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GLOSSAIRE 

Fluence : Exprimée en J/cm2 (1J = 1Ws). Il s’agit de l’énergie lumineuse (en Joules) délivrée par 

unité de surface (en cm2). La fluence dépend donc de la puissance délivrée par la source lumineuse 

(en Watts), et de la durée d’exposition (en seconde).  

Puissance : Quantité́ d'énergie par unité de temps fournie par un système à un autre. La puissance 

correspond donc à un débit d'énergie. Une puissance s'exprime généralement en Watts, i.e., en Joules 

par seconde.  

Irradiance : Puissance d'un rayonnement électromagnétique frappant par unité de surface. Dans le 

système international d'unités, elle s’exprime en Watts par mètre carré (W/m2 ou W⋅m-2).  
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AVANT-PROPOS 

 

 
La première partie de ce manuscrit sera consacrée à la description de la 

physiopathologie du cancer de l’ovaire ainsi que sa prise en charge actuelle. Cette partie nous 

conduira à l’établissement d’un constat que ce cancer reste aujourd’hui une impasse 

thérapeutique considérant son évolution péritonéale. Ainsi, la prise en charge de la carcinose 

péritonéale d’origine ovarienne nécessite le développement de nouveaux médicaments conçus 

pour cibler et détruire les cellules tumorales résiduelles sans endommager les tissus sains.  

 

Dans ce contexte et en réponse à ce besoin, ce travail de thèse est consacré à la 

proposition d’une nouvelle stratégie thérapeutique, la thérapie photodynamique (PDT) 

nécessitant l’utilisation d’un photosensibilisateur (PS) de longueur d’onde spécifique. Nous 

verrons comment et pourquoi cette nouvelle thérapie semble être un candidat idéal afin 

d’améliorer le pronostic des patientes.  

 

Enfin, dans une dernière partie, je vous présenterai un travail original d’évaluation de 

l’efficacité de cette nouvelle stratégie thérapeutique utilisant un PS de 3ième génération dans 

un modèle in vitro cellulaire de cancer ovarien ainsi qu’un modèle murin humanisé de 

carcinose péritonéale d’origine ovarienne.  
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I. Le cancer de l’ovaire  

A. Epidémiologie  

Le cancer est un problème majeur de santé publique. Il constitue en France la première 

cause de mortalité chez l’Homme devant les maladies cardiovasculaires. Aujourd’hui, un 

homme sur cinq et une femme sur six dans le monde développeront un cancer au cours de leur 

vie[1]. Bien qu’il soit connu et décrit depuis l’Antiquité, le cancer reste une maladie difficile à 

traiter devant laquelle les médecins sont parfois contraints de constater leur impuissance. De 

nombreux travaux sont donc constamment conduits afin d’identifier de nouvelles thérapies 

capables de contrer ce mal qui ronge de plus en plus notre société. Le cancer de l’ovaire 

conserve une réputation redoutable parmi tous les cancers confondus puisqu’il est le 8ème 

cancer le plus fréquent chez la femme (Figure 1, « Incidence »). À la différence du cancer du 

sein, il demeure relativement peu courant mais est en revanche un cancer d’une extrême 

gravité puisqu’il est le 7ème cancer le plus meurtrier chez la femme ce qui en fait la 2ème cause 

de mortalité par cancer gynécologique (derrière celui du col de l’utérus)[2] (Figure 1, 

« Mortality »). 

 

Figure 1: Incidence (en bleu) et mortalité (en rouge) selon le type de cancer chez la femme en 2020, 
tous âges confondus dans le monde (source : d’après Globocan – données de l’OMS 2020) 

Sur 313 959 nouveaux cas de cancer de l’ovaire diagnostiqués en 2020 dans le monde, 

207 252 femmes ont perdu la vie[3]. La fréquence de ce cancer est également variable selon les 

régions du monde ainsi que selon l’origine ethnique (Figure 2). Le cancer de l’ovaire semble 
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présenter une forte incidence dans les zones industrialisées telles que l’Europe et l’Amérique 

du Nord. Cependant, il est bien plus mortel dans les populations ayant un accès précaire au 

système de santé (e.g., Afrique, Asie).  

 

Figure 2: Incidence du cancer de l'ovaire dans le monde en 2020, tous âges confondus (source : 
d’après Globocan – données de l’OMS 2020) 

 

B. Facteurs de risques  

Plusieurs facteurs de risque ont été identifiés. Ils peuvent être d’ordre génétique (e.g., 

mutation BRCA1 / BRCA2, antécédents familiaux), démographique (e.g., l’âge) ou encore 

gynécologique (e.g., ménopause, nulliparité, infertilité, endométriose)[4]. Au contraire des 

facteurs hormonaux tel que la multiparité, la gravidité ou encore la contraception ont été 

identifiés comme protecteur de l’apparition de ce cancer[5]. L’alimentation, l’activité physique 

ainsi que la qualité de vie ont quant à eux été récemment décrits comme des facteurs de 

prédispositions. M. Hada et al, ont notamment observé que l’augmentation des métabolites 

d’acides gras pouvaient augmenter le risque d’apparition de ce cancer[6]. Même si sa survenue 

reste sporadique dans la grande majorité des cas il est important de souligner que les 

antécédents familiaux ainsi que les mutations d’ordre génétique restent les facteurs de risque 

principaux. En effet, 15 à 25% des patientes diagnostiquées d’un cancer de l’ovaire sont 

atteintes de la mutation des gènes BRCA1 ou 2 (BRCAmut). Cependant, plusieurs études ont 

montré que les patientes BRCAmut vivront plus longtemps et répondront mieux à la 

chimiothérapie[7].   
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C. Classification du cancer de l’ovaire 
 

L’une des particularités de ce cancer repose sur ces divers sous-types histologiques qui 

diffèrent par leurs facteurs de risques, leur composition moléculaire, leurs modalités de 

traitement ainsi que leurs origines tissulaires[8]. Ces origines tissulaires peuvent provenir : des 

cellules épithéliales (90% des cas diagnostiqués) ; des cellules stromales (5 à 6% des cas 

diagnostiqués) ; des cellules germinales (2 à 3% des cas diagnostiqués)[9]. Cette origine 

tissulaire est également dépendante de l’âge de la patiente. Par exemple, le cancer d’origine 

épithéliale sera plutôt retrouvé chez la femme ménopausée contrairement à celui d’origine 

germinale plus fréquent chez les adolescentes ou encore au cancer d’origine stromale pouvant 

atteindre les femmes de tout âge[8]. Le cancer d’origine épithéliale s’avère être le cancer de 

l’ovaire le plus agressif ; 97% d’entre eux sont dits non mucineux, les 3% restant sont dits 

mucineux (Figure 3). Les carcinomes non mucineux peuvent à leur tour être divisés/classifiés 

en carcinomes séreux, carcinomes endométrioïdes, carcinomes à cellules claires et enfin 

carcinomes d’origine non spécifiée représentant respectivement 70%, 10%, 15% et 5% des 

carcinomes non mucineux[4].  

 

Figure 3: Classification du cancer de l'ovaire[10]  

Les différents stades du cancer de l’ovaire ont été énumérés par la Fédération 

Internationale des Gynécologues et Obstétriciens (FIGO) et dernièrement actualisés en 2014. 

Quatre stades ont été définis allant du confinement de la tumeur aux ovaires (stade I) jusqu’à 

l’extension de métastases au-delà du péritoine (stade IV) (Tableau 1).  
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Tableau 1: Taux de survie du cancer de l'ovaire selon le stade et le type de tumeur[11] 

 
Le cancer de l’ovaire d’origine épithéliale a longtemps été décrit comme le « tueur 

silencieux » en raison du caractère asymptomatique de la maladie dans les stades précoces. En 

effet, la plupart des symptômes sont plutôt de nature courante et non spécifique de sorte qu’ils 

ne soient pas souvent reconnus par les femmes et les médecins et apparaissent lorsque la 

maladie est déjà à un stade avancé. Il peut s’agir de douleurs abdominales et pelviennes, de 

troubles digestifs (e.g., constipation, diarrhée), d’une augmentation de la fréquence urinaire, 

de saignements vaginaux anormaux, de douleurs au niveau des organes génitaux, d’une perte 

de poids, de ballonnements abdominaux ou encore de fatigue[12]. À titre d’exemple, sur une 

cohorte de 1725 patientes diagnostiquées d’un cancer de l’ovaire (dont 70% atteintes d’un 

stade III ou IV de la FIGO), 95% d’entre elles ont présenté des symptômes juste avant le 

diagnostic. Les symptômes les plus retrouvés étaient des douleurs pelviennes ou abdominales, 

de la fatigue ainsi que des troubles digestifs ou urinaires. De manière surprenante, les 

symptômes gynécologiques étaient les moins fréquents[13]. La non-spécificité de ces 

symptômes qui peuvent être confondus avec ceux d’autres maladies bégnines telles que des 

pathologies gastrointestinales, génito-urinaires ou encore gynécologiques rend donc difficile 

leur attribution au cancer de l’ovaire et entraine alors un retard de diagnostic dont l’âge 

médian de découverte est de 65 ans.  En effet, 70% des nouveaux cas sont diagnostiqués à un 

stade avancé du cancer[14] ; stade III ou IV de la FIGO correspondant à l’envahissement de la 

cavité péritonéale par des métastases ce qui rend leur pronostic sombre.  
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D. Diagnostic  
 

En plus du caractère asymptomatique de la maladie dans les stades précoces, le retard 

de diagnostic du cancer de l’ovaire d’origine épithéliale est accentué par l’absence de 

méthodes de détections spécifiques et sensibles. L’évaluation diagnostic doit être guidée dans 

un premier temps par l’ensemble des symptômes que présente la patiente. Puis une 

classification des éventuels facteurs de risque ou de prédisposition ainsi que des antécédents 

familiaux et gynécologiques de la patiente devra être établie[11]. Cet historique sera complété 

par un examen physique complet incluant un examen abdominal, la palpation des aires 

ganglionnaires et des touchers pelviens afin d’évaluer la présence ou non de masses 

pelviennes / abdominales et d’adénopathies. Cependant, cet examen physique présente une 

précision limitée, puisque la présence d’une masse peut passer inaperçue chez les patientes 

souffrant d’obésité ou encore peut être associée à une autre origine que le cancer (e.g., abcès, 

diverticule, kyste)[15]. C’est pourquoi le bilan diagnostique est renforcé par une 

ultrasonographie transvaginale permettant d’analyser la morphologie de l’ovaire et sa 

vascularisation ainsi que la présence d’ascite. De plus, une numération de la formule sanguine 

ainsi que le dosage de biomarqueurs sont également demandés. L’antigène du cancer (CA) 

125 est le plus couramment dosé dans le cancer de l’ovaire d’origine épithéliale. Cependant sa 

valeur diagnostic dépend du type de cancer et du stade de la maladie[11]. En effet, 80% des 

patientes à un stade avancé présenteront une élévation de CA-125 alors que 50% des femmes 

atteintes d’un stade précoce seront concernées. De plus, ces taux peuvent varier également 

dans d’autres situations pathologiques non malignes (e.g., endométriose, maladie 

inflammatoire pelvienne) ou encore dans des situations physiologiques naturelles (e.g., 

ménopause, femme enceinte)[16]. Enfin, c’est un marqueur non spécifique puisqu’il peut aussi 

être retrouvé anormalement élevé dans d’autres cancers tels que celui du pancréas[17], de la 

vessie[18], du sein[19] ou du poumon métastatique[20]. Le taux de CA-125 de la patiente doit 

donc être analysé avec précaution et se doit d’être associé à l’ensemble du tableau clinique de 

la patiente.   

 

E. Origine du cancer d’origine épithéliale de l’ovaire et évolution vers 
la carcinose péritonéale ovarienne  

Les cancers d’origine épithéliale (EOCs « Epithelial ovarian cancer ») représentent la 

majorité des cancers ovariens. Le carcinome séreux de l’ovaire de haut grade (HGSOC « High 

Grade Serous Ovarian Cancer ») en est la tumeur la plus courante puisqu’il représente près de 
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75% de tous les EOCs[21]. Comme discuté dans le paragraphe précédent, il n’existe 

actuellement aucune méthode robuste pour une détection précoce de ce cancer. Par 

conséquent, la majorité des femmes diagnostiquées sont déjà atteinte d’un stade III ou IV 

c’est-à-dire lorsque le cancer s’est déjà métastasé dans d’autres tissus, telle que la cavité 

péritonéale[2]. Le péritoine est un organe séreux d’origine mésodermique présentant à la fois 

des caractéristiques mésenchymateuses et épithéliales. Il est constitué d’une partie pariétale 

recouvrant la partie antérieure et postérieure de l’abdomen ainsi que les cavités pelviennes et 

d’une partie viscérale recouvrant les organes intra-abdominaux. Sa structure est divisée en 3 

couches (Figure 4):  

- Le mésothelium : une monocouche de cellules mésothéliales aplaties qui peuvent être 

de type squameuses ou cubiques se différenciant par leur ultrastructure. Les cellules 

squameuses contiennent peu de mitochondries, un appareil de golgi peu développé 

ainsi que peu de réticulum endoplasmique rugueux contrairement aux cellules 

cuboïdes qui en contiennent abondamment. Le côté luminal de ce mésothelium est 

recouvert par un tapis de microvillosités afin d’en augmenter la surface d’échange.  

- Une membrane basale : située sous le mésothélium, c’est un mince réseau laminaire 

contenant du collagène, des protéoglycanes et des glycoprotéines lui conférant ainsi le 

rôle de barrière physique empêchant le passage de macromolécules dans le 

submésothélium.  

- Le submésothélium : il est composé d’un vaste réseau de matrice extracellulaire, de 

vaisseaux sanguins et lymphatiques ainsi que différents types cellulaires (e.g., 

fibroblastes, macrophages et mastocytes).  

 

Figure 4: Structure du péritoine (d’après L. Lemoine  et al.,[22] et Larousse) (MEC, Matrice Extra 
Cellulaire) 
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Le péritoine présente diverses fonctions dont la principale est de réguler l’homéostasie 

intrapéritonéale de la cavité abdominale par l’échange de molécules et de fluides notamment 

grâce aux microvillosités présentes à la surface apicale des cellules mésothéliales. Avec sa 

surface glissante et non adhésive il constitue également la première ligne de défense anti-

infectieuse. Enfin, il assure des fonctions de contrôle de l’inflammation et de réparation 

tissulaire. Plusieurs tumeurs malignes d’origine gastro-intestinale ou gynécologique ont le 

potentiel de se disséminer au sein de la cavité péritonéale, ce qui est souvent associé à une 

progression de la maladie et un mauvais pronostic. Cette dissémination est caractérisée par 

l’existence de petits dépôts tumoraux blanchâtres au sein de la cavité viscérale et péritonéale, 

la maladie évoluant alors en carcinose péritonéale[23]. Cette condition est généralement 

retrouvée dans les EOC dont les stades III et IV énumérés par la FIGO correspondent à 

l’envahissement de cette séreuse par des métastases (Figure 5).  

 

Figure 5: Carcinose péritonéale (Source : Centre Oscar Lambret) 

Le rôle du péritoine dans le développement de ces métastases a été étudié et décrit par 

S. Paget qui fut le premier à introduire en 1989 la théorie du « seed » and « soil » (les 

semences et le sol)[24]. Il soutient alors que la répartition des métastases (la semence) n’est pas 

faite de manière aléatoire, et que ces dernières ne peuvent croître que dans un environnement 

qui leur est propice (le sol). En d’autres termes, la dissémination métastatique d’un cancer 

dépend de sa compatibilité avec un sol plus ou moins fertile.  Dans le cadre du développement 

de la carcinose péritonéale d’origine ovarienne, cette notion implique que le péritoine 

représente le sol fertile au développement des métastases du cancer de l’ovaire. Cette théorie 

suggère alors une interaction étroite entre le péritoine et les cellules cancéreuses qu’il est 

nécessaire de comprendre afin de développer des stratégies thérapeutiques adéquates. 

Le fait que 90% des cas de cancers de l’ovaire soient d’origine épithéliale, place la 

transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) au centre de la progression du cancer au niveau 
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du péritoine. En effet, les cellules du cancer de l’ovaire épithélial de polarité apicale-

basolatérale sont attachées entre elles par des jonctions intercellulaires. Durant l’oncogenèse, 

ce processus d’adhésion est perturbé par des changements génétiques et épigénétiques 

favorisant le détachement des cellules cancéreuses de leur site d’origine et leur entrée en TEM 

leur permettant d’acquérir un phénotype d’invasion tumorale. Ce phénotype est caractérisé 

par un switch d’expression des cadhérines (diminution de l’expression de l’E-cadhérine en 

faveur de l’augmentation de l’expression de la P-cadhérine) (Figure 6.1). En effet, le 

marqueur principal de cette TEM est la perte d’expression de l’E-cadhérine. La diminution de 

son expression a été constatée dans 60% des cas du cancer de l’ovaire et s’avère être un 

facteur pronostic de résistance au traitement puisque B.P Miše et al., ont montré dans une 

étude rétrospective que l’expression positive de l’E-cadhérine était associée de manière 

statistiquement significative à une meilleure réponse à la chimiothérapie à base de platine (p < 

0,001) et à une sensibilité au platine (p < 0,001) chez les patientes atteintes d’un HGSOC.  D. 

Dian et al., l’ont également associée à un meilleur taux de survie[25] tandis que EY Cho et al., 

ont montré que la diminution de son expression était associée à l’apparition de métastases au 

niveau du péritoine[26]. L’E-cadhérine est donc l’une des molécules les plus importantes dans 

l’adhésion cellulaire ayant comme rôle physiologique de supprimer la mobilité des cellules 

cancéreuses, leur invasion et le développement de métastases. À contrario, une augmentation 

des cadhérines favorisant la mobilité, l’invasion et l’angiogenèse telles que les cadhérines N 

et P a été corrélée à la progression du cancer[27]. Ce switch de cadhérines entraine le 

détachement des cellules cancéreuses de leur site d’origine et leur migration au sein du fluide 

péritonéal par la formation de clusters via des interactions intégrine – fibronectine empêchant 

ainsi leur apoptose à travers l’activation de la voie des kinases Akt et l’inhibition de l’activité 

des caspases-3 (Figure 6.2). Les cellules cancéreuses vont ainsi migrer passivement au sein du 

fluide péritonéal et adhérer aux cellules mésothéliales du péritoine par l’intermédiaire 

d’interaction intégrine-dépendante et non-intégrine dépendante (Figure 6.3). Une fois que les 

cellules auront pénétré́ au sein de la couche mésothéliale, elles vont se lier à des composants 

de la matrice extracellulaire facilitant alors la production de médiateurs inflammatoires 

(TNF⍺ « Tumor Necrosis Factor ⍺», IFNƔ « Interferon » , IL-1β « Interleukine 1β » et IL-6 

« Interleukine 6 ») renforçant l’adhésion aux cellules mésothéliales par la stimulation de 

l’expression de la fibronectine. (Figure 6.4) Le recrutement de cellules inflammatoires 

contribue à la progression du cancer via la production de protéases, de facteurs angiogéniques, 

de facteurs de croissance et de cytokines immunosupressives favorisant la suppression de la 

réponse immunitaire anti-tumorale (Figure 6.5). Enfin, afin de développer un micro-
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environnement favorable à la survie tumorale et à l’invasion, de nombreuses études ont 

montré que les cellules mésothéliales, par le biais de la TEM, pouvaient être reprogrammées 

en fibroblastes associés au cancer (CAF) capables de remodeler la matrice extracellulaire via 

la sécrétion de cytokines, de facteurs de croissance et de protéases favorisant la progression 

des métastases[28,29] (Figure 6.6).   

 

Figure 6: Développement des métastases péritonéales d’origine ovarienne[30] (EOC, epithelial 
ovarian cancer; EMT, epithelial-to-mesenchymal transition; ECM, extracellular matrix; E-cadherin, 
epithelial cadherin; N-cadherin, neural cadherin; P-cadherin, platelet cadherin; VEGF, vascular 
endothelial growth factor; VCAM-1, vascular cell adhesion molecule; ICAM-1, intercellular cell 
adhesion molecule, CA125, Cancer Antigen 125; GnRH, Gonadotropin-releasing hormone; L1CAM, 
L1 cell adhesion molecule, TNF-α, tissue necrosis factor-α; IFN-γ, interferon-γ; IL-1β, interleukin-1β; 
IL-6, interleukin-6; SDF, stromal-derived factor; CAF, cancer-associated fibroblasts) 

 

F. Prise en charge  
 

Le choix de la stratégie thérapeutique est orienté en fonction du stade de la maladie.  

Malgré les avancées majeures dans le traitement du cancer ovarien d’origine épithéliale, il 

demeure une maladie difficile à traiter. 70 à 80% des patientes atteintes d’un stade III ou IV 
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rechutent dans les 5 ans suivant l’initiation du traitement standard. Ce traitement repose sur 

une chirurgie de cytoréduction et une chimiothérapie adjuvante à base de sels de platine (e.g., 

cisplatine, carboplatine) et taxanes (e.g paclitaxel et docetaxel) associée à une maintenance 

par inhibiteur de poly(ADP-ribose) polymérase (= PARPi pour «poly(ADP-ribose) 

polymérase inhibitor) (e.g., olaparib, niraparib)[31]. La séquence des traitements dépend 

principalement de la localisation initiale des lésions et de leur résécabilité.  Dans le cas où la 

totalité des lésions peuvent être réséquées, on propose une chirurgie de cytoréduction suivie 

d’une chimiothérapie adjuvante. En cas de lésions non résécables, plusieurs études ont montré 

qu’initier le traitement par une chimiothérapie néoadjuvante dans l’objectif de rendre possible 

un geste chirurgical secondaire était une option valide pour ce type de patient[32,33].  

1. Chirurgie 
 

Le résidu tumoral postopératoire est l’élément clinique le plus pertinent puisqu’il est 

admis que le facteur principal de réduction des récidives est l’absence de résidu tumoral en fin 

d’intervention[34]. L’évaluation de la qualité de la chirurgie et son impact sur la survie sans 

progression (PFS) et le taux de survie global (OS) ont été évalués dans diverses études. 

L’essai Clinique DESKTOP[35] a montré lors d’une étude rétrospective multicentrique sur un 

total de 267 patientes que les patientes traitées par une chirurgie de cytoréduction complète 

présentaient de manière significative une amélioration de la PFS et de l’OS (médiane OS, 

45.2 mois vs 19.7 mois pour les patientes présentant des résidus > 10 mm avec p < 0,0001). 

Une analyse prospective multicentrique[36] sur 3126 patientes réparties en 3 groupes : 

résection complète (groupe A), résidus entre 1 et 10 mm (groupe B) et résidus > 1 cm (groupe 

C) a quant à elle montré une amélioration de la PFS et de l’OS chez les patientes du groupe A 

comparé aux groupes B et C (avec p < 0,0001). A. Elattar & al., ont étudié dans une étude 

rétrospective[37] l’impact de la taille du résidu tumoral sur la survie. Il a été décrit que 

l’absence de résidu tumoral visible permettait de prolonger significativement l’OS et la PFS. 

Lorsque le résidu tumoral était < 1 cm la survie était significativement allongée par rapport au 

groupe > 1 cm (HR 1.36, 95% CI 1.10 à 1.68). Ces multiples données mettent en lumière 

l’existence d’une corrélation entre la taille du résidu tumoral à la fin de l’intervention et le 

taux de survie faisant de l’acte chirurgical un facteur déterminant dans la prise en charge du 

cancer de l’ovaire. Ainsi sur la base de ces nombreuses études, L’ESGO (European Society of 

Gynaecological Oncology) a défini plusieurs critères afin de guider le chirurgien lors de 

l’intervention et ainsi garantir la qualité de l’exérèse. Une chirurgie de cytoréduction dite 
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« optimale » sera donc considérée comme complète en cas d’absence de résidus tumoraux 

macroscopique à la fin de l’intervention[38]. 

