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Abréviations

CEO Cancer épithélial de I'Ovaire

CIP Chimiothérapie intrapéritonéale

CHIP  CIP hyperthermique

FIGO Fédération Internationale de Gynécologie-Obstétrique
FRa  Récepteur au Folate a

HAL Héxaminolévulinate

IP Intrapéritonéal

MP Métastase péritonéale

mPM MP microscopique

PBMC Cellules mononucléaires humaines du sang périphérique
PDD Photodiagnostic

PDT Thérapie Photodynamique

PpIX Protoporphyrine IX

PS Photosensibilisateur

SFOG Société Frangaise d’Oncologie Gynécologique
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Résumé

Traitement des métastases péritonéales microscopiques des cancers épithéliaux de I’ovaire par
thérapie photodynamique ciblée utilisant un adressage par acide folique.

Données précliniques.

Le pronostic des cancers ovariens reste sombre, en particulier en raison du retard diagnostic. Les
traitements actuels associent une chirurgie de cytoréduction complete a I'administration de
chimiothérapie a base de sels de platine. Les métastases viscérales sont rares dans cette pathologie,
et la maladie est longtemps localisée a la cavité péritonéale. Pour cette raison, une attention
particuliére est portée au traitement des métastases péritonéales. Il est admis en effet que le facteur
principal de réduction des récidives est I'absence de résidu tumoral en fin d'intervention. Malgré les
progres et la standardisation des techniques chirurgicales, la chirurgie de cytoréduction
macroscopiquement compléte, associée a une chimiothérapie efficace, ne prévient pas la survenue
des récidives qui concerneront 60% des femmes en rémission a l'issu de ce traitement.
Parmi les hypothéses expliquant ce taux élevé de récidive, I'existence d'une maladie microscopique
résiduelle a l'issu de la chirurgie est évoquée. Le traitement de cette maladie microscopique représente
un nouveau défi a relever pour les oncologues médicaux et les chirurgiens, et de nouvelles stratégies

thérapeutiques sont a développer dans ce domaine.

Notre objectif est de réaliser la destruction ciblée par thérapie photodynamique (PDT) des métastases
péritonéales microscopiques qui sont ignorées lors de la chirurgie. Nous espérons ainsi diminuer
I'incidence des récidives locales qui concernent la majorité des patientes. Pour apporter la preuve de
|'efficacité de cette stratégie innovante, un ciblage thérapeutique est indispensable car le

développement de la PDT dans cette indication est limité par la mauvaise tolérance des tissus sains.

Nous présentons ici les résultats précliniques obtenus in vitro et in vivo pour |'évaluation de
photosensibilisateurs couplés a I'acide folique (PS1 et PS2) et ainsi dirigés vers le récepteur au folate,
récepteur membranaire  spécifique des cancers épithéliaux de I'ovaire (CEO).
Nous avons travaillé sur des lignées cellulaires murine (NuTu-19) et humaines (SKOV-3, OVCAR-3) de
CEO et sur un modele animal de carcinose péritonéale. Aprés validation du modele animal pour
|'évaluation de molécule couplée a I'acide folique, nous avons montré la bonne spécificité du PS1 pour

sa cible tumorale, meilleure que celle rapportée pour les autres photosensibilisateurs utilisés dans

11
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cette indication. Les lignées cellulaires émettent une fluorescence détectable apres mise en culture
dans un milieu enrichi en PS ce qui indique leur capacité a incorporer la molécule d'intérét. Cette
fluorescence a été détectée par spectrofluorimétrie (PS1 et PS2) et en photodiagnostic (PS2) in vivo
au niveau des métastases péritonéales. La PDT permet d'obtenir la mort cellulaire des cellules
humaines in vitro avec une excellente efficacité. Les premiéres données précliniques obtenues in vitro
sur lignées humaines indiquent que la PDT utilisant un photosensibilisateur couplé a l'acide folique

pourrait avoir des applications en immunothérapie.

Un photosensibilisateur spécifique pourrait autoriser le développement d'une technique de PDT sure

et efficace et jouer ainsi un réle dans le traitement et la prévention des récidives péritonéales des

cancers épithéliaux de I'ovaire.

12
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Abstract

Folic acid-targeted photodynamic therapy for microscopic peritoneal metastases of epithelial

ovarian cancer. Preclinical studies.

Ovarian cancer's prognosis remains dire after primary therapy. The standard of care remains debulking
surgery in combination with platinum-based chemotherapy. This consists of either primary debulking
surgery and adjuvant chemotherapy or neoadjuvant chemotherapy followed by interval debulking
surgery, depending on FIGO stage and predictive factors concerning residual macroscopic disease after
surgery. Recurrence rate is disappointingly high as 60-80% of women with epithelial ovarian cancer
(EOC) considered in remission will develop recurrent disease within five years. Special attention to
undetected peritoneal metastases and residual tumorous cells during surgery is necessary as they are
the main predictive factors of recurrences.

An option to improve the completion of cytoreductive surgery is using photodynamic therapy (PDT) to
induce necrosis of micrometastases. A limit of this technique is the toxicity induced by the low
photosensitizer (PS) specificity for tumor tissue if the light cannot be specifically applied. This would
be the case in advanced ovarian cancer. To solve this problem, a solution is the design of selective PS,
that is to say PS coupled to a unit that target over-expressed receptors on tumor cells. Approximately,
72-100% of ovarian carcinoma overexpress Folate Receptor a (FRa) in particular the serous carcinoma.
FRa is absent in most of the healthy tissues; thus, representing a promising target for EOC targeted

therapy.

We present preclinical results of in vitro and in vivo studies concerning properties of folic-acid targeted
photosensitizers (PS1 and PS2). Those studies have been performed on murine and human cell lines
of EOC and on a preclinical model of peritoneal carcinomatosis (Fisher F344 rat / NuTu-19 cell line).
Results suggest that specificity for ovarian cancer metastases is better than previously reported with
other photosensitizer. Fluorescence emission was higher in peritoneal metastases than in liver and
healthy peritoneum. Tissue quantification of the PS showed specific incorporation of the folate-
targeted PS within tumor tissue. Folic acid targeted PDT induced cellular death on EOC human cell

lines.

Specific PS may allow the development of efficient and safe intraperitoneal PDT procedure which could

play a role in the prevention of EOC peritoneal recurrences.

13
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Avant-Propos

Le travail rapporté dans ce document concerne |'évaluation des propriétés photochimiques in vitro et
in vivo de composés chimiques associant un photosensibilisateur et une molécule d’acide folique
permettant 'adressage spécifique vers le récepteur au folate.

La majeure partie des résultats qui sont présentés a été obtenue avec un premier photosensibilisateur,
une tétraphénylporphyrine monocarboxylique couplée a I'acide folique. Ce composé est appelé
généralement PS1, mais dans les différentes publications et les figures, il est parfois désigné
différemment (TPP-fol, Porph-s-FA). Cette molécule a été publiée et par conséquent n’est pas protégée
par la propriété intellectuelle.

Plus récemment, I'équipe du Docteur Céline Frochot (Laboratoire Réactions et Génie de Procédés,
Nancy, France) a mis au point un second photosensibilisateur couplé au folate appelé PS2. Les
démarches ont été entreprises pour déposer un brevet. Pour cette raison, aucune donnée sensible

concernant la synthése de cette molécule n’apparait dans ce texte.
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PARTIE 1

Données générales
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Le pronostic des cancers ovariens reste sombre, en particulier en raison du retard diagnostic.
Les traitements actuels associent une chirurgie de cytoréduction complete a I'administration de
chimiothérapie a base de sels de platine.
Les métastases viscérales sont rares dans cette pathologie, et la maladie est longtemps localisée a la
cavité péritonéale. Pour cette raison, une attention particuliere est portée au traitement des
métastases péritonéales. Il est admis en effet que le facteur principal de réduction des récidives est
I'absence de résidu tumoral en fin d'intervention %, Malgré les progrés et la standardisation des
techniques chirurgicales, la chirurgie de cytoréduction macroscopiquement compléte, associée a une
chimiothérapie efficace, ne prévient pas la survenue des récidives qui concerneront 60% des femmes
en rémission a I'issu de ce traitement B!,
Parmi les hypothéses expliquant ce taux élevé de récidive, I'existence d’une maladie microscopique
résiduelle a Iissu de la chirurgie est évoquée. La pression de sélection des traitements systémiques
pourrait par ailleurs expliquer le développement de contingents tumoraux résistants a la
chimiothérapie et en particulier aux sels de platine. Le traitement de cette maladie microscopique
représente un nouveau défi a relever pour les oncologues médicaux et les chirurgiens, et de nouvelles
stratégies sont a développer dans ce domaine .
Notre objectif est de réaliser la destruction ciblée par thérapie photodynamique (PDT) des microlésions
de carcinose péritonéale qui sont ignorées lors de la chirurgie. Nous espérons ainsi diminuer
I'incidence des récidives locales qui concernent la majorité des patientes. Pour apporter la preuve de
I'efficacité de cette stratégie innovante, un ciblage thérapeutique est indispensable car le
développement de la PDT dans cette indication est limité par la mauvaise tolérance des tissus sains.
Nous présentons ici les résultats précliniques obtenus in vitro et in vivo pour I'évaluation de
photosensibilisateurs couplés a I'acide folique et ainsi dirigés vers le récepteur au folate, récepteur

membranaire spécifique des carcinomes épithéliaux de I'ovaire.

16
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A) Cancers épithéliaux de I'ovaire

a. Epidémiologie

Le cancer de I'ovaire est le 5™ cancer le plus fréquent et se classe au 6°™ rang des causes de
mortalité par cancer chez les femmes (65500 nouveaux cas en Europe en 2012, et 42700 morts) P,
Pour la France, cela représente 4532 cas diagnostiqués, et 3133 décés en 2010 ©,

L'age moyen de découverte est 63 ans. Ce cancer se distingue par un diagnostic souvent tardif, en
raison d’'une symptomatologie frustre dans les stades précoces. Le diagnostic est donc porté aux stades

Il et IV de la FIGO (Fédération Internationale des Gynécologues-Obstétriciens) dans 75% des cas

(Tableau 1).
Stade au Survie Globale
Survieas ans Survie a 10 ans
diagnostic médiane
FIGOI 93% 73-92%
25-30%
FIGO I 80% 45-55%
45% 66 mois
FIGO IlI 21%
70-75% < 30%
FIGO IV < 6%
Tableau 1l:

Survie des patientes en fonction du stade FIGO 5],

b. Meétastases péritonéales

Le péritoine est une séreuse continue constituée d’une monocouche de cellules mésothéliales
qui tapisse les organes de la cavité abdominale. On distingue le péritoine pariétal, au contact de la
paroi abdominale, et le péritoine viscéral qui recouvre les viscéres intra-abdominaux (Figure 1A1).
Cette séreuse est soutenue par un tissu conjonctif sous-mésothéliale ol circulent les vaisseaux
sanguins et lymphatiques. Elle doit étre considérée comme un organe a part entiére qui assure des

fonctions de sécrétion, d’absorption, de défense anti-infectieuse et de contrdle de I'inflammation
17
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Péritoine pariétal

Péritoine viscéral

Figure 1A1:
La cavité péritonéale est située entre le péritoine pariétal et le péritoine viscéral, séreuse qui recouvre les

viscéres intra-abdominaux (image adaptée du Larousse Médical [!])

La carcinose péritonéale est I'envahissement de cette séreuse par des Iésions tumorales secondaires,
prenant I'aspect d’implants posés a la surface du péritoine et de taille variable (Figure 1A2).

Les deux tiers des carcinoses péritonéales sont d’origine digestive, dont plus de 50% d’origine
colorectale, 20% d’origine gastrique, et 20% d’origine pancréatique. Parmi les cas d’origine non
digestive, plus de la moitié sont d’origine ovarienne.

La localisation des lésions de carcinose semble influencée par les mouvements liquidiens
intrapéritonéaux. Ainsi, les coupoles diaphragmatiques sont fréquemment atteintes, ainsi que le cul-
de-sac de Douglas en raison de sa position déclive. Le grand épiploon est également un site privilégié
de localisation tumorale en raison de son réle important dans les mécanismes d’absorption des
liquides péritonéaux. Les zones inflammatoires ou traumatisées peuvent également étre atteintes (1%,
Les métastases péritonéales (MP) des cancers épithéliaux de I'ovaire (CEO) proviennent de la
dissémination depuis la tumeur primitive de cellules tumorales par voie transcoelomique et leur
implantation directe sur la surface péritonéale 2!, La carcinose péritonéale apparait sous la forme de
nombreux implants de taille variable, volontiers blanchatres, a la surface de la séreuse. Ces lésions

sont présentes au diagnostic dans la majorité des cas (Figure 1A2).
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Selon Amate et al., le péritoine est le site de plus fréquent de récidive observée au cours du suivi des
stades précoces ou avancés. Les auteurs décrivent ainsi une récidive péritonéale dans 20% des cas
pour les stades | a llIA, et dans 62,1% pour les stades 1IB a IV. Ces récidives peuvent survenir sur une
zone traitée chirurgicalement ou sur péritoine décrit comme étant sain initialement 3!,

Il est délicat d’affirmer le lien entre une atteinte microscopique et la survenue de récidive, mais ces
données suggérent I'existence d’une cible thérapeutique et la nécessité d’aller plus loin dans la prise
en charge chirurgicale initiale. Les symptomes liés a la progression péritonéale ne sont pas spécifiques.
Pour cette raison, le diagnostic est souvent porté a un stade avancé. 5 a 35% des patientes
présenteront un syndrome occlusif au cours de la maladie **. Les phénoménes conduisant a
I’occlusion sont multifactoriels, depuis la compression extrinseque par le volume tumoral jusqu’a
défaut de motilité intestinal secondaire aux lésions de carcinose. Le déces survient souvent dans un
contexte d’occlusion concernant souvent plusieurs localisations et ne permettant pas dans ce cas de
prise en charge chirurgicale ™). Le décés peut également étre la conséquence d’une dénutrition sévére
en partie liée au phénomene de malabsorption et de dysfonction digestive qui accompagne la

carcinose 1161,

Les récidives péritonéales sont fréquentes et sont responsables d’une morbidité et d’une altération de
la qualité de vie supérieure a la survenue de métastases parenchymateuses. Les traitements adjuvants
systémiques ont un role a jouer dans la prévention des métastases a distance, mais le controle

locorégional de I'atteinte péritonéal est essentiel.

Figure 1A2 :
Carcinose péritonéale étendue. A gauche, nodules du péritoine pariétal (coupole diaphragmatique droite) et
ascite. A droite, nodules du péritoine viscéral a la surface des anses digestives
(Image : Centre Oscar Lambret)
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Les cancers ovariens présentent un certain nombre de particularités. L'origine de la tumeur primitive
peut ainsi provenir de I'ovaire, mais également de la trompe, de I'endomeétre, ou du péritoine. Les
mécanismes physiques décrits précédemment peuvent étre impliqués dans la localisation des
métastases péritonéales, mais I'importance de I'environnement apparait essentielle. Les cellules
stromales, comme les cellules mésothéliales ou les cellules souches mésenchymateuses peuvent
réguler la composition de la matrice extracellulaire et libérer des molécules pouvant attirer les cellules
de carcinome ovarien dans des sites privilégiés. Le microenvironnement tumoral joue un réle dans la
croissance et le développement des Iésions secondaires. |l participe également aux mécanismes de
chimiorésistance, le stroma ayant la capacité de modifier les propriétés néoplasiques des cellules

cancéreuses.

Les lésions secondaires peuvent adopter un comportement différent de celui de la tumeur primitive,
en particulier concernant leur sensibilité au traitement. Si les cellules tumorales ovariennes sont
initialement sensibles a la chimiothérapie, des mécanismes de résistance peuvent survenir en cours de
traitement et sont secondaires a des mutations successives. La comparaison du matériel génétique de
la tumeur primitive et de celui des Iésions secondaires a montré que les métastases péritonéales

étaient plus proches du tissu normal que de la tumeur primitive 7],

c. Prise en charge

Le traitement du cancer de I'ovaire repose sur une chirurgie de cytoréduction compléete
lorsqu’elle est possible, associée a une chimiothérapie a base de sels de platine. La séquence de
traitement dépend de la localisation initiale des lésions, dont la cartographie est réalisée le plus
souvent au cours d’une ccelioscopie diagnostique qui permet également de confirmer le diagnostic par
la réalisation d’une biopsie pour examen anatomo-pathologique. Si la totalité des Iésions peut étre
réséquée, on propose une chirurgie de cytoréduction premiere qui sera suivie d’une chimiothérapie

adjuvante.
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En cas de Iésions non résécables, on propose un traitement par chimiothérapie néoadjuvante dans
I’objectif de rendre possible un geste chirurgical secondaire apres trois cures (intervalle) ou 6 cures. Si
la chirurgie de cytoréduction est réalisable a I'issue de la chimiothérapie néoadjuvante, cette stratégie
a montré des résultats équivalents a la chirurgie premiére 18191,

Les progres réalisés dans le traitement des cancers ovariens ces dernieres décennies ont permis de
faire augmenter la médiane de survie de 12 mois dans les années 1970, a plus de 65 mois dans les

années 2000 1,

- Chirurgie
La chirurgie est au cceur de la prise en charge initiale des cancers de I'ovaire. Des critéres de qualité de
la prise en charge chirurgicale des cancers ovariens ont été récemment publiés par la Société Francaise
d’Oncologie Gynécologique (SFOG) dans le but d’améliorer la prise en charge des patientes 2%, Elle
doit étre réalisée par un chirurgien expérimenté et comporter une évaluation compléte de la cavité
péritonéale et du statut ganglionnaire. Il est admis que le facteur principal de réduction des récidives

(1221 || existe une corrélation significative entre

est I'absence de résidu tumoral en fin d’intervention
la taille du résidu tumoral post-chirurgie et la survie médiane globale dans une étude de Chi et al.
portant sur 465 patientes atteintes d’un cancer de I'ovaire de stade llic 2. || a également été montré
par Chang et al., qu’'une médiane de survie a 86 mois apres chirurgie de cytoréduction compléte n’était
plus que de 46 mois lorsqu’il était laissé en place un résidu tumoral de moins de 1 cm, et seulement
37 mois, lorsque ce dernier était supérieur 3 1 cm 23, Le réle du chirurgien et la qualité de I'exérése
chirurgicale sont donc des éléments déterminants. L'exérése macroscopique des Iésions peut justifier
la réalisation de résections digestives mais seulement dans le cadre d’une morbidité acceptable [©!.

Dans la revue de la Cochrane publiée par Elattar et al., les patientes qui ont pu profiter d’une chirurgie
sans résidu visible présentent une survie globale et une survie sans récidive augmentée de maniere

significative 124,

- Chimiothérapie systémique
Le traitement systémique de premiére ligne associe le carboplatine (AUC > 4) au paclitaxel (175 mg/m?,
3h), toutes les trois semaines pour un minimum de six cycles dans la majorité des cas . Le taux de
réponse initiale a la chimiothérapie est élevé (60-80% des patientes). 60% des femmes en rémission a
I'issu de ce traitement vont présenter une récidive ), le plus souvent péritonéale *., Le traitement de

ces récidives est rendu difficile par I'apparition de chimiorésistance qui semble étre liée a I'existence
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de clones tumoraux résistants induits par la pression sélective des traitements initiaux, et protégés des

effets immédiats de la chimiothérapie par le microenvironnement tumoral !,

- Voie intrapéritonéale
On distingue la chimiothérapie intrapéritonéale (CIP) de la chimiothérapie hyperthermique
intrapéritonéale (CHIP). L'objectif de la chimiothérapie intrapéritonéale (CIP) est de traiter la maladie
microscopique résiduelle aprés chirurgie de cytoréduction compléte, lors de la méme intervention.
L’agent cytotoxique est administré directement dans la cavité péritonéale, ce qui permet |'obtention
d’une concentration tissulaire plus élevée que par voie intraveineuse . La CIP peut é&tre associée a
I’hyperthermie (CHIP) en élevant la température a 42°C pour augmenter |'effet cytotoxique et la
qualité de la pénétration tissulaire 27,
La CHIP, dont I'objectif est de traiter la cavité en diminuant la toxicité systémique des drogues utilisées,
s’est imposée pour le traitement d’autres atteintes péritonéales telles que le pseudomyxome 28], les
métastases péritonéales des cancers colo-rectaux ?°, ou le mésothéliome malin péritonéal B, Les
difficultés techniques et organisationnelles de cette voie d’administration, ainsi que la possible
mauvaise tolérance du traitement font de la CIP une option pouvant étre discutée par des équipes
spécialisée aprés chirurgie de cytoréduction compléte dans le cadre d’essais cliniques BY. Il n’existe en
effet toujours pas de recommandations invitant a utiliser la CHIP dans le traitement du cancer de
I’ovaire 12! car cette stratégie n’a pas fait la preuve de son efficacité pour améliorer la survie dans cette
indication 132734,
Pourtant, I'administration intrapéritonéale de cisplatine et paclitaxel a été évaluée dans le cancer de
I'ovaire et a montré un bénéfice en terme de survie globale en comparaison avec I'administration
intraveineuse 5%,
Compte-tenu du taux élevé de récurrence aprés chirurgie dans cette pathologie, la CHIP pourrait
néanmoins apporter un bénéfice théorique pour traiter la maladie microscopique résiduelle. Il n’a pas
été établi de maniére précise a quel temps de I’histoire naturelle de la maladie, la CHIP, en complément
de la chirurgie de cytoréduction complete, pourrait apporter un bénéfice (prophylaxie, consolidation,
traitement des récidives). Il est difficile de conclure sur les modalités de ce traitement, dans la mesure
ou la CHIP a principalement été étudiée dans le traitement des récidives, avec des critéres de sélection

3236391 Certaines patientes trés

des patientes et des paramétres techniques hétérogénes !
sélectionnées pourraient bénéficier de la CHIP, en particulier celles présentant une résistance aux sels
de platine (définie par une récidive dans les six mois suivant la chimiothérapie) #°. Dans une série

récente rétrospective, Cascales-Campos et al. ont montré un bénéfice significatif de la CHIP (Paclitaxel
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60 mg/m?, 60 min, 42 °C) sur la survie sans progression a 1 et 3 ans chez les patientes présentant des
cancers ovariens de stades llic et IV, aprés chirurgie (survie sans progression a 1 et 3 ans de 66% et
18% en I'absence de CHIP, et de 81% et 63% dans le groupe traité par CHIP). Ce bénéfice n’a pas été
observé pour les tumeurs indifférenciées. Pour les auteurs, le traitement des métastases
microscopiques apres chirurgie de cytoréduction compléte permet d’expliquer en partie I'amélioration

de la survie sans progression aprés CHIP 4041,

Il est en effet difficile de démontrer les bénéfices de cette technique car les protocoles de CHIP et la
sélection des patientes dans les essais cliniques est hétérogene, et que de nombreux paramétres
peuvent modifier et influencer les résultats obtenus 2742 : indications (chirurgie premiére, d’intervalle,
en cas de récidive ou de patients présentant une résistance a la chimiothérapie), drogue utilisée
(paclitaxel, cisplatine, carboplatine, oxaliplatine, doxorubicine, mitomycine C, interferon-a ou
différentes combinaisons associant ces traitements), dose, température (40 - 46 °C), durée (60 - 120

421 Dans le cancer de I'ovaire, la CHIP dans une indication prophylactique, en amont de

min)
|"apparition des métastases péritonéales, n’a pas été étudiée.

Dans une étude portant sur 26 patientes présentant une récidive de cancer ovarien (12 traitées sans
CHIP et 14 traitées CHIP avec paclitaxel), Mufioz-Casares et al. 3! ont montré une meilleure survie
globale a 5 ans dans le groupe CHIP (58% vs 11%). Spiliotis et al. ont mené un essai prospectif
randomisé portant sur 120 patientes en récidive (60 patientes par groupe) ¥ et ont obtenu des
résultats comparables (survie a 3 ans : 75% vs 18%). Dans la revue Hotouras et al. (16 études - 1168
patientes en récidive), la CHIP apparait associé a une amélioration de la survie globale et sans
progression 4%,

Enfin, Landrum et al. ont montré que la survie était trés supérieure a celle habituellement observée
dans la population des patientes présentant un reliquat tumoral nul en fin de chirurgie premiere et
traitée avec une chimiothérapie IP a base de cisplatine (36% des patientes, sans lésion résiduelle :
survie sans progression médiane de 43,2 mois (95% Cl 32,5-60,4) et survie globale médiane de 110
mois (95% Cl, 60,0-161,3) 1“8, Pour Gourley et al. le bénéfice démontré de la CIP sur la survie est
indéniable 171,

D’autres études prospectives, internationales portant sur un effectif important sont nécessaires pour
quantifier avec précision l'efficacité de la CIP, pour identifier les protocoles de chimiothérapie
optimaux, ainsi que les protocoles opératoires, mais également pour définir les indications afin

d’assurer un bénéfice maximal de cette stratégie thérapeutique.
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- Thérapies ciblées
Un rapport récent provenant de la « National Academies of Sciences, Engineering, and Medicine »
américaine insiste sur I'importance de considérer davantage le cancer de I'ovaire comme un ensemble
de sous-groupes de maladies distinctes partageant des points communs mais présentant également
des originalités concernant I'origine du primitif, le patrimoine génétique, et le comportement de la
maladie 1“4, || semble aujourd’hui évident que la stratégie thérapeutique proposée a I’ensemble des
patientes sur le modeéle du traitement des carcinomes ovariens séreux de haut grade manque de
précision et qu’il convient d’identifier des sous-groupes de maladie dans le but de mettre en place des
traitements plus personnalisés.
Le bevacizumab, un anticorps monoclonal dirigé contre le VEGF (vascular endothelial growth factor),
peut étre prescrit en premiére ligne en association avec le schéma carboplatine-paclitaxel, puis en
maintenance, pour les cancers de stades IlIB a IV, ou en cas de récidive sensible ou résistante aux
platines. Cette molécule a montré un bénéfice en termes de survie sans progression dans plusieurs
essais de phase Il
La recherche de mutation des genes BRCA 1 et 2, germinale et somatique, doit maintenant étre
proposée de maniére systématique aux patientes présentant un cancer de I'ovaire, d’'une part pour
repérer les familles a risque et prévenir la survenue d’un cancer chez les proches, et d’autre part pour
discuter I'indication d’un traitement inhibiteur de PARP (poly [ADP-ribose] polymerase) dans cette
situation. D’autres thérapies ciblées sont a I’étude et ne font pas I'objet de recommandations 3%,
D’une maniere générale, un effort doit étre fourni par les équipes impliquées dans la recherche sur le
cancer de I'ovaire pour prendre en compte les différentes origines, histologies des tumeurs, car elles
ont une implication sur les mécanismes de la maladie et sur son traitement, et permettent d’améliorer

la prévention et I'information donnée aux patientes.
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B) Hypothése : les métastases péritonéales microscopiques sont une cible thérapeutique

accessible a une stratégie loco-régionale.

