les mélanocytes tumoraux murins.

Dans la premicre partie de 1’étude, nous avons démontré un effet photodynamique directe
d’une porphyrine de synthése, enrichie en groupement glucidique et vectorisée par le motif
RGD, la Triglucosylporphyrine-RGD, hydrosoluble en lumiere rouge. On notait un effet
direct de la PTD sur les BI6F10 et EJG. La PTD avec cette porphyrine de synthése induisait
une diminution significative de la viabilit¢ des deux populations de cellules étudiées.
L’efficacité de cette porphyrine de synthése est comparable a la molécule de référence le

Photofrin® avec cependant une clairance d’élimination bien plus rapide.
p p p

La longueur d’onde d’excitation optimale de cette porphyrine de synthése est de 417
nm en lumicre bleue. Elle est excitable dans le rouge mais nécessite des concentrations
importantes a toxicité variable selon les tissus in vitro ne permettant un développement de
cette molécule en clinique humaine. L’intensité lumineuse de 10 J/em® utilisée en lumiére
bleue a ¢ét¢ a 1’origine d’une photodestruction massive de la porphyrine de synthése et a
ensuite donné naissance a un nouvel axe de recherche parallele pour expliquer la

photocytotoxicité de la lumicre bleue sur les B16F10.
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La lumicre bleue est phototoxique sur les mélanocytes. Nous rapportons les résultats
préliminaires d’efficacité de la lumiere bleue utilisée seule sur des métastases cutanées de
mélanome chez ’homme. Cependant, la compréhension du mécanisme reste non ¢lucidée.
Les doses de lumiére bleue et le stade de développement de la cellule, son caractére tumoral
ou non, primitif ou métastatique pourraient influencer la réponse. L’hypothése de I’existence
de récepteur a la lumiére bleue, les cryptochromes, sur les mélanocytes cutanés pourrait étre
les perspectives d’un travail futur. En effet, la découverte de récepteurs sur les mélanocytes
choroidiens suggere cet axe de recherche.

La réalisation d’une étude anatomo-clinique chez des patients atteints de métastases cutanées
de mélanomes pourrait permettre 1’¢lucider la compréhension des mécanismes sous la forme
d’un protocole hospitalier de recherche clinique.

Afin de comprendre les mécansimes de résistance des mélanocytes a la PTD, notre
¢tude s’est orientée vers la compréhension des mécanismes de voies de signalisation de la
mort cellulaire. L’autophagie pourrait étre un mécanisme enclenché lors de la PTD et

apparaitrait en fonction de parametres variables (photosensibilisant, dosimétrie...).
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Tableau 6 - Solutions pour la préparation des gels de séparation et de concentration pour un gel

d’électrophorese SDS-polyacrylamide Tris-glycine.

% de polyacrylamide

10 % 12% Réactifs (volume en mL) Pour 6 mL

Réactifs

H,O distillée 4,1
(volume en mL) . . .
30 % acrylamide/bisacrylamide 1,0
H,O distillée 7,9 6,6
1,5M Tris (pH : 6,8 0,75
30 % acrylamide/bisacrylamide 6,7 8,0 > M Tris (p )
1,5 M Tris (pH : 8.8) 5,0 5,0 10 % SDS 0,06
10 % SDS 0,2 0,2 10 % APS 0,06
o
10 % APS 0,2 0,2 TEMED 0.006
TEMED 0,008 0,008

Solutions pour préparer un gel de concentration 5%.
Solutions pour préparer un gel de résolution 10 % et 12 %.
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Tableau 7 : Composition des différents tampons utilisés pour le western blot.

o Tampon de charge 2X : Eau désionisée
Tris HC1 0,5 M, pH 6,8
Glycérol
SDS 10 %
Bleu de bromophénol 0,5 %

o Tampon de migration 10X : Tris base, 0,25 M (PROMEGA), pH 8,3
Glycine, 1,92 M (amino acid)
SDS 1%

o Tampon de transfert : Tris base 25 mM, pH 8,5
Glycine 0,2 M
Méthanol 20 %



Anticorps*

p53
(clone DO-1)

Actine

Beclin 1

(E-8)

Tableau 8 : Anticorps primaires et secondaires utilisés en WB.

Nature

Monoclonal de

souris 1/100°
(IgG2A)
Monoclonal de

lapin 1/500
(IgG)
Monoclonal de

Souris 1/100°

(IgG2A)

* Anticorps primaires utilisés en WB.

Anticorps*

Anti-Ig de
souris
Anti-Ig de
lapin

Dilution

1/2000°

Dilution

Solution

0,1 % TBS-
Tween-20
5 % lait
0,1 % TBS-
Tween-20
5 % lait
0,1 % TBS-
Tween-20
5 % lait

Solution

0,1 % TBS-

Tween-20 5 % lait

* Anticorps secondaires utilisés en WB.

Temps
d’incubation

2 h a température

ambiante

2 h a température

ambiante

2 h a température

ambiante

Temps
d’incubation

2 h a température
ambiante
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1. A Sparsa, K Faucher, P Krausz, M Guilloton, F Sturtz, C Bédane. Efficacité de
porphyrines a motif RGD sur des mélanocytes tumoraux murins : résultats préliminaires.
Congrés Annuel de Recherche en Dermatologie. 27-28 Mai 2005 Brest. J Invest Dermatol
2005 ; 125 : Al4.