2. Chimiothérapie  
 

La chirurgie de cytoréduction fait partie intégrante du traitement de première ligne du 

cancer de l’ovaire. Cependant, malgré une résection macroscopiquement complète, la majorité 

des patientes récidivent. C’est pourquoi, l’application d’une chimiothérapie après la chirurgie 

de cytoréduction est nécessaire afin d’améliorer la survie des patientes. Le traitement 

systémique de première ligne associe le paclitaxel à (175 mg/m²) au carboplatine (AUC > 5 

ou 6) toutes les 3 semaines pour un minimum de 6 cycles. Le carboplatine/paclitaxel est à 

privilégier au cisplatine/paclitaxel en raison de son meilleur profil de toxicité et de ses effets 

indésirables moins importants pour un même taux de réponse[39,40]. Ces agents 

chimiothérapeutiques sont administrés par voie intraveineuse (IV), intrapéritonéale (IP) ou les 

deux (IV/IP) en fonction de la zone à traiter. L’IP est à privilégier dans le cadre d’une atteinte 

péritonéale puisqu’elle est administrée à la suite de la chirurgie directement dans la cavité 

péritonéale permettant l’obtention d’une concentration plus importante du médicament au 

niveau de la tumeur, améliorant ainsi son efficacité. De plus, le carboplatine en IP est 

généralement mieux toléré par les patientes atteintes d’un stade avancé plutôt qu’une 

utilisation en IV[41]. Cependant cette concentration est limitée par le nombre de couches 

cellulaires à traverser. Afin d’améliorer l’efficacité de la chimiothérapie, l’ajout d’une 

hyperthermie (HIPEC = chimiothérapie hyperthermique intraperitoneale) telle qu’utilisée 

dans le traitement standard du pseudomyxomas peritonéal[42] ainsi que dans le mésothelium 

péritonéal[43] a fait l’objet de nombreuses études dans la carcinose péritonéale d’origine 

ovarienne. L’efficacité de cette association a d’ailleurs été démontrée in vitro et in vivo 

cependant la preuve de son efficacité clinique reste encore incertaine[44]. C’est pourquoi, en 

raison du manque de preuve d’efficacité, des difficultés techniques que cette voie requière en 

plus de sa toxicité importante, l’HIPEC n’est toujours pas proposée comme traitement 

standard et reste une option pouvant être discutée par les équipes de soins dans le cadre 

d’essais cliniques (Recommandation 14.2 ; 17.3, 2019)[38]. 
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3. Thérapie ciblée  

i. Bevacizumab  

Le bevacizumab (Avastin®) est un anticorps monoclonal humanisé ciblant le facteur 

de croissance de l’endothélium vasculaire de type A (=VEGF-A pour Vascular Growth Factor 

type A »). Cette thérapie ciblée anti-angiogénique a connu un développement important dans 

la prise en charge du cancer de l’ovaire ce qui lui a valu un enregistrement en 2011 en 

association avec le carboplatine-paclitaxel en 1ère ligne de traitement des stades avancés. Le 

bénéfice de l’ajout de cet antiangiogénique a été démontré dans deux études de phase III 

randomisées (GOG 218 et ICON 7) : l’addition du bevacizumab au carboplatine et paclitaxel 

suivi d’une maintenance par bevacizumab seul a montré une amélioration significative de la 

PFS (14.1 versus 10.3 mois pour l’étude GOG218 avec HR = 0.72 et p < 0.001 & 19.0 versus 

17.3 mois pour l’étude ICON7 avec HR = 0.81 et p = 0.004)[45]. L’étude ICON 7, a également 

montré une amélioration de l’OS en plus de la PFS pour le sous-groupe des malades à plus 

haut risque (36.6 versus 28.8 mois avec HR = 0.64 et p = 0.002)[46]. Ces résultats ont ainsi fait 

de l’association carboplatine - paclitaxel - bévacizumab suivie d’une maintenance par 

bévacizumab, comme étant une association à envisager en 1
ère ligne des cancers de stade III à 

IV (Recommandation 12.1, 2019)[38].  

ii. PARPi 

 
Les PARPi sont une nouvelle classe de médicaments impliqués dans la réparation de 

l’Acide DesoxyRibonucléique (ADN). En situation physiologique, les cassures simples brins 

sont réparées par les enzymes poly(ADP-Ribose) polymérase qui peuvent être de type 1 ou de 

type 2 (PARP-1 et PARP-2).  L'inhibition de PARP conduit à une accumulation de cassures 

simple brin, provoquant l'effondrement des fourches de réplication et l'accumulation de 

cassures double brin, qui sont généralement réparées par des enzymes de recombinaison 

homologue (=HR pour Homologous Recombination). Cependant, il peut exister des 

mécanismes de réparation HR déficients notamment en raison d’une mutation sur les gènes 

BRCA1 et BRCA2. Le rationnel de l’utilisation des inhibiteurs de PARP dans le cancer de 

l’ovaire repose donc sur la forte incidence de cette mutation. En effet, 70% des cancers de 

l’ovaire d’origine épithéliale présentent la mutation des gènes BRCA1 et 2 qui peut être 

d’origine germinale ou somatique dans respectivement 15% et 7% des cas[47]. La présence de 

cette mutation peut conférer le phénotype HRD (=HRD pour Homologous Recombination 

Deficiency) et rend les patientes très sensibles aux PARPi en raison de l’accumulation de 
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cassures à l’ADN non réparées conduisant à la mort cellulaire également appelée “létalité 

synthétique”. C’est pourquoi, historiquement, la prescription des PARPi dans le cancer de 

l’ovaire en 1ère ligne d’entretien concernait uniquement les patientes répondantes au platine et 

présentant ce phenotype HRD (notamment la mutation BRCA).  Très récemment, les résultats 

d’une méta-analyse publiée par l’ESMO (European Society for Medical Oncolgy) ont montré 

qu’une maintenance par PARPi résultait en une amélioration significative de la PFS 

indépendamment de la mutation BRCA et du phénotype HRD des patientes, comparé au 

placebo (20,4 versus 14,9 mois avec HR = 0,67, et p < 0,001). Cependant, l’analyse des sous-

groupes a montré que ce bénéfice pouvait varier en fonction de ces statuts ; le bénéfice étant 

maximal dans le sous-groupe BRCAmut (45,7 versus 17,7 mois avec HR = 0,45 et p < 0,001) 

suivi du sous-groupe HRD positif - BRCAmut (34.7 versus 17.9 mois avec HR = 0.45 et p <  

0.001) et du sous-groupe HRD positif - non BRCAmut (22.3 versus 13.1 mois avec HR = 

0.47 et P < 0.001) avec un manque de bénéfice significatif ayant été observé dans le sous-

groupe HRD négatif (15.0 versus 11.3 mois, avec HR = 0.90 et p = 0.75). Ainsi, en raison du 

manque de bénéfice chez les patientes HRD négative associé à la toxicité du traitement, 

l’ESMO recommande l’utilisation des PARPi comme standard de traitement d’entretien 

(après un traitement standard de première ligne) chez les patientes présentant la mutation 

BRCA et/ou HRD positives[48]. 

Conclusion partie I : La prise en charge du cancer de l’ovaire s’est améliorée ces 

dernières années. L’addition d’inhibiteurs de PARP et d’anti-angiogéniques aux 

traitements conventionnels a permis d’augmenter significativement la PFS de ces 

patientes. Cependant, malgré les avancées majeures dans la prise en charge de ce 

cancer, 70% des patientes en rémission font une rechute dans les 18 mois[49]. P. Amate et 

al., ont montré́ dans une étude rétrospective que le péritoine était le site de récidive 

privilégié́ puisque 75% des rechutes à des stades avancés se font au niveau du 

péritoine[50]. Ainsi, l’existence de cette maladie résiduelle péritonéale représente le 

problème majeur de cette pathologie qu’il est nécessaire de contrôler en développant de 

nouvelles stratégies thérapeutiques à diffusion intra-péritonéale. Pour répondre à ce 

besoin, la thérapie photodynamique pourrait être une alternative pertinente.  

 



 
 

35 

II. Proposition d’une nouvelle stratégie thérapeutique : La 

Thérapie Photodynamique  

A. Historique  
 

La thérapie photodynamique (PDT) à visée anticancéreuse est une innovation 

thérapeutique originale et prometteuse qui vise à détruire les cellules tumorales tout en 

préservant le tissu sain environnant. La PDT repose sur l’activation de molécules 

photosensibilisantes (Photosensibilisateur, PS) par une lumière de longueur d’onde spécifique, 

en présence d’oxygène disponible naturellement dans l’environnement intracellulaire. La 

combinaison de ces trois élements permet d’initier une réaction photochimique générant la 

formation d’espèces réactives de l’oxygène (ERO) cytotoxiques induisant la destruction des 

cellules tumorales. 

L’effet thérapeutique de la lumière est connu et décrit depuis l’Antiquité. Les chinois 

et les Égyptiens utilisaient déjà les propriétés curatives de la lumière solaire combinées à des 

substances naturelles tels que les furocoumarines (psoralène) pour traiter certaines affections 

cutanées de type vitiligo, psoriasis et cancer[51]. Cependant, « l’effet photodynamique » 

reposant sur l’action combinée d’une molécule photoactivable, de la lumière et de l’oxygène a 

été décrit pour la première fois au début du XXè siècle par un étudiant en médecine, Oscar 

Raab. L’élève du Pr H. Von Tappeiner découvre que l’incubation de microorganismes, le 

paramecium caudatum, avec certains colorants (acridine) provoquaient la mort de ces 

microorganismes en cas d’exposition à la lumière[52]. Cette mort n’était pas constatée lorsque 

les microorganismes étaient maintenus dans le noir. Peu de temps après, le Pr H. Von 

Tappeiner utilise cette découverte pour traiter les cancers de la peau par exposition lumineuse 

après application topique d’éosine. Le Professeur et son élève décrivent alors pour la première 

fois le phénomène « d’action photodynamique »[53]. La notion de photosensibilisateur a 

ensuite été décrite au milieu du XXè siècle.  W. Hausmann a ainsi démontré l’effet 

phototoxique des porphyrines sur des souris après leur avoir injecté de l’hématoporphyrine 

(Hp)[54]. Puis F. Meyer-Betz réalisa le premier essai clinique chez l’homme[55] en s’injectant 

lui-même 200 mg d’hématoporphyrine. Il constata un gonflement ainsi qu’une douleur aux 

niveaux des zones qu’il avait exposé à la lumière. Les études se sont ensuite succédées pour 

laisser place à l’air moderne de la PDT vers les années 1960 grâce au développement de 

dérivés de l’hématoporphyrine (HpD) par S. Schwartz[56]. R. Lipson et E.J Baldes ont ensuite 

décrit le potentiel photodiagnostic de l’HpD en constatant son accumulation au sein de la 

tumeur par émission de fluorescence[57]. Puis en 1976, le premier essai clinique utilisant 
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l’HpD[58] chez des patientes atteintes d’un cancer de la vessie résistant à la chimiothérapie et 

la radiothérapie a permis de mettre en évidence une diminution de la taille de la tumeur ainsi 

qu’une nécrose au niveau de la zone illuminée. À partir des années 1990, les 

photosensibilisateurs vont être produits à plus grande échelle et commercialisés. Le 

Photofrin® (HpD purifié) a été le premier à recevoir une AMM (Autorisation de Mise sur le 

Marché) au Canada en 1993 dans le traitement du cancer de la vessie, puis en Hollande, au 

Japon, aux USA et enfin en France en 1996. Après cette première commercialisation, 

l’utilisation de la PDT fut répandue à plus grande échelle à travers le monde occidental avec 

la mise sur le marché de nombreuses molécules au début des années 2000 telles que  

Visudyne®, le Levulan®, le Metvix® et le Foscan®.  

B. Principe photophysique de la PDT  
 
L’utilisation de la PDT en clinique repose sur 2 principes distincts :[59]  

- La thérapie photodynamique (PDT) : l’injection du PS au patient suivi de son 

activation par une lumière de longueur d’onde appropriée va induire des réactions 

photochimiques oxydatives aboutissant à la destruction des cellules tumorales suite à 

la génération d’espèces réactives de l’oxygène.  

- La thérapie photodiagnostique (PDD) : l’émission de fluorescence du PS suite à son 

excitation par une lumière de longueur d’onde spécifique permet de détecter avec 

précision les lésions néoplasiques. Cette identification spécifique des cellules 

cancéreuses permet de guider le chirurgien lors d’une résection tumorale.   

Ainsi, c’est la longueur d’onde à laquelle sera excité le PS qui privilégiera soit un effet 

PDT ou un effet PDD. C’est pourquoi, il est possible d’induire ces effets en utilisant un 

seul PS (Figure 7).   
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Figure 7: Principe des 2 composantes de la PDT 

 

Les transitions et phénomènes d'émission de lumière associés à ces deux phénomènes sont 

illustrés par le diagramme de Jablonski (Figure 8). Lors de son illumination par une lumière 

de longueur d’onde spécifique, la molécule de PS a la capacité d’absorber un photon. Cette 

absorption, qui constitue une transition radiative (i.e., une transformation qui se fait avec 

l'intervention d'un photon), se traduit par le passage du PS de son état fondamental, S0, à un 

état excité S1, S2, S+n. Dans cet état excité instable, la molécule de PS retourne à son plus bas 

niveau d'énergie de l'état excité, S1, par conversions internes. Ces conversions correspondent à 

des transitions non radiatives (i.e., à des transformations qui se font sans l'intervention de 

photons) et sont provoquées par des rotations ou vibrations de la molécule. Elles sont très 

rapides et durent environ entre 10-13 et 10-12 secondes. Une fois dans son état excité, S1, le PS 

peut revenir à l’état fondamental de deux différentes manières.   

i.  Soit, il libère son surplus d’énergie par l’émission d’un photon dit de fluorescence et 

retourne à l’état fondamental par une transition radiative. Cette propriété du PS à 

émettre de la fluorescence peut être utilisée pour le photodiagnostic des tumeurs 

(effet PDD). 

ii. Soit, il retourne à l’état fondamental après être passé par un état intermédiaire dit état 

triplet, T1. Ce passage à l’état triplet est obtenu par des transitions non radiatives 

appelées conversions inter-systèmes (CIS). Ces conversions inter-système étant 

plus lentes que les conversions internes, la molécule de PS à l’état triplet a une 

durée de vie plus longue. Une fois à l’état triplet, la molécule de PS peut revenir à 

l’état fondamental par émission de phosphorescence, appelée également 
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« transition interdite » puisqu’elle se produit entre des états de multiplicité 

différentes. La longue demi-vie de la molécule de PS à l’état triplet lui donne la 

possibilité d’intervenir dans deux types de réactions photochimiques lui permettant 

également de retourner à l’état fondamental. Ces réactions dites de type I et de 

type II, peuvent se produire simultanément[60] et induisent des cascades de 

réactions à l’origine de l’effet de thérapie photodynamique et donc de la 

destruction de la tumeur (effet PDT).   

 

Figure 8: Diagramme de Jablonski (D’après T. Schweizer et al, 2020) 

La réaction photochimique de type I implique la participation du PS à un processus de 

transfert d’électrons ou d’un atome d’hydrogène à des substrats biologiques environnants (S) 

pour former des radicaux et des ions radicalaires libres (Figure 9, étape 1). Les anions 

radicaux formés du PS ou du substrat (PS•- et S•-) produits à l’issue de l’étape 1 peuvent 

interagir avec l’oxygène moléculaire pour former l’anion superoxyde (02•-) (Figure 9, étape 

2). À son tour, l’anion superoxyde peut interagir avec d’autres substrats ou agir comme 

précurseur d’autres ERO telles que le peroxyde d’hydrogène (H2O2) et le radical hydroxyle 

(•OH) (Figure 9, étape 3). Ces différentes ERO formées au cours de la réaction 

photochimique de type I sont de puissants agents oxydants pour une grande variété de 

biomolécules (e.g., cholestérol, acides aminés) provoquant ainsi d’important dommages 

oxydatifs.  
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Figure 9: Réaction photochimique de type I 

La réaction photochimique de type II implique, quant à elle, le transfert de l’énergie du PS 

à l’état de triplet vers l’oxygène moléculaire (3O2) induisant le retour du PS à son état 

fondamental et la formation d’une espèce particulièrement réactive de l’oxygène, l’oxygène 

singulet (1O2) (Figure 10). De par sa forte réactivité, l’oxygène singulet est capable d’interagir 

avec de nombreuses biomolécules de l’environnement intracellulaire (e.g protéines, lipides et 

acides aminés) provoquant des dommages oxydatifs important aboutissant à la mort cellulaire.  

 

Figure 10: Réaction photochimique de type II 

L’oxygène singulet fait partie de la classe des ERO cependant il diffère de ces 

dernières par de nombreux points. Contrairement aux autres ERO qui peuvent être produites 

lors de processus physiologiques normaux par des enzymes (e.g., monoamine oxydase, 

NADPH oxydase) ou lors de réactions inflammatoires par les polynucléaires neutrophiles 

(PNN) et macrophages, l’oxygène singulet est uniquement produit lorsqu’un PS endogène ou 

exogène absorbe une lumière de longueur d’onde appropriée à son excitation. Une autre 

différence est que ces ERO sont produites de manière physiologique et sont capables de 

s’inter convertir entre eux contrairement à l’1O2 qui ne peut réagir avec d’autres ERO[61]. 

Enfin, une fois que l’oxygène singulet est retourné à son état fondamental il perd sa réactivité 

tandis que les autres ERO restent réactives jusqu’à leur interaction avec d’autres biomolécules 

ou leur destruction définitive par des enzymes antioxydantes. Ainsi, le temps de demi-vie de 

ces autres ERO va dépendre de l’activité des enzymes antioxydantes environnantes. En ce 

sens, certaines ERO sont très réactives vis-à-vis de certaines molécules et de ce fait ont un 

temps de demi-vie très court (e.g., .OH) limitant ainsi leur diffusion[62] tandis que d’autres 
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vont réagir de manière plus lente entrainant leur diffusion jusqu’à en dehors de la cellule (e.g., 

H2O2)[63]. L’oxygène singulet, quant à lui, présente un temps de demi-vie très court (4 µs) ce 

qui limite sa diffusion à seulement 10 à 55 nm conduisant à un effet cytotoxique strictement 

local de la PDT[61]. Ainsi, c’est la durée de vie de l’ERO qui va limiter sa distance de 

diffusion dans les cellules. En d’autres termes, la réaction directe et rapide des ERO sera 

limitée à un petit volume subcellulaire tel que le site ou il a été généré et induira ainsi la 

destruction ciblée du tissu tumoral tout en préservant le tissu sain (à condition que le PS ne 

soit situé qu’au sein des lésions) (Figure 11).  

 

Figure 11: Relation entre le temps de demi- vie, la réactivité et le potentiel de diffusion des ERO  
(D’après Robert W. Redmond)[61] 

 
 

C. Mort des cellules cancéreuses en PDT  

Bien que le stress oxydatif induit par la PDT puisse avoir un impact sur de nombreux 

évènements impliqués dans la signalisation cellulaire et moléculaire, la résultante principale 

de ce stress est d’induire la mort des cellules cancéreuses. Nous savons aujourd’hui que le 

stress oxydatif conduit à différents mécanismes de mort cellulaire dit de cytotoxicité 

« directe » ou « indirecte ». La balance vers l’un ou l’autre de ces mécanismes sera 

déterminée par les propriétés physicochimiques et la localisation cellulaire du PS, la longueur 

d’onde utilisée, la dose de lumière apportée ainsi que la concentration en oxygène[64]. Ainsi, 

les dommages directs de la PDT impliquent la mort des cellules cancéreuses par différents 

mécanismes de morts cellulaires conventionnelles (e.g., apoptose, nécrose, autophagie) et non 

conventionnelles (e.g., nécroptose, ferroptose, pyroptose, catastrophe mitotique, parthanatos). 

Le mécanisme indirect repose sur l’altération du réseau vasculaire de la tumeur conduisant à 

une ischémie tumorale déprivant la tumeur d’oxygène et de nutriment. Enfin, la mort des 

cellules contribuera à la stimulation du microenvironnement tumoral par le recrutement de 
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médiateurs inflammatoires et de cellules de l’immunité innée laissant place à l’établissement 

d’une réponse immunitaire anti-tumorale (Figure 12). 

 

Figure 12: Effets des Espèces Réactives de l’Oxygène produites à la suite des réactions 
photochimiques : mort des cellules cancéreuses, dommages vasculaires, réaction inflammatoire et 
stimulation du système immunitaire (CDs ; Cellules Dendritiques ; PNN, Polynucléaires 
Neutrophiles ; PS, Photosensibilisateur) 

 

1. Toxicité directe 

L’étude du type de mort cellulaire induit par la PDT a fait l’objet de nombreuses 

études ces dernières années. La mort cellulaire a longtemps été classée en trois catégories 

dites de « morts cellulaires conventionnelles » à savoir : apoptose, nécrose et autophagie. 

Cependant, après la découverte ces dernières décennies d’autres modalités de mort cellulaires 

dites « non conventionnelles » il est devenu clair que la PDT est également capable selon la 

modulation de divers paramètres, de les déclencher.  

i. Morts cellulaires conventionnelles  

L’apoptose : L’apoptose est un mécanisme de mort programmée régulée par 2 voies 

principales : l’une dite intrinsèque (ou mitochondriale), l’autre dite extrinsèque (ou voie des 

récepteurs de morts). La voie intrinsèque résulte de la perturbation de nombreux évènement 

intracellulaire tel que des dommages à l’ADN ou au niveau du réticulum endoplasmique ainsi 

qu’une déstabilisation du potentiel de membrane mitochondrial. Ces évènements conduisent à 

l’activation d’une cascade de caspases exécutrices procédant au démantèlement de la cellule. 

La voie extrinsèque intervient lorsque des récepteurs à la surface cellulaire détectent des 
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perturbations de l’environnement extracellulaire. Suite au recrutement de molécules 

adaptatrices, s’ensuit l’activation de la caspase 8 puis le clivage de caspases effectrices. 

L’association de ce mécanisme de mort à la PDT a été décrit pour la première fois en 1991[65]. 

Il est maintenant admis, que la voie apoptotique sera prépondérante avec une faible 

concentration de PS ainsi qu’une dose de lumière faible. La localisation subcellulaire du PS 

est également un facteur déterminant puisqu’il a été montré que l’accumulation de PS au sein 

de la mitochondrie, le lysosome ou encore le réticulum conduisait à l’apoptose après 

illumination[64].   

La nécrose : La nécrose est un mécanisme de mort cellulaire rapide, prématuré survenant de 

manière non programmée. Elle se produit lorsque la cellule subit une agression aigüe et 

intense qu’elle soit physique ou chimique. Elle s’accompagne d’une perte de l’intégrité 

membranaire entrainant un afflux d’eau et d’ions à l’intérieur de la cellule et le gonflement 

des organites ce qui conduit à l’éclatement de la cellule. Contrairement aux autres types de 

mort cellulaires, elle ne nécessite pas de synthèse protéique, d’énergie ou de régulation par 

des voies de signalisation. Dans l’usage de la PDT, la nécrose peut survenir après 

l’administration d’une dose subtoxique de PS ainsi que des doses d’illumination 

importante[66]. Elle peut également être induite dans le cas du tropisme d’un PS pour la 

membrane plasmique. En effet, des études ont montré qu’un temps d’incubation court avec le 

PS (1 à 3h) pouvait favoriser son accumulation au niveau de la membrane plasmique et 

induisait une mort de type nécrotique tandis qu’une plus longue période (24h) entrainerait son 

accumulation au niveau des organelles en faveur d’une mort apoptotique[67,68].  

L’autophagie : L’autophagie est un mécanisme physiologique de protection et de recyclage 

d’éléments cellulaires. Ce processus de mort aboutit à la formation d’une vésicule 

membranaire appelée autophagosome permettant d’engloutir le matériel endommagé. Sa 

fusion avec le lysosome pour former l’autolysosome permet la digestion de ces débris grâce 

aux hydrolases lysosomales contenues initialement dans le lysosome ainsi que leur éventuel 

recyclage. En général, l’apoptose et la nécrose sont les principaux mécanismes de mort mis en 

œuvre après la PDT, l’autophagie quant à elle pourrait être une arme à double tranchant en 

fonction du type de PS utilisé et du type cellulaire. En effet, l’autophagie peut être considérée 

comme cytoprotectrice si elle est utilisée par les cellules comme dernière tentative pour faire 

face au stress oxydatif et survivre. En effet, les organites photoendommagés vont être 
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séquestrés par l’autophagosome afin d’être recyclés[69]. En revanche, dans le cas où la 

cytotoxicité induite par la PDT est optimale, l’autophagie peut induire la mort des cellules[70].  

ii. Morts cellulaires non conventionnelles  

Catastrophe mitotique : La catastrophe mitotique est une modalité de mort cellulaire 

déclenchée par une mitose aberrante entraînant une mauvaise ségrégation des chromosomes et 

un échec de la division cellulaire. La Catastrophe mitotique a été définie par le comité de 

nomenclature sur la mort cellulaire (2018) comme étant un mécanisme onco-suppresseur 

régulé qui empêche la prolifération et/ou la survie des cellules ne pouvant pas terminer leur 

mitose en raison de dommages importants à l’ADN, d’une machinerie mitotique défectueuse 

et/ou d’une défaillance des points de contrôle mitotiques[71]. Morphologiquement, cette mort 

cellulaire est caractérisée par des changements nucléaires spécifiques (e.g., multinucléation, 

micronucléation, macronucléation). Ce type de mort cellulaire dépend principalement de la 

localisation du PS lorsqu’il se situe à proximité immédiate des microtubules. La perturbation 

de l’organisation des microtubules conduit à l’épuisement de protéines centrosomales telles 

que AuroraA, ninein, TOG et TACC3 entrainant la formation de fuseaux aberrants et 

orientera les cellules vers une mort cellulaire de type apoptotique « like » [72]. Il est important 

de noter que des cellules peuvent résister à ce type de mort durant la PDT entraînant ainsi la 

formation des cellules aneuploïdes posant un risque d’instabilité génomique ce qui augmente 

par conséquent l’agressivité de la tumeur et sa résistance aux thérapies. Cependant, il a été 

décrit que cette résistance pourrait être outrepassée via l’ajustement des concentrations du PS 

et des doses d’irradiation[73,74]. C’est pourquoi, il sera nécessaire d’approfondir nos 

connaissances dans l’induction de ce mécanisme de mort afin de mieux appréhender le 

mécanisme d’action de la PDT.  