Bien que I'existence de métastases péritonéales microscopiques (mPM) soit souvent évoquée, en
particulier pour expliquer la survenue de récidives péritonéales, et soit la justification pour un grand
nombre d’essais clinique en particulier dans le domaine de la CHIP, trés peu de publications ont fait la
preuve de |'existence de ces lésions.

Pour affirmer I'existence des mPM, la plupart des données disponibles proviennent des études
évaluant l'intérét des biopsies péritonéales systématiques et de 'omentectomie dans les cancers
ovariens de stade précoce. La fréquence des mPM dans ces études est résumé dans le tableau 2, les
études rapportent un taux de mPM variant de 1,2% a 9,3% *°>7). Dans I'étude de Ayhan et al., il est
indiqué que la présence de métastases occultes en cas de stade précoce macroscopiquement entraine
une diminution de la survie a 5 ans (61,8% contre 88,3% en I'absence de métastases occultes). Parmi
ces patientes, le pronostic était moins bon si les métastases étaient péritonéales ou épiploiques, plutot
que ganglionnaires Y. |l n’existe pas de données permettant d’affirmer le lien entre ces mPM et la

récidive péritonéale mais il semble néanmoins pertinent de traiter ces lésions.

a. Quelle indication pour traiter |'atteinte microscopique ?

- Stade précoce : une approche prophylactique

Comme indiqué précédemment, les données provenant des stades précoces indiquent une prévalence
relativement élevée d’atteinte occulte. Dans la mesure ou la surface péritonéale est équivalente a la
surface corporelle (80% : péritoine viscéral, 20% : péritoine pariétal) *8 et que les biopsies sont
prélevées de maniere aléatoire, il est évident qu’il existe une sous-stadification pouvant justifier la
réalisation d’un traitement prophylactique sur péritoine macroscopiquement sain *, dés le diagnostic

de CEO confirmé.
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- Stades avancés : une approche locorégionale en complément de la chirurgie de cytoréduction

Il s’agit de la situation la plus fréquente. L'objectif de la chirurgie est d’assurer I'exérése de I'ensemble
des MP visibles. Présentes deés les stades précoces, il est légitime de penser que des mPM sont
présentes a la fin d’une chirurgie de cytoréduction compléte. Il existerait dans cette indication une

place pour un traitement locorégional en complément de la chirurgie.

- En cas de récidive péritonéale

90% des patientes opérées avec un résidu et 70% des patientes ayant bénéficié d’'une chirurgie
compléte présenteront une récidive dans les 18 a 24 mois qui suivent la fin de la prise en charge initial
135601 Quand une récidive isolée est diagnostiquée, la chirurgie et la chimiothérapie améliorent la survie
en comparaison avec la chimiothérapie seule en cas de tumeur résistante au platine ¢, Dans ces cas
de récidives isolées ou localisées, il existe donc une place pour la chirurgie, et au méme titre que pour
la chirurgie initiale, la probabilité qu’il existe une atteinte microscopique pourrait justifier la réalisation
d’une stratégie complémentaire. Ces interrogations sont a la base des traitements prophylactiques
proposés dans certains essais s’intéressant aux carcinoses d’origine digestive. L'essai Prophylo-Chip
est un essai de phase Ill comparant la surveillance simple (standard) a la laparotomie exploratrice avec
CHIP, chez les patients atteints d’'un cancer colorectal traités, initialement par chirurgie et

chimiothérapie adjuvante, et présentant un haut risque de développer une carcinose péritonéale

b. Comment atteindre les métastases péritonéales microscopiques ?

La chimiothérapie systémique atteint-elle les mPM ? Le taux élevé de récidive péritonéale interroge
sur |'efficacité de la chimiothérapie néo-adjuvante ou adjuvante pour traiter ces lésions. A notre
connaissance, il n’est pas connu de taille seuil a partir de laquelle les métastases péritonéales ont une
vascularisation propre qui leurs permettrait d’étre accessibles par voie générale.

Un des rationnels de la CHIP est d’accéder aux mPM par voie transpéritonéale a une concentration
plus importante, mais l'efficacité de cette stratégie pourrait étre en lien avec une meilleure
accessibilité des drogues par cette voie d’abord, en particulier pour les contingents cellulaires

tumoraux qui ne disposent pas d’une vascularisation propre.
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Les stratégies de photodiagnostic et de chirurgie guidée par la fluorescence, dont les principes
physiques sont détaillés au chapitre suivant, apportent quelques résultats qui peuvent faire I'objet de
réflexion a ce sujet.

Dans leur étude, van Dam et al. indiquent qu’ils ont pu observer un signal fluorescent leur permettant
de réaliser une chirurgie guidée par la fluorescence. Cette fluorescence permettait la détection de
lésion de moins de 0,5 millimétre et 'agent fluorescent était injecté par voie veineuse %, ce qui signifie
que les lésions de 0,5 mm sont accessibles par cette voie d’administration et dispose
vraisemblablement d’une vascularisation propre. Il n’est pas possible de conclure pour les lésions de
plus petite taille, car il est possible que leur détection soit limitée par la sensibilité des dispositifs

utilisés.

La voie intrapéritonéale (IP) permet également d’observer une fluorescence de lésion de taille
équivalente, et méme de taille inférieure selon Loning et al. %3, La voie IP a 'avantage d’assurer
I’administration tissulaire au péritoine par diffusion et également par voie systémique secondairement
au passage vasculaire transpéritonéale des drogues utilisées. Ce mécanisme de diffusion directe aux
tissus tumoraux pourrait expliquer la forte concentration tissulaire observée aprés administration IP

64 La distribution systémique des petites molécules par voie

dans des essais précliniques
intrapéritonéale serait équivalente a la voie orale ou intraveineuse %3], Ainsi, la voie IP aurait le double
avantage de shunter la vascularisation pauvre des lésions péritonéales microscopiques en augmentant
la concentration tissulaire pour ces tumeurs ?°), ce qui permettrait également d’augmenter les doses
tissulaires sans observer la mauvaise tolérance associée a une augmentation de la dose délivrée par

voie intraveineuse [,

Ces données ne permettent pas de conclure sur I'efficacité de la chimiothérapie systémique sur les
mPM, car de nombreux autres facteurs entrent en jeu (chimiosensibilité, microenvironnement, ...),
néanmoins, il est possible que les plus petites lésions puissent bénéficier d’un traitement locorégional
si elles ne sont pas accessibles par voie générale.

La Figure 1B1 montre I'existence de contingents cellulaires tumoraux mis en évidence en territoire
macroscopiquement sain sur des piéces opératoires provenant d’une chirurgie réalisée apres
chimiothérapie néoadjuvante. Ces contingents ne s’organisent pas autour d’une vascularisation
spécifique. lls sont une preuve que la chimiothérapie ne peut assurer a elle seule la stérilisation des

métastases péritonéales microscopiques.
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Figure 1B1:
Coloration HES. X 100. Chirurgie de cytoréduction compléte réalisée aprés chimiothérapie néoadjuvante. On
observe des contingents contenant moins de 50 cellules tumorales d’un carcinome ovarien séreux de haut
grade sur tissu macroscopiquement sain. Epiploon (a gauche), Péritoine (a droite).

c. Conclusion

Parmi les voies de recherche permettant I'amélioration de la prise en charge du cancer de I'ovaire et
de son pronostic, celles qui ont pour objectif le contréle de la maladie péritonéale microscopique
pourront certainement apporter un gain significatif pour les patientes, en dépassant le seuil de la
cytoréduction macroscopique. La thérapie photodynamique pourrait étre une technique pertinente
dans cette indication, d’autant plus qu’elle a déja fait la preuve de son efficacité dans d’autres

domaines.
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Nombre de patients présentant une lésion microscopique sur

Nombre de Patient  Histologie Stade tissu macroscopiquement sain
Péritoine (%) Omentum (%)
Shroff et al. % 122 CEO Stade précoce 6 (4,9%) 5 (4%)
Ayhan et al. Y 169 CEO Stade précoce 2(1,2%) 6 (3,6%)
Garcia-Soto et al. % 86 CEO Stade précoce 8(9,3%) 13 (15,1%)
Powless et al. 3! 211 CEO Stade précoce 5(2,4%) 4 (1,9%)
Lee et al. (péritoine) 54 127 CEO Stade précoce 9(7,1%) -
Lee et al. (omentum) 54 256 CEO Stade précoce - 7 (2,7%)
Total 30/715 (4,2%) 35/844 (4,1%)
Tableau 2 :

Fréquence des métastases péritonéales occultes observées sur des biopsies systématiques lors de la stadification péritonéale des CEO a un stade précoce.
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C) Thérapie photodynamique : une indication pertinente

Adapté de I'éditorial suivant publié dans la revue Photodiagnosis Photodynamic Therapy:
Azais H, Betrouni N, Mordon S, Collinet P.
Targeted approaches and innovative illumination solutions: A new era for photodynamic therapy applications in
gynecologic oncology? Photodiagnosis Photodyn Ther 2016;13:128-9.

a. Bases physiques du Photodiagnostic et de la Thérapie Photodynamique

- Photodiagnostic

Cette propriété est utilisée en chirurgie pour réaliser une cartographie Iésionnelle des tissus tumoraux
ou s’est accumulé le photosensibilisateur (PS). La détection des lésions devant faire I'objet d’une
exérese chirurgicale est donc plus précise qu’en lumiére blanche par I'amélioration du contraste entre

la lésion d’intérét et le tissu sain. Il peut alors étre réalisé une « chirurgie guidée par la fluorescence ».

Figure 1C1:
Métastases péritonéales au cours d’une ccelioscopie en lumiére blanche (a gauche), puis en lumiére bleue,
aprés administration intrapéritonéale de HAL (a droite) [¢¢,

- Thérapie photodynamique
Le concept de thérapie photodynamique antitumorale repose sur [Iactivation d’un
photosensibilisateur par une lumiéere de longueur d’onde spécifique de ce dernier.
Le PS, ou un précurseur, est administré par voie orale, intraveineuse, intrapéritonéale ou topique, et

va se concentrer dans les cellules cibles tumorales.
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Les photosensibilisateurs peuvent induire un effet photobiologique cytotoxique lorsqu’ils sont exposés
a une lumiere de longueur d’onde qui leur est spécifique. La molécule ainsi stimulée atteint un état
excité. Pour retourner a son état initial, le PS libére de I'énergie transférée a I'oxygéne du milieu et
crée ainsi des « espéces réactives de I'oxygene ». Dans son état triplet de durée de vie plus longue (10
® 3 1s en fonction de son environnement), le photosensibilisateur est un agent trés réactif pouvant
intervenir dans deux types de réaction photochimique :

- Laréaction photochimique de type | : cette réaction implique I'interaction directe du PS a Iétat

excité triplet avec les substrats biologiques se trouvant a proximité. Elle se traduit par la
formation d’espéces réactives de I'oxygéne et de radicaux libres comme le peroxyde
d’hydrogéne (H,0,), I'anion superoxyde (O’) et le radicale hydroxyle (OH), reconnus comme
de puissants oxydants d’une grande variété de biomolécules.

- La réaction photochimique de type Il : le PS a I'état triplet réagit avec I'oxygene moléculaire

(30;) conduisant a la formation d’'une espéce particulierement réactive de l'oxygéne,
I’oxygéne singulet (10,), dont la demi-vie est courte (environ 0.01- 0.004 ps). De par sa forte
réactivité I'oxygeéne singulet réagit avec un grand nombre de substrats biologiques (certaines
organelles, comme les mitochondries et le réticulum endoplasmique) provoquant des
dommages oxydatifs aboutissant a la mort cellulaire.
Les réactions de type | et de type Il peuvent se produire simultanément. Elles sont illustrées par le
diagramme de Jablonski (Figure 1C2). Cependant, la réaction de type Il apparait majoritairement en
PDT antitumorale. La cytotoxicité induite par la PDT est donc principalement le résultat de
phénomeénes d’oxydation entrainant la dégradation des acides aminés et des lipides composant les

membranes cellulaires et les mitochondries 7,

Réactions de type |

32“~~= - (Oxydo-réduction—Radicaux libres)

S1 l_§,—
) Fluorescence _ Htat triplet O, Superoxyde
1 Niveaux 4

d’énergie
Phosphorescence
*l '0, (Oxygene singulet)
Réactions de type Il
SO \ 4 (Radicaux libres)

Figure 1C2 :
Diagramme de Jablonski
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Trois mécanismes sont responsables de I'effet antitumoral de la PDT ¢

- Toxicité directe : En fonction de la localisation du PS dans la cellule (dans le cytoplasme ou
dans les organelles), la réaction peut induire la nécrose de la cellule ou son apoptose (PS a
localisation mitochondriale en particulier) ¢,

- Toxicité indirecte : La toxicité cellulaire peut provenir de l'impact de la PDT sur le

microenvironnement, en particulier sur ses effets anti-vasculaires, conduisant a la thrombose
des vaisseaux et a I'ischémie du tissu cible %7, Ces mécanismes dépendent en partie du

temps entre 'administration du PS et I'application de la lumiere.

- Réponse immunologique : La PDT peut induire une réponse immunologique en stimulant la
libération de cytokines pro-inflammatoires et le recrutement au sein de la tumeur des cellules

immunitaires antitumorales 72,

La réponse des cellules tumorales & la PDT dépend donc de multiples facteurs parmi lesquels 73!
- La spécificité du PS pour la cellule cible.
- Larégion intracellulaire ou il se localise (cytoplasme / organelles).
- Le temps entre I"'administration du PS et I'exposition lumineuse.
- La présence d’oxygene dans le milieu.
- Les parametres d’illumination.
=  Fluence
Exprimée en J/cm? (1) = 1Ws). |l s’agit de I"énergie lumineuse (en Joule) délivrée au tissu
(surface en cm?). Le Joule dépend donc de la puissance délivrée par la source lumineuse (en
Watt), et de la durée d’exposition (en seconde).
=  Puissance
Quantité d'énergie par unité de temps fournie par un systemea un autre. La puissance
correspond donc a un débit d'énergie. Une puissance s'exprime généralement en watts,
en joules par seconde.
= rradiance
Puissance d'un rayonnement électromagnétique frappant par unité de surface. Dans

le systéme international d'unités, elle s’exprime en watts par métre carré (W/m? ou W-m).
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Suite au traitement photodynamique, les cellules peuvent mourir par nécrose, apoptose ou
autophagie. En général, la voie nécrotique est induite lorsque les cellules sont exposées a de fortes
concentrations de PS associées a des doses de lumiere importantes, a |'origine de dommages
cellulaires particulierement séveres. Mais la localisation subcellulaire du PS influence également le
mode de mort cellulaire. Les espéces réactives de I'oxygéne générées au cours des réactions
photochimiques possédent une durée de vie et un rayon de diffusion limité. Les sites initiaux de
dommages sont donc étroitement liés a la localisation subcellulaire du PS. De fagon générale, un
photosensibilisateur localisé dans les mitochondries induit I'apoptose alors qu’une localisation dans
les lysosomes ou la membrane plasmique aura tendance a conduire a une mort cellulaire par nécrose
741 En revanche, il est important de noter que le noyau n’est pas un organe cible des
photosensibilisateurs ce qui, dans un contexte clinique, est d’'une importance capitale car cela évite la

formation de dommages au niveau de I’ADN qui pourraient avoir des effets carcinogénes irréversibles.

Seules les lésions accessibles a la lumiére, et peu volumineuses peuvent bénéficier d’un tel traitement,

la lumiére ne pouvant pénétrer dans le tissu & plus de 5 8 10 mm de profondeur (Figure 1C3) ">,
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Figure 1C3:
Profondeur de pénétration de la lumiére dans la peau pour différentes longueurs d'onde exprimée en
pourcentage d'énergie traversant I'épiderme et/ou le derme 78,
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La tolérance de la procédure est dépendante d’une double sélectivité : celle du PS pour la cellule-cible
d’une part, et celle de la lumiére, dont la longueur d’onde doit étre spécifique du PS a activer, et dont
|"application est dépendante des surfaces a traiter.

En jouant sur ces deux parametres, on peut obtenir en théorie une sélectivité optimale de la procédure
et améliorer ainsi la tolérance globale en controlant par l'illumination les régions ol I'on souhaite

activer la réaction photodynamique.

b. PDT intrapéritonéale en clinique humaine

L'intérét porté a cette technique, pour le traitement des carcinoses péritonéales d’origine digestive ou
ovarienne, vient de la possibilité de traiter des surfaces étendues en ciblant le tissu tumoral par la
création d’une différentielle tumeur / tissu sain dépendant de la sélectivité du PS. La PDT est un
traitement locorégional de surface, elle ne peut donc pas controler a elle seule les Iésions profondes
(adénopathies, ...) et ne peut s’envisager qu’en complément de la chirurgie pour le controle des masses
volumineuses et/ou de la chimiothérapie pour celui des Iésions secondaires a distance. La difficulté est
de définir avec précision les indications pour lesquelles son bénéfice serait maximal .

Peu d’essais ont été entrepris pour étudier la tolérance et I'efficacité de la thérapie photodynamique
pour le traitement des carcinoses péritonéales ovariennes chez la femme.

Un essai de phase | a été mis en ceuvre aux Etats-Unis "”7% au début des années 1990 dont I'objectif
était d’évaluer la tolérance de PDT utilisant le Dihematoporphyrin Ethers (DHE) chez 70 patients
présentant une carcinose péritonéale d’origine ovarienne ou une sarcomatose péritonéale. Ces
patients ne présentaient pas d’autres localisations tumorales. Le PS était injecté par voie intraveineuse
avant la chirurgie. L'objectif de la chirurgie était de reséquer toutes les lésions, ou ne laisser en place
gue des lésions non résécables de moins de 5 mm. Dans le cas contraire, le sujet était exclu de I'étude.
La procédure a été pratiquée pour 46 patients. L'illumination était assurée avec une longueur d’onde
de 630 nm. Une dosimétrie en temps réel était pratiquée nécessitant la mise en place de diodes
photosensibles dans la cavité. Plusieurs doses de PS ont été testées entre 1,5 et 2,5 mg/Kg, ainsi que
plusieurs intervalles entre administration du PS et illumination.

Une toxicité digestive initialement observée a conduit les auteurs a utiliser une longueur d’onde de
514 nm pour l'illumination des anses digestives et du mésentere.

Dans cette étude, la toxicité digestive était limitante. Ainsi, les auteurs rapportent 4 patients

présentant une fistule digestive, trois autres présentant une perforation digestive, dont un déces
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compliquant la prise en charge d’une perforation colique. Tous les patients présentant une perforation
digestive avaient été traités avec une longueur d’onde de 630 nm ou de 514 nm avec une dose
supérieure ou égale a 3,8 J/cm?. 7 patients ayant recu une dose de 10 J/cm? sur le diaphragme ont
présenté des épanchements pleuraux responsables de troubles respiratoires et justifiants un drainage
thoracique. Parmi les autres complications, les auteurs rapportent une hémorragie post-opératoire,

une nécrose pancréatique, une rupture splénique, une fistule urétérale avec urinome.

Le Porfimer sodium (Photofrin” a également été évalué dans cette indication. Il a été estimé que la
dose maximale était 2,5 mg/Kg administrée 48 heures avant la chirurgie. La dose maximale
d’illumination & une longueur d’onde de 514 nm appliquée sur I'intestin et le mésentére était 2,5 J/cm>.
Pour les autres localisations, une illumination & 630 nm était réalisée & la dose de 5 J/cm? pour
I’'estomac, 7,5 J/cm?pour le foie, la rate, le diaphragme, 10 J/cm? pour les gouttiéres pariéto-coliques,
le pelvis. Une surexposition de 15 J/cm? était pratiquée sur les zones présentant des lésions résiduelles

macroscopiques au niveau du diaphragme, des gouttiéres pariéto-coliques ou du pelvis.

Un essai de phase Il a été construit sur la base de ces observations. Les auteurs de cet essai (Université
de Pennsylvanie, USA) rapportent dans plusieurs publications leur expérience de la thérapie
photodynamique intrapéritonéale pour carcinose péritonéale et sarcomatose [62:80-861,

En 2006, Hahn et al. publient des résultats concernant I’évaluation de |'efficacité et la tolérance de la
thérapie photodynamique intrapéritonéale chez des patients présentant une carcinose ou une
sarcomatose péritonéale. Dans cette étude, une dose de Photofrin® de 2,5 mg/kg était administrée 48h
avant l'intervention chirurgicale. 100 patients ont été inclus, parmi lesquels 33 femmes traitées pour
un cancer de I'ovaire. 23 d’entre elles ont finalement bénéficiées de la procédure. 6 mois apres la PDT,
3/33 (9,1%) des femmes suivies présentaient une réponse compléte constatée par une coelioscopie ou
une minilaparotomie.

L'effet secondaire le plus fréquemment observé en post-opératoire est le « syndrome de fuite
capillaire » 9 qui se manifeste par une tachycardie, une hypotension, et la nécessité d’un remplissage
vasculaire massif (20 litres/jour) les 4 a 5 jours suivant I'intervention. Il est secondaire aux lésions
séreuses intrapéritonéales pouvant étre comparées aux lésions observées chez les grands brulés. Les
auteurs rapportent par ailleurs des durées opératoires élevées (9,8 heures en moyenne), des pertes
sanguines importantes (1450 mL en moyenne), et la nécessité de poursuivre I'intubation oro-trachéale
pendant des durées prolongées en unité de soins intensifs (8,3 jours en moyenne pour les patients

intubés plus de 24 heures) £,
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Avec un suivi médian de 51 mois, dans le groupe ovaire, la survie sans progression médiane était de
2,1 mois et la survie globale médiane de 20,1 mois. Pour les patientes ayant bénéficié de la procédure
de PDT, ces valeurs étaient respectivement 3 mois et 22 mois.

Les auteurs concluent de cette étude que les effets secondaires et complications, rapportés a I'absence
d’efficacité thérapeutique significative sont en faveur d’une fenétre thérapeutique étroite pour la PDT
intrapéritonéale médiée par le Photofrin®. Une des explications avancées par les auteurs est qu’un des
mécanismes d’action principaux de la PDT médiée par le Photofrin® est I'effet vasculaire et que ce
dernier ne serait pas optimal sur des lésions résiduelles de petite taille traitée aprées chirurgie de
cytoréduction maximale Y. Les membres de la méme équipe ont également montré que les Iésions
de taille inférieure a 5 mm étaient vascularisées et pouvaient capturer le PS, retrouvé dans des lésions
inférieures 8 1 mm 2,

On peut reprocher a ces travaux I'inhomogénéité des critéres d’inclusion. La diversité des pathologies
traitées rend difficile de conclure sur 'efficacité de la technique. Par ailleurs, les auteurs réalisent une
chirurgie laissant en place les Iésions de moins de 5 mm #2l, On sait pourtant que I'absence de lésion
résiduelle en fin de chirurgie de cytoréduction compléte est le principal facteur de diminution des
récidives péritonéales dans le cancer de I'ovaire [*2,

Les auteurs décrivent des interventions longues, et des suites post-opératoires compliquées pour

lesquelles il est difficile de savoir quelles complications sont imputables a la PDT ou a I’acte chirurgical.

c. Ciblage thérapeutique

Ces observations et la mauvaise tolérance de la PDT intrapéritonéale ont conduit les auteurs des essais
cliniques a s’interroger sur la spécificité du photosensibilisateur pour sa cible. Ainsi, il a été montré que
le ratio de concentration tissulaire moyenne entre le tissu tumoral et I'intestin pour le Photofrin® était
<2,31 81 ce qui est insuffisant pour assurer une illumination efficace et une bonne tolérance des tissus
sains. Ces données sont cohérentes avec d’autres publications concernant d’autres cancers. Le ratio
dans ces études entre la tumeur et I'intestin varie entre 1,5 et 5 pour le Photofrin® 7%, || apparait
évident que pour rendre possible une application intrapéritonéale de la PDT pour le traitement des
carcinoses péritonéales, le ciblage thérapeutique est un prérequis indispensable %%, Le récepteur au

folate (FR) fait partie des cibles pouvant permettre I'adressage spécifique de photosensibilisateur.
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D) Le récepteur au folate : Une cible spécifique des cancers épithéliaux de I’ovaire

Adapté de la publication suivante dans la revue Bulletin du Cancer :
Azais H, Moussaron A, Khodja Bach S, Bassil A, Betrouni N, Frochot C, Collinet P, Mordon S.
FRa: a target for prophylactic photodynamic therapy of ovarian peritoneal metastasis?
Bull Cancer. 2014 Dec 1;101(12):1109-1113

a. Acide Foligue

L'acide folique (folate, vitamine B9) est une vitamine hydrosoluble. Il est le précurseur métabolique
d'une coenzyme, le tétrahydrofolate, impliquée notamment dans la synthese des bases
nucléotidiques, purines et pyrimidines, constituant des acides nucléiques (ADN et ARN). A ce titre, le
folate est essentiel au métabolisme des cellules, car il est indispensable pour la synthese et la
réparation de I'ADN. Les cellules normales et tumorales sont donc dépendantes du folate, en

particulier pour les cellules a développement rapide .

Le folate est apporté par I'alimentation. Deux mécanismes permettent la capture du folate circulant
par les cellules de I'organisme :

Le RFC (Reduced Folate Carrier) est un transporteur ATP-dépendant dont I'expression est
ubiquitaire et qui assure dans les conditions physiologiques normales la capture du folate par
la plupart des cellules. Il lie le folate (sous forme réduite) avec une faible affinité et représente
le plus souvent le seul type de récepteur au folate exprimé par la cellule %92,

La famille des récepteurs au folate (FR) permet aux cellules d’internaliser I'acide folique (sous
forme oxydée) dans des vésicules d’endocytose aprés fixation a un récepteur de forte affinité
331 || existe trois isoformes de ce récepteur, a, B, y. Chacune d’entre elle & une distribution

tissulaire spécifique et une capacité différente a fixer le folate 2,

b. Récepteur au Folate a.