Abstract

EFFICACITE DE PORPHYRINES A MOTIF RGD SUR DES MELANOCYTES TUMORAUX
MURINS : RESULTATS PRELIMINAIRES. A Sparsa*, K Faucher**, P Krausz***, M Guilloton***, F
Sturtz**, C Bédane*.*Dermatologie, ** Equipe Accueil Médecine Moléculaire Humaine (EA3839), CHU
Dupuytren, ***Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles (UPRES EA 1069), Faculté des
Sciences, Limoges, France.

L'utilisation de la photothérapie dynamique dans le mélanome reste controversée. Afin d’augmenter la
spécificité des porphyrines, le motif RGD a été greffé sur la porphyrine. Ce motif est capable de se lier
spécifiquement sur une integrine de surface a5B3 exprimée par les mélanocytes tumoraux et les
cellules endothéliales. Nous rapportons des résultats préliminaires sur l'efficacité de nouvelles
porphyrines sur des mélanocytes tumoraux murins (B16F10) et sur des cellules endothéliales bovines
(EJG).

Matériels et Méthodes : La synthése de Para-Triglycosyl- RGD porphyrine et Ortho-TG-RGD a été
réalisé et précédemment publiée. Les B16F10 et EJG ont été cultivées dans des puits. Les PS ont été
ajoutées a J3 de lI'encemencement. L’irradiation a 10J/cm®, en lumiére bleue, avec la Lampe
Waldman était réalisée aprés 3h d’incubation a I'obscurité. Un test colorimétrique MTT était effectué
aprés irradiation, a J1, J2, J3, J4 afin de déterminer les concentrations cytotoxiques et phototoxiques.
Résultats : La porphyrine oTG-RGD est phototoxique et non cytotoxique a la concentration de 10°M
sur les B16F10, provoquant 60% de mortalité cellulaire a J2. La pTG-RGD est phototoxique et non
cytotoxique sur les B16F10 a 10™M, provoquant une mortalité cellulaire de 90%. A ces concentrations,
les porphyrines sont cytotoxiques sur les EJG. La pTG-RGD est phototoxique et non cytotoxique a 10
M sur les EJG.

Conclusion

Ces résultats montrent l'efficacité de la PDT sur les mélanocytes tumoraux avec de nouvelles
porphyrines-RGD. L’étude de porphyrine sans le motif RGD sont en cours afin d’affiner la spécificité.
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1. A Sparsa, K Faucher, V Sol, P Krausz, M Guilloton, F Sturtz, C Bédane. Efficacy of
RGD-Porphyrins on murine tumoral melanocytes : Preliminary results. 35" Annual European
Society For dermatological Research Meeting 22-24 September 2005, Tiibingen, Germany. J
Invest Dermatol 2005; 125: A 65.

Abstract

EFFICACY OF RGD-PORPHYRINS ON MURINE TUMORAL MELANOCYTES: PRELIMINARY
RESULTS. A Sparsa*, K Faucher**, V Sol***, P Krausz***, M Guilloton***, F Sturtz**, C Bédane*.
*Dermatologie, ** Equipe Accueil Médecine Moléculaire Humaine (EA3839), CHU Dupuytren,
***Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles (UPRES EA 1069), Faculté des Sciences,
Limoges, France.

Background

Photodynamic therapy (PDT) is mediated by reactive oxygen species after activation of a
photosensitizer by light. PDT remains controversial for melanoma treatment. This is due the poor light
penetration of the activating 630nm light into melanin-rich tissue with sodic porphymer PDT. To
increase their specificity RGD function has been grafted on porphyrins. RGD binds specifically on cell
surface integrin a5B3 which is expressed by tumour melanocytes and endothelial cells. We report
herein some preliminary results concerning the efficacy of newly synthetized porphyrins on murine
melanocytes (B16F10) and bovine endothelial cells (EJG).

Materiel and Methods

Para-Triglycosyl-RGD porphyrin and Ortho-TG-RGD synthesis have been previously published.
B16F10 and EJG cells have been cultured in wells. Porphyrins were added after 3 days. Irradiation
was performed with 10J/cm?, blue light, (450 nm Wawelenght) after 3 hours incubation. Colorimetric
MTT test was performed after irradiation, at day 1, 2, 3, and 4 to determine cytotoxic and phototoxic
porphyrin concentrations.

Result

oTG-RGD porphyrin is phototoxic and not cytotoxic at 10°M concentration on B16F10, inducing 60%
of cell death at day 2. pTG-RGD porphyrin is phototoxic and not cytotoxic on B16F10 at 10™*M
concentration, inducing 90% cell death At these concentrations porphyrins are cytotoxic on EJG.
pTG-RGD porphyrin is phototoxic and not cytotoxic on EJG (10'9M). Percentage of cell mortality is
comparable to rate of cell mortality with Photofrin (15pg/ml).

Conclusion

These results suggest that PDT using new RGD-porphyrins is active on tumour melanocytes. Various
types of porphyrins are being synthetised and evaluated to further precise their activity and specificity.

2. A Sparsa, K Faucher, V Sol, P Krausz, M Guilloton, F Sturtz, C Bédane. Efficacy of
RGD-Porphyrins on Murine Tumoral Melanocytes : Preliminary results. 11™ Congress of the

European Society for Photobiology, 3-8 September 2005, Aix-Les-Bains.
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