Pyroptose : La pyroptose est un mécanisme de mort régulé de type inflammatoire récemment 

approuvé par la Nomenclature du comité de mort cellulaire[71]. Ce type de mort peut avoir les 

caractéristiques de l’apoptose dans les stades précoces puisqu’elle est accompagnée d’une 

fragmentation de l’ADN et d’une condensation de la chromatine mais également de la 

nécrose, suite à la libération de molécules inflammatoires. La pyroptose est associée à 

l’activation d’une ou plusieurs caspases, telle que la caspase 1 dans l’inflammasome NLRP3 

(NLRP3 pour « NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3 »). La voie de la 

signalisation de la caspase 1 conduit à la sécrétion de cytokines pro-inflammatoire IL-1β et 

IL-18 [75]. Il est important de souligner que le mécanisme d’action de la PDT repose sur 
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l’induction d’une inflammation aigüe liée à la production de cytokines pro-inflammatoires au 

niveau du site endommagé (cf partie Toxicité indirecte). Ainsi, l’association de ce type de 

mort à l’inflammation aigüe induite par la PDT peut être à l’origine d’une inflammation non 

contrôlée évoluant vers une réponse systémique nocive. D’autant plus qu’une étude a montré 

que la neutralisation de l’IL-1β via l’inhibition de la caspase 1 dont l’objectif était de réduire 

l’inflammation avait diminué l’efficacité de la PDT[76]. Ainsi il sera nécessaire d’étudier les 

doses de lumière et les concentrations de PS permettant de contrôler et d’équilibrer les 

réseaux de cytokines régulant à la hausse le système immunitaire.  

Parthanatos : forme régulée de mort cellulaire induite par l’hyperactivation de la PARP1 qui 

intervient dans les mécanismes de réparation de dommages à l’ADN. L’activation de PARP1 

peut être initiée par différents stimulus telle que l’irradiation Ultraviolet, les agents alkylants 

ou encore la génération d’ERO. Cependant sa suractivation entraîne l’épuisement de 

Nicotinamide Adénine Dinucléotide (NAD+) cellulaire à l’origine d’une déplétion en ATP 

progressive aboutissant à l’effondrement énergétique de la cellule[77]. Ce processus de mort 

cellulaire est accompagné d’une dépolarisation mitochondriale contribuant à la libération de la 

forme tronquée du facteur induisant l’apoptose (AIF). L’interaction de ce facteur avec le 

facteur inhibiteur de la migration des macrophages (MIF) et sa migration au noyau induit la 

fragmentation de l’ADN et le déclenchement de la mort cellulaire[78]. La seule évidence de 

l’induction de ce type de mort par la PDT a été donné par J. Sorian et al, [79]. Cette étude a 

comparé la différence d’efficacité de la PDT utilisant le sel de sodium de la meso-tetrakis (4-

carboxyphényl) porphyrine (Na-H2TCPP) et son dérivé de zinc entre une lignée cellulaire 

épithéliale de cancer du sein humain (SKBR-3) et une lignée de cellules saines épithéliales 

(MCF-10A). Il s’avère que les caractéristiques de la mort parthanatos (formation de sport 

nucléaire accompagné de la translocation de AIF de la mitochondrie au noyau) ont 

uniquement été retrouvées sur la lignée saine alors que la lignée tumorale était morte par 

nécrose et apoptose. De plus, l’ajout de PARPi permettait de restaurer la viabilité des cellules 

saines alors que cela n’avait aucun impact sur la viabilité des cellules tumorales. Il a alors été 

suggéré que ce type de mort était médié en cas de dommages à l’ADN et d’hyperactivation de 

PARP en raison d’une augmentation importante d’ERO et d’une localisation nucléaire du PS. 

En ce sens, l’inhibition de la parthanatos par les PARPi pourrait être utilisée en PDT afin de 

limiter les effets indésirables aux cellules saines.  
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Nécroptose : La Nécroptose est une forme régulée de mort cellulaire caractérisée par des 

perturbations de l’homéostasie intra et extracellulaire. Cette perturbation est dépendante de 

l’activité des protéines kinase 1 et 3 interagissant avec leur récepteurs respectifs de 

sérine/thréonine-protéine kinase 1 et 3 (RIPK1 et RIPK3) et du recrutement ultérieur de la 

protéine de type domaine de kinase de lignée mixte (MLKL)[75]. La nécroptose est 

caractérisée par un gonflement de la cellule, une condensation de la chromatique et une 

perméabilisation de la membrane plasmique puis le relarguage du contenu intracellulaire vers 

l’espace extracellulaire. Le type de tumeur ainsi que la concentration du PS sont des facteurs 

déterminants dans l’induction ou non d’une nécroptose. À titre d’exemple, des études in vitro 

évaluant l’efficacité de la PDT utilisant l’hiporfin ont montré que sur 3 lignées cellulaires 

d’ostéosarcomes (DLM-8, 143B et HOS) une seule présentait une augmentation de 

l’expression de RIPK1 pouvant être bloquée par la necrostatine-1, un fait caractéristique de la 

nécroptose[80]. Une autre étude a montré qu’un traitement par talaporfin-PDT sur des cellules 

de gliobastome humain (T98G) avec une faible concentration de PS induisait la nécroptose 

contrairement à l’utilisation d’une concentration importante [81].   

Ferroptose : Enfin, la ferroptose est une forme régulée de mort cellulaire résultant de 

l’accumulation incontrôlée de lipides peroxydés au niveau des membranes cellulaires. La 

mort des cellules est provoquée par la perméabilisation de la membrane plasmique entrainant 

le gonflement de la cellule puis sa rupture. Contrairement à l’apoptose, la ferroptose se 

déroule sans induction de la perméabilisation de la membrane externe des mitochondries, il 

n’est donc pas observé de libération du cytochrome C ou d’activation des caspases[75].  Sur le 

plan biochimique, la ferroptose est intiée par une peroxydation lipidique excessive contrôlée à 

l’état physiologique par la Glutathione Peroxidase 4 (GPX4). L’activité de l’antiporteur 

cystine/glutamate (xc-) permet de fournir un apport en cystine (précurseur plasmatique de la 

cystéine) dans la cellule, un acide aminé nécessaire à la synthèse du glutathion (GSH) en 

échange de glutamate. Le blocage du système xc- entraîne une déplétion intracellulaire en 

cystéine, conduisant à l’épuisement des stocks intracellulaires de GSH. La GPX4 est une 

sélénoprotéine qui utilise le GSH afin de détoxifier les peroxydes lipidiques membranaires 

(réduction des lipides peroxydés en leur alcool correspondant)[82]. À cet égard, l’inhibition de 

cette protéine entraine une accumulation massive de lipides oxydés conduisant à la mort 

cellulaire. Ainsi, des composés capables de bloquer le transporteur xc- ou d’inhiber la GPX4 

sont susceptibles d’induire la ferroptose. Une autre caractéristique de la ferroptose est 

l’augmentation du pool de fer libre.  Ainsi, la réaction de Fenton entre l’H202 issu des 
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réactions photochimiques de la PDT et l’ion ferrique (Fe2+) pourrait produire de l’O2 de 

manière soutenue. Or, l’efficacité de la PDT repose sur la concentration en oxygène du milieu 

environnant[83]. Ainsi la combinaison de la ferroptose à la PDT permettrait d’en améliorer son 

efficacité grâce à la réaction de Fenton qui apporterait de l’O2 moléculaire de façon 

continue[84].  

2. Toxicité indirecte  

Dommages vasculaires : Le flux sanguin est le moyen d’apporter aux tumeurs l’oxygène et 

les nutriments indispensables à leur survie. Ainsi, la destruction tumorale peut être 

potentialisée par l’altération du réseau vasculaire qui alimente la tumeur. L’association de ce 

mécanisme d’action à la PDT fut rapporté pour la première fois en 1963[85]. L’équipe de Star 

et al., mit en évidence grâce au modèle de la chambre intravitale chez des rats porteurs de 

tumeurs mammaires traitées par HpD-PDT une vasoconstriction initiale des vaisseaux 

tumoraux suivie de réponses diverses tel qu’un arrêt de flux sanguin, la survenue 

d’hémorragies et la formation d’agrégats plaquettaires[86]. Ce mécanisme s’explique par le fait 

que les ERO vont générer des dommages irréversibles dans les cellules endothéliales et au 

niveau de la membrane basale vasculaire ce qui va entrainer la libération de molécules 

vasoactives et augmenter la perméabilité vasculaire et la constriction des vaisseaux. S’ensuit, 

la formation d’un thrombus conduisant à l’ischémie de la tumeur. Afin d’utiliser cette 

approche, il a été montré que l’irradiation laser doit être effectuée peu de temps après 

l’administration du PS afin que ce dernier se trouve localisé dans le compartiment vasculaire 

au moment de l’illumination[87]. À titre d’exemple, le Visudyne® est utilisé dans le traitement 

des néovascularisations choroïdienne chez les adultes atteints de la Dégénérescence Maculaire 

liée à l’âge (DMLA). L’illumination est effectuée seulement 10 min après l’injection 

intravitréenne du PS pour une durée de 83 secondes.   

Réaction inflammatoire locale et réponse immunitaire anti-tumorale : Le système 

immunitaire inné constitue la première ligne de défense en cas d’agression par un agent 

pathogène. Ce système est composé de lymphocytes Natural Killers (NK), de monocytes / 

macrophages, de granulocytes et de cellules dendritiques (CDs). Son activation est 

indispensable à l’orientation vers une réponse immune adaptative dite spécifique. Il a ainsi été 

démontré que la PDT était capable d’induire l’activation d’une réponse immunitaire innée 

suite à un stimulus inflammatoire dont l’objectif est de contenir et éliminer les débris et de 

restaurer l’homéostasie à la suite des dommages oxydatifs (Figure 13). En effet, le stress 
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oxydatif post-PDT induit la libération de métabolites de l’acide arachidonique (e.g., 

prostaglandines, leucotriènes, thromboxane), l’augmentation de la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires (e.g., MIP2, IL-6, TNF⍺, IL-1β) et l’activation du système du complément[88]. 

Ces signaux d’inflammation aïgue post-PDT ainsi que la perméabilisation du réseau 

vasculaire permettent l’afflux et l’infiltration de polynucléaires neutrophiles, mastocytes, 

monocytes/macrophages au niveau du site endommagé (Figure 13)[89]. Les macrophages sont 

des acteurs de l’immunité innée, leur fonction principale est d’éliminer les cellules tumorales 

par la sécrétion de molécules cytotoxiques (e.g., TNF⍺) ou par phagocytose suite à leur 

activation par des signaux de dangers (e.g., HSP 70 pour « Heat Stock Protein) libérés par les 

cellules tumorales endommagées. De plus, leur capacité à agir comme des cellules 

présentatrices d’antigènes en font des cellules auxiliaires très importantes pour l’activation de 

l’immunité adaptative[90]. Cette réponse inflammatoire est également caractérisée par un 

afflux massif de PNN au sein de la tumeur grâce à la contraction des cellules endothéliales 

permettant leur adhésion à la matrice sous endothéliale via les récepteurs à intégrine β2[91]. Le 

recrutement de cette population cellulaire dans le cadre de la PDT a été décrit par SO. 

Gollnick et al., puisqu’il a été démontré que l’augmentation de chimiokines inflammatoires 

telles que MIP-2 et de molécules d’adhésions telle que l’E-sélectine post-PDT favorisait leur 

recrutement au niveau du site endommagé[92]. La PDT permet également le recrutement de 

PNN dans les ganglions lymphatiques drainant la tumeur (TDLN) afin de présenter les 

antigènes tumoraux aux lymphocytes CD8+ (Figure 13)[93]. Il a d’ailleurs été montré qu’une 

déplétion en PNN chez la souris induisait une difficulté à développer une réponse CD8+ 

efficace[92]. À la lumière de ces résultats, les PNN ont un rôle clé dans l’établissement de la 

réponse anti-tumorale après PDT en favorisant la prolifération et la survie des lymphocytes 

CD8+.  Enfin, le rôle des lymphocytes NK a également été étudié. Gollnick et al., ont rapporté 

que le contrôle de la maladie à distance médié par les CD8+ était amélioré en présence de ces 

cellules[94]. Ces données suggérèrent alors que les cellules NK étaient capables de renforcer 

l’immunité anti-tumorale médiée par la PDT.  
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Figure 13: Induction d’une réaction inflammatoire locale par la thérapie photodynamique[88](TNF⍺, 
Tumor Necrosis Factor ⍺ ; DAMPs, Damage Associated Molecular Pattern; MHC, Major 
Histocompatibility Complex; IL-12, Interleukin 12; IL17, Interleukin 17; Th17, T helper 17 cell) 

De nos jours, la thérapie anti-cancéreuse idéale ne se résume plus uniquement à 

l’éradication des cellules tumorales mais également à la capacité d’induire une mort cellulaire 

immunogène (MCI). Le concept de MCI est défini comme un type de mort cellulaire capable 

de stimuler efficacement la réponse immunitaire contre des néoantigènes tumoraux produits 

par les cellules mourantes / mortes permettant de générer une mémoire immunitaire anti-

tumorale sur le long terme. Il est maintenant admis que la MCI peut être initiée par différents 

stimuli tels que les agents anticancéreux (e.g., anthracyclines (doxorubicine), l’oxaliplatine, le 

mitoxantrone et le bortezomib), les virus oncolytiques, la radiothérapie et plus récemment la 

thérapie photodynamique[95]. Plus précisément, l’induction de la mort des cellules cancéreuses 

par les différents types de morts présentés précédemment procure à la PDT un effet 

immunogène suite à la libération/la relocalisation ou l’exposition à la membrane de signaux 

de dangers ou DAMPs (Dammage Associated Molecular Pattern). Un large spectre de 

DAMPs a été associé à la PDT : les protéines de choc thermique ou HSP (Heat Stock 

Protein), la calréticuline (CRT), la protéine associée à la chromatique ou HMGB1 (High 

Mobility Group Box 1) et l’Adénosine Triphosphate (ATP)[96]. Ces DAMPs sont libérés par 

les cellules endommagées / mortes et vont favoriser le recrutement de cellules présentatrices 

d’antigène, grâce à leur reconnaissance par les PRRs (Pattern Recognition Receptors) 

exprimés sur ces cellules immunitaires. Ces cellules font le lien entre le système immunitaire 
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innée et adaptatif, leur fonction principale étant la présentation d’antigènes aux lymphocytes 

naïfs. L’environnement pro-inflammatoire post-PDT ainsi que la reconnaissance de ces 

DAMPs induit la maturation des CDs à l’origine immature et leur migration au niveau des 

nœuds lymphoïdes afin de présenter aux lymphocytes naïfs un peptide antigénique tumorale. 

Des études ont montré que l’incubation de CDs avec des milieux conditionnés de cellules 

tumorales préalablement traitées à la PDT induisait la maturation des CDs. De plus, T. 

Kushibiki et al., ont montré que la PDT favorisait la sécrétion de cytokines IL-1α, IL-1β et IL-

6 par ces cellules ainsi que la diminution de TNF⍺ renforçant ainsi la réponse immunitaire[97]. 

Cette présentation antigénique aux lymphocytes naïfs conduit à l’activation de différentes 

populations lymphocytaires telles que : les lymphocytes CD4 helper, les lymphocytes CD8+ 

cytotoxiques et les lymphocytes B initiant ainsi la réponse immune anti-tumorale 

adaptative[98]. L’activation lymphocytaire conjointement à la présentation des antigènes 

tumoraux par les CDs est un processus qui nécessite 3 signaux. Dans un premier temps, la 

reconnaissance du complexe antigène / CMH porté par la cellule dendritique par le complexe 

Récepteur des lymphocytes T (TCR)/ CD3 porté par le lymphocyte T (signal 1). S’ensuit un 

signal de co-stimulation par l’interaction du CD28-CD80/86 porté respectivement par le 

Lymphocyte T et la CD (signal 2). Enfin, un stimulus cytokinique composé d’IL-4, IL-2 et 

IL-12 (signal 3) induit la prolifération des Lymphocytes T en favorisant la sécrétion d’IL-2 et 

de TNF⍺. La réponse immunitaire adaptative est classifiée en deux types dit à médiation 

cellulaire ou à médiation humorale. L’immunité à médiation cellulaire est décrite comme la 

voie majeure de l’immunité anti-tumorale. Cette réponse est caractérisée par la production 

d’IFNƔ, TNF⍺ et IL-2 et oriente vers une activation de la réponse cellulaire cytotoxique via 

les lymphocytes T CD8+ (réponse Th1). La sécrétion d’IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 et TGFβ 

stimule la prolifération et l’activation des lymphocytes B et oriente vers une réponse dite à 

médiation humorale (réponse Th2).  Cette immunité promeut la production d’anticorps 

spécifiques des antigènes tumoraux par les lymphocytes B capables d’induire la destruction 

des cellules tumorales par un mécanisme de cytotoxicité à médiation cellulaire dépendante 

des anticorps ou ADCC (Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity). L’implication de 

l’immunité adaptative dans le mécanisme d’action PDT a été démontré pour la première fois 

par l’équipe de G. Canti et al. Cette équipe a montré qu’un groupe de souris 

immunodéprimées traitées et guéries du fibrosarcome par la PDT ne résistait pas à une 

nouvelle aggression par des cellules tumorales de la même origine. À l’inverse, le groupe de 

souris immunocompétentes était capable de contrôler la réapparition de la maladie si les 

cellules tumorales étaient de la même origine mais pas lorsqu’elles étaient d’une origine 
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différente. Ces résultats ont démontré pour la première fois que la PDT induit l’activation de 

l’immunité antitumorale adaptative et donc la mise en place d’une mémoire immunitaire 

spécifique de la tumeur[99].   

D. Les photosensibilisateurs  

L’utilisation de la PDT évolue depuis plusieurs années, son champ thérapeutique 

s’élargit et de nouveaux PS voient le jour afin d’améliorer l’efficacité de ce traitement. Pour 

cela et afin de pouvoir envisager une application clinique, un photosensibilisateur doit 

répondre à plusieurs caractéristiques [100,101]: i) Présenter un caractère amphiphile facilitant 

son transport vers sa cible à travers la circulation sanguine, ii) Offrir la possibilité d’être 

administré selon plusieurs voies (e.g., topique, orale, IV), iii) Présenter une absorption 

spectrale dans le rouge jusqu’à l’IR (650 à 800), qui sont les longueurs d’onde associées à une 

pénétration tissulaire de la lumière importante (Figure 14), iv) Disposer d’un état de triplet 

stable ainsi que d’un rendement quantique en oxygène singulet important, v) Être associé à 

une non-toxicité en l’absence de lumière, vi) Avoir une clairance rapide limitant tout effet 

indésirable de photosensibilité, vii) être sélectif afin de limiter l’atteinte aux tissus sains.  

 

Figure 14 : Profondeur de pénétration dans la peau des ondes lumineuses (source : La lumière contre 
le cancer / Réflexions – Université de Liège)	

Afin d’aboutir à un tel PS, plusieurs générations de PS se sont succédées ayant toutes 

pour objectif d’améliorer la génération précédente.  
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1. PS de 1ère génération  

La 1ère génération de PS est représentée par une classe importante : les porphyrines (du 

grec « porphura » signifiant « pourpre »). Les porphyrines sont retrouvées dans tous les 

organismes vivants (aussi bien végétales qu’animales) et son localisées principalement dans 

les cellules et les organes responsables de la production d’énergie, du métabolisme et des 

transports. Ainsi la combinaison du noyau porphyrinique au fer constitue l’hème, à l’ion Mg2+ 

constitue la chlorophylle et la combinaison du noyau porphyrinique au cobalt à la vitamine 

B12.  

 

Figure 15 : Molécules dérivées du noyau porphyrinique 

Comme il a été décrit précédemment, l’Hématoporphyrine (Hp), mélange complexe de 

porphyrines, a été la première porphyrine utilisée en tant que PS. Sa purification ainsi que 

quelques modifications chimiques ont conduit à la synthèse de l’HpD, un mélange de 

porphyrines solubles permettant d’améliorer la sélectivité et de diminuer les problèmes de 

photosensibilité observés avec l’Hp. Plus tard, le Photofrin® ou « porfimère sodique » 

composé de dimères de porphyrines et d’oligomères isolés à partir de l’HpD fut le premier PS 

à obtenir son AMM par la Food and Drug Administration (FDA) en 1993 au Canada dans le 

traitement des cancers de la vessie[102].  
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• Temoporfin, Foscan® : 

Le Foscan® est aujourd’hui commercialisé par la socité Biolitec AG (lena, Allemagne) 

qui racheta en Avril 2002 la société à l’origine de son développement, Scotia, (UK, Ltd). 

L’European Medicines Agency (EMA) délivra son AMM en 2001 dans « le traitement 

palliatif des carcinomes épidermoïdes avancés de la tête et du cou après échec des traitements 

antérieurs et chez les patients qui ne peuvent pas être traités par radiothérapie, chirurgie ou 

chimiothérapie systémique. », tandis que la FDA l’avait refusée en 2000.  

 

Figure 17: Synthèse du mTHPC, (Foscan®) à partir du mTHPP [105]  

Le méso-tetra(hydroxyphenyl)porphyrine (mTHPP) fut découvert en 1980 par Bonnett et 

al., et présente une meilleure sélectivité tumorale comparé à l’HpD[106]. Cependant sa faible 

absorption dans le rouge ne confére aucun avantage à utiliser cette molécule plutôt que le 

Photofrin®. Afin d’améliorer ses capacités d’absorption un analogue chloré de cet 

hydroxyphénylporphyrine a été synthétisé via une réduction diimide (Figure 17).  Cette 

réduction conféra à cette nouvelle molécule un pic d’absorption plus intense dans le rouge à 

l’origine d’une meilleure pénétration tissulaire. Le méso-tetra(hydroxyphenyl)chlorine 

(mTHPC ou Foscan®) répond alors aux propriétés attendues d’un PS de seconde génération : 

i) un composé pur, ii) une accumulation préférentielle dans le tissus tumoral, iii) une 

absorption maximale à 650 nm ce qui signifie une pénétration plus importante, iv) une 

utilisation de faibles doses, plus faibles que l’HpD, pour avoir un effet, v) une durée de 

photosensibilisation moins longue que celle utilisée pour les PS de 1ère génération, mais qui 

reste cependant importante (seulement 71% du Foscan® est éliminé après 30 jours) [107].  
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• 5-ALA, Levulan®, Gliolan®, Metvix®, Ameluz®, Alacare®:  

L’acide 5-aminolévulinique (5-ALA) est un précurseur biochimique naturel impliqué dans 

la biosynthèse de l’hème.  Il peut être métabolisé en protoporphyrine IX (PpIX) qui est le 

dernier intermédiaire de cette voie de biosynthèse et qui est photoactivable. Cependant, les 

concentrations en PpIX requises pour la photosensibilisation ne sont jamais atteintes en 

situation physiologique. C’est pourquoi, l’administration de 5-ALA exogène peut induire une 

accumulation de PpIX plus importante que les concentrations physiologiques et ainsi induire 

un effet photodynamique à la suite d’une illumination. La spécificité du PS PpIX pour les 

cellules cancéreuses repose sur la capacité de la ferrochelatase à convertir cette PpIX en 

hème. En effet, cette capacité de conversion est plus lente chez les cellules cancéreuses. Ainsi 

lors d’un apport exogène en 5-ALA les cellules cancéreuses accumuleront plus de PpIX que 

les cellules saines limitant ainsi l’effet de la PDT aux cellules tumorales uniquement[109].  