L'isoforme a (FRa) est une glycoprotéine transmembranaire de poids moléculaire 38-40 kDa ancrée a
la membrane des cellules par un glycosylphosphatydilinositol (GPI) 4. Son expression est hautement
limitée au pole apical des cellules épithéliales polarisées et elle n’est pas exposée au folate circulant

%51 Elle est la plus étudiée des isoformes de FR [°2),
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Le récepteur fixe le folate puis le complexe est internalisé par endocytose dans le cytoplasme de la

cellule. Le récepteur est recyclé secondairement & la surface de la cellule 3!,

c. Profil d’expression de FRa et cancer de |'ovaire

FRa est surexprimé dans environs 40 % des tumeurs solides, en particulier dans les cancers d’origine
épithéliale de I'ovaire, du sein, du rein, du poumon . 72 3 100 % des carcinomes ovariens le
surexpriment °>%%1 en particulier les carcinomes séreux °®!. Selon Crane et al., ce récepteur est
surexprimé par 81,8% des carcinomes séreux contre seulement 39,9% des carcinomes mucineux %9,
Le récepteur est absent de la majorité des tissus normaux °>%!_ || représente a ce titre une cible de
choix pour les thérapies ciblées des carcinomes ovariens, d’autant plus qu’il a été montré que le profil
d’expression du récepteur entre la Iésion primitive et les localisations secondaires (péritonéales et
ganglionnaires) est le méme. De la méme maniére, les récurrences adoptent le méme profil
d’expression que la tumeur initiale ©°,

Il a également été montré que la chimiothérapie n’avait pas d’impact sur I’expression du récepteur par
les lésions résiduelles, aprés comparaison de prélévements avant traitement et lors d’une chirurgie

d’intervalle ou de cléture 11001,

Il semble donc légitime d’envisager une thérapie ciblée utilisant ce récepteur, des les résultats d'une
biopsie initiale confirmant son expression par la tumeur, et de poursuivre cette stratégie aux

différentes étapes de la prise en charge des patientes.

L’expression de FRa pourrait également avoir un réle pronostique. Certains auteurs affirment que des
taux élevés de FRa sont associés a une agressivité tumorale plus importante et par conséquent a un
pronostic plus péjoratif 41021921 poyr d’autres auteurs, il n’existe pas d’association démontrée entre
I’expression du récepteur et la survie globale ou sans récidive, méme si le récepteur est plus exprimé
par les tumeurs de haut grades 1%, Au contraire, une expression forte de RFC est associée avec un
allongement de la survie globale et sans récidive chez les patients qui surexpriment FRa 1%,

In vitro, il semble que la surexpression du récepteur stimule la croissance cellulaire et participe a
inhiber les phénomenes d’apoptose induits par les drogues cytotoxiques. Cela pourrait participer aux
mécanismes de résistance aux produits de chimiothérapie %104 Le folate stimulerait par ailleurs la
prolifération cellulaire, la migration et I'invasion par une diminution de I'expression de la E-Cadherine

[103] Cette diminution est associée & une survie diminuée et & une augmentation des métastases 101061,

38



Henri Azais - These d’Université

Enfin, I'alimentation et les apports en folate pourraient influencer I'expression du récepteur et donc
avoir un impact sur les traitements qui I'utiliseraient comme cible, méme si leurs influences semblent
faibles 97 || convient d’étre vigilant lors de la supplémentation en folate proposée aux patients
atteints d’un cancer *%, Le folate pourrait ainsi prévenir l'initiation du cancer d’une part en tant que
cofacteur indispensable aux mécanismes de réparation de I’ADN, mais sa supplémentation pourrait

d’autre part stimuler la progression de la maladie aprés son apparition.

d. Thérapies ciblées par le folate

L’adressage de molécule a visée diagnostique ou thérapeutique utilisant le récepteur au folate FRa fait
I'objet de recherche depuis plus de 20 ans %!, La plupart des données concernant la délivrance de
molécule par I'intermédiaire du folate proviennent d’études réalisées in vitro. Les données permettant
son évaluation in vivo sont plus rares °3,

Le récepteur au folate est une des cibles les plus prometteuses pour le développement de thérapies

[109-112] pouyr Sudimack et al., le folate posséde une forte affinité pour

ciblées pour le cancer de I'ovaire
le récepteur lorsqu’il est lié de maniere covalente a la molécule transportée par son groupe y-carboxyl.
Il rassemble de nombreuses qualités requises pour une molécule d’adressage, en particulier sa
sélectivité démontrée 3, La petite taille de la molécule permettrait de conférer au conjugué de
meilleurs propriétés pharmacocinétiques, et réduirait son immunogénicité, permettant alors des
administrations répétées. Il est facilement disponible et peu onéreux. La conjugaison de composés
chimiques avec cette molécule est relativement simple. L’adressage vers un récepteur de haute affinité
avec une expression faible en tissu normal et par conséquent une forte spécificité en raison d’un fort
différentiel d’expression entre les tissus sains et la cible est possible. L'incorporation du composé se
fait par endocytose ce qui peut faciliter I'administration cytosolique de I'agent . Enfin, il existe une
large distribution du récepteur dans différents types de tumeurs, ce qui permet d’envisager d’autres
champs d’application avec en particulier dans le domaine de la gynécologie, le cancer de 'endomeétre
[91].

Il existe donc de nombreuses applications prometteuses a visée diagnostique ou thérapeutique pour
les cancers épithéliaux non mucineux. Pour étre efficaces, ces stratégies imposent une connaissance
de I'expression du récepteur par le tissu cible %,

Il est possible d'adresser des produits de chimiothérapie 1371 ou radiothérapie sous la forme de
nanoparticules adressées par folate. In vitro et in vivo, dans un modéle animal de carcinose péritonéale

(modele de souris NuNu avec inoculation de cellules issues de lignées de carcinomes ovariens
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humains), il a été montré que ces molécules étaient plus efficaces que les produits seuls sans adressage
par folate 6],

Si le récepteur n’est pas utilisé pour l'internalisation de molécule d’intérét, il peut étre inhibé par
I"administration d’un anticorps monoclonal humanisé de haute affinité, MORAb-003 ou Farletuzumab
(1091 Son administration inhibe in vitro la croissance cellulaire dépendante de la présence du récepteur
au folate 7! et active une réaction immunitaire & médiation cellulaire ou médiée par le complément

contre les cellules exprimant FRa (18],

e. Conclusion.

Le développement d’un photosensibilisateur de nouvelle génération ciblant les cellules de carcinose
péritonéale ovarienne par l'intermédiaire du récepteur au folate a, nous permet d’envisager le
traitement de ces lésions par thérapie photodynamique ciblée. Nous souhaitons proposer une
stratégie innovante complémentaire de la chirurgie, permettant la destruction prophylactique des
|ésions microscopiques. Nous pensons ainsi réduire le volume tumoral résiduel en fin d’intervention,

et par conséquent la fréquence des récidives péritonéales.
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E) Un candidat médicament : Photosensibilisateur couplé a I’acide folique

a. Définition

Le photosensibilisateur (PS) est une molécule endogéne ou exogene ayant la propriété de réagir lors
de I'exposition a une lumiere de longueur d’onde spécifique en émettant une fluorescence utile pour
ses propriétés diagnostiques, ou en interagissant avec I'oxygene du milieu pour produire des espéces
réactives de l'oxygéne cytotoxiques produisant un effet photobiologique attendu en thérapie

photodynamique. En 2002, Konan et al. définissent les critéres du photosensibilisateur idéal 1% :

- Composé pur et facile a synthétiser

- Faible toxicité a I'obscurité et photosensibilisation cutanée limitée

- Bonne sélectivité tumorale

- Clairance rapide

- Rendement quantique en oxygene singulet élevé

- Forte absorption entre 620 et 800 nm (fenétre thérapeutique) afin de permettre une
pénétration tissulaire optimale

- Solubilité en milieu aqueux afin de faciliter I'administration systémique

b. Intérét du couplage au folate en thérapie photodynamique

Il existe dans la littérature plusieurs PS utilisant un adressage par le folate. La tétraphénylporphyrine
couplée au folate (PS1) que nous utilisons a été décrite pour la premiére fois par Schneider et al. en
2005 2%, D’autres PS ont été couplés au folate, en particulier des chlorines 1217123 Ces couplages ont
permis de montrer une meilleure sélectivité du PS pour la cible, une meilleure solubilité et une
diminution de la cytotoxicité sur les tissus sains, mais également une amélioration de I'activité
photodynamique de la molécule. L’acide folique posséde de nombreuses qualités pour assurer
I’adressage de molécule et permettre le développement d’une thérapie photodynamique ciblée 24,
et le nombre de publications croissant sur le sujet est un bon indicateur de I'intérét qui lui est porté

(Figure 1E1).
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Figure 1E1:
Nombre de publication relatives a Acide Folique et PDT [124]

c. Photosensibilisateur 1 - PS1

La molécule étudiée est une synthese originale réalisée par I'équipe du docteur Céline Frochot
(Laboratoire de Réactions et Génie des Procédés, UMR 7274 CNRS - Université de Lorraine). L’objectif
de cette synthése est d’associer les propriétés de photosensibilisateur de la porphyrine a une molécule

d’adressage (folate) ciblant le récepteur au folate FRa avec une forte affinité.

Nous disposons d’un photosensibilisateur de nouvelle génération, la tétraphénylporphyrine qui a été
couplée au folate sur son groupe y-carboxyl par lintermédiaire d'un bras espaceur de
polyéthyleneglycol (PEG). L'objectif de cette synthese est d’associer les propriétés de
photosensibilisateur de la porphyrine a une molécule d’adressage (folate) ciblant le récepteur au folate
FRa avec une forte affinité. Les formules moléculaires de I'acide folique, de la tétraphénylporphyrine
(5-(4-carboxyphenyl)—10,15,20-triphenylporphyrin) (TPP) et du couple tétraphénylporphyrine-folate
(N-{2-[2-(2-aminoethoxy)ethoxy]ethyl}folicacid}-4-carboxyphenylporphyrin) (PS1) sont représentées
par la figure 1E2.
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Massemol: 658 g/mol Masse mol : 1211 g/mol
Figure 1E2 :

Formule moléculaire de I'acide folique, de la tétraphénylporphyrine monocarboxylique et du conjugué
tétraphénylporphyrine monocarboxylique-PEG-folate.
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La figure 1E3 illustre les spectres d’excitation (absorption) et d’émission (fluorescence) du composé

PS1 dans I’éthanol.

A excitation = 414 nm

1 /
Folate
— TPP
—— TPP - PEG - Fol
260 460 660
Longueur d’onde (nm)
A émission = 647 nm
3000000
2500000 - Folate A, = 283 nm
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A.U. 1500000 ——TPP Ay, = 283 Nm
1000000 ——TPP - PEG = Fol A, = 414 nm
500000 - =——TPP Ag =283 nm
0 &-¥ s ;
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Longueur d’onde (nm)

Figure 1E3:
Spectres d’absorption (en haut) / fluorescence (en bas) de la tétraphénylporphyrine monocarboxylique (TPP)
et du composé TPP - PEG - Fol (PS1) dans I’éthanol.

d. Photosensibilisateur 2 - PS2

Cette molécule est également une synthése originale réalisée par I'équipe du docteur Céline Frochot
(Laboratoire de Réactions et Génie des Procédés, UMR 7274 CNRS - Université de Lorraine). Nous
I’avons utilisé pour les derniéres expérimentations présentées dans ce document. Comme indiqué en
Avant-Propos, cette molécule doit faire I'objet d’'un dép6t de brevet, raison pour laquelle sa formule

chimique ne sera pas détaillée ici. La longueur d’onde d’excitation pour ce composé est 668 nm.
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PARTIE 2

Expérimentation et données précliniques
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A) Lignées cellulaires et modéle animal de carcinose péritonéale

a. Lignées cellulaires

- Carcinome ovarien de rat : Lignée cellulaire NuTu-19
La lignée cellulaire NuTu-19 est une lignée d’adénocarcinome ovarien syngénique de rat permettant
le développement de tumeur ovarienne chez un rat immunocompétent %] Les cellules sont
conservées dans |'azote liquide (5.10° cellules par cryotube) puis cultivées dans du DMEM (Gibco - Life
Technologies™) supplémenté avec 10% de sérum de veau foetal décomplémenté, et 1% de mélange
pénicilline / streptomycine et 1% de Glutamax. Les cellules sont incubées dans des conditions
standardisées (CO, 5%, humidité 100%, 37°C). Lorsque les cellules sont a confluence, elles sont
trypsinisées afin de lever I'adhérence et permettre leur recueil (solution trypsine 0,25%, Gibco - Life
Technologies™), lavées au PBS (Dulbecco’s phosphate buffered saline, Gibco - Life Technologies™) et
comptées apres test d’exclusion au bleu trypan pour évaluer la viabilité. Selon les cas, les cellules ont
été repiquées pour test d’incorporation du photosensibilisateur in vitro, préparées pour étude en
immunohistochimie, ou injectées sous forme de suspension cellulaire dans du PBS par voie

intrapéritonéale aux différents rats afin d’obtenir un modele de carcinose péritonéale.

- Carcinome ovarien humain : Lignées OVCAR-3, SKOV-3, IGROV-1
Ces lignées nous ont été fournies par I’équipe du Professeur Bettina Couderc (Institut Claudius Regaud
- Toulouse). La culture de ces lignées est réalisée dans les mémes conditions que décrites
précédemment dans un milieu de culture différent (RPMI supplémenté avec 10% de sérum de veau
foetal décomplémenté, et 1% de mélange pénicilline / streptomycine). Pour les travaux sur le PS2, les
lignées tumorales ovariennes SKOV-3 et OVCAR-3 ont été achetées aupres de I’American Type Culture

Collection (ATCC) par I’équipe du Docteur Nadira Delhem (IBL) qui nous a fourni ces lignées.

- Insulinome de souris : Lignée TGP52
Cette lignée provient de I'équipe des Professeurs Frangois Pattou et Julie Kerr-Conte (Unité Inserm
U859 - Biothérapies du diabéte - Faculté de médecine - P6le Recherche - CHRU de Lille). La culture
cellulaire est réalisée dans les mémes conditions en utilisant du DMEM (Gibco - Life Technologies™)
supplémenté avec 10% de sérum de veau feetal décomplémenté, et 1% de mélange pénicilline /

streptomycine.
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b. Modéle animal de carcinose péritonéale

Nous utilisons un modéle validé de carcinose péritonéale [*%°!. Les rats femelles Fisher F344 ont été
obtenues auprés du fournisseur Harlan®. Les animaux sont hébergés a I'animalerie du Département
Hospitalo-Universitaire de Recherche Expérimentale (DHURE - Université de médecine P6le Recherche
- CHRU de Lille). L’alimentation (SAFE™) et I'eau sont fournies ad libitum.

Le modele de carcinose était obtenu par inoculation intrapéritonéale d’une suspension cellulaire de
NuTu-19 dans du PBS (20.10° cellules par rat). Les rats ont été surveillés régulierement jusqu’au
développement d’une ascite témoignant de I’évolution tumorale, ou jusqu’a la réalisation d’une
ccelioscopie exploratrice destinée a confirmer la présence de lésions de carcinose péritonéale (Figure

2A1).

05/06/201 8%+
13:54:02 . 2
AT

Figure 2A1 :
Vue coelioscopique : carcinose péritonéale. Modeéle animal Fisher / NuTu-19
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B) Validation du modele animal pour I’évaluation d’un photosensibilisateur couplé au folate

Adapté de la publication dans la revue International Journal of Gynecological Cancer:
Azais H, Queniat G, Bonner C, Kerdraon O, Tardivel M, Jetpisbayeva G, Frochot C, Betrouni N, Collinet P, Mordon S.
Fischer 344 Rat: A Preclinical Model for Epithelial Ovarian Cancer Folate-Targeted Therapy.
Int J Gynecol Cancer. 2015 Sep;25(7):1194-200

I nous a semblé indispensable, avant de commencer ce travail sur les propriétés des
photosensibilisateurs couplés au folate, de valider I'expression du récepteur au folate par les lignées

cellulaires utilisées pour I'obtention de la carcinose péritonéale in vivo et in vitro.

a. Etude sur modeéle cellulaire : Matériel et Méthode

- Mise en évidence de I'expression de FRa par les cellules NuTu-19

Immunocytofluorescence (Cytospin®)

Pour la réalisation des lames de Cytospin®, nous avons réalisé un comptage cellulaire sur lame de
THOMA apres test d’exclusion au bleu trypan permettant d’obtenir une suspension cellulaire a une
concentration de 9.10* cellules par mL de PBS. Nous avons disposé 1 mL de cette suspension pour
chaque plaque dans le dispositif Cytospin® permettant d’appliquer les cellules sur les lames par
centrifugation a 750 tours par minute pendant 4 minutes. Apres controle de la densité cellulaire sur
lame au microscope, nous avons laissé sécher les lames pendant 24 heures a température ambiante.
Le dépbt cellulaire est ensuite contouré au Dakopen® (Dako SA, Trappes, France). Sur les dépbts, nous
avons déposé de I'éthanol 80% pendant 15 minutes a 4°C afin de fixer les cellules. Les lames sont
ensuite lavées au PBS pendant 30 minutes avant I'application de PBS tween 20 1% pendant 5 minutes
a température ambiante. Aprés un nouveau lavage au PBS pendant 5 minutes, I'anticorps primaire
(Anticorps anti FR: FR (FL-257)" 1/200¢, Santa Cruz Biotechnology™) est déposé pendant toute une
nuit a 4°C. Une lame contréle avec dép6t de PBS seul a été réalisée. Apres lavage, I'anticorps
secondaire (Alexa Fluor® 488 Dye, donkey anti-rabbit, Life Technologies™ 1/300°) est appliqué sur
toutes les lames pendant une heure a température ambiante. Les lames sont enfin montées en
immunomount + DAPI (Vectashield mounting medium for fluorescence with DAPI, Vector
Laboratories™) et lamelles aprés un dernier lavage et sont observées au microscope a fluorescence

aprées un délai de 30 minutes.
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Immunocytofluorescence

Le produit d’'une flasque de culture de cellules NuTu-19 a confluence a été trypsinisé, lavé au PBS, puis
centrifugé afin d’obtenir un culot cellulaire sec. Nous avons ajouté 100uL de thrombine puis 100uL de
fibrinogéne permettant ainsi I’'obtention d’un bloc de cellules. Ce bloc de cellules est ensuite fixé dans
du paraformaldéhyde 4% durant 24 heures. Les blocs cellulaires sont ensuite inclus en paraffine
(Laboratoire d’histologie du Professeur Claude-Alain Maurage - Pole Recherche - CHRU de Lille). Les
lames obtenues sont déparaffinées et réhydratées sous hotte par bains de xylene puis d’éthanol en
concentration décroissante puis disposées dans un tampon citrate a pH 6 et chauffées pendant 9
minutes a 650 watts au four a micro-ondes. Aprées lavage au PBS, le dépd6t des anticorps est réalisé de
la méme maniére que décrit précédemment pour les lames de Cytospin®.

Les anticorps primaires utilisés sont :

Anticorps polyclonal anti-FR : FR (FL-257)°, Santa Cruz Biotechnology™. 1/200¢.

Anticorps polyclonal anti-FRa : ABIN502107° Antibodies-online™. 1/200¢.

- Incorporation du photosensibilisateur in vitro
Nous avons testé I'incorporation du photosensibilisateur adressé par folate dans les différentes lignées
cellulaires. L'incorporation par la lignée d’intérét NuTu-19 est comparée aux lignées de carcinomes
ovariens humains (SKOV-3, OVCAR-3, IGROV-1) utilisées comme témoin positif car il est connu que ces
lignées expriment FRa [1*61261 | e témoin négatif choisi est la lignée d’insulinome de souris TGP52 pour

lequel le statut d’expression pour FRa est inconnu et supposé négatif.

Nous avons repris le protocole décrit par Schneider et al. 129, 10° cellules ont été mises en culture dans
une flasque de 25 cm? dans leur milieu habituel pendant 72 heures (2 groupes pour chaque lignée
cellulaire). Pour chacune des lignées, le milieu de culture d’un groupe a été changé pour un milieu
standard, et le milieu de I'autre groupe pour un milieu de culture enrichi en TPP-PEG-Fol (PS1)
(concentration 10 Mol.L?). Les cellules ont été ensuite protégées de la lumiére et incubées pendant
24 heures.

Les cellules des différents groupes sont ensuite récupérées selon la technique habituelle et les culots
cellulaires inclus en paraffine. Les lames sont examinées en microscopie confocale afin de mettre en
évidence la fluorescence induite par le photosensibilisateur. Un marquage de FRa a été réalisé dans le

méme temps.

49



Henri Azais - These d’Université

Les lames ont été examinées sur un microscope confocale inversé Zeiss LSM 710 (Carl Zeiss™, Jena,
Germany). Le logiciel ZEN 2010 (Zeiss Efficient Navigation, Carl Zeiss™, Jena, Germany) a permis
I’acquisition des images. Pour permettre la mise en évidence de la fluorescence spécifique de TPP-PEG-
Fol, il est nécessaire d’exciter la molécule a la longueur d’'onde maximale d’absorption (bande de Soret)

Aex (405 nm) et de récupérer le signal émis a une longueur d’onde Aem (650 Nm).

b. Etude sur modeéle cellulaire : Résultats

- Lalignée cellulaire NuTu-19 exprime le récepteur membranaire FRa.

Les techniques d’immunocytofluorescence ont permis de mettre en évidence |'expression du
récepteur FRa par les cellules de la lignée NuTu-19. Le marquage spécifique a été observé au niveau
cytoplasmique avec un renforcement membranaire et obtenu de la méme maniere en utilisant
I’anticorps spécifique des récepteurs au folate (Santa Cruz Biotechnology™) d’une part, et 'anticorps
spécifique de I'isoforme a (Antibodies Online™) du récepteur (figure 2B1).

Le marquage était de meilleure qualité lors de la lecture des lames « cytospin » en raison d’un
marquage non spécifique de la paraffine responsable d’un bruit de fond sur les lames préparées a

partir des blocs cellulaires inclus en paraffine.

Figure 2B1 :
Expression de FRa par la lignée NuTu-19 en immunocytofluorescence
Marquage bleu : noyau cellulaire (DAPI)
Marquage vert : Récepteur au folate (Alexa Fluor® 488 Dye)
a. « Cytospin ». Anticorps anti FR : FR (FL-257)°, Santa Cruz Biotechnology™.
b. Immunocytofluorescence aprés inclusion d’un culot cellulaire en paraffine. Anticorps ABIN502107°
Antibodies-online™ spécifique de I'isoforme FRa.
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- Le photosensibilisateur PS1 est incorporé dans les cellules exprimant FRa in vitro.
Nous avons pu mettre en évidence l'incorporation du photosensibilisateur in vitro. Un signal
intracellulaire a été mis en évidence dans le cytoplasme des cellules cultivées en présence du conjugué
PS1, et n’a pas été observé dans celui des cellules cultivées dans un milieu standard (figure 2B2). Le
protocole défini en microscopie confocale est donc pertinent. Le marquage du photosensibilisateur,
lorsqu’il est observé, apparait sous forme ponctiforme rouge cytoplasmique, correspondant
vraisemblablement aux vésicules d’endocytose. Cette image est absente des cellules mises en culture

en milieu standard.

Nous avons observé que I'expression cellulaire de FRa était inconstante d’une cellule a I'autre. Le DAPI
qui marque le noyau (intercalant de I’ADN) est excité a la méme longueur d’onde que la porphyrine et
a un spectre de fluorescence large et il est donc présent a la méme longueur d’'onde d’émission (Aem =
650 nm).

Nous avons donc observé (figure 2B2) :

IGROV-1: - Absence d’incorporation du PS.

- Marquage FRa de faible intensité.

OVCAR-3: - Incorporation du PS en faible quantité.

- Marquage FRa de tres faible intensité.

SKOV-3: - Incorporation du PS en quantité moyenne (marquage périphérique diffus).

- Marquage FRa de forte intensité.

NuTu-19: - Incorporation du PS en forte quantité (vésicule cytoplasmique).

- Marquage FRa d’intensité moyenne.

TGP 52 : - Incorporation du PS en tres forte quantité (vésicule cytoplasmique).

- Marquage FRa d’intensité moyenne.
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Ac anti-FR

IGROV-1

OVCAR-3

Figure 2B2 :
Incorporation cellulaire de TPP (milieu standard ou enrichie en TPP-PEG-Fol)
Marquage bleu : Noyau cellulaire (DAPI)
Marquage rouge : Tétraphénylporphyrine monocarboxylique
Marquage vert : Récepteur au folate (Alexa Fluor® 488 Dye)
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c. Etude sur modele animal : Matériel et Méthode

- Protocole de prélévement tissulaire

Les 18 rats Fisher F344 ont été répartis en 3 groupes de rats :

Groupe 1 (Rats 1 a 6) : Témoin (aucun PS n’a été injecté).

Groupe 2 (Rats A a F) : injection de tétraphénylporphyrine monocarboxylique (TPP).
Groupe 3 (Rats M a R) : injection du conjugué TPP-PEG-fol (PS1).

30 a 40 jours aprés l'inoculation intrapéritonéale de NuTu-19, il a été administré par voie
intrapéritonéale aux rats des groupes 2 et 3 la molécule d’intérét (TPP seule pour le groupe 2 et TPP-
PEG-fol pour le groupe 3) a la dose de 3.10° mol/Kg.

Les animaux étaient disposés a I'abri de la lumiére pendant une durée de 4 heures, comme décrit par
Gravier et al.'?!, avant d’étre anesthésiés a I'isoflurane. Nous avons réalisé ensuite une exploration
minutieuse de la cavité péritonéale des animaux a la recherche de lésion de carcinose péritonéale. Les
rats étaient ensuite sacrifiés par déplétion sanguine (section de I'aorte). Les prélévements tissulaires
ont été réalisés rapidement afin d’éviter la dénaturation des protéines et acides nucléiques.

Les prélevements destinés aux études d’histologie étaient disposés dans une solution de formol a I’abri

de la lumiére pendant 24 heures avant d’étre placés dans de I’éthanol a 70% puis inclus en paraffine.

- Cartographie de I’expression de FRa par le modéle animal

Immunohistochimie

Nous avons déterminé I'expression tissulaire de FRa dans chaque tissu par immunohistochimie sur
trois animaux. Les tissus prélevés comme décrit précédemment ont été inclus en paraffine. Un rat de
chaque groupe a été utilisé pour I’étude en immunohistochimie de I’expression tissulaire de FRa.

Les deux anticorps (Santa Cruz Biotechnology™ et Antibodies-online™) ont été mis au point sur des
lames de carcinomes ovariens séreux de haut grade humain avant d’étre testés sur les lames de rat.
L’anticorps Santa Cruz Biotechnology™ a été choisi car il donnait les meilleurs résultats.

Les lames ont été déparaffinées puis préparées selon le protocole décrit brievement ci-dessous :

- Prétraitement (restauration antigénique) par tampon EDTA pH8 a 98°C pendant 90 min.

- Ringage puis bloquage des péroxydases : H,0, 3% pendant 15 min.

- Blocage des biotines endogénes par avidine (10 min) puis biotine pour saturer |'avidine.
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- Blocage des sites non spécifiques : Diluant Ventona 20% pendant 30 min.

- Application de I'anticorps primaire 1/1000° : FR (FL-257)°, Santa Cruz Biotechnology™ pendant 60
min.

- Lavage avec du tampon TBS tween 10 min.

- Application de I'anticorps secondaire anti-lapin biotinylé.

- Lavage avec du tampon TBS tween 10 min.

- Application de peroxidase conjuguée a la streptavidine.

- Lavage avec du tampon TBS tween 10 min.

- Révélation par DAB (diaminobasidine).

Les lames ont été examinées sur un microscope inversé Eclipse Ti (Nikon®).

Toutes les lames ont été relues par un anatomopathologiste senior.

Microscopie confocale

Nous avons voulu mettre en évidence ['existence d'une fluorescence induite par le
photosensibilisateur en microscopie confocale au niveau tissulaire. Pour cela, nous avons déparaffiné
chacune des lames comme décrit précédemment. Les lames étaient montées en DAPI (Vectashield
mounting medium for fluorescence with DAPI, Vector Laboratories™) et lamelle afin de visualiser les
noyaux cellulaires. Pour chaque organe étudié, une lame était montée en milieu de montage seul
(Shandon Immuno-Mount™, Thermo Scientific™) afin d’identifier I’émission d’autofluorescence par le
tissu.

La préparation des lames a été réalisée a I’abri de la lumieére.

Les lames étudiées :

Groupe 1 : Rat 5.

Groupe 3 : Rat M + Rat O.

Les lames ont été examinées sur un microscope confocale inversé Zeiss LSM 710 (Carl Zeiss™, Jena,
Germany). Les objectifs 10x et 40x ont été utilisés pour les acquisitions standards et les mosaiques ont
été réalisées avec un objectif 10x. Le logiciel ZEN 2010 (Zeiss Efficient Navigation, Carl Zeiss™, Jena,
Germany) a permis I'acquisition des images. La longueur d’onde d’excitation Aex: = 405 nm a été utilisé
initialement puis nous avons complété I'étude des lames par une excitation Aexx = 561 nm dans
I'objectif d’exciter la bande Qlll de la tétraphénylporphyrine monocarboxylique pour diminuer
I'autofluorescence parasite. Le signal émis était récupéré a une longueur d’onde Aem = 650 nm (Figure

2).
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d. Etude sur modéle animal : Résultats

Nous détaillons ici les résultats correspondant a la mise en évidence de FRa en immunohistochimie et
a l'incorporation tissulaire du photosensibilisateur en microscopie confocale pour chacun des organes

étudiés.

Ovaire (figure 2B3)

L'épithélium de surface de I'ovaire exprime FRa en immunohistochimie. Ces populations cellulaires
incorporent le photosensibilisateur, ce qui se traduit par une fluorescence d’intensité plus forte a 650
nm apres injection du conjugué TPP-PEG-Fol en microscopie confocale. L’excitation a une longueur
d’onde de 531 nm diminue en partie les phénomenes d’autofluorescence. Il existe une bonne
corrélation entre le marquage FRa brun et I'émission d’une fluorescence spécifique rouge
correspondant a la présence de porphyrine (Images C, D et E). A plus fort grossissement (40x), on
observe au niveau cellulaire I'accumulation d’un signal spécifique cytoplasmique vésiculaire rouge
correspondant a l'internalisation du conjugué TPP-PEG-Fol (Image G) en comparaison avec le tissu
ovarien témoin (Image F). Les structures discoides fluorescentes en rose correspondent aux hématies
qui émettent un signal a cette longueur d’onde (autofluorescence).

Il existe donc une incorporation du photosensibilisateur par le parenchyme ovarien sain.
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G

Figure 2B3 : Ovaire
A : Immunomarquage FRa ; 4x. B : Majoration de la fluorescence observée au niveau de I'ovaire aprés
injection (B bas) par rapport au tissu ovarien en I'absence d’injection du PS (B haut). 10x. Mosaique.
C: Coloration H&E. 20x. D : L’épithélium de surface exprime FRa (fleches). E : Fluorescence spécifique en
microscopie confocale. 20x. G : Signal spécifique cytoplasmique rouge au sein du parenchyme aprés injection
du conjugué TTP-fol. Absence du signal émis par le tissu du groupe témoin ; 40x (F).
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Foie (figure 2B4)

Il existe un marquage brun d’intensité modérée, diffus, au sein du parenchyme hépatique (Image B;
10x, Image D; 40x). Ce marquage semble intéresser I'endothélium des capillaires sinusoides du
parenchyme hépatique. Le cytoplasme des cellules hépatiques fluoresce lorsqu’il est excité a la
longueur d’onde d’intérét (autofluorescence). Aprés injection du PS, on observe néanmoins
I'apparition d’un signal spécifique cytoplasmique vésiculaire rouge absent du groupe contréle
correspondant a l'internalisation du PS par les hépatocytes (les hématies, qui fluorescent également,
ont une répartition extracellulaire et sont de diametre supérieur ce qui permet de les différencier).

Il existe donc une incorporation du photosensibilisateur par le parenchyme hépatique sain.

Péritoine (figure 2B5)

Nous n’avons pas mis en évidence d’expression de FRa au niveau du péritoine (Image B), ni de

fluorescence spécifique induite par la présence du photosensibilisateur (Images C, D).

Rein (figure 2B6)

Nous n’avons pas observé de marquage spécifique au niveau du parenchyme rénal (figure 8B). En
microscopie confocale, nous n’avons pas retrouvé le marquage cytoplasmique spécifique dans le
groupe 3 apres injection du conjugué TPP-PEG-Fol. Il existe une forte autofluorescence tissulaire
observée sur les lames du groupe témoin (Images C et E), au méme titre que sur les lames du groupe

3 (Images D et F).

Gréle (figure 2B7)

Nous n’avons pas observé de marquage correspondant a une expression du récepteur FRa par les
cellules de l'intestin gréle (Image B) en dehors de rares ilots cellulaires situés au sein de I'arbre
vasculaire des villosités (Image C). Ces ilots cellulaires correspondent vraisemblablement aux rares
cellules qui internalisent le conjugué TPP-PEG-Fol aprés son injection (Image E). Néanmoins, on peut
considérer qu’en microscopie, cette incorporation tissulaire du photosensibilisateur est négligeable,

ce qui est bien mis en évidence par I'image F.
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Figure 2B4 : Foie
A : Parenchyme hépatique. Coloration H&E. 10x. B : Parenchyme hépatique. Marquage FRa. 10x.
C : Parenchyme hépatique. Coloration H&E. 20x. D : Parenchyme hépatique. Marquage FRa diffus le long des
travées hépatocytaires. 20x.
F : Signal spécifique cytoplasmique rouge au sein du parenchyme apreés injection du conjugué TTP-fol. 40x.
E: Absence du signal émis par le tissu du groupe témoin. 40x. Les hématies apparaissent sous la forme de
structures ovales qui fluorescent en rouge dans les espaces intercellulaires.
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Figure 2B5 : Péritoine
A : Péritoine. Coloration H&E. 20x. B : Péritoine. Absence de marquage FRa. 20x.
Absence d’internalisation du photosensibilisateur TPP-PEG-Fol apreés injection en microscopie confocale a
faible (C : 10x ; mosaique) et fort grossissement (D bas : 40x) par rapport au tissu témoin (D haut : 40x).
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Figure 2B6 : Rein

A : Parenchyme rénal. Coloration H&E. 20x. B : Parenchyme rénal. Absence de marquage FRa. 20x.
Absence de marquage spécifique mis en évidence en microscopie confocale apreés injection du conjugué TPP-
PEG-Fol (D : 10x ; F : 40x) par rapport au tissu du groupe témoin (C : 10x ; E : 40x). Il existe une forte
autofluorescence tissulaire.
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Figure 2B7 : Intestin gréle
A : Intestin gréle. Coloration H&E. 20x. B : Intestin gréle. Absence de marquage FRa. 20x.
Quelques cellules de I'arbre vasculaire de la villosité semblent exprimer FRa (C : 40x) ce qui explique
I'existence de signal spécifique en microscopie au sein de cellules isolées aprés injection du conjugué TPP-
PEG-Fol (E: 40x), absent du groupe témoin (D : 40x). Les hématies apparaissent sous la forme de structures
discoides roses. Sur un grossissement moins important, I'incorporation du photosensibilisateur n’est pas
responsable d’une fluorescence significative au niveau tissulaire (F : 10x ; mosaique).
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Colon (figure 2B8)

Nous n’avons pas retrouvé d’expression de FRa au niveau du colon (Image B), et aucune fluorescence

spécifique induite par la présence du photosensibilisateur (Images C et E).

Tissu tumoral (figure 2B9)

La nature tumorale de tous les tissus prélevés lors de I'examen macroscopique pour le dosage tissulaire
et pour la réalisation des lames d’histologie a été vérifiée par un anatomopathologiste senior.
L'iconographie proposée en figure 2B9 montre |'existence de tissu tumoral au niveau des nodules
prélevés sur I'animal lors de I'examen macroscopique (Images A et B). L'étude des lames en
immunohistochimie n’a pas permis de mettre en évidence un marquage intense pour FRa au niveau
des différents prélevements. L'expression du récepteur apparait hétérogéne avec une intensité de
marquage le plus souvent faible (Image E). Il existe néanmoins des contingents cellulaires présentant
un marquage plus franc (Image F - fleches).

Nous ne disposons pas pour les tissus tumoraux de témoin négatif en I'absence de développement
d’une carcinose péritonéale dans les groupes 2 et 3. Néanmoins, 'examen des lames par microscopie
confocale a révélé I'existence d’une fluorescence spécifique également hétérogene dans les différents

tissus examinés (Images C et E).
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Figure 2B8 : Colon
10A : Colon. Coloration H&E. 20x. 10B : Colon. Absence de marquage FRa. 20x.
Absence d’internalisation du photosensibilisateur TPP-PEG-Fol apreés injection en microscopie confocale a
faible (10C : 10x ; mosaique) et fort grossissement (10E : 40x) par rapport au tissu témoin (10D : 40x).
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Figure 2B9 : Tissu tumoral
A: Tumeur sous-cutanée au site d’injection de la suspension cellulaire de NuTu-19 en coloration H&E.
Infiltration du tissu musculaire par la tumeur. 20x. B : Lésion de carcinose péritonéale diaphragmatique avec
foyer de nécrose central en coloration H&E. 20x. D : Tissu tumoral. Faible marquage FRa. 20x.
F : Contingent cellulaire tumoral présentant un marquage plus intense pour FRa (fleches). 20x.
En microscopie confocale, I'intensité du signal au niveau tissulaire est hétérogene (C : 10x, mosaique. E :
40x).
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e. Conclusion

Nos résultats indiquent que le modele syngénique de rat femelle Fisher F344 développant une
carcinose péritonéale suite a I'inoculation d’une lignée de carcinome ovarien de rat (NuTu-19) permet
I’étude in vivo des thérapies ciblées utilisant un adressage par FRa dans le cadre du traitement des
cancers ovariens a un stade avancé.

En effet, nous montrons ici que la lignée NuTu-19 exprime le récepteur FRa, ce qui n’était pas décrit
dans la littérature, et qu’elle permet le développement de |ésions tumorales exprimant FRa et captant
une molécule adressée par folate avec une bonne spécificité par rapport au tissu sain. Ces résultats
sont encourageants et nous invitent a évaluer l'efficacité du photosensibilisateur de nouvelle

génération TPP-PEG-Fol (PS1) pour le traitement en PDT des Iésions de carcinose péritonéale.

- Au niveau cellulaire.
Nous avons mis en évidence I'expression de FRa par la lignée cellulaire NuTu-19, ce qui était un
prérequis essentiel pour valider le modéle animal avant un projet de développement d’une technique
de thérapie ciblée utilisant cette cible. Nous avons constaté que l'intensité du marquage était plus
forte ou équivalente a celle observée pour les lignées humaines (SKOV-3, OVCAR-3, IGROV-1) lors de
I’étude de I'incorporation du PS par les cellules in vitro. Nous pensons donc, qu’au méme titre que ces
lignées habituellement utilisées dans la littérature (126126 |3 lignée NuTu-19 peut servir de modéle lors

de I'évaluation de molécule conjuguée au folate in vitro.

Lincorporation cellulaire du photosensibilisateur in vitro nous a permis de valider la capacité des
cellules a internaliser la molécule lorsqu’elle était présente dans le milieu de culture. Il n’a pas été
possible de réaliser la procédure avec un milieu enrichie en tétraphénylporphyrine monocarboxylique
non conjuguée au folate (non disponible), ce qui aurait permis, en I'absence d’internalisation, de
valider I'existence d’un mécanisme d’internalisation dépendant spécifiquement de la présence de FRa.
La nature des images observées, et la mise en évidence du PS sous la forme de vésicules fortement
fluorescentes correspond a I'internalisation par endocytose décrite dans la littérature 1929495,

Ces observations nous ont par ailleurs permis de mettre au point et de confirmer I'efficacité des
parameétres de microscopie confocale pour évaluer l'internalisation de la porphyrine au niveau

cellulaire et tissulaire.
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- Au niveau tissulaire.

Il est montré que les carcinomes ovariens, en particulier séreux, surexpriment FRa ®>°! chez ’homme.
Il est attendu que l'isoforme a de la famille des récepteurs au folate soit exprimée par les cellules
épithéliales dans les tissus sains °>*?7], en particulier au niveau des poumons, de la thyroide et du rein
[128] ‘e|le assure alors la recapture du folate dans les urines au niveau du tubule proximal *2%3%, A notre
connaissance, seul Parker et al. donnent une information sur I'expression de FRa par le rat (rat
Sprague—Dawley). Les organes abdominaux testés par cette équipe sont le foie, I'intestin, le rein et la
rate. Les auteurs décrivent une trées faible expression de FRa au niveau du foie et de l'intestin, tandis
que le rein exprime le récepteur °°. Nos résultats sont discordants puisqu’en immunohistochimie,
nous n’avons retrouvé qu’un marquage faible pour FRa sur les coupes des reins, tandis qu’un
marquage diffus d’intensité modérée a été mis en évidence au niveau du parenchyme hépatique. I|
nous semble qu’il n’y a pas d’expression de FRa par le colon, le gréle, ni par le péritoine.

Certains contingents cellulaires du parenchyme ovarien semblent exprimer le récepteur au folate, en
particulier I'épithélium de surface de I'ovaire. O’Shannessy et al. ont récemment précisé la nature de
I’expression de FRa par les organes du tractus génital féminin. Il semble que I'ovaire normal n’exprime
pas FRa chez la femme, mais que des kystes séreux corticaux ainsi que I'épithélium tubaire normal
expriment le récepteur. Pour les auteurs, cela renforce I’hypothése de I'origine tubaire des cancers
ovariens et suggere que l'expression de FRa par les carcinomes ovariens provient davantage de
I’origine des clones tumoraux qui exprimaient déja le récepteur, ce qui leur conféreraient un avantage
de prolifération, plutét qu’une expression aberrante secondaire a leur transformation tumorale %,
Nous avons prélevé les tissus envahis par la carcinose lors de 'examen macroscopique. Nous avons
retrouvé au sein de ces tissus des foyers de cellules exprimant le récepteur au folate, ce qui est
parfaitement cohérent avec les données de la littérature qui sont nombreuses a affirmer I'expression
de FRa par carcinomes ovariens [6291.95-97,99,100128] ' mais également avec notre observation de la lignée

cellulaire NuTu-19 in vitro.
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C) Etude de la spécificité du photosensibilisateur pour les Iésions de carcinose

Adapté de la publication dans la revue Photodiagnosis Photodynamic Therapy:
Azais H, Schmitt C, Tardivel M, Kerdraon O, Stallivieri A, Frochot C, Betrouni N, Collinet P, Mordon S.
Assessment of the specificity of a new folate-targeted photosensitizer for peritoneal metastasis of epithelial ovarian cancer
to enable intraperitoneal photodynamic therapy. A preclinical study. Photodiagnosis Photodyn Ther 2016;13:130-8.

a. Matériel et méthode

- Protocole de préléevement tissulaire
Les préléevements tissulaires destinés a étudier la spécificité de PS1 proviennent des mémes rats que
ceux décrits dans le protocole précédent. Pour cette raison, nous ne détaillons pas ici le protocole
d’obtention du modéle animal et d’administration du PS. Les 18 rats Fisher F344 ont été répartis en 3
groupes de rats :

- Groupe 1 (Rats 1 a 6) : Témoin (aucun PS n’a été injecté).

- Groupe 2 (Rats A a F) : injection de tétraphénylporphyrine monocarboxylique (TPP).

- Groupe 3 (Rats M a R) : injection du conjugué TPP-PEG-fol (PS1).
Pour chacun des rats, il a été prélevé des échantillons de foie, rein, colon, gréle, ovaire, péritoine sain,
tissu tumoral lorsqu’il était retrouvé. Les prélévements destinés au dosage tissulaire de PS1 ont été
plongés immédiatement dans I'azote liquide, aprés avoir été disposés dans une feuille d’aluminium,

puis conservés a -80°C.

Un nouveau dosage a été réalisé lors d’'une seconde évaluation menée sur trois animaux selon le méme
protocole que le groupe 3 : Prélevement 4 heures apres I'administration intrapéritonéale de PS1 a la

dose de 2 mg/Kg.

- Dosage tissulaire de tétraphénylporphyrine monocarboxylique

Dosage réalisé par Sylvie Simonin et le Docteur Caroline Schmitt
Centre Francais des Porphyries
Hopital Louis Mourier (Colombes, AP-HP)

50 mg de tissu ont été repris et coupés finement dans 500 L de solution de NaCl a 0,9%, puis lysés par

trois sonifications de douze secondes (sonificateur BIOBLOCK).
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Le lysat tissulaire a ensuite été dilué au demi dans la solution de NaCl a 0,9%. Le dosage des protéines
et des porphyrines TPP et TPP-PEG-Fol a été effectué sur ce lysat dilué au demi.

La concentration totale en protéine a été déterminée par dosage par la méthode du bleu de Coomassie
(Protein Assay, BioRad Laboratories).

Pour I'extraction des porphyrines, le lysat est dilué au 1/10° dans un mélange méthanol / acide
perchloriqgue 1IN (V: V). Cette solution a été bien vortexée puis placée dans la glace pendant dix
minutes afin de précipiter les protéines. Elle a ensuite été centrifugée pendant 10 min a 4000 rpm
(centrifugeuse HETTICH Rotanta). Le surnageant a été repris dans une cuve pour lecture de la
fluorescence (spectrofluorimétre VARIAN Cary Eclipse).

Les longueurs d’onde maximales d’excitation et d’émission ont été déterminées dans le mélange
méthanol / acide perchlorique 1N (V : V), respectivement a 410 et 600 nm pour la protoporphyrine,
438 et 672 nm pour la tétraphénylporphyrine monocarboxylique et le conjugué TPP-PEG-fol.

Le spectrofluorimetre a été étalonné avec des solutions de protoporphyrine, tétraphénylporphyrine
monocarboxylique et conjugué TPP-PEG-Fol dans le mélange.

Aprés lecture de la fluorescence aux longueurs d’onde caractéristiques, les taux de porphyrine (TPP et

TPP-PEG-fol) sont calculés de la maniére suivante :

Etalon
x Fdx 10 x
Fet Prot.

Etalon en nmol / L

Fet : valeur de fluorescence de I’étalon
Fd : valeur de fluorescence du dosage
10 : dilution au 1/10°

Prot. : taux de protéines en mg/ mL

- Analyse statistique
La comparaison non paramétrique pour chaque paire avec la méthode de Wilcoxon a été utilisée pour
I’analyse statistique avec le logiciel IMP® pro 10.0.0 (SAS).

Une valeur de p < 0,05 était considérée comme statistiquement significative.
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b. Résultats

- Dosage tissulaire de tétraphénylporphyrine monocarboxylique
Pour le groupe témoin (groupel), en I'absence de carcinose péritonéale, nous avons réalisé le dosage
de la TPP sur tissu tumoral a partir de préléevements provenant de six rats d’un projet antérieur. Les
préléevements ont été réalisés dans les mémes conditions et les échantillons ont été conservés a - 80

degrés.

Le dosage tissulaire de la tétraphénylporphyrine monocarboxylique, exprimé en nanomoles par
gramme de protéine (nmol / g prot.), nous a permis d’avoir une évaluation chiffrée et objective de
I'internalisation du PS dans les tissus, quatre heures aprés son administration par voie intrapéritonéale

(tableaux 3 et 5 / figure 2C1).
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Tetraphenylporphyrin (nmol / g prot)

Peritoneum Kidney Smallintestine Colon Liver Ovary Tumour

Figure 2C1:
Tétraphénylporphyrine monocarboxylique (nmol / g prot.). Valeurs moyennes pour chaque organe dans les
différents groupes (Groupe 1 : Témoin, pas d’injection de PS. Groupe 2 : injection de TPP / Porph. Groupe
3 : injection du conjugué TPP-PEG-Fol / Porph-s-FA : PS1).

Le faible nombre de sujet traité et I'absence de distribution modale des valeurs nous a conduit a utilisé
la comparaison non paramétrique pour chaque paire avec la méthode de Wilcoxon. Le tableau 4

rapporte les résultats de la comparaison des dosages entre les différents groupes pour chaque organe.
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Il n’a pas été mis en évidence de différence significative pour le rein entre les différents groupes. Le

rein n’a donc pas capté le photosensibilisateur, qu’il soit ou non conjugué au folate.

Le taux de TPP est plus élevé entre le groupe 3 et le groupe 1 pour le foie, le gréle, le colon, le péritoine
et I'ovaire, le PS a été capté par ces organes lorsqu’il était conjugué au folate. Pour établir le réle du
couplage avec le folate sur 'amélioration de I'incorporation du photosensibilisateur, il faut montrer
une différence entre les groupes 2 (TPP) et 3 (TPP-PEG-Fol). Une différence statistiquement
significative entre le taux de TPP mesuré dans les groupes 2 et 3 n’a été établie que pour le foie. Pour
I'ovaire, la valeur de p mesurée (0,0651) est la plus proche de 0,05 parmi les différents organes ce qui
montre une tendance qui aurait certainement conduit a une différence sur une population plus
nombreuse. On peut noter ici que le rat M a une valeur pour l'ovaire de 3,2 nanomoles par gramme
de protéine, ce qui est beaucoup plus faible que les autres valeurs observées pour I'ovaire dans ce
groupe. Ce dosage est certainement responsable de I'absence de significativité statistique observée.
Néanmoins, en dehors du foie, il n’y a pas de différence du taux de TPP dans les organes entre les
groupes 1 et 2 ce qui signifie qu’il n’y a pas d’augmentation franche du taux de PS dans ces tissus
lorsqu’il est administré seul en comparaison avec les tissus témoins.

Dans le foie, il semble que la tétraphénylporphyrine monocarboxylique injectée seule ait été capté par
le parenchyme. Il est possible que le foie soit une voie de métabolisation et d’élimination de la
molécule.

Pour deux rats (rats M et O) qui ont développé des lIésions de carcinose péritonéale, nous avons pu
réaliser le dosage de TPP. Il est observé une élévation du taux de TPP dans ces tissus sans qu’une
différence statistiquement significative ait été mise en évidence en raison du trées faible nombre de
sujet. En particulier, 'examen du rat O a révélé I'existence de lésions des coupoles diaphragmatiques
(49 nmol / g prot.) et de I’épiploon (282 nmol / g prot.) qui semblent capter fortement le PS. Le rat M
présentait une tumeur sous-cutanée au site d’injection (11,4 nmol / g de prot.) et des nodules
péritonéaux (6,8nmol / g prot.). Ces valeurs sont plus faibles que celles observées sur les lésions du rat
O, il existe néanmoins une forte augmentation du taux de TPP dans ces tissus par rapport au tissu

tumoral en I'absence d’injection du conjugué TPP-PEG-Fol (moyenne : 0,19 +/- 0,09 nmol / g prot.).
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Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3

Péritoine 0,37 +/- 0,20 4,17 +/- 6,51 2,82 +/-1,91

Rein 0,80 +/- 0,00 0,70 +/- 0,27 1,03 +/- 0,72

Gréle 0,53 +/-0,08 2,15 +/-2,37 1,82 +/-1,00

Colon 0,48 +/-0,17 3,57 +/-5,15 3,27 +/- 2,97

Foie 0,40 +/- 0,00 1,77 +/-1,48 10,25 +/- 5,69
Ovaire 0,17 +/- 0,06 10,90 +/- 13,87 35,30 +/- 31,52
Tumeurs 0,19 +/- 0,09 - 87,30 +/- 131,17

Tableau 3:
Tétraphénylporphyrine monocarboxylique (nmol / g prot.). Moyenne +/- ET

1-2 2-3 1-3

Rein 0,6539 0,5129 0,5993
Foie 0,0489* 0,0200 * 0,0028 *
Gréle 1 0,9362 0,0090 *
Colon 0,3760 0,8099 0,0062 *
Péritoine 1 0,5725 0,0100 *
Ovaire 0,2785 0,0651 0,0275 *
Carcinose - - 0,0587

Tableau 4 :
Comparaison du dosage tissulaire du photosensibilisateur entre les différents groupes (valeurs de p)
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Rein Foie Gréle Colon Péritoine Ovaire Tumeur Tumeur 2
1 0,8 0,4 0,4 0,3 0,3 - 0,2 -
2 0,8 0,4 0,6 0,6 0,5 0,2 0,1 -
3 0,8 0,4 0,5 0,7 0,2 - 0,1 -
4 0,8 0,4 0,5 0,3 0,7 0,2 0,3 -
5 0,8 0,4 0,6 0,4 0,3 0,1 0,1 -
6 0,8 0,4 0,6 0,6 0,2 - 0,3 -
A 0,4 0,3 0,2 0,1 0,1 0,1 - -
B 0,5 0,5 0,1 0,1 0,1 0,2 - -
Cc 1 3,1 2,6 1,6 16,9 12,4 - -
D 1 2,7 3,9 3,8 4,2 34,7 - -
E 0,5 0,5 0,3 2,1 0,1 0,2 - -
F 0,8 3,5 5,8 13,7 3,6 17,8 - -
M 0,6 13,6 1,3 2,3 2,3 3,2 11,4 6,8
N 2,5 9 3,6 7,7 1,9 22 - -
(0] 0,7 1,1 0,6 1,1 2,1 19,4 282 49
P 0,8 7,1 2 0,7 0,5 19,6 - -
Q 0,8 16,7 1,6 1,5 5,1 86 - -
R 0,8 14 1,8 6,3 5 61,6 - -
Tableau 5:

Tétraphénylporphyrine monocarboxylique (nmol / g prot.). Détail.