 

Figure 19: Structure du 5-ALA (gauche) et de la PpIX (droite) 

La PpIX possède plusieurs pics d’absorption : un pic d’absorption maximal à 410 nm ainsi 

que quatre autres plus petits à 510, 540, 580 et 635 nm permettant ainsi différentes utilisations 

de sources lumineuses. Le principal avantage du 5-ALA est la possibilité d’une application 

topique. C’est pourquoi, il a été approuvé en 1999 dans le traitement topique des kératoses 

actiniques du visage et du cuir chevelu et également dans le traitement de cancers de la peau 

non mélaniques. Enfin, sa dégradation rapide permet de limiter les problèmes de 

photosensibilité du patient.  

3. PS de 3ème génération 

Malgré les efforts menés dans le développement des PS de 2nde génération, il demeure 

des points à améliorer. Ces PS de 2nde génération présentent généralement une faible 

sélectivité tumorale en plus de leur manque de solubilité et de leur élimination lente. D’autant 

plus que, l’un des enjeux majeurs en cancérologie est le développement de nouveaux 

médicaments qui vont agir sélectivement sur les cellules tumorales tout en épargnant le tissu 
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sain. C’est pourquoi, les PS dits de 3ème génération sont en cours de développement afin de 

répondre à ce besoin thérapeutique donc l’objectif est de réaliser une thérapie 

photodynamique dite ciblée. 

 

Figure 20: Design des photosensibilisateurs de 3ème génération : a) ciblage actif ; b) ciblage passif 
[105] 

Pour cela, certains PS de 2nde génération ont été modifiés afin d’améliorer leur 

sélectivité pour les cellules néoplasiques de manière active grâce à la conjugaison d’entité 

chimiques au PS (e.g anticorps, carbohydrates, acides aminés, peptides) ou de manière 

passive par la vectorisation ou encapsulation (e.g liposomes, micelles, nanoparticules)[105] 

(Figure 20). Cependant aucun PS de 3ème génération n’a obtenu d’AMM à l’heure 

d’aujourd’hui dans le traitement du cancer (Tableau 2).  

 

Tableau 2: Synthèse de l’ensemble des photosensibilisateurs ayant obtenu une Autorisation de Mise 
sur le Marché dans le traitement du cancer 

 

E. Proposition de la PDT dans la prise en charge de la carcinose 
péritonéale  

En plus de la destruction ciblée des métastases par la formation d’ERO et de son 

potentiel immunostimulant, l’intérêt potentiel de la PDT dans le traitement des carcinoses 

péritonéales ovarienne repose sur d’autres avantages : i) l’absence d’effets indésirables et 

toxiques notables de ce traitement, ii) Son indication dans le traitement des lésions 
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superficielles de surface étendue (champs de cancérisation) telle que la kératose actinique. Les 

métastases microscopiques du cancer de l’ovaire étant disséminées au sein de toute la surface 

péritonéale qui est de l’ordre de 0,5 à 2m² (équivalent de la surface corporelle)[110], un 

traitement par PDT semble adapté pour ce type de pathologie diffuse, iii) l’administration du 

PS en amont de la chirurgie de cytoréduction permettrait de réaliser « une chirurgie guidée par 

la fluorescence (PDD)» et ainsi de détecter les lésions invisibles à l’œil nu devant faire l’objet 

d’une exérèse, iv) à la suite de quoi la PDT pourrait être appliquée afin de détruire les 

métastases microscopiques résiduelles.  

Ainsi, plusieurs essais cliniques ont été entrepris afin de tester l’efficacité de la PDT 

utilisant divers photosensibilisateurs dans le traitement des carcinoses péritonéales 

ovariennes. Ces études ont permis de démontrer la faisabilité de la PDT dans le traitement de 

la carcinose péritonéale. En 1991, débute un premier essai de phase I[111] dont l’objectif était 

d’évaluer la tolérance de la PDT utilisant un PS de 1ère génération, le dihematoporphyrin 

ethers (DHE) chez des patientes atteintes d’une carcinose péritonéale principalement 

d’origine ovarienne (13 patientes sur 23). Le PS utilisé était injecté en IV (48 à 72h avant la 

chirurgie) à une dose de 1,5 à 3 mg/kg. Une illumination à une longueur d’onde de 630 nm a 

été délivrée sur toute la surface péritonéale avec une dose de 0,2 à 3,9 J/cm2 (suivant une 

stratégie d’escalade de dose) (Tableau 3). Le dispositif d’illumination utilisé était une fibre 

optique à tir direct pour les intestins et le mésentère tandis que l’illumination des autres 

parties (e.g., diaphragme, viscère, bourse omentale, et pelvis) se faisait à l’aide d’une baguette 

lumineuse. 6 patients sont restés cliniquement exempts de la maladie jusqu’à 18 mois, et 5 

patients ont présenté des complications liées au traitement (faible sélectivité du PS et 

pénétration de la lumière).   

En 1993, un nouvel essai clinique de phase I[112] a été mis en œuvre aux Etats-Unis 

utilisant à nouveau le DHE dans la carcinose péritonéale d’origine ovarienne. 44 patientes ont 

été incluses dans l’étude dont 39 ont reçu une PDT après la chirurgie. Le DHE était 

administré en IV entre 48h et 72h avant la chirurgie selon une escalade de dose de 1,5 à 2,5 

mg/kg. Une longueur d’onde de 630 nm avec une dose 2,8 – 3 J/cm2 a été initialement 

choisie. Cependant à la suite d’œdèmes intestinaux et des perforations digestives, les auteurs 

ont illuminé par la suite avec une longueur d’onde moins pénétrante de 514 nm au niveau de 

l’intestin et du mésentère. La PDT intrapéritonéale a été complétée par de potentiels boosts 

pour les zones à haut risque, de lumière verte (dose de 5 à 7,5 J/cm2 j/cm2, 515 nm) et de 
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lumière rouge (dose 15 J/cm2, 630 nm) (Tableau 3). Malgré le fait que cette étude ait 

démontré la faisabilité d’une PDT pour cette indication la limite de cette étude repose sur sa 

toxicité digestive notable. En effet plusieurs patientes ont présenté une perforation gastrique 

(n=1) ou intestinale (n=3) ainsi qu’une fistule digestive (n=1). Parmi les autres complications 

rapportées comme étant liées à la PDT, les auteurs ont également indiqué des épanchements 

pleuraux (n=23) ainsi que des thrombocytopénies de sévérité modérée.  

En 2006, dans un essai de phase II[113] utilisant les doses tolérées définies dans l’essai 

de phase I présenté ci-dessus, le Photofrin® a été administré en IV (2,5mg/kg) 48h avant 

l’opération chez des patients présentant une carcinose péritonéale d’origines diverses. 100 

patients ont été inclus dont 33 avec une carcinose d’origine ovarienne. L’illumination était 

réalisée à une longueur d’onde de 532 nm à l’aide d’une fibre optique pour le petit intestin, le 

mésentère et le colon (dose : 2,5 J/cm²) tandis que le reste de la cavité péritonéale était 

illuminée, avec une baguette lumineuse, à une longueur d’onde de 630 nm et à une fluence 

variant de 5 J/cm² à 10 J/cm² en fonction des organes traités (Tableau 3). L’abdomen était 

préalablement rempli d’une solution diffusante d’intralipides. Après 6 mois, 3 des 33 

patientes étaient en réponse complète. L’un des effets indésirables majeur associé à la PDT a 

été le « syndrome de fuite capillaire » post-opératoire nécessitant une réanimation volémique.   

La médiane de survie était de 21 mois pour le groupe cancer de l’ovaire.  

 

Tableau 3: Synthèse de l’ensemble des essais cliniques ayant évalué l’efficacité de la Thérapie 
Photodynamique dans la carcinose péritonéale d’origine ovarienne 

 

Conclusion partie II : À la lumière de ces résultats, la pertinence de l’utilisation de la 

PDT dans le traitement de la carcinose péritonéale, réalisée à la suite de la chirurgie de 
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cytoréduction, semble tout à fait démontrée. Cependant la mauvaise tolérance de la PDT 

ajoutée à une absence de réponse complète significative nous a conduits à nous 

interroger sur la spécificité du PS pour sa cible.  C’est pourquoi l’utilisation de la PDT 

utilisant un PS de 3ème génération semblerait être une approche pertinente. Pour cela il 

est nécessaire d’identifier un marqueur pouvant être surexprimé par les cellules 

cancéreuses ovariennes. Le récepteur au folate (FR), qui est surexprimé dans les cancers 

ovariens, pourrait faire partie des cibles permettant un adressage spécifique du 

photosensibilisateur au sein de la tumeur.  

 

III. Le récepteur au folate une cible spécifique 

A. L’acide folique  

1. Définition  
 

L’acide folique (folate, vitamine B9) est une vitamine hydrosoluble, précurseur 

métabolique d’une coenzyme, le tétrahydrofolate (THF) qui joue un rôle essentiel dans la 

synthèse des bases nucléiques (puriques et pyrimidiques) constituant les acides nucléiques 

(ADN et ARN) du matériel génétique et dans le métabolisme des acides aminés (constituant 

des protéines). Il contribue également à la croissance et à la division cellulaire, à la réparation 

du matériel génétique et à la méthylation de l’ADN lui conférant un rôle important pour la 

régulation épigénomique[114]. L’acide folique peut être retrouvé de manière naturelle ou 

synthétique. Il faut alors différencier l’acide folique du folate. Le terme “acide folique” réfère 

à la forme oxydée synthétique du composé que l’on retrouve dans les compléments 

alimentaires. Tandis que le terme « folate », correspond à la forme ionique de l’acide folique 

et fait référence au THF que l’on retrouve naturellement dans les aliments[115].   

2. Apports nutritionnels  
 

L’apport en folate est exclusivement alimentaire, notre organisme est incapable de 

synthétiser du folate puisque les cellules de mammifères ne possèdent pas les enzymes 

nécessaires à sa biosynthèse. Les aliments les plus riches en Vitamine B9 sont principalement 

les légumes à feuilles vertes (e.g., épinards, salade, endive, choux, poireaux, petits pois). On 

en retrouve également dans les fromages, les œufs, le foie ainsi que les levures alimentaires. 

L’apport nutritionnel recommandé est de 300 à 400 µg/jour chez l’adulte et 600 µg/jour chez 
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la femme enceinte[116]. Plusieurs facteurs peuvent être à l’origine d’une déficience en folate ; 

malabsorption (e.g., à cause de l’alcoolisme), un apport nécessaire plus important pendant la 

grossesse, les médicaments (e.g., antifolates). La conséquence la plus courante de cette 

déficience est l’anémie mégaloblastique et peut également favoriser l’apparition de 

nombreuses pathologies si la carence s’aggrave (e.g., maladies cardiovasculaires, cancer, 

dysfonctions cognitives)[117].  

3. Structure chimique  

Sous son nom chimique d’acide ptéroylmonoglutamique, l’acide folique est constitué 

d’un noyau ptérine, d’un acide para-aminobenzoïque (p-ABA), et d’une molécule d’acide 

glutamique (Figure 21). 

 
 

Figure 21: Structure de l’acide folique (p-ABA, acide para-aminobenzoïque) 

  Sous cette forme, il ne correspond ni à la forme alimentaire ni à la forme active dans 

l’organisme. Afin de jouer un rôle métabolique actif, l’acide folique doit être transformé en 

acide dihydrofolique (DHF) puis en THF via la Dihydrofolate réductase (DHFR) (Figure 22). 

C’est sous cette forme que les folates peuvent exercer leur action de coenzymes dans de 

nombreuses réactions de transfert d’unités monocarbonées dont la synthèse de novo des bases 

puriques et pyrimidiques.   
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Figure 22: Cycle du folate (DHF, dihydrofolate ; DHFR, dihydrofolate reductase ; MS, methionine 
synthase ; MTHFR, methylene tetrahydrofoloate reductase, SAH, S-adenosyl homocysteine ; SAM, S-
adenosyl methionine ; SHMT, serine hydroxymethyltransferase ; THF, tetrahydrofolate ; TS, 
Thymidylate synthase ; X, substrats pour la methylation)[117]   

 

B. Le transport des folates 

L’acide folique est une molécule hydrophile anionique ne pouvant diffuser de manière 

passive à travers la membrane plasmique des cellules. Son internalisation dépend ainsi de 3 

systèmes de transport (Figure 23) : le transporteur de folates réduits (RFC, « Reduced Folate 

Carrier »), le transporteur de folates couplés aux protons (PCFT, « Proton Coupled Folate 

Transporter ») et les récepteurs de l’acide folique (FR, « Folate Receptor »). Le RFC et le 

PCFT ne seront décrits que brièvement étant donné qu’ils ne font pas l’objet de ce travail.  

 



 
 

62 

Figure 23: Transport du folate dans les cellules via le transporteur de folates réduits (Reduced Folate 
Carrier - RFC), le transporteur de folates couplé aux protons (Proton Coupled Receptor - PCFT) et le 
récepteur de l’acide folique (Folate Receptor - FR) 

1. Le transporteur de folates réduits (RFC)   

Le transporteur RFC est le premier transporteur de folates à avoir été identifié[118]. Il 

constitue la principale voie d’absorption du folate alimentaire permettant sa distribution aux 

tissus à partir de la circulation systémique. Il est exprimé de manière ubiquitaire chez 

l’humain que ce soit dans les tissus sains ou les tissus cancéreux faisant de lui l’acteur 

majoritaire du transport des folates chez les mammifères. C’est un transporteur de type 

antiport qui couple l’influx de folates à un efflux de substrat anioniques (Figure 23). 

L’utilisation du gradient de concentration transmembranaire de phosphates anioniques 

fortement concentrés dans les cellules permet le transport de folates contre leur gradient de 

concentration. L’activité du transporteur est maximale à pH neutre et décroit au fur et à 

mesure que le pH diminue. Comme son nom l’indique, il possède une haute affinité pour les 

folates réduits tel que le THF, le N5-méthylTHF, le N5-formylTHF (Km = 2 à 7 µM) ainsi 

que pour certains antifolates tel que le Méthotrexate comparativement aux folates oxydés tel 

que l’acide folique (Km = 200 à 400 µM)[119].   

2. Le transporteur de folates couplés aux protons (PCFT) 

Le PCFT fut le dernier transporteur de folate à être décrit en 2006 par A. Qiu et al. En 

effet, jusqu’à récemment, le transport des folates dans les cellules été attribué à deux types de 

transporteurs de haute affinité pour le folate réduit, le transporteur de folate réduit et les 

récepteurs de folate. Cependant, il y avait des divergences entre les propriétés de ces 

transporteurs et les caractéristiques du transport des folates dans de nombreux tissus, 

notamment au niveau de l'absorption intestinale des folates ou réside un pH acide. En effet, la 

particularité de ce transporteur est une activité optimale lorsque le pH est acide (compris entre 

5 et 5,5) et diminue rapidement à mesure que le pH augmente. Sa forte expression au niveau 

du duodénum et du jéjunum fait de lui le transporteur majoritaire de l’absorption intestinale 

des folates provenant de l’alimentation[120]. Il est également fortement exprimé au niveau des 

reins mais le rôle qu’il pourrait y jouer reste encore à élucider. C’est un transporteur de type 

symport qui permet l’entrée de folates et de protons au sein des cellules intestinales par 

diffusion facilitée. Deux protons sont cotransportés pour chaque molécule de folate 

internalisée. Ainsi cette internalisation s’accompagne d’une acidification du milieu 
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intracellulaire. Contrairement au RFC, le PCFT possède des affinités équivalentes pour les 

folates réduits et pour les folates oxydés (Km = 0,5 à 1 µM)[119].  

 

3. Le récepteur à l’acide folique (FR) 

Enfin, le folate peut être transporté par un dernier type de transporteur qui sont les 

récepteurs à l’acide folique. Cette famille de récepteur, aussi appelés FBP pour « Folates 

Binding Protein » est composé de quatre membres de protéines glycopeptidiques (FRα, FRβ, 

FRγ et FRδ) qui permettent l’internalisation par endocytose des folates à pH neutre ou 

acide[121]. C’est un type de récepteur de haute affinité tant pour les folates réduits que pour les 

folates oxydés (Km < 1nM). Ces protéines partagent une homologie de séquence entre 68 et 

79%, leur poids moléculaire varie entre 38 et 45 kDa et leur taille entre 220 et 243 acides 

aminés. Ils présentent deux (pour FRβ) ou trois (pour FR⍺ et FRƔ) sites de N-glycosylation 

qui semble jouer un rôle important dans l’expression du récepteur à la surface des cellules[122]. 

FR⍺, FRβ et FR𝛅 possèdent des extrémités carboxyles hydrophobes contenant un signal qui 

permet l’ancrage d’un motif GPI (Glycophotosphatidylinositol) à la membrane. Le FRƔ est 

quant à lui, une protéine constitutivement sécrétée en raison de l’absence de ce signal efficient 

qui permet l’ancrage GPI[123]. Les FR diffèrent du RFC et du PCFT par le fait qu’ils ne sont 

pas exprimés de manière ubiquitaire et ne sont que présent sur une population restreinte de 

cellules. En effet, leur expression tissulaire sera différente en fonction du type d’isoforme 

exprimé. L’isoforme FRβ est un marqueur de différenciation de l’hématopoïèse. Son 

expression augmente également lors de l’activation des monocytes / macrophages[124].  FRƔ 

est principalement sécrété par les tissus hématopoïétiques[123]. L’isoforme FR𝛅 n’a été que 

récemment identifiée et semble être exprimée par les lymphocytes T régulateurs et aurait donc 

une fonction dans la régulation du système immunitaire[125]. À l’état physiologique l’isoforme 

FR⍺ est exprimée exclusivement à la surface apicale des cellules épithéliales (e.g., utérus, 

placenta, plexus choroïde, poumon, rein) lui conférant un contact direct avec le folate 

circulant.  

Au niveau de sa structure moléculaire, FR⍺ est une protéine de structure globulaire 

stabilisée par huit liaisons disulfures. Ce récepteur contient une poche de liaison ouverte au 

folate composée de résidus conservés entre tous les sous-types de récepteurs. Il est constitué 

de 4 longues hélices ⍺ (⍺1, ⍺2, ⍺3, ⍺6), de 2 courtes hélices ⍺ (⍺4, ⍺5) et 4 brins courts β (β1 
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à β4). Le domaine central du récepteur est constitué des hélices ⍺1, ⍺2, ⍺3 et ⍺5 reliées entre 

elles par 4 ponts disulfures (Figure 24a). Sa poche de liaison destinée au folate est formée des 

hélices ⍺1, ⍺2 et ⍺3 dans le dos ; de la boucle amino-terminale et des brins courts β1 et β2 en 

bas ; des hélices ⍺1-⍺2 et ⍺3-⍺4 à gauche et en haut et ⍺4, ⍺5, β4 et β3 à droite (Figure 

24a,b). L’acide folique est amarré à l’intérieur de la poche de liaison via sa fraction ptéroate 

chargée négativement, tandis que les deux groupes carboxyles chargés négativement du 

fragment glutamate sont exposés à l’extérieur de la poche (Figure 24c). Ainsi, l’exposition du 

glutamate en dehors de la poche permet la conjugaison de l’acide folique à des médicaments 

sans en affecter sa liaison à FR⍺.  

 

Figure 24: Structure moléculaire de FR⍺ liant l’acide folique.  a) 2 vues du complexe avec FR⍺ en 
vert, l’acide folique en gris et les liaisons disulfures représentées par des bâtons jaunes. Les 
extrémités N et C-terminales sont également représentées. b) Diagramme en ruban du complexe avec 
l’acide folique en vert à la surface du récepteur. c) Surface de distribution de charge de FR⍺ avec en 
vue rapprochée de l’entrée de la poche de liaison du ligand. Les atomes de carbone sont colorés en 
gris, les atomes d’azote en bleu et les atomes d’oxygène en rouge. La barre de code couleur (en bas) 
montre une échelle électrostatique de -3 à +3 eV.[126]  

 

C. Implication de FR dans le développement du cancer 

FR⍺ est un transporteur qui internalise le folate au travers d’un processus d’endocytose 

médiée par des « rafts » lipidiques non classique appelé phénomène de potocytose. Le folate 

sous forme active (5-methyl THF), après fixation à son récepteur, est internalisé par un 

processus d’endocytose indépendant de la clathrine[127]. Cette internalisation implique des 

structures appelées cavéoles (= petites invaginations membranaires) qui une fois intériorisées 
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dans le cytoplasme vont former des endosomes précoces qui subissent une acidification puis 

une fusion avec des lysosomes[128] (Figure 25). Le 5-methyl THF est ensuite dissocié de son 

récepteur et une fois dans le cytoplasme est modifié par ajout de résidus d’acide glutamique 

(polyglutamates) afin de rentrer dans le cycle des folates et ainsi contribuer à la synthèse du 

matériel génétique. Quant au FR⍺, sa libération après le processus d’endocytose peut lui 

permettre d’être transloqué au noyau et d’agir comme facteur de transcription[129] (Figure 25).  

 

Figure 25: Voies d’internalisation du folate et sa participation au développement du cancer[130](JAK ; 
Just Another Kinase, STAT3, Signal Transducer and Activator of Transcription 3 ; PEAK1, 
Pseudopodium Enriched Atypical kinase 1 ; ERK, Extracellular signal-Regulated Kinase ; FR⍺, 
Folate Receptor ⍺, GPI,GglycosylPhosphatidylInositol, GP130, Glycoprotein 130) 

En situation pathologique notamment dans le cadre du cancer, FR⍺ peut être surexprimé 

et recouvre alors la totalité de la surface de la cellule épithéliale[131]. Cette surexpression est à 

l’origine d’une absorption excessive de folate soutenant alors la prolifération des cellules 

cancéreuses et la réparation des dommages à l’ADN grâce à son entrée dans le cycle des 

folates. FR⍺ peut également être impliqué dans la régulation de gènes favorisant la croissance 

et la survie des cellules malignes par son action en tant que facteur de transcription. Enfin, il a 

été montré que FR⍺ contribuait au développement du cancer par la régulation de réseaux de 

signalisation intracellulaire. La surexpression de FR⍺ a été associée à une signalisation accrue 

de la voie STAT3 via un processus dépendant de JAK médié par le corécepteur GP130 

(Figure 25). Enfin, FR⍺ peu former un complexe macromoléculaire avec la tyrosine Kinase 
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LYN, qui régule la phosphorylation de PEAK1 impliqué dans l’activation de la voie STAT3 

et ERK (Figure 25) toutes deux ayant un rôle dans la différenciation, la survie, la prolifération 

et l’angiogenèse[80,132].  

La surexpression de FR⍺ a été étudiée en fonction du type de cancer et apparait en Figure 

26. Cette isoforme se retrouve surexprimée notamment dans les cancers d’origine épithéliale 

tels que le cancer du sein, de la plèvre, du poumon, du col de l’utérus, du rein, de la vessie et 

de manière très importante dans le cancer de l’ovaire[133].   

 

Figure 26: ARN de FR⍺ selon le type de cancer (source : human protein atlas) 

En effet, FR⍺ est surexprimé dans 80% des cas de cancers ovariens d’origine 

épithéliale, en particulier les carcinomes séreux. Dans une étude, M.A Crane et al., ont 

analysé l’expression de FR⍺ à partir d’une base de données contenant 361 échantillons de 

tissus de cancer de l’ovaire. Il en est ressorti que 81,8% des carcinomes séreux surexprimaient 

FR⍺ contre seulement 39,9% des carcinomes mucineux (p < 0,001)[134]. Cette même étude a 

montré que le taux d’expression de FR⍺	 ne variait pas de manière significative après la 

chimiothérapie suggérant alors que ce traitement ne permet pas d’atténuer son niveau 

d’expression. De plus, son taux d’expression a été corrélé au grade de la tumeur et donc aux 

taux de survie globale[14] ainsi qu’à la réponse au traitement puisque la forte expression de 

FR⍺ dans les tissus a été associée à une plus faible réponse aux agents 

chimiothérapeutiques[135] (p = 0.021). De plus, une étude très récente a montré que 
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l’expression de FR⍺ était retrouvée chez 75% des patientes présentant des métastases 

microscopiques à l’issue de la chirurgie de cytoréduction macroscopiquement complète[136].  

 Les multiples implications de FR⍺ dans le développement des cellules cancéreuses 

associée à sa surexpression font de lui une cible prometteuse dans le développement de 

nouvelles approches thérapeutiques ciblant FR⍺. Entre 2016 et 2021, 120 publications 

étudiant ce récepteur ont été éditées soit une moyenne de 24 / an contre une moyenne de 

11 / an entre 2010 et 2015.   