Lors d’une nouvelle série de prélevement portant sur 3 rats, nous avons confirmé la spécificité du PS1

pour les lésions de carcinose péritonéale dans les mémes conditions (PS1 2 mg/Kg, prélévements et

dosage du PS selon un protocole identique). La figure 2C2 représente le dosage tissulaire (tissular

sampling) de PS1 au niveau des lésions de carcinose, du foie et du péritoine sain. Les résultats sont

normalisés par rapport au péritoine sain. Il existe un taux de PS1 significativement plus élevé au niveau

des nodules tumoraux qu’au niveau du foie ou du péritoine.
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Figure 2C2 :

Dosage tissulaire de PS1 et mesure de fluorescence en spectrofluorimétrie concernant le tissue tumoral, le
foie, le péritoine sain. 4 heures aprés I'administration de PS1 a la dose de 2 mg/Kg.

c. Discussion

Nous avons mis en évidence en immunohistochimie et lors de la lecture des lames en microscopie
confocale une bonne spécificité entre les tissus exprimant FRa et leur capacité a internaliser le
photosensibilisateur, ce qui confirme I'efficacité de I'adressage par folate permettant I'internalisation
du PS par la cellule via le récepteur FRa 19394108],

Les dosages tissulaires de tétraphénylporphyrine monocarboxylique sont cohérents avec le profil
d’expression observé pour FRa. L'incorporation du photosensibilisateur par le tissu tumoral, I'ovaire,
et le foie, est vraisemblable si on s’intéresse aux données détaillées des dosages, bien que la
significativité statistique n’ait pu étre obtenue compte tenu du faible effectif des groupes et en
particulier de la difficulté rencontrée pour obtenir une carcinose péritonéale dans les différents
groupes. La figure 2C1 est démonstrative. Le tissu tumoral est le tissu qui capte le photosensibilisateur
en plus grande quantité ce qui est I'objectif attendu pour la réalisation de la thérapie photodynamique

et cela représente une amélioration déterminante en comparaison avec les profils de répartition de la

protoporphyrine IX (PPIX) observée lors de travaux antérieurs (figure 2C3 — données non publiées).

Quatre heures aprés l'injection d’héxaminolévulinate (HAL), une élévation du taux de PPIX tissulaire
avait alors été mesurée au sein des nodules tumoraux, mais également dans d’autres organes de la
cavité abdominale, en particulier I'intestin et le foie dans une proportion plus importante.
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Figure 2C3:
Dosage tissulaire de protoporphyrine IX sans injection (Témoin ; n=9) et 4 heures apreés injection de HAL
(n=9). Laurie Guyon et Justine Figurelli. Données non publiées.
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D)} Evaluation in vivo et in vitro de I'efficacité de fluorescence de PS1 et PS2

Les photosensibilisateurs ont la propriété d’interagir avec I'oxygéne du milieu et d’induire une réaction
cytotoxique. La plupart ont également la propriété d’émettre des photons lorsqu’ils sont excités. C’'est
le phénomene de fluorescence. Cette propriété est utilisée pour rendre possible un geste chirurgical
guidée par la fluorescence.

Bien que nous souhaitions développer davantage la thérapie photodynamique pour le traitement des
carcinoses péritonéales, nous avons voulu mettre en évidence la capacité des photosensibilisateurs
PS1 et PS2 a émettre un signal fluorescent in vitro et in vivo. En effet, plusieurs applications cliniques
directes pourraient étre envisagées, en particulier le diagnostic des lésions péritonéales, lors d’une
ccelioscopie exploratrice préthérapeutique, ou pour faire le bilan de la maladie résiduelle en fin de
chirurgie de cytoréduction, avant d’envisager un traitement complémentaire par thérapie

photodynamique intrapéritonéale.

a. Matériel et Méthode

- Cultures cellulaires
Le protocole de culture cellulaire de la lignée NuTu-19 a été décrit précedemment. Les lignées
tumorales ovariennes SKOV-3 et OVCAR-3 ont été achetées auprés de I’American Type Culture
Collection (ATCC). Les SKOV-3 ont été mises en culture dans 50% DMEM (4,5 g/L D-Glucose, L-
Glutamine ; Gibco®) et 50% F-12 (Ham’s F-12 Nutrient Mix, Gibco®), les OVCAR-3 ont été mises en
culture dans du RPMI-1640 contenant du L-Glutamine 2mM 1%, 0,02 mM de sodium-pyruvate, 100
U/mL de pénicilline, 100 ug/mL de streptomycine et 10% de sérum de veau foetal décomplémenté

(Gibco®).

Pour chaque lignée, 10° cellules sont mises en culture dans un flacon de culture de 25 cm? pendant 24
heures dans le milieu de culture habituel. A I'abri de la lumiére, un milieu enrichi en PS a une
concentration de 10®° mol/L est préparé : Pour 100 mL de milieu enrichi (volume nécessaire pour un
flacon de 25 cm? : environ 10 mL), on dissout 1,21 mg de PS1 ou 1,09 mg de PS2 (en fonction du PS
étudié) dans 100 pL de DMSO. La quantité de DMSO peut étre augmentée si nécessaire (max 500 pL).

La préparation est diluée avec le milieu de culture pour obtenir 100 mL de milieu enrichi.
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Le milieu de culture des cellules est remplacé par le milieu enrichi. Les cellules sont incubées avec le
milieu pendant 24 heures a I'abri de la lumiere. A I'issue des 24 heures d’incubation, on rince les

cultures a deux reprises au PBS avant de procéder a la mesure de fluorescence.

- Modéle animal de carcinose péritonéale

Le modele animal utilisé ici est celui décrit dans la premiéere partie de ce document. Les mesures de
fluorescence in vivo sont réalisées 4 heures apres I’'administration du photosensibilisateur (PS1 ou PS2)
aladose de 2 mg/Kg ou 4 mg/Kg par voie intrapéritonéale. Le protocole de détection est mis en ceuvre
immédiatement aprés une anesthésie a l'isoflurane.
Deux méthodes de détection de la fluorescence ont été mises en ceuvre :

- Par voie coelioscopique pour visualiser la fluorescence émise par les Iésions de

carcinose (photodiagnostic).
- Par spectrofluorimétrie : Une large laparotomie permet d’appliquer la fibre de

détection sur les régions d’intérét afin de recueillir I'émission de fluorescence.

- Photodiagnostic

Nous utilisons le matériel de ccelioscopie Olympus® (EVIS EXERA IlI), présentant une fonction PDD
(photodiagnostic). L'optique de ccelioscopie utilisé est un cystoscope Olympus® de 4 mm présentant
un angle de vue de 30°.

La fonction PDD a été élaborée par Olympus® pour le diagnostic de tumeurs de vessie non visibles en
lumiére blanche (carcinomes in situ, dysplasies, petites tumeurs focales). L’administration d’un
précurseur de la protoporphyrine IX (PplX), I'acide 5-aminolévulinique (5-ALA) et plus récemment
I’hexyl-aminolévulinate (HAL, Hexvix®), permet de visualiser de fagon spécifique les lésions vésicales
qui apparaissent fluorescentes (rouge) en lumiere bleue.

La source lumineuse est une source Xénon. Un premier systéme de filtre permet une excitation
lumineuse bleue entre 380 et 440 nm. Un second filtre jaune permet d’accentuer le contraste entre la
lumiere bleue et la fluorescence rouge émise entre 625 et 655 nm, sachant que ce filtre permet
I’observation optimale d’une fluorescence émise autour de 640 nm. La fluorescence rouge émise par
la PpIX étant trop faible par rapport a la lumiére bleue, ce filtre jaune a été mis en place au niveau de
la caméra afin d’accentuer le contraste entre le bleu et le rouge et de permettre une bonne

visualisation des lésions.
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Figure 2D1:
Systeme de PDD Olympus® (EVIS EXERA II).

La fonction PDD du systéme Olympus® n’ayant jamais été testée avec notre photosensibilisateur, nous
avons échelonné les concentrations de PS1 injectées afin d’identifier la dose permettant la détection
du produit. 11 animaux ont été nécessaires pour cette procédure. Nous avons injecté a 9 de nos
animaux en intra péritonéal, 2 mg/Kg, 4 mg/Kg, 8 mg/Kg, 20 mg/Kg et 40 mg/Kg de PS1. 3 animaux
témoins n’ont pas recu l'injection de PS1 mais une injection intrapéritonéale de sérum physiologique.
Quatre heures apres l'injection intra-péritonéale, une anesthésie générale est réalisée par inhalation
continue d’Isoflurane (concentration variant de 1,5 a 3%). Une open ccelioscopie était réalisée sur la
ligne médiane, a hauteur des plis des pattes arrieres de I'animal permettant I'introduction d’un trocart
de 5mm. Une bourse est réalisée au Vicryl® 2.0 afin de maintenir I'étanchéité autour du trocart.
L'insufflation était mise en place sur le robinet de ce trocart avec un débit de 0,2 L/min de CO2
permettant d’obtenir un pneumopéritoine constant de 3 mmHg.

L'introduction d’un ccelioscope de 5 mm a travers ce trocart permet d’explorer la cavité péritonéale,
d’abord en lumiére blanche puis en lumiére bleue.

La méme procédure a été réalisée pour évaluer la faisabilité de la PDD avec le PS2 sur 3 rats apres

administration du PS par voie intrapéritonéale a la dose de 4 mg/Kg.
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- Spectrofluorimétrie
La spectrofluorimétrie étudie I'’émission de fluorescence par le photosensibilisateur apres son
excitation par une source lumineuse et permet la mesure d’'un spectre d’émission de fluorescence.
L'intensité de la fluorescence émise a une longueur d’onde donnée est directement corrélée au

rendement quantique de fluorescence de la molécule.

Dans notre étude, nous avons utilisé une source LASER émettant a 405 nm et une source Xénon filtrée
a 510 nm (Bande Passante : 20 nm avec filtre interférentiel) : nous avons en effet observé que le signal
de fluorescence du PS1 activé a 405 nm était tres faible et noyé dans la fluorescence des porphyrines
endogenes. Pour cette raison, nous avons utilisé pour I'excitation du PS1 une lumiére verte a 510 nm.
A l'inverse, nous avons gardé pour le PS2 une source d’excitation a 405 nm qui permettait d’obtenir
les meilleurs résultats.

Les Sources LASER sont reliées a des fibres optiques simples et des fibres de type bundle. Le bundle

est un systéme associant 2 fibres dans une gaine (émettrice et une réceptrice).

Les 2 fibres optiques sont a la fois raccordées au LASER et au capteur de fluorescence (Spectrométre
OceanOptics® USB 2000). Le spectre de fluorescence est analysé par le Logiciel OceanOptics® Ocean

View. La figure 2D2 illustre le montage du systeme.

Figure 2D2 :
Montage : Logiciel OceanOptics® Ocean View. Spectrométre OceanOptics®. Source Xénon Filtré.

78



Henri Azais - These d’Université

- Mesure de la fluorescence in vitro

La caractérisation spectrométrique des photosensibilisateurs a été réalisée in vitro sur une suspension
cellulaire de NuTu-19. Un premier cable optique (27 fibres) a été connecté a la source LASER et un
second cable (10 fibres) au spectrofluorimetre. Le capteur a été disposé au contact au contact du tube
Eppendorf® qui contient la suspension de la solution et la fluorescence a été mesurée & travers
I’épaisseur du plastique.

La puissance de la source LASER (405 nm) et de la source Xénon filtrée ont été fixées a 4,5 mW a
I'extrémité du cable optique et le temps d’intégration du spectrofluorimetre a été fixé a 500 ms,
chaque mesure étant la moyenne de 10 spectres.

Les mémes mesures ont été réalisées sur des cellules cultivées sans PS afin de démontrer que la
fluorescence observée est celle du PS. La mesure étalon a été faite sur un tube Eppendorf® contenant

uniquement du PS dilué. La longueur d’onde d’excitation a 405 nm.

405 nm
LASER

Cptical
Fibers
Bundle

—| Spectrometer | - ~ - Usé

Computer

Sample 2

Emission
—_

+

Excitation

Figure 2D3 :
Montage du dispositif de mesure de fluorescence in vitro par spectrofluorimétrie

Figure 2D4 :
Détection de la fluorescence in vitro a 405 nm
79



Henri Azais - These d’Université

- Traitement des spectres in vitro

Avant les mesures, un spectre « dark » (sans source lumineuse) est enregistré et soustrait au spectre
de fluorescence. Les spectres de référence (milieu de culture sans cellules ni photosensibilisateur) sont
également enregistrés et soustraits aux mesures. Aprés avoir soustrait ces spectres, chaque spectre
est soumis a un algorithme de suppression de la ligne de base a I'aide du logiciel Matlab® (Mathworks)
dans le but de retirer les derniers signaux indésirables (dus au rétroéclairage et a I'autofluorescence
des tissus). Le spectre représenté correspond a la moyenne de trois spectres mesurés dans les mémes
conditions expérimentales.

Les amplitudes de chaque spectre sont normalisées a I'aide du logiciel Excel® (version 2015.11.2) afin
d’obtenir un index de fluorescence mesuré en unité arbitraire (U.A.), ce qui permet de comparer de
maniére quantitative les index de fluorescence des différents tissus analysés (mesures in vivo). Les
amplitudes sont normalisées a partir du tissu sain de référence que I'on définit comme étant le
péritoine sain, car nous partons du postulat qu’il n’émet aucune fluorescence en comparaison aux

|ésions de carcinose péritonéale.

Mesure de la fluorescence in vivo

Les mesures ont été réalisées sur des rats femelles Fischer F344 auxquelles une carcinose péritonéale
a été obtenue a l'aide d’une lignée cellulaire Nu-Tu 19. Quatre heures apres l'injection, le rat est
endormi et une laparotomie est pratiquée afin de d’accéder a ses organes abdominaux. Des mesures
de fluorescence au contact de différents organes, tissus sains et tumoraux sont ensuite réalisées.

La premiére entrée a 27 fibres du bundle (bleue sur le schéma ci-dessous) a été raccordée a la source
LASER et la seconde (en rouge) au spectrometre. La puissance d’excitation en sortie de bundle a été
fixée a 2,4mW, le temps d’intégration du spectrométre a 100 ms pour le PS2 et 5 s pour le PS1 et

chaque mesure est le résultat d’une moyenne sur 10 spectres.
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Figure 2D5 :
Montage du dispositif de mesure de fluorescence in vivo par spectrofluorimétrie
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Figure 2D6 :
Application du bundle sur le tissu cible

- Traitement des spectres obtenus in vivo de PS1

Aprés avoir récolté les spectres de fluorescence sur divers sites in vivo, il est nécessaire de traiter ces
derniers afin d’en extraire I'information souhaitée, a savoir une grandeur physique représentative de
la concentration de PS dans les tissus d’intérét.

Plusieurs étapes sont nécessaires pour arriver a un résultat exploitable, notamment a cause du rapport
signal sur bruit trés faible d0 a I'autofluorescence des tissus, a un effet de rétrodiffusion, au bruit de
capteur ou tout simplement au manque de précision de I'opérateur (PS1). Pour I’étude de PS2 in vivo,
la seule étape de traitement des spectres consistait en la normalisation de ces derniers par rapport a

leur valeur maximale de fluorescence.
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- Processus exhaustif de traitement de spectres fortement bruités (cas de PS1)
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Figure 2D7 :
Spectre type mesuré lors des expérimentations (PS1).

Le pic aux alentours de 500 nm représente la rétrodiffusion de la source lumineuse. Les longueurs d’ondes
d’émission connues du PS utilisé se trouvent entre 635 et 730 nm, ces valeurs définissent les bornes de notre
bande d’intérét. Notons la présence d’un artéfact a 629 nm, présent sur tous les spectres, méme a
I'obscurité, indiquant sans doute un défaut du capteur.

O Suppression de la ligne de base :
Notre signal d’intérét (PS1), situé entre 635 et 730 nm, est confondu dans la rétrodiffusion de la source
d’excitation qui couvre une bonne partie du spectre mesuré. Il s’agit en quelque sorte d’un bruit de
fond, appelé ligne de base, dont il faut s’affranchir afin d’extraire I'intensité lumineuse uniquement
issue du PS. Pour ce faire, un algorithme d’estimation de cette ligne de base (sous la forme d’un
polyndme d’ordre 3). Cet algorithme a été exécuté pour chaque spectre afin d’obtenir une ligne de

base par point de mesure.
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Figure 2D8 :
En haut : Spectre mesuré représenté avec sa ligne de base estimée.
En bas : Signal d’intérét (aprés soustraction de la ligne de base).
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0 Débruitage :

Afin d’augmenter I'efficacité des techniques qui vont suivre, le signal d’intérét a été lissé par un filtre.
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Figure 2D9 :
Signal d’intérét (bleu) et lissé (rouge)

On peut constater ici que le signal lissé ne prend pas totalement en compte le pic de fluorescence aux
alentours de 710 nm. En effet, le filtre informatique utilisé est concu de maniere a éviter les
changements brusques dans l'allure du spectre traité (caractéristique principale du bruit), ce qui
permet de reconstruire le signal de fluorescence originel, qui suit une évolution relativement souple
en fonction de la longueur d’onde.

Le fait d’ignorer une partie de I'intensité de fluorescence a 710 nm peut se justifier de plusieurs facons :
(i) la forme attendue du spectre de fluorescence présente, certes, un second a environ 710 nm mais
qui est beaucoup plus petit que celui a 650 nm, (ii) I'allure de ce pic sur les spectres mesurés est bien
trop « abrupte » pour pouvoir étre corrélé a la fluorescence du PS et (iii) la présence de ce pic sur les
spectres mesurés sur tissu sain (qui ne présente pas le premier a 650 nm) semble indiquer une

contribution de fluorescence plutét induite par un fluorophore endogéne que pas le PS étudié.

0 Estimation du mélange gaussien
L'idée est de considérer le spectre lissé comme un mélange de plusieurs gaussiennes. L’hypothese la
plus forte étant que le signal de fluorescence du PS est ici vu comme étant gaussien. Cette hypothése
est tres largement utilisée dans le traitement de spectres de fluorescence. Un algorithme itératif est

utilisé afin de reconstruire au mieux le signal étudié a partir d’'un mélange de 3. L’algorithme retourne
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les longueurs d’ondes autours desquelles sont centrées les gaussiennes, leur amplitude ainsi que leur

écart-type.
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Figure 2D10 :
Gaussiennes estimées et leur somme par rapport au signal d’intérét et au spectre initial

b. Résultats

Les milieux enrichis en PS émettent une fluorescence détectable en spectrofluorimétrie correspondant

a la présence du PS (Figures 2D11 et 2D12)

Figure 2D11:
Mesure in vitro sur deux lots différents de PS1 et sur tube vide (témoin)
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Figure 2D12:
Spectres de fluorescence du milieu de culture enrichie en PS2 (excitation a 405 nm)

- Mesure de la fluorescence émise par PS1 in vitro
L’émission de fluorescence par les cellules cultivées en présence de photosensibilisateur puis rincées
confirme la capacité des cellules exprimant le récepteur au folate a internaliser une molécule
fluorescente adressée par I'acide folique. Le spectre présenté ci-dessous montre I'émission par les
cellules d’un signal spécifique comparable a celui de la solution de PS seule (témoin positif). Aucun
signal spécifique n’a été observé lors des mesures pratiquées sur les suspensions des cellules cultivées

dans un milieu de culture normal.
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Figure 2D13:
Spectres de fluorescence obtenus a partir des mesures réalisées sur la solution de PS1 (TPP-PEG-FOL), les
suspensions de cellules cultivées en présence (NuTu + TPP-PEG-FOL) ou non (NuTu) de PS1.
Les spectres sont normalisés par rapport au témoin négatif (NuTu).
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- Mesure de la fluorescence émise par PS1 in vivo

D’une maniere générale, il faut ici noter que la fluorescence du PS1 a été tres difficile a mesurer in
vivo. Les résultats présentés ici correspondent aux mesures réalisées dans les cas de signal détectable
(la détection était possible chez certains rats). Dans ce cas, les mesures réalisées in vivo vont dans le
méme sens que le dosage tissulaire de PS1. Elles mettent en évidence I'émission d’un signal spécifique
par les lésions de carcinose péritonéale. Les spectres présentés dans la figure 2D14 sont normalisés
par rapport au signal du péritoine sain. Les mesures ont été répétées a trois reprises sur chaque site
et le spectre présenté sur la figure est la moyenne des mesures. L'intensité de fluorescence émise par
les lésions de carcinose est supérieure a celle observée au niveau du foie et du péritoine.

Néanmoins, il faut ici noter qu’avec le matériel disponible (Olympus) et aprés injection
intrapéritonéale du PS1 a la dose de 2 mg/Kg, aucune fluorescence spécifique n’a pu étre mise en

évidence en photodiagnostic.
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Figure 2D14 :
Spectres de fluorescence mesurés au niveau du foie, du péritoine et des lésions tumorales normalisés sur le
péritoine sain. Mesures sur un rat. PS administrée par voie intrapéritonéale. 2 mg/Kg. (PS1)
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Figure 2D15 :

Exemples de spectre observé in vivo en fonction des sites d’application du bundle. Mesures sur un rat. PS
administré par voie intrapéritonéale. 2 mg/Kg (PS1).

- Mesure de la fluorescence émise par PS2 in vitro
Le PS2 a un meilleur rendement en fluorescence et son intensité est plus facile a mesurer. Dans les
mémes conditions, le signal est plus propre et requiert moins de traitement. Les pics de fluorescence
ont été observés autours de 677 nm et 727 nm.
Le signal est mesuré sur les différentes lignées incubées avec le PS2. Les lignées murines (NuTu-19) et
humaines (SKOV-3 et OVCAR-3) internalisent le PS2 (Figures 2D16 et 2D17). Des cultures témoins ont
été réalisées pour chacune des lignées en condition normale (milieu de culture non enrichi). Dans ces

conditions, le signal correspondant a la présence du PS2 n’a pas été observé.
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Figure 2D16
Spectre de fluorescence émis par les cellules NuTu-19 seules cultivées en présence du PS2 (Excitation a 405
nm)
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Figure 2D17
Spectres de fluorescence des cellules SKOV-3, OVCAR-3 et NuTu-19 incubées dans un milieu de culture
enrichie en PS2 (excitation a 405 nm)
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- Mesure de la fluorescence émise par PS2 in vivo

Une campagne de mesure de fluorescence a été réalisée avec le PS2 a titre exploratoire dans le cadre
d’une étude ancillaire au protocole destiné a mettre en évidence |’efficacité photodynamique du PS2
sur les lésions de carcinose péritonéale. L'objectif était de valider I'existence d’une fluorescence

détectable au niveau des lésions de carcinose péritonéale.
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Figure 2D18 :
PS2 : Exemple de spectre de fluorescence mesuré sur une lésion de carcinose (excitation a 405 nm)

Au cours de cette campagne de mesure il a été impossible de mettre en évidence la sélectivité du
produit, ce pour plusieurs raisons :

- Lintensité de fluorescence observée sur les spectres est fortement corrélée a la pression
appliquée par le manipulateur sur le tissu biologique (une forte pression induira un plus grand
signal), diminuant ainsi la reproductibilité des mesures.

- Le temps d’acquisition des mesures d’environ une seconde (moyenne sur 10 spectres de 100
ms) relativement long nécessite une position fixe du bundle par rapport au site de mesure
(parfois tres petit) qui n’est pas facile a maintenir aussi longtemps.

- Lapénombre dans laquelle sont réalisées les mesures empéche le placement précis du bundle.

- Le PS semble présenter un photoblanchiment tres rapide et le temps de faire une mesure, le
signal a le temps de diminuer rendant ainsi plus difficile la discrimination entre tissu sain et
tumoral.

Toutefois, il est important de constater que ce PS est beaucoup plus fluorescent que le précédent.
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De lamé&me maniére, une séance de PDD avec le systéme Olympus® a été réalisée sur 3 rats présentant
une atteinte trés limitée. Une fluorescence relativement intense a été observée sur le liquide
intrapéritonéal correspondant a I'administration du PS2 par voie intrapéritonéale. Une fluorescence

spécifique a pu étre observée sur quelques lésions de carcinose péritonéale (Figure 2D19).

14/06/2016
12:55:14
A3

Commentaire: Commentaire:

Figure 2D19 :
Fluorescence observée en photodiagnostic 4 heures aprés 'administration du PS2 a la dose de 4 mg/Kg par
voie intrapéritonéale.

c. Discussion

Nous rapportons donc des résultats obtenus in vitro et in vivo concernant les propriétés de deux
photosensibilisateurs pour I'émission de fluorescence. Ces deux molécules ont été développées
davantage pour leur capacité a rendre possible les applications intrapéritonéales de la PDT pour le
traitement des CEO, mais le volet photodiagnostic est un élément important pour le développement
de cette technique 129,

Ces manipulations confirment la possibilité de détecter un signal fluorescent provenant des lésions de
carcinose péritonéale secondaire a I'incorporation d’un photosensibilisateur (PS1 ou PS2) adressé vers
le récepteur au folate.

Nous avons néanmoins souhaité identifier I’émission d’un signal par spectrofluorimétrie in vivo. La

fibre optique de détection était appliquée directement a la surface des régions d’intérét. Nous
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montrons ici les mesures obtenues sur le péritoine sain, a la surface du foie, et au contact des Iésions
de carcinose péritonéale. Le foie est un site particulierement intéressant car il a été identifié comme
étant un organe présentant une concentration relativement élevée en PS1 3%, et a été impliqué dans
des mécanismes de mauvaise tolérance dans le passé lorsque le PS utilisé était la PPIX 132,

La spectrofluorimétrie permet une évaluation semi-quantitative de la quantité de PS présente dans le
tissue, mais ces résultats ne peuvent étre comparés directement avec les informations obtenues lors
de la quantification tissulaire du PS. En effet, la concentration tissulaire est déterminée sur la base de
préléevements parenchymateux, tandis que la spectrofluorimétrie apporte une information sur la
présence d’un PS émettant un signal provenant des couches les plus superficielles de I'organe.

Dans ce sens, si elle fournit probablement une information moins précise pour discuter de la spécificité
de linternalisation du PS par 'organe, elle permet de discuter de la tolérance d’une procédure de PDT
dans la mesure ou les tissus émettant de la fluorescence seront vraisemblablement accessibles et
sensibles a la PDT. Le signal émis provient en effet des tissus activés par la source lumineuse et donc a

une profondeur accessible par la lumiére.

Nous avons montré la spécificité de PS1 pour les tissus exprimant FR [131133 Ces résultats sont
cohérents avec les observations publiées par Kennedy et al., qui mettent en évidence la faisabilité
d’une démarche de photodiagnostic utilisant un marqueur fluorescent adressé par acide folique pour
diagnostiquer les tumeurs exprimant FR. Les auteurs précisent que ces applications pourraient étre
appliquées dans une stratégie de diagnostic pour améliorer la sensibilité de détection des métastases
péritonéales et dans un second temps pour permettre une chirurgie guidée par la fluorescence 34,
Dans le cadre du diagnostic des métastases péritonéales des CEO, le photodiagnostic, qui a été évalué
dans des études précliniques et cliniques a fait la preuve de son efficacité. Il permet de réaliser une
chirurgie plus précise et efficiente que la chirurgie traditionnelle [,

La protoporphyrine IX (PplX) a été utilisée car elle émet une fluorescence rouge lorsqu’elle est exposée
a de la lumiére bleue 351381 | es précurseurs de la PPIX sont les molécules les plus étudiés dans cette
indication et le photodiagnostic utilisant la PPIX a fait la preuve de son efficacité et de son innocuité
[137].

La détection de fluorescence aprés administration d’un précurseur de la PpIX permet d’améliorer la
qualité du diagnostic. Ainsi, certaines études précliniques ont montré que cette chirurgie guidée
permet de détecter 1,3 a 2 fois plus de Iésions qu’en ccelioscopie conventionnelle en lumiere blanche

[138-141] ot des lésions plus petites d’environ 30% 142,
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Les études cliniques menées par I’équipe de Loning et al. chez des patientes présentant un carcinome
ovarien ont permis d’évaluer la faisabilité d’'une procédure de chirurgie guidée par la fluorescence en
laparoscopie, cing heures aprées I’'administration d’un précurseur de la PplX. L'examen histologique des
biopsies prélevées en zones fluorescentes et non-fluorescentes a permis de calculer une spécificité de
la fluorescence de 88%, une sensibilité de 100%, une valeur prédictive négative de 100% et une valeurs
prédictive positive de 91% 143!, Les auteurs ont observé des Iésions fluorescentes de moins de 0,5 mm.
Le péritoine, l'intestin et le foie ne présentaient pas de fluorescence. Certaines lésions bénignes
(endométriose) peuvent étre responsables de faux positifs. La tolérance du précurseur administré et

IH

de la procédure était excellente. Aucune complication n’a été déplorée en lien avec |”’intervention ¢3!,
Il est également possible d’utiliser un agent fluorescent couplé a une molécule d’adressage. L'équipe
de Van Dam a entrepris pour la premiére fois I'application de cette technique chez I’humain avec une
molécule (EC17) associant I'isothiocyanate de fluorescéine (FITC), et un folate dirigé vers un récepteur
au folate surexprimé par les cancers épithéliaux de I'ovaire (FRa) 2. IIs rapportent la premiére

procédure utilisant une molécule fluorescente couplée au folate dans une étude pilote portant sur des

femmes présentant des tumeurs malignes ou bénignes de I'ovaire. Il a été observé la possibilité de

visualiser des lésions mesurant moins de 1 mm. Il existait une excellente corrélation entre la
fluorescence observée et I'examen histologique (les tissus fluorescents correspondant en effet a du
tissu tumoral). Les tissus sains ne présentaient aucune fluorescence, in vivo, in vitro, ou lors de
I’examen histologique. La fluorescence des tissus tumoraux a été observée 2 a 8 heures aprés son
administration 2, Tummers et al. rapportent leur expérience avec la méme molécule (EC17) et
indiquent que 16% des lésions prélevées dont la nature tumorale a été confirmée en histologie
n’étaient pas visibles en lumiére blanche [**¥, Plus récemment Hoogstins et al. ont montré des résultats
comparables en utilisant un agent couplé au folate, fluorescent dans I'infra-rouge (OTL38) permettant
de prélever 29% de lésions tumorales de plus qu’en lumiére blanche !, La méme équipe avait publié
guelques mois auparavant une étude destinée a évaluer I'efficacité du vert d’indocyanine (ICG) dans

cette indication. Les auteurs ont rapporté un taux de faux positifs de 62% en lien avec le manque de

sélectivité de la molécule ce qui confirme la nécessité du ciblage 4!,
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Folate receptor
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Figure 2D20 :
L’isothiocyanate de fluorescéine (FITC) couplée au folate (EC17) permet d’augmenter le nombre de lésions
péritonéales visualisées en fluorescence par rapport a la vision en lumiére blanche 2,

Dans I'essai clinique de phase | conduit par Liu et al., les auteurs annoncent une spécificité de 100%
pour la détection en lumiére bleue des métastases péritonéales de cancer ovarien utilisant la PPIX ce
qui offre la possibilité de réaliser une chirurgie de cytoréduction guidée par la fluorescence, deux
heures apreés I'administration de 5-ALA (20mg/kg) par voie orale, permettant I'ablation de tumeur de
0,5mm. Les auteurs associaient a cette technique une chimiothérapie hyperthermique
intrapéritonéale (CHIP). Les lésions résiduelles dans les cas de chirurgie de cytoréduction incomplete
émettaient une fluorescence rouge avec la CHIP **7] et pourraient représenter une indication
pertinente pour la thérapie photodynamique. L’utilisation d’un PS ciblé pourrait diminuer les effets

secondaires associés a cette technique.

Concernant la détection des PS1 et PS2 en photodiagnostic, il semble qu’a la dose utilisée ici (2mg/Kg),
le PS1 ne permettent pas I'émission d’une fluorescence suffisamment intense pour étre détecté avec
le matériel dont nous disposions (Olympus). Le PS2 semble étre plus fluorescent car sa mesure in vitro
et in vivo a été plus aisée. Il a été possible d’observer un signal fluorescent sur des lésions de carcinose
en PDD avec le PS2 3 la dose de 4 mg/Kg. Ces données confirment les attentes de I'équipe de Céline
Frochot dans la mesure ol ce nouveau PS a été congu pour étre plus stable, plus efficace en termes
d’activité photodynamique et plus fluorescent que PS1. Dans ce sens, ces résultats préliminaires sont

encourageant et devront étre confirmés.
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E) Efficacité pour induire la nécrose de la cible in vitro et in vivo

a. Evaluation de la mortalité cellulaire obtenue par PDT in vitro sur lignées de

carcinome ovarien murin (NuTu-19) et humain (SKOV-3 et OVCAR-3).

L’étude présentée ci-dessous est le fruit d’une collaboration avec I'équipe
CNRS UMR8161 - Equipe 6 - Virus, Cancer & Transcription: Immunoregulation of Virus-induced Cancer
Institut de Biologie de Lille (IBL)
Dirigé par Nadira DELHEM
Samah SFAXI, Olivier MORALES, Nadira DELHEM

- Matériel et Méthode

Cultures cellulaires

Les modalités de cultures cellulaires des lignées NuTu-19, SKOV-3, OVCAR-3 sont les mémes que celles
décrites précédemment. Les cellules ont été mise en culture en présence du PS2 selon le méme
protocole que pour la mesure de fluorescence. A l'issue des 24 heures d’incubation, on rince les
cultures a deux reprises au PBS avant de procéder a l'illumination destinée a obtenir une réaction

photodynamique.

Expression génique du Récepteur au Folate par les SKOV-3, OVCAR-3, et cellules immunitaires

L’expression de FRa par ces lignées est décrite dans la littérature [*6126. Néanmoins, I'expression

génique de FRa (FOLR1) a été vérifiée par RT-QPCR.

Extraction des ARNs
L’extraction des ARNSs a partir des NK, Lymphocyte B, lymphocyes CD4+, Treg et les lymphocytes CD8+
est réalisée a partir d’un culot sec de 2.10° de cellules avec le kit d’extraction RNeasy Plus Mini Kit
(QIAGEN, Hilden, Allemagne), selon les instructions du fabricant. 30 puL d’eau sans RNAse/DNase
(UltraPure Distilled Water, Gibco BRLTM, Invitrogen, GB), sont utilisés pour I’élution de I’ARN.
L’extraction des ARNs SKOV-3, OVCAR-3 et PBMC (cellules mononucléaires du sang périphérique) est
réalisée a partir d’un culot de 106 cellules dissout dans 1mL de Trizol (Invitrogen, Nouvelle-Zelande),
selon les instructions du fabricant. Le culot est solubilisé dans 10 pL d’eau sans RNAse/DNase. La

quantification des ARNs est réalisée par spectrophotométrie (Ultraspec 3100 Pro, Amersham
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Biosciences, USA). L’ARN total est conservé a -80°C. Une électrophorese en gel d’agarose 1% (UltraPure

Agarose, Invitrogen, USA) permet de vérifier I'intégrité des ARNs extraits.

Rétro-transcription (RT)
Le kit de Transcriptase Reverse SuperscriptTM Il est utilisé pour la RT (GIBCO BRLTM, Invitrogen®, GB).
L’ADNc est synthétisé a partir de 2 ug/uL d’ARN total, dans un volume de 15 pL d’eau. Puis, sont ajoutés
5 uL du mélange suivant : 1 pL d’oligo dT (Roche, France) + 0,1 puL de RNAsin 40U/uL (Promega, USA) +
4 pL d’eau sans RNAse/Dnase. Aprés 10 min a 70°C puis 5 min a TA, 10 pL d’un second mélange
contenant : 6 puL de Tampon 5X (Tris-HCI, KCI, MgCI2, Invitrogen, GB) + 1 pL de DiThioThréitol
(Invitrogen, GB) + 2 pL de dNTPs 10mM (Amersham Biosciences, GB) + 0,1 puL de RNAsin (Promega,
USA) + 1 puL de Transcriptase Reverse SuperscriptTM Il (Invitrogen, GB) sont ajoutés. L’échantillon est
incubé 1h a 45°C puis 5 min 3 95°C. La réaction est stoppée par I’ajoute de 70 pL d’eau/ug d’ARN initial,

la concentration finale est de 10 ng/pL.

PCR-Quantitative

Le principe est de suivre la néosynthéese du double brin d’ADN, grace a la mesure de I'incorporation du
SybrGreen (fluorochrome intercalant ’ADN). Cette réaction est réalisée a partir d’ADNc a une
concentration équivalente a 10 ng d’ARN/uL de mélange réactionnel. Les amorces ont été congues et
synthétisés spécifiquement pour la Q-PCR (MWG-Biotech, Allemagne). Les résultats sont normalisés
par 3 génes de ménage : 185, GAPDH et HPRT (tableau 6).

Les transcrits sont quantifiés par le Mx3005P (Stratagéne, USA) dans des plaques optiques 96 puits
(Eurogentech, France). Dans chaque puits, 10 uL d’un couple d’amorces spécifiques (10 pmol/uL) sont
déposés, chaque plague contenant les 44 couples amorces et un puits controle contenant de I’'H20,
en double exemplaire. Les Q-PCR sont réalisées, a partir d’1 pl d’échantillon d’ADNc (concentration
équivalente a 10ng d’ARN/uL) / puits, suivant les instructions du fabricant avec le kit MESA GREEN
gPCR MasterMix Plus for SYBR® Assay (Eurogentec, France). Aprés une premiere dénaturation de 5
minutes a 95°C, le mélange réactionnel va subir 45 cycles d’amplification consistant en une succession
de passage de 15s a 95°C (Dénaturation du double brin d’ADN) puis de 1 minute a 60°C (Hybridation
des amorces et élongation du brin d’ADN néosynthétisé). L'intensité de fluorescence est mesurée a la
fin de chaque cycle d’élongation et un cycle de fusion est programmé immédiatement aprés la derniere
amplification. L'expression des deux isoformes du récepteur aux Folates, FOLR1 et FOLR2, par les

cellules tumorales SKOV-3 et OVCAR-3 et par les différentes sous-populations de cellules
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immunitaires [les lymphocytes Natural Killer (NK), les lymphocytes B, les lymphocytes CD4+, les

lymphocytes CD8+ et les lymphocytes T régulateurs) a été analysée.

Analyse et représentation des résultats
L'expression quantitative d’'un géne est interprétée en utilisant la méthode ACT. L’expression des
genes est donnée en « CT » (Cycle Threshold) puis normalisée par la moyenne des 3 geénes de ménages

= ACT. Les expériences ont été dupliquées.

Primer sens et anti-sens

FOLR1 5"-AGGTGCCATCTCTCCACAGT 5'-GAGGACAAGTTGCATGAGCA
FOLR2 5 -CTGGCTCCTTGGCTGAGTTC 5-GCCCAGCCTGGTTATCCA
185 5'-TCAAGAACGAAAGTCGGAGG 5" -GGACATCTAAGGGCATCACA
GAPDH 5'-GCCAAGGTCATCCATGACAACTTTIGG 5 -GCCTGCTTCACCACCTTCTTGATGTC
HPRT 5'-CCCTGGCGTCGTGATTAG 5-ATGGCCTCCCATCTCCTT

Tableau 6 :

Récapitulatif des amorces

Protocole d’illumination

Pour chaque lignée : 4 conditions sont étudiées.
a. Témoin (culture standard).
b. «ill » (+illumination sans PS).
c. «PS» (+PSsansillumination).
d. «PDT » (PS + lllumination).

L’'objectif est de montrer que la mort cellulaire est la conséquence de la PDT et pas seulement de la
culture en présence du PS, ni de I'illumination seule.

Le flacon de culture cellulaire est protégé de la lumiére. Les manipulations se font dans la mesure du
possible dans I'obscurité. L’application de lumiére se fait a I'aide d’un textile lumineux correspondant
a un tressage de fibre optique destiné a permettre I'illumination homogéne d’une surface donnée, ce

qui n’est pas possible avec une source LASER directe 4814 (Figure 2E1).
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Le textile est branché sur la source lumineuse (LaserNovaPRo 670 nm - 500Mw) et diffuse donc une
lumiere de longueur d’onde proche de 668 nm (spécifique de PS2) au contact directe d’un tapis
monocellulaire.

L’illumination se fait selon le schéma suivant

- Illumination continue

- Puissance 500 mW

- Irradiance : 1,2 mW/cm?2.

- Objectif Fluence : 4,3 J/ cm?.

- Soit une durée d’illumination de 60 min

Les parameétres d’illumination ont été vérifiés avant chaque séance d’illumination (Figure 2E2).

Figure 2E1:
Textile lumineux avec support adapté a la taille des flacons 25cm?/ lllumination des flacons

Figure 2E2 :
Etalonnage du dispositif d’illumination : mesure de I'irradiance
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Photosensibilisateur utilisé

Le photosensibilisateur utilisé pour ce protocole est le PS2.

Mortalité cellulaire

Mortalité cellulaire NuTu-19 : Test au bleu trypan
L’étape de dénombrement est réalisée avant illumination et 24 heures apres par un test au bleu trypan.

La viabilité cellulaire est rendue en survie cellulaire (% de mortalité par rapport au témoin).

Mortalité cellulaire SKOV-3 et OVCAR-3 : Test de viabilité
2000 cellules tumorales (SKOV-3 et OVCAR-3) ont été mises en plagque 96 puits a fond blanc (Falcon®)
dans 100ul de leur milieu correspondant (DMEM/F-12 et RPMI). Les cellules ont été activées par
1ug/mL d’anti-CD3, préalablement coaté sur les plaques (2h a 37°C), et 1ug/mL d’anti-CD28. La mise
en culture est réalisée selon une cinétique de 3h, 24h, 72h et 120h puis un test de viabilité a été réalisé
pour chaque temps. Ce test permet la quantification d’ATP présente dans les cellules grace a la réaction

de luciférase pour déterminer le nombre de cellules viables en culture.

- Résultats

Lignée NuTu-19
La survie cellulaire dans le groupe témoin a H24 est 80,3%.

La survie dans les groupes ayant subi une intervention est exprimée dans le tableau 7 en % par rapport

au témoin.
+ill +PS PDT
Mesure 1 99,9 106,6 59
Mesure 2 121,9 109,5 69,2
Mesure 3 121,5 115,9 68,5
Moyenne +/- ET 114,3 +/- 12,6 110,7 +/- 4,6 65,6 +/- 5,7
Tableau 7 :

Survie des cellules NuTu-19 soumise aux différentes conditions expérimentales (%/témoin)
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Lignées SKOV-3 et OVCAR-3

Afin de pouvoir valider I|'efficacité du nouveau photosensibilisateur couplé a I'acide folique,
I’expression du récepteur aux folates, par les cellules tumorales et des cellules immunitaires, a été
analysé par RT-QPCR (Figure 2E3). Par ailleurs, les modifications de I'aspect morphologique de ces
cellules ont été évaluées par microscopie optique, avant et apres chaque étape du traitement (avant
rajout du PS, 24h aprés rajout du PS, 1h et 24h apreés I'illumination). Ces résultats ont été corrélés a un

test de viabilité sur les cellules tumorales SKOV-3 et OVCAR-3 soumises a la thérapie photodynamique.

Expression génique du Récepteur au Folate par les SKOV-3, OVCAR-3, et cellules immunitaires
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Figure 2E3 :

Expression des transcrits des récepteurs aux folates : Analyse par RT-QPCR de I’expression génique de FOLR1
et FOLR2 par les cellules tumorales ovariennes et des cellules immunitaires.

L'analyse transcriptomique montre que les cellules tumorales ovariennes SKOV-3 et OVCAR-3
expriment l'isoforme FOLR1 et que les différentes cellules immunitaires expriment I'isoforme FOLR2.
Nous ne retrouvons pas I'expression de FOLR1 dans les cellules immunitaires, ni I’'expression de FOLR2
dans les cellules tumorales ovariennes. Ce résultat suggere que les cellules tumorales ovariennes
expriment préférentiellement I'isoforme FOLR1 et que les différentes cellules immunitaires expriment

préférentiellement I'isoforme FOLR2. Ce résultat est concordant avec la littérature 1551,
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Modification de I'aspect morphologique des cellules tumorales SKOV-3 et OVCAR-3 soumises a

la PDT.

Les modifications de I'aspect morphologique des cellules tumorales ont été évaluées par microscopie

optique (figure 2E4).

SKOV-3

OVCAR-3

Figure 2E4 :
Aspect morphologique des cellules tumorales SKOV-3 et OVCAR-3 soumises a la PDT
(Grossissement 20X)

Les cellules tumorales ovariennes sont sensibles a la PDT. En effet, les SKOV-3 soumises a la PDT, sont
toutes en suspension au bout d’une heure d’illumination, le méme résultat est retrouvé apres 24h
d’illumination. Alors que, les SKOV-3 soumises a lillumination uniquement et celles traitées
uniquement par le PS sont morphologiquement identiques aux SKOV-3 non traitées. Pareillement, les
OVCAR-3 ont completement changé d’aspect et sont en suspension au bout de 24h de PDT, alors que
les cellules soumises uniquement a l'illumination ou au photosensibilisateur sont identiques aux

cellules controles.
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Evaluation de la viabilité des SKOV-3 et OVCAR-3 soumises a la PDT

La viabilité des cellules tumorales ovariennes SKOV-3 et OVCAR-3, soumises a la PDT, a été évaluée par

la mesure de leur métabolisme mitochondrial (CellTiter-Glo®, Promega).
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Figure 2E5 :

Mesure du taux relatif d'ATP dans les SKOV et OVCAR-3. Analyse de I'effet de la PDT sur la viabilité des
cellules tumorales ovariennes.
A) effet de la PDT sur la viabilité des cellules SKOV-3
B) Effet de la PDT sur la viabilité des cellules OVCAR-3.

On observe que les SKOV-3 soumises a la PDT présentent une diminution importante de leur viabilité
cellulaire des 1h post-illumination. Un résultat identique est retrouvé avec les cellules tumorales
OVCAR-3. On note, également, qu’il n’y a pas de modification notable de la viabilité des cellules SKOV-

3 et OVCAR-3 non traitées ou soumises uniquement au PS ou a l'illumination.
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- Conclusion

Les résultats présentés dans cette partie montrent I'excellente efficacité de la PDT sur les lignées
cellulaires humaines de carcinome ovarien. La PDT est bien capable d’induire la mort des cellules
tumorales ovariennes avec un effet tres rapide, puisque 90% des cellules tumorales sont mortes aprés
seulement 1h d’illumination. L’absence de surmortalité dans les autres conditions expérimentales
confirment que la mortalité mise en évidence dans le groupe PDT est liée au déclenchement d’une
réaction photodynamique. Il aurait été intéressant de tester I'efficacité du photosensibilisateur sans
couplage avec I'acide folique pour confirmer I'importance de I'adressage dans la réaction observée.
Les cellules mises en cultures sont lavées a deux reprises avant d’étre exposées aux différentes
conditions expérimentales, la réaction observée dans le groupe PDT n’est donc pas secondaire a la
présence de PS dans le milieu mais en situation intracellulaire.

Les résultats que nous avons obtenus montrent trés clairement que les lignées SKOV-3 et OVCAR-3
sont sensibles a la PDT et permettent de valider I'efficacité du PS2. L’analyse morphologique montre
également que la lignée SKOV-3 semble plus sensible que les OVCAR-3, avec un effet visible dés 1h
post-illumination (cellules non adhérentes, aspect de lyse cellulaire). Ce résultat est d’autant plus
surprenant que les cellules SKOV-3 expriment moins le transcrit de FOLR1. Il ne semble donc pas y
avoir de corrélation directe entre le niveau d’expression génique du récepteur et la sensibilité a la PDT.
Néanmoins, il faut étre vigilant car il s’agit de I'expression des ARN et non de I'expression protéique
du récepteur.

Concernant I'évaluation de la mortalité obtenue par PDT sur la lignée NuTu-19, il est important de
préciser que la différence d’efficacité observée en comparaison avec les lignées humaines peut étre
simplement due a la différence de technique utilisée. En effet, a I'instar de résultats obtenus par
I’équipe de I'IBL, nous avons observé en microscopie des modifications morphologiques des cellules
soumises a PDT. Les cellules sont colorées par le bleu trypan, mais apparaissent de petite taille (environ
1/3 de la taille des cellules dans les autres groupes) et de forme irréguliere, comparable a la
morphologie des cellules mortes. On constate également la présence d’un grand nombre de débris
cellulaires. Il est possible que le test au bleu trypan soit moins sensible pour quantifier la mortalité
cellulaire que le test de viabilité utilisé par I'’équipe de I'IBL. Nos observations sont par ailleurs
comparables aux résultats publiés par Schneider et al. En utilisant le PS1 et un protocole d’illumination
avec une fluence de 5 J/ cm?, les auteurs rapportent une survie cellulaire de 55%, 24 heures aprés que
les cellules KB aient été soumises a la PDT 2%, Ces courbes de survie ont été obtenues avec un test
MTT.

Nos résultats confirment donc la bonne efficacité de la PDT utilisant le PS2 in vitro sur lignées cellulaires

humaines et murine de carcinome ovarien.
102



Henri Azais - These d’Université

b. Efficacité tissulaire de la thérapie photodynamique in vivo sur les Iésions de

carcinose péritonéale d’origine ovarienne

- Matériel et Méthode

Photosensibilisateur utilisé

Le photosensibilisateur utilisé pour ce protocole est le PS2.

Protocole opératoire

Le modeéle animal de carcinose péritonéale a été obtenu comme détaillé précédemment.

Une ceelioscopie diagnostique sous anesthésie générale a I'isoflurane a été réalisée 6 semaines apres
I'injection intrapéritonéale de 20 millions de cellules NuTu-19 selon le protocole suivant :

Une incision transversale médiane de 1 cm est réalisée au-dessus du renflement vésical, permettant la
mise en place d’un trocart de 5 mm et la création d’'un pneumopéritoine a une pression intra-
abdominale maximale 3 mmHg. L'utilisation d’un ccelioscope OLYMPUS de 3 mm présentant un angle
de 30 degrés permet de réaliser une étude compléte de la cavité abdominale a la recherche de Iésions
de carcinose péritonéale. Une fois le diagnostic confirmé, le trocart est retiré et la peau fermée par un

point en X avec un fil Optime 0 (figure 2E6).

Apres réalisation de la cceelioscopie diagnostique, confirmant la présence de carcinose péritonéale, les

30 rats Fischer 344 ont été répartis de fagon aléatoire par tirage au sort dans trois groupes :

Groupe 1 : PDT (PS + illumination)

Injection intrapéritonéale de 4 mg/kg de PS dilué préalablement dans 100 puL de DMSO sous anesthésie
générale.

Groupe 2 : PS sans illumination

Injection intrapéritonéale de 4 mg/Kg de PS dilué préalablement dans 100 puL de DMSO sous anesthésie
générale.

Groupe 3 : Placebo + illumination

Injection intrapéritonéale de 3 mL de sérum physiologique sous anesthésie générale.
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Un temps de latence de 4h est respecté aprés réalisation des injections, ce qui correspond au temps
nécessaire au PS pour étre incorporé par les cellules 2%, Les rats sont maintenus dans |'obscurité totale

durant cette période.

4 heures apreés l'injection, une laparotomie transversale médiane reprenant la précédente incision est
réalisée sous anesthésie générale par inhalation d’isoflurane. Un panneau rectangulaire protégé par
une housse transparente est inséré dans la cavité abdominale par cette incision. Ce dernier sert
d’applicateur de lumiere. Une séance de PDT de 33 minutes est réalisée par la suite selon un protocole
prédéfini identique pour les groupes 1 et 3. Pour le groupe 2, le panneau était introduit mais maintenu
éteint pendant 33 minutes. Une fois la laparotomie effectuée et le panneau inséré, la salle
d’intervention est replongée dans une obscurité relative de fagon a pouvoir monitorer les signes vitaux
des rats maintenus sous anesthésie générale sans pour autant induire une activation non spécifique
du PS. En fin d’intervention, l'incision est fermée par un surjet simple au fil Optime 0, les rats sont

réveillés et maintenus dans I'obscurité pendant 48 heures.