 

Figure 27: Nombre d’articles publiés entre 2000 et 2021 portant sur FR⍺ (source : statistiques 
pubmed consulté le 17 Septembre 2022) 

 

D. Nouvelles stratégies thérapeutiques ciblant FR⍺ 

Cet engouement de la communauté scientifique est un bon indicateur de l’intérêt qui lui 

est porté. De nombreuses possibilités de thérapies ciblant FR⍺ ont ainsi vu le jour (Figure 28):  

Internalisation d’une macromolécule via ce récepteur : Tel un « cheval de Troie » 

l’utilisation d’un agent cytotoxique (e.g., vintafolide ou EC145) couplé au folate  permet sa 

libération dans l’endosome de la cellule tumorale conduisant à l’inhibition de la division 

cellulaire et à l’induction de la mort des cellules cancéreuses[137–139]. L’utilisation de ce 

composé dans un essai de phase I a montré un profil de sécurité acceptable ; Constipation, 

nausée, fatigue étant les effets indésirables les plus observés. De plus, une réponse partielle a 

été observée chez une patiente et un contrôle de la maladie a été constaté chez 6 patientes sur 

16 au total[140]. 

Vaccination ciblant FR⍺ : L’injection autologue de cellules dendritiques contenant de 

l’ARNm codant FR⍺ à une patiente présentant un cancer de l’ovaire métastatique a montré 

une régression de 50% des métastases du nœud lymphatique 16 mois après la dernière 

injection de vaccin. Les concentrations de CA-125 ont également diminué dès la 4ème semaine 

après l’injection[141]. 
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CAR-T cells : Un essai de phase I utilisant un traitement par CAR-T dirigé contre FR⍺ a 

présenté des résultats peu encourageants en plus d’une toxicité importante[142]. Cependant, 

l’étude expérimentale de Zheng Liang et al de 2021 utilisant un CAR-T en tandem dirigé à la 

fois contre FR⍺ et la mesotheline a montré une augmentation de la sécrétion de l’IL-12 

comparé au contrôle favorisant ainsi l’activation des lymphocytes T cytotoxiques et des 

lymphocytes NK. Les résultats in vivo ont montré une persistance de l’activité anti tumorale 

par l’augmentation de l’infiltration des cellules T comparé au contrôle[143].  

Anticorps monoclonaux : L’utilisation d’Anticorps monoclonaux humanisés capables de 

cibler FR⍺ à la surface des cellules malignes permet l’établissement d’une activité anti-

tumorale. Le blocage de la signalisation sous-jacente par l’anticorps entraine d’une part la 

mort de la cellule tumorale et d’autre part l’infiltration des cellules immunitaires effectrices 

ou acteurs du complément. À titre d’exemple, le farletuzumab (MORab003) est un anticorps 

humanisé IgG1 spécifique de l’isoforme FR⍺. In vitro, il entraine la destruction des cellules 

tumorales par des mécanismes ADCC et CDC (Cytotoxicité dépendante du complément) et 

inhibe également la croissance de tumeur xenogreffée chez des souris nude[144]. À la suite de 

ces résultats encourageants, un essai clinique de phase I a démontré un profil de toxicité 

acceptable[145] et sa combinaison à la chimiothérapie a montré dans un essai de phase II 

l’absence de toxicité additive[146]. L’essai de phase III chez des patientes sensibles au platine a 

montré que le farletuzumab en association avec du carboplatine + taxane améliorait la PFS 

mais uniquement chez certaines patientes ayant reçu des doses plus élevées[147]. 
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Figure 28: Différentes possibilités de ciblage de FR⍺ (ADCC, Cytotoxicité à médiation cellulaire 
dépendante des anticorps ; CDC, Cytotoxicité dépendante du complément ; ACm, Anticorps 
monoclonaux ; PS, photosensibilisateur ; ERO, espèces réactives de l’oxygène) (D’après A. Cheung et 
al) 

Malgré ces nombreuses possibilités de ciblage de FR⍺, aucune n’a encore obtenu une 

autorisation de mise sur le marché. Il est donc toujours nécessaire d’identifier de nouvelles 

stratégies thérapeutiques afin d’améliorer le pronostique des patientes atteintes d’un cancer de 

l’ovaire métastatique.  

Conclusion partie III : L’utilisation de la thérapie photodynamique utilisant un 

photosensibilisateur de 3ème génération couplé au folate permettrait de cibler les cellules 

cancéreuses ovariennes qui surexpriment FR⍺ et serait donc une approche pertinente 

(Figure 28). L’acide folique possède de nombreuses qualités permettant d’assurer 

l’adressage d’une molécule telle qu’ici un PS [131]: i) il possède une forte affinité pour le 

récepteur FR⍺, ii) il est de petite taille lui conférant de meilleures propriétés 

pharmacocinétiques, iii) il est peu onéreux et facilement disponible, iv) la conjugaison 

d’un composé à l’acide folique est relativement simple et nécessite peu d’étapes de 

synthèse, v) l’adressage vers un récepteur surexprimé par le tissus cancéreux permet de 

réduire l’atteinte des tissus sains et par conséquence améliore les paramètres de 

spécificité, vi) l’incorporation par endocytose permet une bonne diffusion de l’agent au 

sein de la cellule, vi) enfin la surexpression de ce récepteur par de nombreux cancers 

permet d’envisager l’extension de cette thérapeutique à d’autres pathologies. Dans ce 

contexte, nous souhaitons proposer le développement d’un nouveau PS de 3ème 

génération permettant la destruction prophylactique des lésions microscopiques afin 

d’améliorer le pronostique des patientes.  

 

IV. Proposition d’un candidat médicament : PS de 3ème 

génération couplé à l’acide folique  

Afin de proposer la PDT comme nouvelle stratégie thérapeutique dans le traitement du 

cancer de l’ovaire, de nouveaux PS utilisant l’adressage par le folate ont ainsi été développés 

ces dernières années. R. Scheinder et al. ont synthétisé un photosensibilisateur comprenant un 

motif triphénylporphyrinyl conjugué à l’acide folique (TPP-FA)[148]. La spécificité de ce PS 

pour les métastases péritonéales de cancers épithéliaux de l’ovaire sur modèle animal a été 
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démontrée par notre laboratoire[115]. Toutefois ce PS présentait d’une part une fluorescence 

très faible in vivo empêchant sa détection par les dispositifs médicaux ainsi qu’une faible 

stabilité. Y. Hyun et al., ont quant à eux développé un photosensibilisateur comprenant un 

motif phéophorbide-a conjugué avec l’acide folique via un bras espaceur de type polyéthylène 

glycol (Pheo-PEG-FA)[149]. Toutefois, ce photosensibilisateur présentait également une 

fluorescence modérée.  Ainsi, il existe aujourd’hui un réel besoin de développer de 

nouveaux PS présentant à la fois une bonne efficacité́ thérapeutique, un ciblage 

spécifique des métastases péritonéales pour ne pas altérer les tissus sains, une 

fluorescence suffisante afin de visualiser ces lésions au moyen de dispositifs médicaux 

(fluoroguidage) et peu d’étapes de synthèse.  

Devant cette problématique, un nouveau PS couplé à l’acide folique comprenant un 

motif pyrophéophorbide-a conjugué à l’acide folique via un bras espaceur de type 

polyéthylène glycol (Pyro-PEG-FA ou PSAF) (Figure 29) a fait l’objet d’un brevet publié en 

2019 par l’unité ONCOTHAI et leurs collaborateurs (Dr Céline Frochot, laboratoire Réaction 

et Génie des Procédés, Nancy).   

 

Figure 29: structure du Pyro-PEG-FA 

Ce composé comprend plusieurs avantages par rapport à ces prédécesseurs : i) Le 

motif pyrophéophorbide-a qui est un intermédiaire de la dégradation de la chlorophylle 

permet d’apporter au composé une fluorescente satisfaisante pour visualiser les lésions par 

rapport aux conjugués proches structurellement décrits ci-dessus ainsi qu’une bonne stabilité à 

la lumière, ii) Le motif acide folique permet de cibler spécifiquement les récepteurs de l’acide 

folique, iii) Sa synthèse est un procédé simple qui ne nécessite que trois étapes le tout avec 
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des rendements très satisfaisant et supérieurs à ceux obtenus par le procédé mettant en œuvre 

le composé de Hyun et al. Ce composé est donc plus avantageux et est en adéquation avec une 

application industrielle, iv) Il présente également une absorption supérieure à ce composé en 

particulier avec un coefficient d’extinction molaire 1,5 fois supérieur (35 306 vs 22 870 

L.mol-1.cm-1) et possède une longueur d’onde d’excitation dans le rouge (672 nm). Avec des 

propriétés physiques améliorées par rapport à ces prédécesseurs, le PSAF semble être le 

candidat idéal.  

Son efficacité́ a été testée in vitro sur des cultures cellulaires de cancer de l’ovaire 

humain SKOV3 et OVCAR3. C’est ainsi que l’analyse transcriptomique a montré́ que ces 2 

lignées expriment préférentiellement l’isoforme FR⍺ et ont permis de valider l’efficacité du 

nouveau PSAF en montrant que la PDT induit la mort des cellules tumorales ovariennes avec 

un effet très rapide, puisque 90% des cellules tumorales sont mortes avec une faible irradiance 

(1 mW/cm2). De plus, les résultats ont montré que les cellules OVCAR3 soumises à la PDT 

sont capables d’activer les cellules lymphocytaires T CD4+ et T CD8+ puisqu’il a été observé 

une augmentation de marqueurs d’activations précoces et tardifs CD69+, CTLA4+, CCR7+, 

CD30+, CD25+ et HLADR+. Les résultats obtenus ont également montré une diminution de 

la production des cytokines pro-inflammatoires (IL-6) et de la cytokine immunosuppressive 

(TGF-β) ainsi qu’une augmentation de cytokines favorables à la survie, à la prolifération et à 

l’activation des cellules immunitaires (IL-2 et l’IFN-γ). L’ensemble de ces résultats qui font 

l’objet d’une publication[150] a permis de montrer que les cellules tumorales ovariennes 

soumises à la PDT favorisaient la voie Th1 contribuant à l’activation d’une réponse 

immunitaire effective sans activer les voies inflammatoires et régulatrices.  

Objectif : Afin de confirmer et de renforcer l’ensemble des résultats obtenus in vitro 

suggérant un potentiel effet néo-adjuvant anti-tumorale de la PDT, l’objectif de cette 

thèse sera d’évaluer in vivo l’impact anti-tumorale et immuno-stimulant d’une Thérapie 

Photodynamique innovante ciblant FR⍺ dans un modèle murin humanisé (SCID-Hu) de 

carcinose péritonéale ovarienne.  
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Partie II : 

 
Expérimentation – Matériels & Méthodes 
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I. In vitro 

A. Lignées cellulaires 
 

Dans le cadre de ce travail de thèse, nous avons utilisé plusieurs lignées 

cellulaires provenant de l’American Type Culture Collection (ATCC).  

- La lignée OVCAR3 : lignée cellulaire humaine d’adénocarcinome ovarien, décrite 

comme surexprimant FR⍺ 

- La lignée SKOV3 : lignée cellulaire humaine d’adénocarcinome ovarien (ascite), 

décrite comme surexprimant FR⍺ 

- La lignée HT1080 : lignée cellulaire humaine de fibrosarcome, décrite comme sous 

exprimant FR⍺ servant de contrôle négatif de l’expression du récepteur.  

 

Les cellules SKOV3 sont cultivées dans 50% DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium ; Gibco, ThermoFischer, Waltham, USA) et 50% F-12 (Ham’s F-12 Nutrient Mix, 

Gibco, ThermoFischer, Waltham, USA), les cellules OVCAR3 dans du RPMI-1640 (Roswell 

Park Memorial Institute ; Gibco, ThermoFischer, Waltham, USA) et les cellules HT1080 dans 

du MEM (Minimum Essentiel Medium ; Gibco, ThermoFischer, Waltham, USA). Les milieux 

de culture sont supplémentés par 10% de sérum de veau fœtal (SVF) (Gibco, ThermoFischer, 

Waltham, USA) et 1% de pénicilline – streptomycine (Gibco, ThermoFischer, Waltham, 

USA).  

 

B. Analyse transcriptomique 
 

L’expression génique de FR⍺ sur les 3 lignées cellulaires a été analysée par RT-qPCR.  

Extraction d’ARN : L’extraction de l’ARN total des cellules SKOV3, OVCAR3 et HT1080 a 

été réalisée avec le kit d’extraction RNeasy mini kit (QIAGEN, Hilden, Allemagne). 3 

millions de cellules SKOV3, OVCAR3 et HT1080 ont été homogénéisées dans 1ml de Trizol 

(Invitrogen, Waltham, USA) pendant tout une nuit à -80°C, puis 200μL de chloroforme ont 

été ajoutés. Après 15 sec d’agitation, les échantillons ont été incubés 2 à 3 min à température 

ambiante puis centrifugés à 12000g pendant 15 min à 4°C. La phase aqueuse supérieure 

incolore est récupérée et l’ARN total est précipité dans 500 μL d’isopropanol (10 min à -

80°C). Après centrifugation (12000g, 15 min, 4°C) le culot d’ARN total est solubilisé dans 

500 µL d’éthanol à 75%. Après une nouvelle centrifugation (7500g, 15 min, 4°C), le culot a 

été solubilisé dans 50 μL d’eau sans RNase. L’ARN a ensuite été quantifié par spectrométrie 

avec le Nanodrop TM 2000c (ThermoFischer, Waltham, USA). 
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RTqPCR : Le kit de Transcriptase Reverse Superscript II a été utilisé pour la RT (GIBCO 

BRL, Invitrogen, Waltham, USA). L’ADNc a été synthétisé à partir de 2 µg/µL d’ARN total. 

La RT-PCR a été réalisée selon les instructions du fournisseur utilisant le MESA GREEN 2X 

qPCR MasterMix Plus pour SYBR258 Assay (Eurogentec, Seraing, Belgique) et une plaque 

96 puits pour qPCR (Sarstedt, Nümbrecht, Allemagne). Les transcrits ont été amplifiés et 

quantifiés par le système de détection de séquence Mx3005PTM (Agilent Technologies, Santa 

Clara, USA). La réaction a été réalisée à partir d’ADNc à une concentration équivalente à 10 

ng d’ARN / µL de mélange réactionnel. Tous les primers ont été utilisés à la concentration de 

400 nM dans 20 µL de réaction. L’intensité de fluorescence a été mesurée à la fin de chaque 

cycle d’élongation. L’expression quantitative d’un gène a été interprétée en utilisant la 

méthode ΔCT. L’expression des gènes est donnée en « CT » (Cycle Threshold) puis 

normalisée par la moyenne des 3 gènes de ménages = HKG1 (β-actine) ; HKG2 (GADPH) ; 

HKG3 (HPRT) donnant le ΔCT[151].  

                        Primers 

FOLR1 5’	-AGGTGCCATCTCTCCACAGT																																																									5’	-GAGGACAAGTTGCATGAGCA 

β-actine 5’-CACGGCATCGTCACCAACT                                            5’-AGCCACACGCAGCTCATTG 

GAPDH 5’	-GCCAAGGTCATCCATGACAACTTTGG																											5’-CCTGCTTCACCACCTTCTTGATGTC 

HPRT 5’	-CCCTGGCGTCGTGATTAG																																																																						5’	-ATGGCCTCCCATCTCCTT 

 
Tableau 4: Liste des primers utilisés pour la RTqPCR 

 

C. Western – Blot  
 

L’expression protéique de FR⍺ sur les 3 lignées cellulaires a été analysée par western 

blot. L’extraction protéique des cellules SKOV3, OVCAR3 et HT1080 (4 millions de 

cellules/extrait) a été réalisée à l’aide de 1 µL de PIC (Inhibiteur de Protéases ; Merck, 

Darmstadt, Allemagne) pour 399 µL de RIPA (Tampon de Lyse ; ThermoFischer, Waltham, 

USA).  Le lysat est ensuite centrifugé à 15 000 tours par minute à 4°C pendant 15 min. Le 

surnageant est récolté et la concentration en protéines est déterminée par l’utilisation du 

réactif Bio-Rad (BIO-RAD, Marnes la Coquette, France). La séparation des protéines est 

réalisée par électrophorèse en gel de polyacrylamide contenant du laurylsulfate de sodium ou 

SDS-PAGE (NuPAGE™ 4 to 12%, Bis-Tris, 1.5 mm, Mini Protein Gel, 10-well ; 

Invitrogen, Waltham, USA) dans du tampon MOPS 1X (tampon 20X - MOPS SDS 

Running buffer ; Euromedex, Souffelweyersheim, France). L’extrait protéique 



 
 

75 

contenant 20 µg de protéine est mélangé avec un tampon de charge 4X et Red 10X et est 

déposé dans chaque puits (qsp 45 µL eau MQ).  Les protéines ont été chauffées 10 min à 

70°C. Après l’électrophorèse, les protéines sont transférées par transfert sandwich sur une 

membrane de polyvinylidene fluoride (Immobilon® - PVDF membrane - 0.45 µm pore size ; 

ThermoFischer, Waltham, USA) qui est bloquée après le transfert par un tampon de blocage 

contenant de la caséine à 2 g/L durant 2h et 30 min à température ambiante. La membrane est 

ensuite coupée chaque partie correspondante est incubée avec l’anticorps (Ac)- anti FR⍺ 

(Polyclonal antibody - Rabbit IgG ; Invitrogen, ThermoFischer, Waltham, USA) ou l’Ac-anti 

cyclophiline B (Rabbit IgG ; Cell signaling Technology, Danvers, USA) dilué au 1000ème 

dans le tampon de blocage une nuit à 4°C selon les recommandations du fournisseur. Le 

lendemain, après 3 lavages au PBS-Tween 0,05% chaque membrane est incubée avec un Ac 

secondaire (Anti Rabbit IgG - NA934V ; Merck, Darmstadt, Allemagne) dilué au 10 000ème 

durant 2h dans le tampon de blocage. Après plusieurs lavages au PBS, la révélation des 

protéines se fait avec 400 µL de luminol ECL + 400 µL d’ECL peroxyde (Supersignal®West 

Pico Trial Kit ou Supersignal®West Dura Trial Kit, Supersignal®West ou Femto Trial Kit, 

Thermofischer, Waltham, USA) et la lecture se fait au FujiFilm LAS-3000 Luminescent 

Image Analyzer (logiciel ImageLab).  

 

D. Cytométrie de Flux 
 

L’expression membranaire de FR⍺ a été analysée par cytométrie en flux sur les 

lignées OVCAR3, SKOV3 et HT1080. Pour déterminer cette expression, nous avons utilisé 

un anticorps anti-FR⍺-PE (clone LK26 ; BioLegend, San Diego, USA) et son isotype control 

IgG2a – PE (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Allemagne). 1 culot cellulaire de 1 million 

de cellules / lignées a été repris dans 300 µL de PBS + EDTA. Les échantillons sont incubés 

pendant 10min à 4°C avec 10 µL du réactif FCR-block (Miltenyi Biotec, Bergish Gladbach, 

Germany) permettant de bloquer le récepteur au fragment cristallisable du récepteur aux IgG 

(FCR). La préparation cellulaire a ensuite été répartie en 3 tubes : 1 tube contenant 2 µL 

(selon les recommandations du fournisseur) de l’anticorps anti-FR⍺- PE (= tube marqué) ; 1 

tube contenant 2 µL d’isotype control IgG2a – PE (selon les recommandations du fournisseur 

(= tube isotype) servant de contrôle ; 1 tube contenant uniquement la préparation cellulaire (= 

tube non marqué). Les cellules sont incubées 30 min à 4°C puis centrifugées. Le surnageant 

est ensuite récupéré et jeté et le culot cellulaire est repris dans 300 µL de PBS + EDTA. Enfin, 

les échantillons sont analysés par cytométrie de flux (cytomètre Attune NxT, ThermoFischer, 
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Waltham, USA). Les résultats sont analysés via le logiciel Flow Jo softaware (Applied 

Cytometry, Dinnington, UK). Les résultats sont exprimés en delta de MFI (median of 

fluorescence intensity) = MFI (marqué) – MFI (isotype).   

 

E. Immunofluorescence 
 

200 000 cellules OVCAR3, 100 000 cellules HT1080 et 80 000 cellules SKOV3 ont 

été ensemencées dans des plaques 6 puits contenant une lamelle. 24h après ensemencement, 

les cellules sont incubées avec 9 µM de PSAF. Le lendemain, le milieu est retiré et les cellules 

sont incubées avec du paraformaldehyde 4% sur glace (ThermoFischer, Waltham, USA) 

pendant 10 min à température ambiante après un lavage au PBS (Gibco, ThermoFischer, 

Waltham, USA). Après 3 rinçages au PBS, les sites non spécifiques sont ensuite saturés avec 

un mélange de PBS contenant 1,2% de gélatine, 0.2 M de glycine et 0,05% de Tween 20 

pendant 30 min. Après rinçage, l’anticorps primaire anti- FR⍺ (Polyclonal antibody, Rabbit 

IgG, Invitrogen, Waltham, USA) est incubé à 4°C toute la nuit. Le lendemain après 3 rinçages 

au PBS l’anticorps secondaire (Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG ; Invitrogen, Waltham, 

USA) dirigé contre l’AC anti-FR⍺ est ajouté pendant 1h30 à température ambiante et dans 

l’obscurité. Enfin, après plusieurs rinçages au PBS, les noyaux sont marqués avec du DAPI 

(Invitrogen, Waltham, USA) dilué au 1/250ème.  Le montage lame sur lamelle est effectué à 

l’aide du moviol. Les acquisitions sont réalisées sur le logiciel ZEN à l’aide du microscope 

confocal multiphoton Leica SP8 objectif 25x eau / 0,95 (Leica Microsystems, Allemagne). 

Les analyses d’images et la semi-quantification du signal ont été réalisées à l’aide du logiciel 

Fiji.  

 

F. Compétition avec acide folique  
 

Afin d’évaluer la spécificité du PSAF pour FR⍺, 500 000 cellules / puits OVCAR3, 

SKOV3 et HT1080 ont été ensemencées dans une plaque 12 puits contenant une lamelle. Le 

lendemain, le milieu de culture a été retiré et les cellules ont été incubées en présence de 4 

mM d’Acide Folique (en excès). A différents temps après l’ajout de l’acide folique (2h, 6h, 

10h et 24h), les cellules ont été incubées avec 9 μM de PSAF. Les plaques ont ensuite été 

placées en atmosphère humide dans un incubateur à 37°C et 5% de CO2 pendant 24h. Puis, le 

milieu est retiré et les cellules ont été incubées avec du paraformaldehyde 4% sur glace 

(ThermoFischer, Waltham, USA) pendant 10 min à température ambiante après un lavage au 

PBS (Gibco, ThermoFischer, Waltham, USA). Enfin, après plusieurs rinçages, les noyaux 
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sont marqués avec du DAPI (Invitrogen, Waltham, USA) dilué au 1/250ème.  Les acquisitions 

ont été réalisées sur le logiciel ZEN à l’aide du microscope confocal multiphoton Leica SP8 

objectif 25x eau / 0,95 (Leica Microsystems, Allemagne).  Une semi-quantification du signal 

a été réalisée à l’aide du logiciel Fiji.   

 

G. Protocole de PDT et évaluation de la viabilité cellulaire 
 

Le laser utilisé est un prototype développé spécifiquement par le laboratoire OncoThai 

et permet d’illuminer chaque 4 plaques de puits de manière simultanée et homogène à 672 

nm[152]. Pour réaliser les expériences 4 conditions ont été utilisées : des cellules tumorales non 

traitées (NT), des cellules mises en contact avec le PS mais sans illumination (+PS), des 

cellules illuminées uniquement (+illu) et des cellules soumises à la PDT (PDT). Afin de 

déterminer la sensibilité des lignées à la PDT, 2 paramètres ont été pris en compte, la 

concentration en PSAF et le temps d’illumination. Les cellules sont ensemencées dans des 

plaques 96 puits à raison de 4000 cellules / puits au J1. Le lendemain, les cellules sont 

incubées avec différentes concentrations de PSAF (9 µM ; 4,5 µM ; 1,8 µM ; 0,9 µM ; 0,45 

µM ; 0,18 µM ; 0,09 µM). 24h après, le milieu contenant le PSAF est remplacé par du milieu 

frais après 1 lavage au PBS (Gibco, ThermoFischer, Waltham, USA) et les cellules sont 

soumises à la PDT selon différents temps d’illumination (5 min, 15 min, 20 min) à 1 mW/cm² 

(672 nm). 24h après le traitement des cellules selon le protocole de thérapie photodynamique, 

100 µL / puits de la solution CelltiterGlo® 2D sont ajoutés, à température ambiante. Les 

plaques sont protégées de la lumière pendant 10 min après l’ajout du réactif puis la 

bioluminescence est évaluée en utilisant le lecteur de plaque multimode CLARIOstar Plus 

(BMG Labtech, Champagny Sur Marne, France).  

 

II. In Vivo 

A. Lignée Cellulaire utilisée pour le développement du modèle murin 
 

Dans le cadre de ce projet, nous avons utilisé une lignée cellulaire OVCAR3 

précédemment décrite provenant de l’American Type Culture Collection (ATCC) que nous 

avons transfectée avec la Luciférase (OVCAR3-Luc) afin de pouvoir suivre en temps réel par 

imagerie l’évolution de la tumeur après injection des cellules tumorales aux souris. Les 

cellules OVCAR3-Luc sont cultivées dans du milieu RPMI-1640 (Roswell Park Memorial 

Institute ; Gibco, ThermoFischer) avec un passage mensuel avec la Neomycine (Sigma 
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Aldrich, Saint Louis, USA) à 10 µg / mL. Les cellules sont cultivées en incubateur 

thermostaté à 37 °C, en présence de 5% CO2 dans une atmosphère humide à 95%.  

1. Transfection de la Luciférase 
 

Les cellules OVCAR3-Luc ont été transfectées par sélection du plasmide Luc du 

vecteur de contrôle pGL3 (Promega, Leiden, Pays-Bas). 24h avant la transfection, 2*10⁵ 

cellules sont cultivées dans 500 µL de milieu de culture sans antibiotiques. L’ADN est dilué 

dans 50 µL de milieu RPMI en l’absence de sérum. La lipofectamine 2000 est diluée (ADN 

(μg): Lipofectamine 2000 (μL) ratios de 1:0.5 à 1:5) dans 50 µL de Milieiu Opti-MEM I et 

incubée pendant 5 min. Lors de l’incubation, les deux solutions sont mélangées et incubées 

pendant 20 min à température ambiante. Le mélange est ensuite ajouté à 100 µL de complexe 

dans chaque puits contenant les cellules. Puis, les cellules sont cultivées en incubateur 

thermostaté à 37 °C, en présence de 5% CO2 dans une atmosphère humide à 95% pendant 

48h. La lignée OVCAR3-Luc est cultivée avec le même milieu que la lignée OVCAR3 à 

l’exception d’un passage mensuel avec la Neomycine (Sigma Aldrich, Saint Louis, USA) à 10 

µg / mL. Les cellules sont cultivées en incubateur thermostaté à 37 °C, en présence de 5% 

CO2 dans une atmosphère humide à 95%.  

 
Afin d’évaluer l’expression de la luciférase, les cellules ont été lysées 24h après la 

transfection et l’expression du gène de la Luciférase a été quantifiée à l’aide d’un kit 

commercial (Promega, Cergy, Pontoise, France) et d’un luminomètre. Les résultats sont 

exprimés en unité de lumière relative (RLU) intégrées sur 10 sec par mg de Lysat de protéine 

cellulaire (RLU / mg de protéine).  

2. Protocole de PDT pour la lignée OVCAR3-Luc 
 

Le laser utilisé est le même que décrit précédemment et le protocole identique. Pour 

réaliser les expériences 4 conditions ont été utilisées : des cellules tumorales non traitées 

(NT), des cellules mises en contact avec le PS mais sans illumination (+PS), des cellules 

illuminées uniquement (+illu) et des cellules soumises à la PDT (PDT). Les cellules 

OVCAR3-Luc sont ensemencées dans des plaques 96 puits à raison de 2000 cellules / puits au 

J1. Le lendemain, les cellules sont incubées avec 9 µM de PSAF. 24h après le milieu contenant 

le PSAF est remplacé par du milieu frais après 1 lavage au PBS (Gibco, ThermoFischer, 

Waltham, USA) et les cellules sont soumises à la PDT durant 60 min à 1mW/cm² (672 nm). 

1h, 24h, 48h et 72h après le traitement des cellules selon le protocole de thérapie 
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photodynamique, 100 µL / puits de la solution CelltiterGlo® 2D sont ajoutés, à température 

ambiante. Les plaques sont protégées de la lumière pendant 10 min après l’ajout du réactif 

puis la bioluminescence est évaluée en utilisant le lecteur de plaque multimode CLARIOstar 

Plus (BMG Labtech, Champagny Sur Marne, France).  

 
 

B. Modèle murin 
 

Les expérimentations animales ont été menées conformément au comité d’éthique 

local de l’institut pasteur de Lille avec l’autorisation requise du conseil d’éthique national 

(numéro d’agrément 2019041015585930). Toutes les souris femelles étaient âgées de 6 à 8 

semaines et maintenues dans des cages pressurisées et ventilées individuellement avec un 

régime alimentaire régulier pour souris contenant 10% de graisse animale. Une splénectomie 

a été réalisée sur des souris anesthésiées avant l’injection de cellules cancéreuses. 7 jours 

après la splénectomie, 1*106 cellules OCAR3-Luc ont été inoculées par voie intrapéritonéale 

en 4 points chez les souris immunodéficientes. La croissance tumorale a été supervisée par 

bioluminscence, en utilisant une injection intrapéritonéale de 100 µL de D-Luciférine (30 

mg/mL, Perkin Elmer, Waltham, USA), au lecteur IVIS LUMINA XR (Caliper LifeSciences, 

Hopkinton, USA). Les données ont été analysées sous le logiciel Living Image 4.1 

(CaliperLife Sciences, Hopkinton, MA, USA).  

1. Protocole de PDT in vivo 
 

Pour les expériences in vivo, nous avons utilisé le protocole de Thérapie 

Photodynamique rapporté par Quilbé et al.,[153]. De la même manière que pour l’in vitro, le 

souris ont été divisées en 4 groupes : non traitées, PS seul, lumière seule, PDT. Pour la 

condition PSAF seul et PDT, 100 µL d’une solution de PSAF à 1 mg/mL dilué dans du PBS a 

été injecté en intrapéritonéale, 24h avant l’illumination. Le dispositif d’illumination utilisé est 

un dispositif développé spécialement par le laboratoire. Les paramètres utilisés sont une 

longueur d’onde de 672 nm et une fluence de 32,4 J/cm2. Deux Irradiances ont été testées : 

3,6 mW/cm2 et 12 mW/cm2 ainsi que 2 protocoles d’illumination afin de tester l’impact du 

fractionnement : 15 min d’illumination suivies de 10 min de pause (x3) ou 1 min 

d’illumination suivie de 2 min de pause (x45). Soit une durée totale de 45 min d’illumination. 

Afin d’apprécier l’évolution de la tumeur, les souris ont été exposées à un système d’imagerie 

par Bioluminescence. Les images ont ensuite été analysées par le système Living Image 4.1 

software (CaliperLife Sciences, Hopkinton, MA, USA).  
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2. Isolement des PBMCs de donneurs sains 
 

Des échantillons de sang humain ont été prélevés chez des donneurs sains après 

obtention d’un consentement éclairé, conformément à l’avis du Conseil d’examen 

institutionnel de l’institut de Biologie de Lille (DC-2013-1919). Les cellules mononuclées du 

sang périphérique (PBMC) ont été isolées par centrifugation en gradient de densité en utilisant 

un milieu de séparation des lymphocytes (Eurobio, Les Ullis, France) et des tubes leucosep de 

50 mL (Greiner Bio One, Courtaboeuf, France). 15 souris splénectomisées ont été 

reconstituées au 38ème jour suivant l’inoculation des cellules OVCAR3-Luc par injection 

intrapéritonéale de 40*106 PBMCs.  

3. Cytométrie de flux  
 

Une semaine et 30 jours après l’injection des PBMCs, l’immunophenotypage 

cellulaire a été effectué en cytométrie en Flux utilisant l’Attune NxT (ThermoFisher, France). 

Après leur récolte, 5*105 PBMC ont été reprises dans 100 µL de PBS -/- (Gibco, 

ThermoFischer, Waltham, USA). Les récepteurs FRC ont été bloqués avec le réactif FCR-

block (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Allemagne) pendant 15min à 4°C. Un contrôle de 

viabilité a été réalisé en ajoutant du FVS 700 (BD life Sciences, Haryana Undia) pendant 10 

min à température ambiante. Les cellules sont ensuite marquées pendant 30 min à 4°C dans 

l’obscurité avec les AC conjugués adéquats : CD14-PE ; CD11c-APC, CD3-PECy7, CD4-

Vioblue, CD8-VioGreen, CD19-FITC, CD335-APC (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 

Allemagne). Pour chaque condition, un contrôle non marqué et l’isotype contrôle approprié a 

été utilisé afin de régler le signal positif. Les données médianes d’intensité de fluorescence 

(MFI) ont été analysées avec le logiciel FlowJo (Treetar Incorportation, Ashland, USA). Les 

résultats ont été exprimés sous forme de valeurs normalisées par rapport à l’isotype.  

4. ELISA multiplex 
 

Les plaques ont été préparées selon les instructions du fabricant. Chaque plaque a été 

bloquée avec un tampon de lavage pendant 10 min. Les billes ont été distribuées dans chaque 

puits suivi de 2 lavages. La gamme d’étalonnage a été générée par reconstitution du mix 

standard de cytokine humaine de haute sensibilité selon le protocole du fabricant avec des 

dilutions en série au 1:5 pour une plage de concentration de 0,13 à 400 pg/mL. Les 

échantillons de sérum de souris ainsi que le mix standard d’étalonnage ont été incubés avec 

les billes pendant une nuit à 4°C sous agitation. Le lendemain, les billes ont été lavées puis 
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incubées avec un anticorps de détection à température ambiante pendant 1 heure puis avec de 

la streptavidine pendant 30 min. Enfin, les billes ont à nouveau été lavées 2 fois et remises en 

suspension dans le fluide d’entraînement Luminex MagPix®. La plaque est ensuite analysée 

par le lecteur de plaque Luminex MagPix® (Merck, Darmstadt, Allemagne). Les valeurs 

brutes ont été ajustées par rapport à la courbe standard (R2> 0,8) afin de calculer la 

concentration de chaque cytokine en pg/mL.  

 

III. Analyse Statistique  
 

Toutes les données ont été analysées par l’utilisation du logiciel de statistique GraphPad 

Prism pour Windows 3.0.1 (GraphPad, San Diego, USA). Les p-values sont bilatérales avec p 

< 0,05 (*) considéré comme significatif et p < 0,01 (**), p < 0,001 (***), p < 0,0001 (****) 

comme très significatif.  
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Partie III : 

 

Résultats 
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I. In vitro  

A. Expression de la cible FR⍺  
 

Dans un premier temps, nous avons confirmé par RT-qPCR l’expression génique de 

FR⍺	 sur les 3 lignées cellulaires, ainsi que son expression protéique par western blot et 

cytométrie en flux. 

 
Figure 30: Analyse génique et protéique de l’expression de FR⍺ par les cellules du cancer de 
l’ovaire OVCAR3 et SKOV3 et de fibrosarcome HT1080 (contrôle négatif). (A) Expression génique 
de FR⍺ par RT-qPCR exprimé en ΔCt = moyenne Ct gène d’intérêt – moyenne Ct gène de ménage. 
ANOVA à 1 facteur (****p < 0001), moyennes +/- SD de 3 expériences indépendantes (n=3). (B) 
Expression protéique de FR⍺ par western Blot. (B.1) Image représentative de 3 expériences 
indépendantes, (B.2) Semi-quantification du signal de 3 expériences indépendantes. ANOVA à 1 
facteur (*p < 0,05), les données présentées sont les moyennes des ratio FR⍺/Cyclophiline B +/- SD de 
3 expériences indépendantes (n=3) (C) Expression protéique membranaire de FR⍺ par cytométrie en 
flux. (C.1) Image représentative de 2 expériences indépendantes	(C.2) Histogramme représentant les 
moyennes de MFI (Median Fluorescence Intensity) +/- SD de 2 expériences indépendantes (n=2). 	

L’analyse des transcrits a montré que les lignées de cellules tumorales ovariennes 

(SKOV3, OVCAR3) exprimaient préférentiellement l’isoforme FR⍺	(Figure 30A). Il n’existe 

cependant pas de différence significative entre les OVCAR3 et les SKOV3. Comme attendu, 

nous retrouvons une très faible expression génique de FR⍺ pour la lignée HT1080. Les 

analyses par Western-Blot (Figure 30B) montrent une expression protéique totale plus 

importante pour la lignée SKOV3. En revanche, l’analyse de l’expression membranaire par 

cytométrie en flux (Figure 30C) montrent une expression protéique plus importante pour les 
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OVCAR3 par rapport aux SKOV3. Cette analyse montre une absence d’expression protéique 

pour la lignée HT1080. 

 

B. Spécificité du PSAF pour la cible  

1. Compétition avec l’acide folique  
 

La spécificité du PSAF a été évaluée par une expérience de compétition avec de l’acide 

folique dont les résultats sont présentés en figure 31.  

 

 

 
Figure 31: Évaluation de la spécificité du PSAF pour FR⍺ sur les lignées OVCAR3, SKOV3 et 
HT1080. (PSAF  = Acide folique couplé au pyrophéophorbide ; AF = Acide Folique). ANOVA à 1 
facteur (***p < 0,001, *p < 0,05), les données présentées sont les moyennes +/- SD de semi-
quantification de plusieurs champs (n=3).   

Tout d’abord, nous pouvons observer que plus la cinétique d’incubation avec l’acide 

folique augmente, plus l’intensité de fluorescence du PSAF diminue. Pour la lignée OVCAR3, 

nous pouvons apprécier une diminution de l’intensité de fluorescence dès 2 heures 

d’incubation. Celle-ci diminuant au fur et à mesure que le temps d’incubation avec l’acide 

folique augmente. Pour la lignée SKOV3, nous pouvons constater que l’intensité de 

fluorescence est significativement plus faible à partir de 6h d’incubation. Pour HT1080, nous 

pouvons tout d’abord constater que l’intensité de fluorescence dans la condition 
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HT1080+PSAF est deux fois moins importante que celle observée avec les OVCAR3 et 

SKOV3 (20 pour HT1080 vs 40 pour OVCAR3 et SKOV3). De plus, nous constatons certes 

une diminution de l’intensité de fluorescence à 10h d’incubation cependant celle-ci reste très 

faible et n’est pas retrouvée avec 24h d’incubation avec l’acide folique.  

2. Internalisation du PSAF en fonction de l’expression de FR⍺  
 

Par la suite, nous avons souhaité analyser la quantité de PSAF internalisé par rapport à 

l’expression du récepteur. Les résultats sont présentés en figure 32.  

 

 
 

Figure 32: Évaluation de l’internalisation du PSAF par les lignées OVCAR3, SKOV3 et HT1080. (A) 
mise en évidence de l’internalisation du PSAF et marquage de FR⍺ par immunofluorescence. (B) Semi 
– quantification de l’intensité de fluorescence du PSAF. ANOVA à 1 facteur (***p < 0,001), les 
données présentées sont les moyennes +/- SD de semi-quantification de plusieurs champs (n=5) 
exprimées en intensité de fluorescence.  

Nous pouvons constater un marquage de FR⍺ très intense pour la lignée OVCAR3 

alors que celui-ci est moins important pour les lignées SKOV3 et HT1080. En ce sens, 

l’internalisation du PSAF est également significativement plus importante pour cette lignée qui 

surexprime FR⍺.	 
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C. Sensibilité des lignées à la PDT  

Afin de déterminer si l’activité du PSAF est fonction de l’expression de FR⍺, les 3 

lignées cellulaires ont été soumises à différentes concentrations de PSAF (9 μM - 4,5 μM – 1,8 

μM - 0,9 μM – 0,45 µM – 0,18 µM et 0,09 μM) avec différents temps d’illumination (5 min, 

15 min et 20 min), puis un test de viabilité cellulaire a été réalisé 24h après la PDT. La figure 

33 ci-dessous représente les résultats obtenus pour les lignées OVCAR3, SKOV3 et HT1080.  

 

 
 
Figure 33: Évaluation de la sensibilité des lignées à la PDT traitées avec différentes concentrations 
et différentes doses de lumière. (A) Viabilité des cellules ayant été illuminées avec une dose de 0,3 
J/cm2. (B) Viabilité des cellules ayant été illuminées avec une dose de 0,6 J/cm2. (C) Viabilité des 
cellules ayant été illuminées avec une dose de 1,2 J/cm2. Les données présentées sont les moyennes 
normalisées par rapport au contrôle non traité de triplicats techniques +/- SD (n=1) et exprimées en 
pourcentage de viabilité. 

Avec 5 min d’illumination, nous pouvons constater une absence de sensibilité de la 

lignée HT1080 par rapport aux lignées OVCAR3 et SKOV3, la viabilité des cellules HT1080 

étant de 100% peu importe les concentrations utilisées. En revanche, pour la lignée OVCAR3 

et SKOV3 nous pouvons constater une légère diminution de la viabilité à partir de 0,9 µM et 

qui s’accentue légèrement au fur et à mesure que la concentration augmente.  

Avec 15 min d’illumination, il est difficile de constater une différence d’efficacité 

entre les lignées entre 0 et 0,45 µM. Cependant à partir de 0,45 µM nous constatons un effet 

dose pour les lignées OVCAR3 et SKOV3 plus important que celui retrouvé avec 5min 

d’illumination. En revanche une diminution franche de la viabilité des HT1080 n’est constatée 

qu’entre 4,5 µM et 9 µM. Malgré cet effet dose tardif, nous constatons qu’à la plus forte 

concentration 56% des cellules HT1080 sont toujours viables soit une viabilité 2 fois plus 

importante que les OVCAR3 et SKOV3 qui est respectivement de 32 et 31%.  
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Enfin, avec 20 min d’illumination nous constatons un effet dose dès 0,09 µM pour la 

lignée OVCAR3 tandis que celui-ci semble plus tardif pour la lignée SKOV3. De la même 

manière qu’avec 15 min d’illumination, nous retrouvons une sensibilité moins importante 

pour la lignée HT1080 puisqu’à nouveau à la concentration la plus forte 47% des cellules 

HT1080 sont toujours viables alors qu’il ne reste que 13% de cellules OVCAR3 viables et 

19% de cellules SKOV3.  

À la lumière de ces résultats nous pouvons constater un effet dose dépendant de la 

concentration du PSAF, du temps d’illumination ou de la dose de lumière ainsi que de 

l’expression de FR⍺.		

II. In vivo  

A. Validation de l’expression de la luciferase 
 

L’expression de la luciférase dans les cellules OVCAR3 transfectées a été évaluée par 

la mesure de la luminescence après l’ajout de 10 µM de luciférine par rapport au contrôle 

cellules OVCAR3 non transfectées (Figure 34).  

 

 
 

Figure 34: Validation de l’expression de la luciférase : vecteur pGEM-luc Numéro X65316. (A) 
Plasmide Luc transfecté dans la lignée cellulaire OVCAR3. (B) Luminescence émise par la lignée 
cellulaire OVCAR3-Luc comparée à la lignée OVCAR3 contrôle. Les données présentées sont les 
moyennes +/- SD de exprimés en unité de lumière relative (RLU) (n=1). 

 
Nous pouvons observer chez les cellules témoins OVCAR3 non transfectées un signal 

très faible (environ 10 RLU). À contrario de la lignée OVCAR3-Luc qui après l’ajout de 10 

µM de luciférine montre une importante augmentation de la RLU (environ 3000 RLU).  

(Figure 33B) 
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B. Sensibilité de la lignée OVCAR3-Luc à la PDT 

La sensibilité à la mort induite par la thérapie photodynamique sur la lignée OVCAR3-

Luc a été évaluée par la mesure du métabolisme mitochondrial. Les résultats sont présentés 

dans la figure ci-dessous.  

  
Figure 35: Évaluation de la viabilité cellulaire de la lignée OVCAR3-Luc 1h, 24h, 48h et 72h post-
PDT. Les cellules ont été traitées ou non avec 9 µM de PS et/ou 60 min d’illumination (3,7 J/cm2, 
1mW/cm2) avec NT : non traité, PS : PS seul, illu : illumination seule, PDT : illumination en présence 
du PS.  ANOVA à 2 facteur (**p < 0,01 et ****p < 0,0001), moyennes +/- SD de 3 expériences 
indépendantes normalisées par rapport à la condition NT (n=3). 

 Nous pouvons observer une diminution très importante et significative de la viabilité 

cellulaire pour le groupe PDT dès 1h post-illumination comparée au groupe NT (9% de 

cellules viables restantes dans la condition PDT). Cette diminution est d’autant plus 

importante 72h après le traitement où 99% des cellules OVCAR3-Luc sont mortes. À 

contrario, nous pouvons noter l’absence de modification de la viabilité des cellules tumorales 

non-traitées, soumises uniquement au PS ou à l’illumination hormis pour la condition PS seul 

à 1h et 24h. En effet, un léger impact sur la viabilité des cellules est constaté mais celui – ci 

n’est pas retrouvé à 48 et 72h après la PDT.  

 

C. Mise en place du modèle de souris SCID de carcinose péritonéale 
ovarienne 

 
Les cellules OVCAR3-Luc ont été injectées en intrapéritonéale chez les souris SCID. 

L’évaluation de la croissance tumorale a été évaluée par Bioluminescence et les résultats sont 

présentés en Figure 36.  
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Figure 36: Développement du modèle de carcinose péritonéale ovarienne chez des souris SCID. (A) 
L’injection de la lignée OVCAR3-Luc aux souris résulte en une croissance tumorale 38 jours après 
l’injection. (B) Évaluation de la croissance tumorale après l’injection de D-Luciferine à l’IVIS® 
Lumina XR.  

 

Un mois après l’injection, nous avons constaté la présence d’ascite (Figure 36A - 1,2) 

ainsi que l’invasion de métastases au niveau du diaphragme, de la cavité abdominale et de 

l’omentum. D’autres nodules < 0,5 cm³ ont également été retrouvé au niveau du mésentère 

(figure 35A – 3,4,5). L’ascite était de la couleur du sang et nous avons retrouvé la présence 

d’agrégats tumoraux distincts au sein de ce liquide. Le développement de la tumeur a été 

évalué par mesure de la bioluminescence (Figure 36B).  

 

 

D. Évaluation de la distribution du PSAF 
 

L’accumulation du PSAF au sein des différents organes a été évaluée par la 

quantification du signal de fluorescence émis par le PSAF à 4h, 6h et 24h après l’injection. 

(Figure 37 ci-dessous).  
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Figure 37: Évaluation de la distribution du PSAF au niveau des différents organes dans le modèle de 
souris SCID par évaluation de l’intensité de fluorescence du PSAF. ANOVA à 2 facteurs (****p < 
0,0001, **p<0,01, *p<0,05., moyennes +/- SD de semi-quantification de plusieurs champs (n=3) 
exprimées en intensité de fluorescence évalué 4h, 6h et 24h après l’injection du PSAF. NC : Contrôle 
Négatif sans PSAF. 

 
Nous retrouvons au niveau des ovaires et des tumeurs, une intensité de signal déjà très 

intense et significative dès la 4ème heure après l’injection et qui le reste jusqu’à 24h. Pour le 

foie et le rein, nous pouvons observer une intensité faible 4 et 6h après l’injection puis qui 

augmente de manière significative 24h après l’injection. Enfin, pour le pancréas l’intensité de 

fluorescence est importante 6h après l’administration mais diminue de 50% 24h après.  

 

 

E. Détermination des paramètres d’illumination 
 

Afin de déterminer les paramètres d’illumination optimaux, 2 paramètres 

d’illumination ont été étudiés : le temps d’illumination ainsi que l’irradiance. Les résultats 

sont présentés dans la figure ci-dessous.  
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Figure 38: Détermination des paramètres d’illumination. (A) Les souris ont été soumises à 2 
protocoles d’illumination fractionné : 1min d’illumination suivie de 2 min de pause (1-2) VS 15 min 
d’illumination suivies de 10min de pause (15-10) à 12 mWcm². L’efficacité du protocole a été évaluée 
durant 54 jours par quantification de la bioluminescence (n=2). (B) Les souris ont été soumises à un 
protocole d’illumination fractionné déterminé par la figure A: 1min d’illumination suivie de 2min de 
pause à 3,7 mW / cm² avec NT : non traité, PS : photosensibilisateur seul, illu : lumière seule, PDT : 
illumination en présence du PS. L’illumination a été réalisée au 38ème jour après l’injection des 
cellules OVCAR3-Luc. L’efficacité du protocole a été évaluée durant 59 jours par quantification de la 
bioluminescence (n=2). 