Figure 2E6 :
Installation d’un rat pour réaliser une coelioscopie exploratrice
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Protocole d’illumination

L'illumination est réalisée a I'aide d’'un panneau lumineux mesurant 2.54 x 5 cm a la longueur d’onde
de 668 nm avec une irradiance moyenne de 7 mW/cm? (+ 1 mW/cm?) pendant 33 minutes pour obtenir
une fluence de 14 J/cm?2.

L'irradiance du panneau est mesurée a |'aide d’un wattmeétre en début d’intervention afin de s’assurer

de la qualité de l'irradiation.

Sacrifices et prélevements histologigues

Tous les rats étaient sacrifiés 48 heures aprées la réalisation du traitement par section de I'aorte
abdominale sous anesthésie générale. Les prélévements concernaient tous les organes présentant
macroscopiquement des Iésions de carcinose péritonéale (Péritoine diaphragmatique, épiploon) et du
péritoine macroscopiquement sain.

Une fois les préléevements réalisés, les tissus sont fixés dans du formol pendant 48 heures, puis inclus
dans des blocs de paraffine et débités en lame de lecture. Une coloration standard HES est réalisée.
L'analyse histologique est réalisée sur lames au microscope optique par un anatomopathologiste

vétérinaire expert en aveugle du groupe de traitement.

Critere de jugement principal

Le critére de jugement principal est la nécrose des lésions de carcinose péritonéale. Pour chaque
|ésion, la présence de carcinose péritonéale était confirmée et un score de profondeur de nécrose

décrit au tableau 8 était attribué.

Score Surface de nécrose observée
- Pas de nécrose
1+ Moins de 25%
2+ Entre 26% et 50%
3+ Entre 51% et 75%
4+ Entre 76% et 100%
Tableau 8 :

Echelle d’évaluation histologique de la surface de la tumeur présentant de la nécrose
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- Résultats

Les résultats détaillés de I'examen anatomopathologique des prélevements biopsiques sont présentés

pour chaque groupe dans les tableaux 9, 10 et 11.

Groupe 1 (tableau 9) :

12 rats ont été traités par thérapie photodynamique (2 rats disponibles en fin de protocole ont été
finalement inclus dans ce groupe).

30 lésions tumorales confirmées a I’'examen anatomopathologique ont été prélevées. Il a été observé
une nécrose cotée + pour 10 lésions (33,3%), une nécrose cotée ++ pour 5 lésions (16,7%). 15 lésions
ne présentaient pas de nécrose.

Au total, une nécrose tissulaire a été observée dans 50% des cas.

Commentaires de I'anatomopathologiste : il est noté la présence de nécrose musculaire étendue chez

10 rats, au contact des tissus prélevés. Cette nécrose musculaire est qualifiée de focale sur les deux

autres rats. Un exemple de lésion tumorale présentant des zones de nécrose est présenté figure 2E7.

Groupe 2 (tableau 10) :

26 lésions tumorales confirmées a I’examen anatomopathologique ont été prélevées. Il a été observé
une nécrose cotée + pour 6 lésions (23,1%), une nécrose cotée ++ pour 2 lésions (7,7%). 18 lésions ne
présentaient pas de nécrose (69,2%).

Au total, une nécrose tissulaire a été observée dans 30,8% des cas.

Commentaires de I'anatomopathologiste : il est noté la présence de nécrose musculaire focale chez

deux rats. Les autres sujets ne présentent pas ce type de Iésion.

Groupe 3 (tableau 11) :

23 lésions tumorales confirmées a I’examen anatomopathologique ont été prélevées. Il a été observé
une nécrose cotée + pour 12 lésions (52,2%), une nécrose cotée ++ pour 3 lésions (13%), une nécrose
cotée +++ pour 1 Iésion (4,3%). 7 lésions ne présentaient pas de nécrose (30,4%).

Au total, une nécrose tissulaire a été observée dans 69,6% des cas.

Commentaires de I'anatomopathologiste : il est noté la présence de nécrose musculaire étendue chez
un rat au contact des tissus prélevés. Cette nécrose musculaire est qualifiée de focale sur cing autres

rats.
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Figure 2E7 :
Examen anatomopathologique d’une lésion de carcinose péritonéale. A : Nécrose de désintégration, B :
Nécrose de coagulation, C : Tumeur, D : Muscle.

- Discussion

Le premier regard porté sur ces résultats est décevant car il ne fait pas apparaitre de maniére évidente
une efficacité franche de la PDT ni la spécificité attendue sur la base des prélevements tissulaires que
nous avons réalisés et sur la base de I'examen de la littérature qui rend compte d’une forte spécificité
des composés couplés au folate pour atteindre les lésions tumorales d’origine ovarienne chez

I’'homme. Ces résultats sont néanmoins trés encourageants pour les raisons suivantes :

Dans le groupe 1, on observe que parmi les lésions localisées au niveau des coupoles diaphragmatique,
seule deux lésions sur 11 présentent une nécrose cotée +. Si on retire donc de I'analyse les Iésions
présentent dans cette localisation, on obtient un total de 19 lésions, dont 8 présentent un score de
nécrose + (42,1%) et 5 présentent un score de nécrose ++ (26,3%). Soit une nécrose observée sur 68,4%
des lésions. C’'est également ce groupe qui présente le plus de lésions cotées ++.

Par ailleurs, il est noté dans ce groupe la présence de lésions de nécrose musculaire étendue dans des
proportions beaucoup plus importante que dans les autres groupes. Cette constatation confirme
I’existence d’une réaction photodynamique qui n’est pas observée dans les autres groupes. Il est tres

intéressant de discuter cette observation, car la nécrose musculaire a été observée lors d’une étude
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réalisée par notre équipe et destinée a évaluer la toxicité de la PDT utilisant un précurseur de la PpIX
sur le méme modeéle animal 32, Dans cette étude, les rats ont été exposé a différents protocole de
PDT en faisant varier la dose de photosensibilisateur ou de lumiére appliquée (n = 37). Les rats traités
étaient comparés a un groupe de rats témoins (n = 5) recevant une administration intrapéritonéale de
PBS puis illuminés a une fluence de 20 J/cm?. Une étude de tolérance était réalisée en per et post-
opératoire basée sur la température, le comportement et des données biologiques. Les rats du groupes
témoins avaient un comportement normal apres la procédure et ne présentaient aucune perturbation
des parametres biologiques. Aucun déces n’a été constaté a l'issue du protocole dans le groupe
témoin. Concernant les rats traités, indépendamment du protocole mis en ceuvre, il est noté un aspect
congestif du foie, de la paroi abdominale antérieure, dés la fin de I'intervention. 35 rats / 37 sont morts
dans la période post-opératoire immédiate et seulement 15 se sont réveillés léthargiques,
hypothermes et cyanosés. Les muscles étaient rigides. Les urines émises étaient sombres, en rapport
avec une hématurie confirmée a la lecture de la bandelette urinaire et en rapport avec la lyse cellulaire
musculaire. Dans le cas de décés retardés, les selles étaient décolorées. Un aspect congestif du foie,
de la paroi abdominale antérieure et un cedeme de la paroi digestive a été observé lors de I'autopsie.
L’examen anatomo-pathologique des organes a révélé une rhabdomyolyse et des Iésions de nécroses
tubulaires rénales. La rhabdomyolyse semble expliquer I'ensemble du tableau et la mort des rats
soumis a la PDT, avec également une atteinte hépatique. L'équipe de Major ont publié des
observations comparables 2, La toxicité digestive semble au premier plan dans I'expérience d’équipe
utilisant d’autres PS (Photofrin®) (153154,

Dans notre étude, I'efficacité tissulaire de la PDT sur les Iésions de carcinose est difficile a discuter car
des lésions de nécrose sont observées dans les groupes témoins. Il est possible que les Iésions
tumorales présentent des zones de nécrose spontanée. L'existence de réaction tissulaire pariétale au
niveau musculaire confirme qu’une réaction a eu lieu. Aucune constatation équivalente a celles de
Guyon et al. n’a été observée, méme si nous n’avons pas dans cette étude pris en compte les données
biologiques. Cela représente un résultat trés positif car la tolérance de la procédure a été excellente
pour les rats traités. Le comportement était normal pour les rats de tous les groupes au décours de
I'intervention et aucune lésion macroscopique ou complication n’ont été constatées lors du sacrifice

et des prélevements.

Concernant le groupe 2, on note une proportion importante de Iésions présentant de la nécrose, mais
aucune réaction musculaire. |l faut ici discuter la possible toxicité directe de la molécule qui a pu
entrainer des lésions tissulaires. Tirand et al. !> ont évoqué une « dark phototoxicity » sur des lignées

cellulaires ayant été incubés avec du PS mais non illuminées. Schneider et al. *>®, ont également mis
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en évidence une augmentation de la toxicité cellulaire en fonction de la concentration de PS en

I"absence d’illumination.

Dans le groupe 3, en présence du placebo, environ 1/3 des Iésions présentent de la nécrose, on observe
également des lésions musculaires focales. Cette atteinte peut étre en lien avec des lésions
traumatiques liées a la présence du panneau d’illumination ou a I'élévation, méme modérée de la

température au contact du panneau, comme observée dans I'étude de Guyon et al. (32,

La nécrose des lésions est observée de facon inconstante et mal systématisée dans le groupe 1, et la
surface de nécrose est seulement cotée a + ou ++, bien que I'on souhaite obtenir une nécrose plus
compléte. Cela peut étre lié a une expression inconstante du récepteur au folate par la lignée NuTu-
19 et in vivo.

La dose de photosensibilisateur, élevée au regard des doses administrées de molécules couplées au
folate testées chez I’homme, peut expliquer I'existence de |ésion musculaire par perte de la spécificité
dans la mesure ou a ce jour, I'expression du récepteur au folate par les fibres musculaires n’est pas
montrée chez ’homme, mais n’a pas été cherchée chez le rat.

Les résultats de ce travail en termes de tolérance sont intéressants car dans les essais réalisés chez
I’'homme, la mauvaise tolérance de la PDT intrapéritonéale était en lien avec la toxicité digestive, le
syndrome de fuite capillaire, mais pas en rapport avec des rhabdomyolyse étendue. Cela peut
s’expliquer par I'épaisseur du tissu sous-péritonéale chez I'homme qui protége le muscle de
Iillumination, alors que la paroi du rat est trés mince, et le plan musculaire directement exposé par
I'illumination. Dans le groupe 1, toute les lésions musculaires ont été observées sur les lames de
nodules de carcinose péritonéale localisés directement au contact de la source lumineuse, mais jamais
sur les Iésions des coupoles, ce qui permet également d’expliquer I'absence de nécrose tumorale a ce

niveau si lI'illumination n’a pas atteint ces espaces.
D’autres études sont évidemment nécessaires pour affiner cette discussion, évaluer I'influence de la
dose de photosensibilisateur et de la qualité de I'illumination de la cavité, qui est une critique souvent

formulée a I’encontre de la PDT intrapéritonéale, sur 'efficacité de la procédure.

L’adressage par acide folique semble permettre d’envisager une stratégie de traitement bien tolérée.
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Identifiant 20 21 22 23 25 26 28 29 37 38 39 47
Lésion coupole Tumeur + + + + + + + + + + + -
diaphragmatique Nécrose - - - - - - - - + + - -
Tumeur + - + + - - Cluster - - - - -
Péritoine sain
Nécrose + - - - - - - - - - - -
Tumeur + + + - + + + - - + + +
Lésion péri-pancréatique
Nécrose - 2+ - - + + 2+ - - + 2+ +
Tumeur
Lésion péritonéale 1
Nécrose
Tumeur + + + - - - Cluster - + + + +
Lésion péritonéale 2
Nécrose - + - - - - - - n 2+ 2+ +
Tumeur Cluster -
Lésion mésentére
Nécrose - -

Tableau 9:
Examen anatomopathologique des pieces opératoires du groupe 1 (PDT)

110



Henri Azais - These d’Université

Identifiant 16 18 24 27 30 48 49 51 53 54
Lésion coupole Tumeur + + + + - + + + + +
diaphragmatique Nécrose - - 2+ - - - - - - -
Tumeur - - + - - - - - - -
Péritoine sain
Nécrose - - - - - - - - - -
Tumeur + + + + + + + + + +
Lésion péri-pancréatique
Nécrose + + + - + + - - - -
Tumeur
Lésion péritonéale 1
Nécrose
Tumeur
Lésion péritonéale 2
Nécrose
Tumeur
Lésion mésentére
Nécrose

Tableau 10:
Examen anatomopathologique des piéces opératoires du groupe 2 (PS2 + panneau éteint)
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Identifiant 33 34 35 41 42 43 44 46 40 36
Lésion coupole Tumeur + + + + - + + + + +
diaphragmatique Nécrose + - + + - 2+ + - + +
Tumeur Cluster - + - - - - - - Cluster
Péritoine sain
Nécrose - - + - - - - - - -
Tumeur + + + + Cluster + + - + +
Lésion péri-pancréatique
Nécrose - + - + - + + - 3+ -
Tumeur Cluster

Lésion péritonéale 1
Nécrose

Tumeur
Lésion péritonéale 2

Nécrose

Tumeur
Lésion mésentere
Nécrose

Tableau 11 :
Examen anatomopathologique des piéces opératoires du groupe 3 (Placebo + illumination)
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F} Immunothérapie et PDT : résultats préliminaires

L’étude présentée ci-dessous est le fruit d’une collaboration avec I'équipe
CNRS UMR8161 - Equipe 6 - Virus, Cancer & Transcription: Immunoregulation of Virus-induced Cancer
Institut de Biologie de Lille (IBL)
Dirigé par Nadira DELHEM
Samah SFAXI, Olivier MORALES, Nadira DELHEM

a. Matériel et Méthode

- Isolement des PBMC
Les PBMC sont isolés a partir de préléevements sanguins dilués dans un volume de PBS stérile
(GIBCO BRL TM, Invitrogen, GB) et déposés sur gradient de densité Ficoll-Paque TM Plus
(Amersham Biosciences AB, Suede). Aprés une centrifugation de 40 min a 400g sans
décélération, 'anneau de cellules mononuclées est récupéré, lavé 2 fois dans du PBS (300g,

10min) puis filtré.

- Cytométrie en Flux
Les Anticorps (Ac) monoclonaux anti-humains utilisés sont couplés a des fluorochromes. Pour
le controle, un isotype des différents anticorps monoclonaux a été utilisé en tant que controle.
10° cellules sont reprises dans un volume de 100 pL de PBS stérile et incubées avec 5 pL de
chaque Ac (10min a T° ambiante (TA) et a I'obscurité). Les cellules marquées sont lavées par
ajout de 200ul de PBS puis centrifugation 5 minutes a 600 G, le surnageant est ensuite jeté.
Les cellules sont ensuite reprises dans 200 pL de PBS et enfin analysées par cytométrie de flux

(BD FACSCanto -Il).
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b. Résultats

Les figures illustrant les résultats sont disponibles en annexe.

- Impact du sécrétome des cellules tumorales ovariennes soumises a la PDT sur les PBMC

humains

Effet du sécrétome des cellules tumorales ovariennes sur la viabilité des PBMC humains

Les surnageants des cellules tumorales SKOV-3 et OVCAR-3, mises en cultures selon les différentes
conditions (NT, + PS, + illumination et PDT), ont été mis en contact in vitro avec des PBMC humains
isolées a partir de sang de donneurs sains. Ces PBMC ont ensuite été soumises a un test de viabilité
selon une cinétique de 3h, 24h, 48h, 72h et 120h post-traitement. Cette expérience a été réalisée une
fois avec les surnageants des OVCAR-3 et deux fois avec les surnageants des SKOV-3.

Les PBMC, mises en culture dans du milieu contenant 50% du surnageant de SKOV-3 soumises a la PDT,
montrent une augmentation de leur viabilité apres 3 heures de mise en culture. Cette augmentation

du métabolisme mitochondrial est maintenue apres 48 heures, 72h et 120h d’incubation.

Effet du sécrétome des cellules tumorales SKOV-3 soumises a la PDT sur le phénotype des populations

immunitaires.

L'expression des marqueurs des différentes populations immunitaires a été analysée par cytométrie
en flux, aprés avoir mis les PBMC humains en culture durant 96h avec les surnageants des cellules
SKOV-3 soumises a la PDT.

On observe aucune modification du pourcentage des monocytes, des lymphocytes B ou des NK dans
les PBMC, quelles que soit les conditions de cultures. Cependant, on observe une tres légere
augmentation du pourcentage de lymphocytes T CD4+ et T CD8+, mais dans les 3 conditions (+PS,
+lllumination, +PDT). Par contre, de facon trés intéressante, lorsque les PBMC sont mises en culture
avec le surnageant des cellules tumorales SKOV-3 uniquement illuminées, on observe une
augmentation du pourcentage des cellules exprimant les marqueurs des cellules dendritiques
myéloides. Des résultats similaires, mais légerement moins important, sont également observés avec

le surnageant des cellules tumorales traitées par le photosensibilisateur seul.
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Effet du sécrétome des cellules tumorales SKOV-3 soumises a la PDT sur I'activation des populations

immunitaires.

Les PBMC mises en cultures avec les surnageants des cellules tumorales SKOV-3 (NT, + PS, + ill et PDT)
ont été analysés par cytométrie de flux, afin d’évaluer I'activation des populations T CD4+. Les
marqueurs d’activation précoces et tardifs (CD25, CCR7, HLADR, CD69 et CTLA4) ont été
spécifiquement analysés par double marquage au sein de la population T CD4+. Les résultats montrent
que le sécrétome des cellules tumorales ovariennes soumises aux différents traitements n’induit pas

de modification de I’activation des T CD4+.

Effet du sécrétome des cellules tumorales SKOV-3 soumises a la PDT sur I'évolution des lymphocytes

T régulateurs induits.

Les PBMC mises en cultures avec les surnageants des cellules tumorales SKOV-3 (NT, +PS, +ill et PDT)
ont été analysées par cytométrie de flux afin d’évaluer I'induction potentielle de lymphocytes T
régulateurs induits de type 1 (Trl). Les marqueurs utilisés sont : le CD4, CD49b, CD18 et LAG3.

L'analyse des résultats obtenus (en analysant les Trl sur la base des triples marquages
CD4+CD18+CD49b ou CD4+CD49b+LAG3+) montrent que le sécrétome des cellules SKOV-3 non
traitées semblent induire des populations de type Trl. De fagon intéressante, on constate que les

différents traitements (+ Illumination, PS+ ou PDT) ne semblent pas favoriser cette induction de Tr1.

c. Discussion

Cette étude avait pour objectif d’analyser les conséquences de la PDT sur les lignées humaines de
cancer de I'ovaire sur la régulation du systéme immunitaire humain. Nous avons étudié I'impact du
sécrétome des cellules tumorales ovariennes soumises a la PDT sur les cellules mononuclées humaines
du sang périphérique. A ce jour, aucune étude antérieure n’a été réalisée spécifiquement sur les

carcinoses ovariennes.

Nous avons étudié I'impact du sécrétome des cellules tumorales ovariennes soumises a la PDT sur les
cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC). Les surnageants des cellules tumorales SKOV-3 et
OVCAR-3, mises en cultures selon les différentes conditions (NT, +PS, +illumination et PDT), ont été

mis en contact in vitro avec des PBMC humains.
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Les PBMC, mis en culture avec du surnageant de OVCAR-3 ou de SKOV-3 soumises a la PDT, montrent
une augmentation de leur viabilité aprés 3 heures de mise en culture. Cette augmentation faible mais
reproductible (3 expériences indépendantes) du métabolisme mitochondrial est maintenue apres 48
heures, 72h et 120h d’incubation. Néanmoins, I’étude ayant été réalisés sur des PBMC totaux, il n’est
pas possible dans cette expérience de déterminer spécifiquement la sous-population immunitaire qui
présente un métabolisme activé. Ces résultats suggérent donc que la PDT utilisant ce nouveau
photosensibilisateur est susceptible de modifier le sécrétome des cellules tumorales en faveur d’un

sécrétome activant la prolifération des cellules immunitaires humaines.

Afin de compléter cette étude, nous avons souhaité analyser I'effet du sécrétome des cellules
tumorales SKOV-3 soumises a la PDT sur le phénotype des populations immunitaires. Pour cela,
I’expression des marqueurs des différentes populations immunitaires a été analysée par cytométrie en
flux. Les résultats que nous avons obtenus, suggerent que ce sécrétome n’induit pas de modification
du pourcentage des monocytes, des lymphocytes B ou des NK dans les PBMC, quel que soit les
conditions de cultures. Cependant, on observe une trés légéere augmentation du pourcentage de
lymphocytes T CD4+ et T CD8+, mais toujours dans les 3 conditions (+ PS, + illumination, + PDT). Par
ailleurs, les marqueurs d’activation précoces et tardifs ont été spécifiquement analysés dans les T
CD4+, mais les résultats suggérent que le sécrétome des cellules tumorales ovariennes soumises aux
différents traitements n’induit pas de modification de I’activation des T CD4+.

Ainsi, contrairement a la radiothérapie ou la chimiothérapie, I'ensemble des résultats obtenu montre
que la PDT utilisant le nouveau photosensibilisateur n’est pas susceptible d’altérer la qualité de

réponse immunitaire effectrice anti-tumorale.

Par contre, il est trés intéressant d’observer que lorsque les PBMC sont mises en culture avec le
surnageant des cellules tumorales SKOV-3 traitées uniquement par illumination ou par le
photosensibilisateur, on observe une augmentation du pourcentage des cellules exprimant les
marqueurs des cellules dendritiques myéloides. Ce résultat est extrémement important car il suggére
que l'illumination serait capable d’induire la différenciation de cellules dendritiques, probablement a
partir des monocytes présents dans les PBMC. Or, les cellules dendritiques jouent un role tres
important dans la présentation des antigenes tumoraux aux cellules T, permettant ainsi leur activation
et leur différentiation en cellules T effectrices helper et cytotoxiques **”). Néanmoins, pour conforter
cette hypotheése, il faudra s’assurer par la suite que ces cellules dendritiques aient bien un phénotype

mature.
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Enfin, nous nous sommes plus particulierement intéressés a I'impact du sécrétome des cellules SKOV-
3 soumises a la PDT sur les populations de lymphocytes T régulateurs induits. L’analyse des résultats
obtenus (en analysant les Trl sur la base des triples marquages CD4+CD18+CD49b ou
CD4+CD49b+LAG3+) montrent que le sécrétome des cellules SKOV-3 non traitées semblent induire des
populations de type Trl. Ce résultat n’est pas surprenant, dans la mesure ou les Trl sont induits par
présentation des antigenes tumoraux a des lymphocytes T naifs par les cellules dendritiques
immatures [*°8, Or, il est bien décrit que les Trl sont associés a un mauvais pronostic dans les cancers.
Ainsi, il est probable que les cellules cancéreuses ovariennes produisent naturellement des facteurs en
faveur de l'induction de Trl. Cependant, de facon intéressante, on constate que les différents
traitements (+ [llumination, + PS ou PDT) ne semblent pas favoriser cette induction de Tr1.

Ce point est trés important, car il montre que, contrairement a la radiothérapie classique, la PDT
utilisant ce nouveau sensibilisateur n’est pas susceptible de modifier le sécrétome des cellules
tumorales en faveur d’un environnement encore plus immunosuppressif qui serait favorable a

I’échappement de la tumeur au systéme immunitaire et donc a la progression tumorale.

En conclusion, I'ensemble des résultats, bien que préliminaires, suggére que la PDT pourrait étre un
vecteur pertinent pour stimuler la réponse immunitaire dans les carcinoses ovariennes. En effet, le
sécrétome des cellules tumorales ovariennes soumises a la PDT, semblent activer le métabolisme
mitochondrial d’'une ou plusieurs sous-populations immunitaires et contrairement a d’autres
traitements conventionnelles, telles que la radiothérapie ou la chimiothérapie >, la PDT ne semble
pas modifier le sécrétome des cellules tumorales ovariennes en faveur d’un micro-environnement
immunosuppressif favorable a I'échappement de la tumeur au systéeme immunitaire et a la progression

tumorale.
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PARTIE 3

Synthése générale et Perspectives
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Au moment ol j'acheve la rédaction de ce manuscrit, nous disposons de données précliniques qui
permettent de mieux connaitre les propriétés de deux photosensibilisateurs couplés a I'acide folique.
Nous avons essentiellement travaillé avec le PS1, mais c’est le PS2 qui retient désormais notre
attention. Ce PS possede les meilleures propriétés photobiologiques et sa protection par le dép6t d'un
brevet rend la molécule intéressante pour un investisseur éventuel qui serait intéressé pour soutenir

notre projet de recherche.

Certaines observations méritent d’étre discutées :

Difficulté a réaliser un photodiagnostic in vivo

L'impact thérapeutique de la chirurgie guidée par fluorescence dans la prise en charge des métastases
péritonéales d’origine ovarienne reste incertain dans la mesure ou il semble difficile de traiter
I'ensemble de la cavité par la résection chirurgicale des lésions ignorées par la chirurgie
conventionnelle en lumiere blanche, méme en augmentant le nombre de lésions prélevées.
Néanmoins, cette approche peut étre associée a la prise en charge de la maladie péritonéale en
permettant un diagnostic plus précis de I'’étendue de I'atteinte initiale, ou pour confirmer le caractére
complet de la chirurgie en fin d’intervention. La mise en évidence de Iésion résiduelle pose la question
d’un traitement complémentaire (CHIP ou PDT), en particulier pour cibler les atteintes microscopiques.
De récentes publications soulignent I'intérét porté a la chirurgie guidée par la fluorescence (62144145 et
il semble pertinent de proposer un versant diagnostic avant la réalisation de la PDT.

L'absence de visualisation du PS1 in vivo peut s’expliquer simplement par son faible rendement en
fluorescence. Le PS2, plus fluorescent, a pu étre observé en lumiére bleue en utilisant le dispositif
Olympus indiqué précédemment. Il existait lors de cette intervention une fluorescence provenant du
liguide péritonéal ce qui s’explique par I'administration intrapéritonéale de la solution contenant le
PS. Nous avons également constaté une autofluorescence tissulaire faible mais rendant moins précise
la détection des plus petites lésions.

Le développement d’une stratégie diagnostique et thérapeutique basée sur l'utilisation du PS2

requiert la mise en point d’un dispositif de détection spécifique.
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Illuminer la cavité péritonéale : est-ce possible ?

Développer un dispositif permettant d’assurer I'application de lumiére de maniere homogene sur les
surfaces péritonéales est un autre enjeu essentiel pour pouvoir activer le PS. La surface péritonéale a

[160]

traiter correspond environ a la surface corporelle . Delaney et al. avaient proposé en 1991 un

dispositif congu a partir d’'une sonde d’intubation trachéale permettant d’introduire une fibre
lumineuse et de diffuser ainsi la lumiére aux cavités pleurale ou péritonéale *%1, Ce dispositif est celui
utilisé aujourd’hui chez ’lhomme pour le traitement endocavitaire du mésothéliome pleural malin par
PDT 162],

La procédure consiste a remplir la cavité d’une émulsion lipidique a 0,02 % permettant d’améliorer la
diffusion de la lumiere, de diminuer les zones d’ombres et ainsi d’assurer une illumination plus
homogene. La présence de sang dans la préparation diminue considérablement la dose délivrée. Pour
cette raison, une hémostase soigneuse est nécessaire avant de débuter la procédure.

Des diodes photosensibles sont placées dans la cavité péritonéale et permettent d’indiquer une

diminution de la puissance délivrée. Le milieu est changé régulierement, et I'hémostase peut étre

complétée avant de reprendre l'illumination.

Wang et al. ont rapporté en 2005 les données permettant d’évaluer les propriétés optiques des tissus
de la cavité péritonéale (colon, gréle, foie, péritoine, peau et tumeur) chez douze patients inclus dans
un essai de phase Il évaluant I'efficacité de la PDT intrapéritonéale médiée par le Photofrin®. La
profondeur de pénétration tissulaire d’'une lumiere de longueur d’onde de 630 nm a été estimée
(valeurs en millimétre) a 4,8 £ 0,6 pour le gréle, 5,2 + 0,7 pour le colon, 3,4 + 0,3 pour le péritoine, 5,2
+ 1,4 pour la peau 1,0 +/- 0,1 pour le foie, 3,0 + 0,7 pour la tumeur %], Dans cette étude, le péritoine
semble avoir des propriétés optiques semblables a celles de la peau, ce qui peut s’expliquer par la
nature des tissus présents sous I'épithélium qui sont comparables (tissu conjonctif, tissu graisseux et
muscle).

Ces données sont essentielles car elles peuvent en partie expliquer la toxicité tissulaire de la procédure
sur les parenchymes. Elles permettent également d’envisager des stratégies d’illumination permettant
d’adapter la longueur d’onde a la surface a traiter en prenant en compte la nature du parenchyme
sous-jacent, afin de diminuer le risque de lésion viscérale. Il est ainsi possible d’illuminer les séreuses
digestives avec des longueurs d’onde comprises entre 514 et 530 nm 1621631 et d’illuminer le reste de
la cavité a 630 nm. En effet, a cette longueur d’onde, la profondeur de pénétration de la lumiére est
plus faible, ce qui pourrait permettre de traiter la maladie microscopique, ou les Iésions résiduelles de

faible volume sur l'intestin et le mésentére 161,
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Il existe une variabilité inter et intra-individuelle lorsqu’on considere les propriétés optiques et
physiologiques des tissus concernés, tumoraux ou normaux, avant et apres PDT. Il semble donc
essentiel de pouvoir réaliser une dosimétrie per-opératoire en temps réel afin de s’assurer que

I’application de lumiére soit homogéne 1163,

Les essais de phase | destinés a évaluer la toxicité d’une thérapie photodynamique intrapéritonéale
ont étudié différents protocoles d’illumination. En utilisant le Photofrin® (1,5 a 2,5 mg/kg), il a été
observé une plus grande toxicité avec une illumination a 630 nm (lumiére rouge), qu’a 514 nm (lumiere
verte). Il a été mis en évidence aprés exposition a la lumiére rouge des cedémes de la paroi de I'intestin
gréle, témoignant de la souffrance tissulaire, allant jusqu’a la perforation dans trois cas /7). L’utilisation
de la lumiere verte permet donc d’augmenter la dose administrée sur les lésions de surface en
diminuant I'impact en profondeur, et ainsi de traiter des surfaces telles que la séreuse des anses
digestives (gréle et colon) ou le mésenteére.

Dans cette étude de phase | menée par Delaney, trois patients ont été traités avec une dose maximale
de 5,0 J/cm? en lumiére verte. A cette dose, deux patients ont présenté un épanchement pleural
réactionnel justifiant la pose d’un drain thoracique et une assistance respiratoire post-opératoire de 7

a9jours.

Les auteurs proposent donc le protocole suivant :

Photofrin® 2,5 mg/kg administré par voie intraveineuse 48h avant lintervention chirurgicale.
Illumination en lumiere verte 514 nm de la totalité de la cavité abdominale a une puissance de 3,75
J/ecm? avec localement la possibilité de réaliser des surimpressions a une puissance de 5,0 a 7,5 J/cm?
en lumiére verte ou 10 a 15 J/cm? en lumiére rouge dans les zones tumorales.

La PplX absorbe la lumiére a différentes longueurs d’onde avec des pics a 630, 575, 540, 505 et 405
nm. A 405 nm, I'absorption est environ 30 fois plus importante qu’a 630 nm. Considérant que

I'efficacité de la PDT est proportionnelle au nombre de photon absorbé par le PS dans la cellule, il a

été suggéré qu’une illumination a 405 nm serait plus efficace que la lumiére rouge ¢4

Si on utilise de I'HPD (40mg/Kg), la lumiére violette permet d’induire la nécrose des lésions tumorales

a 0,8 J/cm?, contre 2,5 J/cm? pour la lumiére verte et 4,2 J/cm? pour la lumiére rouge 16,

La cavité péritonéale étant une structure difficile a illuminer de maniére homogene, I’utilisation d’une

longueur d’onde courte (lumiére violette en particulier) pourrait avoir I'avantage d’améliorer
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|"absorption par le photosensibilisateur, tout en bénéficiant d’'une profondeur de pénétration faible

permettant de diminuer le risque de lésion parenchymateuse, en particulier digestive 2,

Il est difficile de définir un protocole reproductible sur la base de ces observations car I'interprétation
des résultats obtenus est délicate. En effet, les paramétres pouvant influencer I'issue de la procédure
sont nombreux. La qualité de I'illumination dépend de la source, de la longueur d’onde utilisée, et
du schéma d’illumination qui a été déterminé. Il y a peu de publications récentes a ce sujet, et
I'utilisation d’un nouveau photosensibilisateur impose de redéfinir les modalités d’illumination.
Néanmoins, ces données sont essentielles car elles ont permis d’identifier les risques de la PDT

intrapéritonéale et les organes les plus sensibles qu’il faut en premier lieu protéger.

Peu d’essais cliniques sont disponibles pour discuter I'efficacité d’une procédure de thérapie
photodynamique intrapéritonéale en clinique humaine. Les essais sont en effet difficilement
interprétables, dans la mesure ol les populations sont hétérogénes, et ol plusieurs variables
techniques ont été évaluées en méme temps. Les photosensibilisateurs utilisés dans cette indication
ont fait la preuve d’une spécificité insuffisante pour la cible.

La thérapie photodynamique intrapéritonéale a surtout fait I'objet d’évaluations précliniques.
Plusieurs parameétres sont impliqués pour la mise en ceuvre du traitement (photosensibilisateurs,
source lumineuse, dosimétrie, biologie). Il est donc essentiel d’avoir une réflexion globale pour
développer ces différentes composantes afin de proposer un protocole efficace, simple et

reproductible pour les cliniciens

En pratique : Quel protocole d’illumination intrapéritonéale ?

Source lumineuse et longueur d’onde

Si le choix du PS est déterminant, son activation dépend de la qualité du dispositif d’illumination utilisé.
Il est nécessaire de développer des dispositifs destinés a délivrer la lumiere aux tissus. Il est possible
d’utiliser une source directe, mais dans le cas de surfaces étendues, les sources permettant une large
surface d’illumination doivent permettre d’assurer une illumination plus homogene (Figure 3A). Les
textiles lumineux peuvent dans ce cadre apporter des solutions pertinentes 48], ['unité INSERM U1189
Onco-THAI a développé des textiles lumineux permettant de couvrir une surface allant jusqu’a 800 cm?

(Light Emitting Fabric) et de délivrer ainsi une lumiére homogeéne (Figure 3B) [*49,
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Par ailleurs, la source lumineuse doit étre transportable et permettre un encombrement minimal pour
étre utilisée au bloc opératoire. A I'inverse des dispositifs offrants une surface d’illumination large, les
sources directes ont I'avantage d’étre orientables et se manipulent facilement. Elles sont adaptées
pour l'illumination des régions difficilement accessibles. Dans la cavité péritonéale, on pense en
particulier aux coupoles diaphragmatiques, mais également a la nécessité de mobiliser les anses

digestives pour exposer successivement la totalité de la surface du mésentére 16¢],

L'objectif est de traiter des Iésions microscopiques de surface, pour cette raison, il est nécessaire de
déterminer la longueur d’onde permettant d’activer efficacement le PS, sans justifier nécessairement
d’une profondeur importante. Les données précliniques indiquent que la lumiére verte est mieux
tolérée par l'intestin (en raison d’une profondeur de pénétration limitée). La lumiére rouge a
I'avantage de permettre une diffusion de meilleure qualité en profondeur. Son utilisation, en

particulier sur les structures les plus fragiles, est limitée par la spécificité du photosensibilisateur.

b

lllumination directe

o\
) —

Large surface d'illumination

Figure 3A:
Les textiles lumineux peuvent apporter une solution en permettant une large diffusion de la lumiére pour
une application plus homogéne (a gauche). Les sources d’illumination focale (a droite) ont 'avantage d’étre
plus facile a manipuler et permettent d’accéder aux sites plus étroits (Image INSERM U1189).
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Figure 3B :
Light Emitting Fabric

Dosimétrie

La dosimétrie doit permettre d’assurer la sécurité de la procédure en adaptant de maniéere précise la
dose a appliquer (fluence) et le schéma d’illumination a la surface a traiter. Il est possible de modéliser
la cavité pour étudier et calculer la dose nécessaire. Ainsi, Guyon et al. ont estimé la surface
péritonéale sur modéle animal a partir de données mesurées en imagerie par résonnance magnétique.
Cette estimation est corrélée aux poids des animaux [3%167],

Une étude d’anatomie a été menée en 2009 par Albanese et al. a partir des dissections de 10 femmes
(cadavres fixés non éviscérés). Ces résultats ont une application directe sur la mise en ceuvre du
traitement. Il sera en effet difficile de réaliser la procédure par ccelioscopie en raison de la difficulté a
assurer l'illumination du mésentere ou des coupoles diaphragmatiques qui représentent une part
importante de la surface péritonéale. La surface du gréle et du mésentére représente 39,21% de la
surface totale du péritoine. La surface totale comprend celle du péritoine viscéral (81,9%) et celle du
péritoine pariétal (18,1%). Elle est estimée dans cette série a 1,43 + 0,08 m?, et est corrélée au poids

du sujet. Le ratio entre la surface totale et le poids est 313,1 + 25,71 cm?/Kg ©®.

Schéma d’illumination
Concernant le schéma, il a été montré que les schémas fractionnés (respectant des temps de pause
entre deux temps d’illumination) étaient plus efficaces °81%°) Ces temps de pause permettent au tissu

cible de se recharger en oxygéne et sont donc indispensables a I'efficacité de la procédure (Figure 3C).
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Figure 3C:
Ce diagramme illustre la qualité de la nécrose obtenue apreés la séance de PDT (score de nécrose de 0 a 4 en
fonction de la profondeur de nécrose observée). Le schéma fractionné a permis d’obtenir une nécrose plus
importante avec une fluence moindre [168],

Certains essais précliniques ont montré l'intérét de renouveler la séance de PDT a distance de la
premiere procédure. Compte tenu de la morbidité induite par les laparotomies itératives dans une

population de patientes fragiles, cette option ne semble pas applicable en clinique humaine.

Evaluer la qualité de l'illumination

L'objet de la plupart des études précliniques était le plus souvent uniquement la validation d’une
preuve de concept a propos de I'efficacité d’une procédure simple. Par conséquent, la qualité de
Iillumination, son homogénéité étaient secondaires et peu de données existent dans la littérature
concernant I’évaluation de la qualité de I'illumination.

Hors, il s’agit d’un point clé. La cavité péritonéale, plus encore que la cavité pleurale, présente un grand
nombre de régions difficiles a éclairer (coupoles diaphragmatiques, sillons hépatiques, surfaces
digestives et mésentériques). Il est essentiel de pouvoir mesurer la dose de lumiére appliquée dans les
différents quadrants de la cavité afin d’assurer une illumination homogéne et reproductible.

Cengel et al. évoquent le principe de dosimétrie per-opératoire, mise en place sous la forme de diodes
photosensibles dans quatre a six quadrants de la cavité, permettant de mesurer la dose de lumiére
incidente. Des systemes sphériques permettent de mesurer la dose regue par le tissu en dose directe
ou diffusée 1%, Ces dispositifs sont anciens. Il est désormais possible de réaliser un « tracking » de la
source lumineuse afin de s’assurer que I'opérateur a déplacé le dispositif dans toutes les régions cibles.
Le photoblanchiment (« photobleaching ») correspond a la disparition progressive de la fluorescence
émise par le tissu cible au cours de la séance de PDT (Figure 3D). Il a été montré une excellente

corrélation entre ce phénoméne et la qualité de la nécrose induite par la procédure (Figure 3E) 17,
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Dans le cadre d’une PDT ciblant la maladie péritonéale microscopique, il est attendu que la florescence
du tissu cible soit faible ou nulle macroscopiquement, et I'opérateur ne pourra donc pas s’appuyer sur

cette observation pour monitorer la progression de la procédure.

Figure 3D :
Ccelioscopie en lumiére bleue avant (a gauche) et aprés (a droite) une séance de thérapie photodynamique
utilisant un précurseur de la PpIX (modéle animal de carcinose péritonéale : Rats Fisher F344 / NuTu-19) (¢,

De la méme maniére, les lésions n’étant pas visibles, il sera impossible de juger I'efficacité de la
technique a court terme. Dans le cadre d’un essai clinique, I'efficacité ne pourra étre évaluée qu’a

moyen terme sur la survie sans progression et la survie globale des patientes.
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Figure 3E :
Intensité de la fluorescence en fonction du score de nécrose observé 179,

Améliorer la tolérance et prévenir les complications
La chirurgie a fait des progres considérables, permettant de proposer a un plus grand nombre de
patientes une chirurgie de cytoréduction compléte avec une morbidité acceptable. Néanmoins, le taux

de complications augmente avec la complexité de la chirurgie Y. L’innocuité de la procédure de PDT
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est donc un enjeu primordial, car il est difficilement concevable de majorer la morbidité opératoire, en

particulier dans le cadre d’une stratégie prophylactique.

Les auteurs qui ont publiés les résultats sur la PDT intrapéritonéale rapportent une toxicité importante
de la procédure, en particulier digestive, justifiant le recours a des unités de soins intensifs dans la
période post-opératoire (syndrome de fuite capillaire, conséquence respiratoire, rénale, ...). L'index
thérapeutique de la technique est donc faible dans la mesure ou le bénéfice est discutable en termes
de survie globale et sans récidive dans ces séries.

L'efficacité de la PDT, au méme titre que la toxicité qu’elle peut entrainer dépend de la double
sélectivité du photosensibilisateur et de la lumiére. Améliorer ces deux parametres, par le
développement d’un PS spécifique et de dispositifs d’illumination performants devrait conduire a une
meilleure tolérance. Il s’agit donc de définir le schéma d’illumination permettant d’appliquer la dose

maximale a I’'ensemble de la cavité péritonéale, sans induire de toxicité sur des organes sains.

Il faut limiter I'exposition lumineuse efficace au seul temps de la procédure de PDT. Aprés
I"administration du PS, il est nécessaire de prévenir son activation et sa consommation en dehors des
conditions optimales. Il est possible d’équiper les scialytiques de la salle opératoire avec des filtres
destinés a opérer a une lumiere de longueur d’'onde qui n’activera pas la PS. |l faut limiter I’exposition

lumineuse des tissus lorsqu’elle n’est pas nécessaire (la peau en particulier) [62,

PS2 : le photosensibilisateur idéal ?

Le PS2 posséde la majorité des caractéristiques du photosensibilisateur idéal. Il est facile synthétiser
et soluble en milieu aqueux. Nous avons démontré sa bonne sélectivité tumorale et sa faible toxicité
dans le cadre de notre étude destinée a évaluer son efficacité pour permettre la nécrose tissulaire.

Il est nécessaire de réaliser des études de pharmacologie et de toxicité afin de déterminer la clairance

de la molécule et la tolérance de la procédure dans des conditions expérimentales différentes.

L'efficacité de la PDT dépend de la sélectivité du produit, et de son activation par la lumiére. Les
résultats obtenus in vivo sont décevants du point de vue de I'efficacité de la PDT mais tres rassurants
du point de vue de la tolérance. Il est nécessaire de renouveler les expérimentations en faisant varier

les conditions d’exposition a la lumiére et au PS. Les études cliniques menées chez I’'Homme avec un
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agent fluorescent couplé a I'acide folique indiquent que les doses élevées diminuent la spécificité de
la molécule pour la cible. Par ailleurs, la voie intrapéritonéale permet en théorie d’augmenter la
concentration de produit dans les |ésions de surface, mais pose le probléeme du photosensibilisateur
libre dans la cavité pouvant justifier un lavage de la cavité abdominale avant la PDT.

Le modele animal utilisé présente des limites qu’il conviendra de dépasser pour gagner en niveau de
preuve scientifique. La qualité de I'expression tissulaire du récepteur au folate par les lésions
secondaires a I'inoculation de NuTu-19 est en effet imprécise et peut en partie expliquer ces résultats.
Les résultats observés in vitro sur des lignées tumorales humaines sont a l'inverse tout a fait
satisfaisante et il serait pertinent de travailler sur un modéle humanisé.

Les dispositifs d’illumination développés par I'équipe OncoTHAI doivent également permettre
d’optimiser les possibilités d’illumination de la cavité péritonéale afin envisager la mise en ceuvre d’un

essai clinique si les performances du PS2 étaient confirmées dans le futur.
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Conclusion

Ce travail de thése a été pour moi I'occasion d’apprendre le travail en équipe, la collaboration, la mise
en commun des compétences de chacun. Le projet PRODYNOV (PROphylactic photoDYnamic therapy
for OVarian cancer) m’est apparu enthousiasmant car il s’inscrit résolument dans I'actualité médicale
et scientifique en cherchant a proposer une alternative thérapeutique s’appuyant sur le concept de
thérapie ciblée destinée a apporter aux patientes un bénéfice en termes de survie tout en cherchant

a améliorer la tolérance au traitement.

J'ai cherché a identifier les verrous qui ont empéché jusqu’a présent I'application clinique de la PDT
intrapéritonéale en pratique clinique pour le traitement des carcinoses péritonéales d’origine
ovarienne, en particulier I'atteinte microscopique, afin de compléter la chirurgie de cytoréduction,
dans I'objectif de diminuer le taux de récidive local et la morbi-mortalité qui lui est associée.

J'espere avoir donné a cette stratégie thérapeutique alternative une plus grande maturité et une plus
grande crédibilité. L’approche ciblée est sans aucun doute un élément déterminant permettant de
s’affranchir des limites et critiques liées a la mauvaise tolérance du traitement en lien avec la

localisation de la maladie cible a la surface des organes intraabdominaux.

Préciser les indications et leurs limites est également un point clé afin d’énoncer des objectifs réalistes
et atteignables afin de gagner en crédibilité. La PDT ne résoudra pas tous les problemes. Elle peut
apporter une solution locale, en maximisant la qualité de la cytoréduction sans effet secondaire
systémique, au contraire de la chimiothérapie intrapéritonéale, stratégie qui n’a pas trouvé a ce jour

d’indication précise dans le traitement des carcinoses péritonéales d’origine ovarienne.

L'immunothérapie est une approche nouvelle, qui a été peu détaillée dans cette these mais pourrait
faire I'objet d’un travail a part entiére tant cette approche est prometteuse. L'idée d’associer a
I"approche cytotoxique directe de la PDT un effet retardé sous la forme d’une stimulation des défenses
immunitaires spécifiques conduisant a une meilleure immunité antitumorale est séduisante et pourrait
constituer un argument de poids pour poursuivre la recherche sur la thérapie photodynamique
intrapéritonéale. Il s’agit la peut-étre de la meilleure application de la PDT, alors que les premiers

résultats obtenus par I’équipe de Nadira Delhem (IBL) ont montré que la PDT ne semblait pas altérer
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la qualité de la réponse immunitaire effectrice anti-tumorale, contrairement a la radiothérapie ou la

chimiothérapie.

Enfin, la maitrise de cette technique requiert des compétences en photochimie, biologie cellulaire,
immunologie, ingénierie des procédés d’illumination, chirurgie, cancérologie. L'équipe de l'unité
INSERM U1189 Onco-THAI, en collaboration avec le service de chirurgie gynécologique du CHRU de
Lille et le Laboratoire Réactions et Génie de Procédés de Nancy, disposent de ces compétences et
s’appuie sur des partenariats solides qui lui permettront d’étre un acteur incontournable du
développement de cette stratégie thérapeutique innovante si elle bénéficie des soutients financiers,

académiques et industriels qui seront déterminants.
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Annexes

Les figures présentées en annexes proviennent du travail de Master 2 Professionnel de Samah SFAXI :
« Impact de la Thérapie Photodynamique sur les cellules de cancers ovariens et conséquences sur les
cellules immunitaires humaines ».

Elles illustrent les données présentées dans le chapitre

« Immunothérapie et PDT : résultats préliminaires ».
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Annexe 1:
Effet du sécrétome des cellules SKOV-3 soumises a la PDT sur les PBMCs.
Analyse de I'impact du sécrétome des cellules SKOV-3 soumises a la PDT sur la viabilité des PBMCs au cours
du temps.
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Annexe 2 :

Analyse de I'expression des marqueurs des différentes populations immunitaires dans les PBMC mises en
culture durant 96h avec le surnageant des cellules tumorales SKOV-3 soumises aux différentes conditions
(NT, +PS, +ill, PDT).

A) Analyse des marqueurs des populations immunitaires. Les résultats sont exprimés en pourcentage.
B) Analyse en pourcentage des cellules dendritiques (triple marquage CD3CD11cCD14).

C) Analyse en overlay de la population CD11c+ dans les PBMC mises en culture avec les surnageants de
SKOV-3 traitées ou non-traitées (llluminées en rouge/ Non traités en bleu/PDT en orange/ et PS en vert)
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Annexe 3 :
Analyse des marqueurs d'activation des cellules immunitaires par cytométrie en flux.
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Annexe 4 :
Analyse des marqueurs des lymphocytes T régulateurs induits par cytométrie en flux. Triple marquage
CD/CD49b/CD18
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Annexe 5 :
Analyse des marqueurs des lymphocytes T régulateurs induits par cytométrie en flux. Triple marquage CD4/
CD49b/ Lag3.
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Traitement des métastases péritonéales microscopiques des cancers épithéliaux de I'ovaire par
thérapie photodynamique ciblée utilisant un adressage par acide folique.
Données précliniques.

Theése d’Université - Ecole Doctorale Biologie Santé de Lille - Septembre 2016

Mots clés Cancer de I'ovaire, Thérapie photodynamique, Récepteur au folate, Thérapie ciblée
Résumé

Le pronostic des cancers ovariens reste sombre, en particulier en raison du retard diagnostic. Les traitements
actuels associent une chirurgie de cytoréduction compléete a I'administration de chimiothérapie a base de sels de
platine. Le facteur principal de réduction des récidives est I'absence de résidu tumoral en fin d'intervention.
Malgré les progrés et la standardisation des techniques chirurgicales, la chirurgie de cytoréduction
macroscopiqguement compléte, associée a une chimiothérapie efficace, ne prévient pas la survenue des récidives
qui concerneront 60% des femmes en rémission a I'issu de ce traitement. Parmi les hypotheses expliquant ce
taux élevé de récidive, I'existence d'une maladie microscopique résiduelle a l'issu de la chirurgie est évoquée. Le
traitement de cette maladie microscopique représente un nouveau défi a relever pour les oncologues médicaux
et les chirurgiens, et de nouvelles stratégies thérapeutiques sont a développer dans ce domaine.

Notre objectif est de réaliser la destruction ciblée par thérapie photodynamique (PDT) des métastases
péritonéales microscopiques. Nous espérons ainsi diminuer l'incidence des récidives péritonéales. Un ciblage
thérapeutique est indispensable car le développement de la PDT dans cette indication est limité par la mauvaise
tolérance des tissus sains. Nous présentons ici les résultats précliniques obtenus in vitro et in vivo pour
I'évaluation de photosensibilisateurs couplés a I'acide folique (PS1 et PS2) et ainsi dirigés vers le récepteur au
folate, spécifique des cancers épithéliaux de I'ovaire (CEO).

Nous avons travaillé sur des lignées cellulaires murine (NuTu-19) et humaines (SKOV-3, OVCAR-3) de CEO et sur
un modele animal de carcinose péritonéale. Nous avons montré la bonne spécificité du PS1 pour sa cible
tumorale, meilleure que celle rapportée pour les autres photosensibilisateurs utilisés dans cette indication. Les
lignées cellulaires émettent une fluorescence détectable apres mise en culture dans un milieu enrichi en PS ce
qui indique leur capacité a incorporer la molécule d'intérét. Cette fluorescence a été détectée par
spectrofluorimétrie (PS1 et PS2) et en photodiagnostic (PS2) in vivo au niveau des métastases péritonéales. La
PDT permet d'obtenir la mort cellulaire des cellules humaines in vitro avec une excellente efficacité. Les
premiéres données précliniques obtenues in vitro sur lignées humaines indiquent que la PDT utilisant le PS2
pourrait avoir des applications en immunothérapie.

Un photosensibilisateur spécifique pourrait autoriser le développement d'une PDT sure et efficace et jouer ainsi
un role dans le traitement et la prévention des récidives péritonéales des cancers épithéliaux de I'ovaire.
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