 
Avec une irradiance de 12 mW/cm2 et le protocole de 1 min d’illumination suivi de 2 

min de pause, une importante diminution de la bioluminescence est observée à partir de 44 

jours. Au contraire nous constatons avec le protocole de 15 min d’illumination suivi de 10 

min de pause une augmentation de la croissance tumorale qui est d’ailleurs comparable à celle 

du groupe NT (Figure 38A). Avec une irradiance de 3,2 mW/cm2 et un protocole de 1 min 

d’illumination suivie de 2 min de pause nous ne constatons pas de diminution de la croissance 

tumorale dans la condition PDT (Figure 38B). De plus, la bioluminescence observée est 

similaire entre les différentes conditions et continue d’augmenter avec le temps.  

 

 
Pour conclure, les expériences suivantes ont été réalisées avec les paramètres de PDT 
suivants :  
- Illumination fractionnée de 45 min : 1 min ON / 2 min OFF 
- Irradiance : 12 mW/cm2 
- Fluence : 32,4 J/cm2 
- Laser : 672 nm  
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F. Efficacité de la PDT et impact sur le système immunitaire dans un 
modèle de souris SCID 

1. Souris SCID - Non reconstituées 

i. Évaluation de l’efficacité de la PDT 

 

Avec le protocole établi dans le point E ci-dessus nous avons évalué l’efficacité de la 

PDT sur un modèle de souris SCID de carcinose péritonéale ovarienne humaine, non 

reconstituées par l’injection de PBMC humaines.  

 
Figure 39 : Évaluation de la régression tumorale après PDT sur un modèle de souris SCID de 
carcinose péritonéale d’origine ovarienne humaine. Les souris ont été soumises à un protocole 
d’illumination fractionné : 1 min d’illumination suivie de 2 min de à 12 mWcm² - 45 répétitions avec 
NT : non traité, PS : photosensibilisateur seul, illu : lumière seule, PDT : illumination en présence du 
PS. L’illumination a été réalisée au 38ème jour après l’injection des cellules OVCAR3-Luc. L’efficacité 
du protocole a été évaluée durant 56 jours par quantification de la bioluminescence. ANOVA à 2 
facteurs (***p < 0,001), moyennes +/- SD (n=3).  

 
Après avoir illuminé les souris au 38ème jour après l’injection des cellules OVCAR3-

Luc, nous avons pu constater une diminution significative de la bioluminescence à partir du 

43ème jour dans la condition PDT soit 5 jours après l’illumination. Au contraire, dans les 

autres conditions, la bioluminescence observée est similaire et continue d’augmenter dans le 

temps.  

ii. Évaluation de la sécrétion de cytokines après la PDT 

 

Afin d’évaluer la libération de cytokines, du sang a été prélevé sur les souris 72h après 

le traitement. Nous avons réalisé un ELISA sur le sérum du sang des 4 groupes de souris 

PDT, illu, PS et NT dont les résultats sont présentés en figure 40.  
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Figure 40: Évaluation de la sécrétion de cytokines après la PDT dans un modèle de souris SCID de 
carcinose péritonéale d’origine ovarienne humaine. Un test ELISA a été réalisé sur le sérum des 
souris prélevé 72h post-traitement. (A) Transforming Growth Factor (TGFβ), (B) Interféron Ɣ 
(IFNƔ). NT : non traité, PS : photosensibilisateur seul, illu : lumière seule, PDT : illumination en 
présence du PS, before PDT : sang prélevé avant le traitement. ANOVA à 1 facteur (**p < 0,01), les 
données présentées sont les moyennes normalisées par rapport au groupe NT +/- SD (n=3).  

 
Nous pouvons constater une diminution significative de la production de TGFβ dans la 

condition PDT par rapport au groupe NT tandis que dans les autres conditions (PS et illu) 

nous constatons une augmentation de la sécrétion de cette cytokine (Figure 40A). À contrario, 

nous pouvons observer une augmentation significative de la sécrétion d’IFNƔ dans la 

condition PDT par rapport à la condition NT (Figure 40B). Cette augmentation n’est 

d’ailleurs pas constatée dans les groupes PS et illu.  

 

2. Souris SCID - Reconstituées par l’injection de PBMC humaines 

i. Évaluation de l’efficacité de la PDT 

 
Afin d’évaluer l’interaction de la PDT avec le système immunitaire nous avons 

reconstitué ce système chez les souris SCID par l’injection de PBMC humaines. La 

reconstitution est effectuée au 38ème jour suivant l’injection des cellules tumorales et la PDT 

est réalisée 7 jours après la reconstitution soit au 44ème jour.  
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Figure 41: Évaluation de la régression tumorale après PDT sur un modèle de souris SCID de 
carcinose péritonéale d’origine ovarienne humaine reconstituées par l’injection de PBMCs 
humaines. (A) Les souris ont été soumises à un protocole d’illumination fractionné : 1min 
d’illumination suivie de 2 min de pause – 45 répétitions à 12 mWcm² avec R-NT : reconstituée non 
traitée, R-PS : reconstituée avec photosensibilisateur seul, R-illu : reconstituée avec lumière seule, R-
PDT : reconstituée avec illumination en présence du PS, NRNT : non reconstituée non traitée. 
L’illumination a été réalisée au 44ème jour après l’injection des cellules OVCAR3-Luc soit 7 jours 
après la reconstitution. L’efficacité du protocole a été évaluée durant 68 jours par quantification de la 
bioluminescence. ANOVA à 2 facteur (****p < 0,0001), moyennes +/- SD (n=3) (B) Évaluation de la 
progression globale de la tumeur tout au long de l’expérience. Les résultats sont exprimés en 
bioluminescence log(10). Un test statistique de Mann Whitney a été réalisé afin de comparer les deux 
conditions (*p < 0,05).	

 
Tout d’abord nous pouvons constater tout de suite après la reconstitution du système 

immunitaire (jour 38), une légère diminution de la bioluminescence dans les groupes de souris 

R-NT ; R-PS ; R-illu ; R-PDT comparée au groupe de souris non reconstituées (NRNT). 

Cependant cette diminution disparaît au fur et à mesure du temps (10 jours après la 

reconstitution / jour 48) (Figure 41A). De plus, lorsque les souris sont reconstituées et 

soumises à la PDT (R-PDT) (figure 41A) nous remarquons une diminution significative de la 

bioluminescence comparée aux autres groupes : R-NT ; R-PS ; R-illu et NTNR. De plus, cette 

diminution semble prolongée dans le temps (jusqu’à 68 jours). Enfin, cette diminution de la 

bioluminescence semble plus importante en condition PDT chez les souris reconstituées (R-

PDT) que chez les souris non reconstituées (NR-PDT) (figure 41B).  

ii. Évaluation des populations lymphocytaires induites 

 
Enfin, nous avons évalué l’impact de la PDT sur les populations immunitaires au 7ème 

et au 30ème jour après la PDT. Les résultats sont présentés en figure 42.  
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Figure 42: Évaluation de la réponse immune après PDT dans un modèle de souris SCID de 
carcinose péritonéale d’origine ovarienne humaine, reconstituées ou non par l’injection de PBMCs 
humaines. Le sang des souris reconstituées ou non reconstituées a été prélevé au 7ème jour et au 30ème 
jour (D7 et D30) après la PDT et la population immunitaire a été évaluée. (A) Cellules T auxilliaires 
(B) cellules T cytotoxiques, (C) Cellules Natural Killer. R-NT : reconstituée non traitée, R-PS : 
reconstituée avec photosensibilisateur seul, R-illu : reconstituée avec lumière seule, R-PDT : 
reconstituée avec illumination en présence du PS, NRNT : non reconstituée non traitée. ANOVA à 2 
facteur (****p < 0,0001) (n=3). L’analyse statistique a été réalisée par comparaison au groupe R-
NT.  
 

Nous constatons une proportion importante et similaire de lymphocytes T helper dans 

toutes les conditions des souris reconstituées au 7ème jour. Cependant cette proportion tend à 

diminuer au 30ème jour. Même si nous constatons cette diminution également dans la 

condition R-PDT, la prévalence de LT helper dans la condition R-PDT demeure 

significativement plus important que la condition R-NT contrairement aux conditions R-illu et 

R-PS (Figure 42A).  

De plus, la prévalence de lymphocytes cytotoxiques en condition R-PDT, R-PS et R-

illu est significativement plus importante au 7ème jour après la PDT que le groupe R-NT. 

Même si cette prévalence semble diminuer entre le 7ème et le 30ème jour après la PDT dans 

l’ensemble des conditions, celui-ci reste significativement plus importante dans la condition 

R-PDT que le groupe R-NT comparé aux autres conditions (R-PS et R-illu) où la différence 

significative n’est plus appréciée (Figure 42B).  

Enfin, au 7ème jour après la PDT, nous pouvons constater une légère augmentation de 

la proportion de lymphocytes NK, significative, dans la condition R-illu et très significative 

dans la condition R-PDT. À la différence des lymphocytes helper et cytotoxiques, la 

proportion de NK semble augmenter dans le temps. Même si cette augmentation (au 30ème 

jour) est également constatée dans les groupes contrôles des souris reconstituées, celle – ci 

demeure plus importante dans le groupe R-PDT et R-PS (Figure 42C).  
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iii. Évaluation de la sécrétion de cytokines après PDT 

 
La sécrétion de plusieurs cytokines a également été investiguée et reportée en figure 

43.  

 

 
 
Figure 43:Evaluation de la libération de cytokines après PDT dans un modèle de souris SCID de 
carcinose péritonéale d’origine ovarienne humaine, reconstituées ou non par l’injection de PBMCs 
humaines. Le sang des souris reconstituées ou non reconstituées a été prélevé avant la PDT (before 
PDT), au 7ème jour et au 30ème jour (D7 et D30) après la PDT et la sécrétion de cytokines a été évaluée 
après avoir récupéré le sérum. (A) Transforming Growth factor (TGFβ), (B) Interleukine 10 (IL-10), 
(C) Interleukine 8 (IL-8), (D) Interferon Ɣ (IFNƔ), (E) Tumor Necrosis Factor ⍺ (TNF⍺).  R-NT : 
reconstituée non traitée, R-PS : reconstituée avec photosensibilisateur seul, R-illu : reconstituée avec 
lumière seule, R-PDT : reconstituée avec illumination en présence du PS, NRNT : non reconstituée 
non traitée. ANOVA à 2 facteur (**p < 0,01). Les données présentées sont les moyennes+/- SD 
normalisées par rapport au groupe NRNT - before PDT pour les cytokines TGFβ, TNF⍺ et IFNƔ et 
par rapport au groupe NRNT-D30 pour les cytokines IL-10 et IL-8 (n=3).  

Concernant le TGFβ (figure 43A), nous constatons une diminution importante de sa 

sécrétion 7 jours après PDT dans les groupes R-NT, R-PS et R-illu comparé au groupe 

contrôle NRNT. Nous pouvons apprécier qu’aucune détection de cette cytokine n’a été 

détectée pour la condition R-PDT. Concernant la sécrétion d’IL-10 (figure 43B), nous 

pouvons constater la présence d’une sécrétion similaire, 30 jours après la PDT, dans les 

groupes contrôles NRNT, R-NT, R-PS et R-illu. De la même manière que pour le TGFβ, 

aucune sécrétion n’est détectée dans la condition R-PDT. Concernant la sécrétion d’IL-8 

(figure 43C) : celle-ci diminue dans les groupes R-NT, R-PS, R-illu et R-PDT comparée au 

groupe NRNT 30 jours après la PDT. Nous pouvons remarquer que cette diminution est à 

nouveau plus accentuée en condition R-PDT 30 jours après PDT par rapport aux groupes 

contrôles. Au contraire, la sécrétion d’IFNƔ est très augmentée 7 et 30 jours après la PDT 
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dans la condition R-PDT (figure 43D) contrairement aux groupes contrôles ou aucune 

sécrétion n’a été détectée. Cette sécrétion semble inchangée entre le 7ème et le 30ème jour. 

Enfin, la sécrétion de TNF⍺ augmente 7 jours après la PDT et est accentuée 30 jours après la 

PDT dans le groupe R-PDT, à la différence des groupes contrôles ou aucune sécrétion n’a été 

détectée (figure 43E).  
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Le pronostic du cancer de l’ovaire reste sombre en raison de son diagnostic tardif. 

L’addition d’inhibiteur de PARP et des anti-angiogéniques aux thérapies conventionnelles a 

permis d’augmenter significativement la survie sans progression des patientes. Cependant, 

malgré les avancées en termes de thérapeutiques, 70% des patientes en rémission font une 

rechute dans les 18 mois[49]. Amate et al., ont montré dans une étude rétrospective que le 

péritoine était le site de récidive privilégié́ puisque 75% des rechutes à des stades avancés se 

font au niveau du péritoine[50]. Ainsi, l’existence de cette maladie résiduelle péritonéale 

représente le problème majeur de cette pathologie qu’il est nécessaire de contrôler. Par 

conséquent, il est primordial de développer un traitement complémentaire à la chimiothérapie 

et la chirurgie afin de cibler spécifiquement ces métastases péritonéales afin d’améliorer le 

pronostic de ces patientes.  

 

En ce sens, la thérapie photodynamique s’avère être une stratégie pertinente pour 

répondre à ce besoin. En effet, sa combinaison avec d’autres agents conventionnels 

apporterait plusieurs avantages : i) Un effet anti-tumoral synergique, grâce à son action 

cytotoxique, qui pourrait conduire à la réduction des doses de chimiothérapie limitant ainsi 

l’immunodépression induite par ce traitement, ii) la PDT permettrait également de limiter les 

effets indésirables des traitements conventionnels et amènerait donc une amélioration de la 

qualité de vie des patients, enfin iii) la PDT induirait la formation d’une immunité anti-

tumorale au long terme face à ces traitements parfois immunosuppressifs[154]. Dans le cadre de 

ce projet, le laboratoire OncoThai a développé en collaboration avec le laboratoire Réaction et 

Génie des procédés (Dr Céline Frochot) un nouveau photosensibilisateur, proche 

structurellement parlant de celui développé par Hyun et al.,[149] le pyrophéophorbide-a couplé 

à l’acide folique afin de cibler spécifiquement les métastases surexprimant FR⍺. Ce nouveau 

PSAF a fait l’objet d’un brevet publié en 2019 (brevet WO/2019/016397). Contrairement à ces 

prédécesseurs, l’évaluation de la PDT utilisant ce nouveau PS a permis de mettre en évidence 

plusieurs avantages répondant aux propriétés d’un PS idéal décrites par H. Abrahamse et MR. 

Hamblin[100] à savoir : i) un composé pur, ii) une fluorescence suffisante (pour envisager une 

chirurgie par fluoroguidage), iii) peu d’étapes de synthèse (3 étapes), iv) un spectre 

d’absorption compris entre 600 et 800 nm et v) une bonne stabilité au stockage.  

Par ailleurs ce PSAF répond aux propriétés recherchées en termes de thérapeutique, i) 

un ciblage spécifique, ii) une efficacité démontrée in vitro puisqu’il a été montré que 95% des 

cellules cancéreuses OVCAR3 et SKOV3 surexprimant FR⍺ étaient mortes après 1 heure 
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d’illumination[150]. Cependant, cette étude manque d’un contrôle négatif de sous-expression 

du récepteur au folate afin de pouvoir apprécier la sélectivité du PSAF. En effet, il est 

primordial d’assurer l’efficacité de cette thérapie sur les cellules tumorales surexprimant FR⍺ 

limitant ainsi les dommages aux tissus sains qui n’expriment que faiblement ce récepteur. De 

plus, le modèle de culture cellulaire 2D souffre d’une grande simplification. En effet, une 

culture en monocouche sur du plastique ou du verre ne permet pas de refléter la complexité, 

l’architecture tumorale, ainsi que les interactions entre les différents types de cellules et entre 

les cellules et leur microenvironnement ce qui peut influencer l’évaluation et la réponse au 

traitement[155]. En effet, bien que les approches de la culture 2D soient largement utilisées et 

indispensables dans l’étude du comportement cellulaire et moléculaire dans un état 

physiologique ou physiopathologique, elles restent primitives et simples par rapport à la 

complexité des approches in vivo. 

Dans ce contexte, l’objectif de cette étude était dans un premier temps d’évaluer la 

sélectivité d’une PDT utilisant un nouveau photosensibilisateur couplé au folate dans un 

modèle in vitro de cancer ovarien ainsi que son efficacité et son impact sur le système 

immunitaire dans un modèle de souris SCID humanisées de carcinose péritonéale d’origine 

ovarienne.  

Dans un premier temps, afin de compléter les travaux publiés en 2020 par notre 

laboratoire, nous avons étudié la sélectivité de notre PSAF.  Pour cela, nous avons ajouté à 

notre panel d’étude, une lignée cellulaire de fibrosarcome décrite comme sous-exprimant 

FR⍺.	Nous avons d’abord confirmé par RT-qPCR l’expression génique de FR⍺	 sur	 les 3 

lignées cellulaires, ainsi que son expression protéique par western blot et cytométrie en flux. 

Cette analyse a montré que l’expression des transcrits est parfaitement corrélée à l’expression 

protéique de FR⍺ sur les lignées OVCAR3, SKOV3 et HT1080, suggérant que ce récepteur 

n’est pas sujet à des modifications transcriptionnelles / traductionnelles sur ces lignées. Ainsi, 

l’absence d’expression du récepteur sur la lignée HT1080 nous a confirmé l’intérêt d’utiliser 

cette lignée comme contrôle négatif d’expression du récepteur dans l’objectif de comparer 

l’efficacité de la PDT-PSAF en fonction de l’expression de FR⍺. 	

De plus, l’acide folique pouvant être transporté par 3 types de récepteurs (e.g., FR ; 

PCFT ; RFC), nous avons étudié la spécificité de notre PSAF pour FR⍺ sur-exprimé par les 

cellules cancéreuses à contrario des récepteurs RFC et PCFT exprimés de manière 

ubiquitaire. C’est pourquoi nous souhaitons que notre PSAF soit uniquement internalisé par le 
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FR⍺ afin de cibler spécifiquement les cellules cancéreuses ovariennes. Pour cela nous avons 

cultivé les 3 lignées cellulaires avec un excès d’acide folique durant différents temps afin de 

saturer les récepteurs aux folates. Si l’internalisation de notre PSAF passe uniquement par le 

récepteur de l’acide folique, nous devrions observer une diminution de l’intensité de 

fluorescence au fur et à mesure que le temps d’incubation avec l’acide folique augmente. 

Comme attendu, les résultats ont montré une diminution de l’intensité de fluorescence et ceci 

de façon significative pour les lignées OVCAR3 et SKOV3. Par ailleurs, une intensité de 

fluorescence 2 fois moins importante pour la lignée HT1080 et qui ne varie pas nous confirme 

que notre PS cible préférentiellement les cellules qui surexpriment FR⍺.		

 

Par ailleurs et de façon très intéressante, une fluorescence correctement détectable du 

PSAF, par des dispositifs médicaux, pourrait permettre de réaliser une chirurgie de 

cytoréduction par fluoroguidage dans le traitement de la carcinose péritonéale. En effet, 

l’exposition de la cavité péritonéale à la longueur d’excitation du PSAF permettrait de 

distinguer le tissu tumoral du tissu sain (effet PDD), améliorant la qualité de l’intervention de 

cytoréduction. Ainsi, grâce aux propriétés fluorescentes du PSAF, nous avons validé son 

internalisation par microscopie confocale.  Pour cela, après avoir incubé nos cellules avec le 

PSAF, nous avons marqué FR⍺ par immunofluorescence en supposant que l’internalisation du 

PS devrait être plus importante sur les lignées qui surexpriment FR⍺. Par 

immunofluorescence, FR⍺ semble être plus particulièrement présent à la membrane des 

cellules OVCAR3, une localisation compatible avec leur fonction de récepteur membranaire. 

En revanche, avec les mêmes paramètres d’analyse, une plus faible expression est détectée 

pour les lignées SKOV3 et HT1080. Ce qui est en accord avec les résultats obtenus par 

analyse de l’expression protéique membranaire par cytométrie en flux. Les résultats obtenus 

ont montré une internalisation du PSAF significativement plus importante pour la lignée 

OVCAR3 qui sur-expriment FRα. Ces résultats suggèrent donc que l’utilisation du PSAF  

pourrait améliorer la qualité de l’intervention de cytoréduction grâce à ses propriétés de 

fluorescence (effet PDD) et sa capacité à cibler les métastases résiduelles surexprimant FR⍺ 

et non pas le tissu sain. À la suite de l’intervention chirurgicale, l’objectif serait d’illuminer la 

cavité abdominale afin d’obtenir un effet PDT et d’éliminer les métastases résiduelles 

microscopiques. Avant d’envisager l’utilisation de la PDT chez les patientes, la prochaine 

interrogation a été de savoir si l’expression de FR⍺ pouvait également influencer l’efficacité 

de la PDT.   
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Afin de confirmer l’hypothèse que l’efficacité de la PDT sera plus importante sur les 

lignées qui sur-expriment FR⍺, nous avons évalué la viabilité cellulaire après PDT sur les 

cellules OVCAR3, SKOV3 et HT1080 à différentes doses de lumière, ainsi qu’à différentes 

concentrations de PSAF. La potentielle sensibilité à la mort induite par la thérapie 

photodynamique en fonction de l’expression de la cible a été évaluée par la mesure du 

métabolisme mitochondrial. De façon très intéressante, un effet dose dépendant de la 

concentration et du temps d’illumination a été constaté sur les 3 lignées, cependant l’intensité 

de cet effet semble différer en fonction de la lignée. En effet, avec 5 min d’illumination nous 

retrouvons une diminution de la viabilité proportionnelle à la concentration du PSAF des 

cellules OVCAR3 et SKOV3 à partir de 0,9 µM tandis qu’aucune modification n’est 

constatée sur la lignée HT1080. Il en est de même avec 15 min d’illumination où la 

concentration à laquelle 50% des cellules OVCAR3 sont mortes (EC50) est de 3,2 µM, tandis 

qu’elle est de 4,5 µM pour les cellules SKOV3 et 9 µM pour la lignée HT1080. Cette EC50 

diminue davantage pour la lignée OVCAR3 après 20 min d’illumination et reste plus stable 

pour les lignées SKOV3 et HT1080. Ainsi, les résultats de cette expérience ont permis de 

mettre en exergue une sensibilité accrue de la lignée OVCAR3 à la PDT-PSAF et montrer, 

pour la première fois, un effet de la PDT proportionnel au niveau d’expression de FR⍺. Ce 

résultat confirme ainsi la sélectivité du PSAF pour sa cible : plus l’expression de FR⍺ est 

importante, plus la concentration de PSAF nécessaire pour induire la mort des cellules sera 

faible. Néanmoins, ces résultats devront être réitérés afin de valider leur force statistique.  

 

Cependant, d’après ces résultats préliminaires, nous pouvons constater un effet de la 

PDT sur la lignée HT1080 malgré l’absence d’expression protéique détectée en western-blot 

et cytométrie en flux. Un certain nombre d’études ont suggéré que FR⍺ avait un rôle clé dans 

la régulation et la croissance des cellules cancéreuses. Boshnjaku et al., ont rapporté qu’après 

sont internalisation, il pouvait être transloqué au noyau et agir comme un facteur de 

transcription afin de réguler l’expression de gènes ayant un rôle clé dans le développement et 

la croissance des cellules cancéreuses. De plus, dans l’absolu, toutes les cellules expriment ce 

récepteur puisqu’il est indispensable à la survie cellulaire. Ainsi, la lignée HT1080 exprime ce 

récepteur de manière minime à tel point que son expression ne soit pas détectée par les 

techniques utilisées. Ainsi la robustesse de ces résultats ayant pour objectif de démontrer 

l’innocuité de la PDT pour le tissu sain pourrait être renforcée, dans les prochaines études, par 

l’utilisation d’un autre contrôle négatif, des cellules saines ovariennes epithéliales qui 
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n’expriment que faiblement le récepteur FR⍺: HOSE 6-3 et HOSE 17- tel qu’il a été décrit par 

Michelle K. Y. Siu et al, [156].  

 

Par ailleurs, l’efficacité de la PDT s’est retrouvée légèrement moins importante sur la 

lignée SKOV3, alors qu’une plus forte expression protéique de FRα a été retrouvée sur ces 

cellules par rapport à la lignée OVCAR3. Or il est important de noter que cette expression a 

été détectée par western-Blot et donc sur le lysat cellulaire total (protéines intracellulaires et 

membranaires). Ainsi, il est possible que l’expression protéique membranaire de FR⍺ soit en 

fait plus faible sur les SKOV3 par rapport à la lignée OVCAR3 comme il a d’ailleurs été 

montré en cytométrie en flux. Cette faible expression pourrait alors être à l’origine d’une 

moins bonne internalisation du PSAF (telle qu’il a été montré en microscopie confocale) 

pouvant se traduire par une moins bonne efficacité de la PDT. En effet, l’efficacité et l’impact 

de la PDT selon l’expression de sa cible ont été déjà évalués dans un autre cancer. C’est, 

notamment, ce qu’ont montré Driehuis E, et al., sur des organoïdes dérivés de patients atteint 

d’un cancer de la tête et du cou présentant un profil d’expression variable de l’EGFR ciblé par 

un PS ciblant spécifiquement son récepteur. Plus l’expression de l’EGFR était importante, 

meilleure était l’efficacité de la PDT[157]. À l’image de cet article, nous estimons que la PDT 

utilisant le PS couplé au folate agira différemment selon l’expression de ce récepteur par la 

tumeur de la patiente. En effet, bien que le récepteur au folate soit surexprimé dans les 

cancers ovariens, son expression peut varier selon le stade de l’avancée du cancer[158] et le 

traitement déjà administrée à la patiente[159]. C’est pourquoi, une approche de médecine 

personnalisée telle que celle décrite par Driehuis E et al, proposant l’utilisation d’organoïdes 

issus de tumeurs de patientes, permettrait d’évaluer non seulement l’efficacité de ce traitement 

avant sa mise sur le marché, mais aussi de prédire la réponse aux traitements selon le profil 

d’expression FR⍺ de la patiente. De plus, le niveau de malignité de la tumeur pourrait 

également être un facteur déterminant de l’efficacité de la PDT. En effet, il a été montré que 

la lignée SKOV3 aurait un caractère plus malin que la lignée OVCAR3 en raison de sa 

capacité à sécréter des exosomes tumoraux contenant des protéines impliquées dans des 

processus de mort et de survie cellulaire, de migration, de signalisation, de croissance et de 

prolifération[160]. À la lumière de cet article, la malignité des cellules tumorales pourrait jouer 

un rôle dans la détermination des paramètres de la PDT à savoir l’utilisation de doses de 

lumière plus importante.	
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Après avoir étudié l’efficacité de la PDT selon l’expression de FR⍺, nous avons évalué 

son efficacité dans un modèle de souris SCID humanisé de carcinose péritonéale d’origine 

ovarienne. Dans un premier temps, nous avons couplé la luciférase à la lignée OVCAR3 

(lignée OVCAR3-Luc) afin de pouvoir suivre par imagerie en temps réel, l’évolution de la 

croissance tumorale. Puis, nous avons vérifié et quantifié l’efficacité de la PDT sur cette 

lignée, suivant les mêmes paramètres reportés dans l’étude de Baydoun et al., (à savoir 60 min 

d’illumination, 9 µM de PS, 1 mW/cm2, 672 nm). Comme espéré, sous 60 min d’illumination 

avec 9 µM de PSAF nous retrouvons un moins 95% de mortalité, soit une mortalité 

comparable à celle obtenu avec la lignée OVCAR3. Après avoir vérifié la sensibilité de celle 

lignée à la PDT, nous avons injecté 1.10⁶ cellules dans la cavité intrapéritonéale des souris 

SCID. Grâce à l’utilisation des propriétés de bioluminescence de la luciférase, nous avons pu 

suivre l’évolution du cancer ovarien à diffusion intrapéritonéale. L’injection des cellules 

OVCAR3-Luc et SKOV3-Luc a déjà été décrite très récemment dans la littérature dans un 

modèle de souris BALB/c nude[161]. Contrairement à cet article, nous avons choisi d’injecter 

une quantité moins importante de cellules tumorales dans l’objectif d’obtenir une croissance 

lente mais efficace nous permettant de suivre méticuleusement dans le temps l’évolution du 

cancer, ainsi que l’éventuelle régression après PDT. Comme décrit dans les résultats, au 38ème 

jour suivant l’injection des cellules OVCAR3-Luc nous avons obtenu une croissance tumorale 

constante et reproductible entre les souris et proche de la clinique humaine. En effet, la 

majorité des métastases étaient localisées au niveau du pelvis et de la cavité abdominale, un 

schéma métastatique courant chez les femmes diagnostiquées d’un stade III de cancer 

ovarien[11].  Depuis l’extension des indications de la PDT au cancer, le PS n’est plus 

administré sous forme topique mais en systémique. C’est pourquoi, même si le PS est 

correctement solubilisé, sa distribution non spécifique aux tissus sains pourrait être à l’origine 

d’effets indésirables plus importants. Il est donc nécessaire de développer des PS de 3ème 

génération afin de cibler de manière active ou passive les cellules néoplasiques limitant ainsi 

les effets indésirables et améliorant l’efficacité de la PDT[162]. Dans ce contexte, nous avons 

évalué la distribution de notre PS de 3ème génération 4h, 6h et 24h après son injection. 24h 

après l’injection, la fluorescence semble concentrée aux niveaux des tissus tumoraux, des 

ovaires et des organes métastatiques récurrents dans le cancer de l’ovaire tel que le foie [163, 

164]. À contrario, le cancer de l’ovaire métastase rarement au niveau du pancréas. Dans notre 

modèle nous avons certes retrouvé dans le pancréas une fluorescence importante 6h après 

l’injection, mais celle-ci diminue drastiquement à 24h comparée aux autres organes. De plus, 
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une concentration importante de notre PSAF retrouvée au niveau du rein 24h après sont 

injection peut suggérer une élimination rénale de la molécule.  

 

La suite de cette étude consistait à évaluer l’efficacité de la PDT selon 2 

protocoles afin de déterminer les paramètres d’illuminations optimum : i) l’un alternait 1 min 

d’illumination et 2 min de pause répété 45 fois, ii) l’autre alternait 15 min d’illumination suivi 

de 10 min de pause répété 3 fois, soit une durée d’illumination totale de 45 min pour les 2 

protocoles (le PS était injecté aux souris 24h avant l’illumination). Pour cette étude, nous 

avons utilisé un dispositif d’illumination spécialement développé par notre laboratoire dont 

l’efficacité a été démontrée par les travaux de A. Quilbé,.[153] Comme attendu, le premier 

protocole (1min ON / 2 min OFF) a induit une diminution plus accentuée de la 

bioluminescence. Cette observation est supportée par le besoin en oxygène que nécessite la 

PDT afin d’induire une efficacité optimale. En effet, malgré les avancées majeures dans 

l’utilisation de la PDT comme thérapie anti-cancéreuse, un de ses facteurs limitant reste son 

inefficacité potentielle en cas de tumeur hypoxique où lorsqu’une hypoxie survient en raison 

de la consommation de l’O2 moléculaire lors des réactions photochimiques[165]. Ainsi, lorsque 

la concentration en oxygène dans le milieu n’est pas suffisamment élevée, la 

photocytotoxicité peut être réduite voir abolie[166]. En s’appuyant sur ces données, il a été 

supposé que la PDT avec un mode d’irradiation pulsé pourrait être plus efficace dans la 

génération d’oxygène singulet et la réoxygénétion des tissus qu’un mode d’illumination 

continue. Cette stratégie consisterait à irradier la tumeur par intermittence afin de réguler la 

consommation d’oxygène moléculaire et la formation d’oxygène singulet. Ce phénomène 

s’explique par le fait qu’une irradiation pulsée permet la ré-oxygénation des tissus entre 2 

illuminations ce qui permet d’améliorer l’efficacité de la PDT. Cette théorie a alors fait l’objet 

de nombreuses études tant in vitro qu’in vivo. Il a ainsi été démontré à plusieurs reprises 

qu’un protocole d’illumination fractionné permettait de maintenir un niveau élevé d’oxygène 

moléculaire augmentant le rendement en oxygène singulet et améliorant ainsi l’efficacité de la 

PDT comparé à un mode d’illumination en continu[167,168]. Les données expérimentales de 

Klimenko et al,. ont également confirmé que ce mode d’illumination induisait une mort 

préférentielle des cellules par apoptose contrairement au mode continu qui induisait une mort 

cellulaire nécrotique[168].  De plus, l’irradiance utilisée semble également être un facteur 

déterminant dans l’efficacité de la PDT puisque nous n’avons constaté aucune diminution de 

la bioluminescence avec une irradiance de 3,7 mW/cm2 comparé à une irradiance de 12 

mW/cm2. Il a été montré dans un modèle de xénogreffe d’adénocarcinome du colon humain 
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HT29 soumis à un traitement par mTHPC-PDT que l’utilisation d’une irradiance très 

importante de l’ordre de 90 à 160 mW/cm2 induisait une diminution significative de la 

pression partielle d’oxygène intra tumorale (pO2). À contrario, une irradiance plus faible de 5 

ou 30 mW/cm2 permettait de maintenir la pO2 à des niveaux comparables à ceux mesurés 

avant l’illumination[169]. Une autre étude a également comparé l’efficacité de deux irradiances 

(20 mW/cm2 et 50 mW/cm2) utilisant la 5-ALA-PDT chez des souris SKH1-HR et a montré 

des résultats plus intéressants avec l’irradiance la plus faible[170]. En ce sens, l’utilisation 

d’une irradiance faible de 12 mW/cm2 et qui s’avère efficace dans cette étude semble tout à 

fait en adéquation avec les données de la littérature qui décrivent que l’utilisation d’une 

irradiance trop importante entraîne une diminution de l’efficacité de la PDT. Il est important 

de noter qu’aucune étude in vivo ne décrit l’utilisation d’une irradiance inférieure à 5 mW/cm2 

pouvant ainsi expliquer l’inefficacité observée dans notre étude avec une irradiance de 3,7 

mW/cm2.  

Après avoir confirmé l’utilisation de notre protocole d’illumination à savoir : 

Illumination fractionnée de 45 min : 1 min ON / 2 min OFF, Irradiance : 12 mW/cm2, 

Fluence : 32,4 J/cm2 , Laser : 672 nm , nous avons reconstitué le système immunitaire des 

souris par l’injection de PBMCs humaines provenant de donneurs sains. Dans ce modèle, 

nous avons observé une diminution significative de la croissance tumorale dans la condition 

PDT. Par ailleurs, lorsque l’on compare cette diminution par rapport à celles des souris 

n’ayant pas été reconstituées, la décroissance est significativement plus importante. Ces 

résultats confirment les données obtenus dans notre étude in vitro[150] en confortant 

l’hypothèse selon laquelle l’efficacité de la PDT passe également par l’activation d’une 

réponse immunitaire anti-tumorale.  

En ce sens, l’implication de l’immunité́ adaptative dans le mécanisme d’action de la 

PDT a été démontrée pour la première fois par l’équipe de Canti et al,. Cette équipe a montré́ 

que des souris immunodéprimées traitées et guéries du fibrosarcome par la PDT ne résistaient 

pas à une nouvelle agression par des cellules tumorales de la même origine. À l’inverse, le 

groupe de souris immunocompétentes était capable de contrôler la réapparition de la maladie 

si les cellules tumorales étaient de la même origine, mais pas lorsqu’elles étaient d’une origine 

différente. Ces résultats ont montré pour la première fois que la PDT induisait l’activation de 

l’immunité anti-tumorale adaptative et donc la mise en place d’une mémoire immunitaire 

spécifique de la tumeur sur le long terme[99]. En fait, l’activation de cette immunité adaptative 
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passe par la capacité de la PDT à induire une mort cellulaire immunogène (MCI). En effet, 

Les dommages oxydatifs entrainent une réponse inflammatoire aigüe caractérisée par un 

afflux des cellules de la réponse innée, une sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, la 

libération de métabolites de l’acide arachidonique (e.g., prostaglandines, leucotriènes, 

thromboxane), l’activation du système du complément ainsi qu’un relargage des signaux de 

dangers reconnus par les cellules dendritiques[88].  

 C’est pourquoi, nous avons également étudié l’impact de la PDT sur les populations 

immunitaires. Tout d’abord concernant les cellules de l’immunité innée, nous avons constaté 

une augmentation des lymphocytes NK. Cette analyse est confortée par les données de la 

littérature puisqu’il a été décrit à plusieurs reprises qu’un traitement par PDT favorisait 

l’augmentation de l’expression du ligand du récepteur NKG2D (NKG2DL) sur les cellules 

tumorales. Cette surexpression rend les cellules tumorales plus sensible à la cytotoxicité 

médiée par les NK grâce à sa reconnaissance par le récepteur d’activation des cellules NK, 

NKG2D. Ces données suggèreraient, ainsi, un rôle possible des cellules NK dans 

l’augmentation de l’immunité anti-tumorale après PDT[171,172]. Une hypothèse vérifiée par 

Hendrzak et al,. qui a montré que la déplétion en cellules NK d’un modèle murin entrainait 

une diminution de l’efficacité de la PDT[173]. D’autant plus que, contrairement aux 

lymphocytes NK retrouvées dans le sang des patientes atteintes d’un cancer de l’ovaire, les 

NK présents dans l’ascite expriment la molécule PD-1 qui est une caractéristique du 

développement des processus d’épuisement des lymphocytes. Ainsi, l’augmentation de 

l’activation de cette population par la PDT permettrait de contrecarrer l’environnement 

immunosuppressif régnant dans l’ascite[174]. De la même manière, nous avons retrouvé une 

augmentation de la population des lymphocytes CD4+ et cytotoxiques CD8+ après PDT 

suggérant la mise en place d’une réponse immunitaire adaptative anti-tumorale.  

De plus, dans notre étude, lorsque les souris n’étaient pas reconstituées nous avons 

retrouvé une diminution de la sécrétion de la cytokine inflammatoire TGFβ et une 

augmentation de l’IFNƔ. Ces résultats sont en accord avec les résultats obtenus dans une 

précédente étude, dans laquelle le même profil de sécrétion avait été observé après PDT dans 

un modèle in vitro[150] de cancer l’ovaire. De manière plus intéressante encore, lorsque les 

souris ont été reconstituées, plusieurs changements dans l’expression de cytokines ont été 

observés.  La sécrétion de TGFβ diminue significativement dans les 7 jours après la PDT 

comparé aux autres conditions. Concernant les cytokines immunosuppressives IL-8 et IL-10, 
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leur expression était la plus basse 30 jours après la PDT. Or, ces cytokines ont un rôle 

défavorable dans le cancer ovarien. En effet, leur concentration sérique a été liée étroitement 

au stade et au pronostic du cancer de l’ovaire. De plus, la concentration d’IL-8 et l’IL-10 dans 

le fluide péritonéal a été associé à la progression du cancer et s’avère être un facteur de 

mauvais pronostic[175,176]. Il a également été montré que l’IL-8 favorisait la migration, 

l’invasion et la transition épithélio-mésenchymateuse des cellules du cancer de l’ovaire[177] et 

que l’IL-10 tendait à réduire l’activation des cellules dendritiques impactant ainsi l’activation 

des lymphocytes T[178]. Ainsi, la régulation à la baisse de ces cytokines par la PDT permettrait 

de diminuer le phénotype d’agressivité de la tumeur.  Concernant les cytokines IFNƔ et 

TNF⍺, leur expression était largement augmentée 7 jours après la PDT et a persisté dans le 

temps puisqu’elle était toujours au même niveau au 30ème jour, une augmentation non 

observée dans les autres conditions. Ces résultats suggèrent que la PDT est capable de 

promouvoir la sécrétion de ces cytokines participant à un effet immunoactivateur. En effet, 

l’IFNƔ est une cytokine capable de prévenir le développement des tumeurs[179] par sa capacité 

à inhiber l’angiogenèse, à orchestrer l’attraction et la maturation des lymphocytes T CD4+ et 

CD8+, à promouvoir l’activation de nombreux types cellulaires tels que les monocytes et les 

cellules NK et à réguler la production des immunoglobulines par les lymphocytes B[180]. 

Quant à la cytokine pro-inflammatoires TNF⍺, elle est sécrétée à l’état physiologique par les 

macrophages, les cellules stromales et les lymphocytes. Il a été montré que la PDT était 

capable d’induire une inflammation aigüe caractérisée par la sécrétion de cette cytokine 

pouvant ainsi promouvoir l’activation des Lymphocytes T et ainsi favoriser une réponse 

immune adaptative anti-tumorale[181].   

 

 Pour résumé, les résultats obtenus dans le modèle pré-clinique murin de 

carcinose péritonéale ovarienne montrent que le PDT est capable d’établir un 

environnement immuno-stimulant favorable à la mise en place d’une réponse adaptative 

anti-tumorale de type Th1. En effet le protocole de PDT ciblée via l’utilisation d’un PS 

de 3ème génération couplé à l’acide folique n’est pas uniquement capable d’induire la 

mort des cellules mais également l’activation d’une réponse immunitaire en faveur d’un 

effet anti-tumoral.  
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En s’appuyant sur les données de la littérature ainsi que sur les résultats de nos études 

antérieures in vitro et in vivo, la PDT semble être une thérapie très prometteuse pouvant 

apporter un avantage significatif dans la prise en charge de la carcinose péritonéale d’origine 

ovarienne. Nous avons montré que cette thérapie était capable d’induire localement la 

destruction directe des cellules malignes de manière spécifique grâce à l’utilisation d’un PS de 

3ème génération couplé à l’acide folique. De plus, la mort cellulaire immunogénique induite lui 

confère des propriétés immunomodulatrices pouvant favoriser une réponse immunitaire anti-

tumorale lui garantissant une efficacité sur le long terme. Cependant, il est important de 

réfléchir aux défis que doit continuer de relever cette thérapie afin de trouver sa place dans le 

traitement de la carcinose péritonéale.  

 

 Nous avons apporté la preuve de concept que ce PS de 3ème génération était capable 

d’induire une diminution significative de la taille de la tumeur sur un modèle murin humanisé 

ainsi qu’une modulation favorable de l’environnement immunitaire vers une réponse immune 

adaptative anti-tumorale. Cependant, le PS utilisé est un lot synthétisé aux normes : bonnes 

pratiques de laboratoires (BPL). C’est pourquoi, ce PSAF est actuellement en cours de 

synthèse selon les bonnes pratiques de fabrications (BPF) afin de pouvoir envisager un essai 

clinique. La suite de cette étude consistera dans un premier temps à confirmer l’efficacité du 

lot aux normes BPF comparée à celle du lot aux normes BPL. Pour cela nous évaluerons à 

nouveau in vitro et in vivo l’efficacité de ce nouveau PS aux normes BPF ainsi que son impact 

sur le système immunitaire. Nous nous intéresserons également aux effets indésirables 

potentiels de cette molécule en réalisant des études de toxicité ainsi que des études de 

pharmacocinétique et de pharmacodynamie afin de pouvoir envisager un essai clinique. Nous 

réaliserons également une étude permettant de comparer l’administration en IP du PS vs 

administration en IV puisque la voie IV sera normalement la voie d’administration privilégiée 

chez l’humain. À plus long terme, si l’étude préclinique s’avère concluante, la faisabilité, la 

sécurité et l’efficacité de la PDT pour le traitement de la carcinose péritonéale d’origine 

ovarienne sera évaluée lors d’une étude clinique pilote.  

 

Les premières applications cliniques de la PDT pour le traitement de la carcinose 

péritonéale d’origine ovarienne présentées précédemment ont été menées dans les années 

1990 avec pour objectifs principaux d’étudier la faisabilité et la sécurité d’une telle procédure. 

Ces études décrivent l’utilisation de deux dispositifs d’illumination : i) le premier consiste en 

une fibre optique à tir direct permettant l’illumination du mésentère et de l’intestin alors que 
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ii) le second consiste en une baguette lumineuse visant à illuminer l’ensemble des autres 

régions. L’utilisation de cette baguette, composée d’une fibre diffusante introduite dans un 

tube endotrachéal, impliquait le remplissage préalable de la cavité abdominale par une 

émulsion lipidique permettant une meilleure diffusion de la lumière. Bien que les résultats 

aient permis de démontrer la faisabilité de la PDT pour le traitement de la carcinose 

péritonéale d’origine ovarienne, aucune amélioration significative du contrôle de la maladie 

n’a été mise en exergue avec une morbidité importante dans les suites opératoires. Le manque 

de sélectivité du PS utilisé pour les cellules tumorales a été considéré comme étant à l’origine 

de ces complications. Le manque d’efficacité de la PDT lui a, également, été en partie imputé.  

Ainsi, notre PS breveté de 3ème génération couplé à l’acide folique, permet aujourd’hui de 

reconsidérer avec pertinence la réalisation de la PDT intrapéritonéale sous réserve toutefois de 

disposer d’un dispositif d’illumination adapté. C’est pourquoi, notre laboratoire travaille 

activement sur le développement d’un dispositif permettant d’illuminer la cavité péritonéale 

afin de garantir la réalisation d’une PDT optimale en pratique clinique. Pour cela, 4 dispositifs 

d’illumination candidats ont été sélectionnés et font actuellement l’objet d’une étude 

comparative : i) un dispositif à base de textiles lumineux, ii) un dispositif composé d’une 

baguette lumineuse, iii) un dispositif hybride composé des textiles lumineux et de la baguette 

lumineuse, iv) un dispositif complémentaire composé d’un scialytique de salle d’opération.  

 

Afin de pouvoir quantifier les doses de lumière délivrées au sein de la cavité 

abdomino-pelvienne et ainsi déterminer le dispositif d’illumination optimal, un fantôme de 

cavité péritonéale a été développé. Ce fantôme a été conçu sur la base de moulages sur corps 

humain et de mesures sur images scanner de patientes traitées pour cette pathologie. Les 

critères de performance retenus pour l’évaluation d’un tel dispositif d’illumination 

comprennent d’une part la dose de lumière moyenne délivrée par le dispositif au sein de la 

cavité abdomino-pelvienne et d’autre part le coefficient de variation des doses de lumière 

délivrées au sein de cette même cavité. Le dispositif le plus performant devra allier une dose 

de lumière moyenne élevée (garantissant l’atteinte de la cible) à un faible coefficient de 

variation (traduisant l’homogénéité de la lumière délivrée). Par la suite, l’identification du 

dispositif d’illumination le plus adapté à la PDT intrapéritonéale fera l’objet d’une étude 

préclinique de faisabilité sur le modèle porcin dont l’objectif sera d’évaluer la faisabilité et la 

sécurité de la procédure de PDT intrapéritonéale. Cette démonstration pourrait par ailleurs 

aboutir au dépôt d’un brevet puisqu’aucun dispositif d’illumination dédié n’est actuellement 

disponible sur le marché. 
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 Enfin, bien que les stratégies thérapeutiques dirigées contre FR⍺ ont été étudiés dans 

de nombreux cancers, les scientifiques qui conçoivent ces nouveaux composés ne portent que 

peu d’intérêt au problème de la dégradation de l’acide folique. Généralement, les études de 

dégradation de cette molécule décrites dans la littérature ne prennent en compte que quelques 

critères : pH ; température ; lumière ; oxygène. Or, la revue de 2016 publié par Amirah Mohd 

Gazzali et al, regroupant la description de tous ces paramètres[182] a mis en lumière que les 

deux liens labiles de l’acide folique (l’amine de l’acide para-aminobenzoïque relié au 

carbone 5 du noyau ptérine et l’amide reliant l’acide para-aminobenzoïque à l’acide 

glutamique) peuvent être impliqués dans la dégradation de la molécule. Ainsi, l’intégration du 

problème de la dégradation des acides foliques dans le développement de nouveaux composés 

ciblant FR⍺ est cruciale. En ce sens, la conception de nouveaux analogues de l’acide folique 

ciblant FR⍺ assurant une stabilité durable pourrait résoudre ce problème. C’est pourquoi le 

PSAF pourrait faire l’objet d’une amélioration via un couplage à un analogue d’acide folique 

plus stable. Dans ce contexte, la suite de cette étude consistera à « designer » et synthétiser de 

nouveaux analogues de l’acide folique dans l’objectif d’améliorer la stabilité comparée à celle 

de l’acide folique commercialisé.  De la même manière qu’il a été réalisé avec le PSAF, ces 

analogues d’acides foliques seront couplés au pyrophéophorbide et leur efficacité ainsi que 

leurs propriétés immunostimulantes seront testées afin d’évaluer leur utilisation potentielle 

dans le traitement de la carcinose péritonéale d’origine ovarienne. Par ailleurs, il est connu 

que le récepteur au folate est surexprimé dans environ 40% des tumeurs solides, en particulier 

dans les cancers d’origine épithéliale. À terme, il pourrait donc être envisagé d’élargir la PDT 

utilisant ce nouveau photosensibilisateur couplé à un analogue de l’acide folique à d’autres 

types de tumeurs surexprimant le récepteur au folate (cancer du pancréas, carcinome 

hépatocellulaire, cancer du poumon).  

En conclusion, l’ensemble de ces travaux de recherche devraient permettre 

d’entrouvrir de nouvelles perspectives thérapeutiques dans un cancer qui est à l’heure 

actuelle en impasse thérapeutique. 
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